FELIPE FUSER POMMORSKY

DESENVOLVIMENTO DE PACOTE BIOTECNOLOGICO PARA
TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA

Sao Paulo
2016

Tese apresentada ao Programa de
P6s-Graduagcdo em Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S3o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Doutor em
Ciéncias.



FELIPE FUSER POMMORSKY

DESENVOLVIMENTO DE PACOTE BIOTECNOLOLGICO PARA
TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA

S3do Paulo
2016

Tese apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagcdo em Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S3o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Doutor em
Ciéncias.

Area de concentragio: Microbiologia

Orientadora: Dra. Heloiza Ramos
Barbosa.

Versao corrigida. A versao original
eletronica encontra-se  disponivel
tanto na Biblioteca do ICB quanto na
Biblioteca Digital de Teses e
Dissertacdes da USP (BDTD).



DADOS DE CATALOGACAD NA PUBLICAGAD (CIF)
Servigo de Biblicteca e Informagao Biomedica do
Instituto de Cigncias Biomédicas da Universidade de S50 Paulo

© reproducSo total

Pommorsky, Felipe Fuser.
Desenvolvimento de pacote bictecnologico para tratamento de
sementes de soja / Felipe Fuser Pommorsky. — S3o Paulo, 2015.

Orientador: Profa. Dra. Heloiza Ramos Barbosa

Tese (Doutorado) — Universidade de 580 Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Departamento de Microbiclogia. Area de concentragio:
Microbiclogia. Linha de pesquisa: Bioprodutos agricolas.

Vers3o do titule para o inglés: Development of biotechnological
package for treatment of soybean seeds.

1. Soja 2. Fixagdo de nitrogénio 3. Biotecnologia 4. Produtos
agricolas 5. Bactérias produtoras de nitrogénio 6. Vitamina B12 1.
Barbosa, Profa. Dra. Heloiza Ramos Il Universidade de Sdo Paulo.
Instituto de Ciéncias Biomédicas. Programa de Pos-Graduagio em
Microbiologia 1. Titulo.

ICBVSBIBO174/2015




UNIVESIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato :

Titulo da Tese:

Orientador(a):

Felipe Fuser Pommorsky.

Desenvolvimento de Pacote Biotecnolégico para tratamento de sementes de
soja.

Profa. Dra. Heloiza Ramos Barbosa.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa de Doutorado, em sessao

publica realizada a .....cccoceuuunne Y Z—— [ eneennenenneannenns , considerou

Examinador (a):

Examinador (a):

Examinador (a):

Examinador (a):

Presidente:

( ) Aprovado ( ) Reprovado

N 00 =X 0 =
|\ [0 s U<
INSTITUICAOD 1 oottt sss st s s s s e eas s eaeannanes

DN 00 =X 01 = A,
|\ L0 s (<
INSTITUICAOD 1 oottt s s s

N 10 = ) = T
1\ 10 5 0 L
INSTITUICAOD 1 oottt s sttt sttt st ses st sns s

N 00 =1 01 =
0 & 0 L
50T 0 L (7= Lo TP

N3 00 =1 01 =
1\ 10} & 0 L
500 0L (7= Lo PO



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

] INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
!
~ JL L Cidade Universitéria “Armando de Salles Ofiveira”
/ N Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - CEP. 05508-000 Sdo Paulo, SP — Brasil
( ( \ J Telefone :(55) (11) 3091-7733 - telefax : (55) (11) 3091-7438
\\\ - e-mail: ) v
‘\] r Connssdo de [:'Iit;t_l_('lﬂ !ff'}_{!{l}l.{(i

CERTIFICADO DE ISENCAO

Certificamos que o Protocolo CEP-ICB N* 276, referente ao
projeto mutulado: “Agriculrura sustentdvel de soja através do uso de
novos fertlizantes biologicos e orgdnicos sob a responsabilidade de
Felipe Fuser Pommorsky, foi analisado na presente data pela CEEA -
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL e pela CEPSH -
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS, tendo sido
deliberado que o referido projeto nio envolve manipulacio animal ou humana
que justifique uma aprovagio quanto aos principios éticos exigidos por ambas

as Comissoes.

Sdo Paulo, 19 de novembro de 2008.

PROF. DR. WOTHAN TAVARES DE LIMA PROF. DR. Luiz VICENTE R1z70
Coordenador da CEEA - ICB/USP Coordenador da CEPsh - ICB/USP



“Se vocé quer transformar o mundo,
experimente primeiro promover o0 seu
aperfeicoamento pessoal e realizar inovagbes

no seu proprio interior.”

(Dalai Lama)



AGRADECIMENTOS

-

E com muita satisfacdo que expresso aqui o mais profundo agradecimento a
todos aqueles que tornaram a realizacao deste trabalho possivel.

Agradeco a minha orientadora, professora Dra. Heloiza Ramos Barbosa, pela
excelente conducao da presente tese, por me ensinar sobre ética profissional e ser um
exemplo de integridade e sabedoria. Por oferecer os pilares sustentadores na construgao
desta trajetoria académica, pela confianga que sempre depositou em nossos projetos e
estudos, sempre atenciosa e prestativa, mostrando sua enorme generosidade e
disposicao.

Ao professor Crodowaldo Pavan pela amizade, exemplo, dedica¢do e confianga,
que serao eternamente lembrados, e por ter sido um modelo no qual procuro me
espelhar.

Agradeco a minha mulher, Juliana, que de forma especial e carinhosa me deu
forca e coragem, me apoiando nos momentos de dificuldades com muito amor,
compreensao e incentivo. Que me faz uma pessoa melhor todos os dias, obrigado pela
paciéncia, por compartilhar a nossa maravilhosa vida e por ter me dado os meus
maiores e mais importantes presentes.

As minhas filhas, Marcela e Catarina, que embora ainda ndo tenham
conhecimento disto, sdo a forgca-motriz que me movem diariamente e me ensinaram o
verdadeiro sentido da palavra amor.

A minha mie, Ana Beatriz, pelo amor incondicional, por me ter dado a vida, pelos
ensinamentos e por ser a maior responsavel pela minha formacao.

Aos meus irmaos, Eduardo e André, agradeco de forma grata e grandiosa, pelo
suporte e constante apoio nos momentos dificeis e importantes, e pelas alegrias e
amizade.

A CAPES e o Ministério da Educacio pela bolsa nos primeiros anos do doutorado.
A FAPESP pelo financiamento, pelos relatérios, recomendacées e sugestdes dos
rigorosos assessores que aprimoraram o meu trabalhos nesses tltimos anos. A FINEP e
0 Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacao, pelo financiamento, reunides e

experiéncia profissional.



RESUMO

POMMORSKY, F. F., Desenvolvimento de pacote biotecnoldgico para tratamento de
sementes de soja. 2015. 96p Teste (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja. Novas tecnologias que
possibilitem um aumento na producao desse grao, sem causar impactos no ecossistema,
sao de grande interesse ambiental, social e econdmico. Com objetivo de desenvolver um
pacote biotecnolégico foram realizados quatro grupos de estudos. Em ensaios in vitro e
in vivo foram selecionados, um rizébio (Ensifer fredii) e duas bactérias promotoras de
crescimento vegetal (Pseudomonas fluorescens e Paenibacillus edaphicus), para serem co-
inoculadas em sementes de soja. Por meio de estudos em casa-de-vegetacdo foram
desenvolvidas duas tecnologias aplicadas ao inoculante contendo o rizébio ( fatores Nod
e cobamamida), que foram avaliados em conjunto (pacote biotecnolégico) em campo de
cultivo de soja, que mostrou-se capaz de aumentar a nodula¢do, o desenvolvimento da
planta e rendimento dos graos dessa leguminosa.

Palavras-chave : Soja. Inoculantes. Fixacdo Biolégica do Nitrogénio. Pacote
Biotecnolégico. Fatores Nod. Cobamamida.



ABSTRACT

POMMORSKY, F. F., Development of biotechnological package for treatment of
soybean seeds. 2015. 96p. Ph. D. Thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Brazil is the world’s second largest producer of soybean. New technologies that
increase the production of this grain, without causing environmental impacts, they are
of great enviromental, social and economic importance. In order to develop a
biotechnological package it was conducted four study groups. Using in vitro and in vivo
assays were selected, one rhizobium (Ensifer fredii) and two plant growth promoters
bacterias (Pseudomonas fluorescens e Paenibacillus edaphicus) to b eco-inoculated in
soybean seeds. Through studies in greenhouses, two technologies applied to agricultural
inoculant have been developed (Nod factors and cobamamide), which were evaluated
together ( biotecnhological package) in soybean crop field, wich proved capable to
increase nodulation, plant growth and yield grain of this legume.

Keywords : Soybean. Inoculants. Biological Nitrogen Fixation. Biotecnhological Package.
Nos factors. Cobamamide.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo (TORRES, 2015), com
uma produc¢do de 86,12 milhdes de toneladas de grdos (safra 2013/14), que ocupam
30,2 milhdes de hectares (CONAB, 2014). O cultivo dessa leguminosa é de grande
importancia economica (GOMIERO et al, 2011), sendo considerada a principal
“commodity” do agronegocio nacional e grande responsavel pelo superavit da balanga
comercial; o total das exportacées do complexo soja ultrapassou US$ 30 bilhdes, o que
representa 31% das vendas externas do Brasil (CONAB, 2014).

O crescente aumento na producao de soja, para atender a demanda mundial, tem
sido acompanhado pelo aumento do uso de agroquimicos na lavoura, que resultam em
sérios impactos ambientais (DALLA CORTE et al., 2014). O Brasil é o maior consumidor
de produtos agrotdéxicos no mundo (MOURA et al., 2014). O agrotdxico visa alterar a
composi¢cdo de um agrossistema, a fim de preserva-lo da agdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, porém acaba afetando todo o ecossistema (MATOS, 2014). No
Brasil, cerca de 500 mil pessoas sdo contaminadas todos os anos e o impacto causado
pelo o uso e fabricacdo dos agrotéxicos é, muitas vezes, irreversivel (FERREIRA et al,,
2014).

O preparo do solo para a agricultura convencional resulta em drastica diminui¢cdo
da microbiota, exterminando os microrganismos decompositores, recicladores, agentes
de controle biolégico, fixadores de nitrogénio e solubilizadores de rochas (SINGH et al,,
2011). O desequilibrio causado pelo atual sistema de manejo agricola causa a destruigdo
desses agentes responsaveis pela manutencao da natureza, impossibilitando a producao
sustentavel dos alimentos, biocombustiveis, matérias primas, entre outros (CHAPARRO,
2012). Atualmente um dos maiores desafios é assegurar o aumento da producao
agricola conservando a biodiversidade, os ecossistemas e mantendo uma base saudavel
para aqueles que dependem da agricultura para sua sobrevivéncia, além permitir a
produgdo para as futuras geragdes (BLOWERS, 2013; NORBERG; CUMMING, 2013).

A principal maneira de reverter esse quadro sera a busca de um novo modelo,
capaz de garantir produgdo estavel e vidvel do ponto de vista econdmico, social e
ecologico (ALSTON; PARDEY, 2014). O uso de inoculantes contendo microrganismos
promotores de crescimento vegetal (PGPs — do inglés “plant growth promoters”), pode

ser utilizado para defesa e aporte nutricional as plantas, podendo ser uma alternativa
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para reducdo dos custos de producgdo e do impacto causado pelos adubos quimicos e
defensivos agricolas (PANNEERSELVAM et al., 2015). Compreender os mecanismos
envolvidos na interagdo bactérias-planta, selecionar microrganismos que promovam
crescimento vegetal e desenvolver técnicas que permitam o aprimoramento dessa
relacdo sdo aspectos que, devidamente implantados, podem levar ao desenvolvimento
sustentavel da agricultura nacional (BIEGELMEYER et al., 2015).

O aumento dos rendimentos na sojicultura estd intrinsecamente ligado ao
nitrogénio fornecido a planta (HUNGRIA et al. 2001; PEOPLES; CRASWELL, 1992), que
pode ser obtido pela fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN), que ocorre gragas a relacao
simbidtica desta leguminosa com bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Ensifer
(YOUSEIF et al.,, 2014). Outros mecanismos diretos de promocao de crescimento vegetal
sdo: a producdo de acido cianidrico, que aumenta o desenvolvimento dos pelos
radiculares; a producdo de hormoénios vegetais, como auxinas, etileno, giberelinas e
citocininas; liberacdo de enzimas, como a ACC deaminase que promove
desenvolvimento precoce de raizes e protecdo contra estresses ambientais, solubilizacao
de fosfato e potdssio; producdao de vitaminas, aminoacidos, poliaminas e outras
substancias (CASTILLO, 2015; PRASAD et al., 2015; SIVASAKTHI et al.,, 2014).

Por outro lado, diversos microrganismos possuem mecanismos de biocontrole
que protegem as plantas contra patégenos e doencgas (PRATT; CENTER, 2012). Os
agentes de biocontrole podem atuar por meio de varios mecanismos, como: produgdo de
sideré6foros, antibioticos e bacteriocinas, competicao por substrato, parasitismo, inducao
de resisténcia e protecdo cruzada (BERG, 2015; MERCADO-BLANCO, 2015; WHITTLE et
al,, 2015).

Aos inoculantes agricolas podem ser aplicadas tecnologias que potencializem os
beneficios desse insumo no campo, como por exemplo a adi¢do de hidrogenases,
lumicroma, fatores Nod, riboflavinas, vitamina B12 e outras substancias (BASHAN et al,,
2014). Os fatores Nod sdo importantes moléculas sinalizadoras produzidas pelas
bactérias durante o processo de nodulagdo, enquanto a vitamina B12 e sua coenzima
(cobamamida), sdo moléculas essenciais para a formacao de nodulos eficientes na FBN,
desta forma, essas substancias podem ser ferramentas que favorecem o estabelecimento

da simbiose entre os rizdbios e a soja.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e O objetivo geral do presente estudo foi desenvolver um pacote biotecnologico,
formado pelo conjunto de inoculantes e novas tecnologias, para aplicacio em
sementes de soja, que resultem no aumento da nodulagdo, melhor crescimento da

planta e maior rendimento dos graos.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar combinagdes de bactérias dos géneros Bradyrhizobium e/ou Ensifer, com
outros PGPs por meio de testes tanto in vitro com in vivo (plantas de soja).

e Desenvolver técnica para producdo de fatores Nod e analisar o efeito de sua
aplicacdo no desenvolvimento da soja .

e Avaliar a adi¢do e producgao de vitamina B12 e cobamamida na nodulac¢do da soja.

e Estudar o efeito da aplicacdo conjunta dos inoculantes (contendo as bactérias

selecionadas) e as novas tecnologias desenvolvidas, no rendimento dos graos de soja.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 A Cultura de soja no Brasil

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma planta herbacea da familia das fabaceas,
originaria do Sudeste Asiatico (ZERPA et al. 2013). No contexto das grandes culturas
produtoras de grdos, foi a que mais cresceu nos ultimos anos (MB AGRO, 2013),
aumentado 763% a produgdo, em quatro décadas e tornando-se o principal grao
cultivado no mundo (LOPES, 2013). Tais taxas deverao manter-se, segundo estimativas
da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (ODECD). O
incremento deve-se a expectativa de crescimento da populacdo e pelos crescentes
volumes para suprir as necessidades de farelos protéicos (GUERRA, 2006). Os 6leos
vegetais igualmente pressionam seu crescimento, por sua utilizacio como
biocombustivel (biodiesel e H-Bio), pelo qual a soja responde por quase 90% da
produgdo nacional (MB AGRO, 2013). Uma vez que o Brasil é o pais que possui o maior
potencial de expansdo da area cultivada, podera, desde que tecnicamente adequado,
constituir-se no maior produtor e exportador mundial de soja e seus derivados (ABIOVE,
2013).

No Brasil, a expansao de seu cultivo foi impulsionada por diversos fatores como:
incentivos fiscais (ZAMBERLAN, 2014), demanda pelo mercado internacional (VAN
VLIET, 2012), a substituicao do uso de gorduras animais por 6leos vegetais (DAN, 2012),
melhorias de infraestrutura nacional, topografia favoravel a mecanizacdo, e o
desenvolvimento de um pacote tecnolégico bem sucedido para a producdo desse grao

(LAMPTEY, 2014) .

3.2  Fixacdo bioldgica de nitrogénio em soja

A cultura de soja requer grande demanda de nitrogénio, que pode ser obtido pela
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) (CHANG; HUNGRIA, 2015), realizada por
microrganismos diazotroficos, que reduzem o nitrogénio atmosférico (N2) a amoénia
(NHa).

Na soja a FBN ocorre gracas a relagdo simbidtica com bactérias dos géneros
Bradyrhizobium e Ensifer (JANCZAREK, 2015) que infectam as raizes formando nédulos,
estruturas onde o nitrogénio é fixado (CAMPO et al.,, 2009). O processo de FBN é
catalisado pela nitrogenase (OHKAMA-OHTSU et al.,, 2015), um complexo enzimatico
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formado por duas proteinas, a dinitrogenase (componente I/Fe-proteina) e a
dinitrogenase redutase (componente I/ Mo-Fe-proteina). A redug¢do do N2 ocorre pela
transferéncia de elétrons da ferredoxina/flavodoxina a dinitrogenase, que reduzida, doa
elétrons a dinitrogenase redutase (a qual esta ligado o substrato), que recebe os elétrons
formando a amédnia (figura 1). Alguns rizébios contém uma enzima, a hidrogenase, capaz
de romper as moléculas de Hz formado pela reducdao de H* a Hz gasoso, e aumentar a
disponibilidade de elétrons para redug¢do de N, favorecendo a FBN (BJORNSSON, 2015).

A nitrogenase é irreversivelmente inibida pelo oxigénio atmosférico (02); desta
forma, os microrganismos diazotréficos possuem mecanismos de protecdo a favor dessa
enzima. No caso dos rizébios em simbiose, a protecdo é realizada pela leghemoglobina,
proteina responsavel pelo transporte e manuten¢do do nivel de oxigénio a taxas que
permitam contemporizar o processo respiratério da bactéria e o funcionamento da

nitrogenase (LARRAINZAR, 2015).

Figura 1- Esquema geral do mecanismo catalitico da nitrogenase.
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FONTE: Baseado no modelo de Holland (2011)

Como a soja ndo é nativa do Brasil (ZERPA et al. 2013), os solos brasileiros ndo

possuem bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de formar nédulos efetivos com essa
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leguminosa, sendo necessaria a inoculagdo desses microrganismos ao solo (LUPWAYI et
al. 2005). Vargas e Suhet (1980) afirmam que o sucesso da cultura de soja reside na
eficiéncia do processo de FBN, pois para alcancar a produtividade brasileira, seria
necessario aplicar de 300 a 400 kg/ha de ureia. Como a soja possui baixa capacidade de
absorcao/utilizacdo de nitrogénio dos adubos, essa pratica inviabilizaria a cultura no
pais (CHANG; HUNGRIA, 2015). Calcula-se que a inoculagdo resulta em uma economia
estimada em cerca de R$ 11 bilhdes anuais para o Brasil e uma solugdo ao impacto

ambiental causado pelos adubos nitrogenados (EMBRAPA, 2011).

3.3 Formacgao do nédulo em soja

0 inicio do processo de nodulagdo depende de um reconhecimento especifico
entre os rizobios e a soja (DING; OLDROYD, 2009). O primeiro passo consiste na
liberacao de fotoassimilados pela soja, sendo que 19% sao langados no solo. Uma analise
metaboldmica verificou a presenga de 166 metabdlitos liberados na rizosfera da soja
(compostos fendlicos, vitaminas, aminoacidos, acidos graxos, acidos carboxilicos e

carboidratos).

Figura 2- Esquema geral da troca de sinais entre B. japonicum e soja.
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FONTE: Baseado no modelo de Stacey et al. (2006).
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Dentre os compostos fendlicos, os mais importantes no estabelecimento da
simbiose sao isoflavondides (genisteina, daidzeina e isoliquiritigenina) (BOPGELMEZ-
TINA, 2003), considerados os primeiros mensageiros moleculares (MCINNIS;
BLACKWELL, 2011). Os isoflavonoéides (figura 2) desencadeiam nos rizébios a expressao
dos genes necessarios a nodulagao (nod, nol e noe) ( STRENG etal. 2011).

A proteina NodD é a principal mediadora da expressdao génica nos rizobios,
atuando tanto como sensor do sinal emitido pela soja, como ativador transcripcional dos
genes do operon nod (INDRASUMUNAR et al. 2011). A proteina NodD controla o operon
nodABClJnolOnoel, nodSU, noeE e noll na sintese dos fatores Nod
(lipoquitooligossacarideos) (MCINNIS; BLACKWELL, 2011). A percepcao dos fatores
Nod ativa a expressdao dos genes nodulinos da planta, desencadeando uma série de
mudangas, que provocam o encurvamento da extremidade apical do pelo da raiz, com
despolarizacdo da membrana celular, reorientacdo do citoesqueleto, aumento de calcio
intracelular, divisdo das células corticais jovens e formacdo do canal de infeccdo
(STACEY etal, 2006).

A bactéria aderida ao pélo radicular produz celulases que degradam parte da
parede celular da planta, que sofre invaginacao, alcangando o canal de infec¢do. O canal é
formado por uma nova parede celular sintetizada pelo hospedeiro, embebida em uma
matriz produzida pela bactéria e glicoproteinas vegetais. Quando as ramificagcdes do
canal de infeccdo atingem as células corticais, ocorre a liberagdo dos rizobios em seu
interior e estes param de se dividir. As bactérias sofrem transformacdes fisioldgicas e
morfoldgicas, passando a ser denominadas bacterdides (MINAMI et al. 1996).

Cada bacteréide é envolvido pela membrana peribacterdide, constituindo o
simbiossomo, que esta embebido por leghemoglobina. A leghemoglobina é composta por
um grupo heme ligado a um grupo protéico, sendo encontrada no citossol intimamente
associada ao simbiossomo. A leghemoglobina é responsavel pelo transporte e
manutencdao do nivel de oxigénio a taxas que permitam contemporizar o processo
respiratorio do bacterdide e o funcionamento da nitrogenase (EHRHARDT; WAIS, 1996).

As baixas concentragdes de nitrogénio combinado induzem a expressao dos
genes nif, que codificam as enzimas envolvidas na fixacdo bioldgica do nitrogénio,
principalmente o complexo nitrogenase, além de proteinas reguladoras (GRAHAM,

2013).



Figura 3 - Esquema geral da formagdo do nédulo.
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A energia para a FBN é suprida por fotossintatos fornecidos pela soja,
principalmente malato e succinato (figura 4), que proporcionam uma fonte de carbono e
energia para a atividade do bacterdide e da nitrogenase na conversao do nitrogénio em
amonia (LIBAULT, 2014).

A excrecao de NHg4* é facilitada pela alta atividade da glutamina sintetase (GS),
responsavel pela assimilagdo do NH4* e a glutamato sintase (GOGAT) da célula vegetal,
pela utilizacdo da glutamina para sintese de aminoacidos proteicos (SUN et al., 2013),
transferidos para outros compostos (ureideos, alantoina e acido alantéico) por meio de
reacoes de transaminagdo (CHEN etal,, 2011).

Ureideos, asparagina e glutamina sdo importantes na biossintese de proteinas
nas sementes. Os nitrogénios da alantoina sdo incorporados em proteina e os ureideos
sao degradados no integumento e NH4+ resultante é usado na sintese proteica (FREIXAS
et al, 2011). O fluxo de translocacdo pelos vasos do xilema é reconhecido como o
principal meio de transporte do nitrogénio da raiz para a parte aérea (GIL-QUINTANA et
al,, 2013).

Figura 4 - Metabolismo dos Bacterdides.
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3.4 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Os microrganismos, principalmente bactérias, possuem mecanismos diretos de
promocao do crescimento vegetal, como a FBN, a solubilizacdo de fosfato e a producao
de enzimas (ZERPA et al. 2013). Outro mecanismo envolvido na promog¢ao do
crescimento vegetal por bactérias é a estimulo da produgdo de hormonios pelos vegetais
(auxinas, giberelinas, citocininas e etileno) que pode resultar em maior crescimento de
raizes e parte aérea (BARBIERI; DELAZERI, 2014).

Os agentes de biocontrole reduzem a atividades provocadas pelo patdgeno
(CHEN et al, 2015). O objetivo do controle bioldgico é a supressao dos prejuizos
econdmicos causados pela doenca ou praga (LIN et al., 2014). Organismos ideais para a
utilizacdo como biocontrole devem possuir boa capacidade de colonizacao, de facil
cultivo e ndo serem patogénicos aos homens, animais e plantas (BEZERRA et al., 2013;
LUDWIG et al., 2013).

Os géneros que se destacam como agentes de biocontrole sdo: Pseudomonas,
Bacillus e Streptomyces (FONSECA et al., 2014; MACIEL et al,, 2014). Esses agentes de
biocontrole podem atuar por diferentes mecanismos, como por exemplo a producao de
acido cianidrico (HCN), que resulta na supressdao de fungos patogénicos (GOSWAM],
2014). Bactérias como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia e Bacillus
subtilis podem produzir antibioticos e bacteriocinas que inibem o crescimento de
patégenos diversos , como Fusarium, Rhizoctonia e Ralstonia (PRIETO et al.,, 2011).
Outro mecanismo envolve a competicdo por substrato, como a realizada por sider6foros
(pioverdina) produzidos pela P. fluorescens, que apresentam alta afinidade com Fe*3,
diminuindo a disponibilidade deste elemento aos patégenos (GIARRATANA et al, 2012).
Por fim, certos microrganismos podem ativar mecanismos de defesa do hospedeiro,
resultando na inducdo de resisténcia sistémica, pelo aumento da producdo de proteinas
de defesa, como peroxidase, acimulo de fitoalexinas e lignificagdo (CARVAJAL et al,,
2015).

Segundo Jjemba e Alexander (1999), a habilidade de sobrevivéncia das bactérias
inoculadas no solo (endofiticas e exofiticas), em colonizar a rizosfera de soja é um fator
importante no desenvolvimento de inoculantes contendo PGPs, pois as bactérias

aplicadas a sojicultora devem ser competitivas em relagdo a microbiota nativa.
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3.5 Inoculantes comerciais para soja

O inoculante agricola consiste em uma cultura bacteriana de interesse
agrondmico misturada a um veiculo. Podem ser utilizados diversos tipos de veiculos,
como: polimeros (THAKUR et al,, 2015), bagaco de cana, serragem, turfa de cacau, casca
de arroz, farelo de trigo, carvao vegetal, lignita, diatomita, composto urbano, p6 de coco,
vermiculita e farinha de ostra (AERON et al., 2011).

No Brasil foram comercializados cerca de 19 milhdes de doses de inoculantes em
2011 (ANPIIL, 2013), sendo 99% para a cultura de soja. O Brasil é o maior produtor
mundial de inoculantes para leguminosas e o produto representa em torno de 0,1% do
custo de produgdao (CHANG; HUNGRIA, 2015).

A fiscalizacdo do comércio e qualidade dos inoculantes é realizada pelo CFIC
(Coordenacao de fertilizantes, inoculantes e corretivos), 6rgdo do MAPA (Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). Baseado no protocolo elaborado pela RELARE
(Rede de Laboratérios para Recomendacgao, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola), as estirpes recomendadas sdo
fornecidas pela FEPAGRO (Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecudria) 6rgao
responsavel pelas pesquisas de selecdo, controle de qualidade e manutencdo da colegdo
SEMIA (Secdo de Microbiologia Aplicada) desde 1956 (KAMILOVA et al,, 2006). Segundo
este protocolo os inoculantes devem apresentar no minimo 1 x 109 células de riz6bio
por grama ou mililitro de inoculante. A presenca de células ndo rizobianas é permitida
desde que nao seja detectada contaminacao de até 1 x 10-> (BASHAN et al., 2014).

O uso de inoculantes na cultura de soja tem sido responsavel pela reducdo do
custo de producao; segundo Hungria (2001) a cultura de soja requer a aplicacao de 160
kg de nitrogénio por tonelada de graos. Desta forma o uso de inoculantes resultou na
economia de R$ 12,1 bilhdes em 2012.

Atualmente as formulacdes mais utilizadas no mundo sdo as liquidas, devido a
facilidade na aplicacdo e o menor custo de producdao (VARGAS; SUHET, 1980), além de
apresentarem menor contaminagdo que as outras formas (DENARDIN; FREIRE, 2000).

Um veiculo de inoculacdo deve apresentar as seguintes caracteristicas: facil
obtencdo, propriedades constantes, facil manuseio e processamento, assegurar nutricao
e viabilidade das células durante o periodo de armazenamento (KLOEPPER et al., 2013),

ser atoxico, ndo exigir condigdes especiais de armazenamento, permitir a aplicacdo
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mecanica, ser de facil transporte e nao ser abrasivo a maquinas e equipamentos
(CASSIDY et al. 1996; DENARDIN; FREIRE, 2000; ROUGHLEY, 1970).

Albino e Campo (2001) demonstraram que a maior parte dos produtos
comercializados atualmente diminui drasticamente o nimero de células viaveis de
Bradyrhizobium. Os fungicidas, quando aplicados nas sementes, reduzem a
sobrevivéncia da bactéria, a nodulagao e a fixacao bioldgica do nitrogénio, uma vez que o
veiculo utilizado em suas formulagdes é muito acido e diminui a quantidade de células
viaveis (CAMPO & HUNGRIA, 1999; CAMPO; HUNGRIA, 2000; CAMPO; HUNGRIA 2002).

Os atuais inoculantes liquidos utilizam o PVP (polivinilpirrolidona) como veiculo
(LLOYD, 1983), que por apresentarem propriedade adsorvente, interferem na
concentracdo de compostos fenolicos (SEN et al., 2014). Consequentemente diminuem a
disponibilidade de isoflavondides liberados pela planta (KASSEM et al, 2006),
importantes mensageiros moleculares que levardo a formagdo dos nédulos. Desta forma,
o PVP é capaz de diminuir a eficiéncia simbidtica através da adsorcdo desses sinais.
(TITTABUTR, 2007).

A forma polimérica do PVP é inofensiva, porém seu monomero é carcinogénico
(ZHAO et al, 2015). Apds a lixiviagdo, o PVP contamina o lencol freatico, e seus
monomeros contaminam os lagos e rios préximos as plantagdes de soja prejudicando a

vida lacustre. (MOHANTY et al. 2002).

3.6 Desenvolvimento de inoculantes agricolas mistos

As Dbactérias que formam nédulos em soja pertencem aos géneros
Bradyrhizobium (crescimento lento) e Ensifer (crescimento rapido). O uso dessas
bactérias é uma alternativa sustentavel aos adubos nitrogenados (KAUR et al., 2014).

No Brasil sao recomendadas somente quatro estirpes bacterianas para utilizacao
como inoculantes comerciais em soja: Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA
5080) e Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019), consideradas estirpes com
alta eficiéncia na FBN. Existem outras espécies diazotroficas que nodulam soja de modo
muito eficiente e que poderiam ser utilizadas como inoculantes, como Bradyrhizobium
diazoefficiens (PRAKAMHANG et al., 2015), Ensifer fredii e Ensifer xinjiangens (HASSEN,

2015), porém carecem estudos com aplicacdo desses rizdbios em solos brasileiros.
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A utilizagdo desses microorganismos diazotroéficos co-inoculados com outras
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), pode ser uma importante
ferramenta para o aumento da produtividade na sojicultura, com diminui¢do da
dependéncia de agrotoxicos e fertilizantes quimicos, levando a lavoura em direcao ao
desenvolvimento sustentavel (OWEN et al,, 2015).

Bacillus subtilis é uma bactéria teldrica que produz hormonios vegetais, como o
AlIA e AIB (BISHNOI et al., 2005) e secreta enzimas importantes para a nutri¢cdo vegetal
(POWAR; JAGANNATHAN, 1982). Para Bewley e Black (2012) a acidificagdo da parede
vegetal promovida pela auxina, pode estimular o processo germinativo. Canbolat et al.
(2006) demonstraram que a inoculacdo de Bacillus subtilis em trigo e cevada
proporcionou aumento na disponibilidade de nutrientes e potencial para o aumento do
crescimento das plantas.

Paenibacillus edaphicus é capaz de solubilizar rochas potdassicas pela secrecao de
acidos organicos (BASAK; BISWAS, 2009). De acordo com Mo e Lian (2011) sdo capazes
de produzir quatorze substancias que estimulam o crescimento vegetal e inibir
microorganismos patogénicos da raiz (STYRIAKOVA et al., 2003).

Pseudomonas fluorescens sao bactérias solubilizadoras de fosfato do solo, tanto
inorganico quanto organico. Essas bactérias produzem enzimas fosfatases que liberam
os {ons fosfato de compostos organicos do solo (NAHAS et al., 1994). A solubilizacdo do
fosforo inorganico libera fosfatos e cations de calcio e ferro ao solo (ALEXANDER, 1980).
O célcio é um elemento necessario em altas concentracdes na fase de encurvamento do
pélo em leguminosas. A caréncia deste elemento afeta o crescimento da raiz e provoca
menor nodulacdo em leguminosas (CRUSCIOL et al, 2013). P. fluorescens produzem
antibidticos inibidores de inumeros patogenos. Brisbane et al (1989) relatam a inibicao
de dezessete fungos patogenos. A acao biocontrole ocorre gracas a presenca de
sideroforos, substancias quelantes do ion férrico (LEONG, 1986), que podem aumentar a

disponibilidade desses nutrientes a planta de soja.

3.7 Fatores Nod

Os fatores Nod sdo sinais moleculares produzidos por bactérias dos géneros

Ensifer, Mesorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Rhizobium e Bradyrhizobium,

durante o estabelecimento da simbiose entre rizébios e fabaceas. A expressdo dos
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fatores Nod é induzida por sinais moleculares produzidos pelas plantas, geralmente
flavonoides e isoflavondides, encontrados nos exsudatos radiculares (MUNOZ et al,
2014). A estrutura basica dos fatores Nod, os lipo-quito-oligossacarideos, pode sofrer
diversas modificacdes moleculares para produzir fatores Nod especificos para cada tipo
de rizobio (OKAZAKI et al., 2015).

Os fatores Nod produzidos por Bradyrhizobium e Ensifer sao moléculas
pentaméricas com cadeias de acidos graxos na extremidade ndo redutora e 2-O-
metilfucose na extremidade redutora da cadeia principal de quitina (D'HAEZE;

HOLSTERS, 2002).

Figura 5 - Estrutura geral dos fatores Nod produzidos por rizébios.
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FONTE: D’haeze; Holsters (2002)

Os fatores Nod afetam uma série de processos fisiol6gicos no hospedeiro, como
induzir o encurvamento do pelo radicular (FARUQUE et al, 2015), ontogenia das
estruturas nodulares (FLIEGMANN; BONO, 2015) e divisdo cortical (LEE et al., 2014). Os
fatores Nod também induzem a expressdo de genes nodulinos nas plantas, essenciais
para a formacao do canal de infeccao (FERGUSON; MATHESIUS, 2014), além de ativarem
enzimas relacionadas com a defesa das plantas (GOURION et al., 2015)

A promocgao do crescimento vegetal induzido pelos fatores Nod pode ser causado
por efeitos semelhantes aos fitormdénios, como a potente inducdo de divisdes celulares
por meio da ativacdo de genes do ciclo celular em plantas (LIANG et al, 2014). A
aplicacdo de fatores Nod purificados em células vegetais resultou em inducado da divisao

celular no local de contato (BIATE et al.,, 2014), o que sugere que os fatores Nod sao
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agentes mitogénicos e provocam o mesmo efeito de citocininas (NAVARRO et al., 2015)
Além disso, fatores Nod especificos per se podem induzir a organogénese de um novo
nodulo em diversas leguminosas (LIBAULT, 2010), assim como em nao-leguminosas
(AGUILAR et al., 2015). Os fatores Nod sdo ativos em uma ampla gama de concentragdes
(GARCIA et al, 2014), podendo resultar em germinagio precoce de soja (KASSEM,
2004), afetar o crescimento da raiz (STAEHELIN; KRISHNAN, 2015) e acelerar a
velocidade de germinacdao (FERGUSON; MATHESIUS, 2014).

A aplicacao de fatores Nod afeta o transporte de auxina (SICZEK et al., 2015),
gerando alteragdes no equilibrio auxina-citocinina, que resulta em expressivo

crescimento e desenvolvimento da planta (DJORDJEVIC et al., 2015).

3.8 Vitamina B12/Cobamamida

A leghemoglobina (Lba) é a tnica proteina do tipo hemoglobina encontrada no
reino vegetal (BHAR et al, 2015). A Lba forma complexos reversiveis com oxigénio,
desempenhando um importante papel no difusdo desse elemento aos bacteroides, sem
desnaturar a nitrogenase (DHURIGAI et al., 2014). A Lba constitui cerca de 10% das
proteinas encontradas no citossol dos n6dulos (GOPALASUBRAMANIAM et al,, 2013). A
parte globina é sintetizada no citoplasma da planta, enquanto o grupo heme é
sintetizado nos bacteroides, utilizando acido 6-amino-levulinico (ALA) metabolizado
pela planta (NEUDORF, 2015). Heme é um grupo prostético que consiste num atomo de
ferro ferroso no centro de um anel de porfirina (BASAK et al., 2015). A sua biossintese é
iniciada pela conversao de propionato a coenzima A do acido succinico (succinato ativo),
catalisada pela metilmalomil coenzima A mutase, que é dependente da coenzima da
vitamina B12 (YOUSEIF et al.,, 2014)0 succinato ativo se condensa com moléculas de
glicina, resultando na liberacdo de COz e ALA, catalisada pela ALA sintase. Outra forma
de sintetizar o ALA, pode ser a partir do glutamato. A soja sintetiza ALA do glutamato
nos nddulos enquanto os bacteroides captam ALA ex6geno (PESCE et al., 2011).

No citossol a condensacdo de duas moléculas de ALA, catalisadas pela ALA
desidratase formam o porfobilinogénio (primeiro precursor tetrapirrol) (KIM et al,
2014). A condensacdo de dois dipirrilmetanos forma o tetrapirrol uroporfirinogénio,

que é convertido em copoprofirinogénio pela descarboxilacdo de todos os grupos
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acetatos. A incorporacdo do ferro ferroso a protoporfirina é catalisada pela enzima

ferroquelatase, formando o grupo heme (ZHANG et al., 2015).

Figura 6 - Estrutura molecular da Cobamamida  Figura 7 - Estrutura da Vitamina B12

FONTE: Favarin e Marini (2000).

Desta forma a aplicacdo de cobalto é essencial no cultivo de soja porque este
elemento esta relacionado a biossintese de vitamina B12, necessaria na formacgao de leg-
hemoglobina (MENGEL; KIRKBY, 2001), porém altas concentra¢des o cobalto pode
resultar em sérios problemas a cultura. Um ensaio realizado por Marcondes e Caires
(2005) verificou que a aplicacao de cobalto foi téxico para a soja em doses acima de 3,4
g/h, o que ocasionou redugao superior a 5% no rendimento dos graos. A altura das
plantas de soja foi reduzida linearmente ao aplicar doses crescentes de cobalto (0, 2, 4 e
8 g/ha) via semente. Houve um decréscimo médio de 0,01 m na altura das plantas para
cada grama de cobalto aplicado e os teores de zinco nas folhas foram reduzidos.

O cobalto pode influenciar no transporte de ferro para a parte aérea da planta
(SREE et al. 2015), o que afeta diretamente o funcionamento da nitrogenase, uma vez
que é formada por molibdénio e ferro (WALLACE et al. 1976). A toxicidade dos sais de
cobalto em soja, quando aplicada via semente em concentragdes acima de 3 g/ha, pode
ser percebida alguns dias apds a germinacao, pois a planta apresenta clorose
generalizada, podendo comprometer toda a lavoura, como uma resposta a deficiéncia de
ferro promovida pelo excesso de cobalto (LANTMANN, 2002). Uma alternativa a
aplicacao de sais de cobalto pode ser a cobamamida, uma coenzima da vitamina B12,
que possui o cobalto como componente metalico, ligado a quatro atomos de nitrogénio

no centro de uma estrutura de porfirina (FAVARIN; MARINI, 2000).
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3.9 Impactos ambientais em agrossistemas

Atualmente a agricultura utiliza grandes quantidades de fertilizagdo nitrogenada,
fosfatada e potassica de base quimica, que possui alto custo e causa sérios impactos
ambientais (REDDY, 2015). A obtenc¢do de adubos quimicos é dispendiosa, porque o
processo industrial requer altas taxas de temperatura e pressdao (BACENETTI et al,,
2015; TUOMISTO; TEIXEIRA, 2011), por meio do uso de combustiveis fésseis que
emitem toneladas de poluentes (CO:2) na atmosfera, causando mudancas climaticas
(KURUKULASURIYA; ROSENTHAL, 2013). A aplicacdo de adubos quimicos acarreta na
poluicdo lagos e rios, para onde sdao drenados os excessos lixiviados pelas chuvas
(GONZALEZ-RIVERO et al., 2014). Nos rios ocorre o fendmeno da nitrificacio, matando a
fauna e emitindo gases de efeito estufa, seguido da desnitrificacdo, que afeta a camada
de ozo6nio (SUTTON; BLEEKER, 2013).

A amoénia aumenta a acidez dos solos, alterando a composicdo quimica e
disponibilidade de nutrientes. Os prejuizos a saide humana incluem, danos pulmonares,
nauseas, dores de cabeca, tosse, irritacdo das mucosas, entre outros (QI et al., 2012). Ha
uma sinergia entre os diferentes poluentes, de tal forma que os efeitos ambientais
causados por eles, sdo mais significativos que a somatéria de seus efeitos individuais
(GENCetal, 2012).

Em funcao de seus efeitos, ocorre a diminuicao da microbiota do solo, inibicdo da
fixacdo biologica do nitrogénio, intoxicacdo de diversas cadeias alimentares por
bioacumulacdo, além de problemas nos seres humanos, aumentando risco de morte de
fetos, defeitos de nascenga, problemas de desenvolvimento neurolégico, mudancas
hormonais, irritagdes na pele e mucosas, efeitos carcinogénicos, linfomas nao-Hodgkin e
leucemia (MORETTO; COLOSIO, 2011).

Estudos estimam que 25 milhdes de trabalhadores agricolas sofram com algum
tipo de intoxicacdo causada por exposicdo a agrotoxicos no mundo (SHETTY et al,

2011).
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Figura 8 - Ciclo bioldgico do nitrogénio.
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FONTE: Baseado no modelo de Qi et al. (2012).

Os fertilizantes nitrogenados em excesso, tem grande influencia no equilibrio do
ciclo do nitrogénio (Figura 5), causam poluicao lacustre, e quando alcangam os mares e
oceanos estimulam o crescimento de fitoplancton. A diminuicdo de oxigénio dissolvido
na agua leva ao surgimento de areas hipdxicas, exterminando peixes, ovas, larvas e
crustaceos. A destruicdo do ecossistema também resulta em poluicao e destruicao dos
mananciais (FOURQUEZ et al., 2014).

Atualmente metade do desmatamento em florestas tropicais foi causado por
atividades agricolas (HERES et .al, 2013). A solugao para diminuir o desmatamento sem
comprometer o aumento da producdo agricola é o desenvolvimento de novas
ferramentas tecnolégicas capazes de aumentar o rendimento dos cultivos e promover a
recuperacdao de regioes degradadas (CHRISTENSEN, 2013). A aplicacdo de pacotes
biotecnolégicos nas culturas agricolas pode ser um importante passo em dire¢do a
producdo sustentavel, protegendo o solo, com estimulo e reestabelecimento da

microbiota e aumento de sua biodiversidade (ZAIDI et al.,, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Inoculantes agricolas mistos

Foram selecionadas sete bactérias de conhecido interesse agrondomico, para
serem combinadas entre si, de forma que fossem aplicadas as sementes de soja
inoculantes que apresentassem sinergia na promoc¢ao de melhor desenvolvimento da
planta. Foram combinados inoculantes contendo bactérias simbioticas fixadoras de
nitrogénio nodulantes de soja (Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii e
Ensifer fredii) e inoculantes com bactérias associativas (Bacillus subtilis, Paenibacillus
edaphicus e Pseudomonas fluorescens). Inicialmente foram avaliadas as interagdes entre
essas bactérias in vitro. As combinag¢des nas quais ndo foram observadas interacdes
negativas entre os microrganismos foram aplicadas a soja (in vivo) para avaliar o efeito

na nodulagao e desenvolvimento das plantas.

4.1.1 Selecdo bacteriana dos inoculantes mistos (in vitro)

As bactérias utilizadas em culturas mistas nos ensaios foram cultivadas em seus
respectivos meios de cultura (tabela 1) .

Tabela 1. Estirpes bacterianas, suas respectivas cole¢des bacterianas e meios de cultura
utilizados.

Espécie Linhagem Colecdo Meio de Cultura

B. japonicum SEMIA 5080 Colecao SEMIA de Manitol levedura
Rizébios, FEPAGRO, modificado I ( tabela 2)
Porto Alegre, RS.

B. elkanii SEMIA 5019 Colegdo SEMIA de Manitol levedura
Rizo6bios, FEPAGRO, modificado I ( tabela 2)
Porto Alegre, RS.

E. fredii SMH12 Departamento de Manitol levedura
Quimica da modificado II ( tabela 3)

Universidade Nacional
de La Pampa, Argentina.

P. edaphicus VKPM B 7517 Colecao Russa de Aleksandrov (tabela 5)
Microrganismos de
Interesse Industrial,
Russia.

B. subtilis ATCC 55567 ATCC, Estados Unidos. Batata dextrose (tabela
6)

P. fluorescens ATCC 17552 ATCC, Estados Unidos. king B (tabela 7)




Tabela 2. Composicdo do meio de cultura manitol levedura modificado I.

Composto Concentracdo Final por L
Extrato de Levedura 2g
Glutamato monossddico 2g
Manitol 10g
K:HPO4 0,75 g
KH;PO4 06g
NacCl 01lg
KNO; 08g
Solucio de Micronutrientes (tabela 5) 10 ml

Tabela 3. Composicdo do meio de cultura manitol levedura modificado II.

Composto Concentracao Final por L
Extrato de Levedura 4g
Manitol 10g
K:HPO4 0,75g
NacCl 01g
Solucio de Micronutrientes (tabela 5) 10 ml

Tabela 4. Composicdo da solucdo de micronutrientes.

Composto Concentracdo Final g.L-!
ZnS04.7H:0 0,22
CaCl; 0,55
MnCl; 0,5
FeSO4 0,5
(NH4)6M07024.4H20 0,1
CuSO0,4 0,16
CoCl; 0,16

Tabela 5. Composicdo do meio de cultura Aleksandrov.

Composto Concentracdo Final g.L-1
Sacarose 10
K:HPO4 2
MgS04.7H20 0,5
FeCl3 0,01
CaCO3 0,1
NaCl 0,2

Tabela 6. Composicdo do meio de cultura Batata Dextrose.

Composto Concentracdo Final g.L-1
Infusdo de Batatas 200
Dextrose 20

Tabela 7. Composicdo do meio de cultura king B.

Composto Concentracdo Final g.L-1

Peptona protease 20g
Glicerol 15 ml
KH2PO4 15¢g
MgS04. 7H20 15¢g
Solucido de Micronutrientes 10 ml
Peptona protease 20g
Glicerol 15 ml
KH,PO4 15¢g

MgS04. 7H20 15g

37
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A selecdo in vitro das culturas mistas foi realizada combinando as bactérias
simbidticas e associativas. Inicialmente foram avaliadas as bactérias simbidticas (tabela
8), e em seguida as bactérias associativas (tabela 9).

Tabela 8. Culturas puras e co-culturas de B. japonicum SEMIA 5080, B. elkani SEMIA 5019 e E.
fredii SMH12.

Tratamentos com B. japonicum  Tratamentos com B. elkanii Tratamentos com E. fredii

1. Cultura pura de B. japonicum 1. Cultura purade B. elkanii 1. Cultura pura de E. fredii
2. B. japonicum + P. edaphicus 2. B. elkanii + P. edaphicus 2. E. fredii + P. edaphicus
3. B. japonicum + B. subtilis 3. B. elkanii + B. subtilis 3. E. fredii + B. subtilis

4. B. japonicum + P. fluorescens 4. B. elkanii + P. fluorescens 4. E. fredii + P. fluorescens

Tabela 9. Culturas puras e co-culturas de P. edaphicus VKPM B 7517, B. subtilis ATCC 55567¢ P.
fluorescens ATCC 17552.

Tratamentos com P. fluorescens  Tratamentos com B. subtilis =~ Tratamentos com P. edaphicus

1. Cultura pura de P. fluorescens 1. Cultura pura de B. subtilis 1. Cultura pura de P. edaphicus

2. P. fluorescens + B. japonicum 2. B. subtilis + B. japonicum 2. P. edaphicus + B. japonicum
3. P. fluorescens + B. elkanii 3. B. subtilis + B. elkanii 3. P. edaphicus + B. elkanii
4. P. fluorescens + E. fredii 4. B. subtilis + E. fredii 4. P. edaphicus + E. fredii

Tabela 10. Culturas puras e co-culturas entre P. edaphicus VKPM B 7517, B. subtilis ATCC 55567
e P. fluorescens ATCC 17552.

Tratamentos com P. fluorescens  Tratamentos com B. subtilis ~ Tratamentos com P. edaphicus

1. Cultura pura de P. fluorescens 1. Cultura pura de B. subtilis 1. Cultura pura de P. edaphicus
2. P. fluorescens + P. edaphicus 2. B. subtilis + P. edaphicus 2. P. edaphicus + B. subtilis

3. P. fluorescens + B. subtilis 3. B. subtilis + P. fluorescens 3. P. edaphicus + P. edaphicus

B. japonicum (27 ml de inéculo) foi cultivado em frascos 500 ml, contendo 243 ml
de meio manitol levedura modificado I, agitado até alcancar 1x 10# cél/ml (Figura 4).
P.edaphicus, B. subtilis e P. fluorescens cresceram em 300 ml de seus respectivos meios
(tabela 1) até alcancar 1 x 104 cél/ml, as células foram centrifugadas e ressuspensas em
30 ml de cada meio. As co-culturas foram realizadas inoculando as células ressuspensas
a 270 ml de meio manitol levedura modificado contendo B. japonicum (Figura 4).

Aliquotas de 1 ml da cultura foram retiradas a cada 30h para determinar as unidades
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formadoras de coloénias (UFC). Foram realizadas diluicdes decimais sucessivas, em
triplicata, de 1 ml até alcancar 10-12, Aliquotas de 0,1 ml foram inoculadas em placas de
petri contendo meio so6lido levedura-manitol modificado I e espalhadas com algas de
Drigalski. Foram realizadas triplicatas das diluicdes e incubadas as temperaturas
indicadas na tabela 11, por 1440h. Como as bactérias das co-culturas apresentavam
colonias morfologicamente distintas, a contagem dos co-inoculados ndo apresentou
problemas. As outras combinagdes (tabelas 8, 9 e 10) seguiram o mesmo método
descrito para B. japonicum.

Tabela 11. Condicdes de cultivo das linhagens utilizadas

Linhagem TeC Agitacdo pH
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080 30°C 250 rpm 6,8
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080 30°C 250 rpm 6,8
Ensifer fredii SMH12 30°C 120 rpm 7,2
Paenibacillus edaphicus VKPM B7517 30eC 100 rpm 7,5
Bacillus subtilis ATCC 55567 282C 100 rpm 6,5
Pseudomonas fluorescens ATCC 17552 27¢C 100 rpm 7,2

(LOPRETO et al., 1972).

Figura 9. Esquema do ensaio de crescimento em culturas mistas.
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4.1.2 Selecdo bacteriana dos inoculantes mistos (in vivo)

As combinacgdes bacterianas selecionadas no ensaio in vitro foram aplicadas a soja. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao, utilizando-se a cultivar de soja BRS
133. As sementes foram desinfetadas segundo método descrito por Vincent et al. (1970).
Foram utilizados vasos de Leonard de 1 litro, contendo como substrato areia e
vermiculita na propor¢ao de 2:1, autoclavado por uma hora, a 120°C. Foram plantadas
sete sementes por vaso e apos uma semana foi efetuado o desbaste, deixando-se duas
plantas por vaso. A colheita foi realizada 45 dias apds a emergéncia, no florescimento
(estadio R2). O ensaio foi realizado nos meses de outubro e novembro de 2011. A
irrigacao foi efetuada por capilaridade, utilizando solu¢ao nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950). Foram avaliados : Altura das plantas (AP), comprimento da raiz (CR), massa seca
da parte aérea (MSPA), nimero de n6dulos (NN) e massa seca dos nddulos (MSN). O
delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso com 18 tratamentos e dez

repeticoes.

Tabela 12. Tratamentos para avaliagdo de culturas mistas aplicadas em soja.

Tratamentos
1 Controle 1- Sem inoculacdo , sem nitrogénio.
2 Controle 2 - Sem inocula¢do, com amdnia.
3 B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587 (comercial 1)
4 B. japonicum SEMIA 5080 + SEMIA 5079 (comercial 2)
5 B. elkanii SEMIA 5019
6 B. japonicum SEMIA 5080
7 E. fredii SMH12
9 B. japonicum SEMIA 5080 + P. edaphicus VKPM B7517
10 B. japonicum SEMIA 5080 + B. subtilis ATCC 55567
11 B. japonicum SEMIA 5080 + P. fluorescens ATCC 17552
13 E. Fredii SMH12+ P. edaphicus VKPM B7517
14 E. Fredii SMH12+ B. subtilis ATCC 55567
15 E. Fredii SMH12+ P. fluorescens ATCC 17552
16 B. elkanii SEMIA 5019 + P. edaphicus VKPM B7517
17 B. elkanii SEMIA 5019 + B. subtilis ATCC 55567
18 B. elkanii SEMIA 5019 + P. fluorescens ATCC 17552
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4.2 Fatores Nod

Foram realizados testes para producdo dos fatores Nod pelas bactérias
simbiontes (B. japonicum e E. fredii) em laboratorio, para compor a primeira tecnologia
aplicada ao inoculante do pacote tecnolégico. O efeito da aplicagdo dos fatores Nod foi
avaliado em plantulas (camara de geminag¢do) e no desenvolvimento da soja (casa-de-

vegetacao).

4.2.1 Produgdo e quantificagdo de fatores Nod

O in6culo contendo Ensifer fredii SMH12 foi adicionado ao meio de cultura
manitol levedura modificado II, na propor¢ao de 1/9 (10 ml de in6culo em 90 ml de
meio de cultura), pH 7,2 sob agitacdo orbital de 120 rpm a 302C por 168 h. O mesmo
procedimento foi realizado com o Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080, que cresceu
em meio manitol levedura modificado I, pH 6,8 a 30°C, agitacao de 250 rpm, por 168 h.
Para cada mililitro de meio foram adicionados 50 pM de genisteina (98%, Sigma), 50 uM
de daidzeina (Fluka), 60 mg de isoflavonas de soja (NuHealth Pure), 20 pM de acido
jasmonico, 20 pM de metil jasmonato e 20 pM de acido acetilsalicilico, seguindo as

combinacodes descritas na tabela 13, em 12 tratamentos com 4 repeticdes.

Tabela 13. Descricao dos diferentes tratamentos para avaliar a producao de fatores Nod
por E. fredii SMH12 e B. japonicum SEMIA 5080.

Tratamentos Composicao
1 Genisteina
2 Daidzeina
3 Isoflavonas de soja
4 Genisteina + acido jasmonico
5 Daidzeina + acido jasmoénico
6 Isoflavonas de soja + acido jasmonico
7 Genisteina + metil jasmonato
8 Daidzeina + metil jasmonato
9 Isoflavonas de soja + metil jasmonato
10 Genisteina + acido acetilsalicilico
11 Daidzeina + acido acetilsalicilico
12 Isoflavonas de soja + acido acetilsalicilico
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Para extracdo de fatores Nod dissolvidos no meio de cada tratamento, foi
utilizada resina XADO02 (Alltech, XAD-1180 20/60), colocada no funil de filtragem a
vacuo, seguido protocolo de Stacey et al. (2006). A quantificacdo dos fatores Nod foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se uma coluna
C18, Vydac 5 uM 300 A (dp de 5um, ID de 4,6 mm e 150 mm de comprimento) e pré-
filtro 218TP54 4.6 x 250 mm. Como fase mdvel foi solu¢do de acetonitrila/ agua (18:82)
e programa de elui¢do seguiu a tabela 14, com tempo total de corrida de 45 minutos e
fluxo de 1,0 ml/min.

Tabela 14. Concentragdo das solugdes nos diferentes tempos de corrida.

Tempo Concentracao das solucgoes
10 - 30 minutos 18% a 60% de acetonitrila
30-35 minutos 60% a 100 % de acetonitrila
35-40 minutos 100% a 18% de acetonitrila
40-45 minutos 18% acetonitrila

O detector de fluorescéncia foi ajustado com comprimento de onda de excitacao a
210 nm e emissao a 410 nm. Foram injetados 50 uL de cada amostra contendo os fatores
Nod. As areas dos picos de retencdo e a concentracdo foram quantificados com seu

padrao.

4.2.2 Avaliagdo de plantulas de soja com fatores Nod

Inicialmente foi verificada a presenca de fungos nas sementes pelo teste de
sanidade, pelo método do papel-filtro. Para tanto, 50 sementes foram colocadas em
placas de petri, sobre 3 folhas de papel filtro e umedecidas com agua destilada estéril.
Em seguida, foram incubadas em camara B.0.D a 25 °C durante sete dias, obedecendo o
regime de 12 horas sob luz (lampadas florescentes) e 12 horas no escuro.

Foram avaliados os fungos presentes nas sementes apds esse periodo, por meio
de microscépio estereoscopico.

Apos desinfecgao das sementes foi realizado o teste de germinagdo. Para este
teste foram utilizadas 60 sementes por tratamento em papel toalha contendo agua (2,5
vezes o peso do papel) e mantidos durante uma semana em camara de germinacdo a
25°C. Nestes ensaios foram utilizadas sementes de soja, cultivar BRS-154 que receberam

8 tratamentos, conforme descrito na tabela 15.
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Tabela 15. Tratamentos para avaliar o efeito dos fatores Nod no desenvolvimento das
plantulas de soja.

Tratamentos

Controle - Sem inoculagao e sem fertilizante nitrogenado
Aplicacdo de amonia, sem inoculagdo

B. japonicum SEMIA 5080 + SEMIA 5079

B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587

B. japonicum SEMIA 5080

B. japonicum SEMIA 5080 + Fatores NOD

E. fredii SMH12

E. fredii SMH12 + Fatores NOD

X N O U1 WD

A germinacdo foi avaliada aos 4 e 7 dias ap6s a semeadura.

O teste de vigor (capacidade de germinacdo) foi realizado em bandejas plasticas
contendo uma camada de areia de 11 cm. Foram feitas 6 repeticdes sendo que para cada
tratamento utilizaram-se 60 sementes. As sementes foram semeadas a 3 cm de
profundidade, com ajuste de 60% de umidade do substrato. Apos 20 dias em casa de
vegetacdo foi determinada a velocidade de germinacdo, segundo formula de Maguire

(1962):

Gn
Nn

VG =ttt
VG = indice de velocidade de germinacao
G1,G2,Gn = Numero de plantulas normais na primeira, segunda e n-ésima.
N1, N2, Nn = Numero de dias entre a semeadura e a primeira, segunda e n-ésima
contagem.

0 indice é dado em plantulas.dia -1.

A massa seca da parte aérea e das raizes das plantulas, foi avaliada em 20
amostras, com 5 repeti¢des. A soja foi avaliada apo6s 4 dias da semeadura em bandeja
contendo areia com 60% de umidade. Apds a coleta, foram medidos os comprimentos

das plantulas, em seguida foram colocadas em estufa (60°C) para determinar a massa

seca.
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4.2.3 Avaliacdo do desenvolvimento da soja com fatores Nod

O ensaio foi desenvolvido em campo de cultivo experimental, localizado em
Braganca Paulista. O solo da unidade experimental se caracteriza como latossolo
vermelho distroférrico tipico, bem drenado, perfil profundo, com altos teores de argila e
predominancia de argilominerais 1:1, aluminio e oxi-hidroxidos de ferro. A area de
plantio tem semeadura direta consolidada, implantado sobre precedente cultura de
milho.

O estudo foi realizado de outubro de 2012 a abril de 2013 (safra agricola
2012/2013), com delineamento de blocos ao acaso, com dez repeti¢cdes. As unidades
experimentais sdo parcelas de dez fileiras com dez metros de comprimento e
espacamento de 0,5 m entre as fileiras. Consideram-se como parcela util as seis fileiras
centrais.

A semeadura foi realizada no més de novembro. Foram utilizadas doze sementes
por metro linear, com profundidade de 5 cm. A cultivar utilizada foi a M-SOY 6101, de
crescimento indeterminado, altura média de 100 c¢cm, acamamento moderadamente
resistente.

No ensaio foram empregados os tratamentos da tabela 16.

Tabela 16 . Tratamentos empregados para avaliar o efeito dos fatores no
desenvolvimento da soja.

Tratamentos

Sem inoculag¢do , sem nitrogénio.

Sem inocula¢do, com amoénia.

B. japonicum SEMIA 5080 + SEMIA 5079
B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587
B. japonicum SEMIA 5080

B. japonicum SEMIA 5080 + Fatores Nod
E. fredii SHM12

E. fredii SHM12 + fatores Nod

O N O U1 WN
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Aos 105 dias apdés a semeadura foi realizada a colheita para avaliacdo dos
parametros :

e Numero de graos por vagem (NGV). Foi contado o nimero de graos por planta,
que foi dividido pelo nimero de vagens (unidade).

e Massa média dos graos (MMG). Foram separados ao acaso mil graos de cada
amostra, seguido de pesagem (grama).

e Rendimento dos graos (RG) Foram pesadas dez plantas de cada repeticdo e
subtraiu-se a massa dos graos (kg/ha).

e indice de colheita (IC): Calculado segundo a equacgao abaixo:

IC = ikl 100
" RBA’

Onde : PG =Producao de graos
RBA = Rendimento Bioldgico Aparente

Resultado é dado em porcentagem. Para o calculo do RBA, foram somados o

rendimento da massa seca + rendimento de graos.

4.3 Vitamina B12/cobamamida

A segunda tecnologia aplicada ao inoculante foi produzida em laboratoério pelas
bactérias simbiontes (B. japonicum e E. fredii). Foi avaliado o efeito na nodulacdo da soja
da aplicagdo da vitamina B12 produzida pelas bactérias e a adigdao desse composto e sua

coenzima (cobamamida) ao inoculante, em diferentes concentragdes.

4.3.1 Produgdo e quantificagdo de vitamina B12

Ensifer fredii SMH12 foi cultivado em meio manitol levedura modificado II,
enquanto o B. japonicum SEMIA 5080 foi cultivado em meio manitol levedura
modificado I. Para induzir a producao de vitamina B12 foram adicionados aos meios os 3
compostos da tabela 16. Foram adicionados 10 ml de cada in6culo em 90 ml dos
respectivos meios de cultura, em frascos de 250 ml. B. japonicum foi cultivado em pH
6,8, sob agitacdo de 120 rpm a 28 °C, por 168 h, enquanto E. fredii foi cultivado sob
agitacdo orbital de 120 rpm, pH 7,2 a 30°C por 168 h (YOSHIDA, 1998).
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Tabela 17 . Substancias adicionadas ao meio de cultura para sintese de vitamina B12.

Componente Concentragao g/L
CoCl2.6H20 0,1
Cloreto de colina 10
5,6 dimetilbenzamidazol 0,025

Para a extracgdo de vitamina B12 as células de Ensifer fredii SMH12 e B. japonicum
SEMIA 5080 foram suspensas em acido acético (5N) e o meio foi ajustado a pH 5,0. Foi
adicionado KCN na concentracao de 100 pg/ml, em seguida foi misturado e aquecido a
100 °C por 15 minutos. Apds resfriar, o precipitado foi removido por centrifugacao e o
sobrenadante foi armazenado para posterior quantificacao da vitamina B12 por HPLC.
Foram injetados 10 puL do sobrenadante.

A avaliacdo quantitativa de vitamina B12 foi realizada por HPLC, utilizando-se
coluna de fase reversa C18 (4,6mm x 250 mm, 5um) (Asahi Chemical Industry Co.,
Japao). Como fase moével foi utilizada 0.05 mol.L-? de solu¢do tampao de fosfato de
potassio (ajustado com acido fosférico ao pH 3.2): acetonitrila (83:17). O detector de
fluorescéncia foi ajustado com comprimento de onda de excitagdo de 260 nm. Foram
injetados 10 pL de cada amostra, a uma taxa de 1.0 mL.min -1. As areas dos picos de

retencdo e a concentracdo foram quantificados com padrao de vitamina B12.

4.3.2 Avaliacdo da aplicagdo de cobamamida e vitamina B12 na nodulacdo da soja

Para a avaliacdo do efeito da aplicacdo da cobabamida e vitamina B12 na
nodula¢do da soja foram utilizados vasos de Leonard, contendo areia, carvdo ativo e
meio nutritivo isento de nitrogénio. Os vasos foram esterilizados em autoclave a 120 °C
e 1 atm por 2 horas. Semearam-se cinco sementes de soja pré-germinadas e
previamente desinfetadas em cada vaso. Foram plantadas sete sementes por vaso e apos
uma semana foi realizado o desbaste para uma planta por vaso. A coleta foi realizada aos
45 dias apds a emergéncia da planta.

O delineamento experimental foi de blocos completos casualizados com 18

repeticdes conforme a tabela 18.
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Tabela 18 . Tratamentos empregados para avaliar o efeito da vitamina B12 e
cobamamida na nodulacdo da soja.

Tratamentos

1 Sem inoculagdo e sem nitrogénio

2 Sem inoculacido e com amdénia

3 B. japonicum SEMIA 5080

4 B. japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 produzida pela bac. (0,7
pg/ml)

5 B. japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 (1 mg/ml)

6 B. japonicum SEMIA 5080+ cobamamida (1 mg/ml)

7 B. japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 (1,5 mg/ml)

8 B. japonicum SEMIA 5080+ cobamamida (1,5 mg/ml)

9 B. japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 (2 mg/ml)

10 B. japonicum SEMIA 5080+ cobamamida (2 mg/ml)

11 E. fredii SMH12

12 E. fredii SMH12+ vitamina B12 produzida pela bactéria (1,9 ug/ml)

13 E. fredii SMH12+ vitamina B12 (1 mg/ml)

14 E. fredii SMH12+ cobamamida (1 mg/ml)

15 E. fredii SMH12+ vitamina B12 (1,5 mg/ml)

16 E. fredii SMH12+ cobamamida (1,5 mg/ml)

17 E. fredii SMH12+ vitamina B12 (2 mg/ml)

18 E. fredii SMH12+ cobamamida (2 mg/ml)

Foram analisados trés parametros: nimero de ndédulos (NN), massa seca dos

nddulos (MSN) e massa seca da parte aérea da planta (MSPA).



4.4 Pacote biotecnoldgico

4.4.1 Avaliagdo do pacote biotecnoldgico no rendimento da soja em campo

fazenda Fortaleza em Braganga Paulista - SP.
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O ensaio foi conduzido entre os meses de outubro de 2013 e abril de 2014, na

As sementes da variedade M-SOY 6101 foram desinfetadas por imersao em alcool

70% por 2 minutos e em solucdo de hipoclorito de s6dio a 10% por 5 minutos, em

seguida foram lavados em agua destilada e deixadas para secar em BOD. O delimento

experimental foi em blocos ao acaso. A soja foi semeada em cinco linhas de 0,45 cm de

espacamento por 10 m de comprimento.

Tabela 19. Tratamentos para avaliacdo da aplicacdo de fatores Nod, cobamamida e
diferentes co-inoculacdes no rendimento de soja.

Tratamentos

S U1 A W N

10

12
13
14
14
15
16

17
18
19

Controle 1- Sem inoculagao, sem nitrogénio.

Controle 2 - Sem inoculacdo, com amonia.

B. japonicum SEMIA 5080

B. japonicum SEMIA 5080 + SEMIA 5079 (comercial 1)
B. elkanii SEMIA 587 +SEMIA 5019 (comercial 2)

B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587 (comercial 3)
E. fredii SMH12+ cobamamida (1 mg/ml)

E. fredii SMH12+ Fatores Nod

E. fredii SMH12+ cobamamida (1 mg/ml) + Fatores Nod
E.fredii SMH12 + P.edaphicus VKPM B7517

E.fredii SMH12 + P. fluorescens ATCC17552

E.fredii SMH12 + P.edaphicus VKPM B7517 + cobamamida

E.fredii SMH12 + P.edaphicus VKPM B7517 + Fatores Nod

E.fredii SMH12 + P.edaphicus VKPM B7517 + Fatores Nod +

cobamamida

E.fredii SMH12 + P. fluorescens ATCC17552+ cobamamida

E.fredii SMH12 + P. fluorescens ATCC17552+ Fatores Nod

E.fredii SMH12 + P. fluorescens ATCC17552+ Fatores Nod +

cobamamida
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Foram avaliadas as 3 linhas centrais e igualmente foi descartado 1 m de
bordadura de cada linha. A soja recebeu os tratamentos descritos na tabela 19, com 30
repeticdes. A colheita foi realizada no dia 11 de abril de 2014, manualmente, para a
avaliacdo dos parametros (tabela 19). Os graos foram corrigidos para 13% de umidade e
convertidos em quilograma por hectare (kg/ha).

Tabela 20. Parametros avaliados no estudo do efeito do novo inoculante e tecnologias
no desenvolvimento da soja.

Sigla Descricdo dos parametros avaliados

APV Altura média da insercao da primeira vagem, expressa em cm,
obtida pela medig¢do da distancia do colo até a insercao da primeira
vagem;

ALT Altura de plantas: medida da altura das plantas, correspondendo a

distancia do colo até o final da haste principal, na data da dltima
colheita, expressa em cm;
NMVP Numero médio de vagens por planta (NMVP);

PMV Peso médio de vagens por planta (PMV), obtido pela razdo entre o
peso total de vagens e o numero de plantas, expresso em g;
CMV Comprimento médio da vagem (CMV), expresso em cm, obtido pela

quantificacdo do comprimento longitudinal de uma amostra de dez
vagens por planta;
NMGV Numero médio de graos por vagem (NMGV), obtido pela contagem

do ndmero de sementes em uma amostra de dez vagens por planta;

PV Produtividade média de vagens (Prod. Vagens) expresso em kg ha-1
de vagens frescas;

Prod. Grdos  Produtividade de graos (Prod. Grdos) expresso em kg ha-1 de graos

Secos.




50

5 RESULTADOS

5.1 Inoculantes agricolas mistos

5.1.1 Selecdo bacteriana dos inoculantes mistos (in vitro)

As bactérias fixadoras de nitrogénio simbiéticas que formam nédulos em soja ( B.
japonicum, B. elkanii e E. fredii) foram combinadas com microrganismos PGPs (P.
fluorescens, P. edaphicus e B. subtilis) afim de desenvolver um novo pacote
biotecnologico para sementes de soja.

A figura 5 mostra as curvas de crescimento de B. japonicum em cultura pura e em
presenca das bactérias PGPs. Em cultura pura e em combina¢do com P. fluorescens e P.
edaphicus, B. japonicum apresentou tempo de geracdo de 9 h e uma concentragao
maxima de 2,5 x x 1012 cél/ml. Quando foram adicionados a cultura do B. japonicum as
bactérias P. fluorescens, P. edaphicus ou B. subtilis, observou-se uma clara intervenc¢do no
crescimento do B. japonicum sobretudo em relacdo ao titulo da cultura na fase
estacionaria. No caso da cultura com B. subtilis o titulo maximo atingido foi ao redor de
107 cél/ml e marcante queda na viabilidade de B. japonicum a partir das 160 horas de
co-cultivo, chegando a mortalidade total ao redor das 450 h. Na cultura mista com P.
edaphicus, B. japonicum apresentou concentracdo maxima de 6 x 1011 cél/ml. A fase
estacionaria estabeleceu-se apds uma queda no titulo da cultura, apds 180h de cultivo, o
mesmo ocorreu quando foi adicionada P. fluorescens no meio de cultura de B. japonicum.
A concentragdo maxima foi torno de 5 x 1010 cél/ml e diminuiu para 3 x 108 cél/ml
quando alcangou a fase estacionaria.

A curva de crescimento de B. elkanii (figura 11) dos quatro tratamentos mostrou-
se similar aquela observada em B. japonicum. Quando em cultura pura, o cultivo
alcangou concentracdo maxima de 1,2 x 1012 cél/ml e na fase estaciondaria, ocorreu uma
queda no titulo da cultura, mantendo-se ao redor de 8 x 1010 cél/ml.

A figura 12 mostra o crescimento de E. fredii cultivado na presenca de P.
fluorescens, P. edaphicus e B. subtilis. As culturas puras de E. fredii apresentaram as

maiores concentragoes (6 x 1012 cél/ml), atingindo a fase estaciondaria apds 90 h.
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Figura 10 - Curvas de crescimento de B. japonicum em cultura pura e cultivado na presencga de
P. edaphicus, B. subtilis e P. fluorescens.
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Figura 11 - Curvas de crescimento de B. elkanii em cultura pura e cultivado na presenca de P.
edaphicus, B. subtilis e P. fluorescens.
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Figura 12 - Curvas de crescimento de E. fredii em cultura pura e cultivado na presenca de P.
edaphicus, B. subtilis e P. fluorescens.
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Figura 13 - Curvas de crescimento de P. fluorescens em cultura pura e cultivado na presenca de
B. japonicum, B. elkanii e E. fredii.
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Figura 14 - Curvas de crescimento de B. subtilis em cultura pura e cultivado na presenca de B.
japonicum, B. elkanii e E. fredii.
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Figura 15 - Curvas de crescimento de P. edaphicus em cultura pura e cultivado na presenca de
B. japonicum, B. elkanii e E. fredii.
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Figura 16 - Curvas de crescimento de P. fluorescens em cultura pura e cultivado na presenga de
B. subtilis e P. edaphicus.
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Figura 17 - Curvas de crescimento de B. subtilis em cultura pura e cultivado na presenca de P.
fluorescens e P. edaphicus
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Figura 18 - Curvas de crescimento de P. edaphicus em cultura pura e cultivado na presenca de

B. subtilis e P. fluorescens.
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As PGPs adicionadas ao meio de cultura interferiram no crescimento do E. fredii,
como avaliado pelo titulo maximo da cultura e manuten¢ao da viabilidade celular na fase
estacionaria. Assim como observado nas culturas contendo B. japonicum e B. elkanii
(figuras 10 e 11), a adicao de B. subtilis foi a que mostrou maior efeito inibitério do
crescimento do E. fredii seja pelo titulo maximo da cultura seja pela reducdo na
viabilidade da cultura na fase estacionaria.

A figura 13 mostra que as culturas de P. fluorescens na presenca de B. japonicum,
B elkanii e E. fredii, alcangaram concentra¢des maximas semelhantes a cultura pura (2 x
109 cél/ml) mantendo-se em fase estacionaria.

A inoculagdo de células de B. japonicum, B. elkanii e E. fredii no meio de cultura
ndo apresentaram influencia no crescimento de B. subtilis (figura 14) que apresentou
fase estacionaria com o titulo da cultura em torno de 2 x 108 cél/ml, o mesmo foi
observado quando adicionadas as bactérias simbidticas na cultura de P. edaphicus, que
apresentou fase estaciondria de 8 x 10° cél/ml ( figura 15).

Quando foram realizadas combinag¢des entre as PGPs, observou-se que a adigdo
de P. edaphicus e B. subtilis resultou em menor crescimento da P. fluorescens medido
tanto pelo titulo maximo da cultura como pela viabilidade até a fase estacionaria (figura
16).

P. edaphicus apresentou menor crescimento quando cultivado com as células de
B. subtilis, mantendo a fase estacionaria com 5 x 106 cél/ml (figura 18), com P.
fluorescens, observou-se um crescimento do P. edaphicus ao redor de 4 x 107 cél/m,
enquanto em cultura pura alcangou 1,2 x 1010 cél/ml.

A bactéria B. subtilis foi causou a maior inibicdo no crescimento dos outros
microrganimos, porém foi a menos afetada, tanto na presenca das simbidticas (figura
14) quanto das outras PGPs (figura 17), apresentando uma fase estacionaria com o titulo
da cultura de 1,2 x 108 cél/ml, quando em cultura pura e adicao de células de P.
edaphicus.

Como foi verificada incompatibilidade entre a bactéria B. subtilis e as trés
simbioticas (B. japonicum, B. elkanii e E. fredii), esse microrganismo nao foi utilizado nos
ensaios in vivo, no qual as bactérias foram inoculadas nas sementes de soja para verificar

seu efeito no desenvolvimento da planta e nodulagao.
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5.1.2 Selecdo bacteriana dos inoculantes mistos (in vivo)

As bactérias PGPs (P. fluorescens e P. edaphicus) selecionadas no ensaio in vitro
foram combinadas as simbiéticas e aplicadas na soja. O ensaio teve o objetivo de

selecionar uma co-inoculacdo que melhore o desenvolvimento da planta.

Tabela 21. Avalia¢do da nodulacao : (NN) nimero de ndédulos por planta, (MSN) massa
seca dos nddulo (mg/planta), (MSPA) massa seca da parte aérea (g/planta), (AP) altura
das plantas (cm) e (CR) comprimento da raiz (cm), no florescimento.

Tratamentos NN MSN MSPA AP CR
1 Controle 1- Sem inoculagdo, sem nitrogénio. ON OL 4,2G 9,2H 19,21
2 Controle 2 - Sem inoculag¢io, com amonia. ON OL 9,1E 17,4 F 43,3 FG
3  B.japonicum SEMIA 5080 32,2] 133,2H 95E 18,2DE 443 E
4 B elkani SEMIA 5019 34,7 G 134,6 G 92E 17,6 EF 43,9 EF
5 E frediiSMH12 37,6 D 1351F 10,3D 209 C 47,2C
6 B. japonicum SEMIA 5080 + P. edaphicus 27,3 L 123,41 79F 14,6 G 39,8 H
VKPM B 7517
7  B.elkani SEMIA 5019 + P. edaphicus 22,3 M 98,4 ] 7,8 F 14,9 G 399 H
VKPM B 7517
E. fredii SMH12+ P. edaphicus VKPM B 7517 43,7 C 181,6 C 11,2C 22,7B 493 B
B. japonicum SEMIA 5080+ P. fluorescens 36,2 E 138,2D 9,3E 18,3DE 454D
ATCC 17552
10 B. elkani SEMIA 5019+ P. fluorescens ATCC 352F 132,7H 94E 17,9 DEF 43,2G
17552
11 E fredii SMH12+ P. fluorescens ATCC 17552 44,8 B 186,2 B 119E 22,9B 499 B
12 B japonicum SEMIA 5080 + P. edaphicus 32,61 136,2 E 9,3E 18,4D 44,2 E

VKPM B 7517+ P. fluorescens ATCC 17552

13  B. elkani SEMIA 5019 + P. edaphicus VKPM B 332H 1382D 94E 182DE 43,8EFG
7517+ P. fluorescens ATCC 17552

14 E. fredii SMH12 + P. edaphicus VKPM B 7517 594A 245,3A 13,6A 27,3A 589 A
+ P. fluorescens ATCC 17552

Desvio Médio Absoluto 10,8 41 1,36 2,87 4,7
Desvio Padrdo 15,3 62,2 2,1 4,1 8,3
Coeficiente de Variagdo (%) 48,7 49,2 22,3 22,6 19,1
Ponto médio 29,9 122,6 9 18,3 39,5
Diferenca minima significativa (DMS) 0,23 0,44 0,69 0,74 0,66
Normalidade 5% (Shapiro-Wilk) 0,86 0,83 0,91 0,92 0,78

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nio diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Analisando o nimero de nddulos por planta de soja (tabela 21), nota-se que as
testemunhas ndo apresentaram nodulos, uma vez que o ensaio foi realizado em
condi¢des axénicas (vasos de Leonard). Nos demais tratamentos foram observados
nodulos, sendo os maiores naqueles em que as PGPs foram combinadas ao E. fredii
(tratamentos 8, 11 e 14). O numero de nddulos e a massa seca dos nddulos do

tratamento 14 (E. fredii + P. edaphicus + P. fluorescens) foram 84% maiores que aqueles
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apenas com B. japonicum e B.elkanii utilizados comumente como inoculantes
comerciais.

Quando analisadas as variaveis massa seca da parte aérea (figura 14), altura da
plantas (figura 15) e comprimento da raiz (figura 16) no florescimento, constatou-se os
maiores valores nos trés parametros no tratamento 14 (E. fredii + P. edaphicus + P.
fluorescens). A testemunha com amonia e os tratamentos 3 (B. japonicum), 4 (B. elkanii),
9 (B. japonicum + P. fluorescens), 10 (B. elkanii + P. fluorescens), 12 (B. japonicum + P.
edaphicus + P. fluorescens) e 13 (B. elkanii + P edaphicus + P fluorescens) nao diferiram
estatisticamente. Os menores valores foram encontrados na testemunha sem adubagéo,
seguida dos tratamentos 6 (B. japonicum + P. edaphicus) e 7 (B. elkanii + P. edaphicus)
que ndo diferiram estatisticamente entre si.

Na figura 17 sdo apresentados os valores médios de produtividade de graos. O
tratamento que apresentou maior produtividade foi o 14 (E. fredii + P. edaphicus + P.
fluorescens) com 3.256 kg/ha, enquanto o que fez uso de adubac¢do nitrogenada
(testemunha 2) resultou em rendimento de 2.438 kg/ha, valor que ndo diferiu
estatisticamente dos tratamentos 3 (B. japonicum), 5 (E. fredii) , 6 (B. japonicum + P.
edaphicus), 7 (B. elkanii + P. edaphicus), 9 (B. japonicum + P. fluorescens), 10 (B. elkanii +
P. fluorescens), 12 (B. japonicum + P. edaphicus + P. fluorescens) e 13 (B. elkanii + P.
edaphicus + P. fluorescens) . Os tratamentos 8 e 11 apresentaram valores elevados

também empregando inoculagao de E. fredii.

Figura 19 - Produtividade de graos (kg/ha).
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5.2 Fatores Nod
5.2.1 Produgdo e quantificacdo de fatores Nod

Na segunda parte do presente trabalho, como nova tecnologia aplicada ao
inoculante foram produzidos fatores Nod pelas bactérias simbidticas (B. japonicum e E.
fredii). Os fatores Nod presentes no inoculante fazem parte do pacote biotecnoldgico
para aplicacdo em sementes de soja.

Foram utilizados oito diferentes tratamentos que utilizaram combinacgdes de seis
substancias (genisteina, daidzeina, isoflavonas de soja, acidos jasmoOnico, metil
jasmonato e acido acetilsalicilico) para induzir a producdo dos fatores Nod pelos
rizébios. A figura 18, mostra as diferentes concentracdes de fatores Nod produzidos
por Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080 e Ensifer fredii SMH 12, ap6s indugao com as
6 diferentes substancias.

Figura 20 - Concentrac¢do de fatores nod (ug/ml) produzidos por Bradyrhizobium japonicum
SEMIA 5080 e E. fredii SMH12 induzidos por diferentes substancias.
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OB. japonicum  BE. fredii

(1) genisteina, (2) daidzeina, (3) isoflavonas de soja, (4) Genisteina + acido jasmonico, (5) Daidzeina +
acido jasmonico, (6) Isoflavonas de soja + acido jasmonico, (7) Genisteina + metil jasmonato, (8) Daidzeina
+ metil jasmonato, (9) Isoflavonas de soja + metil jasmonato, (10) Genisteina + acido acetilsalicilico, (11)
Daidzeina + acido acetilsalicilico e (12) Isoflavonas de soja + acido acetilsalicilico.
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As substancias que induziram maior produgdo de fatores Nod em B. japonicum e
E. fredii foram genisteina + metil jasmonato (7) com producdo, respectivamente de 589 e
629 ng/ml e Isoflavonas de soja + metil jasmonato (9), com a producdo de 523 e 566 pg
de fatores Nod.ml-1. Em seguida, os maiores valores foram os tratamentos (4) genisteina
+ acido jasmoOnico (234 e 298 pg/ml), (5) daidzeina + acido jasmoénico ( 243 e 293
ug/ml), (6) isoflavonas de soja + acido jasménico (252 e 302 pg/ml), os quais ndo
diferem estatisticamente. Os tratamentos 1 (genisteina), 2 (daidzeina), 3 (isoflavonas de
soja), 8 (daidzeina + metil jasmonato), 10 (genisteina + acido acetilsalicilico), 11
(daidzeina + acido acetilsalicilico) e 12 (isoflavonas de soja + acido acetilsalicilico)
apresentaram as menores producoes de fatores Nod tanto em B. japonicum SEMIA 5080,

quanto em E. fredii SMH 12.

5.2.2 Avaliagao do desenvolvimento de pldantulas de soja submetidas a aplicacdo de
fatores Nod em cdmara de germinagao.

As sementes apresentaram a incidéncia de 3% de Fusarium sp, 5% de Penicillium
sp e 4% de Aspergillus. As emergéncias foram observadas aos quatro dias em 90% das

sementes e acima de 97% apds o sétimo dia apos a semeadura.

Tabela 22. Emergéncia das sementes aos 4 e 7 dias.

Tratamentos 4 dias (%) 7 dias (%)
1 Sem inoculac¢do /sem fertilizante nitrogenado 90,6 AB 97,5a
2 Aplicagdo de amonia/sem inoculagdo 90,5 ABC 97,8a
3 B. japonicum SEMIA 5080 + SEMIA 5079 90,4 ABC 98,1a
4 B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587 90,4 ABC 97,8a
5 B. japonicum SEMIA 5080 90,2 C 97,3a
6 B. japonicum SEMIA 5080 + Fatores NOD 90,7 A 97,8a
7 E. fredii SMH12 90,3 BC 97,3 CD
8 E. fredii SMH12 + Fatores NOD 90,5 ABC 97,1D
Desvio Médio Absoluto 0,14 0,29
Desvio Padrdo 0,18 0,32
Coeficiente de Variagdo (%) 0,2 0,33
Ponto médio 90,4 97,6
Diferenca minima significativa (DMS) 0,33 0,28
Normalidade 5% (Shapiro-Wilk) 0,97 0,96

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).



59

Os resultados do teste de germinacdo estdo apresentados na tabela 22. As
contagens do nimero de sementes germinadas aos 4 e 7 dias apresentaram resultados
semelhantes e germinacdo acima dos 90%. A presenca dos fatores Nod nao influenciou

a germinacao das sementes de soja.

Figura 21 - Valores médios da velocidade de germinacao .
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A maior velocidade de germinacao (figura 21) foi observada no tratamentos 8 (E.
fredii SMH12 + fatores Nod), seguido da testemunha 1 (sem adubacao e inoculante) e
tratamentos 6 (B. japonicum SEMIA 5080 + Fatores NOD) e 7 (E. fredii SMH1Z2), que ndo
apresentaram diferencas estatisticas. A testemunha 2 (aplicagdo de amonia/sem
inoculagao) e tratamento 4 (B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587) foram os que
apresentaram menores valores médios.

O tratamento que apresentou maiores valores dos parametros comprimento da
raiz e parte aérea foi o tratamento 8 (E. fredii SMH12 + Fatores NOD) e o menor valor foi
observado na testemunha sem inoculagdo e sem adubacdo nitrogenada. Os outros

tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si (tabela 23).
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Tabela 23. Comprimento da raiz (cm) e parte aérea (cm) das plantulas nos 8 tratamentos.

Tratamentos Comprimento Comprimento parte
raiz (cm) aérea (cm)

1 Sem inocula¢do /sem fertilizante nitrogenado 10,1D 4,3C

2 Aplicagdo de amonia/sem inoculagao 11,2 BC 4,2C

3 B. japonicum SEMIA 5080 + SEMIA 5079 11,6 B 4,3C

4 B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii 587 10,8 C 4,2 C

5 B. japonicum SEMIA 5080 11,2 BC 48 B

6 B. japonicum SEMIA 5080 + Fatores NOD 11,4 B 50B

7 E. fredii SMH12 11,3 BC 51B

8 E. fredii SMH12 + Fatores NOD 159 A 7,2 A
Desvio Médio Absoluto 1,05 0,66
Desvio Padrdo 1,65 0,94
Coeficiente de Variagdo (%) 14,12 19,26
Ponto médio 13 5,7
Diferenca minima significativa (DMS) 0,47 0,33
Normalidade 5% (Shapiro-Wilk) 0,64 0,72

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, nio diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

5.2.3 Avaliagdo do desenvolvimento de soja com fatores Nod

A figura 22 mostra que o maior rendimento dos graos de soja foi observado no
tratamento 7 (E. fredii SMH12 + Fatores Nod) com producao de 3.821 kg/ha, seguido do
tratamento 6 (B. japonicum + Fatores Nod) com 3.775 kg/ha, enquanto os tratamentos
com culturas puras de rizobios (3, 4 e 5) e a testemunha com adubacao nitrogenada nao

diferiram estatisticamente entre si.



Figura 22 - Rendimento dos graos de soja (kg/ha).
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Tabela 24. (NG/V) Numero de griaos / nimero de grdos por vagem (unidade), (MG) massa dos

grdos (g) e (IC) indice de colheita (%).

Tratamentos NG/V MG MG
1  Sem inoculagdo, sem nitrogénio. 1,54 F 85E 37C
2 Sem inoculagdo, com amonia. 2,24 E 123 C 39 BC
3 B. japonicum SEMIA 5080 2,34 C 120D 40 BC
4 B. elkanii SEMIA 5019 2,26 E 123 C 42 B
5 E. fredii SMH 12 2,31D 119D 41B
6 B. japonicum SEMIA 5080+ 2,83 B 141 B 57 A
Fatores Nod
7 E. fredii SMH12 + Fatores Nod 293 A 144 A 58 A
Média 2,35 121,8 44,8
Desvio Médio 0,39 16,70 7,22
CV(%) 16,59 13,71 18,70
Ponto médio 2,23 114,5 47,5
DMS 0,03 2,78 3,33
Shapiro-Wilk 0,85 0,82 0,76

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

A tabela 24 mostra que os tratamentos 6 (Inoculagcdo com B. japonicum SEMIA 5080 +

Fatores Nod) e 7 (E. fredii SMH12 + Fatores Nod) apresentaram os maiores valores em

relacdo ao numero de graos por vagem e massa dos graos, em comparagao a média dos

tratamentos contendo somente o inoculante ( 3,4 e 5).
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5.3 Vitamina B12/cobamamida

5.3.1 Produgdo e quantifica¢do de vitamina B12

Na terceira parte do estudo foi avaliado o efeito da aplicacao de vitamina B12 e
cobamamida na nodulacao da soja, esta tecnologia aplicada ao inoculante faz parte do
desenvolvimento do pacote biotecnolégico. Em laboratério a bactéria simbiotica B.

japonicum produziu 0,7 pug/ml de vitamina B12, enquanto E. fredii produziu 1,9 ug/ml.

5.3.2 Avaliagdo da aplicagdo de cobamamida e vitamina B12 na nodulacgado de soja

A tabela 25 mostra o numero de n6dulos e massa seca dos nddulos dos 18
tratamentos aplicados a semente de soja. A vitamina B12 produzida por B. japonicum e
E. fredii, quando aplicados nas sementes de soja, ndo resultaram em diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a inoculacdo apenas da bactéria. A aplicacdo
de suplementacdo de cobamamida e vitamina B12 nas concentragoes de 1; 1,5 e 2
mg/ml, junto ao B. japonicum ou E. fredii, aumentaram a nodula¢do em relacdo a
inoculacdo apenas da bactéria, porém nao diferiram estatisticamente entre si, tanto no
numero de nddulos, quanto na massa seca dos nédulos.

0 mesmo perfil foi obtido em relagdo a matéria seca da parte aérea (figura 23), os
tratamentos com E. fredii e suplementacdao com vitamina B12 e cobamamida, 13 (E.
fredii + vitamina B12, 1 mg/ml), 14 (E. fredii + cobamamida, 1 mg/ml), 15 (E. fredii +
vitamina B12, 1,5 mg/ml), 16 (E. fredii + cobamamida, 1,5 mg/ml), 17 (E. fredii +
vitamina B12, 2 mg/ml) e 18 E. fredii + cobamamida 2 mg/ml) apresentaram os maiores

valores, ndo diferindo estatisticamente entre si.
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Tabela 25. Avaliacao do nimero de n6dulos (NN) e peso dos n6dulos (PN) apés 45 dias
da semeadura.

Trat Descricdo NN PN
1  Sem inoculagdo e sem nitrogénio ON 00
2 Sem inoculagdo e com amodnia ON 00
3 B. japonicum SEMIA 5080 34,3 M 132,3N
4  B.japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 produzida pela 353L 134,5M
bactéria (0,7 ug/ml)
5  B.japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 (1 mg/ml) 439H 181,21
6  B.japonicum SEMIA 5080+ cobamamida (1 mg/ml) 443G 182H
7  B.japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 (1,5 mg/ml) 448F 183,2F
8 B japonicum SEMIA 5080+ cobamamida (1,5 mg/ml) 44,4 G 182,4 H
9 B japonicum SEMIA 5080+ vitamina B12 (2 mg/ml) 44,3 G 181,9 H
10  B.japonicum SEMIA 5080+ cobamamida (2 mg/ml) 44,6 FG 182,8G
11  E. fredii SMH12 38,2] 138,2L
12 E fredii + vitamina B12 produzida pela bactéria (1,9 ug/ml) 39,21 144,2 ]
13  E fredii SMH12+ vitamina B12 (1 mg/ml) 52,7B 203,4E
14 E. fredii SMH12+ cobamamida (1 mg/ml) 53,2A 207,3A
15 E fredii SMH12+ vitamina B12 (1,5 mg/ml) 514E 206,4B
16 E. fredii SMH12+ cobamamida (1,5 mg/ml) 52,3CD 203,8D
17  E. fredii SMH12+ vitamina B12 (2 mg/ml) 52,6 BC 205,3C
18 E. fredii SMH12+ cobamamida (2 mg/ml) 52,2D 207,3 A
Média 40,42 159,7
Desvio Médio 10,61 45,48
CV(%) 38,5 38,6
Ponto médio 26,6 103,7
DMS 0,3 0,29
Shapiro-Wilk 0,69 0,69

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 23 - Massa seca da parte aérea (g/planta) nos 18 tratamentos.
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Figura 24 - Visdo geral do experimento em casa-de-vegetac¢io para avaliacdo da nodulacdo com
e sem a adicdo de cobamamida e vitamina B12.

5.4 Pacote biotecnolégico

5.4.1 Avaliagdo do pacote biotecnoldgico no rendimento da soja em campo

Na ultima etapa do presente trabalho, os inoculantes mistos e as tecnologias
aplicadas aos inoculantes, fatores Nod e cobamamida, foram avaliados em conjunto em
campo de cultivo de soja para o desenvolvimento de um pacote biotecnologico.

Analisando a tabela 26 observa-se que a maior altura das plantas de soja foi
alcangcada quando aplicado o tratamento 16 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens +
cobamamida + Fatores Nod), enquanto o menor resultado foi observado na testemunha

sem inocula¢do e sem adubacdo nitrogenada.
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Figuras 25 e 26 - Visao geral do experimento em campo de cultivo de soja.

A maior produtividade dos graos de soja (tabela 26) foi observada no tratamento
16 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens + cobamamida + Fatores Nod) com 3.829 kg.ha-
1 os tratamentos 2,3 4 ,5 e 6 ndo diferiram estatisticamente. Os tratamentos que
apresentaram as maiores produtividades foram os tratamentos 13 (Efredii +
P.edaphicus + P. fluorescens) com 3.439 kg.ha'l, 14 (E. fredii + P. edaphicus + P. fluorescens
+ cobamamida), com 3.630 kg.ha1, 15 (E. fredii + P. edaphicus + P. fluorescens + Fatores

Nod), com 3.732 kg.ha'L.



66

Tabela®6.FALT)Altura@aplantasdm),FAPV)&ltura@nedia@a@nsercao@abprimeira@agem@cm),APMV)Beso@nédio@leFagens@orblanta, JCMV) A
comprimento@BmédioBdalvagemB(cm),B(NMVP)EnimeromédioBde@vagensporplanta, B(NMGV)EntimerofmédioBdegraosporvagemZe@(PMV) @
produtividadeMédia@efragensfkg/ha)mosA 6@iferentes@ratamentos,@om@A 0@epeticdes.

@  Tratamentos@ APVE ALTH NMVP@E pPMVE cMve NMGVE pva
1@ Controle@-BemfnoculagdofBemitrogénio.R 5,38m0A 1,33j@ 31,230CL 1,88j@ 13,2200 6,52p 9720p0
2@ Controle2BEBemMnoculacdo,@omEAmonia.l 8,08Im 2,54i0m 54,201k 2,31i0 17,4410 7,0500 1969310
38 B.JaponicumBEMIABO080MR 8,33il 2,57i@  53,20ml 2,82d@ 18,01j@ 7,13n0 20332j@
4@ B.BlkaniiTBEMIAB019M@ 8,20j@ 2,57i@ 52,91nt 2,34hi@  17,29mA 7,15n@ 19344nMA
58 E.[frediiBMH120 8,44h 2,66h@  53,22ml 2,34hi@  17,23mMA 7,23mf 1925400
68 B.faponicumBEMIAB080E B.BlkaniiB 0198 8,32iM 2,59i@ 52,91nt 2,55gf  16,33nMA 7,311@ 19388mMA
78 B.JaponicumBEMIABO080&Bobamamidal 9,32g0 2,66hR 54,39j¢ 2,63efl  18,23iM 7,42j0 22560i0
8@ B.fuponicumBEMIABO80E FatoresModl 9,440 2,83f@  64,33ht 2,38h@  19,44hR 8,39h@ 23890hM@
98 B.flaponicumBEMIAB080& @Bobamamida® FatorestNoda 10,38d@ 2,85f0@ 67,92gC 2,57fgdl  21,22fR@ 8,33iM 23893hM@
108 E.[frediiBMH12+@obamamida 10,44c@ 2,76g0 62,49ik 2,63e@  20,12g0 8,93g0 243620
118 E.[frediiBMH12+®FatoresMod 10,32e0 2,93eM 73,23fk 2,59efgl  21,32el 9,29¢0 25199fm@
120 E.JrediiBMH12+@obamamida@® Fatores™Nod@ 10,37dm@ 3,02dR 74,39el 2,37h0 21,59dm@ 9,23f0 25389el
138 E.fredii@®.edaphicus@®.Fluorescens 11,23b0A 3,32c@ 89,32dt 2,63el 22,56cH 11,23d0@ 30291dA
140 E.frediiB®.edaphicus@®.fluorescens®@obamamida@ 11,39al 3,42bM 89,54cE 2,93cl 21,37el 11,34cl 31090b@
158 E.frediid®.edaphicus®®.fluorescens@FatoresMNodH 11,34al 3,46b0 92,39btL 3,44b0 24,32b0A 12,23b0 31029cA
168 E.frediid®.edaphicus®®.[fluorescens@@obamamida@ FatoresMNod 11,23b0A 3,59a@ 109,21a 4,23a 26,53al 12,88al 32489al
B Médial 9,50 2,820 67,170 2,660 19,760 8,850 236190
@ DesvioMédiold 18,21@ 0,350 15,718 0,348 2,610 1,640Q 438,320
B CV(%)a 17@ 18,40 29,10 19,80 16,370 22,560 24,420
B  Pontolnédiol 8,380 2,460 70,2 3,058 19,870 9,70 21104,50@
@ DMSH 0,05a 0,058 0,06a 0,06@ 0,05a 5,39
@  Shapiro-WilkR 0,850 0,910 0,800 0,960 0,860 0,910

MédiasBeguidas@e@esmaletrafaodiferem,@statisticamente,Belo@este@eTukeyP<0,05).2
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Figura 27 - Produtividade de graos (kg/ha).
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Tratamentos
Os maiores valores na altura media de inser¢ao da primeira vagem (tabela 26)
foram verificadas nos tratamentos 13 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens), 14 (E.fredii
+ P.edaphicus + P. fluorescens + cobamamida), 15 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens +
Fatores Nod) e 16 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens + cobamamida + Fatores Nod),
que nao diferiram estatisticamente entre si. O maior peso médio de vagens por planta e
comprimento médio da vagem (tabela 26) foram encontrados no tratamento 16 (E. fredii

+ P.edaphicus + P. fluorescens + cobamamida + Fatores Nod).

A maior produtividade de vagens (tabela 26) foi verificada no tratamento 16
(32.489 kg.ha1). Os tratamentos 13 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens), 14 (E.fredii +
P.edaphicus + P. fluorescens + cobamamida) e 15 (E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens +
Fatores Nod) nao diferiram estatisticamente entre si. O mesmo foi observado entre os
tratamentos 7(B. japonicum SEMIA 5080 + cobamamida), 8 (B. japonicum SEMIA 5080 +
Fatores Nod), 9 (B. japonicum SEMIA 5080 + cobamamida + Fatores Nod), 10 (E. fredii +
cobamamida), 11 (E. fredii SMH12+ Fatores Nod) e 12 (E. fredii SMH12+ cobamamida +
Fatores Nod), que apresentaram uma produtividade média de 23.676 kg.ha-1.

Na avaliacdo dos parametros, nuimero médio de vagens por planta e numero
médio de graos por vagens (tabela 26), os maiores valores foram alcancados com a

aplicacao de E.fredii + P.edaphicus + P. fluorescens + cobamamida + Fatores Nod .
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6 DISCUSSAO

6.1 Inoculantes agricolas mistos

Um dos impactos causados pela conversao de areas de vegetacdo nativa em
sistemas de produgdo é a reducdo da biodiversidade. A inoculagao de microrganismos,
com diferentes papéis no ecossistema, pode restaurar a variedade bioldgica do solo,
permitindo a manutencao de sua capacidade produtiva ao longo do tempo (MPEPEREKI
etal.,, 2000).

A primeira etapa do desenvolvimento dos inoculantes mistos para aplicagdo em
sementes de soja, foi o estudo da interacdo dos rizébios (B. japonicum, B. elkanii e E.
fredii) com as PGPs (P. fluorescens, P. edaphicus e B. subtilis) in vitro.

Quando adicionadas células de P. fluorescens e P. edaphicus no meio de cultura
contendo B. japonicum, B. elkanii e E. fredii, (figuras 10, 11 e 12), observou-se uma
queda no titulo da cultura na fase estacionaria, porém a populacdo dos rizébios
continuou elevada, indicando a possibilidade de desenvolver inoculantes mistos
contendo essas duas bactérias associativas em combina¢cdes com as simbidticas.

No caso da presenca de B. subtilis verificou-se que esta bactéria inibiu o
crescimento dos rizébios e todas as células bacterianas foram eliminadas, desta forma o
ensaio in vitro demonstrou que essa PGP pode colocar em risco o sucesso da inoculacao
das bactérias simbidticas em soja. Em B. japonicum e B. elkanii a populagdo iniciou
acentuada queda apo6s 180 h chegando a completa mortalidade apds 540 h de cultivo.
Estes dados podem indicar que os metabolitos secundarios produzidos pelo B. subtilis
resultaram em efeitos inibitorios no crescimento dos rizébios. A adi¢ao de células de B.
subtilis aos meios contendo P. edaphicus (figura 15) e P. fluorescens (figura 16) também
causaram quedas no titulo das fases estacionarias, porém ndo houve mortalidade
bacteriana total. Uma co-inoculagao com as trés PGP em soja seria possivel, porém como
existe a necessidade de uma simbidtica como parte do pacote biotecnolégico retirou-se
o B. subtilis dos testes in vivo.

No ensaio in vivo, os rizébios e PGPs foram adicionadas em culturas puras,
combinadas entre si (tabela 21) e aplicadas as sementes de soja para avaliar a
nodulacdo, desenvolvimento e produtividade das plantas de soja. A adi¢ao dos rizébios

aos meios contendo as bactérias PGPs (figuras 13, 14 e 15) nao influenciou nas curvas de
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crescimento, mantendo-se os mesmos titulos das culturas na fase estacionaria que as
encontradas nas culturas puras. Quando introduzidas via sementes, co-inoculacdo de
PGPs com B. japonicum e B. elkanii nao resultou em aumento da nodulagdo (tabela 21).

Em relacdo ao E. fredii, observou-se que a co-inoculacao dessa bactéria com P.
fluorescens resultou em aumento no numero de nédulos na ordem de 19%, e quando
combinadas ao P. edaphicus houve aumento de 16%. Quando co-inoculadas as trés
bactérias (E. fredii, P edaphicus e P. fluorescens), o aumento foi de 58% em relacao a
inoculacao da cultura pura contendo apenas E. fredii, o que indica um sinergismo entre
essas duas PGPs e o rizobio. Os parametros avaliados: massa seca da parte aérea, altura
das plantas e comprimento da raiz (tabela 21), coletados no florescimento do soja,
indicaram que a co-inoculacdo de E. fredii, P. edaphicus e P. fluorescens foi a que
apresentou maiores valores.

Na avaliacdo da produtividade de graos verificou-se que a aplicacdo da
combinagdo contendo as trés bactérias E. fredii, P. edaphicus e P. fluorescens, foi 33 %
maior que os tratamentos somente com B. japonicum e B. elkanii, bactérias encontradas
nas formula¢bes comerciais atualmente.

No presente trabalho a co-inoculacdo dos rizobios com B. subtilis tornou-se
inviavel uma vez que os metabolitos inibiram seus crescimento, porém ensaios
realizados por Li e Alexander (1988), nos quais foram co-inoculados Bacillus sp. com
mutantes de B. japonicum resistentes aos seus metabdlitos, foi observado significativo
aumento na nodulacdo da soja. Segundo Besson et al. (1990) e Phae e Shoda (1991), o
modo de ac¢do e sintese dos metabolitos produzidos por B. subtilis in vitro e in vivo sdo
diferentes devido a disponibilidade dos nutrientes no meio de cultura e no solo, desta
forma os metabolitos antagdnicos aos rizobios, como observado nas figuras 10, 11 e 12,
nao ocorreriam in vivo. Araujo et al. (2010) também verificaram aumentos na matéria
seca da raiz em feijao-caupi co-inoculado com B. japonicum e B. subtilis.

A co-inoculagdo dos rizébios B. japonicum e B. elkanii com as PGPs ndo resultou
em melhoras no desenvolvimento da soja, concordando com Barbaro et al. (2011) que
observaram que a co-inoculagcdo de Bradyrhizobium e Azospirillum brasilense nao
influenciou a nodulagdo, massa seca da parte aérea e radicular de soja.

Outros trabalhos como de Rodrigues et al. (2015) verificaram aumento na
matéria seca da raiz quando co-inocularam as plantas de feijdo-caupi com

Bradyrhizobium e Paenibacillus. Diversos relatos demonstram efeitos positivos de



70

rizébios co-inoculados com outras bactérias PGPs (SILVA et al., 2007; STAMFORD et al,,
2003), pela producdo de hormonios vegetais, pectinase ou sinais moleculares. Silva et al.
(2006) observaram que Bradyrhizobium co-inoculado com Paenibacillus polymyxa e P.
macerans estimularam a nodulagdo em feijao-caupi, com aumento na absorgao de calcio,
ferro e fosforo. Em soja foram verificados efeitos positivos utilizando-se bactérias das
espécies Bacillus cereus (HALVERSON et al, 1993), Agrobacterium spp. (SCHMIDT et al,,
2015), Azospirillum spp. (ANDREEVA et al., 1991) Pseudomonas fluorescens e Glomus
mossea (SHABAYEV et al. 1995).

No ensaio in vivo observou-se que a co-inoculacdo com a bactéria P. fluorescens e
E. fredii apresentou 19% mais nédulos e aumento em 37% na massa seca dos nédulos
quando comparado ao tratamento apenas com E. fredii. A presenca de P. fluorescens
aumentou a massa seca da parte aérea em 29%, a altura das plantas em 30% e o
comprimento da raiz em 13,6%, assim como maior produtividade de graos, com 25%
mais sementes produzidas quando adicionado P. fluorescens, ao compararmos a
inoculagao da cultura pura de E. fredii.

As P. fluorescens produzem enzimas fosfatases e acidos organicos que solubilizam
fosfato do solo, aumentando a disponibilidade de fésforo para a planta. O fésforo depois
do nitrogénio é o nutriente inorganico requerido em maior quantidade pelas plantas e
microrganismos. Mesmo abundante nos solos na forma organica e inorganica, o fosfato
ndo pode ser absorvido pelas plantas, sendo necessaria a solubilizagdo por
microrganismos para a sua incorpora¢do (ALEXANDER, 1980). A deficiéncia de fésforo
limita a fixacdo bioldgica do nitrogénio, principalmente em solos acidos. O efeito da
nutricao de fésforo na FBN é muito importante, pois o aumento de sua disponibilidade
incrementa a nodulagdo, metabolismo e crescimento vegetal (ANDREW; ROBINS, 1969;
CASSMAN et al,, 1981, GATES, 1987; SINGLETON et al. 1985).

Stein (1988) relatou que P. fluorescens, utilizada no tratamento de sementes de
tomate, promoveu aumentos de germinacdo e peso fresco de até 60,3 e 78%,
respectivamente. Mantovanello e Mello (1994) obtiveram aumentos no peso da parte
aérea (até 44%) e raizes (36,8%), em solo nao autoclavado, ja em solo autoclavado os
aumentos foram respectivamente de até 138,5 e 119%.

De acordo com Staudt et al. (2012), Pseudomonas fluorescens aplicadas em
plantulas de feijdo juntamente com micorrizas e Rhizobium tropici promoveram

aumentos de peso seco de caules e n6dulos e contetudo de fésforo e nitrogénio. Cattelan
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(1993) bacterizou sementes de soja com suspensdes de Pseudomonas e observou
aumentos no comprimento das raizes das plantulas de 76%, o que foi atribuido a
produgdo de promotores de crescimento.

Diferentes trabalhos comprovam que varios isolados de P. fluorescens produzem
antibidticos inibidores de inimeros patégenos. Brisbane et al (1989) relatam a inibicdo
de dezessete fungos patogenos por um isolado de P. fluorescens. Utilizando o mesmo
isolado, Bakker et al. (1991) conseguiram o controle de Gaeumannomyces graminis var.
tritici, causador da doeng¢a mal-do-pé em trigo.

Em P. fluorescens notamos a presencga de sideréforos, substancias quelantes do ion
férrico, produzidas por microrganismos em deficiéncia de ferro (LEONG, 1986). Os
organismos produtores de sider6foros tem vantagem sobre os outros, pois possuem um
processo especifico para retirada do nutriente da molécula quelante e seu transporte
para o interior da célula (HOHNADEL; MEYER, 1988). Em P. fluorescens, o que lhes
confere fluorescéncia é justamente um sideréforo (pioverdina) (STANIER et al., 1966;
MEYER & ABDALLAH, 1978). HA muito tempo ja se comprovou que isolados de P.
fluorescens podem promover crescimento vegetal por privar de ferro potenciais
fitopatogenos (KLOEPPER et al.,, 1980).

Outro aspecto importante sdo os patégenos subclinicos, que sdo os microrganismos
que nao causam sintomas 6bvios de doenca, porém deprimem o crescimento da planta
como um todo (WOLTZ, 1978). Freitas e Pizzinatto (1997) trabalhando com P.
fluorescens e Bacillus spp., demonstraram sua capacidade no biocontrole de
Colletotrichum gossypii (causador de podriddes em algodoeiro).

Os siderdforos estdo envolvidos no fornecimento de ferro como nutriente para as
plantas. Mesmo abundante na crosta terrestre, o ferro nem sempre esta em forma
disponivel as plantas. Em solos neutros o ferro encontra-se na forma oxidada e nao é
absorvida pelos vegetais (FROEHLICH; FEHR, 1981). As plantas podem ser eficientes ou
ineficientes em ferro, apresentando ou ndo resposta metabdlica a falta de ferro
(HOPKINS et al, 1992). Morris et al. (1990) sugeriram que microrganismos
constituiriam um dos fatores de solo a influenciar o aparecimento de clorose por
deficiéncia de ferro, seja por competicio com as plantas pelo nutriente, seja pela
mobiliza¢do do ferro labil no solo.

A Pseudomonas fluorescens pode ser utilizada como biocontrole, Siddiqui et al.

(2005) relataram que um isolado de Pseudomonas spp. diminuiu o crescimento,
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multiplicagio e manifestagio do nematdide Meloidogyne incognita. Isolados de
Pseudomonas fluorescens tiveram eficicia comparavel a do fungicida carbendazim,
recomendado para o controle de Rhizoctonia solani em arroz (KAGALE et al., 2004).

Assis et al. (1995) estudaram o potencial de rizobactérias no controle da
podriddo-negra das cruciferas e antracnose do rabanete causadas por Xanthomonas
campestris e Colletrichum gloesporioides, em condi¢des de campo. P. fluorescens reduziu
a severidade da doenca em 48,1% comparada com 44,8% de controle obtido pelo
antibiético kasugamicina. P fluorescens reduziu 60,4% da antracnose em soja.

Outro fator importante é a resisténcia sistémica induzida pelas bactérias PGPs, na
qual a planta desenvolve uma capacidade defensiva contra um largo espectro de
patégeno e pragas, apds estimulagdo apropriada (RAMAMOORTHY; SAMIYAPPAN,
2001). Tratamentos de sementes com bactérias promotoras de crescimento resultaram
em modificacdes na estrutura da parede celular e a mudangas bioquimicas e fisiolégicas,
que levam a sintese de proteinas e substancias quimicas envolvidas em mecanismos de
defesa das plantas (PIETERSE; VAN WEES, 2015).

Muitas enzimas vegetais estdo envolvidas em reacbes de defesa contra
fitopatégenos, incluindo as enzimas oxidativas, peroxidases e polifenol oxidase que
agem catalisando a formac¢do de lignina, contribuindo para a formacdo de barreiras
defensivas (CHEN et al., 2000).

No presente trabalho, a co-inoculacao de P. edaphicus VKPM B 7517 com E. fredii
SMH12 apresentou beneficios a planta quando comparado apenas com a inoculagdo do
E. fredii e dos outros dois rizébios, B. japonicum SEMIA 5080 e B. elkanii SEMIA 5019.
Quanto aos parametros para avaliacdo da nodulagao, a co-inoculacao resultou em 36%
mais nddulos e 34,5% de aumento na massa seca dos nddulos (tabela 21). A massa seca
da parte aérea foi 23% maior, a altura das plantas 30,4% maior, aumentou em 13,8% o
comprimento da raiz, assim como resultou em produtividade 17,3% maior ( tabela 21).

Bactérias da estirpe P. edaphicus VKPM B 7517 sao capazes de solubilizar rochas
potassicas pela secrecdo de acidos organicos (BASAK; BISWAS, 2009) como as micas, do
grupo dos filossilicatos, ilitas e ortoclases (KAISi308) (STYRIAKOVA et al, 2003). O
potassio € um macronutriente muito importante na fertilizacdo das plantas, sdo
utilizadas grandes quantidades de fertilizantes quimicos para suprir a necessidade

nutricional desse elemento.



73

Em relacdo ao rendimento, a co-inoculagao de E. fredii SMH12, P. edaphicus VKPM
B 7517 e P. fluorescens ATCC 17552 quando comparado ao tratamento com culturas
puras de rizobios, resultou em aumento de 41% na producao de graos de soja (figura
19).

6.2 Fatores Nod

Dentre as seis substancias utilizadas para inducdo da sintese de fatores Nod pelas
bactérias B. japonicum SEMIA 5080 e E. fredii SMH12, a adi¢do de genisteina com metil
jasmonato, ao meio de cultura, foi a que resultou em maior produg¢iao por ambas as
espécies, com as concentragdes respectivas de 589 e 629 pg/ml. Essas foram as
concentracgoes utilizadas nos ensaios in vivo. Pela primeira vez foram descritos ensaios
com aplicacdo de fatores Nod produzidos por Ensifer fredii SMH12 em plantas de soja.

Mabood et al. (2006a), demonstraram que o acido jasmdénico, um importante
hormoénio vegetal encontrado naturalmente em plantas superiores (MEYER et al, 1984)
e indutor de resisténcia a doencas (GUNDLACH et al, 1992), pode induzir a expressdo de
genes nod em B. japonicum, sintetizando os fatores Nod. Resultados experimentais tém
mostrado a possibilidade de se obter incrementos no rendimento pelo fornecimento dos
fatores Nod. Hungria e Stacey (1997) adicionaram 40 uM de genisteina num inoculante
contendo B. japonicum e observaram incremento de 20% na produtividade da soja.
Mabood et al. (2006b), pré-incubou, durante 24 horas, meio de cultura contendo B.
japonicum com genisteina e acido jasmonico (20 pM + 50 pM), e obtiveram aumento de
32% na producdo de graos de soja.

Na avaliacao do desenvolvimento de plantulas de soja submetidas a aplicacdo de
inoculantes contendo fatores Nod, observou-se que essa tecnologia nao influenciou na
emergéncia das sementes (tabela 22), porém o tratamento com E. fredii SMH12 + fatores
Nod resultou em maior velocidade de germinagdo (figura 21), assim como maiores
plantulas, com radiculas 37% maiores e a parte aérea 71% maior em relacdo aos
tratamentos apenas com rizébios (tabela 23).

No presente estudo verificou-se que a inoculacdo de E. fredii SMH12 ou B.
japonicum SEMIA 5080 com fatores Nod resultou em uma producao de graos de soja

18% superior em comparagdo aos tratamentos somente com os rizébios (figura 22),
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assim como aumento de 25% no nimero de graos por vagem, 17% na massa dos graos e
45% no indice de colheita.

Os resultados positivos no desenvolvimento da soja nos tratamentos com fatores
Nod, segundo Sanjuan et al. (1993), podem ser explicados por algumas caracteristicas
dos fatores Nod, como a inducao de diversas modificacoes nas raizes de soja, na divisao
das células do cortex e deformacdo dos pélos radiculares. Ainda segundo o autor, a
presenca dos fatores Nod estimula processos que promovem o crescimento e
desenvolvimento antecipado da soja, melhorando a nodulagdo e aumentando o
rendimento dos graos. Causam uma emergéncia acelerada da plantula, aumentam as
taxas de fotossintese e de crescimento. Os fatores Nod também induzem resisténcia a
gliceolina, uma fitoalexina, produzida pela soja como bactericida para impedir a entrada
de microrganismos na raiz (MORANDI, 1996).

Os fatores Nod sdo inicialmente percebidos pelas células epidérmicas da zona de
diferenciacdo do pelo radicular. A rdpida entrada de Ca2+ e uma despolarizacdo
transitéria da membrana plasmatica, associada ao efluxo de Cl- e K+ para dentro das
células, acompanhado da alcaliniza¢do do citoplasma do pelo radicular e alguns minutos
de oscilagdo de Ca+2 (EHRHARDT et al,, 1996) e subsequente rearranjo dos filamentos
de actina e redirecionamento do crescimento da raiz resultam no encurvamento do pelo,
com posterior entrada das bactérias (VLASSAK et al.,, 1997).

Broughton et al. (2003) dicutiram as perspectivas da utilizagdo de sinais
quimicos entre planta e bactéria na agricultura, chegando-se a conclusdo que podera ser
um dos fatores mais importantes e determinantes no aumento da produtividade da soja

no mundo.

6.3 Vitamina B12/cobamamida

No presente trabalho avaliou-se o efeito da aplicacdo de vitamina B12 e sua
coenzima, a cobamamida, na nodulacdo da soja. A vitamina B12 produzida em
laboratério por B. japonicum SEMIA 5080 (0,7 ug/ml) e E. fredii SMH12 (1,9 pg/ml)
foram aplicadas nas sementes de soja junto ao inoculante com cada um dos rizébios que
as produziram e observou-se que ndo houve aumento na nodulagdo.

Quando aplicadas diferentes doses de vitamina B12 ( 1; 1,5 e 2 mg/ml) e

cobamamida (1; 1,5 e 2 mg/ml) (tabela 25 e figura 23) verificou-se que os efeitos das



75

seis doses ndo diferiram estatisticamente entre si, porém resultaram em 24% mais
n6dulos e aumento de 34% no peso dos nédulos quando comparadas aos tratamentos
somente com B. japonicum.

0 aumento na nodulacgdo pode ser explicado pela importancia da vitamina B12 na
biossintese da leg-hemoglobina. A leg-hemoglobina é um pigmento de coloracdo
avermelhada, cuja fungao é facilitar o transporte de ATP, necessario para a fixacdo, sem
afetar a nitrogenase ( muito sensivel ao oxigénio) (LANTMANN, 2002). Nos nddulos
funcionais, o pigmento pode oxidar-se, determinando o fim do processo. A mudanga de
coloracao de vermelho para marrom-esverdeado é o primeiro sinal visivel a olho nu da
senescéncia nodular, que ocorre a partir da regido central em nédulos de crescimento
determinado, como a soja (WANG et al.,, 2014). No ensaio foram observados nédulos
vermelhos, indicando FBN ativa em todas as plantas coletadas. Quando ndo ha
compatibilidade entre a bactéria e a planta, o simbiossomo passa a considerar os
bacteriéides como patogénicos e agir como um compartimento litico, desencadeando a
degradacao dos bacteriédes quando o nddulo senesce, colonizando locais que poderiam
ser ocupados por bactérias funcionais, mas ndo processando a FBN (SPRENT, 2001).

Quando comparados a inoculagdo da cultura pura de E. fredii SMH12 (tabela 25)
as seis doses resultaram em aumentos de 39% no ndimero de nédulos e 51% no peso
dos ndédulos, mas também nio diferiram entre as doses.

Atualmente as indicagdes técnicas de aplicagdo de cobalto na cultura de soja é de
2 a 3 g/ha (EMBRAPA, 2013) via semente, com produtos de alta solubilidade. Resultados
experimentais tem mostrado grande variabilidade, tornando este tema muito discutido e
diversas vezes contraditério. (PAVINATO, 2007). Campo e Lantmann (1998) mostraram
que a aplicacdao de 0,75 g/ha de cobalto via pulverizacdo foliar, ndo melhorou a
nodulacdo e a absorcdo de nitrogénio pela cultura. Campo e Hungria (2002)
demonstraram que a aplicacao de 2,5 e 5 g/ha de cobalto junto com molibdénio nas
sementes de soja, ndo causou incremento significativo no numero de nddulos por planta
em comparacdo com a aplicacdo isolada de molibdénio. Galrao (1991) também nao
observou alteragdes no rendimento de graos de soja com a aplicagao de cobalto no solo.
Sfredo et al. (1997) e Campo e Lantmann (1998) realizaram o mesmo experimento via
pulverizacao foliar e ndo obtiveram aumento na produgdo, com a aplicacdo de 0,75 g/ha

de cobalto. Estes resultados ndo indicam que o cobalto nao deva ser utilizado na cultura
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de soja, mas que deve-se levar em consideracdo a quantidade e forma do suprimento de
cobalto, levando-se em conta a necessidade e a translocagao desse nutriente pela planta.

Sundarmoorthy et al. (2015) verificaram redug¢do de zinco no tecido foliar das
plantas ao serem aplicadas concentracdes de 5 uM de cobalto, durante ensaio com feijao
mungo, concluindo que o cobalto pode influenciar na reducao dos teores de zinco nas
folhas reduzindo o rendimento.

A necessidade de cobalto para a soja é muito pequena e a maior parte ndo é
absorvida, sendo lixiviada ou permanecendo nos solos. Essa necessidade é cerca de 300
vezes menor do que a concentracao necessaria de molibdénio. As aplicagdes foliares
apresentam menor eficiéncia, uma vez que este elemento possui baixa transloca¢do na
planta e sdo utilizados pelos nédulos, localizados no sistema radicular (LANTMANN,
2002). A concentrac¢do de vitamina B12 nos nédulo é cerca de 10 a 60 vezes mais alta
que na raiz e de 100 a 700 vezes mais alta que na parte aérea, o que demonstra a
importancia desta vitamina na formag¢ado e manutenc¢ao dos n6dulos (YOSHIDA, 1998).

A aplicacao dos micronutrientes diretamente ao inoculante reduz drasticamente
as células vidveis de B. japonicum (ALBINO; CAMPO, 2001). O suprimento de cobalto
com a aplicagdo via pulverizacdo foliar é prejudicada, pois este elemento possui baixa
translocagdo na planta.

0 uso de sais de cobalto possui diversos fatores negativos descritos acima, desta
maneira o uso de sua forma organica (vitamina B12 ou cobamamida) poderia ser uma
solucdo para estes problemas. A adi¢ao de vitamina B12 possui um custo muito elevado,
tornando o uso dessa tecnologia inviavel comercialmente, porém a aplicacdo de
cobamamida com o inoculante é economicamente baixo, podendo ser incorporada ao

pacote biotecnoldgico.

6.4 Pacote biotecnoldgico

No ensaio em campo, observou-se que a aplicacdo conjunta dos inoculantes
mistos e tecnologias aplicadas aos inoculantes ( tratamento 16 - E.fredii SMH12 +
P.edaphicus VKPM B 7517+ P. fluorescens ATCC 17552 + cobamamida + Fatores Nod /
tabela 26), quando comparado aos inoculantes comerciais ( trat. 3 - B. japonicum SEMIA
5080, trat. 4 - B. elkanii SEMIA 5019 e trat. 6 - B. japonicum SEMIA 5080 + B. elkanii
5019/ tabela 26) resultou em plantas 39% mais altas e producdo de graos 62% maior. O

pacote tecnoldgico também proporcionou a producao de 64% mais vagens, 0 peso
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médio de vagens por planta foi 50% maior, a altura média da insercao da primeira
vagem foi 36% maior, o comprimento médio das vagens foi 52% maior e nimero médio
de graos por vagem foi 84% maior. O resultado demonstrou que o pacote biotecnoldgico
(trat.16) apresentou resultados expressivamente maiores que as ferramentas
tecnolégicas disponiveis atualmente.

A  maioria dos eucariontes desenvolvem interagdes estreitas com
microrganismos, que sdo essenciais para o seu desempenho e sobrevivéncia (COLLIER;
TEGEDER, 2012), porém nos agrossistemas atuais, com a diminuicdo drastica da
biodiversidade da microbiota do solo observa-se uma queda no papel realizado pelas
bactérias e fungos em fornecer nutrientes as plantas e atuar sinergicamente na
promoc¢do de um ecossistema autossustentidvel. As interacdes entre as plantas e
microrganismos nao sdo apenas cruciais para uma melhor compreensao do crescimento
vegetal e seu desenvolvimento, como também para a produgao agricola sustentavel.

Atualmente o grande volume de estudos sobre microrganismos associados as
plantas, em diferentes culturas agricolas, reflete o enorme interesse em promover uma
mudanc¢a no manejo artificial do campo de cultivo. Recentemente o conhecimento atual
dos microrganismos presentes na rizosfera e seu promissor potencial biotecnoldgico foi
resumido por Hirsh e Mauchline (2012), Mendes et al., (2013) e Bakker et al., (2013).
Bais et al. (2006) e Doombos et al. (2012) analisaram as contribui¢des positivas das
bactérias aos solos agricolas. Leveau (2007), Koberl et al., (2012) e Berg et al. (2013)
discutiram o potencial de bactérias promotoras de crescimento vegetal e agentes de
controle biolégico em direcao ao desenvolvimento de formas sustentaveis de manejo
agricola.

No presente trabalho foi proposto inicialmente a aplicacdo de bactérias que
desempenhassem um papel de promocdao do desenvolvimento vegetal, tendo sido
testadas as bactérias B. subtilis ATCC 55567, P. fluorescens ATCC 17552 e P. Edaphicus
VKPM B 7517. Embora sabemos atualmente que as bactérias associadas as plantas sao
filogeneticamente diversas, Pseudomonas e Bacillus tem sido estudados como modelos
benéficos na interacdo planta-microrganismo, e curiosamente essa importancia foi
corroborada em diversos estudos metagenomicos, diferindo nos habitats nos quais
ocorrem as lavouras. Bacillus sdo mais presentes em condi¢des aridas (KOBERL et al,,
2011) enquanto Pseudomonas sao mais abundantes em ambientes himidos (MENDES et

al., 2012). Pseudomonas sao conhecidas pela difusdo no solo de pequenos antibidticos
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moleculares que podem atuar em antibiose de agentes patogénicos tanto como solutos
quanto substancias volateis. Os antibioticos e lipopeptideos bacterianos sdo importantes
reguladores na formacao de biofilmes, sinalizacdo, motilidade e captacio de
micronutrientes (MASAK et al., 2014).

Moléculas de quorum sensing produzidas por Pseudomonas podem ser
responsaveis por comunica¢des intra e inter-especificas na interacdo da interface
planta- bactérias e solo-bactérias (BASSLER, 2010).

Quorum sensing (figura 35) é o mecanismo de comunica¢do no qual as bactérias
regulam a expressao de conjuntos de genes especializados em resposta a densidade
populacional (BARNARD et al. 2007; DONG et al. 2007). A percep¢ao da densidade
populacional bacteriana resulta de uma comunicagao intercelular, mediada pela
secre¢ao de sinais moleculares, chamados de auto-indutores, que sado sintetizados pelas
células individuais e reconhecidos por receptores especificos em cada célula, desta
forma as bactérias percebem o tamanho da populacdo e caracterizam certo

comportamento coletivo (MCINNIS; BLACKWELL, 2011).

Figura 28 - Mecanismo de quorum sensing.
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Diversos processos fisiolégicos sao regulados por quorum sensing, como a
producdo de fatores de viruléncia, bioluminescéncia, biossintese de antibioticos,
formacgdo de biofilmes, assim como a ativagdo de processos do metabolismo secundario
(MARKETON; GONZALEZ, 2003).

Ao detectar a concentracao dos auto-indutores, a bactéria percebe o tamanho da
populagdo. Alcancada a producdo limite de auto-indutores, estes passam a regular a
transcricdo de genes-alvo (GONZALEZ; MARKETON, 2003). As moléculas de quorum
sensing podem atuar como agentes de biocontrole, inibindo a proliferacio de
microrganismos patogénicos, ao produzir moléculas em uma concentracdo que seria
reconhecida apenas quando estas bactérias alcancassem uma densidade populacional
critica (BRELLES-MARINO; BEDMAR, 2001).

Em geral, as moléculas de quorum sensing sdo lactonas homoserinas (AHL),
porém existem outros auto-indutores, como peptideos modificados pds-traducdo em
bactérias gram-negativas, ou quinolonas, furanonas e butirolactonas. (Cha et al. 1998).

Diferentes parametros relacionados com a fixacdo bioldgica de nitrogénio, tais
como eficiéncia da nodulagao, desempenho simbiético e producdo de fatores Nod, sdo
controlados por quorum sensing (BASSLER, 2010).

As moléculas de quorum sensing poderdo ser ferramentas importantes na
obtencdo de altas concentragdes celulares, assim como tornar mais competitivas
bactérias de interesse agronémico (BASSLER, 2010).

As moléculas de quorum sensing podem mudar o transcriptoma da planta,
modificar o crescimento da raiz e induzir resisténcia sistémica contra fitopatégenos
(BASSLER, 2010) podendo explicar muitos dos beneficios observados na aplicacao dos
inoculantes mistos no presente estudo.

De modo geral, logo apds a inoculacdao de bactérias no solo ou sementes, a
populacdao diminui rapidamente, o que pode ser explicado pela competicio com a
microbiota nativa, que torna-se um dos principais obstaculos no sucesso de novos
inoculantes. Assim, durante o desenvolvimento de novos bioprodutos para o
agronegdcio a sobrevivéncia dos microrganimos introduzidos no agrossistema devem

ser levada em consideragao.
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Na ultima década foram desenvolvidos diversos inoculantes para aplicagdo em
soja, em diferentes partes do mundo, porém no Brasil os produtos disponiveis se
resumem as estirpes recomendadas de Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii.

A falta de novas ferramentas tecnologias resulta na estagnacdo do
desenvolvimento de um manejo mais sustentavel do agrossistema. Atualmente os
estudos com PGPs em soja concentram-se na co-inoculagdo com as bactérias do género
Azospirillum, principalmente a espécie A. Brasilense, que produz horménios vegetais, tais
como auxinas, giberelinas, citocininas (MEHDIPOUR et al., 2012). Tem-se verificado um
aumento na densidade de pélos radiculares e aparecimento de raizes secundarias em
plantas colonizadas por essas bactérias, o que resulta num aumento da absor¢do de agua
e nutrientes, elevando a capacidade da planta de produzir e suportar estresses
ambientais, até mesmo de resisténcia a geadas (BALDANI et al., 1983; KAPULNIK et
al.,1987). As bactérias deste género sdo capazes de acumular poli-f hidroxibutirato
(PHB), um material de reserva que lhes permite resistir a condi¢cdes de estresse
ambiental (OKON et al., 1985).

Diversos fatores limitam o sucesso da fixacdo do nitrogénio, como temperaturas
elevadas, estresse hidrico, deficiéncias minerais, com destaque para a acidez do solo e
toxicidade por aluminio e manganés (MOREIRA et al., 2008). Um manejo adequado a
cada sistema agricola, envolvendo além das bactérias PGPs, simbidticas e associativas,
depende ainda do conhecimento mais preciso da dinamica do nitrogénio no solo em
diferentes periodos do ano e tipos de manejo. O nitrogénio acumulado em leguminosas
condicionadoras de solo contribuem também para a cultura subsequente, podendo
haver um sincronismo entre a liberacao de nutrientes, principalmente nitrogénio, pela

leguminosa e a absorgao pela cultura em sucessao.
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7 CONCLUSAO

A co-inoculacao de E. fredii, P. edaphicus e P. fluorescens, com as tecnologias
aplicadas ao inoculante contendo o rizébio, fatores Nod e cobamamida, mostrou
beneficios na nodulagdo, desenvolvimento e rendimento da soja.

Os inoculantes mistos contendo E. fredii, P. edaphicus e P. fluorescens
apresentaram um aumento de 84 % no nimero de ndédulos, quando comparado ao
tratamento usando somente as bactérias simbiontes ondulantes em soja ( E. fredii, B.
japonicum e B. elkanii).

O rendimento dos grdos de soja quando inoculadas com B. japonicum e E. fredii
contendo fatores Nod foram 18% maiores que os tratamentos apenas com as bactérias,
em condi¢cOes de casa-de-vegetacdo, enquanto a aplicacdo de cobamamida aumentou em
26% o numero de nodulos.

A aplicagdo do pacote biotecnolédgico resultou num rendimento de grao de soja,
63% superior ao tratamento atualmente disponivel (inoculantes comerciais), podendo
ser uma opg¢do economicamente viavel para aumentar a producdo da agricultura

nacional, sem expandir a area de cultivo.
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