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RESUMO GERAL

A necessidade de nitrogénio da soja pode ser atendida pela simbiose com cepas elite
de Bradyrhizobium, aplicadas através da inoculagdo de sementes durante a
semeadura. Diversas pesquisas tém buscado potencializar os beneficios dessa
associacdo através da coinoculacdo da soja com outros microrganismos benéficos.
Adicionalmente, a Amazdnia é reconhecida como um bioma rico em microrganismos
com potenciais beneficios as plantas. Diante disso, estabeleceu-se a hipétese de que
a coinoculacdo de plantas de soja pode ser estendida a outros microrganismos
promotores de crescimento, promovendo beneficios aos indicadores de produtividade
e rentabilidade, além de possibilitar a melhoria do crescimento em solo com residuo
de mineragéo incorporada. Estudos de campo e casa de vegetagéao foram conduzidos
durante os anos de 2020 e 2021 nos municipios de Paragominas e Belém, no estado
do Para. Inicialmente, os experimentos foram realizados para avaliar o potencial de
uso de produtos comerciais para coinoculacdo da soja em alternativa a adubacao
fosfatada. Em seguida, buscou-se potencializar o uso da coinoculacao utilizando
cepas regionalizadas de microrganismos benéficos isolados da regido amazonica
brasileira. Por fim, foi testada a capacidade dos microrganismos regionalizados em
associacdo com baixas quantidades de lama vermelha, um subproduto da producéo
de aluminio. A coinoculacdo com produtos comerciais a base de cepas de Bacillus e
fungos micorrizicos arbusculares promoveu o aumento de rendimento e rentabilidade
da soja. Ja 0 uso de cepas regionalizadas (Trichoderma asperellum e Bacillus
amyloliquefaciens) promoveu aumento do volume radicular das plantas, rendimento,
namero de vagens, ramos reprodutivos, altura da planta e o lucro liquido, em
comparacao com a inoculagédo padrdo, mas nao influenciou as trocas gasosas pela
planta. Quanto a associacdo de coinoculacao com lama vermelha (LV), a interacdo do
residuo com a coinoculacdo promoveu mudancas ha arquitetura radicular, elevando o
percentual de raizes finas (<1 mm) em comprimento e volume. A coinoculacdo das
plantas de soja com Bradyrhizobium e cepas de microrganismos benéficos,
regionalizadas ou nao, proporcionou incremento em crescimento, nutricao,
rendimento e rentabilidade as plantas de soja. Além da importancia voltada a maior
produtividade da soja, a coinoculacdo pode se tornar uma peca chave para promogao
de uma agricultura mais ambientalmente sustentavel.

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, Bradyrhizobium, Glycine max,

Trichoderma asperellum.



GENERAL ABSTRACT

The nitrogen requirement of soybean can be supplied by the symbiosis with elite
strains of Bradyrhizobium, applied as inoculant at sowing. Several studies have
searched for enhancement of these benefits by the co-inoculation of soybean with
other beneficial microorganisms. Additionally, the Amazon is recognized as a biome
rich in microorganisms with potential benefits to plants. Given this, the hypothesis of
this study was that the co-inoculation of soybean plants can be extended to other plant-
growth-promoting microorganisms, resulting in benefits to productivity, profitability,
besides enabling the improvement of growth in soil with incorporated mining waste.
Field and greenhouse studies were conducted during the years 2020 and 2021 in the
municipalities of Paragominas and Belém, in the state of Pard, northern Brazil. Initially,
experiments were conducted to evaluate the potential of using commercial products
for soybean co-inoculation as an alternative to phosphate fertilization. Next, the
objective was to enhance the use of co-inoculation using regionalized strains of
beneficial microorganisms isolated from the Brazilian Amazon region. Finally, the
ability of regionalized microorganisms in association with low amounts of red mud, a
by-product of aluminum production was evaluated. Co-inoculation with commercial
products based on strains of Bacillus and arbuscular mycorrhiza fungi promoted
increased soybean yield and profitability. The use of regionalized strains (Trichoderma
asperellum and Bacillus amyloliquefaciens) promoted an increase in root volume,
yield, number of pods, reproductive branches, plant height and net profit, compared
with standard inoculation, but did not affect gas exchange by the plants. As for the
association of co-inoculation with red mud (RM), the interaction of the residue with the
co-inoculation promoted changes in root architecture, increasing the percentage of fine
roots (<1 mm) in length and volume. Co-inoculation of soy plants with Bradyrhizobium
and strains of beneficial microorganisms, regionalized or not, provided increment in
growth, nutrition, yield and profitability to soy plants. In addition to the importance of
higher soybean productivity, co-inoculation may become a key-element to promote a
more environmentally sustainable agriculture.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Bradyrhizobium, Glycine max, Trichoderma

asperellum.
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CONTEXTUALIZACAO

A soja (Glycine max [L.] Merril) € uma cultura de importancia global e uma das
mais amplamente cultivadas no mundo, com dupla aptiddo como fonte de proteina e
Oleo, utilizada para consumo humano e animal e para fins industriais (SINGH, 2010).
Na safra 2020/2021 a cultura ocupou uma area de 126,9 milhdes de hectares no
mundo, com uma producéo de 353,4 megatoneladas. (FAOSTAT, 2021).

O Brasil € o maior produtor mundial desta oleaginosa, com uma area cultivada
prevista de 40,4 milhdes de hectares e 140,5 megatoneladas colhidas na safra
2021/2022 (CONAB, 2022). Parte do sucesso da soja brasileira se deve a economia
de ndo utilizar fertilizantes nitrogenados (DOBEREINER, 1997; HUNGRIA et al.,
2006). A necessidade de nitrogénio da soja é atendida pela simbiose com cepas elite
de Bradyrhizobium, aplicadas através da inoculacdo da semente no momento da
semeadura (RODRIGUES et al., 2020). Além de economicamente viavel, a inoculacao
da soja estd de acordo com a demanda global por sistemas agricolas mais
sustentaveis (DOBEREINER, 1997; HUNGRIA et al., 2006; REIS JUNIOR et al.,
2011).

Como a inoculacdo € uma pratica estabelecida e consolidada nas regides
brasileiras produtoras de soja, varios estudos tém procurado aumentar os beneficios
desta associacdo através de um processo reconhecido como coinoculagéo
(HUNGRIA, NOGUEIRA e ARAUJO, 2013; BONONI et al., 2020; RONDINA et al.,
2020). A coinoculacéo consiste em adicionar mais de um microrganismo benéfico as
plantas para maximizar o seu desenvolvimento (FILIPINI et al., 2020; SILVA et al.,
20204, b).

A coinoculacdo da soja tem sido adotada pelos agricultores brasileiros nos
altimos anos, através do uso das cepas Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense
(SANTOS, NOGUEIRA e HUNGRIA, 2021). Uma meta-analise recente, com dados
obtidos em experimentos de campo no Brasil, revelou que a coinoculagédo de soja com
A. brasilense promove beneficios como aumento da massa radicular, nUmero de
nodulos, massa de ndédulos, concentracdo de N na parte aérea e raiz, em
produtividade e maior tolerancia a estresses abidticos em comparacdo com a
inoculacdo padrdo (BARBOSA et al., 2021). Rondina et al. (2020) também relataram

que a coinoculagdo com A. brasilense promove melhorias nas caracteristicas
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morfologicas das raizes, aumento da capacidade da planta para superar o estresse
hidrico em solos arenosos e maior rendimento em soja.

O uso de outros microrganismos benéficos na coinoculagédo da soja também
tem sido destacado por outros autores. Estudos tém verificado o uso potencial de
Bacillus subtilis na coinoculacdo da soja, relatando aumentos no rendimento,
biomassa, qualidade dos gréos, numero de nédulos, total de N na planta e melhorias
na arquitetura das raizes (ARAUJO; HUNGRIA, 1999; ATIENO et al.,, 2012;
PRAKAMHANG et al., 2015; MORETTI et al. 2020a, 2020b, 2021; ARAUJO et al.,
2021).

Com o uso de varios microrganismos na coinoculacdo da soja (Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Serratia sp. A. brasilense e Trichoderma
asperellum), Silva et al. (2020a, 2020b) observaram que a coinoculagdo promoveu
melhorias nas trocas gasosas, biomassa total (parte aérea e raizes) e conteudo de
macronutrientes, em comparacado com a inoculacdo simples com Bradyrhizobium. Em
estudos com a coinoculagdo da soja com a B. amyloliquefaciens (cepa LL2012)
Masciarelli, Llanese e Luna (2014) afirmaram que a coinoculacdo alterou os
parametros de crescimento das plantas e promoveu uma maior nodulacao, tornando
0 seu uso atrativo para formulagdes em inoculantes comerciais.

Além da promocéo do crescimento, podem ser selecionados microrganismos
com a capacidade de promover outros beneficios para as plantas, como conferir as
plantas maior toleréncia a fatores biéticos e abioticos. Por exemplo, diversos estudos
tém sido conduzidos com uso da coinoculacdo de microrganismos benéficos para
melhoria da qualidade de plantas cultivadas em solos contaminados com metais
potencialmente téxicos (JU et al., 2019; JU et al., 2020; NEVHULAUDZI et al., 2020;
WANG et al.,, 2021). Além disso, a aplicacdo de microrganismos em solos
contaminados pode possibilitar a conversdo de metais pesados toxicos para outras
formas ndo téxicas ou menos biodisponiveis, reduzindo a fitotoxicidade (SINGH;
CAMEOTRA, 2004; BANDARA et al., 2017).

Assim, a diversidade de microrganismos benéficos com capacidade de
aplicacado em coinoculacdo da soja possibilita a realizagéo de estudos visando maior
produtividade da cultura e, também, aplicacdo em situacdes de estresses abidticos,

como solos contaminados com metais potencialmente toxicos.
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Hipotese

Microrganismos promotores do crescimento de plantas utilizados em
coinoculagéo com Bradyrhizobium na soja podem promover ganhos de produtividade
e rentabilidade e melhorar o crescimento das plantas em condicbes de estresse

abidtico, em solos com residuo de mineracéo.

Objetivos
Geral
Avaliar os beneficios da coinoculacdo da soja com Bradyrhizobium e outros

Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas.

Especificos

e Avaliar a coinoculacdo de soja com cepas de Bacillus e fungos micorrizicos
arbusculares em dois niveis de fertilizacao fosfatada.

e Avaliar a coinoculacéo de plantas de soja com Trichoderma asperellum e Bacillus
amyloliquefaciens, com e sem fertilizagao fosfatada.

e Avaliar a aplicacdo da lama vermelha em solo utilizado para revegetacao de areas
contaminadas associada a coinoculacdo da soja com cepas de microrganismos

promotores de crescimento, isolados da Amazonia.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Aspectos morfoldgicos e cultivo da soja

A soja cultivada [Glycine max (L.) Merril] tem origem na regi&o leste da Asia,
especificamente no nordeste da China, também conhecida como regido da Manchdria
(HYMOWITZ, 1970; SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015). A soja, hoje cultivada em
todo mundo, difere bastante de seus ancestrais de origem, pois era uma planta
rasteira. Sua evolucdo ocorreu através do cruzamento natural de duas espécies
selvagens. Sendo conhecida como um grao sagrado ha mais de 5 mil anos no oriente,
sua exploracdo como alimento no Ocidente foi ignorada até a segunda década do
século 20. A partir dessa data, iniciou-se sua exploracdo comercial pelos Estados
Unidos, inicialmente como forrageira e, finalmente, como grdo (DALL'AGNOL et al.,
2007).

A planta de soja é uma herbacea dicotiledénea anual, com germinacao epigea,
ciclo de vida variando de 70 a 200 dias, altura de plantas de 30 a 250 cm, insercao de
primeira vagem de 10 a 20 cm, habito de crescimento ereto e prostrado, crescimento
determinado, semideterminado e indeterminado, resisténcia a deiscéncia de vagens,
grupo de maturidade relativa (000 a 10 no mundo), hastes e vagens pubescentes na
cor cinza ou marrom, com boa qualidade visual e fisiol6gica de sementes, resisténcia
a pragas, doencas, herbicidas e alta produtividade (MATSUO; FERREIRA e
SEDIYAMA, 2015).

E uma cultura de importancia global e uma das mais cultivadas em todo o
mundo, rica em 6leo e proteinas, sendo utilizada para consumo humano, animal e fins
industriais (SINGH, 2010). Os dois principais produtos do beneficiamento da soja séao
o 6leo e farelo, sendo que este segundo é o principal produto oriundo do
esmagamento da soja, destinado, em parte, para a cadeia produtiva de carnes
(insumos fundamentais na elaboracédo de racdo animal) na alimentacédo de bovinos,
suinos, aves, animais domésticos, peixes e bezerros, podendo ser considerado um
substituto do leite nesse ultimo caso (SOUZA; BACCHI; ALVES, 2019). Ja o Oleo de
soja é usado na alimentacéo direta de seres humanos e a principal fonte de lipidios
usada na producdo de biodiesel (SOUZA; BACCHI e ALVES, 2019; VIEIRA;
NADALETI e SARTO, 2021; ZHANG et al., 2021).

Produtos a base de soja vém sendo cada dia mais difundidos por todo o mundo,
pelo fato dessa leguminosa ser rica em proteinas, com valor nutricional equivalente a

proteina animal (GUO, 2009). Das diversas finalidades possiveis a base de soja, tém-
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se alimenticias como tofu, leite de soja, margarinas, também para suplementos,
anticorrosivos, detergentes, produtos farmacéuticos, plasticos, papéis, tintas,
vernizes, pesticidas, cosméticos, entre outros (BARRETT, 2006; GUO, 2009;
PRATAP et al.,, 2011; ZHANG: QIN, 2019). Além disso, alimentos a base de soja
contém uma variedade de componentes bioativos como saponinas, inibidores de
protease, acido fitico e isoflavonas (BARRETT, 2006).

A safra 2019/2020 de soja ocupou uma area plantada de 122,647 milhdes de
hectares em todo o mundo, com producéo global de 337,298 megatoneladas (USDA,
2021). Os principais paises produtores de soja séo Brasil, Estados Unidos, Argentina,
China, india e Paraguai (USDA, 2021). Quanto aos principais exportadores, s&o Brasil,
Estados Unidos, Argentina e Paraguai. J& os importadores sao China, Unido Europeia,
México, Egito e Argentina.

1.1.2 Cultivo de soja no Brasil

A histéria desse gréo no pais se iniciou em 1882, com introdugdo dos materiais
genéticos oriundos dos Estados Unidos e testagem no estado da Bahia (GAVIOLI,
2013). Posteriormente, foram implantados alguns estudos experimentais no estado
de Sao Paulo, porém, apenas décadas depois (em 1940) a soja foi cultivada
comercialmente na regido sul (HUNGRIA et al., 2005). Diferente do que ocorre hoje,
a producdo de soja era pouco expressiva até meados do ano de 1950, sendo
consumida como forragem para bovinos ou como grdo na engorda de suinos em
pequenas propriedades do interior gaucho (DALL'AGNOL et al., 2007).

A partir de 1970 a soja comecou a se expandir no pais e passou a se destacar
na producdo do gréo, passando de 1,5 megatoneladas (Mt) em 1970 para mais de
15,0 Mt em 1979, devido ao aumento de hectares cultivados (1,3 para 8,8 milhdes)
mas, também, da produtividade (1140 para 1730 kg/ha), proporcionado pela
disponibilizacdo de novas tecnologias aos produtores (EMBRAPA, 2004). Essa
expansao teve inicio nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e
Séo Paulo (DOMINGUES; BERMANN, 2012). A partir da década de 1980, a soja
comecou a se expandir para a regido do Cerrado brasileiro no centro do pais e, em
1990 a regido central ja tinha destaque no cultivo desse gréo, devido a expansédo da
cultura (DOMINGUES; BERMANN, 2012).

A grande expansdao para a regido do Cerrado brasileiro se deu devido a fatores

como: baixo valor da terra; topografia e condi¢des fisicas do solo favoraveis a
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mecanizacao, regime pluviométrico favoravel, sistema cooperativista dinamico e
eficiente; melhorias no sistema de transportes; incentivos fiscais, um mercado
internacional em alta e diversas pesquisas voltadas a melhoria da qualidade quimica
do solo e selegcdo genética (EMBRAPA, 2004; DOMINGUES; BERMANN, 2012).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de soja com 137,3
megatoneladas colhidas em uma éarea de 38,9 milhGes de hectares para a safra
2020/2021 (CONAB, 2021). Os atuais principais estados brasileiros produtores de soja
sdo Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Mato Grosso do Sul e Bahia,
com 80% da producéo total brasileira do grao na safra 2020/2021 (CONAB, 2021). As
principais regides brasileiras produtoras de soja sao, respectivamente, Centro-Oeste,
Sul, Nordeste e Sudeste, sendo a regido Norte a que possui menor participacao da
produgcdo do grao (CONAB, 2021). No entanto, a regido Norte tem apresentado
elevado crescimento nos ultimos anos, principalmente nos estados do Tocantins, Para
e Roraima (CONAB, 2021).

Devido a recente expansao na soja na regidao Norte, a agricultura é
constantemente criticada por ativistas e algumas autoridades mundiais como sendo
uma atividade contribuinte para o desmatamento da floresta amazbnica
(DOMINGUES; BERMANN, 2012), maior bioma da regido. De fato, algumas regides
alocadas na Amazoénia brasileira estdo sendo ocupadas por extensas lavouras de
soja, porém, em sua maioria se trata de areas de pastagens degradas e culturas
abandonadas. Nesses casos, o cultivo de soja visa a recuperacao do solo degradado,
com correto manejo do solo, incorporacdo de matéria organica e reposicdo da
fertilidade do solo. Ademais, Brandédo, Rezende e Marques (2006) mencionam sobre
a inviabilidade de abrir-se uma area de floresta para execucdo de cultivo de soja,
sendo necesséarios varios anos com alguma outra atividade anterior (pastagens,
principalmente) para que a area esteja passivel da implantacédo da soja.

Segundo Rivero et al. (2009), o desmatamento na regido amazénica tem sido
causado pela atividade pecuaria, agricultura de corte e queima ou associada a
exploracdo madeireira. Esses autores relatam em seus resultados que houve baixa
correlacdo entre a variavel soja e o desmatamento, evidenciando o pouco impacto
desse tipo de cultivo sobre a ocupacgédo de novas areas na Amazoénia. Estudos mais
recentes sobre a expansdo da soja na Ameérica Latina demonstram que, em sua
maioria, ela ocorreu em areas que eram destinadas a producédo de gado (SONG et

al., 2021). Além disso, a partir do ano de 2006 foi estabelecido um tratado voluntéario



24

entre os principais exportadores de soja brasileira, que consistia em ndo comprar soja
cultivada em areas desmatadas a partir daquele ano (moratoéria da soja) (GIBBS et
al., 2015).

A elevada producdo de soja brasileira €, em grande, parte justificada por um
aumento constante de produtividade sem grandes alteracdes de area cultivada. Nos
altimos dez anos, a area cultivada com a soja no pais teve um aumento de 14,3
milhdes hectares, enquanto a producdo do grao saltou de 74,8 para 133,8 Mt anuais
(CONAB, 2021).

1.1.3 Cultivo de soja no estado do Para

O estado do Para tem sido um exemplo tipico de fronteira agricola na regiao
Amazonica, incialmente com exploracdo de madeira, mineracao e pecuaria extensiva
e, mais recentemente, por cultivo de soja em antigas areas de pastagens (SAUER,
2018). No estado, o cultivo de soja teve inicio em meados da década de 1990,
especificamente na regido de Santarém (SAUER, 2018; HAMID et al., 2021).

A partir de 1990 produtores de gréos das regides Centro e Sul do pais, que
possuiam experiéncia e capital, migraram para o entorno da regido de Santarém,
atraidos por fatores como: desenvolvimento de cultivares de soja adaptadas as
caracteristicas da area; logistica facilitada; aptidao agricola regional; aumento do valor
internacional da soja; baixos precos da terra e incentivos governamentais
(FILGUEIRAS; FERREIRA; SANTANA, 2007; COELHO et al., 2021; HAMID et al.,
2021). Mais adiante, em 2003, houve uma melhora das condi¢des logisticas, pela
instalacdo do porto graneleiro multinacional Cargill (COELHO et al., 2021). Outro fator
que contribui fortemente para a atual migracdo de produtores para o estado é o
excelente regime de chuvas na regido, visto que problemas com veranicos Sao
constantes e ocorrem cada vez mais no centro e sul do pais.

No ano safra 2020/2021 foram colhidos 2,2 Mt de graos de soja no estado,
alocando-o como o 12° maior produtor de soja no Brasil (CONAB, 2021). Os principais
polos produtores do gréo no estado sdo as regides de Paragominas, Santana do
Araguaia, Santarém, Concei¢cdo do Araguaia e Sdo Félix do Xingu (HAMID et al.,
2021). Apesar da baixa producéo do estado frente aos grandes polos produtores do
grao, diversos estudos ressaltam a rapida expansao do gréo, com crescimento acima
da média nacional e comparavel a importantes fronteiras agricolas do pais, como a
regido do MATOPIBA (SAUER; PIETRAFESA, 2013; LEITE et al.,, 2015). Por
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exemplo, entre 2011 e 2021 a area cultivada com soja no estado foi de 105,8 mil
hectares para 731,9 mil hectares, representado um crescimento de 691,7% em area
plantada (CONAB, 2021; IBGE, 2022). Assim, a expansédo da sojicultura no estado é
de grande expressdo no cendrio nacional, atribuindo ao estado o status de nova
fronteira agricola, ndo so pela elevada taxa de crescimento da producdo, mas também

pela regido ser uma importante rota de escoamento (HAMID et al., 2021).

1.2 Associacdo de soja com microrganismos benéficos
1.2.1 Inoculacgéo

Diversas espécies de leguminosas podem ter sua demanda por nitrogénio
atendida através de relacdes simbidticas com bactérias capazes de realizar a fixacao
biolégica do nitrogénio atmosférico (FBN) nos nédulos radiculares (WANG et al.,
2021). A FBN é um processo chave para a sustentabilidade agricola do cultivo de
leguminosas, devido ao seu baixo impacto no ambiente em comparacédo a utilizacéao
de fertilizantes nitrogenados (VIEIRA, 2017). A simbiose entre leguminosas e rizébios
ndo é obrigatdria, porém, em condi¢cdes limitantes de nitrogénio (N) no solo, a
interacdo entre micro e macrossimbiontes € estimulada (TAIZ et al., 2017).

O estabelecimento da simbiose ocorre em um processo onde ha intensa troca
de sinais moleculares. Segundo Taiz et al. (2017), inicialmente sdo secretadas
(iso)flavonoides e betainas pelas raizes das plantas, promovendo a migracdo de
bactérias coletivamente reconhecidas como rizobios para as raizes. No rizébio, os
atrativos gerados ativam a proteina do rizébio NodD, que induz a transcricdo de outros
genes de nodulacdo, genes nod, responsaveis pela codificacdo das proteinas de
nodulacdo. Moléculas séo sintetizadas pelos rizobios como resultado da expressao
do gene nod, sendo denominadas como fatores de nodulagéo, ou fatores Nod, e sao
liberadas e receptadas pela planta hospederia. Como resultado, ocorre um
pronunciado enrolamento das células dos pelos radiculares, fazendo com que 0s
rizobios figuem envolvidos pelo compartimento formado por esse enrolamento.
Simultaneamente ao compartimento formado, a parede celular do pelo radicular é
degrada em resposta aos fatores Nod, permitindo as células bacterianas o acesso
direto a superficie externa da membrana plasmaética.

Posteriormente, ainda de acordo com Taiz et al. (2017), ocorre a formacéo de
um canal de infecgdo (uma extensdo interna tubular da membrana plasmaética,

produzida pela fusdo de vesiculas derivadas do Golgi no local da infec¢do) que,
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preenchido pelos rizébios em proliferacdo, alonga-se através do pelo da raiz e das
camadas de células corticais em direcdo ao primérdio nodular (uma area distinta no
cortex, formado pelas células corticais que se desdiferenciam e iniciam a divisdo). Em
seguida, as células bacterianas sao liberadas no citoplasma (possivel pois a
extremidade do canal de infeccdo se fusiona com a membrana plasmatica de uma
célula hospedeira e penetra no citoplasma), circundadas pela membrana plasmatica
da célula hospedeira, resultando na formacdo do simbiossomo, uma organela
especializada. Apés um sinal especifico da planta, as bactérias presentes no interior
desse simbiossomo que permaneciam se dividindo, cessam a divisdo e comecam a
se diferenciar em bacteroides fixadores de nitrogénio.

Formados os nodulos, a planta hospedeira fornece as bacteroides fontes de
carbono e ambiente adequado para FBN. Ao passo que os bacteroides, através da
enzima nitrogenase, realizam a reducdo de N2 a 2 NHs, ao custo de 8 e, 8 H" e
16ATPs; a seguir, NHs é transformado em NH4*, no ambiente aquoso do citoplama
(DIXON; KAHN, 2004; VIEIRA, 2017). Nos nodulos, os ions amdnio, =produzida pelos
bacteroides € exportada para a célula hospedeira via seiva do xilema, principalmente
como ureideos (alantoina e acido alantéico) (VIEIRA, 2017; BARBOSA et al., 2021).

Segundo estudos de campo baseados em andlises isotépicas (°N), as taxas
de fixacdo de nitrogénio na soja podem alcancar até 372 kg ha? (CIAMPITTI,
SALVAGOTTI, 2018). Santos, Nogueira e Hungria (2019) estimam que 20 bilhdes de
dolares sao economizados todos 0s anos pelo nao uso de fertilizantes nitrogenados
na soja. Visando garantir a eficiéncia da FBN e o ndo uso do fertilizante nitrogenado
na soja, anualmente é realizada a inocula¢do na semeadura da soja com cepas elites
de Bradyrhizobium (DOBEREINER, 1997; HUNGRIA; MENDES, 2015).

1.2.2 Coinoculacao
Com base no sucesso da inoculagéo das plantas de soja com rizébios, diversos

estudos tém buscado elevar os beneficios da associacdo soja-microrganismos
através da coinoculacao (LEITE et al., 2019; BARBOSA et al., 2021). A prética de
coinoculagéo consiste na adicdo de mais de um microrganismo benéfico as plantas,
a fim de otimizar o seu crescimento (FILIPINI et al., 2021; BARBOSA et al., 2021). O
objetivo dessa técnica é aliar o beneficio da inoculagdo com rizébios na FBN, com
outros mecanismos fornecidos pelos microrganismos coinoculados. Estes podem

proporcionar beneficios como potencializar FBN (DOBEREINER, 1997), solubilizagdo
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de fosfato (MAHANTA et al., 2014) e potassio (BASAK; BISWAS, 2010; BASAK et al.,
2020), producéo de sideréforos (LI; CHEN; BRUNER, 2016; YADAV et al., 2020) e
sintese de fitohorménios (FUKAMI; CEREZIN; HUNGRIA, 2018).

Fixacdo bioldgica de Nitrogénio: semelhante a espécies de rizébios, algumas
bactérias promotoras de crescimento em plantas, com destaque para A.
brasilense, possuem capacidade de fixar biologicamente o N2 atmosférico e
disponibiliza-lo para planta (DOBEREINER; MARRIEL; NERY, 1976; LI,
ALEXANDER, 1988). Assim, quando coinoculadas em plantas, essas bactérias
podem proporcionar beneficios como maior nimero de nodulos e contetdo de N
na planta (MORETTI et al., 2021).

Solubilizacdo de fosfato: a coinoculagdo com microrganismos solubilizadores de
fosfato pode disponibilizar parte do fésforo retido no solo as plantas de soja. Estes
microrganismos podem atuar na liberacdo de compostos quelantes ou solventes
minerais como anions acidos organicos, sideréforos, prétons, ions hidroxila e COz;
liberacdo de enzimas extracelulares como fosfatases acidas ndo especificas,
fitases, fosfonatases e C-P liases; e na liberacdo de P durante degradacao de
exopolissacarideos (YI; HUANG; GE, 2008; SHARMA et al., 2013). Além disso,
uma maior absorcdo de fosforo (P), &gua e outros nutrientes é relacionada com
maior volume radicular e, consequentemente maior capacidade de exploracdo no
solo.

Solubilizacdo de potassio (K): no solo, existem minerais compostos por nutrientes,
entre estes o0 K, que permanecem indisponiveis as plantas (BASAK; BISWAS,
2010). Alguns microrganismos sao reconhecidos pela capacidade de solubilizagao
de K desses minerais através da liberacdo de &cidos orgéanicos no solo,
desempenhando um papel chave no aumento do fornecimento de K as plantas
(BASAK et al., 2020; LODI et al., 2022). Ademais, fungos filamentosos podem
exercer forcas biofisicas que levam a ruptura dos minerais, reduzindo o tamanho
das particulas e, consequentemente, criando superficies reativas (OLIVEIRA-
PAIVA et al., 2022).

Sideréforos: sdo produtos naturais complexos e estruturalmente diversos,
constituidos por aminoacidos e formam complexos estaveis com metais,
especialmente Fe3*, com extraordinaria especificidade e afinidade (LI; CHEN;

BRUNER, 2016; TAIZ et al., 2017). A coinoculagdo com microrganismos
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produtores de sider6foros pode beneficiar o crescimento das plantas
(CHATTERJEE et al., 2012). Além disso, sideréforos séo conhecidos por quelar e
mobilizar varios outros metais, promovendo beneficios em solos contaminados
(GHOSH; BERA; CHAKRABARTY, 2020; KHAN et al., 2020).

e Sintese de fitormbnios: sdo compostos sinalizadores que regulam aspectos
cruciais do crescimento, diferenciagao e desenvolvimento (DAVIES, 2010; WAADT
et al., 2022). Em coinoculacao de plantas de soja com microrganismos capazes de
produzir ou estimular a producado de hormoénios vegetais, podem ocorrer diversas
modificacdes nas plantas, como maior producdo de biomassa de raizes e parte
aérea, maior ramificacdo, rendimento de grdos, modificacbes na arquitetura
radicular, entre outros (FUKAMI; CEREZIN; HUNGRIA, 2018; RONDINA et al.,
2020; MORETTI et al., 2021). Além disso, alteracdes no balanco hormonal da
planta podem interferir na resposta da planta pelo ataque de herbivoros, patdgenos
e estresses abiodticos (TAIZ et al., 2017).

A bactéria Azospirillum brasilense tem se destacado para combinacdo com
rizébios e uso em coinoculacdo da soja (CASSAN et al., 2020; BARBOSA et al., 2021).
O maior interesse em pesquisas com essa bactéria ocorreu apés a descoberta pela
pesquisadora Dra. Johanna Débereiner da sua capacidade de fixar biologicamente o
N2 atmosférico em associacdo com gramineas (DOBEREINER; MARRIEL; NERY,
1976). Ja em 1979, estudos ja relatavam o potencial de uso de A. brasilense para
coinoculacdo em plantas de soja (SINGH; SUBBA, 1979). Desde entdo, diversos
estudos foram conduzidos validando os beneficios da coinoculacao de soja com essa
bactéria.

Atualmente, a coinoculacéo de soja € amplamente adotada por agricultores em
alguns paises da América do Sul, principalmente no Brasil, apds o lancamento de um
inoculante comercial a base de cepas de A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) em 2013
(CASSAN et al., 2020; SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2021) e, mais
recentemente, em 2021, um inoculante apropriado para coinoculagdo com a mistura
das duas espécies bacterianas (ver tecnologia Masterfix Dual force®).

Entre os beneficios da coinoculagdo de soja com A. brasilense, sao
amplamente reconhecidos o aumento de raizes, nimero e peso de nodulos,
concentracdo de N na parte aérea e raizes, aumento de rendimento e maior tolerancia
a estresses abidticos em comparacdo com a inoculacdo padrdo (IRUTHAYATHAS;
GUNASEKARAN; VLASSAK, 1983; GROPPA; ZAWOZNIK; TOMARO, 1998;
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HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013; CASSAN et al., 2020; BARBOSA et al.,
2021). Outros estudos relataram que a coinoculacao promove alteracdes positivas na
morfologia das raizes (comprimento, volume, numero de pelos), assim aumentando a
capacidade da planta para superar o estresse hidrico e promover maior rendimento
em soja (MOLLA et al., 2001; RONDINA et al., 2020).

Esses efeitos benéficos proporcionados pela coinoculacdo ocorrem em funcao
da capacidade promotora de crescimento proporcionada pelo microrganismo utilizado.
Assim, diversos outros microrganismos também tém sido testados para coinoculacao
de soja, mas de forma mais modesta. Estudos ja indicaram os géneros Pseudomonas
(AFZAL; BANO; FATIMA, 2010; SILVA et al., 2020b), Burkholderia sp. (SILVA et al.,
2020a) Actinomyces sp. (NIMNOI; PONGSILP; LUMYONG, 2014), Bacillus sp. (LI,
ALEXANDER 1988; ATIENO et al. 2012; SUBRAMANIAN et al. 2014; OLIVEIRA et
al., 2020; MORETTI et al., 2021), Trichoderma (BONONI et al., 2020) e fungos
micorrizicos (IGIEHON; BABALOLA, 2017; COFRE et al., 2020) como promotores de
crescimento benéficos as plantas de soja.

Muitos estudos avaliaram a capacidade de Bacillus subtilis em promover
beneficios & soja em coinoculacéo (LI; ALEXANDER, 1988; ARAUJO; HUNGRIA,
1999; ATIENO et al., 2012; PRAKAMHANG et al., 2015; MORETTI et al., 2020a,
2020b; ARAUJO et al., 2021; MORETTI et al. 2021). Estes relataram que a
coinoculag&o de soja com este género pode favorecer o rendimento e a qualidade dos
grdos, a biomassa, arquitetura radicular, o desempenho simbiético dos rizébios,
induzir resisténcia sistémica adquirida, liberar moléculas biocidas que proporcionarao
inibicdo de patdgenos e producéo de fitormonios.

Em estudos com uma outra espécie de Bacillus, Masciarelli, Llanese e Luna
(2014) afirmaram que a coinoculacdo com B. amyloliquefaciens (cepa LL2012) alterou
os parametros de crescimento das plantas e promoveu maior nodulagéo.
Adicionalmente, Oliveira et al. (2020) testaram diferentes espécies de Bacillus (B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilis, e B. subtilis) em coinoculagéo da soja,
verificando maior nodulacédo e acumulo de N na parte aérea, porém, a coinoculacéo
nao proporcionou aumento de rendimento de graos.

Com o uso de varios microrganismos na coinoculacdo da soja (Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Serratia sp. A. brasilense e Trichoderma
asperellum), Silva et al. (2020a, 2020b) observaram que a coinoculagcdo promoveu

melhorias nas trocas gasosas, biomassa total (parte aérea e raizes) e conteudo de
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macronutrientes, em comparacdo apenas com a inoculacdo simples com
Bradyrhizobium. Um outro estudo avaliou o crescimento de plantas de soja
coinoculadas com microrganismos promotores de crescimento (A. brasilense, T.
asperellum, T. virens, B. amyloliquefaciens e Penicillium bilaiae), observando que a
coinoculacédo de sementes de soja com 0s microrganismos mencionados aumentou a
massa seca da cultura durante o seu ciclo de crescimento (BUSO et al., 2021).

Avaliando cepas de Trichoderma asperellum em coinoculagéo da soja, Bononi
et al. (2020) e Chagas et al. (2017) verificaram esse fungo como solubilizador de
fosfatado e promotor de crescimento em plantas de soja, possibilitando aumento de
produtividade em até 9% em relacdo a inoculacdo somente com rizébios.

Outro fator importante quando se trata de coinoculacéo é relacionado pelo risco
de interacdo negativa entre o microrganismo coinoculado com rizébio, uma vez que a
simbiose soja-rizobio € complexa e pode ser afetada por diversos fatores, como a
mudanca no microbioma rizosférico (HAN et al., 2020). Alguns microrganismos podem
exercer um efeito inibitério na nodula¢do ou induzir a ativacao de genes relacionados
com a defesa das plantas (HASIBUAN et al., 2021). Assim € primordial avaliar se os
microrganismos utilizados em coinoculacdo podem prejudicar a simbiose soja-
Bradyrhizobium.

Pesquisadores realizaram estudos em busca de avaliar se a coinoculac¢ao de
soja com Bacillus pumillus afetaria a interacdo soja-Bradyrhizobium e o0 momento da
coinoculacdo (HASIBUAN et al., 2021). Como resultado, verificaram menor nimero
de nédulos quando a coinoculacéo foi realizada no momento da semeadura, porém,
guando realizada uma semana apdés a inoculacdo ndo houve prejuizo ao niumero de

nédulos.

1.3 Coinoculacéo de plantas sob solo contaminado com metais pesados

A coinoculacao de plantas tem sido reconhecida pela capacidade de promover
o crescimento de plantas em condi¢des de crescimento adequadas, via propriedades
como bioestimulantes, biofertilizantes e agentes de biocontrole (SHARMA et al. 2021).
Porém, estudos também tém sido conduzidos com a coinoculacdo objetivando a
biorremediacéo, para conferir as plantas maior tolerdncia a fatores abioticos. Por
exemplo, com uso da coinoculacdo de microrganismos benéficos para melhoria da

qualidade de plantas cultivadas em solos contaminados com metais potencialmente
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toxicos (JU et al., 2019; JU et al., 2020; NEVHULAUDZI; KANU; NTUSHELO, 2020;
WANG et al., 2021).

A aplicacdo de microrganismos em solos contaminados pode possibilitar a
conversdo de metais pesados toxicos para outras formas ndo tdxicas ou menos
biodisponiveis, reduzindo a fitotoxicidade (SINGH; CAMEOTRA, 2004; BANDARA et
al., 2017). Segundo Ju et al. (2020), a aplicacdo de rizobactérias e rizébios podem
aliviar substancialmente a toxidade por elementos toxico nas plantas e melhorar a
atividade biolégica do solo. Além disso, a coinoculagdo com microrganismos
promotores de crescimento pode atuar no crescimento das plantas sob estresse por
metais pesados, pela promocéao do sistema radicular, producdo de agentes quelantes
de metais pesados e estimulando o desenvolvimento microbiano do solo e
disponibilidade de nutrientes (JU et al., 2019).

Estudos de Wang et al. (2021) indicaram que a coinoculacao de rizébios com
fungos micorrizicos em alfafa (Medicago sativa) promoveu melhor capacidade das
plantas em crescer no solo contaminado com cadmio (Cd) e elevou o numero de
taxons bacterianos na rizosfera. Os autores mencionam que os beneficios da
coinoculacdo em plantas cultivadas em solo contaminado por metais pesados se dao
em funcdo da FBN, producdo de fitormdnios, producdo de ACC-deaminase,
solubilizacéo de fosfatos e producéo de sideréforos.

Em outro estudo avaliando a coinoculacdo de Bacillus sp. em plantas de
ervilha (Pium sativum), houve indicacdo de que essa bactéria promoveu melhor
crescimento, quantidade de clorofilas e proteinas das plantas sob solo contaminado
com cromo (Cr), em comparacéao a plantas ndo coinoculadas (WANI; ZAINAB, 2016).
Nevhulaudzi, Kanu e Ntushelo (2020) concluiram que a espécie bacteriana Bacillus
subtilis tem a capacidade de aumentar o crescimento, nodulacdo e rendimento de
feijdo-fradinho (Vigna unguiculata) cultivado em solo poluido com 4gua de mineracéo.

Mais recentemente, estudos tém buscado avaliar o uso de microrganismos
benéficos para melhorar a qualidade do solo e o crescimento de plantas em areas sob
deposicao de lama vermelha, que € reconhecidamente um residuo altamente salino-
alcalino, pobre em nutrientes e que contém varios metais pesados e elementos terras
raras (XUE et al., 2016; DI CARLO; BOULLEMANT; COURTNEY, 2020; PHILLIPS;
COURTNEY, 2022). Por exemplo, Chen et al. (2022) isolaram bactérias benéficas de
residuo de bauxita para avaliacdo da aplicacdo em areas de revegetacdo. Como

resultado, as cepas inoculadas melhoraram as propriedades fisico-quimicas da lama
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vermelha e promoveram maior crescimento das plantas. Ja Liao et al. (2018)
avaliaram a capacidade de um fungo (Penicillium oxalicum) isolado de residuo de
bauxita em produzir acidos organicos e melhorar as caracteristicas do solo para
crescimento de plantas.

Em pesquisas com Trichoderma asperellum (RM-28) isolado da rizosfera de
grama bermuda (Cynodon dactylon) em solo inundado com lama vermelha, Anam,
Reddy, Ahn (2019) observaram reducdo do pH e condutividade elétrica da lama
vermelha pela inoculacdo. Além disso, a inoculagdo do Trichoderma promoveu maior
crescimento, teor de clorofila e reduziu o estresse oxidativo das mudas de grama

bermuda cultivada em lixiviado de lama vermelha.

1.4 Cepas de microrganismos isolados da Amazdnia em associagao com plantas

A regido amazonica € reconhecida por possuir a maior floresta tropical do
mundo (SONTER et al., 2017). Estudos recentes vém mostrando que essa regiao,
além de ser um local com imensa diversidade de espécies de plantas, insetos e
animais, também atua como fonte potencial de prospeccdo de microrganismos
benéficos as plantas de interesse agricola (ROSA, 2021; FERRAREZI et al., 2022).
Concomitantemente, o uso de cepas de microrganismos prospectados dessa regido
pode promover maiores beneficios quando utilizadas em ambiente agricola regional,
uma vez que 0 uso de microrganismos nativos possui maior capacidade de se
adaptarem ao solo e condi¢des climéticas locais (CHEN et al., 2021).

O uso de microrganismos isolados da regido amazobnica ja foi avaliado em
culturas como acai (Euterpe oleracea, CASTRO et al., 2020), palma de 6leo (Elaeis
guineensis, Lima et al., 2020), capim piata (Urochloa brizantha, LOPES et al., 2017),
arroz (FRANCA et al., 2015), banana (Musa sp., MAUES et al., 2022), soja (BONONI
et al., 2020; SILVA et al., 2020a) e milho (Zea mays, FERRAREZI et al., 2022).

Especificamente para a soja, a inoculacdo com cepas amazobnicas de T.
asperellum promoveu beneficios como maior biomassa vegetal, altura de plantas e
eficiéncia de absorcdo de fosforo (BONONI et al., 2020; SILVA et al., 2020a). No
entanto, os estudos se limitaram a avaliar os beneficios potenciais em condicdes
controladas de casa de vegetacdo, sendo necessarios estudos do potencial da

tecnologia em campo.
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Highlights

Co-inoculation increased soybean yield and profitability.
Co-inoculation is most successful in association with phosphate fertilization.

Co-inoculation can be extended to Bacillus and arbuscular mycorrhizal fungi.
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2 AUMENTO DE RENDIMENTO, TEOR DE NUTRIENTE FOLIAR E
RENTABILIDADE DA SOJA COINOCULADA COM CEPAS DE Bacillus E FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Resumo

Microrganismos do solo e rizosfera podem liberar parte do fésforo total no solo através
da solubilizagcédo, mineralizagdo e um aumento da superficie de absor¢éo da raiz. Foi
investigada a capacidade das bactérias solubilizadoras de fosforo e dos fungos
micorrizicos para promover um maior rendimento e rentabilidade na soja coinoculada.
Para este fim, foram realizados experimentos de campo e casa de vegetacdo nos
anos de 2020 e 2021 no Brasil. Em campo, o primeiro fator foi composto pela aplicagao
de microrganismos na soja (inoculagao simples com Bradyrhizobium; coinoculagéo
com cepas de Bacillus; coinoculagdo com micorriza arbuscular), o segundo fator
consistiu na aplicacdo ou ndo de fertilizante fosfatado (0 e 100 kg ha* de P20s). Em
casa de vegetacao, os tratamentos do primeiro fator do campo foram mantidos com
50% da fertilizagdo com fonte fosfatada e um tratamento adicionado (inoculagao
padrdo com 100% da fertilizacdo). Foram avaliados: crescimento das plantas, raizes,
nodulos, nutricdo foliar, rendimento e rentabilidade. Em 2020, a coinoculagéo
aumentou a altura das plantas, o nimero de vagens, gréos e o indice de rentabilidade.
A coinoculagédo com cepas de Bacillus e micorriza arbuscular promoveu aumento de
rendimento apenas associado a fertilizacdo fosfatada, em 813 e 761 kg ha'l em
comparacao com a inoculacdo padrdo, respectivamente. Em 2021, houve aumento
para as vagens, graos, rendimento, renda bruta, lucro liquido e indice de rentabilidade.
A coinoculagcdo com cepas Bacillus e micorriza arbuscular promoveu o aumento de
rendimento e rentabilidade da soja, confirmando-se como uma tecnologia sustentavel
para os campos de soja brasileiros.

Palavras-chave: Glycine max, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Rhizophagus

intraradices.
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Increase in yield, leaf nutrient, and profitability of soybean co-inoculated with

Bacillus strains and Arbuscular mycorrhizal fungi

Abstract
Microorganisms in the soil and rhizosphere can release part of the total phosphorus in

the soil through solubilization, mineralization, and an increase of the root absorption
surface. The ability of phosphate solubilizing bacteria and mycorrhizal fungi to promote
higher yield and profitability in co-inoculated soybean was investigated. For this
purpose, field and greenhouse experiments were conducted in the years 2020 and
2021 in Brazil. In the field, the first factor was composed of microorganism application
on soybean (simple inoculation with Bradyrhizobium; co-inoculation with Bacillus
strains; co-inoculation with arbuscular mycorrhiza), and the second factor consisted of
the application or not of phosphate fertilizer (0 and 100 kg ha?' of P20s). In the
greenhouse, treatments of the first factor were maintained with 50% of the phosphate
fertilization and one treatment added (standard inoculation with 100% of the
fertilization). Plant growth, roots, nodules, leaf nutrition, yield, and profitability were
evaluated. In 2020, co-inoculation increased plant height, the number of pods, grains,
and profitability index. The co-inoculation with Bacillus strains and arbuscular
mycorrhiza promoted yield increase only associated with phosphate fertilization, by
813 and 761 kg ha! compared to standard inoculation, respectively. In 2021, there
were increases for pods, grains, yield, gross profit, net income, and profitability index.
Co-inoculation with Bacillus strains and arbuscular mycorrhiza promoted increased
soybean yield and profitability, confirming itself as a sustainable technology for
Brazilian soybean fields.

Keywords: Glycine max, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Rhizophagus

intraradices.
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2.1 Introducéao

A soja (Glycine max [L.] Merril) € uma cultura de importancia global e uma das
mais amplamente cultivadas em todo o mundo, com dupla aptiddo como fonte de
proteina e Oleo, usada para consumo humano e animal e fins industriais (SINGH,
2010). A safra mundial 2019/2020 ocupou uma area plantada de 122,6 milhdes de
hectares, com producéo global de 337,3 megatoneladas (USDA, 2020).

O Brasil é o maior produtor mundial desta oleaginosa, com uma érea plantada
de 39,1 milhGes de hectares em 2021 e 138,1 megatoneladas colhidas no mesmo ano
(CONAB, 2022). Parte do sucesso da soja brasileira deve-se a economia pelo hdo uso
de fertilizantes nitrogenados (DOBEREINER, 1997; HUNGRIA et al., 2006). As
necessidades de nitrogénio da cultura sdo atendidas pela simbiose com cepas elite
de Bradyrhizobium, aplicadas através da inoculacdo de sementes no momento da
semeadura (RODRIGUES et al., 2020).

Apesar da reducdo de custos pela associacdo soja-Bradyrhizobium, os
sistemas de producdo de soja de alto nivel tecnoldgico sao altamente dependentes
de insumos quimicos, como inseticidas, fungicidas, herbicidas e fertilizantes minerais
gue aumentam o0s custos de producdo e causam maior impacto ecologico quando
utilizados em excesso (SOUSA et al.,, 2020). Entre os fertilizantes minerais, a
necessidade por fontes de fosforo € uma das mais comuns nos solos tropicais
brasileiros (WITHERS et al., 2018). Como a maioria destes solos sdo altamente
fixadores de fosforo (P), sdo necessarias altas aplicacdes de fertilizantes fosfatados
no solo, além do necesséario para o suprimento da cultura, para superar a rapida
imobilizacdo do P-inorganico que ocorre em solos altamente intemperizados (ROY et
al., 2016; WITHERS et al., 2018). O P presente nestes solos sO esta parcialmente
disponivel para as plantas devido a alta adsorcao deste elemento e a formacgéo de
fosfatos de ferro/aluminio em solos acidos (LEITE et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018).

Além da fertilizag&o, a Unica forma possivel de aumentar o P-disponivel para
uma planta é a solubilizagdo microbiana e mineralizagdo de P (ALORI et al., 2017).
Na natureza, uma grande diversidade de microrganismos no solo e rizosfera,
chamados Microrganismos Solubilizadores de Fosfatos (MSF), podem liberar parte do
P-total do solo através da solubilizagdo e mineralizacdo (BHATTACHARYYA; JHA,
2012; ALORI et al., 2017). Fungos micorrizicos arbusculares coletam e transferem
agua e minerais como o fésforo em profundidade para seu hospedeiro (MARQUER et
al., 2019).
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Os principais mecanismos de solubilizacdo de MSF sdo a liberacdo de
compostos minerais quelantes ou dissolventes (anions acidos organicos, sideréforos,
prétons, ions hidroxila e CO2); liberacdo de enzimas extracelulares (fosfatases acidas
ndo especificas, fitases, fosfonatases e C-P liases) e liberagdo de P durante a
degradacédo do substrato (exopolissacarideos) (Yl et al., 2008; SHARMA et al., 2013).
Além disso, 0s microrganismos na presenca de carbono labeis, imobilizam
rapidamente o P e, mais tarde, ap0s a sua morte, colocam-no a disposi¢ao das plantas
(SHARMA et al., 2013).

Estudos tém demonstrado a capacidade dos microrganismos benéficos para
promover o desenvolvimento vegetal, especificamente Pseudomonas no trigo e na
soja (AFZAL et al., 2010; KARIMZADEH et al., 2020; SHIRMOHAMMADI et al., 2020),
Cepas de Bacillus em milheto, milho e 6leo de palma (RIBEIRO et al., 2018; LIMA et
al., 2020, SOUSA et al., 2020), Trichoderma em soja (BONONI et al., 2020) e micorriza
arbuscular em arroz, milho e tomate (ZHANG et al., 2016; SAIA et al., 2020), entre
outros. Além disso, estes microrganismos, na maioria dos casos, sao do tipo
“‘multifuncionais” e podem trazer beneficios as plantas através de multiplos
mecanismos de estimulacdo direta e indireta (SOBRAL et al., 2018; SILVA et al.,
2020), com capacidade de fixac&do de nitrogénio atmosférico (DOBEREINER, 1997),
solubilizacédo de potassio (BASAK et al., 2022), producéo de sideréforos (YADAV et
al., 2020) e mitigacado de estresses bidticos e abibticos (LEITE et al., 2019; WANG et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021).

Nesta perspectiva, varios estudos tém procurado associar a inoculag¢édo da soja
com outros microrganismos benéficos através da coinoculacdo (HUNGRIA et al.,
2013; BONONI et al., 2020; RONDINA et al., 2020). A coinoculacao envolve a adi¢ao
de mais do que um microrganismo benéfico, atuando em diferentes processos para
maximizar o desenvolvimento das plantas (FILIPINI et al., 2020). Por isso,
estabelecemos a hipétese de que a adocdo da coinoculagdo da soja com
microrganismos benéficos pode melhorar o rendimento das culturas e aumentar a
rentabilidade. Assim, o objetivo foi avaliar a coinoculacdo de soja com cepas de

Bacillus e micorriza arbuscular em dois niveis de fertilizacéo fosfatada.
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2.2 Material e Métodos

Para a investigacao deste estudo, foram realizadas experiéncias de campo e
casa de vegetacdo durante os anos agricolas de 2020 e 2021 nos municipios de
Paragominas e Belém, ambos no estado do Para.

2.2.1 Experimento de campo
2.2.1.1 Local de estudo e desenho experimental

Experimentos foram desenvolvidos em condi¢bes de campo durante 2020 e
2021, em uma fazenda no municipio de Paragominas, Estado do Para, Brasil. (Figura
1). A regido é classificada como um bioma amaz6nico, com clima "Aw" com transi¢ao
para "Am", de acordo com a Classifica¢ao Internacional de Koppen (ALVARES et al.,
2013). O solo da area experimental tem uma textura muito argilosa (Tabela 1), sendo
classificado como um Latossolo Vermelho (SANTOS et al., 2018), que corresponde a
um Oxisol (SOIL SURVEY STAFF, 2014).

Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos do solo (camada 0-20 cm) usado nos
experimentos de campos.

Atributo 2020 2021 Atributo 2020 2021
Campo
pH (CaCl2) 5,80 5,60 Manganés (mg/kg) 5,20 7,10
Matéria organica (dag/kg) 3,26 3,96 Zinco (mg/kg) 1,20 0,70
Fésforo (mg/kg) 21,40 10,00 Aluminio trocavel (cmolc/kg) 0,00 0,00
Potassio (mg/kg) 98,30 236,50 H+AIl (cmolc/kg) 2,10 2,90
Calcio (cmolc/kg) 4,42 4,85 Soma de bases (cmolc/kg) 6,30 7,60
Magnésio (cmolc/kg) 1,63 2,10 CTC (cmolc/kg) 8,40 10,50
Enxofre (mg/kg) 7,39 13,00 V% 75,00 72,00
Boro (mg/kg) 0,45 0,43 Areia (%) 10,50 12,30
Cobre (mg/kg) 0,70 0,20 Silte (%) 05,00 23,20
Ferro (mg/kg) 36,00 41,00 Argila (%) 84,50 64,50
Casa de vegetacéo
pH (CaCl2) 5,60 Manganés (mg/kg) 19,50
Matéria organica (dag/kg) 3,07 Zinco (mg/kg) 0,80
Fésforo (mg/kg) 10,30 Aluminio trocavel (cmolc/kg) 0,00
Potassio (mg/kg) 118,01 H+AI (cmolc/kg) 3,30
Calcio (cmolc/kg) 4,58 Soma de bases (cmolc/kg) 6,30
Magnésio (cmolc/kg) 1,45 CTC (cmolc/kg) 9,60
Enxofre (mg/kg) 25,00 V% 65,90
Boro (mg/kg) 0,27 Areia (%) 11,00
Cobre (mg/kg) 0,20 Silte (%) 20,80
Ferro (mg/kg) 73,00 Argila (%) 68,20

K, Cu, Fe, Mn e Zn: extragdo com Mehlich-1; P disponivel em resina; Ca, Mg e Al trocaveis: extragao
com KCI; H + Al: extragdo com acetato de calcio; S: extrator Ca(H2POa4)2 0,01M; B: extrator BaCl:
0,125% agua quente.
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Figura 1. Localizacao geogréfica dos campos experimentais (Paragominas-PA) e casa
de vegetacédo (Belem-PA).

O desenho experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 3 x
2, com quatro repeticdbes. O primeiro fator foi composto pela aplicacdo de
microrganismos: inoculacdo simples com Bradyrhizobium (inoculacdo padrdo);
coinoculag&o com estirpes de Bacillus (B. subitilis e B. megaterium); coinoculagédo com
micorriza arbuscular (Rhizophagus intraradices). O segundo fator foi composto pela
aplicacdo ou néo de fertilizante fosfatado (0 e 100 kg ha de P-Os, com MAP), aplicado
no momento do plantio. Todos os tratamentos receberam inoculagdo com estirpes de
Bradyrhizobium [estirpes SEMIA 5019 (Bradyrhizobium elkanii) e SEMIA 5079
(Bradyrhizobium japonicum)] a uma concentragdo de 5 x 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) mL™1, aplicadas a uma dose de 300 mL diluidas em 70 L ha* de agua.

Cepas de Bacillus foram isoladas da rizosfera e endosfera foliar de genétipos
tropicais do milho, compostas por cepas elite da Embrapa Milho e Sorgo, CNPMS
B2084 de Bacillus subitilis e CNPMS B119 de Bacillus megaterium (identificacao
molecular descrita em Sousa et al. 2020) aplicadas na concentragédo de 4 x 10° UFC
mL! em dose de 100 mL ha? [registro comercial n°. BR 000497-9.000045 no
Ministério da Agricultura brasileiro (MAPA)]. O inoculante com micorriza arbuscular
(produto comercial com o niumero de registo 2290210000-0 no MAPA), composto de
propagulos de Rhizophagus intraradices aplicado numa concentracdo de 20.800

propagulos g e uma dose de 120 g hal. Todos os tratamentos foram aplicados no
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sulco de semeadura em volume de calda de 70 L ha! juntamente com as cepas de
rizobios.

A semeadura ocorreu em 20 de janeiro de 2020, em primeiro ano, e 30 de
janeiro de 2021, no segundo ano. A area experimental consistiu em 12 linhas de
semeadura (espacadas a 0,5 m) com um comprimento de 25 m. O experimento foi
realizado com a cv. de soja M8644IPRO a uma taxa de semeadura de 11 sementes
m, realizada com uma maquina semeadora modelo Stara (Victoria 4050) com seis
linhas, velocidade de 6 km h1, com inoculagdo, coinoculacéo e fertilizacdo fosfatada
via sulco. A fertilizacdo com potassio (150 kg ha! de K20) foi realizada antes do plantio
através do adubo Cloreto de Potéassio (KCI). As praticas culturais foram realizadas de
acordo com as recomendacdes para o cultivo da soja, e aplicagdes de inseticidas,
herbicidas e fungicidas registrados para o controle de pragas e doencas foram feitas
guando necessario (SEIXAS et al., 2020). A colheita foi realizada em 11 de maio de
2020 e 24 de maio de 2021, respectivamente, para o primeiro e segundo anos, atraves
da colheita das fileiras centrais em cada parcela. Durante o periodo experimental, os
dados de temperatura e precipitacdo foram determinados com uma estacdo movel
(Figura 2).

Precipitagao Temperatura média
B 2020 —e— 2020
600 3 2021 —— 2021 30
500 - ——— |25
400 - - 20
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£ 300 - - 15 8
200 - - 10
100 - -5
O - T T T T T O
JAN FEV MAR ABR MAI

Figura 2. Dados médios de precipitacdo e temperatura da area experimental durante
2020 e 2021.

2.2.1.2 Producao e crescimento
A altura da planta foi medida com uma régua graduada do solo até o topo da
planta. A altura de insergéo da primeira vagem foi medida desde o solo até a insercéo

da primeira vagem. O numero de vagens, grdos e ramos reprodutivos feito
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manualmente, contados em todas as plantas em um metro linear. Para o peso de 1000
graos, 100 graos foram contados manualmente e pesados em uma balanca analitica
(umidade fixada em 13%), e depois extrapolados para 1000 grdos. O rendimento de
gréos consistiu na colheita manual e debulha mecénica de todas as plantas em 5 m?
no centro da parcela, seguida de pesagem em balanca (umidade fixada em 13%) e

os valores convertidos em kg ha™.

2.2.1.3 Nutrientes foliares

A 32 folha com peciolo foi colhida de 25 plantas em cada parcela durante a
floracdo completa [estadio fenologico R2 (FEHR; CAVINESS, 1977)]. As amostras
foram identificadas, limpas, colocadas em sacos de papel e levadas para secagem
em estufa de circulacéo fechada (55 °C) até peso constante. As amostras secas foram
moidas em um moinho de facas de aco inoxidavel (tipo Willey, peneira de 20 mesh) e
armazenadas. O conteudo de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes
(B, Cu, Fe, Mn, Zn e Mo) foram avaliados de acordo com o Manual de Analise Quimica
de Plantas (SILVA, 2009). O contetdo de N pelo método de digestdo sulfarica e
determinacdo em um destilador Kjeldahl. Fésforo, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Mo, e Zn
por digestdo nitropercldrica e determinagcédo em ICP-AES (Espectroscopia de Emisséo
Atdbmica de Plasma Acoplado Indutivamente). O teor de boro foi determinado pela

digestao a seco e determinacéo em ICP-AES.

2.2.2 Casa de vegetacédo

Um experimento foi realizado sob condicbes de casa de vegetacdo na
Universidade Federal Rural da Amazénia, Belém-PA, Brasil (Figura 1), para avaliar
biomassa, nodulagéo e raizes de soja coinoculada. Plantas de soja (cv. M8644I1PRO)
foram cultivados em vasos (6 dm3) preenchidos com um Latossolo muito argiloso
recolhido de uma area adjacente onde os experimentos de campo foram conduzidos
(Tabela 1).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos foram: inoculacdo simples com
Bradyrhizobium (inoculagdo padrdao) + 100% da adubacdo fosfatada (1100);
inoculacao padréao + 50% da adubacao (150); coinoculacdo com estirpes de Bacillus +
50% da adubacéao (BS): coinoculagdo com micorriza arbuscular + 50% da adubacéao
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(AM). As concentracdes de microrganismos foram semelhantes as descritas no
experimento de campo.

A semeadura ocorreu em 27 de maio de 2021, com trés sementes por vaso,
com posterior desbaste para uma planta por vaso ap0s a emergéncia. Antes da
semeadura, o solo dos vasos foi fertilizado com dose equivalente a 100 kg ha' de
P20s (100% da adubacéo); 30 kg ha de K20 e 30 kg ha* de fonte de micronutrientes
(Molibdénio - 0,1%; Boro - 1,8%; Cobre - 0,8%; Manganés - 2%; Zinco - 7%). Os
valores expressos em kg ha?' foram calculados para o volume de solo nos vasos,
considerando uma densidade de solo de 1 g cm3. Durante o periodo experimental, o
solo foi mantido em 45% da capacidade do campo.

A avaliacao das plantas ocorreu 25 dias ap0s a semeadura, durante o estadio
fenoldgico V4 (FEHR; CAVINESS, 1977). Na terceira folha completamente expandida,
contado a partir do apice, foram feitas trés medi¢Ges para determinar o indice de
clorofila, com o medidor de clorofila SPAD 502 Plus (Konica Minolta, Japan). No final
do experimento, as plantas foram cuidadosamente recolhidas dos vasos e separadas
em parte aérea e raizes. As raizes foram lavadas e separadas dos nddulos
radiculares. O volume radicular foi determinado através do deslocamento da dgua em
um cilindro graduado ap6s a imersao (RONDINA et al., 2020). Os nédulos radiculares
foram contados manualmente. Parte aérea, raizes e nodulos foram colocados em
sacos de papel e enviados para secagem em estufa de circulacéo fechada (55 °C) até

atingirem peso constante.

2.2.3 Analise econdmica

Para a analise econdmica do uso da tecnologia de coinoculacdo da soja, foi
utilizada a metodologia de custos de producéo proposta pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2010). Dados referentes aos custos variaveis foram obtidos
na propriedade onde os experimentos de campo foram realizados, enquanto os
valores de depreciacdo (maquinas, implementos e edifica¢des rurais), outros custos
fixos (manutencéo, encargos sociais e seguro do capital fixo) e renda de fatores
(retorno esperado do capital fixo e uso do solo) foram usados de acordo com as
estimativas da Conab para nivel tecnoldgico elevado nos anos 2020 e 2021.

Para determinar os custos variaveis, foram utilizados valores de custeio
(operacdo com maquinaria, mao-de-obra, administrador, sementes, fertilizantes de

plantio, fertilizantes foliares, inoculantes, adjuvantes), defensivos (herbicidas,
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inseticidas e fungicidas), despesas financeiras e outras (transporte externo, custos
administrativos, armazenamento e contribuicdo especial para a seguridade social
rural). Para custos fixos, foram calculadas depreciacfes (maquinaria e edificios rurais)
e outros custos fixos. O custo operacional foi composto pela soma dos custos fixos e
variaveis. O custo total € composto pelo custo operacional, mais a renda dos fatores.

Os indicadores financeiros lucro bruto (RB) (rendimento em sacos de 60 kg
multiplicado pelo preco médio de venda), lucro operacional (equagéo 1), lucro liquido
(equacéo 2) e indice de rentabilidade (equacgéo 3), foram determinados de acordo com
Martin et al. (1998).

LO = RB — COT Eq. 1

LQ = RB — CT Eq. 2
LO

IL = (1) x 100 Eq. 3

onde: LO = lucro operacional; COT = custo operacional total; LQ = lucro liquido; CT =
custo total; IL = indice de lucratividade.

O preco médio do saco de soja (60 kg) foi estabelecido de acordo com Cepea
(2020, 2021) na data da colheita dos experimentos. Os valores foram convertidos de
reais (moeda brasileira) para doélares de acordo com a taxa de cambio na data da

colheita.

2.2.4 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram analisados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk)
e homocedasticidade (teste de Bartlett). Posteriormente, foram submetidos a anélise
de variancia pelo teste F e, quando significativos, ao teste Tukey (p<0.05) para
experimentos de campo e ao teste Duncan (p<0.05) para experimento em casa de
vegetacdo. Os testes estatisticos foram realizados utilizando a linguagem RStudio® (R
CORE TEAM, 2019). Os graficos foram confeccionados usando o programa
SigmaPlot® versdo 10 e o mapa de localizacéo geografica foi feito usando o programa
QGIS Desktop®.

2.3 Resultados
2.3.1 Crescimento e rendimento da soja no campo

Em 2020, houve interacéo significativa (p<0,05) entre os fatores (coinoculacéo
x fertilizacdo fosfatada) para a altura da planta, inser¢cdo da primeira vagem, peso de
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1000 graos e rendimento de grdos (Figura 3). O numero de vagens e graos diferiu

(p<0,05) entre plantas sob diferentes tratamentos, mas sem interacao entre os fatores.
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Figura 3. Altura de plantas (a), insercdo de primeira vagem (b), vagens (c), graos (d),

graos por vagem (e), ramos reprodutivos (f), peso de 1000 gréos (g) e rendimento (h)
de soja sob inoculacdo padréo, coinoculacdo com cepas de Bacillus e coinoculagéo
com micorriza arbuscular em 2020; valores sdo médias de 4 repeticbes; Médias

seguidas pela mesma letra, mailsculas para coinoculacdo e mindsculas para
adubacéao, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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As plantas inoculadas apenas com Bradyrhizobium (inoculagédo padréo) e sem
aplicacéo de fertilizante fosfatado mostraram maior altura (55 cm) em comparagao
com a coinoculagdo com micorriza arbuscular, mas significativamente semelhante as
plantas coinoculadas com cepas de Bacillus (51 cm) (Figura 3a). A altura de insercéo
da primeira da primeira vagem foi maior para a inoculacdo padrdao em comparacgao
com as plantas sob demais tratamentos. (Figura 3b).

A coinoculagdo com micorriza arbuscular mostrou um maior nimero de vagens
(88 vagens) em comparagcdo com a inoculacdo padrdao (79 vagens), mas
significativamente semelhante a coinoculacdo com estirpes de Bacillus (82 vagens)
(Figura 3c). A coinoculagdo com micorriza arbuscular proporcionou um aumento de
11% e 10% no numero de graos por planta, em comparacado com a inoculacdo padréo
e a coinoculacdo com cepas de Bacillus, respectivamente, independentemente da
fertilizacao fosfatada (Figura 3d).

Com o fornecimento de fertilizante fosfatado, a coinoculagéo promoveu maior
rendimento de grdos, com aumentos de 813 e 761 kg ha' em comparagdo com a
inoculacdo padrdo, respectivamente para coinoculacdo com cepas de Bacillus e
micorriza arbuscular (Figura 3h).

Em 2021, houve interacdo significativa (p<0,05) entre os fatores para as
variaveis altura de plantas e ramos reprodutivos (Figura 4). A altura de insercéo de
primeira vagem, namero de vagens, graos, graos por vagem, peso de 1000 gréos e
rendimento de gréos diferiram entre os tratamentos, mas sem interacdo entre os
fatores.

As plantas coinoculadas com micorriza arbuscular tinham um ndmero maior de
vagens (74 vagens por planta) em comparagédo com a inoculagéao padrao (62 vagens
por planta), mas semelhante a coinoculacdo com cepas de Bacillus (73 vagens por
planta) (Figura 4c). Para o numero de gréos, a coinoculagdo com cepas Bacillus foi
significativamente maior do que a inoculagdo padrdao (14%). A coinoculacdo com
micorriza arbuscular mostrou um valor intermediario, ndo diferindo dos outros
tratamentos (Figura 4d).

O maior rendimento de graos foi observado em plantas que receberam
coinoculacdo com cepas Bacillus (4787 kg ha') e com micorriza arbuscular (5013 kg
ha') em comparagéo com a inoculagéo padrdo (4379 kg hat), independentemente de

ter ou néo sido fornecida fertilizacédo fosfatada (Figura 4h).
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Figura 4. altura de plantas (a), insercao da primeira vagem (b), vagens (c), graos (d),
graos por vagem (e), ramos reprodutivos (f), peso de 1000 graos (g) e rendimento de
graos (h) de plantas de soja sob inoculacdo padrdo, coinoculagdo com cepas de
Bacillus e coinoculagdo com micorriza arbuscular em 2021; valores sdo médias de 4
repeticdes; Valores seguidos da mesma letra, mailsculas para microrganismos e
minusculas para fertilizagéo, ndo diferem significativamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

2.3.2 Conteudo foliar de macro e micronutrientes no campo
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Em 2020, o teor de nutrientes foliares diferiu significativamente (p<0,05) para

0S macronutrientes P, K, e Mg e micronutrientes B, Cu, Fe, Mn e Mo (Figura 5).
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Figura 5. Teor foliar de macronutrientes e micronutrientes em soja sob inoculacao
padréo, coinoculagcdo com cepas de Bacillus e coinoculagdo com micorriza arbuscular
em 2020; valores sdo médias de 4 repeticdes; Letras iguais, mailsculas para
fertilizacdo e mindsculas para microrganismos, nao diferem significativamente pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.

O contetudo de K-foliar foi maior para plantas coinoculadas com micorriza

arbuscular (25 g kg') em comparagéo com a inoculagdo padréo (22,0 g kgt) e cepas

de Bacillus (21,3 g kg') independentemente da aplicacdo ou ndo de fertilizante
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fosfatado (Figura 5c). O Fe-foliar de plantas com inoculacdo padrdo foi
significativamente maior do que a coinoculacdo com micorriza arbuscular (Figura 5i).
As plantas coinoculadas com cepas de Bacillus tinham um teor de Mo-foliar superior
as plantas sob outros tratamentos, apenas na auséncia de fertilizante fosfatado.

Em 2021, o teor de nutrientes foliares diferiu significativamente (p<0,05) para
0s macronutrientes P e Mg e os micronutrientes Fe, Mn e Mo (Figura 6). As plantas
diferiram no conteudo de P foliar apenas de acordo com o fornecimento ou ndo de
uma fonte fosfatada (Figura 6b).
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Figura 6. Teor foliar de macronutrientes e micronutrientes em soja sob inoculacao
padrao, coinoculacdo com cepas de Bacillus e coinoculagdo com micorriza arbuscular
em 2021; valores sdo meédias de 4 repeticbes; Letras iguais, maiusculas para
fertilizacdo e mindsculas para microrganismos, nao diferem significativamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.
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O conteutdo de Fe-foliar das plantas com inoculagdo padrdo foi
significativamente mais alto do que a coinoculacdo com cepas de Bacillus e micorriza
arbuscular. Para Mo-foliar, cepas de Bacillus (1,4 mg kg*) e micorriza arbuscular (1,2
mg kg?') apresentaram teores foliares mais elevados em comparagdo com a

inoculacdo padréo (0,8 mg kg?).

2.3.3 Rentabilidade da coinocula¢do no campo

Houve uma interacdo significativa (p<0,05) entre os fatores avaliados para o0s
indicadores de lucratividade renda bruta, lucro liquido e indice de lucratividade em
2020. Em 2021, as variaveis mostraram uma resposta independente entre os fatores
(Tabela 2).

Tabela 2. Rentabilidade da cultura da soja em funcdo da inoculacdo padrao,
coinoculacdo com cepas Bacillus e coinoculagcdo com micorriza arbuscular durante os
anos de 2020 e 2021.

Padrédo fazenda Cepas de Bacillus Micorriza arbuscular
2020
Renda bruta ($ ha?)

Média
Sem 1529+35 Aa 1463+35 Ba 1599184 Aa 1530
Com 1409440 Ab 1664+73 Aa 1648+57 Aa 1574
Média 1469 1564 1623 CV (%) = 7,05
Lucro liguido ($ ha!)
Média
Sem 1018+35 Aa 933135 Aa 1057184 Aa 1003
Com 836x40 Ba 1073£73 Aa 104557 Aa 985
Média 927 1003 1051 CV (%) =11,01
indice de lucratividade (%)
Média
Sem 69+0,69 Aa 66+0,83 Aa 68+1,52 Aa 68
Com 62+1,09 Bb 68+1,45 Aa 66+1,17Aab 65
Média 65 66 67 CV (%)=3,37
2021
Renda bruta ($ ha?)
Média
Sem 2208£10 2391154 2612+73 2404 B
Com 2552156 2881+135 2837+112 2757 A
Média 2380 b 2636 a 2725 a CV (%) = 5,53
Lucro liguido ($ ha?)
Média
Sem 137910 1539154 1745173 1554 B
Com 1647156 1954+135 1895+112 1832 A
Média 1513 b 1747 a 1820a  CV (%) = 8,43

Indice de lucratividade (%)

Média
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Sem 630,17 65+0,79 67+0,87 65 B
Com 650,76 68+1,49 67+1,27 67 A
Média 64 b 67 a 67 a CV (%) = 2,49

Sem = fertilizante fosfatado ndo aplicado; com = fertilizante fosfatado aplicado; CV (%) =
coeficiente de variagcéo; Preco do saco de soja: 18,85 U$ (CEPEA em 11/05/2020); 32,61 U$
(CEPEA em 21/06/2021).; Os valores sdo médias de 4 repeti¢cbes; Letras iguais, mailsculas
nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Em 2020, com o fornecimento de fertilizante fosfatado, a renda bruta de plantas
coinoculadas (cepas Bacillus e micorriza arbuscular) foi superior & inoculagédo padréo,
e o indice de lucratividade das plantas com cepas Bacillus foi superior a inoculagéo
padrdo. Em 2021, a renda bruta, o lucro liquido e o indice de lucratividade das plantas
coinoculadas com cepas de Bacillus e micorriza arbuscular foram superiores a
inoculacdo padrdo, independentemente do fornecimento de fertilizante fosfatado.
(Tabela 2). Quanto ao fator de fertilizacéo, todos os indicadores de rentabilidade foram

superiores (p<0,05) nas plantas que receberam fertilizante fosfatado.

2.3.4 Casa de vegetacéo

O volume radicular das plantas com inoculagéo padrao + 100% de fertilizacédo
foi maior (p<0,05) que o das plantas com inoculacdo padrao + 50% de fertilizacdo e
das plantas coinoculadas com cepas de Bacillus + 50% de fertilizacdo, mas
semelhante as plantas coinoculadas com micorriza arbuscular + 50% de fertilizacao
(Tabela 3).

Tabela 3. Conteudo de clorofilas, massa seca da parte aérea, numero de nédulos,
peso seco dos ndodulos, volume e peso seco das raizes das plantas de soja sob
inoculacao padréo, coinoculacéo com cepas de Bacillus e coinoculagdo com micorriza
arbuscular em casa de vegetacao.

Indice de clorofilas  Massa da parte aérea Volume radicular

(9) (cm®)
Inoculacéo + 100% 35,82+0,15 3,23+0,45 6,8710,42 a
Inoculacéo + 50% 35,27+0,53 3,07+0,49 5,3740,23 bc
Bacillus + 50% 33,82+0,84 1,84+0,16 4,85+0,42 c
Micorriza + 50% 35,20+0,59 2,51+0,19 5,92+0,14 ab
CV (%) 3,11 27,18 11,56
p-valor 20,1140 20,0724 <0,0063

Massa de raizes Nodulos Massa de noédulos

(mg) (mg)
Inoculacao + 100% 416,10+30,73 23,00+3,34 4,98+0,62
Inoculacao + 50% 380,35+12,75 24,15+2,83 5,17+0,76
Bacillus + 50% 325,00+33,38 22,25+3,70 3,44+0,81
Micorriza + 50% 342,80+23,54 21,25+1,79 4,37+0,29
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CV (%) 14,39 26,52 29,24
p-valor 20,1219 >0,9100 >0,3058

100% = aplicacao total do fertilizante fosfatado recomendado; 50% = aplicacdo equivalente a
50% do recomendado.; valores sdo médias de 4 repeti¢cdes; Letras distintas na coluna indicam
diferenca significativa pelo teste Duncan com 5% de probabilidade.

N&ao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos para as
variaveis SPAD (média = 35), massa seca da parte aérea (média = 2,66 g), niUmero
de nddulos (média = 23 nddulos por planta), massa seca de nddulo (média = 4,5 mg)

e massa seca da raiz (média = 366 mg).

2.4 Discusséao
A agricultura tem adoptado praticas cada vez mais sustentaveis, Como 0 uso

de microrganismos capazes de disponibilizar parcialmente o P retido no solo
(WITHERS et al., 2018; FATIMA et al., 2021). Nosso estudo apresenta resultados de
experimentos de campo e casa de vegetacdo com soja coinoculada com bactérias
solubilizadoras de fosfato e micorrizas arbusculares como uma forma de aumentar a
eficiéncia ou suplementar a fertilizagéo fosfatada.

A coinoculagdo promoveu um maior nimero de vagens por planta, com
aumentos de 4% e 12% em 2020 e 20 e 19% em 2021, respectivamente para cepas
de Bacillus e micorriza arbuscular, em comparacdo com a inoculacdo padrdo (Fig. 3c
e 4c). Este aumento na producdo de vagens possivelmente esta relacionado com a
capacidade destes microrganismos de produzir fitohormonios e estimular a sua
sintese pelas plantas. A citocinina é considerada um dos principais fitorménios
relacionados com o aumento da producéo de vagens (CARLSON et al., 1987).

Com um nivel adequado de P-disponivel ja presente no solo (Tabela 1), as
plantas sob inoculagdo padrao, em 2020, ndo responderam a fertilizacdo fosfatada
(Fig. 3h). Mariussi et al. (2019), ao avaliarem a aplicacéo de fertilizante fosfatado na
Soja, relataram que plantas cultivadas em areas com alto nivel de P-disponivel no solo
nao tém resposta em produtividade por fertilizante fosfatado. Estes autores
recomendam que em areas com niveis adequados de P-disponivel no solo, s6 deve
ser feita a fertilizacdo de reposicéo do P exportado através dos grdos. Considerando
que 10 kg de P20s séo exportados para cada 1000 kg de gréos produzidos (CAMARA,
2015), no ano de 2020, 48 kg ha de P20s foram exportados nesse experimento.
Nesta perspectiva, com o fornecimento de fertilizante fosfatado, a pratica da
coinoculacéo de plantas promoveu um aumento de 18 e 17% no rendimento em 2020,
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respectivamente, para as cepas de Bacillus e micorriza arbuscular, em comparacao
com a inoculacéo padrao.

Avaliando o desempenho do milho inoculado com cepas de Bacillus, entre elas
as que avaliamos em nosso estudo, Sousa et al. (2020) relataram a capacidade destas
bactérias de produzir acido indol-3-acetico (IAA), além de outros mecanismos de
solubilizacdo e promocao do crescimento, ja relatados em outros estudos (OLIVEIRA
et al., 2009; RIBEIRO et al., 2018).

Em experimentos de campo com microrganismos solubilizadores de fosfatos e
fertilizacdo fosfatada na producao de trigo, Shirmohammadi et al. (2020) afirmaram
gue os melhores resultados ocorrem quando a fertilizacdo fosfatada esta associada a
microrganismos. Em milho inoculado com cepas de Bacillus, Sousa et al. (2020)
afirmam que os resultados sdo melhores com a associagéo da fertilizacédo fosfatada,
uma vez que as bactérias aumentam o efeito do fertilizante. Nossos resultados
indicaram maior produtividade quando a coinoculagcéo foi associada a fertilizacédo
fosfatada, especialmente para as cepas de Bacillus.

O beneficio das bactérias promotoras do crescimento das plantas ndo € apenas
a disponibilizacdo de P para a planta, mas também através da producédo de
substancias promotoras do crescimento das plantas, tais como IAA, giberelinas e
citocininas, que podem aumentar a produtividade (MAHANTA et al., 2014). Além
disso, a capacidade das bactérias solubilizadoras de fosfato de fornecer P as plantas
é limitada a complexidade do sistema solo-planta, onde os compostos libertados por
estas bactérias para solubilizar o fosfato sdo rapidamente degradados ou o fosfato
solubilizado é fixado novamente antes da absorcao pela raiz.

Semelhante aos nossos resultados, Braga Junior et al. (2017) ndo observaram
um aumento no numero e peso seco de nddulos de soja associados a cepas de
Bacillus. Por outro lado, como observado pelo teor de clorofila, contetdo de N foliar,
namero de nddulos e peso seco dos nédulos, os microrganismos coinoculados nao
parecem ter afetado negativamente a simbiose do rizobio com a soja.

O conteudo foliar de molibdénio também foi alterado em funcéo da pratica de
coinoculagédo. Em 2020, apenas a coinoculagdo com cepas de Bacillus promoveu
niveis adequados desse micronutriente para as plantas (Fig. 6). Em 2021, as cepas
de Bacillus e micorriza arbuscular tinham teores de Mo-foliar mais elevados do que a
inoculacdo padrédo. Possivelmente, existe uma relagcdo entre uma melhor nutricdo de

Mo com um teor reduzido de Fe, uma vez que 0s ions Mo podem ser adsorvidos aos
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oxidos de Fe no solo (MARCONDES; CAIRES, 2005) e a coinoculacao parece ter
interferido de alguma forma com a absorcéo de Fe pela planta.

Embora 70-90% das espécies de plantas terrestres possuam a capacidade de
formar interacdes simbidticas com micorrizas, as praticas agricolas comuns, tais como
a intensa perturbacdo do solo e o uso de defensivos, reduzem ou eliminam a
populacdo destes fungos no solo (PARNISKE, 2008; TAIZ et al., 2017). A
coinoculagéo da soja com micorriza arbuscular pode aumentar a populacéo destes
fungos no solo e promover beneficios para as plantas, como maior produtividade
encontrada neste estudo. O sucesso da simbiose destes parceiros (plantas-
micorrizas) ocorre através da troca de sinais moleculares, como a estrigolactona, um
fitohormdnio produzido por plantas que pode estimular o crescimento e a arquitetura
da planta, a toler&ncia as condi¢cdes ambientais e a promog¢do da simbiose com
micorrizas (MISHRA et al., 2017; MARQUER et al., 2019). Além disso, os fungos
micorrizicos produzem sinais difusiveis, incluindo oligbmeros de quitina e
lipocitooligossacarideos, juntamente com compostos semelhantes a fitorménios que
estimulam a ramificacdo das raizes das plantas, aumentando a sua superficie e
alcance, facilitando a absorcédo de P, que é pouco mével no solo (MAILLET et al.,
2011; GENRE et al., 2013; MARQUER et al., 2019).

Em 2020 e 2021 néo foi encontrado nenhum aumento no teor de P em folhas
de soja coinoculada com micorriza arbuscular (MA) (Fig. 5). De acordo com Nagahashi
et al. (1996), o numero de ramos e o comprimento hifal de esporos germinativos de
MA foram inibidos por altas concentracdes de P. Luthfiana et al. (2021) declaram que
a gquantidade e tipo de metabdlitos exsudados pela micorriza arbuscular (entre eles
aminoacidos, acucares e acidos organicos) sdo modificados em funcéo do P. De fato,
isso pode ter ocorrido em nosso estudo uma vez que o campo experimental do ano
de 2020 tinha um alto nivel de P-disponivel (Tabela 1). Outra hipétese para a nao
adicdo do P-foliar nas plantas coinoculadas é a diluicdo do conteudo foliar devido a
maior produtividade das plantas coinoculadas, uma hipétese mais plausivel, uma vez
gue os niveis de P-disponivel no solo do campo experimental avaliado em 2021 nao
eram tao altos e, mesmo assim, ndo houve resposta no P-foliar.

O aumento do K-foliar em plantas coinoculadas com micorriza arbuscular pode
ser devido ao aumento da expressao e atividade dos sistemas de transporte de
plantas K* e a presenca de transportadores eficientes no micélio extraradicular que se

estende através do solo (CASIERI et al., 2013). Estudos sobre a deteccédo de genes
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envolvidos no transporte de nutrientes durante a simbiose micorrizica arbuscular em
Lotus japonicus revelaram um transportador de K* (TM0445.37) pertencente a familia
"K* uptake permease" (KUP) confirmada como sendo quarenta e quatro vezes mais
regulada nas raizes micorrizicas (GUETHER et al., 2009). Liu et al. (2019) verificaram
que o transportador de potassio SIHAK10 esta envolvido na absor¢cdo micorrizica de
K*.

Numa extensa revisdo sobre associagdes micorrizicas na nutricdo de K em
plantas, Garcia e Zimmermann (2014) listaram algumas culturas que tinham
aumentado o conteudo de K-foliar nos seus tecidos por associacdo com MA,
nomeadamente milho (Zea mays), alface (Lactuca sativa) e trigo (Triticum aestivum).
Outros estudos encontraram acumulo de K em tecidos vegetais de tomate
(Lycopersicum esculentum) (LIU et al., 2019), coentro (Coriandrum sativum) (Oliveira
et al., 2016), e Pelargonium (PERNER et al., 2007) em associa¢cdo com micorrizas.
Garcia e Zimmermann (2014) revelam estudos que identificaram uma forte
acumulacdo de K em esporos e hifas de MA. Nossos resultados corroboram esses
autores e acrescentam a associacao soja-Rhizophagus intraradices a lista de culturas
com aumento de K-foliar.

Em dois anos estudados, as plantas coinoculadas apresentaram menor teor de
Fe-foliar em relacdo a inoculacéo padréo, sendo -7 e -15% em 2020 e -21 e -28 % em
2021, respectivamente para as cepas de Bacillus e micorriza arbuscular. Os
microrganismos benéficos sao reconhecidos como uma estratégia para melhorar a
nutricdo de Fe nas plantas, produzindo sideréforos e complexando o nutriente
(HIDER; KONG, 2010; LURTHY et al., 2020). Enfatizamos que os niveis foliares de
Fe foram adequados em todos os tratamentos e o conteddo presente no solo foi
superior ao adequado para a soja (CAMARA, 2015). Portanto, estes microrganismos
podem agir ndo s6 na absor¢do, mas também na regulacao de niveis adequados de
Fe para as plantas. Esta afirmacdo é plausivel, uma vez que ja foi relatado
microrganismos aliviando estresse de Fe no trigo, pela regulacéo positiva de genes
codificados pela ferritina nas raizes, o que € importante para manter a homeostase do
Fe (SUN et al., 2017).

Embora as plantas nao diferissem significativamente no peso seco da raiz, o
volume da raiz diferiu entre os tratamentos (Tabela 3). Plantas com inoculacao padréo
+ 100% de fertilizagdo fosfatada apresentaram volume de raiz semelhante a

coinoculaggdo com micorrizas arbusculares + 50% de fertilizagcdo. Esse
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comportamento pode estar relacionado a maior producédo de raizes finas por plantas
coinoculadas com micorriza arbuscular, uma vez que essas raizes nao seriam tao
representativas ao avaliar o peso seco das raizes. Além disso, o peso da raiz ndo é
uma indicacao de aumento da capacidade de absorgéo pelo sistema radicular, e uma
mudanca drastica na arquitetura da raiz pode ocorrer sem uma diferenca no peso da
raiz (MAHANTA et al., 2014).

As plantas coinoculadas tiveram um aumento na renda bruta de 18 e 17 % em
2020 (associado a fertilizacao fosfatada) e 11 e 14% em 2021 (independentemente
da fertilizacdo fosfatada), respectivamente, para cepas de Bacillus e micorriza
arbuscular, em comparacdo com a inoculacdo padrédo (Tabela 2). Esse resultado
ocorreu devido a maior produtividade alcancada pela coinoculacdo de plantas (Fig.
3h), pois isso é essencial para garantir uma boa lucratividade para o produtor (DUETE
et al., 2009). Galindo et al. (2018) enfatizam que os investimentos em praticas que
promovem maior produtividade na soja, como a coinoculacdo, podem promover uma
maior renda bruta para o produtor.

Avaliando a viabilidade econbémica de cultivares de soja coinoculadas com A.
brasilense, Galindo et al. (2018) observaram maior lucratividade da colheita quando
as plantas foram coinoculadas. Esses autores também enfatizam que o potencial de
coinoculacédo na nutricdo e rendimento da soja € alto, juntamente com o fato de ser

uma técnica com baixo custo e investimento, facil aplicacdo e ambientalmente correta.

2.5 Conclusdes
A coinoculacdo de plantas de soja com cepas de Bacillus ou micorriza

arbuscular promove aumento de rendimento. No entanto, a coinoculacao é mais bem-
sucedida quando associada a fertilizantes fosfatados. Portanto, em estudos
posteriores, indicamos a pesquisa de coinoculacdo associada a doses de fonte de
fésforo, para reducédo e ndo substituicdo do fertilizante.

Houve um aumento nos teores foliares de K e Mo pela pratica de coinoculagéo.

A coinoculacao da soja proporcionou maior lucratividade econémica para a atividade.
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It is possible to co-inoculated soybean with other microorganisms besides
Bradyrhizobium.

Regionalized strains can benefit soybean productivity and profitability.

Management with microorganisms does not dispense phosphate fertilization.

Amazonian strains in soybean co-inoculation promote increased root volume.
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3 A COINOCULACAO DA SOJA COM Bradyrhizobium spp. E CEPAS
AMAZONICAS DE Trichoderma asperellum E Bacillus amyloliquefaciens
AUMENTA A PRODUTIVIDADE E A RENTABILIDADE DA CULTURA

Resumo

A coinoculacéo da soja com Bradyrhizobium spp. e outros microrganismos promotores
de crescimento tem potencial para aumentar a producdo de plantas e a Amazonia é
um bioma rico nestes microrganismos benéficos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
coinoculacéo de plantas de soja com Bradyrhizobium spp. e cepas de Trichoderma
asperellum e Bacillus amyloliquefaciens isoladas dos solos da Amazdnia brasileira.
Experimentos em casa de vegetagcédo e campo foram conduzidos durante as safras de
2020 e 2021 no Brasil. O desenho experimental foi inteiramente casualizado em casa
de vegetacdo e em blocos casualizados a campo, ambos com esquema fatorial 3x2.
A inoculacédo padrdo com Bradyrhizobium e a coinoculacdo com T. asperellum e B.
amyloliquefaciens foram considerados como o primeiro fator e o segundo fator foi
representado pela fertilizacdo com fonte fosfatada (0 e 100 kg ha* de P20s). O volume
de raizes das plantas foi 25% e 17% superior a inoculacéo padrdo, para T. asperellum
e B. amyloliquefaciens, respectivamente. Em 2020, a coinoculacdo com T. asperellum
aumentou o rendimento em 15%, a altura da planta em 27% e o lucro liquido em até
US$121, em comparacao com a inoculagao padrdo. Em 2021, houve aumento de 7%
e 13% no rendimento, 18% e 7% no numero de vagens, 11% e 2% nos ramos
reprodutivos, 8% e 4% na altura das plantas, e US$159 e US$309 no lucro liquido em
relacdo a inoculacdo padrdo, para o T. asperellum e B. amyloliquefaciens,
respectivamente. Os resultados indicam a possibilidade de expandir a coinoculacéo
da soja com cepas regionalizadas de Bacillus e Trichoderma, com beneficios em
produtividade e rentabilidade.

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, Bradyrhizobium, Glycine max,

Trichoderma asperellum.



73

CO-INOCULATION OF SOYBEAN WITH Bradyrhizobium spp. AND AMAZONIAN
STRAINS OF Trichoderma asperellum AND Bacillus amyloliquefaciens
INCREASES THE PRODUCTIVITY AND PROFITABILITY OF THE CROP

Abstract

Co-inoculation of soybean with plant-growth-promoting microorganisms has the
potential to increase plant yield, and the Amazon is a biome rich in these beneficial
microorganisms. The objective of this study was to evaluate the co-inoculation of
soybean with Bradyrhizobium spp. and strains of Trichoderma asperellum and Bacillus
amyloliquefaciens isolated from Brazilian Amazon soils. Greenhouse and field
experiments were conducted during the 2020 and 2021 crop seasons in Brazil. The
experimental design was completely randomized in the greenhouse and in randomized
blocks in field experiments, both with 3 x 2 factorial schemes. Standard inoculation
with Bradyrhizobium and co-inoculation with T. asperellum and B. amyloliquefaciens
was considered as the first factor and the second factor was represented by phosphate
fertilization (0 and 100 kg ha of P20s). Root volumes of plants were 25% and 17%
higher than those of the standard inoculation with T. asperellum and B.
amyloliquefaciens, respectively. In 2020, co-inoculation with T. asperellum increased
yield by 15%, plant height by 27%, and net profit by up to US$ 121 compared with
standard inoculation. In 2021, there were increases of 7% and 13% in yield, 18% and
7% in the number of pods, 11% and 2% in reproductive branches, 8% and 4% in plant
height, and US$ 159 and US$ 309 in net profit compared to standard inoculation, for
T. asperellum and B. amyloliquefaciens, respectively. Our results indicate the
possibility of expanding soybean co-inoculation with local strains of Bacillus and
Trichoderma, with benefits in productivity and profitability.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Bradyrhizobium, Glycine max, PGPMs,

Trichoderma asperellum.
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3.1 Introducéao

A soja (Glycine max [L.] Merrill) € a leguminosa mais importante do mundo, com
finalidade alimentar, industrial e producéo de biocombustivel (SCHMUTZ et al., 2010;
ZOU et al., 2021). Brasil, Estados Unidos e Argentina sdo os principais produtores
mundiais dessa leguminosa, respectivamente (USDA, 2021). Em 2020, 36,949
milhdes de hectares foram cultivados no Brasil, com uma producédo de 124,844
megatoneladas (CONAB, 2021). No mesmo ano, 45% das importacdes chinesas de
soja, o maior consumidor mundial de alimentos, vieram do Brasil (YAO et al., 2020).

A soja brasileira é altamente competitiva, em grande parte devido a contribuicao
da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), que pode substituir completamente os
fertilizantes nitrogenados, com grandes beneficios ambientais (DOBEREINER, 1997;
HUNGRIA et al., 2006; HUNGRIA; MENDES, 2015). Este sucesso resulta de décadas
de pesquisa sobre a selecao de gendtipos com maior capacidade de FBN e o uso de
estirpes elite de Bradyrhizobium usadas como inoculante no momento da semeadura
(DOBEREINER, 1997; HUNGRIA; MENDES, 2015). Estima-se que se poupam
anualmente cerca de 20 bilhdes de ddlares ao substituir os fertilizantes nitrogenados
pela FBN (SANTOS et al., 2019).

O sucesso da associacdo soja-Bradyrhizobium destaca a importancia dos
estudos de plantas com microrganismos benéficos (LEITE et al., 2019).
Recentemente, diversas pesquisas tém procurado aumentar os beneficios desta
associacao através da coinoculacdo da soja com outros microrganismos promotores
de crescimento de plantas (MPCP). (HUNGRIA et al., 2013; BONONI et al., 2020;
RONDINA et al.,, 2020). A coinoculacdo envolve a adicdo de mais de um
microrganismo benéfico, cada um atuando em diferentes processos microbianos, para
maximizar o desenvolvimento das plantas (FILIPINI et al., 2020; SILVA et al., 2020a,
b).

Estudos constataram que a coinoculacdo de soja com A. brasilense aumentou
0 crescimento das plantas, a biomassa vegetal, a producdo de gréos, as
caracteristicas morfologicas das raizes e a rentabilidade dos agricultores (HUNGRIA
et al.,, 2013; CEREZINI et al.,, 2016; GALINDO et al., 2018; SILVA et al., 2019;
RONDINA et al., 2020). A coinoculacdo com esta bactéria € amplamente adotada nos
paises da Ameérica Latina (BARBOSA et al., 2021).

Avaliando a coinoculacéo da soja com Bacillus amyloliquefaciens, Sharma et

al. (2013) sugeriram que esta associa¢cdo pode promover o crescimento das plantas,
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a assimilacao de nutrientes e o rendimento da soja. Oliveira et al. (2019) definiram
esta espécie como promissora para a coinoculacao da soja, sendo capaz de aumentar
a producéo de grdos em comparagcado com a inoculacao apenas com Bradyrhizobium.
Além disso, Bononi et al. (2020) e Silva et al. (2020b), em experimentos em casa de
vegetacdo, encontraram maior biomassa vegetal, altura da planta e eficiéncia na
absorcdo de fosforo na soja coinoculada com T. asperellum, recomendando mais
estudos com este fungo em associagdo com a cultura.

Microrganismos dos géneros Pseudomonas (AFZAL et al., 2010; SILVA et al.,
2020b), Burkholderia (SILVA et al., 2020a), Actinomyces (NIMNOI et al., 2014),
Azospirillum (CEREZINI et al., 2016; SILVA et al., 2019), Bacillus (ATIENO et al.,
2012; SUBRAMANIAN et al., 2014), e Trichoderma (BONONI et al., 2020; BUSO et
al., 2021), bem como os fungos micorrizicos (IGIEHON; BABALOLA, 2017; COFRE
et al., 2020) séo reconhecidos como promotores de crescimento que beneficiam as
plantas de soja. Esses microrganismos proporcionam beneficios adicionais através de
processos como a FBN (DOBEREINER, 1997), solubilizacdo de fosforo e potassio
(MAHANTA et al., 2014; BASAK et al., 2020), sintese de sideroforos (YADAV et al.,
2020), e atividade de fitorménios (FUKAMI et al., 2018). Além disso, podem conferir
as plantas tolerancia a estresses bioticos e abidticos através de uma ampla gama de
mecanismos (RUBIN et al., 2017; FUKAMI et al., 2018; LEITE et al., 2019; CUI-JUAN
et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021).

Nesta perspectiva, a Amazdnia é reconhecida como um bioma rico em
microrganismos com beneficios potenciais para as plantas (ROSA, 2021;
FERRAREZI et al., 2022). Estudos com cepas da regido amazébnica ja indicaram
beneficios para as plantas de arroz (Oryza sativa) e soja com Trichoderma asperellum
(FRANCA et al., 2015; BONONI et al., 2020; SILVA et al., 2020a), palma de o6leo
(Elaeis guineensis) com Bacillus amyloliquefaciens (LIMA et al., 2020), milho (Zea
mays) com Bacillus thuringiensis e Burkholderia ambifaria (FERRAREZI et al., 2022),
acai (Euterpe oleracea) com Burkholderia pyrrocinia (CASTRO et al., 2020), entre
outros. Estes resultados indicam a possibilidade de prospectar diferentes
microrganismos isolados da regido amazonica para coinoculag¢do da soja, em busca
de maior produtividade e aumento da rentabilidade para agricultores.

A hipétese deste estudo é de que a adocédo da tecnologia de coinoculacdo da
soja com microrganismos benéficos isolados dos solos amazénicos pode melhorar o

rendimento das culturas, aumentar a rentabilidade e contribuir para a promoc¢ao de
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uma agricultura mais sustentavel. O objetivo foi avaliar a coinoculacéo de plantas de
soja com T. asperellum e B. amyloliquefaciens, com dois niveis de fertilizacdo

fosfatada.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Casa de vegetacédo

Foi realizado um experimento em condigcbes de casa de vegetacdo na
Universidade Federal Rural da Amazénia, Belém, Pard, Brasil. (Fig. 1). Plantas de
soja (cv. M8644IPRO) foram cultivados em vasos (6 dm=3) preenchidos com um
Latossolo argiloso de campos comerciais de soja em Paragominas, Para, Brasil
(3°22'26.3" S, 47°25'36.3" W). A textura do solo (DONAGEMA et al.,, 2017) e as
propriedades quimicas (VAN RAIJ et al., 2001) foram determinadas antes da

implementacéo do experimento e sdo apresentadas na tabela 1.

57.000°W 54.000°W 51.000°W 48.000°W 48.6[')0°W 48.450°W  48.300°W
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Legenda

DAmerica do Sul . Paragominas
|:] Brasil . Belém
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Figura 1. Localizagdo geografica do campo experimental no municipio de
Paragominas e casa de vegetacdo no municipio de Belém.
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Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos do solo (camada 0-20 cm) usado nos
experimentos de casa de vegetacdo e campo.

Casa de vegetacao

pH (CaCl) 5,60 Manganés (mg/kg) 19,50
Matéria organica (dag/kg) 3,07 Zinco (mg/kg) 0,80
Fésforo (mg/kg) 10,30 Aluminio trocavel (cmolc/kg) 0,00
Potéassio (mg/kg) 118,01 H+AI (cmolc/kg) 3,30
Calcio (cmolc/kg) 4,58 Soma de bases (cmolc/kg) 6,30
Magnésio (cmolc/kg) 1,45 CTC (cmolc/kg) 9,60
Enxofre (mg/kg) 25,00 V% 65,90
Boro (mg/kg) 0,27 Areia (%) 11,00
Cobre (mg/kg) 0,20 Silte (%) 20,80
Ferro (mg/kg) 73,00 Argila (%) 68,20
Campo

2020 2021 2020 2021
pH (CaCl) 5,80 5,60 Manganés (mg/kg) 520 7,10
Matéria organica (dag/kg) 3,26 3,96 Zinco (mg/kg) 1,20 0,70
Fésforo (mg/kg) 21,40 10,00 Aluminio trocavel (cmolc/kg) 0,00 0,00
Potéssio (mg/kg) 98,30 236,50 H+AI (cmolc/kg) 2,10 2,90
Calcio (cmolc/kg) 4,42 4,85 Soma de bases (cmolc/kg) 6,30 7,60
Magnésio (cmolc/kg) 1,63 2,10 CTC (cmolc/kg) 8,40 10,50
Enxofre (mg/kg) 7,39 13,00 V% 75,00 72,00
Boro (mg/kg) 0,45 0,43 Areia (%) 10,50 12,30
Cobre (mg/kg) 0,70 0,20 Silte (%) 05,00 23,20
Ferro (mg/kg) 36,00 41,00 Argila (%) 84,50 64,50

K, Cu, Fe, Mn e Zn: extracdo com Mehlich-1; P disponivel em resina; Ca, Mg e Al trocaveis: extracao
com KCI; H + Al: extracdo com acetato de calcio; S: extrator Ca(H2PO4)2 0,01M; B: extrator BaClz
0,125% agua quente.

O desenho experimental foi completamente casualizado, com esquema fatorial
3x2, com quatro repeticdes. O primeiro fator foi composto pela inoculacdo simples
com Bradyrhizobium spp. e pela coinoculacdo de Bradyrhizobium spp. e cepas de
microrganismos isolados da regido Amazonica (T. asperellum e B. amyloliquefaciens,
sob vegetacdo natural e palma de Oleo, respectivamente). O segundo fator foi
composto pela aplicacdo de fertilizante fosfatado (0 e 100 kg ha' de P20s) no
momento da semeadura.

Todos os tratamentos foram inoculados com cepas comerciais de
Bradyrhizobium [cepa SEMIA 5019 (Bradyrhizobium elkanii) e SEMIA 5079
(Bradyrhizobium japonicum)], numa concentracédo de 5 x 10° UFC mL e aplicado na
dose de 300 mL ha, fornecendo aproximadamente 7.5 x 10° células por semente.
A inoculacéo apenas com Bradyrhizobium (inoculacdo padrdo) é considerada como
um tratamento controle na soja, ja que a pratica € adotada anualmente pelos
agricultores, mesmo em areas que foram inoculadas por varios anos (MORETTI et al.,
2021).
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Foram aplicadas as seguintes dosagens de microrganismos para a
coinoculacéo: (i) uma mistura de cepas de T. asperellum isoladas de solos sob a
vegetacao natural de floresta amazonica, anteriormente descritas como Ufra T06, T09,
T12, e T52 (SILVA et al., 2012), a uma concentracdo de 10° esporos mL; e (i) B.
amyloliquefaciens UFRABOL, isolado de um solo amazénico sob plantas de palma de
Oleo (Elaeis guineensis Jacq.), conforme descrito por Lima et al. (2020), em uma
concentracéo de 108 UFC mL™1.

As cepas de microrganismos isolados da Amazonia brasileira, representadas
por T. asperellum e B. amyloliguefaciens, estdo depositadas no Laboratério de
Protecado de Plantas da Universidade Federal Rural da Amazénia, Campus Belém.

B. amyloliquefaciens foi cultivado em meio sélido 523 (KADO; HESKETT, 1970)
por 48 h a 28 °C. A suspensdo bacteriana foi preparada com &agua destilada e
esterilizada, e a concentracdo foi ajustada num espectrofotdmetro a 540 nm de
absorbancia (densidade 6ptica de 0,5 = 108 UFC mL™1).

Os componentes fungicos do mix de T. asperellum (T06, T09, T12 e T52) foram
cultivados individualmente em placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar
(BDA) durante cinco dias a 25 °C com um fornecimento continuo de luz (para estimular
a esporulacao). Uma unica suspensao foi preparada a partir de cada um dos quatro
isolados, utilizando agua destilada e estéril. A concentracéo flngica foi determinada
pela contagem de esporos em uma camara Neubauer e ajuste para 10° esporos mL-
1.

As doses aplicadas dos microrganismos foram proporcionais as utilizadas no
campo: 300 mL para rizébios e 150 mL para cada microrganismo em coinoculacéao,
todos diluidos em um volume final de 70 L ha* de agua.

A semeadura ocorreu em 20 de julho de 2021, com uma densidade de quatro
sementes por vaso, com posterior desbaste para duas plantas por vaso. Antes da
semeadura, o solo dos vasos recebeu 100 kg ha' de P20s (para tratamentos de
fertilizacdo fosfatada), 30 kg ha* de K20 e 30 kg ha* de fonte de micronutrientes (Mo,
0,1%; B, 1,8%; Cu, 0,8%; Mn, 2%; Zn, 7%). Durante o periodo experimental, o solo foi
irrigado diariamente (agua ndo esterilizada) para manutencdo da capacidade do
campo do solo.

As plantas foram avaliadas 30 dias apos a semeadura (DAS) durante o estadio
fenolégico V5 (FEHR; CAVINESS, 1977). A altura da planta foi determinada usando

uma régua graduada, considerando a distancia do solo até a parte superior da planta,
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o indice de clorofila foi avaliado usando trés medidas na terceira folha totalmente
expandida, contada a partir do apice, com um medidor de clorofila SPAD 502 Plus
(Konica Minolta, Japan), e a area foliar foi medida pela leitura de imagens digitais de
todas as folhas da planta com um programa para avaliar a &rea foliar a partir de uma
distancia conhecida e uma area de referéncia (Petiole® measure leaf area).

No final do experimento, as plantas foram cuidadosamente recolhidas e
separadas em parte aérea e raizes. As raizes foram lavadas e separadas dos nddulos
radiculares. A seguir, o volume da raiz foi avaliado apos a imersdo em agua através
do deslocamento em um cilindro graduado (RONDINA et al., 2020). Os nodulos
radiculares foram contados manualmente. Parte aérea, raizes e nodulos foram
identificados, acondicionados em sacos de papel e armazenados em estufa de
circulacao de ar forgcado a 55 °C até se obter um peso constante.

Posteriormente, as amostras secas (parte aérea e raizes) foram moidas num
moinho de facas de aco inoxidavel (tipo Willey, peneira de 20 mesh) e armazenadas
para analise nutricional. Os contetidos de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e
micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) foram determinados de acordo com os protocolos
descritos por Silva (2009). O conteudo de N foi avaliado por digestdo sulfirica e
determinacdao em um destilador de Kjeldahl. Os conteudos de P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe,
Mn, e Zn foram analisados por digestédo nitroperclorica e espectroscopia de emisséo
atdmica plasmatica acoplada indutivamente (ICP-AES). O B foi determinado pela
digestdo a seco e ICP-AES. A partir dos conteudos nutricionais, os valores foram
multiplicados pelos respectivos pesos secos para determinar o contetdo total de

macro e micronutrientes na parte aérea e raizes.

3.2.2 Experimentos de campo

Experimentos de campo foram realizados nas safras de 2020 e 2021, no
municipio de Paragominas, estado do Para, norte do Brasil (3°22'26.3" S, 47°25'36.3"
W) (Fig. 1). A regido tem clima "Aw" com transicdo para "Am," de acordo com o
sistema de classificacao internacional Koppen (ALVARES et al., 2013). O solo das
areas experimentais apresenta uma textura argilosa (Tabela S1) e é classificado como
um Oxisol de acordo com a Soil Survey Staff (2014) (Latossolo, de acordo com SiBCS,
2018; Ferralsols, de acordo com WRB/FAO, 2015). O desenho experimental foi em

blocos casualizados, em esquema fatorial 3x2, com quatro repeti¢cdes. Os tratamentos
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e concentracdes de microrganismos foram semelhantes aos descritos em casa de
vegetacao.

A fertilizacdo com potéassio (150 kg ha* de KCI) foi aplicada no campo antes da
semeadura. A unidade experimental consistiu em 12 linhas de semeadura (espacadas
a 0,5 m) com um comprimento de 25 m, totalizando uma area de 3.600 m?2. A cultivar
de soja M8644IPRO (Agro Bayer) foi utilizada a uma taxa de 11 sementes m™. A
semeadura ocorreu em sistema convencional em 20 de janeiro de 2020 no primeiro
ano e no sistema de plantio direto [sob palha de milheto (Pennisetum glaucum)] em
30 de janeiro de 2021, no segundo ano, realizada com uma semeadora modelo Stara
(Victéria 4050) com seis linhas, uma velocidade de semeadura de 6 km h, com
inoculacao, coinoculacéo e fertilizacao fosfatada no sulco de semeadura. As préticas
culturais foram conduzidas de acordo com as recomendacdes para o cultivo da soja,
com aplicacdes de inseticidas, herbicidas e fungicidas registrados para o controle de
pragas e doencas, sempre que necessario (EMBRAPA, 2020). Os dados de
temperatura e precipitacéo foram coletados durante o periodo experimental (Fig. 2).

. 2020 . 2021 —e— 2020 e 2021

(Do) Elpow einjesadwa |

JAN FEV MAR ABR MAI

Figura 2. Dados de precipitac@o e temperatura da area experimental durante os anos
de 2020 e 2021.

A diagnose foliar de soja ocorreu através da coleta da 32 folha com peciolo de
20 plantas em cada parcela durante a fase de florescimento pleno R2 (FEHR;
CAVINESS, 1977). Os teores de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e
micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn, Zn e Mo) foram determinados utilizando protocolos de
preparo e andlise de amostras semelhantes aos utilizados em casa de vegetacao.

A colheita ocorreu em 11 de maio de 2020 e 23 de maio de 2021 para o primeiro

e segundo ano, respectivamente, com colheita manual de 5 m2 nas fileiras centrais de
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cada parcela, seguida de debulha mecéanica. Foram avaliadas as seguintes variaveis:
altura da planta, altura de insercéo da primeira vagem, nimero de vagens, numero de
graos, graos por vagem, ramos reprodutivos, peso de 1.000 graos e producao de
gréos. No final do experimento, foi realizada uma analise econdmica do uso da
tecnologia de coinoculacao da soja.

A altura da planta foi medida com uma régua graduada desde o solo até a parte
superior da planta. A altura de insercao da primeira vagem foi medida diretamente do
chdo até a insercdo da primeira vagem. O numero de vagens, grdos e ramos
reprodutivos foram avaliados por contagem manual. O niamero de graos por vagem
foi calculado dividindo o nimero de graos por planta pelo numero de vagens por
planta. Para o peso de 1.000 graos, 100 graos foram contados manualmente, pesados
em uma balanca, e depois extrapolados para 1.000 grdos. Para determinar o
rendimento de gréos, as sementes foram ajustadas a um teor de umidade de 13%, e

os valores foram convertidos para kg ha.

3.2.2.1 Anélise econbmica

A metodologia de custos de producdo proposta pela Companhia Nacional de
Abastecimento foi utilizada para a andalise econdmica do uso da tecnologia de
coinoculacdo da soja (CONAB, 2010). Os custos variaveis foram obtidos da
propriedade onde o experimento de campo foi conduzido. Depreciacdo (maquinas,
implementos e edificagdes rurais), outros custos fixos (manutengéo, encargos sociais
e seguros), e renda de fatores (retorno esperado do capital fixo e do uso do solo)
foram determinados de acordo com as estimativas da Conab para a cultura a um alto
nivel tecnolégico nos anos 2020 e 2021. Para determinar os custos variaveis, foram
utiizadas as despesas de custeio (operagdo de maquinas, mao-de-obra,
administrador, sementes, fertilizantes de plantio, fertilizantes foliares, inoculantes e
adjuvantes), defensivos (herbicidas, inseticidas e fungicidas) e outras despesas
financeiras e outras (transporte externo, custos administrativos, armazenamento e
contribuicdo especial para a seguranca social rural). Para custos fixos, depreciacao
(maquinério e edificacdes rurais) e outros custos fixos foram determinados. O custo
operacional foi composto pela soma dos custos fixos e variaveis. O custo total foi
composto pelo custo operacional e pela renda de fatores.

Para determinar a rentabilidade do uso da tecnologia, os indicadores

financeiros renda bruta (RB) (rendimento em sacas de 60 kg multiplicado pelo preco
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meédio de venda), lucro operacional (Equacéo 1), lucro liquido (Equacéo 2) e indice de
lucratividade (Equacéo 3) foram utilizados de acordo com Martin et al. (1997). Além
disso, um indicador denominado acréscimo da coinoculagdo (Equacéo 4) foi criado
para medir a rentabilidade da prética da coinoculagdo em comparacdo com a

inoculacéao padrao com Bradyrhizobium spp.

LO = RB - COT Equacéo 1

LQ =RB—CT Equacéo 2
LO ~

IL = (E) * 100 Equacao 3

AC =LO; — LO; Equacéo 4

onde LO =lucro operacional, COT = custo operacional total , LQ = lucro liquido,
CT = custo total, IL = indice de lucratividade, AC = acréscimo da coinoculacéo, LOc =
lucro operacional em tratamento com coinoculagéo, e LO; = lucro operacional em
tratamento com inoculacdo padréo.

A produtividade utilizada nas analises de custo e rentabilidade foi relativa a
cada tratamento (inoculacédo padrdo com Bradyrhizobium spp., coinoculacdo com T.
asperellum e coinoculacdo com B. amyloliuefaciens) com e sem aplicacdo de
fertilizante fosfatado, e o preco médio de acordo com o estabelecido pelo Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA, 2020, 2021) na data da colheita
dos experimentos. O preco dos microrganismos utilizados na coinoculacdo foi
estimado com base em produtos comerciais contendo as mesmas espécies. Todos 0s
valores foram convertidos de reais (moeda brasileira) para délares americanos (taxa

de cambio na data da colheita).

3.2.3 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram analisados para normalidade (SHAPIRO; WILK,
1965) e homocedasticidade (LEVENE, 1960). Devido ao baixo conteudo em
micronutrientes (parte aérea e raizes), os dados foram transformados (Vx + 0.5).
Posteriormente, todos os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando
significativos, o teste Tukey (p<0.05) foi aplicado.

O conteudo nutricional na parte aérea e raizes sdo apresentados
separadamente nos graficos, mas foram somados para realizar a analise estatistica
do conteudo total de nutrientes. Os graficos foram confeccionados usando SigmaPlot
10®. Foi criado um mapa de calor através do céalculo da correlacdo de Pearson para
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avaliar a relacdo entre os parametros medidos nos experimentos de campo, com a

ajuda do pacote "corrplot”. usando a linguagem R (R CORE TEAM, 2019).

3.3 Resultados
3.3.1 Casa de vegetacéao

Os resultados da analise de variancia indicaram que, exceto pelo conteudo de
Mn, todas as outras variaveis avaliadas sob condicbes de casa de vegetacdo foram
significativas para a fertilizacao fosfatada. Os teores de macronutrientes mostraram

diferenca apenas para o fator de fertilizacdo fosfatada (Fig. 3).
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Figura 3. Conteudo total de macronutrientes em plantas de soja coinoculadas com
microrganismos benéficos isolados de solo amazonico, em casa de vegetacdo. Os
dados correspondem aos valores médios de quatro repeticbes; Letras iguais,
mailsculas para fertilizagdo e mindsculas para microrganismos, néo diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.
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O volume radicular das plantas coinoculadas foi maior em 25,8% para T.

asperellum e 17,7% e B. amyloliquefaciens em relacéo a inoculagdo padrdo com

Bradyrhizobium spp., independentemente da aplicacdo de fertilizantes fosfatados

(Tabela 2). O teor de Fe em plantas coinoculadas foi superior em 17,0% para T.

asperellum e 26,6% para B. amyloliquefaciens em relagdo a inoculacdo padréo,

independentemente da fertilizagcéo fosfatada (Fig. 4c).

Tabela 2. Parametros de crescimento, nodulacdo e raizes de plantas de soja
coinoculadas com microrganismos benéficos isolados do solo amazodnico, em casa de

vegetacao.
Altura de plantas (cm) indice de clorofilas (SPAD)
Sem Com Média Sem Com Média
Ip 40,25+0,75 48,00+£2,79 44,12 a 28,77+1,14 32,17+1,40 30,47 a
T.a 39,75+x1,93 52,00+1,08 45,87 a 29,90+0,34 31,17+0,67 30,53 a
B.a 38,00+2,12 49,50+2,62 43,75a 29,22+0,61 32,07+0,79 30,65 a
Média 39,33 B 49,83 A 29,30 B 31,80 A
CV (%) 9,10 5,89
Area foliar (cm?) Massa seca da parte aérea ()
Sem Com Média Sem Com Média
l.p 529,07+53 651,70+61 590,3 a 2,05+0,27 2,75+0,21 2,40 a
T.a 581,62+90 661,80+25 621,7 a 2,14+0,32 3,14+0,11 2,64 a
B.a 518,54+39 639,65+38 579,0a 2,04+0,19 3,09+0,11 2,56 a
Média 543,08 B 651,05 A 2,08 B 2,99 A
CV (%) 18,61 17,46
Volume radicular (cm?3) Massa seca das raizes (mg)
Sem Com Média Sem Com Média
l.p 07,95+0,47 14,87+0,77 11,41b 416,8+27 692,5+47 554,6 a
T.a 11,65+0,85 17,09+1,35 14,36 a 487,159 731,7+46 609,4 a
B.a 10,37+£0,55 16,50+0,61 13,43 a 458,5+32 701,1+28 579,8 a
Média 09,98 B 16,15 A 454,16 B 708,45 A
CV (%) 9,72 14,41
Numero de nédulos Massa seca de nddulos (mg)
Sem Com Média Sem Com Média
l.p 34,874, 74 44,75x5,08 39,81 a 11,46+£2,46 13,73x1,33 12,60a
T.a 37,12+1,32 46,62+3,57 41,87 a 11,28+1,48 14,52+1,87 12,90a
B.a 32,62+6,37 43,75x2,61 38,18a 11,00£1,00 14,48+0,81 12,74a
Média 34,87 B 45,04 A 11,25 B 14,25 A
CV (%) 21,47 25,88

I.p = Inoculacdo padrdo; T.a = coinoculagdo com Trichoderma asperellum; B.a =

coinoculagdo com Bacillus amyloliquefaciens; sem =

fertilizante fosfatado néo

aplicado; com = fertilizante fosfatado aplicado; CV (%) = coeficiente de variacdo. Os
dados correspondem aos valores médios de quatro repeticbes; Letras iguais,
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maiusculas para fertilizacgdo e minusculas para microrganismos, nao diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.
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Figura 4. Conteudo total de micronutrientes em plantas de soja coinoculadas com
microrganismos benéficos do solo isolados da Amazénia, em casa de vegetacéo. Os
dados correspondem aos valores médios de quatro repeticbes Letras iguais,
maiusculas para fertilizacgdo e minUsculas para microrganismos, nao diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.

3.3.2 Experimentos de campo
3.3.2.1 Teor foliar de macro e micronutrientes
Para o teor foliar de macronutrientes em plantas de soja, apenas o P em 2020

mostrou interacao significativa entre os fatores (Fig. 5b).
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Figura 5. Teor de macronutrientes foliares de plantas de soja coinoculada com
microrganismos benéficos isolados do solo amazénico, sob condicbes de campo nos
anos 2020 (a, b, ¢, d, e e f) e 2021 (g, h, i, j, k e I); valores expressos em g kgt. Os
dados correspondem aos valores médios de quatro repeticdes; Letras iguais,
mailsculas para fertilizagdo e mindsculas para microrganismos, néo diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.

Em 2020, com ou sem fertilizacdo fosfatada, o teor foliar permaneceu
semelhante entre os tratamentos de coinoculacdo. No entanto, ao comparar o teor
foliar das plantas coinoculadas com o T. asperellum, observou-se um maior teor de P
nas folhas de plantas que receberam fertilizacdo fosfatada (3,9 g kg?), do que

naquelas que ndo receberam (3,4 g kg1). Em 2021, foi observado maior teor de P
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foliar nas plantas que receberam fertilizacdo fosfatada, independentemente da
coinoculacéo ou inoculacao padrao.

O teor foliar de Mg em 2021 mostrou diferenga significativa para o fator
fertilizacdo (p<0,05), com plantas que receberam fertilizacdo apresentando maiores
concentracdes de Mg foliar (Fig. 5k). O teor foliar do micronutriente Cu das plantas
coinoculadas com B. amyloliguefaciens em 2021 diferiu significativamente nos

tratamentos com (6,1 mg kg™) ou sem (3,2 mg kg™) fertilizacéo fosfatada (Fig. 6h).
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maiusculas para fertilizacgdo e minusculas para microrganismos, nao diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.

Em 2021, o teor foliar de ferro foi maior para plantas com inoculacédo padrao
com Bradyrhizobium spp. (116,6 mg kg?), em comparacdo com as plantas
coinoculadas com B. amyloliquefaciens (84,4 mg kg?), e semelhantes a plantas
coinoculadas com T. asperellum (99,3 mg kg?). Para os outros micronutrientes, ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) em relagdo a coinoculagdo ou aplicacdo de
fertilizante fosfatado (Fig. 6).

3.3.2.2 AvaliacBes na maturidade fisioldgica

Em 2020, os resultados da andlise de variancia indicaram uma interacao
significativa (p<0,05) entre os fatores (coinoculagéo e fertilizante fosfatado) para altura
da planta, altura de insercdo da primeira vagem, vagens, gréos e graos por planta
(Fig. 7). Em contraste, a producédo de grdos mostrou comportamento independente
entre os fatores.

A altura da planta revelou diferenga significativa para 0s microrganismos
fornecidos apenas em termos de fornecimento de fertilizante fosfatado, onde as
plantas coinoculadas com T. asperellum (73 cm) foram superiores aos outros
tratamentos (Fig. 7a). Plantas coinoculadas com B. amyloliquefaciens (65 cm) eram
mais altas que as que recebiam a inoculagéo padréo (57 cm).

A altura de insercéo da primeira vagem mostrou diferenca significativa entre os
microrganismos apenas na auséncia de fertilizacao fosfatada (Fig. 7b), em que plantas
com inoculacdo padréo (18 cm) mostraram maior altura de insercdo da primeira
vagem, seguida de coinoculagédo com T. asperellum (14 cm).

Na auséncia de fertilizante fosfatado, a coinoculagcdo com B. amyloliquefaciens
promoveu a producdo de 99 vagens, o que foi significativamente superior (p<0,05) a
coinoculaggdo com T. asperellum (79 vagens) e a inoculacdo padrdo com
Bradyrhizobium spp. (72 vagens) (Fig. 7c). Quando o fertilizante fosfatado foi aplicado,
observou-se maior producéo de vagens nos tratamentos com inoculacdo padréo (85
vagens) e coinoculagdo com T. asperellum (94 vagens), em comparagcdo com a
coinoculagéo com B. amyloliquefaciens (73 vagens).

Na auséncia de fertilizacdo fosfatada, o niumero de gréos por planta foi maior
para plantas coinoculadas com B. amyloliquefaciens, seguida de coinoculagcdo com T.
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asperellum (Fig. 7d). Com a fertilizacdo fosfatada, o maior nimero de gréaos foi

observado em plantas inoculadas com Bradyrhizobium spp. e coinoculado com o T.

asperellum, em comparagcéo com a coinoculagcdo com B. amyloliquefaciens.
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Figura 7. Altura de plantas (a), insercao da primeira vagem (b), vagens (c), graos (d),
graos por vagem (e), ramos reprodutivos (f), peso de 1000 gréos (g) e rendimento de
graos (h) de plantas de soja com fertilizagdo fosfatada e coinoculadas com
microrganismos benéficos isolados do solo amazbénico, em condi¢cbes de campo
(2020). Os dados correspondem a valores médios de quatro repeticbes; Letras
distintas, mailsculas para fertilizagdo e minusculas para microrganismos, diferem

significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade. NS n&o significativo.

O rendimento de gréos foi maior (p<0,05) em plantas coinoculadas com T.

asperellum (5.630 kg hat) do que em plantas coinoculadas com B. amyloliquefaciens
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(4.821 kg hal) e aquelas que recebem a inoculacdo padrdo com Bradyrhizobium spp.
(4.875 kg ha) (Fig. 7h). Em relagéo a fertilizacdo, o maior rendimento de gréaos foi
observado em plantas que receberam fertilizacdo fosfatada (5.335 kg ha?) em
comparacédo com aquelas sem fertilizagdo (4.883 kg ha).

Em 2021, altura da planta, altura de insercdo da primeira vagem, numero de
vagem, numero de gréos, numero de ramos reprodutivos, peso de 1.000 graos e
rendimento de grdos nao apresentaram interacao entre os fatores (inoculagéo versus
fertilizagéo fosfatada) (Fig. 8).
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graos (h) de plantas de soja com fertilizacdo fosfatada e coinoculadas com
microrganismos benéficos isolados do solo amazbdnico, em condigbes de campo
(2021). Os dados correspondem a valores médios de quatro repetices; Letras
distintas, mailsculas para fertilizagdo e minusculas para microrganismos, diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade. NS néo significativo.

As plantas coinoculadas com T. asperellum (61 cm) eram mais altas do que
aguelas com inoculacéo padréo (56 cm), independentemente do fator de fertilizac&o
(Fig. 8a). A maior altura de insercao da primeira vagem foi observada em plantas
coinoculadas com B. amyloliquefaciens (16 cm) em comparagcdo com a inoculagcao
padrao (14 cm) (Fig. 8b).

Para o numero de vagens, a coinoculacdo com T. asperellum (78 vagens) foi
significativamente maior (p <0,05) do que os outros tratamentos, independentemente
da fertilizacao fosfatada (Fig. 8c).

O numero de graos por planta diferiu significativamente (p> 0,05) apenas entre
as plantas que receberam fertilizacdo fosfatada (158 grdos) e aquelas que nao
receberam (140 gréos) (Fig. 8d).

O numero de ramos reprodutivos mostrou diferenca significativa entre os
microrganismos fornecidos (Fig. 8f). Plantas coinoculadas com T. asperellum (5.8)
mostraram maior niumero de ramos reprodutivos do que a inoculacdo padrao (5.2).
Em relacdo a fertilizacdo fosfatada, as plantas que receberam fertilizante (5.6)
mostraram maior numero de ramos reprodutivos do que aquelas nao fertilizadas (5.2).

O rendimento de grdos de plantas coinoculadas com B. amyloliquefaciens
(4.850 kg hal) foi significativamente maior que o das plantas inoculadas com
Bradyrhizobium spp. (4.275 kg ha') e semelhante ao das plantas coinoculadas com
T. asperellum (4.568 kg ha') (Fig. 8h). Em relagéo a fertilizagcdo, o maior rendimento
de gréos foi observado em plantas que receberam o fertilizante fosfatado (4.781 kg

ha') em comparacédo com aqueles sem fertilizacédo (4.348 kg ha?).

3.3.2.3 Andlise de custos e rentabilidade da coinoculacéo

Como esperado, houve um aumento nos custos de producéo de soja pela
coinoculagéo nos dois anos em comparagdo com a inoculagéo exclusivamente com
Bradyrhizobium spp. (Fig. 9), e a coinoculagcdo com B. amyloliquefaciens foi mais cara

guando comparada ao fungo T. asperellum.
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Na auséncia de fertilizacdo fosfatada, o custo de producéo total da soja com
inoculacdo padréo era de US$ 510,8 ha'' em 2020 e US$ 821,9 ha* em 2021. Houve
aumento nos custos variaveis de US$ 10,2 e US$ 12,3 ha' em 2020 e US$ 13,5 e
US$ 16,2 ha' em 2021 para coinoculacdo com T. asperellum e B. amyloliquefaciens,
respectivamente.
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Figura 9. Custos fixos, variaveis, operacionais e totais das plantas de soja submetidas
a fertilizacdo fosfatada e coinoculacdo com microrganismos benéficos isolados dos
solos amazonicos, sob condigbes de campo nos anos de 2020 (a) e 2021 (b).

A fertilizacdo fosfatada aumentou o custo total de todos os tratamentos em US$
51,4 ha' em 2020 e US$ 48,1 D hat em 2021 (preco do fertilizante na dose aplicada).
Ndo houve aumento nos custos de aplicacdo da coinoculacdo com maquinas e
combustivel, uma vez que a pratica ocorreu em mistura com o inoculante aplicado na
semeadura, e isso ja havia sido incluido nos custos operacionais com maquinario.

Em 2020, a renda bruta aumentou para o tratamento com coinoculagéo de T.
asperellum em comparagcdo com a inoculacdo padrdo e a coinoculagdo com B.
amyloliquefaciens, independentemente da fertilizacao fosfatada (Fig. 10a). Em 2021,
a maior renda bruta foi obtida no tratamento com coinoculacdo de B.
amyloliquefaciens, seguida de coinoculacdo com T. asperellum (Fig. 10e). Para o fator
de fertilizacdo, a maior renda bruta foi observada no tratamento com fertilizacdo em

comparacao com a auséncia de fertilizacdo, nos dois anos.
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O lucro liqguido em 2020 foi maior (p <0,05) no tratamento com T. asperellum
(US$ 1.144,5 ha'l) comparado a inoculacdo padrdo e coinoculagdo com B.
amyloliquefaciens (US$ 961,0 ha!), independentemente da fertilizacéo fosfatada (Fig.
10b). Em 2021, o maior lucro liquido foi obtido em coinoculacdo com B.
amyloliquefaciens (US$ 1.760,2 ha'), seguido por T. asperellum (US$ 1.610,1 hal),

comparado a inoculacéo padrdo (US$ 1.451,9 hal).
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fosfatada e coinoculagdo com microrganismos benéficos isolados do solo amazénico,
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em condicdes de campo durante os anos 2020 (a, b, c, e d) e 2021 (e, f, g, e h). Os
dados correspondem a valores médios de quatro repeticbes; Letras distintas,
mailsculas para fertilizacdo e minUsculas para microrganismos, diferem
significativamente pelo teste Tukey com 5% de probabilidade. NS n&o significativo.

Para o indicador acréscimo da coinoculacdo (AC) em 2020, sem fertilizacéo
fosfatada, o resultado foi de US$ 99,5 ha' para T. asperellum. Com fertilizacdo
fosfatada, os valores foram de US$ 208,8 ha! para T. asperellum e US$ 47,5 ha
para B. amyloliquefaciens. Em 2021, sem fertilizacdo fosfatada, o indicador AC foi
US$ 126,4 hat para T. asperellum e 336,6 ha! para B. amyloliquefaciens. No mesmo
ano, com fertilizacdo fosfatada, o indicador AC foi de US$ 189,8 ha?l para T.

asperellum e US$ 279,9 ha! para B. amyloliquefaciens.

3.3.2.4 Correlacao entre as variaveis medidas em campo

Em 2020, o rendimento de graos se correlacionou positivamente com a altura
de plantas, macronutrientes foliares (Ca, Mg e S) e os indicadores de rentabilidade
(Fig. 11a). No entanto, houve uma correlagéo negativa com os micronutrientes foliares
B e Cu. Altura da planta e nUmero de graos, componentes importantes de rendimento,

mostraram correla¢des positivas com o P-foliar.
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Figura 11. Mapa de calor da correlacdo da Pearson entre crescimento, producéo e
parametros nutricionais das plantas de soja em condi¢cdes de campo nos anos de 2020
(a) e 2021 (b). Apenas as variaveis que apresentaram correlacées sdo mostradas.; ™
significativo a 1%, ™ significativo a 5%, * significativo a 10%.

Em 2021, o rendimento de grdos foi positivamente correlacionado com a altura
da planta, o numero de vagens, numero de graos, peso de 1.000 grdos e 0s
indicadores de rentabilidade (Fig. 11b). Foi encontrada uma correlacdo negativa entre

rendimento e teores de Fe nas folhas.

3.4 Discusséo

O potencial biotecnologico dos microrganismos do bioma amazbnico na
agricultura permanece em grande parte desconhecido, mas tem mostrado resultados
positivos, por exemplo, na soja com T. asperellum em condi¢cbes controladas
(BONONI et al., 2020; SILVA et al., 2020b). Nosso estudo fornece resultados pioneiros
de ensaios de campo investigando os efeitos das cepas de T. asperellum e B.
amyloliquefaciens isolados da regido amazoénica quando utilizados em coinoculacao
da soja. Os resultados incluiram a avaliacdo dos parametros radiculares, nodulagéo,
custos de producdo e rentabilidade da adocdo de microbios como tecnologia

sustentavel.
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Os teores foliares de macronutrientes e micronutrientes foram considerados
adequados para a cultura da soja, tanto em 2020, como em 2021 (SEDIYAMA et al.,
2015). O conteudo de P-foliar das plantas em 2020 mostrou que apenas as plantas
coinoculadas com T. asperellum foram beneficiados pelo fornecimento de fonte
fosfatada. Estes resultados revelaram que a coinoculagdo com este fungo
proporcionou uma maior utilizacdo do nutriente aplicado, o que foi positivamente
correlacionado com um maior rendimento. Os fungos tém uma maior capacidade do
que as bactérias para buscar P numa area maior do solo, consequentemente, podem
ser mais importantes para a captacdo do nutriente (KUCEY, 1983; SHARMA et al.,
2013).

A coinoculacdo teve uma influéncia direta na altura da soja. Este aumento é
uma propriedade desejavel do ponto de vista produtivo, devido a sua correlagao
positiva com a produtividade (LEITE et al., 2017), o que foi confirmado em nosso
estudo. Em contraste, a altura de insercdo da primeira vagem (AIPV) foi
negativamente correlacionada com o rendimento. Apesar dos beneficios de uma AlIPV
baixa, valores inferiores a 10 cm ndo séo adequados para o cultivo de soja, uma vez
gue a colheita mecanizada dos gréos em alturas mais baixas pode resultar em perdas
substanciais (SEDIYAMA et al., 2005).

Em estudos de coinoculacao de soja com T. asperellum, Bononi et al. (2020)
obtiveram resultados promissores quanto a capacidade deste fungo de
solubilizar/mineralizar parcialmente o P-insollivel e disponibiliza-lo a planta em
condicBes controladas. Essa importante informacao levou-nos a avaliar a capacidade
deste fungo de contribuir para a nutricdo de P na cultura da soja. Outros estudos
relataram a melhoria do desempenho do Trichoderma com o fornecimento de
fertilizante fosfatado (STEWART; HILL, 2014; GARCIA-LOPEZ et al., 2015; BONONI
et al., 2020).

A quantidade e distribuicdo dos ramos determina a arquitetura do dossel,
influenciando a interceptacao da luz, a resisténcia ao acamamento e a producao de
sementes (YANG et al.,, 2021). No presente estudo, resultados positivos com a
coinoculagédo de T. asperellum foram observados, com um aumento de 18% no
namero de ramos em comparagado com a inoculagéo padrdo com Bradyrhizobium spp.

Recentemente, estudos com Arabidopsis thaliana, Marchantia polymorpha e
Claviceps purpurea identificaram seis genes ortélogos relacionados com a biossintese

ou sinalizacdo de citocinina (ck) em Trichoderma, indicando a possivel producéo deste
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fitorménio pelo fungo (GUZMAN-GUZMAN et al., 2018). Outro estudo identificou que
cepas de Trichoderma produzem citocininas (BEAN et al., 2021). As citocininas sao
relacionadas com uma maior producdo de ramos reprodutivos na soja e,
consequentemente, com um maior nimero de vagens (CARLSON et al., 1987).
Portanto, a coinoculacdo com cepas de microrganismos amazoénicos poderia ter
resultado em mudancas no equilibrio hormonal da planta, promovendo uma maior
producdo de vagens em ambos o0s anos de cultivo.

N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos em peso da raiz seca;
no entanto, este parametro é frequentemente reportado como ndo sendo um bom
indicador da capacidade de absorcdo do sistema radicular (MAHANTA et al., 2014).
Em contraste, o volume das raizes aumentou, especialmente quando coinoculadas
com o T. asperellum na auséncia de fertilizagdo fosfatada. Estudos anteriores
relataram que o T. asperellum pode aumentar o comprimento, a densidade e o nimero
de pontas das raizes, modificando a arquitetura radicular das plantas (MELO JUNIOR,
2020). De acordo com Pelagio-Flores et al. (2017), a acidificacdo induzida por
Trichoderma é um gatilho precoce para mudangas no crescimento das raizes das
plantas, ja que a inibicdo do crescimento das raizes primarias € contornada pelo
desenvolvimento das raizes secundarias.

Em estudos com plantas de soja, Silva et al. (2020b) obtiveram aumentos de
até 25% na biomassa de parte aérea, raizes e trocas gasosas (taxa fotossintética,
taxa de transpiracdo, condutancia estomatica e temperatura da folha) com a aplicacédo
de microrganismos benéficos (fungos e bactérias) sete dias apos a semeadura,
incluindo a mesma mistura de estirpes de T. asperellum avaliado neste estudo. Os
resultados desse estudo corroboram com o experimento de Silva et al. (2020b),
confirmando um aumento na producdo de soja quando coinoculado com cepas
amazobnicas de T. asperellum.

Algumas propriedades dos microrganismos utilizados nesse estudo foram
previamente determinadas. De acordo com Silva et al. (2012), a mistura de T.
asperellum (Ufra TO6, T09, T12 e T52) foi capaz de solubilizar fosfato e sintetizar
auxinas. Outros estudos indicaram aumento das raizes do arroz (Oryza sativa L.)
(FRANCA et al., 2015; SOUSA et al., 2020), acai (Euterpe oleracea (Mart.) (MELO
JUNIOR, 2020), e soja (SILVA et al., 2020b). Em um ensaio de campo realizado
durante duas safras com inoculacdo de T. asperellum em soja, Chagas et al. (2017)

obtiveram aumentos no peso da raiz seca, peso da parte aérea seca, numero de
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nodulos e produtividade (+9%). Os resultados foram atribuidos a uma maior
disponibilidade de nutrientes promovida pela sintese hormonal e crescimento
radicular. Os resultados desse estudo indicam a importancia desta espécie em
coinoculagéo com o Bradyrhizobium spp. na soja.

O composto organico volatil 6-pentil-a-pirrona (6PP) é caracterizado por
atividade do tipo auxina; sendo biossintetizado por Trichoderma spp. e,
provavelmente, esta envolvido na sinalizagdo entre as plantas e os reinos fungicos
(VINALE et al., 2008b; KOTTB et al., 2015; GARNICA-VERGARA et al., 2016). O 6PP
produzido por Trichoderma spp. promove o crescimento das plantas, tem atividade
contra patdgenos e regula a arquitetura radicular, inibindo o crescimento primario da
raiz e induzindo a formagdo de raiz lateral (GARNICA-VERGARA et al., 2016;
ISMAIEL; ALI, 2017).

A cepa UFRABO1 de B. amyloliquefaciens usada nesse estudo foi avaliada em
plantas de dendé&, com beneficios na producéo de &cido-indol-acético (AlA), acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), acido abscisico (ABA), aumento da altura da
planta, area foliar e massa de raizes (LIMA et al., 2020). Além disso, Asari et al. (2017)
afirmaram que B. amyloliquefaciens promoveu mudancas radiculares em A. thaliana,
aumentando a producao de citocininas e AlA.

Estudos sobre outras estirpes tém demonstrado a capacidade de B.
amyloliquefaciens em producao de AlA (IDRIS et al., 2007; SHAO et al., 2015). O AIA
secretado por bactérias e fungos rizosféricos age com o fornecimento endégeno nas
plantas, promovendo o alongamento primario das raizes e a formacdo de raizes
laterais, mas pode inibir o seu crescimento em altas concentracbes (DUCA et al.,
2014; TAIZ et al., 2017). Portanto, os microrganismos poderiam contribuir tanto
promovendo o crescimento, como degradando o AIA nas plantas, evitando assim
niveis prejudiciais ao crescimento.

Com a coinoculagcdo da soja com B. amyloliquefaciens, Oliveira et al. (2019)
ndo observaram diferenca significativa (p>0,05) em relagdo a inoculacdo com B.
japonicum; no entanto, os valores foram superiores aos da coinoculagédo com outras
espécies do género Bacillus (B. subtilis, B. pumilis e B. licheniformis). Os autores
atribuiram a baixa resposta da coinoculacdo a fertilidade adequada do solo, um
histérico de 13 anos de plantio direto na area, e irrigacdo suplementar. No presente

estudo, o fato de que a estirpe de B. amyloliquefaciens foi isolada da regido onde os
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ensaios foram conduzidos pode ter contribuido para a boa resposta da coinoculagéo
de plantas de soja, mesmo em solo de boa fertilidade.

A rizosfera da soja tem uma comunidade microbiana especifica, e uma
mudanca nessa comunidade pode afetar a simbiose soja-Bradyrhizobium (HAN et al.,
2020). De acordo com Hasibuan et al. (2021), a coinoculagcdo com outras bactérias
nas leguminosas, especialmente a soja, pode inibir a eficiéncia do rizébio. Além disso,
algumas bactérias do solo exercem um efeito inibitério na nodulacéo, induzindo a
ativacao de genes relacionados com a defesa das plantas (HASHAMI et al., 2019). No
entanto, existem resultados importantes que demonstram a compatibilidade e os
beneficios da coinoculacdo com outros microrganismos, como € A. brasilense em soja
(BARBOSA et al., 2021). Da mesma forma, a coinoculagdo com 0s microrganismos
amazonicos investigados nesse estudo foi compativel com a simbiose, ja que
variaveis como indice de clorofila, teor de N-foliar, conteddo de N foliar, nimero e
peso seco de nddulos ndo foram negativamente afetados.

A coinoculacao de plantas de soja tem sido amplamente estudada e adotada
pelos produtores brasileiros nos ultimos anos, especificamente com A. brasilense,
mas poucos estudos foram conduzidos com outros microrganismos (HUNGRIA et al.,
2013; CEREZINI et al., 2016; RONDINA et al., 2020; BARBOSA et al., 2021). A
coinoculacéo de plantas com isolados da Amazo6nia brasileira proporcionou aumentos
de até 15% com o T. Asperellum e 13% com B. amyloliquefaciens sobre a producéo
de soja em comparagédo com a inoculagdo padrdo com Bradyrhizobium spp. (Fig. 4h
e 5h).

Semelhante ao presente estudo, Buso et al. (2021) avaliaram a coinoculacéo
da soja com varios microrganismos, incluindo espécies de T. asperellum e B.
amyloliquefaciens. Entretanto, esses autores ndo encontraram aumento na produgao
de soja em comparacdo com a inoculacdo padrédo. Possivelmente, o fato de estirpes
locais adaptadas terem sido utilizadas no presente estudo pode explicar o melhor
desempenho dos microrganismos coinoculados.

O uso de praticas de manejo sustentavel, como a combinacéo de diferentes
funcionalidades de microrganismos promissores por meio da coinoculacdo, pode
resultar em altos rendimentos e lucratividade da atividade agricola (STEINER et al.,
2021). Os resultados do presente estudo mostram que, apesar da elevacéo dos custos
de producao, a coinoculacdo de soja proporcionou aumento ao lucro do produtor de

até 15,6% no sistema convencional (2020) e 21,2% em plantio direto (2021). Isso
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ocorreu porque o aumento do rendimento de graos, fornecido pelo uso de
coinoculacéo, foi maior que os custos de investimento para a tecnologia. Galindo et
al. (2018) avaliaram a lucratividade econ6mica da coinoculagéo de plantas de soja
com a bactéria A. brasilense e descobriram que, embora houvesse custos
operacionais mais altos, a maior produtividade alcancada com a coinoculagao permitiu
um aumento no lucro do agricultor, de R$ 615.00 ha.

No Brasil, a inoculacdo de plantas de soja com Bradyrhizobium spp.
revolucionou o agronegdcio brasileiro como uma tecnologia que é economicamente
viavel e também atende a demanda global por sustentabilidade (DOBEREINER, 1997;
HUNGRIA et al., 2006; REIS JUNIOR et al., 2011). Além disso, a coinoculacdo da soja
com A. brasilense agora é estabelecida como uma tecnologia que resulta em maiores
rendimentos e € amplamente adotada pelos agricultores (SANTOS et al., 2021). A
viabilidade de usar outros microrganismos que promovem o crescimento de plantas e
suas moléculas na soja também foi destacada por Moretti et al. (2020, 2021). Os
resultados desse estudo indicam a possibilidade de expandir a coinoculacéo da soja
com Bacillus e Trichoderma.

A visdo desse estudo € para o uso de microrganismos destinados a
regionalizacdo, buscando cepas adaptadas a cada agroecossistema, como com
microrganismos selecionados para a regido da Amazbnia. Particularmente
interessante neste caso é que 0S microrganismos amazonicos trouxeram beneficios
a uma cultura exoética, a soja, e potencializaram a acdo do Bradyrhizobium spp., que
também sdo exoticos, expandindo a visdo da prospeccdo da biodiversidade. No
entanto, o gerenciamento com microrganismos deve ser combinado com outras
tecnologias, como foi o caso da fertilizacdo fosfatada, essencial para obter altos

rendimentos e retornos econdmicos.

3.5 Conclusdes

A coinoculacdo de plantas de soja com Bradyrhizobium spp. e cepas
regionalizadas de microrganismos benéficos promoveu maior rendimento de gréos e
lucratividade da atividade agricola. No entanto, a préatica n&o possibilitou a substituicéo

por fertilizantes minerais fosfatados.
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Highlights

The association of red mud with beneficial microorganisms was studied.
1% red mud applied to the soil increases plant gas exchange.
Bacillus amyloliquefaciens increases the percentage of fine roots of soybean.

Red mud can be applied in low doses for revegetation of mined areas.
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4 DESEMPENHO FOTOSSINTETICO E ARQUITETURA RADICULAR DA SOJA
COINOCULADA COM CEPAS AMAZONICAS DE MICRORGANISMOS
ASSOCIADOS A APLICACAO DE LAMA VERMELHA

Resumo

A aplicacdo da lama vermelha (LV) e uso de microrganismos benéficos representa
uma alternativa promissora para reutilizacdo desse subproduto em solos utilizados
para revegetar areas contaminadas. Nao ha, porém, estudos sobre a associagao
simultanea dessas duas praticas, tampouco cepas regionalizadas de microrganismos.
Objetivou-se avaliar o uso da LV em solo utilizado para revegetacdo de é&reas
contaminadas associado a coinoculacao da soja com Bradyrhizobium spp. e cepas de
microrganismos benéficos isolados da Amazonia. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo com delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x2, com 4 repeticdes. O primeiro fator foi composto pela coinoculagcdo da soja com
Bradyrhizobium spp. e Trichoderma asperellum e Bacillus amyloliquefaciens, e o
tratamento inoculado exclusivamente com Bradyrhizobium spp.; o segundo fator foi
composto pela aplicacdo ou ndo de LV no solo (1%). Trinta dias ap0s a semeadura,
as plantas foram avaliadas quanto ao crescimento/biometria, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, nodulacao e arquitetura radicular. A interacdo de LV com
B. amyloliquefaciens promoveu mudancas na arquitetura radicular, elevando o
percentual de raizes finas (<1 mm) em comprimento e volume. Os isolados aplicados
nao influenciaram as trocas gasosas. A aplicacdo de LV aumentou em 8,8% a taxa
fotossintética liquida, 6,9% a eficiéncia de uso da agua, 5,8% a taxa de transporte de
elétrons e 23,0% o volume radicular em relacdo ao solo sem LV. Os resultados
indicam a viabilidade de incorporacdo de 1% de LV em solos utilizados para
revegetacdo de areas contaminadas. A interacdo entre coinoculagdo com B.
amyloliquefaciens e incorporagao de LV promoveu altera¢des na arquitetura radicular
de plantas de soja.

Keywords: Bacillus, bauxite residue, bioremediation, Trichoderma.
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PHOTOSYNTHETIC PERFORMANCE AND ROOT ARCHITECTURE OF
SOYBEAN COINOCULATED WITH AMAZONIAN STRAINS OF
MICROORGANISMS ASSOCIATED WITH THE APPLICATION OF RED MUD

Abstract

The application of red mud (RM) and the use of beneficial microorganisms is a
promising alternative for reuse of this by-product in soils used for revegetation of
contaminated areas. However, there are no studies on the association of these two
practices simultaneously, nor with the use of regionalized strains of microorganisms.
The objective of this study was to evaluate the use of RM in soil used for revegetation
of contaminated areas associated with the co-inoculation of soybean with
Bradyrhizobium spp. and strains of beneficial microorganisms isolated from the
Amazon. The experiment was conducted in the greenhouse with completely
randomized design in a 3x2 factorial scheme, with four repetitions. The first factor was
composed by the co-inoculation of soybean with Bradyrhizobium spp. and
Trichoderma asperellum and Bacillus amyloliquefaciens, and the treatment inoculated
only with Bradyrhizobium spp.; the second factor was composed of the application or
not of RM in the soil (1%). Thirty days after sowing, the plants were evaluated for
growth/biometry, gas exchange, chlorophyll a, nodulation, and root architecture. The
interaction of RM with B. amyloliquefaciens promoted changes in root architecture,
increasing the percentage of fine roots (<1 mm) in length and volume. The isolates
applied did not influence the gas exchange. RM application increased net
photosynthetic rate by 8.8%, water use efficiency by 6.9%, electron transport rate by
5.8% and root volume by 23.0% compared to soil without RM. The results indicate the
feasibility of incorporating 1% VL into soils used for revegetation of contaminated
areas. The interaction between co-inoculation with B. amyloliquefaciens and
incorporation of LV promoted changes in root architecture of soybean plants.

Keywords: Bacillus, bauxite residue, bioremediation, Trichoderma.
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4.1 Introducao
O aluminio é amplamente utilizado na vida cotidiana e na producéo industrial,

por propriedades como leveza, maleabilidade, condutividade elétrica e térmica,
resisténcia a corrosao e por possibilitar sua reciclagem (NATURE, 2018; SERVICE,
2020; LYU et al., 2021). Na maior parte do mundo, é extraido do minério de bauxita,
por meio da reacdo de uma solucédo de hidréxido de sddio e calcio sob alta presséo e
temperatura (processo Bayer), formando a alumina e lama vermelha (também
denominada de residuo de bauxita) (XUE et al., 2016; RENFORTH, 2019).

A produgdo mundial de alumina foi de 133.078 megatoneladas em 2020
(INTERNATIONAL ALUMINIUM, 2021). Entretanto, para cada tonelada de alumina
produzida, sdo geradas entre 0,5 e 2,0 toneladas de lama vermelha (LV) (XUE et al.,
2016). Esse material produzido é um concentrado de oxidos de ferro alcalino (pH 10-
13), salino-sadico, pobre em nutrientes e contém varios metais pesados e elementos
de terras raras (XUE et al., 2016; DI CARLO; BOULLEMANT; COURTNEY, 2020;
PHILLIPS; COURTNEY, 2022). Como qualquer subproduto, o uso inadequado da LV
pode gerar riscos potenciais para o meio ambiente (DI CARLO; BOULLEMANT;
COURTNEY, 2020). Por isso, pesquisas tém sido realizadas para propor a melhor
forma de devolver esse material ao ambiente, potencializando seus beneficios e
minimizando os riscos decorrentes de alguns de seus atributos indesejaveis (LYU et
al., 2021).

Entre os métodos mais difundidos para a recuperacao de barragens e uso de
LV, tem sido proposta a adicdo de gesso (CaSO4:2H20) e de fontes de matéria
organica (DI CARLO; BOULLEMANT; COURTNEY, 2020; MENZIES; KOPITTKE,
2021; XUE et al., 2022). Outra possibilidade é a aplicacao de LV no solo (SUMMERS;
BOLLAND; CLARKE, 2001; SNARS; GILKES; WONG, 2004; UJACZKI et al., 2016a,
b; FEIGL et al., 2017). A adicdo de até 20% de LV incorporada ao solo promoveu
aumento na capacidade de retencdo de agua do solo em condi¢bes de campo, sem
constatar efeito toxico (UJACZKI et al., 2016a). Summers, Guise e Smirk (1993)
também verificaram que o LV pode promover a reducéo da lixiviagdo de fosforo em
solos arenosos. Além disso, existe a possibilidade de aplicar LV como remediador de
solo em areas contaminadas com metais pesados devido a sua elevada capacidade
de retencao decorrente da presenca de 0xidos de Fe e Al capazes de complexar esses
metais (LOPES et al., 2013; TANEEZ; HUREL, 2019; COSTA et al., 2021; FERREIRA
et al., 2022).
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Considerando os beneficios da disposicéo de LV incorporado ao solo para fins
de uso na revegetacdo de areas, pesquisas vém sendo desenvolvidas com
microrganismos benéficos visando melhorar o crescimento e desenvolvimento das
plantas (BABU; REDDY, 2011; SANTINI; KERR; WARREN, 2015; WANG, WANG;
MA, 2022). Liao et al. (2018), avaliando a capacidade de uso de microrganismos para
reducao da alcalinidade de LV, identificaram um fungo (Penicillium oxalicum) produtor
de &cidos organicos com potencial de reduzir o pH do material de 10,2 para 6,4. Ja
Anam, Reddy e Ahn (2019), em estudos com Trichoderma asperellum (cepa RM-28),
observaram que a aplicacdo do fungo reduziu o pH (11,8 para 8,2) e a condutividade
eletrolitica (2,2 para 1,4 dSm) do LV, favorecendo o estabelecimento de vegetacédo
em solos que receberam aplicagéo de LV. Outros estudos identificaram a capacidade
de bactérias isoladas de LV para promocdao de crescimento em plantas sob areas de
deposicado desse material (LIU et al., 2021; CHEN et al., 2022).

Pesquisas visando encontrar formas sustentaveis de reutilizacdo de LV em
diversos paises sao muito importantes, sobretudo no Brasil, um dos maiores
produtores de bauxita, com cerca de 90% da extracdo vindo da regido Amazonica,
reconhecida por possuir a maior floresta tropical do mundo, e uma grande fonte de
prospeccao de microrganismos benéficos as plantas (SONTER et al., 2017; MARTINS
et al., 2021; ROSA, 2021). Ademais, Santini et al. (2015) recomendam o uso de
microrganismos nativos para maior sucesso do processo de biorremediagao dos solos
afetados pela mineracdo. Portanto, estudos com microrganismos oriundos da regiao
amazoénica permitem selecionar cepas com maior potencial de biorremediacdo dos
solos dessa regido, uma vez que possuem adaptacdo as condicGes edafoclimaticas
locais.

Nesse contexto, a soja destaca-se no cenario agricola com relacao a eficiéncia
na associacdo simbidtica com o rizébio para fixacdo de nitrogénio (DOBEREINER,
1997; HUNGRIA; MENDES, 2015). Por esse motivo, constitui uma planta com
potencial para ser avaliada como pioneira para revegetacéo de areas, pensando no
aporte inicial de nitrogénio e de matéria organica, além da possibilidade de uso dos
grdos para producdo de biocombustiveis (COSTA; OLIVEIRA, 2022). Essas
caracteristicas podem se tornar ainda mais interessantes, mediante a associa¢édo de
cepas regionalizadas de microrganismos benéficos as plantas que possuam
capacidade de se desenvolver em solos contendo LV. Comprovada essa interacao, a

incorporacdo de LV aos solos utilizados para o recobrimento de uma area que
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necessita ser revegetada e o plantio de soja associado a microrganismos benéficos ja
adaptados as condic¢des locais podera impulsionar a propria capacidade do ambiente
de se regenerar por meio do desenvolvimento de outras plantas e de outras
comunidades de microrganismos.

Dentro dessa proposta, foi estabelecida hipotese de que a aplicacao de baixas
guantidades de RB associada com cepas regionalizadas de microrganismos
benéficos as plantas poderia favorecer areas de revegetacdo. Para isso, foram
utilizadas duas cepas amazobnicas de microrganismos (Trichoderma asperellum e
Bacillus amyloliquefaciens) para coinoculacédo da soja cultivada em solo com 1% de

LV incorporado.

4.2 Material e Métodos
Foi realizado um experimento em casa de vegetagcédo na Universidade Federal

Rural da Amazoénia, Belém, Pard, Brasil (1°27'12.8"S 48°26'33.5"W). Plantas de soja
[(Glycine max L. Merril), cultivar M8644IPRQO] foram cultivadas em vasos (6 dm?)
preenchidos com solo argiloso (682 g kg* de argila), classificado como Latossolo
Vermelho (SiBCS) [Oxisol, segundo o Soil Survey Staff (2014)]. O solo foi coletado na
camada de 0-20 cm de mata nativa em Paragominas-PA, Brasil (3°22'37.0"S
47°25'31.1"W). ApoOs a coleta o solo foi destorroado, passado em peneira de 2 mm,

seco a sombra e uma amostra retirada para caracterizacao.

Desenho experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x2, com 4 repeticdes. Foram semeadas cultivares de soja. As plantas de todos os
tratamentos foram inoculadas com estirpes de rizobios [cepas SEMIA 5019
(Bradyrhizobium elkanii) e SEMIA 5079 (Bradyrhizobium japonicum)] com
concentracdo de 5x10° UFC ml1. O primeiro fator foi composto pela coinoculacdo com
microrganismos isolados da Amazoénia brasileira (Trichoderma asperellum e Bacillus
amyloliquefaciens), em adicdo ao tratamento controle (padrdo) inoculado
exclusivamente com Bradyrhizobium spp. A inoculacdo somente com rizobios
(padrédo) foi considerado como tratamento controle na soja, uma vez que a pratica é
adotada anualmente por produtores brasileiros. O segundo fator composto pela

aplicacao ou nao de 1% de residuo de bauxita no solo [equivalente a uma aplicacéo
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de 20 t hat em campo, considerando a camada de maior desenvolvimento radicular

da cultura (0-20 cm) e a densidade do solo (1,0 g cm3)].

Preparo e inoculagdo dos microrganismos

As cepas dos microrganismos isolados da Amazoénia brasileira (Mix de T.
asperellum e B. amyloliquefaciens) se encontram armazenados no Laboratorio de
Protecdo de Plantas da Universidade Federal Rural da Amazénia, Campus Belém.

Os quatro isolados de T. asperellum utilizados no estudo, seguidos pelos seus
respectivos codigos depositados no GenBank-NCBI (Ufra.T0O6 - MK086063, Ufra. T0O9
- MK086064, Ufra. T12 - MK086065, e Ufra. T52 - MK086066), foram isolados de solos
rizosféricos de florestas nativas na Amazoénia brasileira (SILVA et al., 2012). A bactéria
Bacillus amyloliquefaciens estirpe UFRABO1, cédigo depositado no GenBank-NCBI
(MK967809), foi isolada de solo rizosférico de plantas comerciais de palma de 6leo
cultivadas na Amazénia brasileira (LIMA et al. 2020).

Os fungos componentes do mix (cepas T06, T09, T12 e T52) de T. asperellum
foram cultivados em placas de Petri separadas contendo meio BDA (batata, dextrose
e agar) por cinco dias, ~25 °C, sob luminosidade continua. De cada um dos quatro
isolados de T. asperellum, com uso de 4gua destilada e esterilizada, preparou-se uma
suspensao unica, com posterior armazenamento a 5 °C até o momento da inoculacgéo.
A concentracdo fungica foi determinada por contagem de esporos em camara de
Neubauer e ajustada para 10° esporos mlt. A bactéria B. amyloliquefaciens foi
cultivada em meio sélido 523 (KADO; HESKETT, 1970) durante 48 h, a 28 °C. A
suspencao bacteriana foi preparada com &gua destilada e esterilizada, e a
concentracéo foi ajustada em espectrofotometro (comprimento de luz de 540 nm) para
0,5 = 108 UFC ml?, com posterior armazenamento a 5 °C até o momento da
inoculacao.

Os microrganismos avaliados foram testados quanto a capacidade em
solubilizacdo de fosfato, producdo de acido indol-3-acético (IAA) e producdo de
siderdforos (Tabela 1). Além disso, foi avaliada a capacidade dos isolados em

crescerem em meio de cultivo incorporado com 1% de LV (Fig. 1).

Tabela 1. Andlise bioquimica de sintese de AlA, solubilizacdo de fosfato e producgéo
de sideroforos pelos isolados de Trichoderma asperellum and Bacillus
amyloliquefaciens.
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Isolado Identificacdo molecular AlA Sidero6foros P-solubilizacéo
1UFRATO06 T. asperellum - - +
1UFRATO09 T. asperellum - - +
1UFRAT12 T. asperellum + - +
1UFRAT52 T. asperellum + - +
2UFRABO1 B. amyloliquefaciens + + +

! Silva et al., 2012; ? Lima et al., 2020.; + = producdo do composto; - = composto nh&do

produzido.
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Figura 1. Cultivo de microrganismos isolados da Amazo6nia em meio de cultura sem
incorporacao de LV (linha superior) e com 1% de LV incorporada (linha inferior). Os
valores dos gréficos representam médias de trés repeticdes e as barras acima das
colunas sao referentes ao erro padrao.

Caracterizacdo do solo e residuo de bauxita

O solo utilizado nos vasos foi coletado de floresta nativa em uma regiao

reconhecida como provincia mineral de bauxita (Paragominas-PA: 3°22'S; 47°25'W).

A LV utilizada é proveniente do processamento de minério de bauxita, que apés

coletada, foi seca, macerada e peneirada em peneira de 80 mesh. Valores da anélise

quimica e textural do solo (sem e com LV) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos quimicos e fisicos do solo e solo com 1% de lama vermelha.

Atributo Valor Atributo Valor
Solo
pH (CaCl) 5,30 Aluminio trocavel (cmolc/kg) 0,00
Matéria Organica (dag/kg) 3,60 Acidez potencial (H+Al) (cmolc/kg) 2,90
Fésforo (mg/kg) 18,00 Soma de bases (cmolc/kg) 6,60
Potassio (mg/kg) 154,00 Capacidade de troca de céations (cmolc/kg) 9,50
Sadio (cmolc/kg) 0,17 Saturagéo por bases (V%) 69,40
Célcio (cmolc/kg) 4,60 Areia (%) 14,90
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Magnésio (cmolc/kg) 1,50 Silte (%) 23,30
Enxofre (mg/kg) 34,00 Argila (%) 61,80
Boro (mg/kg) 0,56 Arsénio (mg kg?) <0,01
Cobre (mg/kg) 0,50 Cadmio (mg kg?) <0,01
Ferro (mg/kg) 46,00 Cromo (mg kg?) 37,95
Manganés (mg/kg) 9,60 Mercurio (mg kg?) <0,01
Zinco (mg/kg) 3,00 Chumbo (mg kg?) <0,01
Solo com 1% de lama vermelha
pH (CaCl) 5,50 Aluminio trocavel (cmolc/kg) 0,00
Matéria Organica (dag/kg) 3,60 Acidez potencial (H+Al) (cmolc/kg) 1,90
Fosforo (mg/kg) 24,00 Soma de bases (cmolc/kg) 7,90
Potassio (mg/kg) 0,84 Capacidade de troca de cations (cmolc/kg) 10,80
Sadio (cmolc/kg) 1,14 Saturacdo por bases (V%) 73,10
Célcio (cmolc/kg) 5,10 Areia (%) 16,20
Magnésio (cmolc/kg) 1,50 Silte (%) 29,00
Enxofre (mg/kg) 37,00 Argila (%) 54,80
Boro (mg/kg) 0,43 Arsénio (mg kg1) <0,01
Cobre (mg/kg) 0,50 Cadmio (mg kg?) <0,01
Ferro (mg/kg) 40,00 Cromo (mg kg?) 54,81
Manganés (mg/kg) 14,00 Mercurio (mg kg?) <0,01
Zinco (mg/kg) 3,80 Chumbo (mg kg?) <0,01

Solo: K, Cu, Fe, Mn e Zn: extracdo com Mehlich-1; P-disponivel em resina; Ca, Mg e Al trocaveis:
extragdo com KCI; H + Al: extragdo com acetato de célcio; S: extrator de Ca(H2PO4)2 0,01M; B: extrator
BaClz 0,125% agua quente.; Arsénio, Cadmio, Cromo e Mercurio: Método EPA 3051.; <0.01: abaixo do
limite de quantificacéo para metais.

Quanto a mineralogia, o LV da regido brasileira € composto pelos minerais
hematita, goethita aluminosa, anatasio, sodalita, muscovita, gibbsita, maghemita,
quartzo e outros (COSTA et al., 2009; LEITE et al., 2022). Além disso, segundo o
Instituto Internacional de Aluminio (WORLD ALUMINIUM, 2015), o LV é composto
principalmente de oxidos de ferro (Fe203 = 20-45%), 6xido de titanio (TiO2=4-20%),
oxido de silicio (SiO2 = 5-30%) e alumina nao dissolvida (Al20s = 10-22%).

Implantacéo e conducado do experimento

A semeadura da soja (Glycine max L. Merril), cultivar M8644IPRO, ocorreu no
dia 08 de setembro de 2021 com densidade de trés sementes por vaso, com posterior
desbaste para uma planta por vaso. Anteriormente a semeadura, foi realizada uma
adubacdo de acordo com analise de solo e exigéncias da cultura (Camara, 2015):
nitrogenada de 0,06 g vaso™ de N (sulfato de amonio), fosfatada de 0,36 g vaso™ de
P20s (superfosfato simples), potassica com 0,18 g vaso™ de K20 (cloreto de potassio)
e fonte de micronutrientes (molibdénio - 0,1%; boro - 1,8%; cobre - 0,8%; manganés -
2%; zinco - 7%) na dose de 0,24 g vasol. Durante o periodo experimental, o solo foi
irrigado diariamente para manutencado em 50% da capacidade de campo. A avaliacéo
das plantas ocorreu 30 dias apos a semeadura (DAS), durante o estadio fenolégico
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V5 (FEHR; CAVINESS, 1977) sendo avaliadas variaveis relacionadas a biometria,

trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, nodulacéo e arquitetura radicular.

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

AvaliacOes das trocas gasosas foram realizadas na terceira folha totalmente
expandida a partir do apice da planta, durante o estagio fenolégico V5 (FEHR;
CAVINESS, 1977) usando um sistema portatil de fluxo aberto de trocas gasosas (LI-
6400XT, LI-COR, Lincoln, NE), entre 09:30 e 10:30 horas de um dia ensolarado. As
condicdes na camara eram fonte de luz constante de 1000 ymol de fétons m=2 st
(PAR), concentracdo externa de CO2 de 400 uymol mol* e a quantidade de luz azul foi
ajustada para 10% PAR para otimizar a abertura estomética. Durante as avaliacoes,
as condicdes ambientais foram: temperatura do ar de 34 £ 0,7 °C, umidade relativa do
ar de 72 * 0,6%, radiagao incidente de 600+100 umol m2 s e déficit de presséo de
vapor do ar de 2,6 + 0,1 kPa. Foram avaliados a Taxa fotossintética liquida (A), taxa
de transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs), concentracdo intercelular de CO:2
(Ci) e eficiéncia instantanea de uso da agua (WUE = A/E).

A fluorescéncia da clorofila a foi determinada simultaneamente com as trocas
gasosas, utilizando uma camara de fluorescéncia (IG6400-40; LI-COR Inc.) acoplada
ao analisador portatil de trocas gasosas. As mesmas folhas avaliadas nas trocas
gasosas foram adaptadas no escuro durante 30 minutos, o tecido foliar foi exposto a
um feixe de medigdo modulado fraco (0,5 pmol m™2 s™, 1 Hz) para determinar a
fluorescéncia inicial (Fo) quando todos os centros de reagao PS Il estavam “abertos”.
Em seguida, um pulso de luz branca saturante de 2.400 ymol m™2 s™ (10 Hz) foi
aplicado por 0,8 s para garantir a emissao maxima de fluorescéncia (Fm) quando todos
os centros de reagao PSII estivessem “fechados”. Em folhas adaptadas a luz, o
rendimento de fluorescéncia em estado estacionario (Fs) foi determinado por meio de
luz actinica continua (1000 ymol m2 s!) por 480 s.

Em seguida, um pulso de luz branca saturante (8000 umol m~2 s™1) foi aplicado
para obter a fluorescéncia maxima adaptada a luz (Fm"). A fluorescéncia inicial
adaptada a luz (Fo') foi estimada de acordo com Oxborough e Baker (1997). A partir
destas variaveis, foi calculada a atividade potencial do PSIlI (Fv/Fo), a eficiéncia
fotoquimica maxima do PSIl {F/Fm[(Fm-Fo)/Fm)]}, coeficiente de dissipacdo
fotoquimica [gP = (Fm"- Fs)/(Fm-Fo’)] e ndo fotoquimica [NPQ = [(Fm/Fm')-1], e taxa de
transporte de elétrons [ETR = OPSIl x PPFD x f x a], onde ®PSIl| é eficiéncia
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fotoquimica real do PSII; PPFD é a densidade do fluxo de fotons fotossintéticos; f é
um fator que estima a compartimentacéo de energia entre os fotossistemas (adota-se
o valor de 0,5), e a é a absorvancia da folha pelos tecidos fotossintetizantes (adota-
se o valor de 0,84) (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Biometria e indice de clorofilas

A altura de plantas foi coletada através da medicdo com régua graduada
medindo-se do solo ao topo da planta; o indice de clorofilas foi medido através de 6
medicdes na terceira folha completamente expandida a partir do 4pice de cada planta,
usando SPAD 502 (Konica Minolta, Japan); com auxilio de analisador de imagens em
tempo real (Petiole® measure leaf area) a area foliar foi determinada, a partir de um

gabarito com dimenséo determinada.

Arquitetura radicular

Ao final do experimento, raizes foram separadas dos nédulos e da parte aérea,
seguindo para lavagem em agua e armazenadas em solucdo (alcool 30%) para
posterior analise. A determinacgéo do volume radicular ocorreu através de imerséo das
raizes em dgua em um cilindro graduado, observando-se o volume de agua deslocado
(RONDINA et al., 2020). Para determinacdo da Arquitetura do Sistema Radicular
(ASR), as raizes foram emergidas em bandeja transparente contendo agua para
melhor distribuicdo (DELORY et al.,, 2017) e feitas imagens digitais para serem
analisadas em sistema de analise de fibras e raizes por imagem (software Safira®) e
obtencdo do comprimento e volume de raizes por classe de diametro (< 1,0mm, 1,1 -
2,0 mm e > 2,0 mm). O didmetro médio da raiz foi calculado pela formula 2(V/L1)0,5;
onde V representa o volume do sistema radicular e L o comprimento total da raiz
(ZANGARO et al. 2013).

Realizadas as avaliacdes, parte aérea, raizes e nédulos foram identificados e
acondicionadas em sacos de papel, seguindo para armazenamento em estufa com
circulacado fechada a uma temperatura de 55° C até atingir peso constante para

determinacao de suas respectivas massas secas.

Analise estatistica
Inicialmente os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos e

homocedasticidade. Ap6s atendidos os pressupostos, foram submetidos a analise de
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variancia (Two-way ANOVA, p<0,05) e, quando significativos, as médias foram
comparadas através do uso do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados
foram submetidos a analise de componentes principais (ACP) com auxilio do pacote
“factoextra” (KASSAMBARA; MUNDT, 2020), com o objetivo de verificar a relagao
entre as variaveis, 0s microrganismos e a aplicacao ou nao de residuo de bauxita. Foi
confeccionado um mapa térmico através do célculo da correlacdo de Pearson para
avaliar a relacdo entre as variaveis analisadas, com auxilio do pacote “corrplot” (WEI;
SIMKO, 2021). A andlise de correlacdo de Pearson e a analise de componentes
principais foram realizadas usando o software R (R CORE TEAM, 2019).

4.3 Resultados
Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila

As plantas cultivadas em solo com LV apresentaram maior taxa fotossintética
(A) e eficiéncia do uso da agua (WUE) (Fig. 2). A aplicacdo de 1% de LV ao solo
proporcionou um aumento de 9 e 7 % para A e WUE respectivamente, em comparacao
ao solo sem aplicagdo de LV. Os niveis de CO: intercelular (Ci) foram maiores em
plantas cultivadas no solo sem a aplicagao de LV.
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Figura 2. Trocas gasosas de plantas de soja inoculadas com microrganismos isolados
da Amazo6nia em solo com lama vermelha. -LV = sem aplicacdo de lama vermelha; +
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LV = com aplicacdo de 1% de lama vermelha; Letras distintas, mailsculas para
contaminagao e minusculas para microrganismos, indicam uma diferenca significativa
de 5% pelo teste Scott-Knott.; NS nédo significativo.

As variaveis de trocas gasosas relacionadas a taxa de transpiracdo (E) e
condutancia estomética (gs) ndo foram influenciadas (p>0,05) pela inoculacdo dos
microrganismos isolados da Amazonia brasileira e nem pela adi¢do de LV no solo.

Para a fluorescéncia da clorofila a houve efeito significativo (p<0,05) para a
taxa de transporte de elétrons (ETR), onde as folhas das plantas de soja em solo
contendo LV apresentaram valores 6% superior em comparagdo ao solo sem
aplicacdo de LV (Fig. 3). A aplicacdo dos microrganismos nao afetou (p>0,05) as
variaveis de fluorescéncia da clorofila a das plantas de soja relacionadas a eficiéncia
fotoquimica maxima do PSIl (Fv'/Fm"), ao coeficiente de dissipagéo fotoquimica (gP)

e ndo fotoquimica (NPQ) (Fig. 3).
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Figura 3. Fluorescéncia da clorofila a em folhas de soja inoculada com microrganismos
isolados da Amazb6nia em solo com lama vermelha. -LV = sem aplicagdo de lama
vermelha; + LV = com aplicagéo de 1% de lama vermelha; Letras distintas, maidsculas
para contaminacdo e mindsculas para microrganismos, indicam uma diferenca
significativa de 5% pelo teste Scott-Knott.. NS ndo significativo.

Biometria e indice de clorofilas
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A altura de plantas, area foliar, a massa seca da parte aérea e o indice de
clorofilas ndo foram influenciados pela inoculacéo de microrganismos, tampouco pela

aplicacdo do LV ao solo (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de crescimento e noédulos de soja coinoculada com
microrganismos isolados da Amazonia em solo com lama vermelha.

Altura de plantas (cm) Area foliar (cm?
-LV +LV  Média -LV +LV Média
Padréo 51,0+4,2 53,5+4,9 52,3 759,3+37 720,1+68 739,7
T. asperellum 53,2+1,5 57,0x4,0 55,1 701,7+15 725,754 713,7
B. amyloliquefaciens 50,2+2,3 48,0+5,5 49,1 734,3t74 693,6+66 714,0
Média 51,5 528 731,8 7132
CV (%) 15,3 15,6
Conteudo de clorofilas Massa seca da parte aérea (Q)
-LV +LV Média -LV +LV Média
Padrao 33,7+2,1 34,6+0,5 34,1 3,0+0,1 2,8+0,3 2,9
T. asperellum 32,9+1,1 35,2+0,5 34,1 2,9+0,1 2,9+0,2 2,9
B. amyloliquefaciens 32,6+1,1 34,8+0,3 33,7 2,7+0,3 2,7+0,3 2,7
Média 33,1 349 2,9 28
CV (%) 6,7 18,3
Numero de nédulos Massa seca de n6dulos (mg)
-LV +LV  Média -LV +LV Média
Padrao 23,5+1,8 24,7+36 24,1a 5,9+0,4 6,4+1,1 6,1
T. asperellum 17,7+0,6 17,524 176Db 5,5+0,7 4,7+0,5 51
B. amyloliquefaciens 16,5+1,1 20,5+3,0 185Db 5,7+0,7 4.,9+0,6 5.3
Média 19,2 A 209A 57 58
CV (%) 24,5 26,6

CV = Coeficiente de variagdo; -LV = Sem lama vermelha; +LV = Com lama vermelha; Letras
distintas na coluna ou linhas indicam diferenca significativa a 5% de probabilidade pelo teste
Scott-Knott.

Observou-se, pelo valor médio, menos nédulos radiculares nas plantas de soja
coinoculadas com T. asperellum e B. amyloliquefaciens. No entanto, a aplicacao de
LV néo influenciou no nimero de ndédulos. Com relacdo ao peso dos nédulos nao

houve efeito da inoculagéo e nem da adigéo de LV.

Arquitetura radicular

A excecdo da massa radicular seca, o comprimento, o volume e o diametro das
raizes foram influenciados (p<0,05) pelos microrganismos coinoculados e pela adicéo
de LV no solo (Fig. 4). Em solo sem aplicacéo de LV, maior comprimento de raiz foi

observado em plantas sem coinoculag¢ao, sendo o valor superior em 139 e 32% em
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comparacdo a coinoculacdo com T. asperellum e B. amyloliquefaciens,

respectivamente.
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Figura 4. Comprimento (a), volume (b) diametro (c), massa seca (d) e porcentagem
de classes radiculares em comprimento (e) e volume (f) em soja coinoculada com
microrganismos isolados da Amazonia em solo com lama vermelha; Letras distintas,
maiusculas para contaminacdo e minusculas para microrganismos, indicam diferenca
significativa de 5% pelo teste Scott-Knott. NS ndo significativo.; -LV = sem aplicacdo
de lama vermelha; + LV = com aplicagéo de 1% de lama vermelha.

Com a aplicacéo de LV, o tratamento padrdo foi superior em 55% e 77% em
comparacdo a coinoculacgdo com T. asperellum e B. amyloliquefaciens,
respectivamente. Plantas coinoculadas com T. asperellum apresentaram maior

comprimento radicular quando associadas a aplicagdo de LV no solo, com incremento
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de até 74% em comparacao ao solo sem LV (Fig. 4a). No solo sem LV, o maior volume
radicular foi observado em plantas sob tratamento padrdo e em plantas coinoculadas
com T. asperellum, sendo os valores 33% e 26% superiores a coinoculacdo com B.
amyloliquefaciens, respectivamente. A aplicagdo de LV ao solo, independente da
inoculagao, resultou no aumento de 23% do volume radicular LV em relacdo ao solo
gue néo recebeu LV.

Para o solo que n&o recebeu LV, as plantas coinoculadas com T. asperellum
apresentaram maior diametro médio de raizes (5,0 mm) em relacdo as plantas
coinoculadas com B. amyloliquefaciens e sem coinoculacédo (Fig. 4c). Para o solo
tratado com LV, ndo houve diferenca entre as plantas com e sem coinocula¢cdo com
0S microrganismos. Raizes de plantas coinoculadas com T. asperellum apresentaram
reducdo de 31% no didmetro médio da raiz em relacdo ao padréo, quando aplicado
LV ao solo. J& as plantas coinoculadas com B. amyloliquefaciens apresentaram um
aumento de 88% no didmetro médio das raizes.

Houve interacédo significativa entre os fatores para as trés classes avaliadas (<1
mm, 1.1-2.0 mm e >2 mm) (Fig. 4e). Em auséncia de LV, as raizes finas (diametro <1
mm) apresentaram maior percentual para plantas coinoculadas com T. asperellum em
relacdo as plantas sob demais tratamentos. Em solo com LV incorporado, o maior
percentual de raizes finas ocorreu em plantas sem coinoculagéo e coinoculadas com
B. amyloliquefaciens, em comparac¢éo a coinoculagdo com T. asperellum. A aplicacédo
de LV proporcionou maior percentual de raizes médias (1.1 — 2.0 mm) em plantas
coinoculadas com T. asperellum em relacédo aos outros tratamentos.

Para o percentual por classe de diametro de raizes que compdem o volume
radicular, apenas o percentual de raizes médias ndo foi influenciado
significativamente pelos tratamentos aplicados (Fig. 4f). Para o percentual de raizes
finas (<1.0 mm), plantas sem coinocula¢éo e coinoculadas com B. amyloliquefaciens
apresentaram maiores valores quando aplicado LV ao solo. Ja em relacdo a
coinoculagéo, houve diferenca significativa apenas associada a aplicacao de LV ao
solo, onde plantas coinoculadas com T. asperellum apresentaram menor percentual

de raizes finas no volume radicular.

Analise de Componentes Principais e Correlacdo de Pearson
A anélise de componentes principais (ACP) (Fig. 5) foi capaz de explicar mais

de 58% da variacdo para as variaveis de crescimento (Fig. 5a), 69% para as variaveis
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de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila (Fig. 5b) e 64% para as variaveis
relacionadas a arquitetura radicular (Fig. 5¢) de plantas de soja coinoculadas com

microrganismos isolados da Amazonia em solo com ou sem a aplicacao de LV.
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Figura 5. Analise de Componentes principais das variaveis de crescimento (a), trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila (b) e arquitetura radicular (c) de plantas de soja
coinoculadas com microrganismos isolados da Amazonia em solo com residuo de
bauxita. -LV = sem aplicagédo de lama vermelha; + LV = com aplicagéo de 1% de lama
vermelha.

Para as variaveis crescimento de plantas, trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a ndo foi possivel distinguir ou agrupar os tratamentos (efeito dos
microrganismos ou da adicdo de LV). Ja para as variaveis relacionadas a arquitetura
radicular houve uma melhor distincédo entre os efeitos dos microrganismos e da adicédo
de LV. O uso da Trichoderma foi mais relacionado as variaveis volume de raizes (RV),
volume de raizes grossas (RV>2), diametro médio (MD) e massa seca da raiz (RDM),
enquanto o tratamento sem coinoculacdo foi mais relacionado as variaveis
comprimento de raizes (RL), comprimento de raizes médias (RL1-2), comprimento de
raizes grossas (RL>2) e volume de raizes médias (RV1-2).

A correlacédo de Pearson (Fig. 6) entre as variaveis apresentou coeficientes
positivos e negativos. A grande maioria dos coeficientes variaram de -0,5 a 0,5, com
algumas correlagdes pontuais de -1,0 a-0,5 ou 0,5 a 1,0 (correlacdo moderada a muito

alta; positiva ou negativa). As correlagbes significativas foram observadas
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principalmente para as variaveis de arquitetura radicular, assim como foi observado
para a ACP, onde foi possivel discriminar entre o efeito dos microrganismos e da

adicao de LV ao solo.
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Figura 6. Mapa de calor da correlacdo de Pearson das variaveis avaliadas de plantas
de soja coinoculadas com microrganismos isolados da Amazénia em solo com residuo
de bauxita.; Significancia: ™ = 1%, ™ = 5% e " = 10%.; PH: altura de plantas; LA: area
foliar; SDM: massa seca da parte aérea; NDM: massa seca dos nédulos; RL:
comprimento radicular; RV: volume radicular; MD: diametro médio da raiz; RDM:
massa seca da raiz.

4.4 Discusséao
Os primeiros esforgcos para recuperagdo de areas pos-mineragdo Sao

concentrados na revegetacdo (MACDONALD et al., 2015; CHENOT et al., 2017). A
estratégia mais utilizada para possibilitar a revegetacdo dessas areas esta
relacionada a aplicagdo de uma camada de solo retirada na superficie de uma éarea
sem contaminagdo, a qual servira com substrato por conter atributos quimicos e
fisicos favoraveis ao desenvolvimento das plantas (BULOT et al., 2017; RIBEIRO et
al., 2018; ONESIMO et al., 2021). Para tornar essa pratica mais viavel e eficaz, esta
sendo proposto, no presente estudo, a incorporacédo de 1% de LV no solo que sera
utilizado para recobrimento da area contaminada a ser revegetada, seja ela uma area
de mineracdo, seja o solo utilizado para recobrimento de barragem de rejeitos e
aterros sanitarios. Nesse caso, a adicdo de LV proporcionara beneficios diretos as

plantas e reducéo do passivo ambiental gerado.
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Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Estresses abidticos, como em toxidade por metais pesados, reduzem
principalmente a eficiéncia fotossintética das plantas, devido as suas consequéncias
negativas na biossintese da clorofila, reducdo da condutancia estomatica,
desempenho dos fotossistemas | e I, no transporte de elétrons e outros fatores (WEN
etal., 2011; SHARMA et al., 2020). Assim, analises de trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofila séo eficientes indicadores de estresses nas plantas.

No presente estudo, o indice de clorofila as trocas gasosas das folhas de soja
nao foram prejudicadas pela adicdo de LV ao solo. Esses resultados sdo um indicativo
de que os niveis de metais pesados no solo eram abaixo das quantidades toxicas para
as plantas e/ou estavam em uma forma ndo biodisponivel. Por exemplo, metais
potencialmente téxicos como Cd, As, Pb, Hg e Cr, ja relatados em residuo de bauxita
oriundos da regido amazénica (LEITE, et al., 2022), podem ser absorvidos e causar
desregulacdo de diversos processos bioquimicos, fisiolégicos e metabdlicos nas
plantas (COSTA et al., 2021; SHARMA et al., 2020). Além disso, alguns desses metais
possuem a capacidade de substituir o Mg constituinte da molécula de clorofila e,
posteriormente, torna-la inativa durante o processo fotossintético (BERTRAND;
POIRIER, 2005).

Apesar da presenca de metais pesados no LV, a alta quantidade de éxidos de
Fe e Al presentes no material fornecem alta capacidade de adsorcdo desses
elementos (WORLD ALUMINIUM, 2015; RUBINOS; SPAGNOLI, 2019; COSTA et al.,
2021). Diversas pesquisas identificaram a capacidade de uso de LV para reter
poluentes como As, Cd, Pb e outros metais pesados (RUBINOS; SPAGNOLI, 2019;
ZHOU et al., 2017; COSTA et al., 2021; YANG et al., 2020). Além disso, em funcéo
das suas propriedades adsortivas, o LV é considerado um dos materiais mais eficazes
e baratos para o tratamento “in situ” de solo contaminado com metais pesados (ZHOU
et al., 2017).

O LV é reconhecidamente rico em elementos terras raras (ETRs) (PANDA et
al.,, 2021). Adicionalmente, ETRs sdo utilizados na agricultura para melhorar o
crescimento das plantas, desenvolvimento de raizes e a fotossintese nas folhas,
regulando as atividades de enzimas e aumentando a absor¢céao de nutrientes (LIAN et
al., 2019). Além disso, diversos fertilizantes minerais possuem quantidades de ETRs

em suas composicbes, como os fertilizantes fosfatados (HU et al., 2004). E possivel
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gue os ETRs comumente presentes na LV estejam relacionados ao aumento dos
parametros fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a (Fig. 2 e 3). Ademais, o LV
possui nutrientes, mesmo que em baixas concentragbes, que podem promover
melhorias no aparato fotossintético das plantas. Por exemplo, o Mg (que é o atomo
central da molécula de clorofila) e o P (necessario para a formacao de ATP, ou seja,
a energia necessaria para processos metabolicos como a biossintese da clorofila).

Em estudos com aplicacdo de ETRs em plantulas de soja, Wen et al. (2011)
verificaram melhoria na fotossintese. Também com plantulas de soja, Oliveira et al.
(2015) observaram que baixas concentracdes do ETR lantanio (La) estimularam a
taxa fotossintética, elevaram a biomassa das plantas (parte aérea e raizes) e
proporcionaram aumento dos teores nutricionais de elementos essenciais, como Ca,
P, K e Mn. J4 Elbasan et al. (2020) mencionam os ETRs (La, Ce, Gd, Y e Sc)
aumentando a atividade fotossintética em plantas. Os resultados desses autores
possibilitam a inferéncia de que o uso de LV pode ter proporcionado maior eficiéncia
do aparato fotossintético da soja em razao da presenca de ETRs.

No presente estudo, a condutancia estomética (gs) ndo foi alterada pela
aplicacdo de LV, indicando que a abertura estomatica ndo foi afetada e,
consequentemente, houve pouca resisténcia para a entrada de CO:2 nas folhas.
Entretanto, a menor concentracéo de carbono intercelular na regido no mesdofilo (Ci)
revela a maior utilizacdo do CO: disponivel para a atividade de carboxilacdo da
Rubisco, como pode ser observado na maior fotossintese liquida (A) nas plantas com
adicao de LV em comparacado com as plantas sem LV (Fig. 2).

Semelhante a condutancia estomatica, a taxa de transpiracdo (E) também nao
foi alterada pela aplicacdo de LV nas plantas de soja. Geralmente, esses dois
parametros tém comportamento semelhante, pois o grau de abertura estomética
controla a quantidade de agua perdida pela transpiracdo. Entretanto, as plantas com
adicdo de LV utilizaram esse grau de abertura estomatica como ponto chave de
regulacéo para favorecer a atividade de carboxilagdo sem aumentar a perda de agua
pela transpiracdo, como pode ser observado na maior eficiéncia do uso da agua
(WUE), ou seja, menos agua perdida para cada carbono assimilado (Fig. 2).

Variaveis como Fv'/Fm” estdo entre os parametros de fluorescéncia da clorofila
mais representativos, quando avaliados os efeitos bioldgicos do estresse ambiental
(Wen et al., 2011). No presente estudo, os parametros F'/Fm” indicam que a aplicacao

de LV néo alterou a integridade do aparato fotossintético responsavel pela captura de
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luz. Entretanto, a captura e utilizacéo da luz foram maiores nas plantas com LV, como
pode ser observado na maior taxa de transferéncia de elétrons (ETR).

A quantidade de luz utilizada (dissipada) nas reagdes fotoquimica (qP) nao foi
afetada, assim como a quantidade de energia perdida na forma de calor (NPQ),
evidenciando a integridade dos fotossistemas | e Il. Esses resultados revelam que o
LV néo prejudica as reacfes da etapa fotoquimica da fotossintese, mas pode melhorar
a utilizagéo da luz capturada e manter melhor regularidade do suprimento de energia
na forma de ATP e NADPH para a atividade de carboxilagdo da Rubisco na bioquimica
da fotossintese.

N&o houve diferenca significativa nas trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila em funcdo da coinoculagdo de plantas. Esses resultados estédo de acordo
com encontrado por Silva et al. (2020) e Fernandes et al. (2021) que, ao avaliarem o
mesmo mix de T. asperellum do presente estudo e outros microrganismos, nao
observaram aumento significativo na taxa fotossintética de plantas coinoculadas
apenas com T. asperellum, respectivamente para soja e arroz. No entanto, era
esperado um aumento nas trocas gasosas pela coinoculacdo de plantas, visto que
microrganismos promotores de crescimento promovem mudancas nas taxas
hormonais das plantas e aumentam a absorcdo vegetal de macronutrientes que
influenciam nas trocas gasosas (SILVA et al., 2020). Sabendo que essas medicdes
sdo realizadas pontualmente em area foliar de 2 cm?, espera-se que a planta como
um todo apresente valores mais contundentes, pois apresentam maior area foliar com
a aplicacdo dos microrganismos. Possivelmente a boa fertilidade do solo de nosso
estudo e boa resposta das plantas a aplicagdo de LV impossibilitaram os

microrganismos de promover beneficios as plantas.

Biometria e indice de clorofilas

Indicadores de crescimento como altura de plantas, area foliar, peso seco
(parte aérea e raizes) refletem o estado de desenvolvimento da planta (WEN et al.,
2011). A aplicagdo de LV nao influenciou essas variaveis (Tabela 3). A néo
significAncia dos resultados indicou que 1% de LV aplicado ao solo néo foi prejudicial
ao crescimento das plantas de soja. Outro estudo identificou que somente a partir de
5% de LV aplicado ao solo havia reducdo do crescimento da parte aérea e raizes de
trigo (Triticum aestivum) (UJACZKI et al., 2016a).
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Avaliando a microbiota de solo misturado com LV, Feigl et al. (2017)
observaram que a aplicacdo de LV em até 20% era benéfica para a comunidade
microbiana do solo. Por outro lado, estes afirmam que doses superiores promovem a
deterioracdo da microflora. Concomitantemente, nossos resultados para niumero de
nodulos e massa de nédulos, que € um indicador da colonizacéo rizosférica da soja
por Bradyrhizobium, ndo diferiram entre solo com ou sem a aplicacdo de LV. Portanto,
0s resultados vao de acordo com os encontrados por Feigl et al. (2017).

Avaliando B. amyloliquefaciens como biorremediador em &reas contaminadas
com metais pesados e ETRs, estudos indicaram essa bactéria com potencial para
melhorar/reduzir a fitoacumulacdo em plantas de milho (Zea mays) e trigo sarraceno
(Fagopyrum esculentum) de elementos potencialmente toxicos (Cr, Pb, Co, Ge)
(Okoroafor et al., 2022). Adicionalmente, Chen et al. (2022) isolaram bactérias [Z218
(Mesorhizobium) e Z28 (Pseudomonas)] de LV, posteriormente inoculando-as em
plantas de grama bermuda (Cynodon dactylon). Como resultado, esses autores
identificaram melhorias nas propriedades fisico-quimicas do LV e melhor crescimento
das plantas, atribuindo os resultados positivos a capacidade dessas bactérias em
solubilizac&o de fosfatos e producéo de sideréforos e auxinas.

Em contraste aos estudos mencionados, os resultados do presente estudo ndo
indicaram beneficios as plantas de soja pela coinoculacdo com B. amyloliquefaciens.
No entanto, nos dois estudos mencionados, as plantas se encontravam em situacao
de estresse por altas doses de metais pesados e/ou LV em forma pura.
Microrganismos benéficos atuam como pré-sinalizadores de condicdes de estresses
nas plantas, seja bidtico ou abiotico, possibilitando que a planta se prepare para
condi¢cbes adversas. No entanto, como verificado pelos parametros de crescimento, a
taxa de LV aplicado ndo foi estressante para as plantas de soja e, até mesmo

promoveu melhorias de diversas outras variaveis.

Arquitetura do sistema radicular

As plantas de soja apresentaram maior percentual de raizes finas (<1 mm)
para comprimento e volume de raizes quando aplicado LV ao solo. Esses resultados
indicam uma modificacéo positiva da arquitetura do sistema radicular (ASR), uma vez
que as raizes finas sdo mais eficientes em explorar o solo, adaptam-se mais
facilmente a fertilidade do solo e restricao hidrica do que raizes grossas (>2 mm), e
possuem melhor eficiéncia no uso de nutrientes (ZANGARO et al., 2014; RONDINA
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et al., 2020). Por outro lado, o custo com carbono para manutencéo de raizes finas é
mais elevado, uma vez que a frequéncia de reposicéo dessas raizes € maior devido
ao menor tempo de vida (SOLLY et al., 2018). Esse aumento da demanda de carbono
pelo aumento de raizes finas relaciona-se diretamente com a maior taxa fotossintética
observada em plantas com aplicacdo de LV.

A ASR das plantas tem importante funcdo na absorcéo de agua e nutrientes,
além de contribuir para adaptacfes diante de estresses por nutrientes e/ou metais
(RUIZ-HERRERA et al., 2012; LIU et al., 2016). Essa importancia decorre do fato de
gue muitos recursos do solo ndo estdo uniformemente distribuidos, ou estéo sujeitos
a esgotamento localizado, assim a distribuicdo espacial do sistema radicular
determinara a capacidade da planta em acessar esses recursos (LYNCH, 1995). As
mudancas na ASR sao influenciadas por propriedades fisicas e quimicas do solo,
microrganismos, fitormonios, interacdo com outras raizes, tipo de bioma e
sazonalidade (ZANGARO et al., 2014).

As modificagbes na ASR podem estar relacionadas a presenca dos ETRs no
solo, uma vez que estes possuem capacidade de modificar diretamente a ASR (RUIZ-
HERRERA et al., 2012; LIU et al., 2016). Quanto aos microrganismos testados, a
coinoculacédo das plantas de soja (T. asperellum e B. amyloliqguefaciens) promoveu
plantas com menor comprimento radicular. Essa reducdo no comprimento radicular é
constantemente atribuida a capacidade desses microrganismos em produzir e/ou
estimular a producdo de fitorménios pelas plantas. O &cido indol-acético (I1AA)
secretado pelas bactérias e fungos rizosféricos atua em conjunto com o suprimento
endoégeno do mesmo na planta, e sua resposta varia desde o alongamento da raiz
primaria, a formacgéo de raizes laterais e adventicias, até a inibicdo do crescimento
(DUCA et al., 2014; TAIZ et al., 2017).

Particularmente interessante, é o fato de plantas coinoculadas com T.
asperellum apresentarem maior percentual de raizes grossas (>2 mm) quando as
plantas foram cultivadas em solo com LV. A capacidade de T. asperellum promover
modificacdes na ASR ja foi relatada em outros estudos, por exemplo, estudos em
plantas de acai inoculadas com o mesmo mix de T. asperellum avaliado nesse
experimento, indicaram que esse mix fungico pode proporcionar aumento do
comprimento, densidade, e numero de pontas de raizes, consequentemente
modificando a ASR das plantas (MELO JUNIOR, 2020).
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Andlise de Componentes Principais e Correlacdo de Pearson

A analise de componentes principais € uma técnica que agrupa os individuos
de acordo com a variagdo de suas caracteristicas (HONGYU; SANDANIELO;
OLIVEIRA JUNIOR, 2015). De acordo com os resultados da ACP, as variaveis
relacionadas ao desenvolvimento das plantas de soja (Fig. 5a) que mais contribuiram
para cada componente principal (CP) foram NDM e SPAD para a CP1 e CP2
respectivamente. J& para as variaveis relacionadas as trocas gasosas e fluorescéncia
de clorofila (Fig. 5b) foram as variaveis A e FV/Fm' para a CP1 e CP2
respectivamente. Para a ACP das variaveis relacionadas a arquitetura radicular a
maior contribuigéo foi observada para as variaveis RV<1 e MD para a CP1 e CP2
respectivamente. Essas varidveis foram as que mais contribuiram para o percentual
de variancia explicado por cada componente. De acordo com Rencher (2002) a CP1
e CP2 devem explicar pelo menos 70% da variancia dos dados. Sendo assim, a ACP
para a variaveis relacionadas as trocas gasosas e fluorescéncia de clorofila foram
melhor representadas.

A andlise correlacdo de Pearson resultou em coeficientes variando de
desprezivel a muito alto, tanto positiva como negativamente (MUKAKA, 2012). Na
grande maioria das vezes os coeficientes de correlacdo foram considerados
despreziveis (0,0 a 0,30) e baixos (0,30 a 0,50) positivos ou negativos (MUKAKA,
2012). Poucas dessas correlacdes foram significativas, variando de moderado (0,50)
a muito alto (1,0) (MUKAKA, 2012), o que explica a maior variagdo explicada pela

analise de componentes principais.

4.5 Conclusodes
Os resultados de nosso estudo vdo em direcdo ao uso de LV em baixas

quantidades em camadas superficiais de areas de deposicdo de residuos,
revegetacdo de mineracéo e aterros sanitarios. Adicionalmente, a recomendacgéo de
aplicacéo pode vir a ser estendida a areas degradadas, apds estudos futuros quanto
a qualidade quimica do solo, niveis dos metais presentes no solo e na planta e colunas
de lixiviagéo.

A adicdo de 1% de LV associada com a coinoculacdo de Bacillus
amyloliquefaciens promoveu alteragdes na arquitetura do sistema radicular, elevando
o percentual de raizes finas. Em estudos futuros, recomendamos experimentos com

maiores doses de LV em associagdo com esses microrganismos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A coinoculacdo das plantas de soja com Bradyrhizobium e cepas de
microrganismos benéficos, regionalizadas ou n&o, proporcionou incremento em
crescimento, nutricdo, rendimento e rentabilidade as plantas de soja. Além da
importancia voltada a maior produtividade da soja, a coinoculagcéo pode se tornar uma
peca chave para promocédo de uma agricultura mais ambientalmente sustentavel, pelo
fato de os organismos utilizados ndo serem danosos ao meio ambiente e seres
humanos.

O uso de microrganismos na agricultura vem sendo cada vez mais difundido,
com uma diversidade de cepas difundidas, de algumas poucas espécies fungicas e
bacterianas. Estudos futuros devem ser direcionados a selegdo de microrganismos
isolados da propria regido de interesse, visando o uso de cepas regionalizadas, com
maior capacidade de estabelecimento aos solos e clima locais. Além disso, frente aos
custos elevados e capacidade finita de matérias primas para producao de fertilizantes
fosfatados, mais estudos séo indicados para reducdo da adubacéo fosfatada pela

coinoculagéo com esses microrganismos.



141

APENDICE

Tabela 1A. Valores de p das variaveis de producéo, teores nutricionais e rentabilidade
da soja em campo submetida a coinoculagéo com linhagens de Bacillus e micorrizas
arbuscular nos anos de 2020 e 2021.

P valor
Ano 2020 2021 2020 2021 2020 2021 2020 2021
Rendimento Peso de 1000 gréos Vagens Gréos
Biol6gico (B) 0,0390 0,0026 0,0008 0,6073 0,0071 0,0011 0,0034 0,0456
Adubacao (A) 0,3431 0,0000 0,6905 0,0166 0,0000 0,5183 0,0000 0,9181
B xA 0,0332 0,1540 0,3419 0,7523 0,9214 0,5170 0,5824 0,7445
Bloco 0,2247 0,1475 0,6222 0,9394 0,2258 0,0320 0,0925 0,0527
CV (%) 7,05 6,39 5,18 5,45 6,36 8,47 5,92 10,29
Gréos/vagem Ramos AP AIPV

Bioldgico (B) 0,6066 0,0215 0,1390 0,3068 0,9445  0,9396 0,0001 0,7772
Adubacéo (A) 0,0591 0,5702 0,1176 0,5020 0,0000 0,0057 0,0295 0,0439

B xA 0,8453 0,9361 0,2219 0,0237 0,0033  0,0362 0,0015 0,3868
Bloco 0,9786 0,2009 0,6318 0,2469 0,0255  0,8829 0,8017 0,9661
CV (%) 6,27 3,21 14,20 515 6,17 8,48 11,79 8,92

N P K Ca

Biolbgico (B) 0,1196 0,6128 0,0357 0,2599 0,0001  0,7649 0,1427 0,1397
Adubacéo (A) 0,0796 0,2085 0,5090 0,0002 0,7122  0,1797 0,7138 0,1046

B xA 0,6509 0,9233 0,1071 0,6287 0,0849 0,4737 0,9452 0,3122

Bloco 0,6862 0,1727 0,7445 0,0167 0,7686  0,5134 0,2252 0,0001

CV (%) 12,04 10,95 11,26 7,28 6,14 12,54 14,92 6,59
Mg S B Cu

Biolbgico (B) 0,0540 0,0029 0,0586 0,2718 0,0066  0,4187 0,0001 0,3819
Adubacéo (A) 0,8460 0,0074 0,4455 0,0915 0,4225 0,6519 0,2170 0,8463

B xA 0,7094 0,0856 0,9424 0,7542 0,7310 0,0734 0,1294 0,8102

Bloco 0,7174 0,0056 0,1661 0,9667 0,5937 0,0409 0,0239 0,7644

CV (%) 8,60 4,76 14,16 8,74 8,56 4,65 18,39 33,85
Fe Mn Zn Mo

Biologico (B) 0,0041 0,0080 0,0008 0,0011 0,9782 0,3989 0,0002 0,0010

Adubacéo (A) 0,0449 0,3435 0,0001 0,0000 0,2371 0,5309 0,0001 0,3926

B x A 0,2903 0,3608 0,0001 0,0000 0,3093 0,9285 0,0001 0,8404

Bloco 0,1819 0,5524 0,1184 0,3219 0,3272 0,6238 0,2678 0,3828

CV (%) 2,27 19,19 2,79 5,76 21,97 12,73 30,33 23,46
RB LL IL

Biologico (B) 0,0390 0,0006 0,1072 0,0017 0,4743 0,0053

Adubacéo (A) 0,3431 0,0000 0,6933 0,0002 0,0035 0,0307

B xA 0,0332 0,2130 0,0332 0,2130 0,0190 0,1707

Bloco 0,2247 0,0460 0,2247 0,0460 0,2522 0,0390

CV (%) 7,05 5,563 11,01 8,43 3,37 2,49

AP: altura de plantas; AIPV: altura de insercdo da primeira vagem; RB: renda bruta; LL: lucro liquido;
IL: indice de lucratividade.
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Tabela 2A. Valores de p das variaveis de crescimento da soja submetida a

coinoculagédo com linhagens de Bacillus e micorrizas arbuscular em casa de
vegetacao.

Variavel P-valor CV (%)
Massa de raizes 0,1219 14,39
indice SPAD 0,1140 3,11
Nédulos 0,9100 26,52
Massa de nédulos 0,3058 29,24
Volume de raizes 0,0063 11,56

Massa seca da parte aérea 0,0724 27,18
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Tabela 3A. Valores de p das variaveis de producéo, teores nutricionais e rentabilidade
de soja submetida a coinoculacdo com microrganismos benéficos isolados da
Amazonia nos anos de 2020 e 2021.

P valor
Ano 2020 2021 2020 2021 2020 2021 2020 2021
Rendimento Peso de 1000 gréos Vagens Gréos

Biolbgico (B) 0,0001 0,0028 0,8757 0,8233 0,0346  0,0126 0,1407 0,0628
Adubacéo (A) 0,0029 0,0014 0,9975 0,0039 0,8382  0,0099 0,0109 0,0090

BxA 0,0805 0,7372 0,6761 0,1278 0,0001  0,2618 0,0004 0,3320

Bloco 0,0001 0,0147 0,7847 0,7983 0,8973 0,3171 0,3859 0,3049

CV (%) 4,09 6,19 5,49 3,59 7,17 8,96 7,45 9,86
Gréos/vagem Ramos AP AIPV

Biolbgico (B) 0,0025 0,0769 0,6251 0,0177 0,0010 0,0346 0,0103 0,0475
Adubacéo (A) 0,0007 0,2412 0,9975 0,0119 0,0001  0,0003 0,4855 0,4553
0,0150 0,7505 0,2404 0,1629 0,0028 0,2138 0,0016 0,2421

BxA
Bloco 0,3726 0,2362 0,8583 0,3270 0,2234  0,9497 0,5921 0,2660
CV (%) 4,20 2,73 14,86 7,14 7,39 5,49 14,98 6,96

N P K Ca
Biolbgico (B) 0,2246 0,9284 0,2318 0,7682 0,7916  0,1085 0,5058 0,8736
Adubacéo (A) 0,9311 0,4669 0,0545 0,0066 0,1508  0,7665 0,8435 0,0901

BxA 0,2978 0,3120 0,3676 0,7785 0,6002 0,3986 0,9867 0,7587

Bloco 0,0015 0,5663 0,0428 0,0253 0,3994  0,5217 0,0007 0,0145

CV (%) 5,45 9,10 7,72 8,87 10,61 8,54 9,31 9,13
Mg S B Cu

Biolbgico (B) 0,4080 0,8520 0,1328 0,7912 0,2086  0,8798 0,6027 0,9648
Adubacéo (A) 0,1043 0,0003 0,5081 0,9975 0,9785  0,6004 0,2638 0,0699

B xA 0,8163 0,6918 0,9367 0,4207 0,8831 0,1196 0,3766 0,1324

Bloco 0,2200 0,0016 0,0046 0,2975 0,0013 0,2372 0,0026 0,5872

CV (%) 7,67 4,06 7,38 2,72 4,50 4,77 16,48 4,75
Fe Mn Zn Mo

Bioldgico (B) 0,7898 0,0067 0,1360 0,9317 0,1702  0,8824 0,8135 0,5443
Adubagéo (A) 0,7621 0,2331 0,3827 0,1950 0,7826  0,4864 0,4829 0,4072

BxA 0,7608 0,6898 0,1933 0,6376 0,5128 0,7160 0,1936 0,8870

Bloco 0,4105 0,0899 0,0246 0,6389 0,1529  0,2792 0,4017 0,4914

CV (%) 19,62 17,10 15,69 29,06 16,78 20,25 62,34 64,48
RB LL IL

Bioldgico (B) 0,0001 0,0028 0,0001 0,0042 0,0001  0,0075
Adubacéo (A) 0,0029 0,0014 0,2448 0,0168 0,0015 0,6334

BxA 0,0805 0,7372 0,0805 0,7404 0,0332  0,7893
Bloco 0,0001 0,0147 0,0001 0,0147 0,0001  0,0090
CV (%) 4,09 6,20 6,27 9,52 1,82 3,01

AP: altura de plantas; AIPV: altura de insercdo da primeira vagem; RB: renda bruta; LL: lucro liquido;
IL: indice de lucratividade.
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Tabela 4A. Valores de p das variaveis de producédo e conteudo nutricional de soja
submetida a coinoculacdo com microrganismos benéficos isolados da Amazdnia em
casa de vegetacao.

p-valor

AP SPAD Area foliar MSPA VR
Biolégico (B) 0,5466 0,9808 0,7332 0,5728 0,0007
Adubacio (A) 0,0000 0,0031 0,0286 0,0001 0,0000
BxA 0,5069 0,4863 0,9108 0,7004 0,5296
CV(%) 9,10 5,90 18,60 17,40 9,70

MSR Nédulos MSN N P
Biolégico (B) 0,4415 0,6950 0,9829 0,2737 0,3283
Adubacio (A) 0,0000 0,0095 0,0392 0,0023 0,0017
BxA 0,9076 0,9805 0,9285 0,9951 0,9528
CV(%) 14,41 21,40 25,80 18,68 22,65

K Ca Mg S B

Biolégico (B) 0,1636 0,3264 0,5819 0,2539 0,1674
Adubac&o (A) 0,0001 0,0004 0,0011 0,0008 0,0010
BxA 0,8073 0,9231 0,8878 0,9318 0,6969
CV(%) 15,03 17,88 19,15 19,45 0,28

Cu Fe Mn Zn
Bioldgico (B) 0,4132 0,0698 0,6888 0,5143
Adubacéo (A) 0,4324 0,2454 0,0629 0,0304
BxA 0,9502 0,5939 0,7029 0,7834
CV(%) 0,14 0,66 0,29 0,20

AP: altura de plantas; MSPA: massa seca da parte aérea; VR: volume radicular; MSR: massa seca das
raizes; MSN: massa seca de nédulos.
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Tabela 5A. Valores de p das variaveis de producéo, trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a e arquitetura do sistema radicular de soja submetida a coinoculacdo com
microrganismos benéficos isolados da Amazodnia em solo incorporado com lama

vermelha.
p-valor
AP Area foliar SPAD MSPA Nédulos
Biolégico (B) 0,3452 0,8713 0,9287 0,6587 0,0338
Lama vermelha (LV) 0,6875 0,6916 0,0741 0,6643 0,4174
B xLV 0,7344 0,8103 0,8047 0,8916 0,6866
CV(%) 15,31 15,66 6,74 18,34 24,49
MSN A E s Ci
Biolégico (B) 0,3562 0,4800 0,5289 0,1957 0,8978
Lama vermelha (LV) 0,5505 0,0208 0,4199 0,3755 0,0297
BxLV 0,5871 0,6790 0,6989 0,1387 0,9478
CV(%) 26,63 8,19 5,14 5,11 2,45
WUE Fv'/Fm’ ap ETR Npgq
Biolégico (B) 0,8494 0,2824 0,1324 0,3478 0,1855
Lama vermelha (LV) 0,0273 0,7596 0,3406 0,0316 0,9017
BxLV 0,8957 0,8217 0,9114 0,9840 0,7581
CV(%) 6,97 9,62 12,32 6,00 13,69
CR VR DMR MSR CR (<1 mm)
Biolégico (B) 0,0001 0,0455 0,0008 0,0747 0,6198
Lama vermelha (LV) 0,1042 0,0306 0,8779 0,3053 0,2071
BxLV 0,0348 0,3718 0,0079 0,4282 0,0034
CV(%) 19,54 21,53 29,91 20,71 7,40
CR (1-2 mm) CR (>2 mm) VR (<1 mm) VR (1-2mm) VR (>2 mm)
Bioldégico (B) 0,4686 0,9487 0,6923 0,4822 0,9852
Lama vermelha (LV) 0,2751 0,3053 0,1533 0,8472 0,3672
BxLV 0,0107 0,0423 0,0106 0,1503 0,0458
CV(%) 11,19 34,75 19,38 9,85 31,73

AP: altura de plantas; MSPA: massa seca da parte aérea; MSN: massa seca de noédulos; A:
fotossintese; gs: condutancia estomatica; Ci: CO: intercelular; WUE: eficiéncia do uso da agua;
Fv'/Fm’: ;gp: ; ETR: ; Npq: ; CR: comprimento de raizes; VR: volume radicular; DMR: didametro médio
da raiz MSR: massa seca das raizes; CR (<1 mm): comprimento de raizes finas; CR (1-2 mm):
comprimento de raizes médias; CR (>2 mm): comprimento de raizes grossas; VR (<1 mm): volume de
raizes finas; VR (1-2 mm): volume de raizes médias; VR (>2 mm): volume de raizes grossas.
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Figura Al, Plantas cultivadas em vasos em casa de vegetagdo (A), leitura de clorofila
com SPAD (B), corte de plantas no estagio fenolégico V5 (C) e determinacao do
volume da raiz da planta (D).
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Figura A2. Aplicacdo de microrganismos no tanque de aplicacdo da maquina de
semeadura (A), aplicagdo da solugdo com microrganismos no sulco de semeadura
(B), inicio (C) e final (D) da semeadura de soja coinoculada.
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Figura A3. Plantas no campo experimental durante a coleta para diagnéstico foliar (A),
plantas de soja no momento da colheita (B), maquina usada para debulhar a soja (C)
e pesagem de 100 gréos (D).
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Figura A4. aplicacdo e distribuicdo da lama vermelha no solo (a), plantas do
experimento em estagio V3 (b), avaliagbes de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a (c) e finalizacdo do experimento e corte das plantas.
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Standard Trichoderma Bacillus
inoculation asperellum amyloliquefaciens

Figura A5. Parte aérea de plantas de soja coinoculadas com microrganismos isolados
da Amazonia em solo com (+LV) e sem (-LV) lama vermelha.
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Figura A6. Fotografia das raizes de plantas submetidas a inoculacdo com
microrganismos isolados da Amazdénia em solo sem lama vermelha (a, b, c) e com a
aplicacédo de lama vermelha (d, e e f) respectivamente para padréo, Trichoderma e

Bacillus.



152

45 I Sem adubagao (@ (b)
440 M Com adubagéo i
@©

to (Sc
w W
o (63}

25

Ponto de nivelamen

o o,

Inoculagéo Cepas de Micorriza Inoculagéo Cepas de Micorriza
Padrao Bacillus Arbuscular Padrao Bacillus Arbuscular

Figura A7. Ponto de nivelamento de soja coinoculada com linhagens de Bacillus e
micorriza arbuscular nos anos de 2020 (a) e 2021 (b).
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Figura A7. Ponto de nivelamento de soja coinoculada com linhagens de Bacillus e
micorriza arbuscular nos anos de 2020 (a) e 2021 (b).



