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RESUMO

Pré-inoculagao e tratamento industrial de sementes: efeito na fixagao biolégica de

nitrogénio, no desenvolvimento e na produtividade da soja

O tratamento de sementes de soja tem grande adogio e relevancia no Brasil.
Nesse contexto, o tratamento industrial de sementes vem com a advento de trazer
facilidade aos produtores de soja em questoes relacionadas a logistica, a qualidade e a
possibilidade de maximizar a produtividade de graos. O tratamento industrial de
sementes permite a associa¢ao de diferentes xenobidticos com inoculantes, porém ha
muitas duvidas em relagdo aos efeitos dessa associagdo, principalmente entre
fungicidas e inoculantes. Com o exposto, o presente trabalho teve por objetivo estudar
como o armazenamento de sementes inoculadas e o tratamento de sementes,
influencia a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN), o desenvolvimento de plantas ¢ a
produtividade na cultura da soja. Um experimento em vaso e dois experimentos em
campo foram conduzidos para avaliar a nodulagdo, concentracio de ureideos,
eficiéncia da fixagao bioldgica de nitrogénio, atividade da nitrogenase, biomassa de
plantas, produtividade e massa de mil graos. Tanto o armazenamento de sementes pré-
inoculadas, como o uso de produtos comerciais no tratamento de sementes
influenciaram variaveis relacionadas a FBN nos trés experimentos. Considerando-se
os componentes de producao da cultura, o armazenamento influenciou a massa de mil
graos, enquanto os tratamentos de sementes influenciaram a produtividade apenas aos
30 dias de armazenamento.

Palavras-chave: Glycine max; Inoculante; Bradyrhizobium elkanii ; Fungicidas



ABSTRACT

Pre-inoculation and industrial seed treatment: effect in the nitrogen biological fixation,

development and soybean productivity

The treatment of soybean seeds has been widely adopted and is relevant in
Brazil. In this context, the industrial treatment of seeds comes with the advantage of
making it easier for soybean growers in matters related to logistics, quality and the
possibility of maximizing grain yield. Industrial seed treatment allows the association
of different xenobiotics with inoculants, but there are many doubts regarding the
effects of this association, especially between fungicides and inoculants. With the
above, the present work aimed to study how the storage of inoculated seeds and seed
treatment influenced the biological nitrogen fixation (BNF), plant development and
yield in soybean crop. One pot experiment and two field experiments were conducted
to evaluate nodulation, ureides concentration, biological nitrogen fixation efficiency,
nitrogenase activity, plant biomass, yield and one thousand grain mass. Both the
storage of pre-inoculated seeds and the use of commercial products in seed treatment
influenced variables related to BNF in the three experiments. Considering the crop
production components, storage influenced the mass of one thousand grains, while
seed treatments influenced the yield only at 30 days of storage.

Keywords: Glycine max ;Inoculant; Bradyrhizobium elkanii ;Fungicides
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1. INTRODUGCAO

A cultura de soja (Ghcine max (L.) Merril) representa grande importancia nacional e
internacional, com destaque para a producao de proteina para alimentagao animal. Com a crescente
demanda global por alimentos e a restricao ao aumento da area cultivada, faz-se necessaria a melhor
utilizagdo dos recursos existentes e otimizac¢ao da produtividade das culturas como a soja.

O tratamento industrial de sementes (T1S) aparece como uma nova opgao no mercado
para os produtores, criando facilidades relacionadas a logistica, a seguranga, e a qualidade
(HENNING et al,, 2010). O TIS permite a utilizacio das mais avangadas tecnologias para a
realizacdo do tratamento de sementes, e o uso de formulacdes contendo diversos xenobibticos
como fungicidas, inseticidas, nematicidas, polimeros, micronutrientes, bioestimulantes e
inoculantes no mesmo tratamento (FRANCA-NETO et al., 2015).

A pratica da inoculagao é amplamente difundida e utilizada pelos produtores de soja no
Brasil (HUNGRIA et al., 2005). A fixa¢ao biologica de nitrogénio (FBN) permite uma redu¢ao dos
custos da cultura (ZILLI et al., 2010), uma vez que resulta em um aporte de N suficiente para
obtencao de altas produtividades de graos e substitui a adubagao nitrogenada mineral (HUNGRIA
et al., 2005).

O processo de FBN ¢ realizado por bactérias conhecidas como rizébios, que sao capazes
de formar nédulos nas raizes de plantas pertencentes a familia das fabaceas (leguminosas, na antiga
classificagao) (ZAHRAN, 1999; SADOWSKY, 2005).

O estabelecimento da simbiose entre o hospedeiro e o microssimbionte envolve um
complexo dialogo molecular. Inimeras mudangas na expressao génica ocorrem em ambos durante
o processo de nodulagio (VANCE, 2002). Ap6s o nédulo formado, uma gama de enzimas siao
sintetizadas, com destaque para a nitrogenase, a qual ¢ responsavel pela quebra da tripla ligacao do
N, ou seja, o processo de fixacdo propriamente dito (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001). A
nitrogenase catalisa a quebra da tripla ligacao altamente estavel do nitrogénio molecular (N), o que
resulta na producao duas moléculas de amonia (NH3), as quais sao fornecidas as plantas para
sintetizar os compostos nitrogenados (DIGHE et al., 2010).

Diversas variaveis podem interferir no processo de fixagao influenciando a eficiéncia do
processo, especialmente em regides tropicais, como fatores edafoclimaticos, praticas de manejo e
também o tratamento de sementes com fungicidas antes da inoculagaio (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007; CAMPO; ARAUJO; HUNGRIA, 2009; ZILLI et al., 2009).

Os fungicidas em associagao a inoculagao nem sempre apresentam resultado benéfico,

uma vez que pode haver incompatibilidade por toxidez as bactérias nodulantes de soja (ANDRES;
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CORREA; ROSAS, 1998). Kecskes e Vincent (1969) relataram que alguns fungicidas, além de inibir
o desenvolvimento das bactérias, também sao letais para esses microrganismos. Dependendo de
alguns fatores como ingrediente ativo, textura do solo e histérico de cultivo das areas, pode haver
uma reducio de nodulagdo superior a 80% e da produtividade de graos superior a 20% (CAMPO;
ARAUJO; HUNGRIA, 2009; ZILLI et al., 2009).

Campo, Aradjo e Hungria (2009) relatam que um dos maiores problemas do tratamento
de sementes ¢ a incompatibilidade entre fungicidas e o inoculante. Com a adesdao dos produtores
ao tratamento industrial de sementes, essa associa¢ao se torna preocupante devido ao fato de haver
poucos estudos em relagdo ao efeito do tempo de armazenamento de sementes tratadas e
inoculadas.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de fungicidas em
associa¢ao com inoculantes, e o armazenamento de sementes, na fixagao bioldgica de nitrogénio,

desenvolvimento e produtividade da cultura de soja.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura de soja

A soja (Gheyne max (1) Merril) é uma planta herbacea pertence a familia Fabaceae,
originaria da regiao noroeste da China (Manchuria) (SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009).
No Brasil, a cultura tomou proporgoes econdmicas em 1949 aparecendo na estatistica mundial com
25 mil toneladas (FARIAS; NEUMAIER; NEPOMUCENO, 2009). A cultura hoje tem destaque
fundamental no agronegdcio brasileiro, e ¢ também uma das principais commodities mundiais devido
a sua versatilidade de uso nos mais diferentes segmentos (RIGO et al., 2015), como alimentagao
humana e animal, além de constituir a matéria-prima basica de diversos setores da industria.

Nas ultimas décadas, o Brasil acompanhou o crescimento do consumo de soja no mundo
aumentando sua area, producgdo e produtividade. Nos ultimos 20 anos, o incremento de area
semeada foi superior a um milhao de hectares por ano, o que correspondeu a um aumento
percentual de 9% ao ano entre as safras de 1996/1997 a 2016/2017. O aumento da produ¢io no
mesmo perfodo foi de 13,4%, ou seja, mais de trés milhdes de toneladas por ano, acompanhado
também do aumento da produtividade da cultura, que foi de 32,7 kg ha” ano™ (BALBINOT et al.,
2017).

Em termos economicos, a Confederagao da Agricultura e Pecuaria do Brasil — CNA
(CNA, 2015) e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (MAPA, 2015),
divulgaram que, em 2014, a venda dos produtos que compdem o complexo soja (soja em grao,
6leo e farelo) somaram US$ 31,4 bilhoes, representando 13% da receita total de exportagao do
Brasil.

No Brasil, na safra 2018/2019, foram semeadas mais de 35 milhdes de hectares. A
producao de soja para essa mesma safra, segundo a Companhia Nacional do Abastecimento —
CONAB, foi de 115 milhoes de toneladas, resultando em uma produtividade média de 3.208
kg ha' (CONAB, 2019).

Uma das grandes vantagens competitivas da soja frente a outras culturas é a baixa
utilizacao de fertilizante nitrogenado devido a associagdao da cultura com a bactéria Bradyrhizobinm:
sp., responsavel pela fixacio bioldgica de N (ZUFFO et al., 2015). O sucesso de todo complexo
ainda é dependente de diversas condi¢oes, porém para alcangar altas produtividade a cultura de
soja demanda de um suprimento de N adequado ja que esse ¢ o nutriente exigido em maior
quantidade pela cultura de soja. Em média, os graos de soja possuem de 37 a 42% de proteina,

podendo atingir 52%, e teor de dleo entre 17 a 22%. Dessa forma, estima-se que sejam necessarios
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80 kg de N para produzir 1000 kg de grios de soja (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007;
SALVAGIOTTI et al., 2008).

O nitrogénio disponivel as plantas é proveniente tanto do solo como da FBN. A
quantidade de nitrogénio disponibilizado pelo solo pode variar de acordo com alguns fatores como
matéria organica, textura, clima da regiao e quantidade e qualidade de residuos vegetais. Pesquisas
mostram que o solo pode fornecer entre 15 a 60 kg ha” de N a cultura de soja (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2006) enquanto a FBN contribui com 70 até 200 kg ha" de N, reforcando a
sua importancia para a soja e o agronegocio brasileiro (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003;
HERRIDGE; PEOPLES; BODDEY, 2008; ALVES et al., 2006; UNKOVICH; PATE, 2000).

2.2. Fixagao bioldgica de nitrogénio

A Fixacao biolégica de nitrogénio é descrita como uma interagao simbidtica entre plantas
e bactérias que consiste na transformaciao do N, atmosférico em amonia (NH;). O tipo mais
comum de simbiose ocorre entre as espécies da familia Fabaceae (leguminosas) e as bactérias do
solo dos géneros _Azgorbizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium, Rhizobinm e  Sinorrhizobinm
(CHUEIRE et al., 2003; REES et al., 2005; TAIZ; ZEIGER, 2017). O Bradyrhizobium é o principal
género dessas bactérias usadas para a inoculagao de plantas de soja. No Brasil, sio recomendadas
trés espécies de Bradyrbizobium para inoculagao de soja, B. diazoefficiens, B. elkani e B. japonicum e pelo
menos duas estirpes de cada espécie (MENDES et al., 2014). Na cultura de soja, a contribui¢ao do
nitrogénio proveniente da FBN pode variar de 0 a 98% (CIAMPITTI; SALVAGIOTTI, 2018).

Com o processo de fixagio do nitrogenio, calcula-se uma economia estimada de 12
milhGes de délares por ano no Brasil, uma vez que a FBN resulta em um aporte suficiente para
obtencdo de altas produtividades de graos, substituindo a adubagdo nitrogenada mineral
(EMBRAPA, 2019). A inoculagao também contribui para a sustentabilidade dos sistemas agticolas,
pela reducao da emissao de gases poluentes devido a reducdao do uso de adubos nitrogenados, e
porque o N proveniente da FBN ¢é usado diretamente pela planta, sendo menos susceptivel a
volatilizagao, desnitrificacio e lixiviacio (RENGEL, 2002).

O estabelecimento da simbiose engloba um complexo didlogo molecular entre planta e
bactéria, envolvidos no surgimento e na regula¢ao de uma nova estrutura nas rafzes das plantas, o
nédulo, onde acontece as trocas de C e N entre a planta e a bactéria. A interacao ¢ iniciada com a
aproximacao das bactérias em dire¢do as raizes em resposta a liberagio de compostos chamados
de (iso)flavonoides, secretado pelo sistema radicular da planta hospedeira. Esse contato induz os
rizobios a expressao dos genes associados a nodulagao, chamados genes 7od. Os genes 7od ativados

codificam as proteinas de nodulagio (fatores Nod), que ativam as lecitinas, receptores das
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leguminosas, possibilitando a liga¢ao do rizébio a parede celular dos pélos radiculares (FAGAN et
al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2017). A percepgao dos fatores Nod ativa a expressao dos genes de
nodulagao na planta, desencadeando uma série de mudangas, como o encurvamento da
extremidade apical do pélo radicular, despolarizacio da membrana celular, reorientagio do
citoesqueleto, aumento do calcio intracelular, divisao das células corticais jovens e formagao do
cordao de infeccao (STACEY et al., 2000).

A bactéria aderida ao pélo radicular libera uma substancia que causa a hidrélise da parede
celular da planta e, nesse local, a membrana plasmatica cresce para dentro, sofrendo invaginagao.
Dessa maneira, uma estrutura tubular é formada e as bactérias entram na planta alcangando o
cordao de infecgao. O cordao de infecgao cresce em dire¢ao a base do pélo radicular e, ao atingir
as células corticais, penetra-as pelo mesmo mecanismo de hidrdlise usado para iniciar o cordao de
infec¢do, que cresce até o primérdio do nédulo onde as bactérias serdo liberadas nas células da
planta. As bactérias sofrem transformagdes morfoldgicas e fisiologicas, como a perda dos flagelos,
e passam a ser denominadas bacteroides (MINAMI et al., 1996).

Os bacteroides sdo envolvidos por tecidos, dentre eles o tecido central onde os
bacteroides ficam hospedados. Esse tecido é composto por dois tipos de células: as infectadas e as
nao infectadas. O tipo de células infectadas é onde se encontram os bacteroides e a fixa¢ao bioldgica
de nitrogénio ocorre. Sao poucas as camadas das células nao infectadas. Essa camada é denominada
limite, pois separa o tecido central do parénquima nodular, e sao responsaveis pelo transporte do
nitrogénio fixado (YANG; BISSELING, 1995).

O processo culmina com a ativagao dos genes #if, responsaveis por codificar as unidades
formadoras da enzima nitrogenase, a qual catalisa 0 N2 (SADOWSKY; GRAHAM; SUGAWARA,
2013). A nitrogenase ¢ irreversivelmente inibida pelo oxigénio atmosférico (O;), e os
microrganismos possuem um mecanismo de protecao a favor da enzima. Essa protecio ¢ realizada
pelo leghemoglobina, proteina localizada em um tecido envolto ao bacteroide. Composta por uma
heme proteina, a leghemoglobina que tem alta afinidade pelo O, presente nos nédulos, sendo
responsavel pelo transporte e manutencao dos niveis de oxigénio na célula a taxas que permitem
que ocorram os processos de respiracao do bacteroide e o funcionamento da nitrogenase
(EHRHARDT; WAIS; LONG, 1996; LARRAINZAR et al., 2015).

Somente bactérias contendo a enzima nitrogenase podem reduzir o N> a amonia. Essa ¢é
a unica enzima conhecida que pode realizar tal reagdo energeticamente desfavoravel
(SADOWSKY; GRAHAM; SUGAWARA, 2013). A reduciao enzimatica do Nz pela nitrogenase
requer 8 elétrons e, portanto, 16 ATP, devido a tripla ligagao entre os atomos de N, para produzir

duas moléculas de NH; (TAIZ; ZEIGER, 2017). Para comprovar o gasto energético da FBN,
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Silsbury (1977) demostrou, a partir do consumo de carbono, que plantas de soja que obtém N
exclusivamente mineral necessitam de 510 mg de CO, para produzir 1 g de material vegetal seco,
e as plantas que obtém N exclusivamente da FBN necessitam de 300 mg a mais de CO», ou seja
elas precisam de 810 mg de CO; para produzir a mesma quantidade de material vegetal seco.

Os ureideos sao os principais produtos finais do processo de fixagao bioldgica em soja
(DUNN, 2015). O N fixado pela nitrogenase e transformado em NHj é protonado em NH," e
exportado para o citossol da célula infectada pelo nédulo através da membrana do simbionte
(UDVARDI; POOLE, 2013). Uma vez no citossol das células do nédulo infectado, o NH," ¢é
enzimaticamente convertido em glutamina (Gln) pela glutamina sintase (GS), (CHUNGOPAST et
al., 2014; LOTHIER et al,, 2011). Os niveis elevados de glutamina nos plastidios estimulam a
ativagao da glutamato sintase (GOGAT), produzindo duas moléculas de glutamato. O nitrogénio
na forma de glutamina e glutamato ¢ transferido para outros compostos (citrulina - ureideos,
alantoina e acido alantoico) por meio de reagoes de transaminacao(CHEN et al., 2013). Uma vez
que esses compostos comegam a se acumular, sdo transferidos para as areas de demanda da planta
por meio do xilema (BARAL; SILVA; PAUDYAL, 2012; BARAL; TEIXEIRA; GUPTA, 2014).

Os ureideos (alantoina e acido alantoico) podem representar até 90% do nitrogénio total
transportado no xilema das plantas leguminosas. Sio considerados um dos principais compostos
transportadores de N em fabaceas (leguminosas) e podem se acumular em altas concentragdes nos
diferentes orgaos da planta (BARAL; SILVA; IZAGUIRRE-MAYORAL, 2016; BARAL;
IZAGUIRREMAYORAL, 2017). Alta concentragao de ureideo nos nédulos e na seiva do xilema
¢ considerado uma indicagdo de eficacia da simbiose entre o rizobio e seu hospedeiro. Essa ¢ uma
ferramenta para se avaliar a fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantas (BARAL;
IZAGUIRREMAYORAL, 2017; IZAGUIRRE-MAYORAL; LAZAROVITS; BARAL, 2018).

Entretanto, varios fatores podem interferir no processo de FBN e influenciar a eficiéncia
do processo, especialmente em regides tropicais, como fatores edafoclimaticos, praticas de manejo
e também o tratamento de sementes com fungicidas antes da inoculacito (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007; CAMPO; ARAUJO; HUNGRIA, 2009; ZILLI et al., 2009).

Os fungicidas em associag¢ao a inoculacio nem sempre apresentam resultado benéfico,
uma vez que pode haver incompatibilidade por toxidez as bactérias nodulantes de soja (ANDRES;
CORREA;ROSAS, 1998). Kecskes e Vincent (1969) relataram que alguns fungicidas, além de inibir
o desenvolvimento das bactérias, também sao letais para esses microrganismos. Dependendo de
alguns fatores como ingrediente ativo, textura do solo e histérico de cultivo das areas, pode haver
uma reducao de nodulagido superior a 80% e da produtividade de graos superior a 20% (CAMPO;
ARAUJO; HUNGRIA, 2009; ZILLI et al., 2009).
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2.3. Tratamento Industrial de sementes

O tratamento industrial de sementes (TIS) consiste na aplicagao de ingredientes quimicos
e/ou organicos nas sementes visando o controle de patégenos, insetos ou outras pragas, utilizando
equipamentos altamente sofisticados para aplicacio de produtos (ABRASEM, 2014), além de
permitir o armazenamento das sementes ja tratadas por periodos prolongados sem grandes riscos
de perdas de qualidade fisiolégica (PICCINI et al., 2013).

Na safra 1991/1992, o tratamento de sementes era realizado em somente 5% das areas
semeadas com soja. Contudo, na safra 2014/2015, das areas semeadas, 90-95% receberam o
tratamento de sementes com fungicidas (HENNING et al., 2010). O tratamento industrial de
sementes tem muita aceitacio por parte dos produtores devido vantagens em relagao ao tratamento
on-farm como comodidade ao cliente, facilidades relacionadas a logfstica, seguranga e a possibilidade
de maximizar produtividade, maior precisio no volume de calda, melhor cobertura e aderéncia dos
produtos a semente e maior rapidez no processo de tratamento (FRANCA-NETO et al., 2015
HENNING, 2012).

3

A alta tecnologia empregada no tratamento industrial permite o uso formulacoes
contendo diversos xenobibticos, como fungicidas, inseticidas, nematicidas, micronutrientes,
bioestimulantes, inoculantes, protetores, corantes entre outros produtos(FRANCA-NETO et al.,
2015).

A camada protetora fornecida pelo tratamento das sementes com fungicidas garante o
controle de patégenos e também um melhor desempenho da cultura nas suas fases iniciais, e um
crescimento mais vigoroso, determinante para o estabelecimento do estande da cultura e o melhor
aproveitamento do potencial genético e produtivo das sementes (CASTRO et al, 2008;
LUDWING, 2017).

Hoje, as formulacGes comerciais de fungicidas, de maneira geral, incluem multiplos
ingredientes ativos para controle de diferentes patéogenos, por exemplo, metalaxil e outras
fenilamidas sao utilizados no controle de fungos oomicetos (DORRANCE; MCCLURE, 2001;
DORRANCE et al., 2009), enquanto fungicidas, como benzimidazdis, fludioxonil e estrobilurinas
sao utilizados no manejo de fungos como Fusarium sp., Phomopsis sp. e Rhizoctonia sp. BRODERS
et al., 2007; DORRANCE et al., 2003; ELLIS et al., 2011). As op¢oes de produtos comerciais que
contem fungicidas em sua formula¢io para o tratamento de sementes de soja é vasto. Dentre os
mais utilizados pelos produtos, podem ser citados Derosal Plus®, Protreat®, Vitavax-Thiram®,
Standak Top®, Maxim Advanced® e Certeza® (GOULART, 2010).

A semente ¢ um dos mais importantes meios de disseminag¢ao de patégenos devido a uma

parcela significante de agentes patogénicos associados a ela. Os fungos sio os agentes mais
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comumente transmitidos pelas sementes, seguidos pelas bactérias, virus e nematoides. A semeadura
de uma semente infectada faz com que o patégeno tenha sua introdug¢ao assegurada no local, e essa
semente permite a incidéncia de doengas ja nos estadios iniciais da cultura. Por isso, o tratamento
de semente tem como objetivo a reducao do indculo veiculado a ela (TANAKA; MACHADO,
1985; MACHADO, 2000).

Com a entrega de sementes ja tratadas com fungicidas e outros agrotoxicos na
propriedade, é comum a ndo utilizacio de inoculante pelo produtor. Tal fato motivou o
desenvolvimento dos conhecidos “inoculantes longa vida”, os quais, em teoria, permitem a pré-
inocula¢iao da semente por meio do tratamento industrial por periodos de até 60 dias. Contudo, ha
poucos trabalhos disponiveis na literatura que relatam o efeito do armazenamento de sementes
tratadas e pré-inoculadas por até 30 dias. Araujo et al. (2017), utilizando tecnologias especificas
para TIS com inoculacdo junto a piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil, observaram
redugio de 6,7x10" unidades formadoras de colénia (UFC) por semente no inicio do periodo de
armazenamento (aos zero dias) para 2,3x10° UFC semente™ aos 28 dias de armazenamento. No
entanto, em experimentos a campo, tal redu¢ao nao causou decréscimo no numero de nédulos em
trés de quatro experimentos, quando comparados a inoculacio no dia da semeadura. E interessante
notar que, nas trés areas onde nao houve diferenca estatistica significativa, duas delas apresentavam
numero mais provavel (NMP) de células na ordem de 10*g’, enquanto apenas uma delas
apresentava 10' g'. Ainda, em um dos experimentos com NMP na ordem de 10* g, tanto o
tratamento de 0 como o de 30 dias foram estatisticamente superiores ao tratamento sem o uso de

inoculante.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimentos

O presente estudo foi conduzido a campo e em vasos, na Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (Esalq), Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba, SP (22°42’ S, 47°30° W)).
O clima da regiao ¢ caracterizado como Cwa segundo a classificagdo climatica de W. Koppen
(ALVARES et al, 2013), com precipitagio média anual de aproximadamente 1.328 mm, e
temperatura média anual de 21,6°C (CEPAGRI, 2019).

No experimento em vaso (experimento I), utilizou-se a variedade cultivada
M-8644-IPRO, com habito de crescimento determinado, com grau de matura¢io de 8.6. Foram
utilizados vasos de fundo perfurado de 8 L, com dimensoes 0,23 m de diametro e 0,23 m de
profundidade. Para evitar a perda de substrato, os vasos foram forrados com um tecido permeavel.
A parcela foi constituida por 4 vasos contendo trés plantas. Para o preparo do substrato foi usado
uma mistura de areia e vermiculita na propor¢ao de 2:1, cuja caracteristicas quimicas siao
apresentadas na Tabela 1. A mistura do substrato foi feita manualmente em cima de uma superficie
limpa com o auxilio de enxadas.

Tabela 1. Resultado da analise quimica de macronutrientes (teor de P, K, Ca, Mg - mmol.dm™ -
e S-SO; - mg dm?), pH (em CaCl,), teor de matéria organica (M.O., g dm™), saturacio por bases

(V, %), saturagio por aluminio (m, %) e capacidade de troca catibnica (CTC, mmol. dm™) do
substrato utilizado no experimento I, conduzido em vaso.

pH M.O. P K Ca Mg  H+AI Al Soma CTC \Y% m S
CaCl, Resina bases SOy
gdm? mgdm? mmol.dm-3 % % mg dm3
54 5 13 1,6 9 6 11 0 17 28 60 0 4

> E)

A semeadura do experimento I foi realizada no dia 23 de fevereiro de 2018, semeando-se
20 sementes por vaso, realizando-se, apds a emergéncia das plantulas, o desbaste. O substrato teve
seu pH corrigido para 7 com a adi¢do de 400 kg ha™ (PRN'T 70%) de calcario. A adubacio utilizada
foi calculada com base no volume de 8 L. do vaso, adicionando-se 400 kg ha' de P.Os e
103 kg ha' de KO, patcelada em trés vezes. Nenhum fertilizando nitrogenado foi adicionado ao
longo do ciclo da cultura.

Durante o ciclo da cultura, foram feitas trés aplicagoes em diferentes estadios fenologicos

da cultura de soja para controle de pragas e doengas, como descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Descrigio dos produtos aplicados na cultura de soja no petiodo experimental para manejo de
pragas e doencgas no Experimento 1, em vasos.

Data Ingrediente ativo Dose

19/03/2018 TLambda Cialotrina 80 mL ha-!
Flubendiamida 70 mL ha!

08/04/2018 TLambda Cialotrina 80 mL ha-!
Flubendiamida 70 mL ha!

Fluxapiroxade + Piraclostrobina 350 mL ha'!

03/05/2018 TLambda Cialotrina 80 mL ha-!
Flubendiamida 70 mL ha!

Piraclostrobina + Epoxiconazol 600 mL ha'!

Os experimentos II e III, em campo, foram conduzidos em Nitossolo eutroférrico e
Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico, respectivamente. A variedade cultivada utilizada foi a
TMG-7062 IPRO RR2, com maturacao relativa de 6.2 e crescimento semideterminado. No
experimento I, a irrigacdo foi realizada via pivo central, enquanto o experimento III foi cultivado
em sequeiro.

O preparo do solo foi igual para as diferentes areas, sendo realizado dias antes da
semeadura a aragdo e gradagem, seguida da abertura dos sulcos com tragdo mecanica. A adubagio
seguiu as exigéncias da analise de solo e foi realizada um dia antes da semeadura. No experimento
I foram aplicados 267 kg ha” da formulagio NPK 0-15-11, e 533 kg ha" da formulagio NPK
0-15-11 no experimento III, distribuidos e incorporados manualmente ao sulco de semeadura. As
caracteristicas fisicas e quimicas do solo sao apresentadas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Resultado da andlise quimica de macronutrientes (teor de P, K, Ca, Mg - mmol.dm™ - e
S-SO4 - mg dm?), pH (em CaCly), teor de matéria organica (M.O., g dm™), saturacio por bases (V,

%), saturacio por aluminio (m, %) e capacidade de troca catibnica (CTC, mmol. dm™) do solo
utilizado no experimento II, conduzido em campo.

pH M.O. P K Ca Mg H+Al Al Soma  CTC \Y% m S
CaCl, Resina bases SOy
gdm3 mgdm? mmol. dm3 % % mg dm3
6,1 18 41 53 36 21 15 0 62 77 81 0 8

Tabela 4. Resultado da andlise quimica de macronutrientes (teor de P, K, Ca, Mg - mmol.dm™ - e
S-SO4 - mg dm?), pH (em CaCly), teor de matéria organica (M.O., g dm™), saturacio por bases (V,
%), saturagio por aluminio (m, %) e capacidade de troca catiénica (CTC, mmol. dm™) do solo
utilizado no experimento I1I, conduzido em campo.

pH M.O. P K Ca Mg H+Al Al Soma CTC \% m S
CaCl, resina bases SOy
gdm?3 mgdm?3 mmoledm3 - %o %o mg dm-

5,0 5 11 1,3 6 6 31 1 13 44 30 7 6
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Os experimentos foram semeados no dia 20 de novembro de 2018. A semeadura foi
realizada manualmente, semeando-se 17 sementes por metro, ¢ apds a emergéncia das plantulas,
foi realizado o desbaste para que a populagio final fosse de 9 plantas por metro. As parcelas foram
constituidas de 5 linhas de 5 m espagadas em 0,45 m. A area util da parcela foi considerada as trés
fileiras centrais, eliminando um metro em cada extremidade das mesmas como bordadura.

O manejo da cultura foi realizado com aplicagoes de herbicidas, inseticidas e fungicidas.
As datas, ingredientes ativos e doses de produtos comerciais utilizados estao descritos na Tabelas

5 e 6. A colheita foi realizada com o auxilio de uma colhedora de parcelas, no dia 20 de margo de

2019.

Tabela 5. Descricio dos produtos aplicados na cultura de soja no periodo experimental para
manejo de pragas, doengas e plantas daninhas no Experimento II.

Data Ingrediente ativo Dose
14/12/2018 Glifosato 3000 mL ha!
Teflubenzurom 150 mL ha!
Acetamiprido + Alfa-cipermetrina 500 mL ha!
27/12/2018 Glifosato 3000 mL ha!
Alfa-cipermetrina 120 mL ha'!
Flubendiamida 70 mL ha'
Teflubenzurom 150 mL ha!
Fluxapiroxade + Piraclostrobina 350 ml. ha'
15/01/2019 Alfa-cipermettrina 120 mL ha'!
Flubendiamida 70 mL ha'
Teflubenzurom 150 mL ha!
Fluxapiroxade + Piraclostrobina 350 mL ha'!
Mancozeb 3 kg ha'
29/01/2019 Acefato 1 kg ha!
Imidacloprido + Beta-ciflutrina 1000 mI ha'

13/03/2019 Saflufenacil 0,14 kg ha"!
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Tabela 6. Descricio dos produtos aplicados na cultura de soja no periodo experimental para
manejo de pragas, doencas e plantas daninhas no Experimento I11.

Data Ingrediente ativo Dose
27/12/2018 Glifosato 3000 mL ha!
Alfa-cipermetrina 120 mL ha'!
Flubendiamida 70 mL ha'
Teflubenzurom 150 mL ha!
Fluxapiroxade + Piraclostrobina 350 mL ha'l
15/01/2019 Alfa-cipermetrina 120 mL ha'!
Flubendiamida 70 mL ha'
Teflubenzurom 150 mL ha!
Fluxapiroxade + Piraclostrobina 350 mL ha'l
Mancozeb 3 kg ha'
29/01/2019 Acefato 1 kg ha!
Imidacloprido + Beta-ciflutrina 1000 mL ha'!
13/03/2019 Saflufenacil 0,14 kg ha'!

3.2. Descri¢ao dos tratamentos e delineamento estatistico

Os experimentos foram compostos por 8 tratamentos e 4 repeticdes, em esquema fatorial
e delineamento de blocos casualizados (DBC). O fator 1 se referiu as combinagées dos diferentes
produtos comerciais utilizados como tratamento de sementes de soja. Ja o fator 2 se refere ao
tempo de armazenamento (0 e 30 dias) anterior a semeadura de sementes inoculadas com
Bradyrhizobinm elfeanii.

Os produtos comerciais utilizados foram: (i) controle sem produto comercial (PCo); (if)
tiofanato-metilico + piraclostrobina + fipronil (PCi — 2 mL kg de semente); (iii) metalaxil-M +
tiabendazol + fludioxonil (PC; — 1,25 mI. kg de semente); e (iv) carbendazim + tiram (PC; — 2
ml kg de semente).

Para inoculacao das sementes de todos os tratamentos, utilizou-se inoculante turfoso a
base de Bradyrhizobium elkanii (5x10° UFC g'; 4 g kg de semente). Ademais, polimero espalhante
(3 mL kg de semente), osmoprotetor (3 mL kg de semente) e po-secante (4 g kg de semente)
foram adicionados em todos os tratamentos na seguinte ordem: primeiramente, foram
homogeneizados os pesticidas com o polimero espalhante e osmoprotetor, aplicando a solugao
resultante nas sementes. Posteriormente, ainda com as sementes umidas, foi adicionado o

inoculante. Ao final, apds a mistura com o inoculante, foi adicionado o p6-secante.



23

3.3. Avaliagdes

Para o experimento I, foram realizadas as seguintes avaliagdes nos estadios fenolégicos
Vie V7 (FEHR et al., 1971; RITCHIE et al., 1977): nimero e massa de nddulos; massa de matéria
seca da parte aérea; quantificagdao de nitrogénio (soluto) em plantas.

Nos experimentos II e III, foram realizadas as seguintes avaliagbes nos estadios
fenologicos Vi e R; (FEHR et al.,, 1971; RITCHIE et al., 1977): atividade da enzima nitrogenase;
massa de matéria seca da parte aérea; quantificagio de nitrogénio (soluto) em plantas; e

componentes de produgio e produtividade.
3.3.1. Numero e massa de nédulos

No experimento I, o numero de nédulos e a massa de nédulos foram obtidos coletando-
se tres plantas de um vaso com as raizes intactas. As rafzes foram lavadas, e os nddulos separados
e contados. Os ndédulos foram secos em camara de fluxo continuo de ar quente por 72 horas a

60°C para determinagao da massa de matéria seca de nédulos.
3.3.2. Massa de matéria seca de planta

Nos experimentos I, II e I1I, cinco plantas da area util da parcela ou de um vaso foram
coletadas. Posteriormente, realizou-se a separagao das folhas da haste. Apos isso, estas foram secas
em estufa de fluxo continuo de ar quente por 72 horas a 60°C para determinagido da massa de

matéria seca de parte aérea média de plantas.
3.3.3. Atividade da enzima nitrogenase

Nos experimentos II e III, para avaliacao desse parametro, a metodologia utilizada foi
descrita por Boddey et al. (2001), a qual consiste na determinag¢ao de forma indireta pela técnica de
reducao do acetileno (ARA). As raizes coletadas e os ndédulos foram cuidadosamente separados e
colocados em frasco hermeticamente fechados, no valor de aproximadamente 0,5 g de nédulos.
Com o auxilio de uma seringa, 4 mL foram retirados (cerca de 10% da fase gasosa do frasco) e a
mesma quantidade de gas acetileno, com pureza de 98-99% foi injetado, deixando os nédulos
incubados na atmosfera modificada dentro do frasco por 1h. Para obten¢ao da concentragao de
gas etileno formado no frasco, 1 mL da fase gasosa foi retirada com seringa de 1 mL, e injetado em
um cromatografo a gas (Thermo Finnigan®, model Trace 2000GC). Gas padrao de etileno foi utilizado

para elaboracio da curva. Os dados foram transformados para log10.
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3.3.4. Quantificacdo de nitrogénio

Apbs a mensuragao da massa de matéria seca de plantas, as hastes e os peciolos foram
processados em moinho de bancada tipo Whilly. Entdao, 1.000 mg de material vegetal foram
transferidos para tubos Falcon e adicionados 10 mlL de agua Milliq. Apds esse procedimento, o
material foi incubado a 45°C durante 1 hora e, posteriormente, centrifugado a 10.000 rpm durante
15 minutos (TEIXEIRA et al., 2018). Ao final, o sobrenadante foi separado e armazenado em

freezer para posterior avaliagao de nitrato (N-NO3) e ureideos.
3.3.4.1. Nitrato

A determinacdo de nitrato foi realizada por meio da metodologia do acido salicilico
proposta por Cataldo et al. (1975), adaptada por Teixeira et al. (2018). Para esse procedimento,
foram adicionados a um tubo de ensaio 50 pl. da amostra ¢ 200 uL. de solu¢ao contendo acido
salicilico (5%) + acido sulfurico concentrado. O tubo de ensaio permaneceu em repouso durante
20 minutos e, apds esse periodo foi adicionado 4,75 mL de NaOH (2 N). A solu¢io foi agitada
vigorosamente e ap6s 10 minutos foi realizada a leitura em espectrofotometro a 410 nm. Os teores

de nitrato foram obtidos a partir de curva padrio de KNO; (25 mM).
3.3.4.2. Ureideos

O teor de ureideos foi determinado com base no método proposto por Young e Conway
(1942), adaptada por Teixeira et al. (2018), foi utilizado 1 mL da amostra, que foi adicionada a tubo
de ensaio. Depois, foram adicionados 200 uL. de NaOH (0,5 N), colocando-se a solu¢ao em banho-
maria a 100°C durante dez minutos. Apos esse procedimento, foram adicionados 400 uL. de solugao
contendo HCI (0,65 N) + cloridrato de fenil-hidrazina (0,33%). A solugio foi entio homogeneizada
e colocada novamente em banho-maria (100°C) durante dois minutos. Logo apds, foram colocados
em banho de gelo por 15 minutos, e ao final foi adicionado 1 mL de solu¢ao contendo ferrocianeto
de potassio (1,67%) + HCI (10 N). O tubo de ensaio foi agitado, e ap6s 10 minutos foram realizadas
as leituras em espectrofotometro a 525 nm. Os teores de ureideos foram obtidos a partir de curva

padrao de alantoina 1 mM.
3.3.5. Componentes de produg¢do

Os componentes de produgao avaliados foram: massa de mil graos e produtividade. No
final do ciclo da cultura, coletou-se a area util da parcela, com o auxilio de uma colhedora de

parcelas, e ap0s isso os graos colhidos foram pesados em balanca digital. Foi determinado o teor
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de agua dos grios e efetuado o calculo de produtividade (producdo por unidade de area) com o
teor de agua corrigido para 13%. Ap6s, foi realizada a contagem de cinco repeti¢des de cem graos

de cada parcela e os valores foram extrapolados para mil.
3.4. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software livre R Studio, R Core Team (2013).
Modelos lineares generalizados de efeitos mistos foram utilizados por meio do pacote Ime4 (fungao
glmer) para se comparar tempo de armazenamento de sementes inoculadas e tratamento de
sementes, os quais foram considerados efeitos fixos do modelo. Quando os fatores de efeito fixo
apresentaram diferenca ou interagao entre eles (p<0,1), a analise foi desdobrada e comparada por

meio do teste de média dos quadrados minimos (LSD) com o pacote emmeans (fungdo emmeans).
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento |

As Tabelas 7 e 8 mostram os resultados do experimento I, conduzido em vasos. No
estadio fenoldgico Vi, observou-se interagao entre os dias de armazenamento e os produtos
comerciais para a variavel niumero de nédulos. Ja para a massa de matéria seca de nédulo niao houve
interacdo entre os fatores. Porém, ocorreu diferencas significativas entre os tratamentos de
sementes e os perfodos de armazenamento analisados separadamente. No estadio fenologico Vo,
nao houve interagdo entre os fatores para nenhuma das variaveis analisadas. Contudo, houve
diferencas entre os tratamentos industriais de sementes utilizados para a massa de matéria seca de
planta.

O numero de nédulos em V4, no armazenamento de 0 dias, ndo foi influenciado pelos
diferentes tratamentos de sementes; enquanto que no armazenamento de 30 dias, o tratamento
controle obteve significativamente maior nimero de nédulos que o tratamento com carbendazim
+ tiram (PCs).

Na massa de matéria seca de nédulos no estadio Vi, o tratamento com piraclostrobina +
tiofanato-metilico + fipronil (PC;) foi significativamente superior aos demais. Comparando-se o
tempo de armazenamento, 0 dias apresentou resultado significativamente superior ao tratamento
de 30 dias de armazenamento.

A massa de matéria seca de planta ndo foi afetada pelos fatores estudados no estadio
fenologico V. Entretanto, no estadio fenoldgico V7, observou-se que fludioxonil + tiabendazol +
metalaxil-M (PC,) proporcionou uma massa de matéria seca de planta significativamente superior
ao tratamento controle sem produtos comerciais no tratamento de sementes (PCy).

Para a concentracao de ureideos e eficiéncia da FBN, nao houve interacio ou diferenca

entre os fatores tratamento de sementes e armazenamento.
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Tabela 7. Nimero de nédulos por planta (nédulos planta-1), massa de nédulos (mg planta™),
massa de matéria seca de parte aérea por planta (g planta™), concentragio de ureideos (mM g') e
eficiencia da FBN (%), do experimento I, em vaso, com plantas no estadio fenologico V..

Numero de nédulos’

0 dias 30 dias
PC, TaA 5aA 6"
PC, 12aA 3abA 7,5
PC; 6aA 3abA 4,5
PC; 5aA 1bA 3
STD = 3,94 7,5™ 3
Massa de nédulos®
0 dias 30 dias
PCy 0,0043 0,0033 0,0038b
PC, 0,0132 0,0053 0,0093*
PC, 0,0065 0,0017 0,0041b
PC; 0,0049 0,0023 0,0036b
STD = 0,0047 0,0072* 0,0031b
Massa de matéria seca de parte aérea de planta’
0 dias 30 dias
PC,y 0,451 0,453 0,452"¢
PC, 0,499 0,543 0,521
PC, 0,475 0,510 0,492
PC; 0,447 0,449 0,448
STD = 0,08 0,468™ 0,488
Concentracio de ureideos*
0 dias 30 dias
PC, 0,280 0,280 0,280
PC, 0,140 0,180 0,160
PC; 0,330 0,180 0,250
PC; 0,150 0,270 0,210
STD = 0,14 0,220 0,230
Eficiéncia da FBN (ureideos/ (ureideos+nitrato))’
0 dias 30 dias
PC, 3,8 3,0 3,4
PC, 4,8 4,0 4,4
PC; 4,1 3,0 3,6
PC; 3,1 3,7 3,4
STD = 1,43 4,0 3,4

'Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

?Produto comercial (p<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).

3Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).

4 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

5> Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacao (p>0,1).

* Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade;
nimeros em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.

s Diferenca estatisticamente nao significativa.

#STD: desvio padriao da amostra.
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Tabela 8. Numero de nédulos por planta (nédulos planta™), massa de nédulos (mg planta’™),
massa de matéria seca de parte aérea por planta (g planta™), concentracio de ureideos (mM g") e
eficiéncia da FBN (%), do experimento I, em vaso, com plantas no estadio fenologico V.

Numero de nédulos’

0 dias 30 dias
PGy 17 11 14"
PC; 12 12 12
PC, 18 13 16
PC; 17 19 18
STD = 7,28 16 14
Massa de nédulos’
0 dias 30 dias
PCy 0,069 0,060 0,064
PC, 0,062 0,129 0,096
PC; 0,511 0,140 0,326
PC; 0,106 0,092 0,099
STD = 0,07 0,187™ 0,105
Massa de matéria seca de parte aérea de planta’
0 dias 30 dias
PCy 1,22 1,26 1,24b
PC, 1,30 1,71 1,51ab
PC, 2,17 1,79 1,98a
PC; 1,62 1,57 1,60ab
STD = 0,55 1,58 1,58
Concentracio de ureideos*
0 dias 30 dias
PCy 0,54 0,35 0,44
PC, 0,33 0,42 0,38
PC, 0,51 0,14 0,33
PC; 0,34 0,39 0,37
STD = 0,32 0,43 0,32
Eficiéncia da FBN (ureideos/ (ureideos+nitrato))’
0 dias 30 dias
PCy 21,5 23,0 22,27
PCy 20,4 25,8 23,1
PC; 28,1 15,1 21,6
PC; 26,8 30,1 28,4
STD = 17,74 24,2 23,5

'Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
?Produto comercial (p<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
SProduto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
4 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).
5> Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
“valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade; nimeros

em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.

ns Diferenca estatisticamente nao significativa.
2STD: desvio padrao da amostra.
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4.2. Experimento Il em campo, Nitossolo e irrigacao via pivo central

No Experimento II (em campo), solo Nitossolo sob irrigacdo via pivo central, a massa de
matéria seca de parte aérea nao apresentou interacao ou diferenca entre o tempo de armazenamento
e os tratamentos de sementes no estadio fenologico V4 (Tabela 9). Ja para o estadio fenoldgico R,
houve intera¢do entre os fatores, em funciao da reducao significativa de 0 para 30 dias de
armazenamento, nos tratamentos com piraclostrobina + tiofanato-metilico + fipronil (Tabela 10).

Quanto aos resultados para concentragao de ureideos por estadio, houve interagao entre
os fatores apenas para o estadio fenolégico V4 (Tabela 9). No armazenamento de 0 dias, o
tratamento controle (PCy) proporcionou uma concentragao de ureideos significativamente superior
ao tratamento com fludioxonil + tiabendazol + metalaxil-M. Ademais, exclusivamente para o
tratamento controle (PCy), houve uma reducdo na concentracao de ureideos de 0 para 30 dias de
armazenamento.

De maneira similar a concentracao de ureideos, a eficiéncia da FBN apresentou diferencas
significativas apenas no estadio fenologico V, (Tabela 9). Nesse caso, o armazenamento de 0 dias
apresentou eficiéncia significativamente maior que 30 dias.

A atividade da enzima nitrogenase também apresentou diferencas exclusivamente no
estadio fenologico V. Nesse caso, observou-se que o tratamento com carbendazim + tiram (PCs)
teve uma reducao significativa na atividade da nitrogenase de 0 para 30 dias de armazenamento de
sementes inoculadas. A atividade da enzima nitrogenase nao demostrou diferengas estatisticas entre
os tratamentos de sementes. Curiosamente, o tratamento controle, sem o uso de produtos
comerciais no tratamento de sementes (PCy), apresentou uma redugao na atividade da nitrogenase

de 0 para 30 dias de armazenamento (Tabela 9).
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Tabela 9. Massa de matéria seca de parte aérea por planta (g planta-1), concentracao de ureideos
(mM g, eficiéncia da FBN (%) e atividade da nitrogenase (log10 [pumol g s™]), experimento 11,

em Argissolo sob irrigacdo via pivo central, com plantas no estadio fenoldgico V.

Massa de matéria seca de parte aérea de planta’

0 dias 30 dias
PC, 1,00 0,95 0,97
PC; 1,03 0,95 0,99
PC, 0,85 0,84 0,84
PCs 0,85 1,00 0,92
STD=0,15 0,93 0,93
Concentracio de ureideos
0 dias 30 dias
PC, 4.43aA 3,20aB 3,81™
PC, 4,17abA 3,86aA 4,01
PC; 3,42bA 3,76aA 3,59
PCs 3,78abA 4,08aA 3,93
STD=0,68 3,95™ 3,73
Eficiéncia da FBN (ureideos/ (ureideos+nitrato))’
0 dias 30 dias
PC, 83,2 75,0 79,1°
PC, 80,2 78,6 79,4
PC; 76,3 75,4 75,9
PC; 80,8 79,5 80,1
STD=5,21 80,1* 77,1B
Atividade da enzima nitrogenase®
0 dias 30 dias
PC, 1,10aB 1,23aA 1,17
PC, 1,14aA 1,112A 1,13
PC; 1,27aA 1,00aB 1,14
PCs 1,15aA 1,10aA 1,13
STD=0,16 1,16™ 1,11

! Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
2Produto comercial (p<<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
3 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).
4 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).
“valores seguidos pelas mesmas letras nio diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade; nimeros

em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.

s Diferenca estatisticamente ndo significativa.
PSTD: desvio padrio da amostra.
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Tabela 10. Massa de matéria seca de patte aérea por planta (g planta™), concentragio de ureideos
(mM g, eficiéncia da FBN (%) e atividade da Nitrogenase (log10 [umol g s]), Experimento 11,
em Argissolo com irriga¢ao via pivo central, com plantas no estadio fenolégico Rs.

Massa de matéria seca de parte aérea de planta’

0 dias 30 dias
PCy 33,35aA 32,35aA 32,85
PC; 34,99* 29,12aB 32,06
PC, 32,12aA 30,34aA 31,23
PCs 29,56aA 36,84aA 33,20
STD=5,16 32,51™ 32,16
Concentracio de ureideos
0 dias 30 dias
PC, 3,17 2,95 3,06™
PC, 3,42 3,56 3,49
PC; 3,21 3,14 3,18
PCs 3,10 3,09 3,09
STD = 0,65 3,22 3,19
Eficiéncia da FBN (ureideos/ (ureideos+nitrato))’
0 dias 30 dias
PC, 06,1 55,8 61,0™
PC, 60,9 62,5 61,7
PC, 53,3 50,3 51,8
PCs 57,8 51,7 54,7
STD = 12,42 59,5 55,1
Atividade da enzima nitrogenase®
0 dias 30 dias
PC, 2,54 2,66 2,60
PC, 2,87 2,75 2,81
PC; 2,90 2,92 291
PCs 3,01 2,67 2,84
STD=0,28 2,83 2,75

'Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

2Produto comercial (p<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interagio (p>0,1).

3Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).

4 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

“valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade; nimeros
em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.

ns Diferenca estatisticamente nao significativa.

#STD: desvio padrido da amostra.

A produtividade média do experimento II foi de 3877,7 kg ha, variando entre 3641,3 e
4106,6 kg ha. Os resultados mostram que nio houve diferenca significativa entre os fatores, assim
como interagao entre eles. Para a massa de mil sementes, houve diferenca significativa apenas para

o fator armazenamento. Nesse caso, os tratamentos inoculados no dia da semeadura apresentaram

massa de sementes significativamente superior aqueles inoculados e armazenados por 30 dias

(Tabela 11).
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Tabela 11. Produtividade (kg ha') e massa de mil sementes (g), experimento II, em solo Argissolo
sob irrigacdo via pivo central.

Produtividade'
0 dias 30 dias
PG, 3963,5 3807,8 3885,7"°
PG, 3889.4 4043,0 3966,2
PC, 4106,6 3665,1 3885,8
PGCs 3904,8 36413 3773,0
STD=544,6 3966,1" 3789,3
Massa de mil grios’
0 dias 30 dias
PG, 2159 2172 216,6™
PG, 2373 216,9 227,1
PC, 216,5 209,6 213,1
PC; 2273 206,0 216,7
STD=13,8 224,2% 212,4b

'Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

ZProduto comercial (p<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

* Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade;
nimeros em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.

s Diferenca estatisticamente nao significativa.

“STD: desvio padrio da amostra.

4.3. Experimento lll em campo, Argissolo e sem irrigagao

A massa de matéria seca de parte aérea (Tabelas 12 e 13) apresentou interagio entre 0s
fatores estudados apenas no estadio fenolégico Vi, mas nao em Rs. No armazenamento de 0 dias
nao houve diferenca entre os produtos comerciais usados no tratamento de sementes, enquanto
no armazenamento de 30 dias o tratamento sem produto comercial apresentou massa de matéria
seca de parte aérea de planta significativamente superior a fludioxonil + tiabendazol + metalaxil-
M (PC;). Na comparagdo de cada produto nos perfodos de armazenamentos, apenas PC;
apresentou reducao de 0 para 30 dias.

Para as analises de concentracao de ureideos, ndo houve interacdes ou diferencas entre os
fatores tempo de armazenamento e tratamento de sementes, tanto em V4 como Rs;. Ja para a
eficiencia da FBN, houve diferenca apenas no estadio fenolégico Rs, onde o controle com apenas
inoculante (PCy) e fludioxonil + tiabendazol + metalaxil-M (PC,) foram significativamente
superiores que carbendazim + tiram (PCs).

Quanto a atividade da nitrogenase, houve interagao ou diferenca entre os fatores de
estudo apenas em V4, mas nao em Rs. Nesse caso, aos 0 dias de armazenamento, o controle com
apenas inoculante (PCo) foi superior ao tratamento com piraclostrobina + tiofanato-metilico
+fipronil (PCy) e carbendazim + tiram (PCs), enquanto que aos 30 dias nao houve diferenca entre
os tratamentos de sementes. Ainda, curiosamente, a atividade da nitrogenase foi superior em

carbendazim + tiram (PCs) aos 30 dias que aos 0 dias.
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Tabela 12. Massa de matéria seca de patte aérea por planta (g planta”), concentragio de ureideos
(mM.g™"), eficiéncia da FBN (%) e atividade da Nitrogenase (log10 [umol g" s]), Expetimento 111,
com plantas no estadio fenolégico V..

Massa de matéria seca de parte aérea de planta’

0 dias 30 dias
PCy 0,40aA 0,47aA 0,44
PC, 0,35aA 0,37abA 0,36
PC, 0,48aA 0,32bB 0,40
PCs 0,35aA 0,40abA 0,37
STD=0,08 0,39 0,39
Concentracio de ureideos
0 dias 30 dias
PC, 0,75 1,03 0,89™
PC, 1,09 1,00 1,05
PC, 1,06 0,74 0,90
PCs 1,33 1,11 1,22
STD=0,40 1,06™ 0,97
Eficiéncia da FBN (ureideos/ (ureideos+nitrato))’
0 dias 30 dias
PC, 40,33 49,84 45,08
PC, 4313 40,63 41,88
PC; 42,70 36,92 39,81
PCs 36,05 39,21 37,63
STD=9,95 40,55 41,65
Atividade da enzima nitrogenase®
0 dias 30 dias
PC, 2,54aA 2,02aA 2,28
PC, 1,70bA 1,64aA 1,67
PC; 1,96abA 1,85aA 1,91
PCs 1,53bB 2,06aA 1,80
STD=0,44 1,93 1,89

! Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interagio (p>0,1).
2 Produto comercial (p<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
3 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interaciao (p>0,1).
# Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacao (p>0,1).
* Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade;
nimeros em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.
s Diferenca estatisticamente nao significativa.
#STD: desvio padriao da amostra.
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Tabela 13. Massa de matéria seca de parte aérea por planta (g planta™), concentracio de ureideos
(mM g"), eficiéncia da FBN (%) e atividade da nitrogenase (log10 [pmol g s™']), Experimento 111,
com plantas no estadio fenolégico Rs.

Massa de matéria seca de parte aérea de planta’

0 dias 30 dias
PC, 20,18 19,90 20,04
PC; 20,61 19,16 19,88
PC, 21,69 18,48 20,08
PCs 18,80 24,48 21,64
STD=4,22 20,32 20,50
Concentracio de ureideos
0 dias 30 dias
PC, 3,83 3,75 3,79™
PC, 3,70 3,53 3,61
PC, 3,41 3,47 3,44
PCs 3,16 3,63 3,39
STD = 0,45 3,52 3,59
Eficiéncia da FBN (ureideos/ (ureideos+nitrato))’
0 dias 30 dias
PC, 77,39 77,20 77,29*
PC, 72,74 72,89 72,82ab
PC, 76,25 76,06 76,15*
PCs 58,01 69,52 63,76b
STD= 9,30 71,10™ 73,92
Atividade da enzima nitrogenase®
0 dias 30 dias
PC, 2,50 2,29 2,45
PC, 2,53 2,48 2,50
PC, 2,58 2,42 2,39
PCs 2,19 2,38 2,35
STD=0,35 2,45 2,39

! Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
2Produto comercial (p<<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).
3 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacdo (p>0,1).
4 Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacao (p>0,1).
* Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade;
ndmeros em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.
ns Diferenca estatisticamente nao significativa.
PSTD: desvio padrio da amostra.

A produtividade média do experimento I11 foi de 3394,9 kg ha™, variando entre 2557,9 e
3721,5 kg ha''. Houve interacio significativa entre os o tratamento de sementes € 0 armazenamento
de sementes inoculadas. No armazenamento de 0 dias nao ocorreu diferengas entre os produtos
utilizados no tratamento de semente em comparagio com o tratamento controle (PCy). Ja no
armazenamento de 30 dias, piraclostrobina + tiofanato-metilico + fipronil (PC;) foi superior ao

tratamento com fludioxonil + tiabendazol + metalaxil-M (PC,). Para a variavel massa de mil graos

nao houve interacao ou diferengas entre os parametros estudados.
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Tabela 14. Produtividade (kg ha') e massa de mil sementes (g) do experimento I11.

Produtividade'
0 dias 30 dias
PG, 3439 0aA 3505,2abA 3472,1%
PG, 3514,3aB 3721,5aA 3617,9
PC, 3628,4aA 2557,9bB 2890,9
PCs 3373,0aA 3419,6abA 3396,3
STD=578,47 3488,7" 3199,9
Massa de mil grﬁos2
0 dias 30 dias
PG, 221,0 221,5 221,2
PG, 2289 230.,4 229,7
PC; 2272 2210 2241
PCs 2238 227.6 225,7
STD=8,08 225,2" 225,1

! Produto comercial (p>0,1); Armazenamento (p>0,1); Interaciao (p>0,1).

2Produto comercial (p<0,1); Armazenamento (p>0,1); Interacio (p>0,1).

* Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 10% de probabilidade;
nimeros em negrito representam a média de cada tratamento dentro do fator.

ns Diferenca estatisticamente ndo significativa.

#STD: desvio padrao da amostra.
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5. DISCUSSAO

Tanto o experimento em vaso como 0s experimentos em campo evidenciaram o efeito
dos tratamentos de sementes ¢/ou periodo de armazenamento de sementes inoculadas.

Anghinoni et al. (2017), trabalhando com duas combinag¢des diferentes de produtos e
tempos de armazenamento, encontraram resultados semelhantes aos observados no experimento
de vaso, onde o tratamento de sementes com carbendazim e tiram, isolados ou em mistura,
promoveu a redu¢io do nimero de ndédulos na cultura da soja, e consequentemente o teor de
nitrogénio nas sementes. Costa et al. (2000) avaliaram o uso de Bradyrhizobinm japonicum em
sementes de soja tratadas com fungicidas Carbendazim + tiram e verificaram uma redu¢do no
namero de noédulos de 48% em plantas de soja, em compara¢iao com as plantas apenas inoculadas.

Os resultados em V4 nos experimentos de campo apresentaram padroes diferentes de
resposta para as variaveis avaliadas. Para a massa de matéria seca de parte aérea de plantas, houve
diferenca entre os tratamentos apenas para o experimento em Argissolo, sem irrigacao. Zilli et al.
(2009) observaram em seu trabalho que sementes tratadas com carbendazim + tiram, e inoculadas
com Bradyrhizobinm japonicum e B. elkanit, nao observou redugao significativa na massa de matéria
seca de plantas mesmo quando houve redugdo no numero de nédulos. Também Araujo et al.
(2017), utilizando piraclostrobina + tiofanato-metilico + fipronil e armazenamento de sementes
inoculadas, nao encontraram diferencas significativas para a variavel massa de matéria seca de
plantas entre 30 e 50 dias apos a emergéncia. O resultado observado para o experimento em
sequeiro pode ter sido influenciado pelo fato do baixo volume de chuvas no inicio do
desenvolvimento da cultura, o que pode ter levado a intensificagdo do efeito dos tratamentos de
sementes e perfodo de armazenamento. No entanto, o efeito na concentragao de ureideos e
eficiencia da FBN no inicio do desenvolvimento da cultura ocorreu no experimento em Nitossolo
sob irrigacdo via pivo central.

A atividade da enzima nitrogenase também pode ter sido influenciado pela baixa
quantidade de chuvas no inicio do desenvolvimento da cultura no experimento em sequeiro, uma
vez que diferencas para essa variavel ndo foram verificadas no experimento sob irrigagao via pivo
central. Segundo Bikrol et al. (2005), a atividade da nitrogenase foi afetada pelo tratamento de
sementes com tiram, ocorrendo um declinio acentuado da atividade da nitrogenase.

As produtividades médias dos experimentos II e III foram de 3877,7 e 3394,9 kg ha'',
respectivamente, ambas acima da média nacional na safra 2018/19 que foi de 3206,0 kg ha’

(CONAB, 2019).
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O armazenamento de sementes inoculadas por 30 dias pode ser prejudicial 2 FBN mesmo
sem a presenca de tratamento de sementes, conforme verificado para concentragao de ureideos em
V4 no experimento II.

O numero de nédulos em V, no experimento em vaso apontou uma redugao na variavel
aos 30 dias de armazenamento em func¢io do tratamento com catbendazim + tiram. O efeito
adverso de carbendazim e tiram, isolados ou em mistura, na FBN foi reportado em outros estudos
(BIKROL; SAXENA; SINGH, 2005; CAMPO; ARAUJO; HUNGRIA, 2009; MARTYNIUK;
KOZIEL; GALAZKA, 2016; ANGHINONI et al., 2017). Ademais, outros ingredientes ativos
dos mesmos grupos quimicos (benzimidazois e ditiocarbamatos) foram relatados como prejudiciais
a nodulacio, afetando nimero e massa de nédulos (CAMPO; ARAUJO; HUNGRIA, 2009).
Fungicidas do grupo ditiocarbamatos tém a¢dao multissitio e afetam processos bioquimicos de
diversos organismos. Contudo, apesar da combinagao carbendazim + tiram (PCs) ter sido inferior
ao controle para nimero, o mesmo nio ocorreu na avaliagdo de concentracio de ureideos e
eficiéencia da FBN.

Comparando-se as produtividades dos tratamentos de semente (PCo, PCy, PC; e PC;) aos
0 e 30 dias de armazenamento, pode-se observar que os tratamentos com presenca de fungicidas
foram iguais ou inferiores ao tratamento com apenas inoculante (pstc0). Apesar de ser uma
excelente estratégia de manejo para diversas doencas (DORRANCE; MCCLURE, 2001; URREA,
RUPE, ROTHROCK, 2013), a relaciao entre custo e beneficio do uso de tratamento de sementes
em soja é um tema de crescente discussao safra apds safra, justamente por apresentar uma variagao
muito grande em resultados positivos para produtividade (BRADLEY, 2008). Rossman et al.
(2018), testando combinagoes de fungicidas, fungicidas + inseticidas, e inseticidas + fungicidas +
nematicidas ao longo de duas safras em sete ambientes diferentes observaram que tanto fungicidas,
como fungicidas + inseticidas e fungicidas + inseticidas + nematicidas aumentaram o estande de
plantas em V¢/Vi, quando comparados ao controle sem nenhum tratamento de sementes. No
entanto, apenas fungicida + inseticida apresentou um aumento em produtividade. Os autores ainda
demonstram que, apesar de produtividade ser correlacionada com estande de plantas (r=0,16,
p=<0,0001), o aumento no estande de plantas resultou em aumento de produtividade em apenas
um local e apenas na safra de 2015, quando a populacao de plantas do tratamento controle caiu
abaixo de 247.000 plantas por hectare. Esse estudo niao mostrou ganho estatistico em
produtividade comparando-se tratamento de sementes com e sem fungicidas em todos os 24
ambientes de producao estudados (8 locais x 3 anos).

A produtividade é o fator determinante na tomada de decisio para experimentos de

campo, uma vez que representa o produto final de todos os fatores que interagiram com a cultura
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ao longo do seu desenvolvimento no campo. Nao obstante, é frequente o relatado por outros
autores que trabalham com variaveis relacionadas a FBN na soja a falta de responsividade da
produtividade em fun¢io da FBN. O numero de nédulos e a produtividade sio medidas
complementares em estudos sobre a FBN. Por exemplo, Sanginga et al. (2000) observaram que o
uso de inoculante influenciou a nodula¢ao em soja, mas nao a produtividade. Ja no Brasil, Hungria
et al. (1998) observaram que o uso de inoculante influenciou a produtividade, mas nio afetou os
parametros de nodulagao. Hungria et al. (2017) observaram que, mesmo em situagdoes onde ha
respostas lineares no numero e massa de nédulos em relagao ao aumento de doses de inoculantes,
pode nio haver resultado para o aumento de produtividade.

Das diferencas observadas para os componentes de produgdao, nao se observaram
diferencas para produtividade e massa de mil sementes em conjunto. No experimento II, houve
uma redu¢ao na massa de mil sementes devido ao armazenamento das sementes inoculadas por 30
dias, mas nao houve redu¢ao de produtividade. Por outro lado, no experimento III, houve um
impacto do fator armazenamento exclusivamente sobre a mistura fludioxonil + tiabendazol +
metalaxil-M (PC;) para a produtividade da cultura de soja. No entanto, efeito contrario do
armazenamento foi observado para a mistura piraclostrobina + tiofanato-metilico + fipronil, onde
30 dias apresentou produtividade significativamente superior a 0 dias. Araujo et al. (2017) nao
encontraram diferencas na produtividade comparando o uso de inoculante associado a
piraclostrobina + tiofanato-metilico + fipronil (pstcl) e armazenamento de sementes tratadas e
pré-inoculadas por 0 e 30 dias, em quatro experimentos realizados em solos com concentragao de
Bradyrhizobium sp. variando de 0 a 10* UFC g' de solo. Os autores também nio observaram reduc¢io
no numero e massa de nédulos em plantas na fase vegetativa da cultura. Apesar de nio terem
encontrado diferenga a campo, houve uma redugio de 6,70x10" para 2,31x10° UFC semente ™, valor
este que, tecnicamente, estaria abaixo do recomendado para garantir bom desempenho simbidtico

nas condi¢oes do Brasil (HUNGRIA et al., 2017).
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6. CONCLUSAO

Tanto o armazenamento de sementes pré-inoculadas, como o uso de produtos comerciais
no tratamento de sementes influenciaram variaveis relacionadas a FBN nos trés experimentos.
Considerando-se os componentes de produgao da cultura, o armazenamento influenciou a massa
de mil grios, enquanto os tratamentos de sementes influenciaram a produtividade apenas aos 30

dias de armazenamento.
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