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RESUMO

A fixacao biologica do nitrogénio (FBN) na soja ocorre através da simbiose de
raizes com bactérias (rizobios). Quando utilizada a inoculacdo antecipada com
produtos formulados com a bactéria Bradyrhizobium, o objetivo € obtencdo de
melhor rendimentos para plantas, mesmo que as sementes inoculadas fiquem sob
determinado periodo armazenadas em Hermético (temperatura controlada) ou em
galpdo (temperatura ambiente). O presente trabalho teve como objetivo inocular
sementes de soja para analisar a viabilidade da inoculagdo antecipada, como
também o potencial de crescimento da plantas. Foram realizados estudo a campo,
onde as sementes previamente tratadas com trés produtos comerciais a base de
Bradyrhizobium japonicum, foram semeadas no solo ou em areia, em duas épocas,
sendo que a primeira foi logo apds tratamento/inoculacdo e a segunda 30 dias apos.
Foram utilizados quatro diferentes tratamentos para avaliagdo: sementes
testemunhas sem inoculagéo, tratadas apenas com fungicida, sementes tratadas
com fungicida + inoculante e tratadas apenas com inoculantes. Realizou-se também
avaliacdo em laboratorio através do teste de germinacdo quinzenal apds o0s
tratamentos. Ao término das avaliagbes, observou-se que as plantas cultivadas em
areia ndo desenvolveram nédulos. Por outro lado, foi possivel observar que nas
plantas cultivadas em solo, todos os tratamentos das sementes favoreceram a
producdo de ndédulos nas raizes, quando comparados com as plantas controle. No
entanto, quando as sementes foram tratadas e armazenadas antes do plantio, a
massa seca de nddulos obtida foi inferior (menos que a metade) a massa necessaria
para fixar nitrogénio. Foi possivel observar também que a germinacdo das sementes

nao foi influenciada pelos tratamentos e nem pelo armazenamento.

Palavra Chave: Bradyrhizobium, inoculante, fixagéo bioldgica de nitrogénio.



1INTRODUCAO

O nitrogénio é o elemento mais abundante na atmosfera terrestre (em torno
de 70%). Nas plantas € o componente responsavel por varias rea¢cfes além de fazer
parte da estrutura da clorofila, de enzimas e proteinas. Por ser elemento essencial,
seu balanco afeta a formacgéo de raizes, a fotossintese, a producéo, a translocacéo
de fotoassimilados e a taxa de crescimento entre folhas e raizes, sendo o
crescimento foliar primeiramente afetado (RYLE et al., 1979; TAIZ e ZIEGER, 2004).
Segundo Gerahty et al. (1992) este nutriente pode ser absorvido do solo na forma de
NH;" ou de NOs ou através do N, atmosférico pela fixagdo bioldgica. Nas
leguminosas o nitrogénio € absorvido na forma de N, e transformado em NH4
através do processo simbidtico com bactérias.

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) €& o processo realizado por
microrganismos denominados diazotroéficos, que convertem o nitrogénio atmosférico
em uma forma disponivel (ambnia) para as plantas e outros microrganismos
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; HUNGRIA e CAMPQOS, 2005). Um caso tipico desta
associacdo é a simbiose entre leguminosas e bactérias do género Rhyzobium,
Bradyrhizobium, Azorizhobium, Photorizhobium, Sinorizhobium (TAIZ e ZIEGER,
2004).

No Brasil, a semeadura da soja (Glycine max (L.) Merrill) tem sido
recomendada sem uso de fertilizantes nitrogenados. A adaptabilidade da cultura as
mais diversas condi¢cdes edafocliméticas brasileiras deve-se, em grande parte, a
FBN, que substitui a adubacdo nitrogenada mineral, propiciando reducéo
significativa do custo de producédo (HUNGRIA et al., 2007).

O uso de inoculante com bactérias fixadoras de nitrogénio do género
Bradyrhizobium é, atualmente, uma tecnologia indispensavel para a cultura da soja.
A eficiéncia desses microrganismos tem possibilitado a obtencdo de altos
rendimentos de grdos da cultura, sem a necessidade de aplicacdo de nitrogénio
mineral (ALVES et al.,, 2003). A utilizagdo de inoculantes com Bradyrhizobium
possibilita uma economia anual aproximada de US$ 3 bilhbes em fertilizantes
nitrogenados (FAGAN et al., 2007). De acordo com SMITH e HUME (1987), a
associacao do Bradyrhizobium japonicum com a soja pode resultar numa fixacéo de
nitrogénio de até 102,9 kg de N.ha™



Alguns fatores como a estirpe utilizada, adesivos, dose do inoculante,
tratamento de sementes com fungicidas, adubacdo da cultura e condi¢des
ambientais podem interferir no estabelecimento da simbiose planta-rizébio (CAMPO
e HUNGRIA, 2000). Nesse sentido, a aplicacdo de fungicidas via tratamento de
sementes pode reduzir significativamente a populacdo de Bradyrhizobium nas
mesmas (ANNAPURNA, 2005) e reduzir o nUmero e a matéria seca de nodulos
(ANDRES et al., 1998; BIKROL et al., 2005).

De acordo com Campo e Hungria (2007), as avaliacbes realizadas em
diversos experimentos no Brasil, durante trés anos consecutivos, indicaram ser
possivel de realizar a inoculagéo antecipada das sementes da soja em até cinco dias
antes da semeadura, o que possibilitaria ao produtor realizar a inoculagéo

previamente a semeadura e executa-la no momento oportuno.

Novas formas de inoculagcdo, como o uso de inoculantes liquidos aplicados ao
sulco de semeadura da cultura, com uso de semeadoras préprias ou adaptadas, e a
inoculacdo das sementes com maior antecedéncia da semeadura tém se constituido
estratégias que tendem a difundir-se em lavouras de soja.

Contudo, mesmo possuindo grande potencial agricola, sdo poucas as
informacBes que destacam o0s beneficios da bactéria Bradyrhizobium para o
rendimento da cultura da soja, principalmenete para solos desprovidos de bactérias
nodulantes, arenosos e com baixo teor de matéria organica. Desta forma, este
estudo buscou avaliar o potencial da inoculacdo de produtos comerciais a base de
Bradyrhizobium japonicum em sementes de soja antes da semeadura em estudo de

campo com solo e com areia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A soja € uma das mais importantes culturas na economia mundial. Seus graos
sdo muito usados pela agroindustria (producdo de Oleo vegetal e racgBes para
alimentacdo animal), induUstria quimica e de alimentos. Recentemente, vem
crescendo também o seu uso como fonte alternativa de biocombustivel (COSTA
NETO e ROSSI, 2000).

O cenario atual mostra que a cultura da soja tem apresentado elevado
aumento na area plantada, o que necessita de maiores investimentos em pesquisa e
no desenvolvimento de cultivares mais resistentes, que por consequéncia melhora o
rendimento. Além destes fatores, estima-se que apenas uma pequena porcentagem
de leguminosas tenha sido investigada quanto a capacidade de FBN, evidenciando a
necessidade de explorar melhor o grande potencial genético no pais (HUNGRIA e
CAMPQOS, 2005).

2.1 Fixacao Biologica do Nitrogénio

Dentre os organismos fixadores de nitrogénio, destacam-se as bactérias
chamadas genericamente de rizébios que se associam com plantas leguminosas.
Segundo Graham e Vance (2003), a simbiose entre leguminosas e rizébios € a fonte
mais importante de nitrogénio fixado biologicamente em sistemas agricolas. Esta
associacdo destaca-se das demais devido a sua importdncia econ6mica e pela
maior eficiéncia do processo de fixacéo, decorrente de uma parceria mais evoluida
entre macro e microssimbiontes chamada de simbiose (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).

Uma associagdo rizébio-leguminosa eficiente, na qual a necessidade da
planta por nitrogénio seja totalmente suprida pela FBN, é o alvo de muitas pesquisas
desenvolvidas no mundo, principalmente nos tropicos (FERNANDES et al., 2003;
MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Por outro lado, a fixacdo eficiente depende de
diversos fatores como temperatura, umidade, caracteristicas quimicas e fisicas do
solo, os quais influenciam tanto a planta quanto a bactéria. Outro fator de
reconhecida interferéncia no processo € a compatibilidade entre a planta hospedeira
e 0 rizobio (HERRIDGE e ROSE, 2000), que independente das condi¢cdes do
ambiente e permitira ou ndo que 0 processo se estabeleca de maneira que ambos

0S organismos sejam favorecidos.
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O wuso de inoculantes contendo rizébios, em diversas leguminosas
substituindo total ou parcialmente os adubos nitrogenados, propicia uma economia
significativa nos custos de producdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A reducdo do N, atmosférico a amobnia € realizada por um complexo
enzimatico denominado nitrogenase, que possui a capacidade de clivar a tripla
ligacdo do N,. Este complexo € composto por duas proteinas diferentes, a
dinitrogenase  (Mo-Fe  proteina) e  dinitrogenase-redutase (Fe-proteina)
(DROZDOWICZ, 1997). A nitrogenase € bastante sensivel ao oxigénio, pois ele
provoca desnaturacdo irreversivel de ambos os componentes protéicos. Desta
forma, os microrganismos fixadores de N, apresentam mecanismos capazes de
proteger a nitrogenase da acao do oxigénio (DROZDOWICZ, 1997). Assim, a FBN
em algumas bactérias ocorre dentro de nodulos de plantas hospedeiras
leguminosas, em simbiose com essas bactérias.

Os microrganismos que realizam a FBN s&o conhecidos como fixadores
simbidticos, como exemplo, estdo as bactérias dos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, entre outros (DROZDOWICZ, 1997; ARAUJO e
CARVALHO, 20086).

A FBN é uma opcao alternativa e natural de adubacéo nitrogenada, pois 0 uso
indiscriminado de adubos nitrogenados tem ocasionado varios problemas de
contaminagao, pois uma parte alcanca depdsitos e cursos d’agua (ROMERO et al.,
1998). Segundo Franco et al. (2002), a FBN é uma das formas de aumentar a
produtividade de leguminosas e substituir os adubos nitrogenados minerais.

A necessidade de adubacdo nitrogenada, a perda de nitrogénio para o
ambiente, o alto custo de producdo baseado em consumo de energia féssil e os
riscos de aplicacdo de nitrogénio sdo fatores que justificam a conducédo de
pesquisas no sentido de utilizar bactérias capazes de fixar nitrogénio diretamente da
atmosfera, reduzindo assim perdas para o ambiente, a poluicdo de aguas, solos e o
custo de producgéo (LADHA & REDDY, 2003).

No entanto, segundo Franco e Neves (1992) o processo da FBN pode ocorrer
com eficiéncia em condi¢cbes de baixa disponibilidade de nitrogénio no solo, embora
seja recomendado o0 uso de pequenas doses de nitrogénio aplicadas no plantio
(HUNGRIA et al., 1994) para melhorar o crescimento das plantas e promover efeito

sinergistico sobre a nodulagéo (TSAI et al., 1993).
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2.2 Fixacao bioldgica do nitrogénio na cultura da soja

Fixacao bioldgica do nitrogénio é a principal fonte de nitrogénio para a cultura
da soja. Bactérias do género Bradyrhizobium, quando em contato com as raizes da
Soja, infectam as raizes via pélos radiculares, formando os nodulos. A FBN pode,
dependendo de sua eficiéncia, fornecer todo o nitrogénio que a soja necessita
(EMPRAPA, 2004). O nitrogénio, por ser um dos constituintes dos acidos nucléicos,
proteinas, entre outras moléculas que sdo fundamentais para 0S processos
bioldgicos, com excecdo da agua, € geralmente considerado o nutriente limitante ao
crescimento de plantas; assim, € requerido em maior quantidade pelas mesmas
(HUNGRIA et al., 2007).

O teor elevado de proteina dos graos de soja resulta em uma demanda de 80
kg de nitrogénio para cada 1.000 kg de gréos produzidos. A soja, porém, pode suprir
todas as necessidades em nitrogénio pelo processo de fixacdo biolégica do
nitrogénio atmosférico, em que bactérias Bradyrhizobium japonicum se associam as
raizes da planta formando estruturas especificas, os nédulos, conseguindo, entéo,
capturar o nitrogénio e transforma-lo em formas nitrogenadas utilizaveis pela planta.

A FBN para cultura da soja ocorre entre cinco e oito dias apdés a emergéncia,
Ou seja, comeca 0 seu crescimento vegetativo produzindo um trifélio apos o outro, e
consequentemente o aparecimento dos priméiros nédulos. Apds este periodo inicial,
a nodulacéo e fixacdo do nitrogénio se intensificam até o florescimento ou o periodo

de formagé&o das vagens.

2.3 Género Bradyrhizobium

Os rizobios foram inicialmente agrupados em um Unico género, Rhizobium
Frank 1889 (KUYKENDALL et al.,, 1992). Jordan (1982) sugeriu uma separacao
taxonbmica baseada em curvas de crescimento, para diferenciar os rizébios de
multiplicacédo rapida (Rhizobium) daqueles de multiplicacdo lenta (Bradyrhizobium).
Esse ultimo género era composto por apenas uma espécie, B. japonicum, isolada a
partir de nédulos de raizes de soja. Embora o termo rizébio tenha sido utilizado
inicialmente para designar bactérias pertencentes ao género Rhizobium, mais
recentemente ele vem sendo utilizado para todas as bactérias capazes de formar
nédulos e fixar nitrogénio em associagdo com leguminosas e/ou que pertencam a
um género correlato (WILLEMS, 2007).
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As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium apresentam crescimento
lento, tempo de geragéo de 7 a 13 horas e alcalinizacdo do meio de cultivo levedura-
manitol, contendo azul de bromotimol como indicador de pH. Sdo Gram-negativos e
possuem a forma de bastonete, sendo a sua mobilidade dada por um flagelo polar
ou subpolar. A temperatura 6tima para o seu crescimento ocorre entre 25 e 30°C e
em meio de cultivo levedura-manitol apresentam colbnias brancas, circulares,
convexas e opacas, raramente translicidas, tendendo a ser granulares na textura e
seu tamanho ndo excede a um milimetro de didmetro para um periodo de incubacéo
de cinco a sete dias. As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium sé&o
capazes de induzir a nodulagdo em leguminosas tropicais e temperadas (HOLT et
al., 1994; SOMASEGARAN e HOBEN, 1994).

Na década de 80 e inicio da década de 90, varios trabalhos comecaram a
demonstrar que existia grande variabilidade genética e fisiol6gica entre as estirpes
de B. japonicum (HOLLIS et al., 1981; STANLEY et al.). Os resultados obtidos
levaram Kuykendall et al. (1992), a sugerirem a subdivisédo de B. japonicum em duas
espécies: B. japonicum, com as estirpes do grupo | (I e l1a) e B. elkanii, com as
estirpes do grupo Il, sendo esta nova nomenclatura aceita e validada pelo
International Journal of Systematic Bacteriology a partir de 1993.

A inoculacédo de bactérias do género Bradyrhizobium em sementes de soja
proporcionou uma consideravel reducdo no custo de producdo dessa cultura pela
eliminacdo da necessidade de adubacdo nitrogenada, evitando, também, efeitos
negativos ao meio ambiente, devido ao processo de lixiviacdo de formas
nitrogenadas, poluindo rios e lagos, e, por desnitrificacdo, afetando a camada de
ozonio (EMBRAPA, 2001).

O genoma dos rizébios apresenta um cromossomo e pode conter um nimero
variavel de plasmideos. Os genes estruturais da nitrogenase redutase nifH e os
genes determinantes de varias etapas da nodulacéo, nod, noe e nol, estdo contidos
em um unico plasmideo simbidtico (pSym) (HUGHES, 2000).

Atualmente, quatro estirpes de Bradyrhizobium sé&o recomendadas para o0 uso
em inoculantes comerciais para a cultura da soja no Brasil. Duas séo pertencentes a
espécie B. elkanii, a SEMIA 587 (SEMIA, “Segédo de Microbiologia Agricola”) e a
SEMIA 5019, recomendadas desde 1979, e duas estirpes de B. japonicum,
selecionadas pela Embrapa Cerrados, a CPAC 15 (=SEMIA 5079) e a CPAC 7
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(=SEMIA 5080), que vém sendo utilizadas intensamente em inoculantes comerciais
desde 1992 (FAGAN et al., 2007).

2.4 Formacéao dos Noédulos

A formacdo do nodulo envolve uma série de trocas de moléculas
sinalizadoras entre a planta e a bactéria. A planta hospedeira secreta substancias
como aminoacidos, CO,, hormoénios, acidos organicos, acUcares, vitaminas,
polissacarideos, proteinas, flavonoéides, entre outras (BROUGHTON et al., 2003).

A FBN envolve uma sucesséo de processos que comecam com a adaptagéo
da bactéria a planta e culminam na fixagcdo do nitrogénio atmosférico. A nodulacao
ocorre aproximadamente 2 horas apés o contato da bactéria com as raizes. Os
nodulos primarios se desenvolvem em regides de alongamento e nas zonas de
formacao de pequenos pélos radiculares, considerada a regido preferencial para a
infeccdo da bactéria fixadora (BHUVANESWARI et al., 1980). Ocorre em Varias
etapas, envolvendo mudancas fisiologicas e morfolégicas tanto na célula
hospedeira, como na bactéria. As mudancas na bactéria visam, principalmente, o
recebimento de fontes de carbono da planta hospedeira, para prover o ATP e o
poder redutor necesséarios para o processo de FBN. As mudancas na planta
hospedeira visam assimilar a amonia produzida pelas bactérias (HUNGRIA et al.,
1994).

Segundo Vargas e Hungria (2007), os nédulos (Figura 1) estdo presentes em
raizes de plantas leguminosas e sdo formados como resultado da infeccéo
provocada pelas bactérias fixadoras simbioticas. Plantas leguminosas como a soja e
o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) sdo infectadas, principalmente, por diazotréficos
dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium, respectivamente.

Figura 1. Nodulos desenvolvidos em soja comercial, inoculados com produtos a
basede bactéria Bradyrhizobium japonicum. Fonte: Santos, 2013.
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O processo de nodulacdo envolve mdultiplas etapas e a expressdo de genes
especificos da planta hospedeira e da bactéria. O processo se inicia com a
excrecdo, pela planta hospedeira, de compostos (em geral, flavondides) que,
facilitam a colonizacdo da rizosfera, e outros compostos que apresentam acao
quimiotatica, possibilitando que as bactérias cheguem até a raiz das plantas
hospedeiras, as quais se aderem. Esses flavonoides desencadeiam na bactéria a
producdo de fatores de nodulacdo (fatores Nod). Os fatores Nod séo
lipooligossacarideos quitinos especificos que interagem com a planta, apresentando
como primeiro efeito a curvatura do pélo radicular; em seguida promovem a divisao
das células corticais e conduzem a formacdo do ndédulo. Quando as bactérias
penetram o pélo da raiz sédo internalizadas em um compartimento circundado por
uma membrana denominado de simbiossomo, onde passam a ser chamadas de
bacteroides (VARGAS e HUNGRIA, 1997; HIRSCH et al., 2003; STACEY et al.,
2006).

Flavondides sdo compostos fendlicos sintetizados em varias partes da planta,
e podem funcionar como moléculas sinais para a simbiose com microrganismos
(GRAHAM, 1991; SUBRAMANIAN et al., 2007). Segundo Subramanian et al. (2007),
as isoflavonas (classe de flavondides) sdo as maiores indutores dos genes-nod em
estipes de B. japonicum, o principal simbionte de soja. Além disso, a existéncia da
nodulacdo é diretamente influenciada pela presenca de flavondides confirmando,
assim, que esses compostos sdo indispensaveis para a nodulacdo. Todavia, existem
outros compostos ndo-flavondides, como betainas e xantonas, que também induzem
a expressao dos genes de nodulacdo (SUBRAMANIAN et al., 2007).

Para entender melhor como ocorre o crescimento e desenvolvimento do
nodulo Gerahty et al. (1992) explicam, de forma cronolégica, como acontece a
alteracdo anatdbmica nas raizes de soja apdés a infeccdo, quando sao iniciados
divisbes celulares dentro e fora do cortex radicular gerando nédulos meristematicos
onde ocorrem sucessivas divisdbes mitoticas. O estagio 0 -corresponde a raiz nao
infectada, estagio | - inicio da infeccdo, estagio Il - células corticais externas
comecam a se dividir, estagio Il - a divisdo € evidente no cértex interno e algumas
células do cortex externo, estagio IV — as células sdo mais isodiamétricas e
apresentam algumas divisbes obliqguas externamente e internamente no cértex,
formando um meristema nodular, estagio V- o meristema é aumentado e estagio VI -

emergéncia do nodulo (Figura 2).
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Figura 2. Estagios de infeccdo e formacdo de nddulos em raizes de soja. Fonte:
Gerahty et al. (1992).

Fixacdo do nitrogénio no nédulo ocorre quando o nitrogénio € transformado
em NH3 a custas de energia da planta (BURRIS, 1999; TAIZ e ZIEGER, 2004). O
complexo enzima nitrogenase formado por duas unidades protéicas, a Ferro-
proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina) séo
responsaveis pela fixacdo de nitrogénio no ndédulo (BURRIS, 1999; MYLONA et al.,
1995; TAIZ e ZIEGER, 2004).

Para que ocorra a fixacdo biolégica de nitrogénio é necessério que a
nitrogenase se encontre em condicbes anaerdbicas. Os nddulos possuem uma
heme proteina, chamada de leghemoglobina, que se liga ao oxigénio e que esta
presente em altas concentracdes nos nédulos. A planta produz a por¢éao globina em
resposta a infeccdo da bactéria, tendo esta proteina uma alta afinidade por O..

Tanto a leghemoglobina como a barreira de difusdo de oxigénio no nddulo
sdo reguladores importantes na tensdo de oxigénio no nodulo protegendo o
complexo enzima nitrogenase que é irreversivelmente inativado pelo oxigénio
(MYLONA et al., 1995). De acordo com Deninson e Harter (1995) a leghemoglobina
€ um importante transportador de oxigénio para as células bacterianas, sendo capaz
de armazenar O, suficiente para a manutencdo da respiracdo celular por alguns

segundos.
3 OBJETIVO GERAL
Avaliar o desempenho de inoculantes no desenvolvimento inicial da soja.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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— Avaliar o potencial da inoculagdo sementes de soja com trés produtos
comerciais contendo a bactéria Bradyrhizobium japonicum antes da semeadura;

— Avaliar o potencial das sementes armazenadas em locais com diferentes
temperaturas;

— Realizar estudo de campo no solo e areia;

— Determinar apos coleta o peso seco dos nodulos;

— Avaliar atraves de testes de germinacdo o crescimento incial da soja.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descri¢do do local de estagio

As atividades relacionadas ao estagio supervisionado foram realizadas na
empresa C.Vale localizada no municipio de Palotina - Pr. O periodo das atividades
relativas ao estagio foram de trés meses (de maio a julho de 2013), totalizando 370
horas de estagio obrigatorio.

A C.Vale é uma cooperativa agroindustrial com atuacdo no Parana, Santa
Catarina, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e também no Paraguai. Possui 106
unidades de negécios, mais de 13.700 mil associados e 5.600 funcionarios.
Destaca-se na producao de soja, milho, trigo, mandioca, leite, frango e suinos, e
atua na prestacédo de servigos, com mais de 150 profissionais que d&ao assisténcia
agrondmica e veterinaria aos associados.

As avaliacdes das sementes e as técnicas empregadas foram desenvolvidas
no Laboratério de Sementes da C.Vale e o plantio das parcelas de soja foram

realizadas no Campo Experimental da mesma empresa.

4.2 Descricao das atividades do estagio

Durante o periodo de estagio, as seguintes atividades foram desenvolvidas:

a) Teste de Tetrazdlio para avaliar a viabilidade e o vigor dos lotes de sementes
além de fornecer o diagndéstico das causas pela redugcdo da qualidade (danos
mecanicos, deterioracdo por umidade e danos de percevejos). Este teste baseia-se
na atividade das enzimas desidrogenasses nos processos respiratorios dos tecidos.
Durante a respiracéo, ocorre a liberacdo de ions hidrogénio, com os quais o sal 2,3,5

trifenil cloreto de tetrazdlio reage formando uma substancia de cor vermelha e
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insoltvel, denominada de formazam, nos tecidos vivos da semente (DELOUCHE et
al., 1976).

b) Analise de Pureza. Tem como finalidade avaliar a composi¢cdo percentual por
peso e a identidade das diferentes espécies de sementes e do material inerte da

amostra e por inferéncia a do lote de sementes.

c) Teste de Envelhecimento. Utilizado para avaliar o vigor de sementes ou estimar
0 potencial de armazenamento de sementes, particularmente para sementes de
milho e soja (HAMPTON & TEKRONY, 1995; MARCOS FILHO, 1999).

d) Peso de Mil Sementes. E utilizado para calcular a densidade de semeadura, o
namero de sementes por embalagem e o0 peso da amostra de trabalho para analise
de pureza. E uma informac&o que da idéia do tamanho das sementes, assim como

de seu estado de maturidade e de sanidade.

e) Experimentos a campo com a cultura da soja: Foram realizados ensaios a
campo para avaliar a inoculacdo da bactéria Bradyrhizobium japonicum em plantas
de soja a partir de inoculantes comerciais, sendo considerado a parte principal deste

relatorio de estagio conforme segue abaixo.

4.3 Tratamento das sementes de soja com produtos comerciais
Foram utilizadas 20 kg de sementes de soja comercial para cada tratamento.
Foram realizados trés diferentes tratamentos com produtos comerciais e um controle

(testemunha, sem tratamento), conforme descrito na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Reacéo dos produtos (inoculantes, fungicidas e Inseticidas) utilizados para

realizacdo dos ensaios com sementes de soja.

_ Dosagem do produto
Tratamentos Produto Comercial _
comercial (mL/kQg)
1 Testemunha (sem tratamento) -
(Testemunha)
Manejo 2 fipronil + tiofanato metilico + 2
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piraclostrobina

(Produto comercial 1)

fipronil + tiofanato metilico + 2
piraclostrobina
(Produto comercial 1)

Agua 2

Manejo 3 Inoculante Liquido 3

(Produto comercial 2)

Polimero 15

Inoculante Turfoso 3

(Produto comercial 3)

Agua 2
Inoculante Liquido 3
. (Produto comercial 2)
Manejo 4
Polimero 1,5
Inoculante Turfoso 3

(Produto comercial 3)

No controle as sementes de soja ndo foram tratadas com nenhum produto
comercial, servindo de testemunha para os demais experimentos.

O produto comercial, composto por fipronil + tiofanato metilico +
piraclostrobina apresenta propriedades fungicida e inseticida, é utilizado no
tratamento de sementes pois protege as plantulas contra o ataque de pragas, e
fungos no periodo inicial de desenvolvimento da cultura.

Outro grupo de sementes (tratamento 3) recebeu o tratamento com fipronil +
tiofanato metilico + piraclostrobina, juntamente com o Polimero (para aderéncia das
sementes ao tratamento), e com o inoculante liquido e turfoso. Ambos os
inoculantes sdo também produtos comerciais, formulados a base de bactérias
Bradyrhizobium japonicum.

O inoculante turfoso, é um produto especial canadense esterilizado por
radiacdo gama. Possui alto teor de matéria organica, proporciona alta concentracao
de rizébios (5x10° rizébios por grama), melhora os niveis de matéria organica do

solo, fornece grande parte de nitrogénio que a soja necessita, potencializa a fixagéo
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bioldgica de nitrogénio, aumentando o rendimento de gréos por planta e dispensa o
uso de adubos nitrogenados, como uréia e nitratos.

O que diferencia os inoculantes liquido e o turfoso é sua formulagéo, ao invés
de possuir composicdo de turfa, inoculante liquido, € um concentrado fluido. Por
outro lado, o polimero tem como finaldade auxiliar na fixacdo dos produtos nas
sementes e mesmo em condicdes adversas de clima (chuva por exemplo), o
inoclulante e o fungicida ndo se desprendem das sementes.

Por sua vez, as semestres pertencentes ao outro grupo (tratamento 4) foram
tratadas com os inoculantes liquido e turfoso adicionando-se polimero. N&o
adicionou-se o produto fungicida/inceticida neste tratamento.

Apos realizar os tratamentos, as sementes foram separadas, 10 kg de cada
tratamento foi direcionado ao galpéo localizado no Campo experimental da C.Vale,
com temperatura ambinte ndo controlada e os outros 10 kg foram armazenados no
Hermético da referida empresa com controlada temperatura entre 18° e 20°graus. O
objetivo da duplicidade de armanzenamento esta na verificacdo das possiveis
diferencas dos resultados posteriores. O galpdo simula o local que a maioria dos

produtores possui para armazenar as sementes.

4.4 Unidade experimental

O experimento a campo foi conduzido na estacdo Experimental da C.Vale,
sendo realizado em duas épocas (cada uma em solo e em areia) e os blocos
selecionados ao acaso.

A primeira época foi plantada no dia 18 de maio de 2013, tanto na solo como
na areia (Figura 3), sendo os blocos constituidos de 16 parcelas. As parcelas foram
divididas conforme os tratamentos, sendo que cada tratamento apresentou quatro
linhas, onde foram semeadas 100 sementes em cada linha, totalizando 400
sementes por tratamento.

Os canteiros receberam agua quando necessario para melhor desempenho e

crescimento das mudas de soja.

20



Figura 3. A) Bloco onde os ensaios foram conduzidos no solo. B) Bloco onde foram

conduzidos na areia.

A segunda época de semeadura das sementes foi realizada em 18 de junho
de 2013, exatos 30 dias apds o primeiro ensaio. Esta avaliagdo em segunda época
teve como objetivo comprovar que apos determinado tempo que a semente recebeu
o tratamento, a bactéria Bradyrhizobium japonicum continuou presente e viavel em
ambas as forma de armazenamento das sementes tratadas: Hermético e galpao.

Este ensaio foi conduzido em dois canteiros distintos, com 16 linhas cada. No
primeiro canteiro foram semeadas as sementes armazenadas no Hermético e no
segundo canteiro as sementes que foram armazenadas no galpdo. Lembrando que
este mesmo procedimento foi realizado na areia, também em dois canteiros para

divisdo dos locais de acomodacao das sementes.

4. 5 Caracterizagcédo edafoclimatica do local

O solo do local onde os experimentos foram conduzidos foi caracterizado
como Latossolo Vermelho fase Eutréfica. Os Latossolos Vermelho sdo, em sua
grande maioria, de textura muito argilosa, devido a propria pobreza em material de
origem (EMBRAPA 1999).

O clima de Palotina é Subtropical Umido (segundo a classificacéo
de Koppen), com verdes quentes e invernos frios ou amenos. Geadas sao
frequentes no periodo mais frio, podendo acontecer no periodo entre o fim de maio e

o inicio de setembro. A média anual de temperatura € de 20°C.
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4.6 Teste de geminacao de sementes de soja tratadas

Este teste tem como objetivo determinar o potencial maximo de germinacao
de sementes em laboratério com equipamentos que simulam as caracteristicas
quando semeadas no campo.

As sementes de soja (n = 50) foram selecionadas ao acaso em todos 0s
tratamentos. A técnica utilizada para avaliar a germinacdo das sementes foi de rolos
de papel de germinacdo, com oito repeticbes para cada tratamento. Depois
colocadas no papel de germinagéo as sementes foram condicionadas no germinador
onde permaneceram por cinco dias a uma temperatura de 25° C.

A metodologia para a germinacdo de sementes € descrita pelas Regras
Andlise de sementes (RAS), reformulada em 1992, e distribuida a todos os
laboratorios credenciados pelo Ministério da Agricultura.

O teste foi repetido por quatro vezes. O primeiro teste de germinacgéo foi logo
apos o tratamento das sementes, realizando apenas um teste, pois as sementes
ainda nao haviam sido expostas aos diferentes ambientes. A repeticdo do teste de
germinacao foi a cada 15 dias, onde foram avaliadas as sementes armazenadas no
Hermétrico e as sementes do galpéo.

Decorridos os cinco dias de permanéncia no germinador, os rolos contendo
as sementes, foram avaliados separadamente e trés diferentes caracteristicas para
a germinacdo foram atribuidas: nUmero de sementes normais, nimero de sementes
anormais e de sementes mortas. Foram consideradas plantulas normais
aguelas que possuiam estruturas essenciais bem desenvolvidas, completas,
proporcionais e sadias.

Ao final, os resultados foram expressos através dos valores médios (em

porcentagem) para cada oito rolos com sementes analisados.

Coletas das plantas para a retirada dos nodulos e determinagdo da biomassa
seca

Apo6s 30 dias de semeadura, foram coletadas 20 plantas ao acaso de cada
tratamento da primeira época, tanto no solo como também na areia. As mesmas
foram lavadas em agua corrente até a retirada total do substrato e submersas por

cerca de 2 horas em agua contendo hipoclorito para retiradas de impurezas.
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Os nodulos foram cortados das raizes com auxilio de um bisturi e colocados
em placas de Petri para facilitar a pesagem em balanca analitica. Apds, os nédulos
foram secos em estufa a 65°C por 72 horas e pesados para a determinacdo da
biomassa seca. Os nédulos das 20 raizes de soja de cada tratamento foram

pesados em conjunto, analisando a fixagao do nitrogénio por tratamento.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo dos nddulos das plantas cultivadas na primeira época

As sementes foram tratadas e crescidas em substrato de areia ou em solo e
as raizes das plantas foram coletadas apés 30 dias de plantio para avaliacdo dos
noédulos das raizes.

As sementes que foram semeadas na areia ndo se desenvolveram em
plantas sadias e ndo houve crescimento de ndédulos nas raizes. Este fato ocorreu
por condi¢cdes climaticas e ambientais, sendo o substrato (areia) desprovido de
matéria organica e de nutrientes suficientes para planta. Por outro lado, nas plantas
cultivadas no solo, evidenciou-se o crescimento dos nddulos nas raizes. Apos coleta
dos nddulos (Figura 4) e a secagem em estufa, podemos observar na Tabela 2, a

massa seca dos nddulos para cada tratamento.

Figura 4: Nédulos isolados de raizes de soja provenientes de sementes inoculadas
com produtos comerciais a base de Bradyrhizobium japonicum que cresceram em
substrato de solo. Fonte: o autor.

Tabela 2: Massa de nodulos secos coletados das raizes das plantas de soja,
semeadas apoés tratamento com produtos comerciais a base de Bradyrhizobium
japonicum.

Massa de nddulos secos
Tratamentos
(mg/planta)
1(controle) 321,40 mg
2 453,40 mg
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3 (Mistura) 390,00 mg
4 (Mistura) 344,10 mg

De acordo com os valores descritos acima, pode-se observar que todos o0s
tratamentos das sementes favoreceram a producdo de nédulos nas raizes, quando
comparados com as plantas controle.

Aquelas plantas provenientes das sementes de soja do tratamento 2
(inoculadas com o Produto comercial 1 que ndo apresenta rizobios na sua
formulag&o), tiveram um rendimento maior da massa de nddulos, sendo superior aos
demais tratamentos. Segundo Golo et al. (2009) a ndo existéncia de diferencas
significativas entre sementes tratadas e as néo tratadas com inoculante comercial, é
provavel que o solo ja disponha de populacbes estabelecidas de bactérias que
proporcionaram boa nodulacdo e fixacdo biolégica do N,, considerando-se que,
nessa area, vem sendo cultivada a soja nos ultimos anos em sistema de cultivo
minimo e onde foram realizadas inoculacdes do rizébio.

No tratamento 3, onde as sementes foram tratadas com a combinagéo de
fungicida e inoculante, observa-se que a massa seca dos nédulos foi maior que a
massa dos nddulos produzidos nas plantas controle. Indicando que a bactéria
Bradyrhizobium japonicum nao foi prejudicada pela acdo do fungicida também
aplicado. Resultados semelhantes a estes foram alcangcados em ensaios conduzidos
pela ESALQ/USP (Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”) que confirmam
a seguranca da aplicacdo do fungicida logo apds realizar a inoculagéo, comprovando
que ndo ocorre interferéncia na nodulacdo das raizes pela bactéria Bradyrhizobium,
responsaveis pela fixacdo de nitrogénio.

No tratamento 4 as sementes de soja foram tratadas apenas com bactérias
(Produto comercial 3 e 4) e pode-se observar que a massa dos ndédulos foi
semelhante a massa obtida no controle. De acordo com Yorinori (1977), cerca de 75
patdogenos podem ser transmitidos pelas sementes de soja, sendo os fungos os
principais organismos patogénicos (FISS et al., 2008), Desta forma, estas sementes
com auséncia do fungicida, puderam ter uma maior chance de parasitas inibidores
da bactéria Bradyrhizobium.

O que podemos concluir das plantas de primeira época é que as associagoes,
(produtos fitossanitarios e formulados a base de rizobios) ndo proporcionaram total

alteracdo no desenvolvimento das plantas e nodulagdo. No entanto, quando
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comparada com outros estudos, a nodulagcdo observada neste experimento,
mostrou-se adequada, uma vez que a massa entre 100 a 200 mg de ndodulos é
suficiente para garantir o fornecimento de N requerido por uma planta de soja para

seu desenvolvimento normal (HUNGRIA et al., 2007).

5.2 Avaliacdo da germinacdo das sementes de soja tratadas no experimento
da primeira época

O teste de germinacao realizado no mesmo dia que as sementes receberam
os tratamentos, foram satisfatérios conforme as Regras de Analise de Sementes
(BRASIL 2009) e de acordo como demonstrado na Tabela 3. Observa-se que a
porcentagem de germinacdo € semelhante a lotes que sdo aceitos para
comercializacdo e o plantio. Desta forma, os tratamentos ndo afetaram a

germinacao.

Tabela 3: Teste de germinacdo em laboratério realizado no mesmo dia de
tratamento das sementes e inoculacdo com o0s produtos comerciais a base de
Bradyrhizobium japonicum.

o Porcentagem média
Tratamentos Caracteristica da Semente _ _
de germinacéo
1 Sementes Normais 82,25%
Sementes Anormais 16,25%
(Testemunha)
Sementes Mortas 1,5%
Sementes Normais 83,25%
Manejo 2 Sementes Anormais 14,75%
Sementes Mortas 2%
Sementes Normais 86,5%
Manejo 3 Sementes Anormais 12,75%
Sementes Mortas 0,5%
Sementes Normais 82,75%
Manejo 4 Sementes Anormais 14,25%
Sementes Mortas 4,85%

Segundo Morroni et al.,, (2007), a germinagdo pode ser influenciada pelo
tratamento quimico e pela qualidade inicial dos lotes. Menten (1995) salienta que os

efeitos do tratamento de sementes na germinagdo ocorrem a médio e longo prazo,
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como acontece, por exemplo, com a diminuicdo no avanco de desenvolvimento de
doencas e/ou introducdo de patdgenos na area.

Para o tratamento 3, obtivemos a melhor porcentagem de germinacdo em
primeiro momento. Este resultado segundo Migliorini et al. (2012) provavelmente se
deve ao fato que neste tratamento existam as combinacgéo de fungicida e inseticida,
caracteristica este que difere este produto do demais existentes no mercado que sédo

somente fungicidas.

5.3 Avaliacdo dos nodulos das plantas cultivadas na segunda época

Da mesma forma que as plantas cultivadas na primeira época, 0 experimento
que foi realizado na areia ndo produziu plantas com raizes que apresentavam
nédulos.

As sementes tratadas também foram semeadas em substrato de solo e os
resultados ndo foram satisfatorios (Tabela 4), visto que os ndédulos ndo alcancaram
0 peso ideal conforme descreve Hungria et al., (2007). Isto ocorreu pelo tempo

armazenamento, o que leva a morte da bactéria Bradyrhizobium japonicum.

Tabela 4: Massa de nédulos secos coletados das raizes das plantas de soja,
semeadas apoés tratamento com produtos comerciais a base de Bradyrhizobium
japonicum. Comparacao de dois ambientes de armazenamento das sementes.

Local de Massa de nddulos
Armazenamento | Tratamentos secos
(mg/planta)
1(controle) 83,1 mg
2 73,1 mg
Galpéo :
3 (Mistura) 64,4 mg
4 (Mistura) 55 mg
1(controle) -
2 28,6mg
Hermético
3 (Mistura) 64,2 mg
4 (Mistura) 22 mg

Comparando-se as amostras armazenadas no galpdo com as amostras
armazenadas no hermético, observaram-se melhores resultados nas sementes que

foram armazenadas no galpdo. Os resultados apresentados sdo decorrentes de
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temperaturas elevadas a qual as sementes foram expostas no galpdo, o que leva a
maior proliferacdo das bactérias.

Segundo Nogueira (Embrapa 2012) varios ensaios conduzidos com Soja
evidenciam a diminuicdo drastica quando realizado a pré-inoculacdo das sementes
varios dias antes da semeadura, visando facilitar a operacdo. O pesquisador
observou problemas sérios relacionados a pré-inoculacdo, o que tem levado a uma
baixa sobrevivéncia dos rizébios nas sementes quando a operacéo € realizada com
antecedéncia, ainda que com aditivos protetores de bactérias. Como consequéncia,
temos uma baixa nodulacdo ou uma nodulagdo mais tardia, ou seja, as bactérias
que conseguem colonizar as raizes da soja, chegando mais tardiamente na raiz,
realizando a fixacdo biolégica do nitrogénio na planta mais tardiamente também.
Entdo, isso leva a um prejuizo de acumulo de nitrogénio na planta, refletindo em

perdas de produtividade, detalha o pesquisador da Embrapa Soja.

5.4 Avaliacdo da germinacdo das sementes de soja tratadas no experimento
da segunda época

De acordo com os resultados laboratorias da germinacdo das sementes
tratadas, apenas o tratamento 1 (controle) armazenado no hermético ndo obteve
porcentagem minima, os demais tratamentos foram satisfatérios em ambos os locais

de armazenamento (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5: Teste de germinacao (avaliagdo quinzenal) das sementes de soja tratadas
com produtos comerciais a base de rizébios e armazenadas no Hermético.

Caracteristica da Porcentagem de germinacéo
Tratamentos
Semente 12 28 3?
avaliacdo | avaliagcdo | avaliacéo
L Sementes Normais 81,5% 79,75% 76,75%
(controle) Sementes Anormais 17.5% 19% 22.25%
Sementes Mortas 1% 1,25% 1%
Sementes Normais 83,25% 82,5% 81,25%
2 Sementes Anormais 15,5% 16,25% 15%
Sementes Mortas 1,25% 1,25% 3,75%
3 Sementes Normais 80,75% 83,5% 82,75%
(Mistura) Sementes Anormais 18.5% 14,5% 13,75%
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Sementes Mortas 0,75% 204 3,5%

A Sementes Normais 829 83,5% 86,5%
(Mistura) Sementes Anormais 18% 15,25% 11,25%
Sementes Mortas 0% 1,25% 2,25%

Tabela 6: Teste de germinacéo (avaliacdo quinzenal) das sementes de soja tratadas
com produtos comerciais a base de rizobios e armazenadas em galpao.

Caracteristica da Porcentagem de germinacéo
Tratamentos
Semente 12 22 32
avaliacdo | avaliacdo | avaliacéo
1 Sementes Normais 80,75% 83,5% 85.5%
(controle) Sementes Anormais 18% 14.75% 12.75%
Sementes Mortas 1,25% 1.75% 1,75%
Sementes Normais 87.5% 87% 87%
2 Sementes Anormais 11,25% 12% 11.25%
Sementes Mortas 1,25% 1% 1,75%
3 Sementes Normais 86.5% 87.75% 84%
(Mistura) Sementes Anormais 12.25% 11% 10.75%
Sementes Mortas 1.25% 1.25% 5 250
4 Sementes Normais 88.,75% 85.5% 84,75%
(Mistura) Sementes Anormais 10.5% 14% 11.25%
Sementes Mortas 0.75% 0.5% 4%

E possivel observar, que mesmo ap0s os tratamentos e periodo de
armazenamento, com excecdo das sementes controle armazenadas no hermético,
as sementes apresentaram boa porcentagem de germinacdo e nao influenciou os
baixos valores obtidos com a massa seca dos nodulos.

Para os resultados de germinacdo em que a porcentagem de sementes
normais se diferem entre 1% a 5 % no mesmo tratamento, podemos considerar que
nao ocorreu qualquer teste de pureza das sementes antes de serem germinadas, ou
uma classificacdo para retirada de sementes quebradas. O cultivar escolhido pode
ter sofrido dano durante o transporte, secagem, tratamento e beneficiamento, em

gue as sementes passam por elevadores, transportadores e maquinas, sofrendo
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guedas, impactos e abrasdes que causam lesfes ou danos no tegumento,
endosperma e embrido.

Além dos danos visiveis representados por rachaduras, quebras e sementes
fragmentadas, as sementes severamente danificadas podem sofrer reducdes na
qualidade fisiologica. Pode haver redugdo no poder germinativo logo apos a
incidéncia do dano, efeitos imediatos, ou podem ocorrer efeitos latentes, os quais se
manifestam apos periodos variaveis de armazenamento (POPINIGIS, 1977).

Silveira (1974) realizando testes em milho concluiu que quanto maior a
velocidade angular do cilindro trilhador maior a porcentagem de sementes
quebradas, e que a qualidade fisiolégica e vigor foram afetados pelos danos
mecanicos, bem como a producéo de sementes (kg/ha).

O polimero utilizado para aderéncia dos produtos comercias nas sementes
ndo interferiu na germinacdo. Inicialmente, essa técnica foi empregada pelos
chineses para evitar que sementes de arroz flutuassem, mas o revestimento, como
tecnologia de protecdo, desenvolveu-se para melhorar a precisdo de plantio,
modificando o tamanho e o formato de sementes irregulares e, desta maneira,
aumentar a plantabilidade das mesmas sem afetar o poder germinativo dessas
(BACON & CLAYTON, 1986; MAUDE, 1998; SILVEIRA, 1998).

Para o teste de germinacéo foi possivel constatar que, independentemente da
época do tratamento, os tratamentos fungicidas ndo provocaram nenhum efeito
negativo germinagéo, esses resultados sdo afirmados em testes realizados por
Scheeren et al. (2003). Zorato e Henning (2001), demonstraram n&o haver influéncia
negativa dos tratamentos antecipados com fungicidas na qualidade de sementes de

soja de dois cultivares em diferentes épocas de armazenamento.

6 ANALISE CRITICA SOBRE O ESTAGIO

As atividades desenvolvidas dentro do laboratério estdo enquadradas nas
normas MAPA, com laboratoristas e corpo técnico qualificado, levando a total
confiabilidade ao produtor ao adquirir a semente.

O local de conducéao dos experimentos possui boas condi¢ces de avaliacao,
amplo espaco e disponibilidade de equipe para auxiliar nos testes.
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7 CONCLUSOES

- As condi¢cBes climéticas da época nao foram apropriadas e devido a falta de
substrato, ndo houve nodulacdo nas plantas cultivadas em areia;

- O tratamento com fungicida/inseticida ndo teve influéncia sobre as bactérias
inoculadas;

- Os dados obtidos neste tralho, mostraram que o tratamento de sementes com
fungicida e inoculante seguido de armazenamento (por 30 dias) antes do plantio n&o
€ um método viavel quando se deseja obter maiores rendimentos no plantio pois as
bactérias inoculadas podem perder a sua viabilidade. Isso foi evidenciado no plantio
em solo em segunda época, onde as sementes armazenadas no hermético ndo
demonstraram, em nenhum tratamento, peso suficiente de nddulos com capacidade
de fixar N na planta.

- Um maior tempo para coleta das amostras de segunda época, pode ser uma
alternativa para obtencao de maior rendimento dos nodulos.

- A germinagdo das sementes nao foi influenciada pelos tratamentos e nem pelo

armazenamento.
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