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PAULA, M.T. Avaliacao da eficicia de revestimento polimérico biodegradavel em
soja inoculada com bactérias benéficas. 2019. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A soja se destaca entre as culturas de maior valor econdmico, assim, o uso de
sementes de alta qualidade influéncia na produtividade agricola. O comércio de
sementes movimenta milhdes de reais anualmente no agronegdcio brasileiro, devido
ao desenvolvimento de novas tecnologias como o revestimento de sementes que
agrega valor ao material comercializado. O objetivo geral do presente trabalho foi
avaliar a aplicacdo de revestimento biodegradavel a base de amido, gelatina e argilas
na fragdo nanométrica em sementes de soja, inoculadas com bactérias promotoras e
crescimento vegetal. Foram realizados dois experimentos para avaliacdo do
revestimento e inoculacdo em diferentes formas. Para preparo dos inoculantes foram
utilizadas as seguintes bactérias promotoras do crescimento de plantas: Azospirillum
brasilense Ab-V5, Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079, Bradyrhizobium
diazoefficiens SEMIA 5080, Rhizobium sp. 8.1.2.1 e Bacillus sp. ZK. O experimento
foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, e para analise dos dados o
programa estatistico Sasm-Agri. Foram avaliadas variaveis relacionadas a fixacao
biologica de nitrogénio. Os resultados mais promissores foram observados
principalmente quando associou-se Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079,
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080 e Azospirillum brasilense Ab-V5 para as
variaveis acumulo de matéria seca da parte aérea, matéria seca raiz e nitrogénio foliar
total e numero de nédulos apds sementes revestidas e inoculadas. Conclui-se que a
tecnologia de revestimento de sementes com polimeros adicionados de bactérias
benéficas apresentou-se como uma alternativa capaz de ser incorporada as
tecnologias sustentaveis para a agricultura.

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento vegetal. Revestimento
biodegradavel. Inoculantes.



PAULA, M.T. Evaluation of the efficacy of biodegradable polymeric coating in
soybean inoculated with beneficial bacteria. 2019. Dissertation (Master in
Biotechnology) - State University of Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Soybeans stand out among the crops with the highest economic value, so the use of
high quality seeds influences agricultural productivity. The seed trade, moves millions
of reais annually in Brazilian agribusiness, due to the development of new technologies
such as seed coating that adds value to the material traded. The objective of the
present work was to evaluate the application of biodegradable coating based on starch,
gelatin and clays in the nanometer fraction in soybean seeds inoculated with promoter
bacteria and plant growth. Two experiments were performed to evaluate the coating
and inoculation in different forms. The following plant growth promoting bacteria were
used to prepare the inoculants: Azospirillum brasilense Ab-V5, Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 5079, Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080, Rhizobium sp.
8.1.2.1 and Bacillus sp. ZK. A completely randomized experiment, and for data
analysis the statistical program Sasm-Agri. Some parameters related to biological
nitrogen fixation were evaluated, which were evaluated and obtained significant
results, especially when associated, Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079,
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080 and Azospirillum brasilense Ab-V5, shoot
dry matter accumulation, root dry matter and total leaf nitrogen and number of nodules
after coated and inoculated seeds. It was concluded that the technology of coating
seeds with polymers added with beneficial bacteria was presented as an alternative
that could be incorporated to sustainable technologies for agriculture.

Keywords: Plant growth promoting bacteria. Biodegradable coating. Inoculants.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) destaca-se entre as culturas de
grande importancia econémica a nivel global, seu uso mais conhecido é como 6leo
refinado obtido a partir do 6leo bruto. E um grdo muito versatil, com aplicacdes na
industria de alimentos, indUstria quimica e agroinddstria. A soja esta presente na
composicao de varios produtos da alimentacdo humana como embutidos, chocolates,
temperos para saladas, massas, cereais, misturas preparadas e bebidas. Sendo
também muito usada em outras industrias, adubos, formulacdo de espumas,
fabricacéo de fibras e papel e para producéo de biodiesel (HABECK; ARAUJO, 2004).

O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial de soja, e de acordo com
FAO e o relatorio da OCDE sobre Perspectivas Agricolas 2017-2026, o Brasil deve
ultrapassar os Estados Unidos como o maior produtor mundial de soja na proxima
década. Estudos avancados em diferentes areas agronémicas tém contribuido para
obtencdo de uma produtividade média nacional de 3359 kg ha' e producgdo 115
milhdes de toneladas na safra 2018/19 (CONAB, 2019). Entretanto, elevadas
producdes requerem sementes de qualidade elevada. A producdo de sementes
agricolas se constitui um campo vasto para o avanco de novas tecnologias. O
comércio de sementes esta em pleno crescimento e movimenta milhdes de reais
anualmente no agronegécio brasileiro, em toda a sua cadeia produtiva (do campo ao
varejo), com diversos tipos de produtos e formas na busca de oferecer produto de alta
qualidade.

Segundo a ABCSEM (2018), Associacédo Brasileira de Comércio de
Sementes e Mudas, estima-se que as principais culturas, milho, soja, trigo, cheguem
a um recorde na area plantada de graos no Brasil para a safra 2017/18. Com area
cultivada, atingindo valores acima de 61 milh6es de hectares, onde a soja € a cultura
gue apresenta o maior ganho absoluto em area plantada, (CONAB, 2018). O mercado
de producdo de sementes é bastante dindmico no desenvolvimento de novas
tecnologias que possibilitem agregar valor ao material de plantio, dentre elas, o
revestimento de sementes, pois possibilita a melhoria da plantabilidade mecéanica ou
manual, maior seguranca na incorporacgéo de nutrientes, reguladores de crescimento
e outros agroquimicos. A utilizacdo de sementes revestidas reduz os custos de
producdo, diminui a contaminacdo ambiental e promove uma maior segurangca no

manuseio da semente pelo agricultor (SANTOS, 2016). Os materiais utilizados para o



revestimento podem ser de fonte mineral ou organica, porém a escolha do material
dependera do tipo de semente a ser recoberta, dos objetivos do recobrimento, e das
condicbes ambientais a que serdo expostas no plantio. Além disso, devem ser
consideradas caracteristicas de compatibilidade com outros componentes e
tratamentos administrados quando combinado as sementes.

Neste contexto, € interessante o desenvolvimento de revestimentos
de sementes com materiais de menor custo, como o amido de mandioca e a gelatina,
que sdo biopolimeros naturais de origem renovavel, além de fibras lignocelulésicas e
argilas na fracdo nanométrica, que podem ser empregados em misturas com 0S
polimeros biodegradaveis existentes no mercado.

O amido é um biopolimero que se destaca por apresentar baixo custo
e grande escala de producéo (OLIVEIRA et al., 2015). A gelatina é um polimero natural
obtido pela hidrdlise parcial do colageno extraido da pele, ossos e tecidos conectivos
de animais, sendo capaz de formar redes poliméricas tridimensionais aptas a carregar
grandes quantidades de agua ou fluidos (SAMAL et al., 2012). As fibras
lignocelulésicas sao utilizadas como reforco em matrizes poliméricas de amido,
resultando na reducdo da rigidez e melhora da biodegradabilidade do material
(OLIVEIRA et al.,, 2015). A incorporacdo de argila na fracdo nanométrica aos
revestimentos biodegradaveis € promissora, devido sua abundancia natural, baixo
custo e facilidade de modificacdo da superficie, além de serem excelentes materiais
de refor¢co (TRIFOL et al., 2016). Considerando a importancia do revestimento de
sementes para o setor agricola, a proposta deste trabalho foi avaliar a eficacia de
revestimento polimérico biodegradavel, inoculadas com bactérias promotoras e

crescimento vegetal em sementes de soja e efeitos em variaveis fitotécnicas.


https://scholar.google.com.br/citations?user=ZB_taSoAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra

2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

Avaliar o revestimento de sementes biodegradavel a base de amido,
gelatina e argilas na fracdo nanométrica em sementes de soja, inoculadas com

bactérias promotoras e crescimento vegetal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar como o0 revestimento de sementes com polimero
biodegradavel e a presenca de bactérias benéficas influenciam a germinacédo de
sementes de soja.

Avaliar como o0 revestimento de sementes com polimero
biodegradavel e diferentes formas de inoculacao com bactérias benéficas influenciam
0 desenvolvimento de plantas de soja em casa de vegetacao.

Avaliar se o revestimento de sementes com polimero biodegradavel e
diferentes formas de inoculacdo influenciam em parametros relacionados com a
fixacdo biologica de nitrogénio em plantas de soja.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CULTURA DA SOJA

A cultura moderna da soja (Glycine max (L) Merrill) evoluiu de
cruzamentos naturais entre espécies de soja selvagem, nativa da costa Leste da Asia,
especialmente o Norte da China, apés sua domesticacdo e melhoramento por
cientistas chineses. No Brasil, o primeiro relato de cultivo da soja data de 1882 na
Bahia, no municipio de Séo Francisco do Conde. O engenheiro agrdnomo e professor
da Imperial Escola Agricola da Bahia (atual Escola de Agronomia da Universidade
Federal da Bahia) Gustavo D’Utra, plantou as primeiras sementes de soja em solo
brasileiro. No entanto, o desenvolvimento da atividade comercial de cultivo da soja no
Brasil ocorreu apenas a partir dos anos 1950, quando agricultores brasileiros,
especialmente do sul do pais, despertaram interesse e intensificaram seu cultivo para
uso como forrageira, em decorréncia de sua exploracdo por fazendeiros norte-
americanos (MIRANDA, 2014).

Segundo Francisco e Camara (2013), o avan¢go em novas areas de
regido de fronteira agricola, como os Estados de Mato Grosso, Maranhdo, Piaui,
Tocantins e Bahia, demandou avanco tecnoldgico dos cultivos e adaptacao da cultura
a caracteristicas edafoclimaticas dos novos ambientes de producao.

Com expressiva cotacdo no mercado internacional, a soja, a partir de
meados dos anos 70, tornou-se um produto competitivo, e alguns fatores como a
demanda por soja para a producdo de racdo para suinos e aves, a eficiente rede
privada no suprimento de insumos, sementes, corretivos, inoculantes, fertilizantes e
agrotoxicos, contribuiram para o Brasil ocupar o segundo lugar na producdo mundial
deste grao e responder hoje com grande volume de exportacdes do complexo soja:
graos, farelo e 6leo, portanto apresenta grande importancia para a economia nacional.
(CONTINI et al., 2018).

Segundo a Conab (2018) o Estado do Mato Grosso € o maior produtor
brasileiro de soja, com 32,346 milhdes de toneladas, seguido pelo Estado Parana com
16,253 milhdes de toneladas. A soma da producdo dos dois principais estados
produtores de soja atenderia a demanda do consumo interno do pais com esta
leguminosa de 44 milhdes de toneladas. Estudos em diferentes areas agronémicas

tém contribuido para o aumento da produtividade e producdo média nacional.



Segundo a Conab (2018), o Brasil obteve uma produtividade nacional média de 3.206
Kg ha' e producdo 114,843 milhdes de toneladas na safra 2018/19, chegando a
exportar 83,6 milhdes de toneladas do complexo soja, proporcionando uma receita
bruta de U$ 31,7 bilhdes.

A soja cultivada no Brasil, para a producédo de graos, € uma planta
herbacea do género Glycine L., espécie max. (NEPOMUCENO; FARIAS; NEUMAIER,
2008). As cultivares de soja sdo caracterizadas de acordo com seu habito de
crescimento e grupo de maturacéo relativo (GMR). Seu habito de crescimento é
dividido em dois grupos: crescimento determinado e indeterminado. O primeiro é
caracterizado pelo cessamento do crescimento ap0s o surgimento das primeiras
flores; jA no segundo, a planta continua produzindo folhas mesmo depois do inicio da
floracdo (HEARTHERLY; SMITH, 2004).

A disponibilidade hidrica durante o periodo de desenvolvimento da
cultura é a principal limitacdo a expressdo do potencial de rendimento da soja,
independentemente do ciclo da cultivar, da época de semeadura e do local. Clima e
solo séo as variaveis que explicam as diferencas regionais dos impactos da deficiéncia
hidrica na cultura da soja, principalmente, em funcdo da capacidade de
armazenamento de agua disponivel no solo e do regime pluviométrico (FARIAS,
2011).

A seca é, atualmente, um dos fatores ambientais que mais
proporcionam estresse fisioldgico para as culturas agricolas econémicas. No Brasil,
0S prejuizos causados pelos eventos de seca em 37 safras brasileiras de soja.

Para a adocédo de tecnologias, como o uso de cultivares tolerantes a
seca, uso de irrigacdo dentre outras, deve-se conhecer as principais fases fenologicas
da cultura e suas exigéncias. E a familiaridade que o produtor ou o responsavel técnico
pela producdo tenha com os diferentes estadios de desenvolvimento da planta
cultivada e suas necessidades, normalmente possibilitardo seu desenvolvimento
normal e, consequentemente, bons rendimentos (CAMARA, 2006).

Para facilitar a comunicacao sobre os estadios fenologicos da cultura,
Feher e Caviness (1977) desenvolveram uma termologia universal, clara, simples e
objetiva para uniformizar a linguagem de descricdo dos estadios de desenvolvimento
da soja entre assisténcia técnica, pesquisa e produtor. E 0 mais utilizado no mundo,
pois apresenta uma terminologia Unica, que divide o desenvolvimento da soja em

estadios vegetativos, designados pela letra V, e estadios reprodutivos, designados



pela letra R, com excecao dos estadios VE (emergéncia) e VC (cotilédone). As letras

V e R sédo seguidas de indices numéricos que identificam estadios especificos.

Descrigdo dos estadios vegetativos da soja:

VE Emergéncia, os cotilédones estdo acima da superficie do solo.
VC Cotilédone desenvolvido, os cotilédones totalmente abertos.

V1 Primeiro ng, as folhas unifoliadas estdo completamente abertas.
V2 Segundo no, primeira folha trifoliada aberta.

V3 Terceiro no, segunda folha trifoliada aberta.

V(n) Enésimo nd “Enésimo” né ao longo da haste principal com trifélio aberto.

Descricdo dos estadios reprodutivos da soja.

R1 Inicio do florescimento, uma flor aberta em qualquer n6 da haste principal.

R2 Florescimento pleno, maioria das inflorescéncias da haste principal com flores
abertas.

R3 Inicio da frutificacdo, vagem com 0,5 a 1,5 cm de comprimento no terco superior
da haste principal.

R4 Frutificagdo plena, maioria das vagens no terco superior da haste principal com
comprimento de 2 a 4 cm (“canivete”).

R5.1 Inicio da granacdo Até 10% da granacdo maxima na maioria das vagens
localizadas no terco superior da haste principal.

R5.2 Maioria das vagens no terco superior da haste principal entre 10 e 25% da
granacado maxima.

R5.3 Média granacéo,maioria das vagens no terco superior da haste principal com 25
a 50% da granacao maxima.

R5.4 Maioria das vagens no terco superior da haste principal entre 50 a 75% da
granacao maxima.

R5.5 Final da granacao, maioria das vagens no terco superior da haste principal com
75 a 100% da granacdo maxima.

R6 Semente formada ou granacéo plena 100% de granacdo. Maioria das vagens no
terco superior contendo sementes verdes em seu volume maximo (“vagem gorda”)

R7.1 Maturidade fisiologica Até 50% de folhas e vagens amarelas
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R7.2 Maturacao fisiologica Entre 50 e 75% de folhas e vagens amareladas.

R7.3 Maturidade fisiologica Acima de 75% de folhas e vagens amareladas.

R8.1 Desfolha natural Até 50% de desfolha.

R8.2 Desfolha natural Acima de 50% de desfolha. Aproxima-se o ponto de colheita.

R 9 Maturidade a campo 95% de vagens com a cor da vagem madura.

Sendo assim, o revestimento de sementes teria fundamental interferéncia
no estadio de emergéncia (Ve), pois seu uso juntamente com a aplicacdo de
inseticidas e fungicidas via revestimento, ndo deve ocasionar prejuizos a qualidade
fisiologica dos lotes de sementes, pois essa pratica € de suma importancia para
protecao contra pragas e doencas nas fases iniciais de desenvolvimento da planta
(CAMILO et al., 2017).

3.1.1 Semente da Cultura da Soja

As sementes de soja sao lisas, ovais, globosas ou elipticas, podem
ser encontradas nas cores amarela, preta ou verde. O hilo € geralmente marrom, preto
ou cinza (NUNES, 2013). Seu desenvolvimento inicia-se a partir de 6vulos fertilizados,
que passam por uma série de transformacgdes morfoldgicas, fisiologicas e funcionais
até que a sua maturidade fisioldgica seja atingida. Na maturidade, o conteudo de
matéria seca da semente é maximo, contudo a semente pode ou néo ter atingido os
valores maximos de germinacéao e vigor. Uma vez atingida a qualidade maxima, inicia
se o processo de deterioragdo, provocando reducdo gradativa da qualidade fisioldgica
da semente (VIDIGAL et al., 2006).

A gualidade da semente de soja € composta por quatro pilares: 1.
Qualidade fisiolégica, representando uma semente com altos vigor e germinagéo e
gue resulte em adequada emergéncia de plantulas em campo; 2. Qualidade genética,
sendo geneticamente pura, representando a cultivar que se deseja semear, sem
misturas varietais; 3. Qualidade sanitaria, compreendendo semente livre de outras
sementes de plantas daninhas e de patdégenos, sejam eles fungos, virus, nematoides
ou bactérias; 4. Qualidade fisica, composta por uma semente pura, livre de material
inerte, como contaminantes, fragmentos de plantas, insetos, torrdes e outras

impurezas.
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A qualidade da semente de soja pode ser influenciada por diversos
fatores, que podem ocorrer durante a fase de producdo no campo, na operacéo de
colheita na secagem, no beneficiamento, no armazenamento, no transporte e na
semeadura. Tais fatores abrangem extremos de temperatura durante a maturacao,
flutuacbes das condicbes de umidade ambiente, incluindo seca, deficiéncias na
nutricdo das plantas, ocorréncia de insetos, além da adocé&o de técnicas inadequadas
de colheita, secagem e armazenamento ( NETO et al., 2016).

Recentemente, o0s produtores de sementes de soja tém
disponibilizado no mercado sementes com o Tratamento Industrial de Sementes (TIS).
Em muitas empresas, essa pratica ja faz parte das etapas do beneficiamento das
sementes, sendo realizado com a utilizacdo de equipamentos especiais e altamente
sofisticados, o0s quais combinam a aplicacdo de fungicidas, inseticidas,
micronutrientes, nematicidas, entre outros produtos (NETO et al., 2016).

Este tipo de tratamento vem ganhando espaco no mercado de
sementes de soja. No Brasil, na safra 2015/16, cerca de 30% das sementes foram
tratadas e comercializadas neste sistema, no qual grande parte das empresas que
comercializam as sementes ja realiza o tratamento no pré-ensaque, antes do
armazenamento, ou no momento da entrega das sementes ao produtor.

As sementes desempenham um papel dominante na agricultura,
servindo como o principal mecanismo pelo qual as plantas cultivadas séo propagadas.
Pesquisas voltadas para o controle e melhoria da qualidade das sementes agricolas
sao crescentes, como o desenvolvimento e utilizacdo de testes de vigor especificos a
cada espécie vegetal e testes sofisticados para determinagdo de caracteristicas
genéticas e de resisténcia a herbicidas. Além disso, se busca desenvolver e melhorar
técnicas para producao e armazenamento de sementes, como também sua melhoria
fisioldgica, incluindo o uso de revestimentos e a granulacédo (individualizacdo) de
sementes de pequeno porte (SMANIOTTO et al., 2014).

Os principais fatores que influenciaram a expanséao da importancia da
tecnologia de sementes durante as ultimas cinco décadas incluem: a Lei de protecéo
de variedades vegetais (Lei n° 9.456, de 25 de abril de 1997) e a concessao de
patentes de utilidade publica (Lei no 5.772, de 21 de dezembro de 1971 e Lein® 9.279,
de 14 de maio de 1996); a influéncia da biotecnologia; o melhoramento de sementes;
o desenvolvimento de testes de vigor de sementes. As sementes continuardo a

fornecer o principal mecanismo para a propagacao de plantas de importancia agricola,
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no entanto € visivel no curto prazo que novas funcionalidades estardo compondo o

papel das sementes como uma ferramenta de entrega em alta tecnologia.

3.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

As bactérias promotoras de crescimento vegetal abrangem um grupo
de microrganismos que podem estimular o crescimento e o desenvolvimento das
plantas por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos, coexistindo associativamente
nas superficies radiculares, a rizosfera e filosfera, e nos tecidos internos de diferentes
espécies vegetais (HUNGRIA et al. 2010).

Podem colonizar tanto a regido rizosférica como tecidos internos do
vegetal, apresentando motilidade guiada por mecanismo de localiza¢do quimiotaxica
para acidos organicos, acucares, aminoacidos e compostos aromaticos exsudados
pelas raizes, beneficiando-se dessas fontes de carbono e energia (GLICK, 2012).

No inicio dos anos 70, o desenvolvimento de um método, batizado
como reducao do acetileno, permitiu a mensuracéo da fixacao biolégica de nitrogénio
promovida pelas bactérias, associado ao desenvolvimento de meio de cultura semi-
sélido que simulava os niveis de oxigénio encontrados no solo. Isto possibilitou
também a descoberta de duas espécies de Azospirillum: A. lipoferum e A. brasilense,
iniciando a pesquisa focada em fixagcao biologica de nitrogénio em gramineas no Brasil
(GUIMARAES et al., 2017).

Algumas bactérias sdo capazes de realizar a redug¢édo do nitrogénio
em sua forma molecular inerte (N2) em uma forma biologicamente util (NH4"),
Processo descrito como, Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN). Além da FBN
destaca-se a producdo de substancias promotoras de crescimento vegetal, como
fitorménios (auxinas, citocininas e giberelinas) e vitaminas. O crescimento vegetal
pode ocorrer também fatores, nutricionais, fisiolégicos, morfolégicos e de controle
biolégico de organismos maléficos (FREITAS; RODRIGUES, 2010).

No desenvolvimento da cultura da soja, um importante componente
quimico é o nitrogénio, porém, pela associacdo simbidtica com estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii., a FBN tornou-se a principal fonte de nitrogénio
das leguminosas, e passou a ser a tecnologia mais rentavel para o agricultor. A FBN
com bactérias do género Bradyrhizobium é hoje adotada em todas as areas cultivada

com a soja no pais, cerca de 24 milhdes de hectares, e resulta em uma economia
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anual em torno de US$ 7 bilhGes para o Brasil pela ndo utilizacdo de fertilizantes
nitrogenado nas lavouras. Pode-se afirmar que o sucesso dessa cultura no Pais esta
diretamente relacionado a este processo, que € capaz de fornecer todo o nitrogénio
necessario, mesmo para cultivares de alto rendimento. (ZAMBUDIO, 2012). E
importante, o trabalho continuado de identificacdo de estirpes bacterianas de elite
(altamente eficientes na inducao de nodulacao e transferéncia de formas assimilaveis
de nitrogénio) para o uso como insumos biolégicos, ou inoculantes, para plantas
leguminosas. A utilizacdo de insumos biolégicos em substituicio aos insumos
quimicos tem se mostrado indispensavel para a sustentabilidade da agricultura
brasileira, haja vista o fornecimento de nitrogénio as culturas com baixo custo
econdbmico e impacto ambiental reduzido (HUNGRIA et al.,, 2007).Neste sentido,
tecnologias direcionadas a reduzir o uso de insumos quimicos na producdo de
alimentos, como o uso de insumos bioldgicos, levariam a reducdo dos gastos na
composicao dos custos de producao, no aumento da sustentabilidade e recomposicao
dos solos e do meio ambiente (DONADELLI; KANO; FERNANDES, 2012).

3.3 INOCULANTES

Os inoculantes sdo produtos de origem microbiana que apresentam
acado benéfica para o desenvolvimento das plantas. No Brasil, sdo produzidos de
acordo com a Lei n° 6894, de 16 de novembro de 1980, regulamentada pelo Decreto
n° 4954, de janeiro de 2004. A qualidade é certificada conforme os protocolos
estabelecidos pela rede de laboratorios para recomendacéo, padronizacao e difusdo
de tecnologia de inoculantes microbiologicos de interesse agricola (MAPA, 2010).
Segundo Date (2001), o uso eficiente da tecnologia de inoculacédo depende de varios
fatores, especialmente da habilidade da bactéria sobreviver junto a semente ao longo
do periodo de germinacéo e estabelecimento de uma nova planta, e das condi¢fes
de armazenamento deste insumo biolégico.

H& um interesse crescente no desenvolvimento de novas abordagens
biotecnoldgicas para melhorar a producdo vegetal. Dentre elas, a inoculagcdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) pode favorecer a producao de
plantas mais vigorosas devido a producédo de reguladores de crescimento, melhoria
da eficiéncia de uso de fertilizantes e inducdo de tolerancia contra estresses bioticos
e abidticos (COMPANT et al., 2010; GLICK, 2010).
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A adicdo de BPCV em sementes pode ser uma oportunidade para
melhorar a producéo de graos, com reducéo dos custos econdmicos e ambientais. As
principais caracteristicas destes microrganismos compreendem a possibilidade de
atuar em todas as espécies agricolas de importancia comercial e a variabilidade na
eficacia de sua utilizacéo, devido a pouca compreensao dos fatores determinantes de
seu estabelecimento junto a uma planta hospedeira (BULGARELLI et al. 2013).

Os avancos cientificos e a disponibilizacdo de novas tecnologias é
importante para o aumento da capacidade do setor competitivo da soja brasileira. E o
uso de inoculacao com rizébios, bactérias fixadoras de nitrogénio, pode favorecer uma
maior ocorréncia de nddulos principalmente na coroa da raiz principal, aumentando a
eficiéncia da fixacdo de nitrogénio na fase inicial do crescimento das plantas.
(MERCANTE et al., 2011).

Segundo Spolaor et al., (2016). o uso de inoculantes que contém
BPCV é uma das alternativas que em conjunto com melhoramento genético e manejo
cultural, pode aumentar a eficiéncia do uso de fertilizantes quimicos, podendo levar a

diminuicdo da quantidade aplicada em ambientes de producéo agricola.

3.4 REVESTIMENTO DE SEMENTES

As sementes agricolas comerciais geralmente s&o tratadas com
fungicidas e inseticidas, conhecido como tratamento convencional de sementes, cujo
objetivo é diminuir a perda de plantas jovens, uma vez que durante o periodo de
germinacao estas plantas se encontram vulneraveis pela auséncia de um sistema de
defesa completo e funcional.

Além do tratamento com agroquimicos, as sementes agricolas podem
ainda ser revestidas por polimeros de diferentes origens, onde outras substancias
como fito-horménios, vitaminas, aclUcares e mesmo microrganismos Vivos que
interferem de forma positiva sobre o metabolismo e o desenvolvimento inicial de
plantulas podem ser adicionadas, (SILVA, C; NAKAGAWA,1998). Porém, a
combinacdo entre o tratamento convencional de sementes e 0 uso de revestimentos
poliméricos contendo moléculas organicas/células requer a compatibilidade de
formulacdes, definicdo correta de dosagens e tecnologia adequada para aplicacéo

homogénea dos produtos, informacbes que nem sempre estdo disponiveis,
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principalmente quando se consideram grandes quantidades de sementes (MAUDE,
1998).

O revestimento de sementes consiste na deposi¢cdo de um material
adesivo a superficie da semente seguido da adicdo de um material seco e inerte,
permitindo a modificacdo ou ndo da forma e tamanho da semente (SANTO, 2016). O
processo de revestimento de sementes consiste na aplicacdo continua de uma base
sélida ou liquida, contendo polimeros sdlidos, dissolvidos em suspensao, que pode
ser realizado juntamente com a incorporagdo de produtos fitossanitérios, revestindo-
se o0 tegumento natural das sementes de maneira que cada semente seja influenciada
individualmente pelos materiais utilizados (FURLANI, 2009). Entre os objetivos da
aplicacdo desta técnica, pode-se citar o aumento do tamanho e/ou densidade das
sementes, como as sementes de espécies olericolas (MENDONGCA, 2007). Em
qualquer caso, o tratamento de sementes envolve diversos processos, aplicados com
0 objetivo de preservar e aperfeicoar o desempenho germinativo das sementes, o que
possibilita 0 aumento de produtividade da cultura (MENTEN, 1991).

O revestimento de sementes agricolas inicialmente utilizava materiais
desenvolvidos para industria farmacéutica. Esta tecnologia desenvolveu-se em um
ramo cientifico especifico para a agricultura, com o desenvolvimento e utilizacao de
polimeros mais adequados. A definicdo de materiais poliméricos para o revestimento
de sementes requer estudos sobre sua influéncia na germinacgéo, efeitos sobre o
desenvolvimento do sistema radicular, interacdo com insetos e fitopatdgenos e acao
sobre os nutrientes minerais (FRANZIN, 2004). Segundo Zaritzky (2011), os materiais
utilizados para revestimento sdo genericamente classificados em hidrofobicos e
hidrofilicos, e suas caracteristicas estruturais, como a espessura e permeabilidade
final, estdo diretamente relacionadas ao tipo e concentracdo do material
(ROJASGRAU et al.,, 2007; SKURTYS et al.,, 2010). Os materiais hidrofilicos
apresentam boa solubilidade em meio aquoso e podem formar géis, podendo ou ndo
sofrer alteragBes quimicas da sua estrutura para uma completa solubilizacéo. Porém,
0s materiais hidrofébicos ndo apresentam regides polares bem definidas e
compreendem moléculas eletricamente neutras. Na presenca de 4gua esses materiais
tendem a excluir moléculas polares da sua redondeza e se aglomerar (SANTANA,
2016).

O revestimento proporciona protecdo as sementes, sendo uma

importante ferramenta para a aplicacdo conjunta de produtos fitossanitarios que
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podem ser aplicados separadamente, em distintas camadas (SILVA, NAKAGAWA,
1998). Segundo Machado (1988) é vantajoso que os produtos utilizados tenham
caracteristicas favoraveis a sua aplicacdo em mistura. A aplicacdo de produtos
fitossanitarios pelo processo de revestimento pode ser realizada de diferentes formas
e sobre sementes de diferentes tamanhos e geometrias, e o produto final pode manter
ou ndo as dimensdes e os formatos originais das sementes.

O tratamento quimico de sementes associado ao revestimento com
polimeros tem recebido especial atengcdo nos ultimos anos, sendo considerada uma
nova tecnologia para as culturas extensivas no Brasil. A associacdo do material
polimérico com o tratamento quimico tem sido utilizada para melhorar o
comportamento germinativo das sementes, promovendo melhorias fisiol6gicas e
consequentemente maior retorno econdmico (BAYS et al., 2007).

Sementes revestidas podem ser consideradas como uma unidade
autossuficiente, dotada de maior competéncia para germinacédo e desenvolvimento
das plantulas (HATHCOCK et al., 1984). Esta maior competéncia para germinacao
resulta de beneficios proporcionados pelo revestimento de sementes, como a
correcdo de alteracbes morfoldgicas e fisiologicas. Como os produtos fitossanitarios
adicionados estdo aderidos ao tegumento da semente, ocorre a maxima penetracao
dos principios ativos nas plantulas e consequente melhoria da regula¢do do processo
germinativo (DINIZ et al., 2006).

Variacbes morfolégicas podem ser observadas em sementes de
milho doce que, quando secas, sofrem enrugamento e reducao de seu volume. O uso
de revestimento pode corrigir essas alteragbes, proporcionando uma maior
uniformidade de semeadura e aumento da superficie de contato da semente com o
solo (NASCIMENTO et al., 1994). Da mesma forma, a diferenciagéo entre sementes
tratadas e sementes nao tratadas é facilitada pelo revestimento, mesmo que né&o
ocorra alteracdo de tamanho ou forma da semente (LUDWING, 2014), além de
proporcionar melhoria no uso de semeadoras de precisdo (MENDONCA, 2007).

Segundo Baudet (2004) o algodéo e o feijao sdo exemplos de culturas
que apresentaram aumento de 20% a 30% no indice de germinacdo pelo uso de
sementes revestidas. Apesar dos beneficios, existe uma dificuldade dos agricultores
em adotar tecnologias que resultem em aumento do custo aparente de producéao,
como é o caso das sementes revestidas que sdo mais caras do que sementes nao

revestidas. Esse custo adicional é compensado por maiores produtividades, e uma
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maior adocdo da tecnologia pode reduzir o custo dos materiais usados para
revestimento. Segundo Ludwig (2011) ha uma caréncia de equipamentos nacionais
para recobrimento de sementes, sendo necesséaria a importacdo de maquinario
especifico para construir uma camada de filme constituida de polimeros e outras
substancias de recobrimento sobre as sementes. O desenvolvimento de maquinario
nacional reduziria o custo do tratamento, pois 0s equipamentos importados tém custo
elevado devido a cotacdo da moeda e do transporte da maquina do pais de origem
até o Brasil.

Os beneficios da utilizacdo de polimeros para revestimento de
sementes vém sendo relatados para diversas espécies de importancia agricola. O
revestimento com polimero de amido de mandioca, alginato de sodio ou &lcool
polivinilico, que ao ser associado a fungicidas e inseticidas promoveu incrementos no
vigor e germinacao em sementes de soja (LUDWIG et al., 2011).

Brandelero (2011) revestiu sementes de cebola com polimeros
termoplasticos e observou uma germinacado 80% superior a observada em sementes
ndo revestidas. A resposta do material vegetal ao revestimento de sementes vai
depender tanto das caracteristicas da espécie vegetal como dos materiais de
revestimento (TRENTINI, 2004). Silva (1997) observou o comportamento de sementes
de alface revestidas com algumas combinagdes de materiais e adesivos, como areia
fina e grossa, calcério fino e grosso, xaxim, esfagno, serragem de pinho e de eucalipto,
concinol e termofosfato de yoorin, colas a base de acetato de polivinila,
croscarmelose, goma arabica e bentonita. Alguns dos compostos utilizados
provocaram sintomas de toxidez na planta logo no inicio da emissao da raiz primaria
(colas Grudi extra e Perapretva), enquanto o polimero Cascorez nao prejudicou 0
desenvolvimento das plantulas e apresentaram caracteristicas desejaveis quanto a
afinidade com os materiais de enchimento, capacidade de atuacdo em baixa
concentracéo e solubilidade.

A importancia crescente que 0S microrganismos associativos aos
vegetais vém recebendo, pela sua atividade promotora do crescimento de plantas,
tem levado a ampliacdo do uso de inoculantes como uma pratica agricola regular.
Neste contexto, o tratamento de sementes com microrganismos benéficos tem sido
cada vez mais utilizado, pois, além de proteger as plantas contra fitopatégenos,

podem promover o seu desenvolvimento e produtividade. Os mecanismos ativos



18

exercidos por microrganismos benéficos incluem efeitos benéficos na germinacao de
sementes, na emergéncia e no desenvolvimento das plantulas (HARMAN, 2000).

O revestimento de sementes propicia uma grande oportunidade para
o desenvolvimento de materiais biocompativeis com microrganismos benéficos, que
poderiam compor formulacbes de revestimento juntamente com aminoécidos,
micronutrientes e reguladores de crescimento, visando produtos menos agressivos ao

ambiente que proporcionem maiores produtividades (MENDONCA, 2007).

3.5. BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros séo polimeros ou copolimeros produzidos por seres Vivos,
constituindo matérias-primas de fontes renovaveis. Dentre estes se destacam o
amido, a celulose, a quitina ou biopolimeros biotransformados, provenientes do
metabolismo microbiano. E estes materiais podem ser considerados alternativos aos
produtos plasticos de fonte de petréleo, uma vez que podem apresentar as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas encontradas nos plasticos convencionais. As fontes
renovaveis sdo assim conhecidas por possuirem um ciclo de vida mais curto, de sua
origem a degradagédo completa, quando comparadas com os polimeros derivados de
fontes fésseis como o petroleo, que levam milhares de anos para se formar e dezenas
de anos para se decompor. Alguns fatores ambientais e socioeconémicos que estao
relacionados ao crescente interesse pelos biopolimeros, compreendem a mitigacao
dos impactos ambientais causados por toda a cadeia de producdo dos polimeros
provenientes do petroleo, a diminuicdo da oferta e o consequente aumento do prego
do petroleo como matéria prima (JAYANTH et al., 2017; GU et al., 2017).

O amido é um dos polissacarideos mais abundantes na natureza e
produzido como reserva energética por vegetais, e pode ser considerado um dos
materiais poliméricos mais versateis, com grande potencial de aplicacédo
biotecnoldgica. O amido pode ser obtido de diversas fontes vegetais, como cereais,
raizes e tubérculos, de frutas e legumes, no entanto, a extragcdo em nivel comercial
de amido se restringe aos cereais e tubérculos (MALI; GROSSMANN;YAMASHITA ,
2010).

Quimicamente, o amido em sua forma nativa, € um polissacarideo
formado por monossacarideos de glicose, que dao origem a dois polimeros, amilose,

gue apresenta estrutura quimica essencialmente linear, onde as unidades de glicose
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sdo unidas por ligagdes glicosidicas a-D-(1,4), e a amilopectina, polimero de glicose
com ramificagdes entre as cadeias lineares na posi¢ao a-D-(1,6) (Figura 1) (SANTOS,
2016). Dependendo da fonte botanica do amido, pode haver variacdes nas propor¢cdes
entre amilose e amilopectina, resultando em granulos de amido com propriedades
fisico-quimicas e funcionais diferentes, que podem afetar suas aplicacfes industriais
(MALI; GROSSMANN;YAMASHITA, 2010).

Figura 1. Estrutura molecular (A) Amilose e (B) Amilopectina.
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FoONTE: SANYANG, et al. 2018.

Nos granulos de amido nativo, amilose e amilopectina estéo
arranjadas de forma concéntrica, com regifes mais organizadas, chamadas de zonas
cristalinas, e regibes menos organizadas, chamadas de zonas amorfas, e a estrutura
granular é mantida por ligagcbes de hidrogénio. O amido pode ser processado
termicamente, na presenca de agua, levando a destruicdo desta estrutura granular
nativa, com rompimento das ligac6es de hidrogénio, processo este que se chama
gelatinizagcdo do amido, levando a obtencdo de uma matriz polimérica amorfa,
empregada para a producdo de filmes e revestimentos biodegradaveis.
(VERCELHEZE et al., 2019).

A aplicacdo do amido na producdo de filmes e revestimentos
comestiveis se baseia nas propriedades quimicas, fisicas e funcionais da amilose para

formar géis (VERCELHEZE, 2017), o amido na atualidade é um dos compostos mais
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utilizados para esta finalidade, e vem sendo empregado para prolongar a vida util e
melhorar a aparéncia de frutas e hortalicas (RODRIGUES et al., 2016).

As cadeias poliméricas formadas pelo amido sdo em geral rigidas
devido ao elevado numero de ligacdes de hidrogénio formadas entre as cadeias de
amilose e amilopectina, portanto requerem a utilizacéo de agentes plastificantes como
polidis (p. ex., glicerol e sorbitol) para ter suas propriedades mecanicas melhoradas,
aumentando a sua flexibilidade (SANTANA, 2016).

Ainda, h& necessidade de identificar materiais para uso como reforgo
para filmes ou revestimentos a base em amido e outros biopolimeros, como a gelatina,
como fibras e nanoparticulas de carater hidrofébico ou hidrofilico, de modo a melhorar
suas propriedades mecanicas e de barreira a gases e vapores (REDDY; YANG, 2005).

Os filmes e revestimentos biodegradaveis produzidos com amido
podem ser aplicados como barreira entre o alimento e o ambiente circundante, e
podem ser consumidos dependendo das matérias primas utilizadas para sua
obtencdo. Os filmes biodegradaveis de amido podem melhorar a qualidade dos
alimentos, como sabor e aroma, além de oferecer maior tempo de prateleira
(BALDANI, 2015).

Além disso, os materiais desenvolvidos com base em biopolimeros
naturais ndo devem apresentar efeitos toxicos ou prejudiciais ao meio ambiente. Por
exemplo, a gelatina e a quitosana foram utilizadas para a producdo de filmes
biodegradaveis aplicados ao revestimento de sementes de brécolis e salsa, resultando
em um desempenho germinativo superior das sementes revestidas quando
comparadas as sementes sem revestimento (TANADA et al., 2005).

Poucos trabalhos na literatura relatam o uso do amido para a confeccéo
de revestimentos para sementes, Vercelheze et al. (2019) descreveram a producao
de revestimentos a base amido, gelatina e alcool polivinilico para sementes de milho,
e observaram que além do revestimento servir como uma matriz para veiculagéo de
bactérias promotoras do crescimento vegetal, estes ndo afetaram a germinacdo da
sementes.

Ainda ndo se tem estudos sobre o revestimento utilizado no presente
trabalho, e associado a diferentes microrganismos, seu uso mostra-se promissor,
tendo em vista que, quando sementes de soja foram revestidas ou inoculadas com
diferentes inoculantes ndo afetaram a taxa de germinacéo, principal fator a ser
atendido para uso de revestimento (VERCELHEZE, 2017).
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A gelatina, € um produto comercial obtido a partir da hidrolise parcial do
colageno. O colageno é uma proteina presente em tecidos conjuntivos, como 0s
tenddes e as cartilagens, na matriz organica dos 0ssos e na cornea dos olhos. Quando
hidratada, a gelatina forma uma estrutura definida como gel. Para a obtencao de um
gel transparente, homogéneo e flexivel a partir da gelatina, € preciso reduzir a
temperatura da solucdo em menos de 30°C. As macromoléculas, como, a gelatina
pode se ligar a moléculas de agua, formando uma rede continua que se estenderia
em toda a massa da solucéo. Dessa forma, para se imobilizar uma grande quantidade
de agua, sao necessarias pouquissimas macromoléculas gracas aos seus NUMerosos
sitios hidrofilicos, os quais, nas proteinas, sdo responsaveis por interacdoes quimicas
como as pontes de hidrogénio com as moléculas de agua. (LIMA et al ., 2007).

Pode ser utilizada na formulagcdo do revestimento de sementes por ser
considerada material adesivo, assim a gelatina como demais matérias, devem ser
soluveis em agua, ter afinidade com os demais ingredientes e ndo causar danos as
sementes, a integridade fisica do recobrimento é uma caracteristica importante e apos
a secagem, a cobertura ndo deve desmanchar ou quebrar durante o processo de
classificacéo, transporte, manuseio e semeadura mecanizada (CONCEICAO 2007).

Silva e Nakagawa, (1998) relatam que, a definicdo da proporcédo de adesivo
implica no dilema entre a necessidade de se ter resisténcia fisica e a limitacdo do uso
de cimentantes, sendo entdo necessario avaliar a resisténcia do recobrimento, para
gque se possa utilizar a menor porcentagem possivel de cimentantes, sem afetar a
qualidade final do produto.

Outra classe de materiais que tem sido aplicada na agricultura séo
nanocompositos, materiais em que uma das fases encontra-se em escala
nanometrica,quando apresentam uma fase organica e inorganica, tais como polimero
e argila sdo chamados de nanocompdsitos hibridos, usados na liberacédo controlada
de insumos agricolas, podendo ser utilizados como veiculos biodegradaveis,
suscitando o aumento na produtividade e melhora na oferta de &gua e
consequentemente, favorecendo a reducao de custos de producdo.Com a progressiva
demanda comercial da agricultura, a pesquisa e avancos tecnolégicos no

melhoramento de sementes tém crescido vertiginosamente (LIMA et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados para o revestimento de sementes foram
desenvolvidos nos laboratoérios do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia e nos
laboratorios do Departamento de Tecnologia de Alimentos. Os inoculantes
microbianos foram preparados nos laboratérios do Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia. Os testes de germinacgao e o ensaio de crescimento vegetal conduzido
em casa de vegetacdo foram conduzidos nos laboratérios do Departamento de
Agronomia . Estes departamentos compdem parte da infraestrutura cientifica instalada
na Universidade Estadual de Londrina. O clima caracteristico da regido, de acordo
com a classificacado Kdppen € do tipo “Cfa”, com temperatura média para 0 més mais
frio é inferior a 16,4 °C e para o0 més mais quente € superior a 25,5 °C, com
precipitacdo anual variando de 1400 al600 mm e a umidade relativa de 75 a 85%
(IAPAR, 2004).

4.1 PREPARO DOS INOCULANTES

Foram utilizadas as seguintes bactérias promotoras do crescimento
de plantas: Azospirillum brasilense Ab-V5, Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079,
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080, Rhizobium sp. 8.1.2.1 e Bacillus sp. ZK.
Essas linhagens estdo depositadas na “Colecdo de Bactérias Promotoras do
Crescimento Vegetal da Universidade Estadual de Londrina/CBPCV-UEL”, Londrina,
Parana, Brasil. As bactérias A. brasilense Ab-V5, Rhizobium sp. 8.1.2.1e Bacillus sp.
ZK foram cultivadas em meio liquido Dygs (g L glicose, 2,0 g L'Y; a&cido malico, 2,0
g LY extrato de levedura, 2,0 g L?; &cido glutamico, 1,5 g L?; peptona, 1,5 g L?;
K2HPO4, 0,5 g L't; MgSOa4, 0,5 g LY; pH 6,8). As bactérias B. japonicum SEMIA 5079
e B. diazoefficiens SEMIA 5080 foram cultivadas em meio liquido YM (g L*: manitol,
10 g L!; K2HPO4, 0,05 g Lt; MgSQs4, 0,02 g L; NaCl, 0,01; extrato de levedura, 0,5;
pH 6,8).

Para todas as estirpes utilizadas, foram preparados pré-indculos (5
mL) em tubos de ensaio previamente ao preparo dos inoculantes. Os inoculantes (50
mL) de cada estirpe foram preparados em frascos Erlenmeyer (250 mL), a partir da
inoculacédo de um volume de pré-indculo suficiente atingir uma concentracao inicial de

10* células mL%, determinada apds contagem da densidade de células em cada pré-
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in6culo em camara de Neubauer. Todas as estirpes foram crescidas no mesmo meio
de cultivo para o preparo dos inoculantes, denominado MCA4 (patente depositada no
INPI sob numero BR1020140171746). As culturas bacterianas de pré-inéculo e

inoculante foram cultivadas sob agitagao orbital (180 rpm) por 72 ha 28 =+ 2 °C.

4.2 REVESTIMENTO DE SEMENTES COM MATERIAL POLIMERICO

Sementes de soja TMG 7062 foram revestidas com a solugao
filmogénica preparada com os seguintes materiais: gelatina purissima (BIOTEC - Séo
Paulo-SP) com forca de gel-“Bloom” de 150-220g, amido de mandioca da marca Yoki
Alimentos S.A. glicerol e nanoargila sédica ndo modificada (Cloisite® Na* - Southern
Clay, Estados Unidos), patente depositada no INPI sob nimero BR1020170060462).

Para a producéo do revestimento, inicialmente a gelatina e nanoargila
foi hidratada em agua destilada a temperatura ambiente por 1 hora e apods foi
solubilizada a 55°C por 30 minutos. O amido de mandioca foi aguecido a 90°C por 10
minutos. Por fim, foram misturados todos os componentes da formulacdo, com
agitacao continua em Banho-Maria a 90°C por 30 minutos até obtencdo de uma
mistura homogénea e por ultimo acréscimo de glicerol (VERCELLEZE, 2017).

Apés o preparo da solucao filmogénica, a mesma foi esterilizada por
calor umido (autoclave, 20 min a 120 °C). As sementes de soja foram revestidas por
imerséao (5 min), sendo distribuidas em papel filtro e secas sob condicbes assépticas
por 12h. Quando necessario, foram previamente adicionadas as solucbes
filmogénicas os inoculantes preparados como descrito acima de maneira a alcancar
uma concentracéo de 1x107 células por mL de cada estirpe inoculante, conforme o
tratamento. As sementes revestidas, com ou sem a adicdo de bactérias, foram
armazenadas em sacos de papel e mantidas em temperatura ambiente até o momento

de uso.
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Figura 2. Materiais filmogénicos utilizados para o revestimento de sementes de soja
(Erlenmeyers) e sementes revestidas sob secagem em condi¢do asséptica.

Fonte: a propria autora.

4.3 BIOCOMPOSITO

Materiais poliméricos biodegradaveis desenvolvidos para a
veiculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas, denominados
biocompdsitos, foram preparados seguindo a metedologia de Marcelino et al..(2016).
Apbés o preparo, 0s biocompdsitos foram embalados em celofane (100 g) e
esterilizados por calor seco (estufa com circulacdo forcada de ar, 4 h a 160 °C).
Quando necesséario, os biocompositos esterilizados foram adicionados dos
inoculantes preparados como descrito acima, conforme o tratamento. Para esta
finalidade, as culturas bacterianas foram diluidas em meio MCA4 fresco para uma
densidade de 1 x 107 células mL* e aplicadas (20 mL) as embalagens de biocompdsito
com o auxilio de uma seringa estéril, seguindo a homogeneizacdo manual. Apos a
veiculacdo de células bacterianas, as embalagens de biocompdsito foram

armazenadas em temperatura ambiente até 0 momento de uso.

4.4 TESTES DE GERMINAGAO

Os testes de germinacédo de sementes de soja foram realizados de
acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), diferindo quanto
ao numero de sementes, que totalizaram 200 unidades por tratamento, divididas em
guatro repeticdes de 50 sementes. Cada uma das repeticdes foi preparada em papel

do tipo germitest esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 min, umedecidos com



25

agua destilada esterilizada na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel. Foram
distribuidas 50 sementes sobre o papel germitest umedecido, seguindo seu
acondicionamento em sacos plasticos e incubacdo em camara de germinacao
mantida a 28 + 2 °C e 12 h de fotoperiodo. As avaliacdes foram realizadas ap6s 5 e 8
dias de inicio da germinacéo, contabilizando-se a porcentagem de plantulas normais,
anormais e sementes mortas (BRASIL, 2009).

. No primeiro ensaio (teste de germinacéo 1) foi avaliado o efeito do
revestimento sobre a germinacdo de sementes armazenadas por até 30 dias, sob os
seguintes tratamentos: semente revestida com polimero (Tp); semente revestida com
o polimero adicionado, dos microrganismos B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Rizobium sp. 8.1.2.1 (Tpi); sementes nao revestidas (Tc).
Apos o tratamento de revestimento, as sementes tratadas submetidas ao teste de
germinacao apos diferentes periodos de armazenamento (0, 1, 5, 10, 20 e 30 dias sob
temperatura ambiente).

Apds a realizacdo do primeiro ensaio, ampliou-se o0 numero de
tratamentos para avaliagdo da interacdo entre o revestimento das sementes e a
adicdo de bactérias, com avaliagcbes apds dois periodos de armazenamento das
sementes (1 e 10 dias de armazenamento sob temperatura ambiente). Os tratamentos
de revestimento avaliados no segundo ensaio (teste de germinacao 2) foram:
sementes ndo revestidas e ndo inoculadas (Tc); polimero adicionado de B. japonicum
SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA 5080 (T1); polimero adicionado de B.
japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5 (T2);
polimero adicionado de B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e
Bacillus sp. ZK(T3); adicao de B. japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA
5080 sem revestimento das sementes (T4); adicdo de B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5 sem revestimento das sementes
(T5); e adicao de B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus
sp. ZK sem revestimento das sementes (T6).

4.5 ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO

Foram realizados dois ensaios em casa de vegetacdo onde o0s

delineamentos experimentais foram baseados nos ensaios prévios de germinacao.
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Foram utilizados vasos plasticos (5 L volume) preenchidos com 5 kg de uma mistura
3:1 de areia lavada e solo (horizonte B de Latossolo Vermelho Amarelo distréfico).
As caracteristicas quimicas do substrato estdo apresentadas na Tabela 1.

Foram semeadas trés sementes por vaso, que foram desbastados
apos 7 dias de semeadura para manter uma planta por vaso. Em ambos experimentos,
os vasos foram mantidos na capacidade de campo por regas com agua de
abastecimento publico a cada dois dias, e adicdo de 100 mL por vaso de solucdo
nutritiva (ARNON; HOAGLAND, 1950) sem nitrogénio, a cada cinco dias. Foi realizada
uma aplicacdo de inseticida a base de 6leo de nim apés 30 dias da semeadura em
cada ensaio, para o controle de tripes (Caliothrips brasiliensis). Ambos ensaios foram
conduzidos sob delineamento inteiramente casualizado com 10 repeti¢cdes, onde o
primeiro ensaio (cultivo 1) foi conduzido por 45 dias e o segundo ensaio (cultivo 2) foi
conduzido por 60 dias. Ao final de cada periodo experimental, as plantas foram
coletadas para determinacfes de peso seco de raiz, peso seco da parte aérea,

namero de nodulos, peso seco de nddulos e teor de nitrogénio foliar.

Tabela 1. Resultados da Andlise Quimica do Substrato.

Variavel Substrato
pH 5,4
(H+AI) (cmolc/dm?) 7,30
Potassio (cmolc/dm?3) 0,35
Célcio (cmolc/dm?3) 0,74
Magnésio (cmolc/dm?) 0,65
Aluminio (cmolc/dm?) 0,12
Saturacao de bases (%) 1,74
Fosforo (mg/Kg) 5,90
Matéria Organica (%) 2,75

Fonte: Propria Autora

No ensaio cultivo 1, os tratamentos avaliados foram: semente revestida
com polimero (Tp); semente revestida com o polimero adicionado dos microrganismos
B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Rizobium sp. 8.1.2.1 (Tpi);
sementes ndo revestidas e adi¢do aos vasos de biocompésito (5 g vaso?) contendo
B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Rizobium sp. 8.1.2.1 (Th);
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sementes nao revestidas (Tc). Neste ensaio foram utilizadas sementes revestidas com
diferentes periodos de armazenamento (0, 1, 5, 10, 20 e 30 dias sob temperatura

ambiente).

Quadro 1. Composicéo dos Tratamentos do Ensaio 2

TRATAMENTO COMPOSICAO

1 Polimero adicionado de B. japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA
5080
Polimero adicionado de B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080

T2 .
e A. brasilense Ab-V5

3 Polimero adicionado de B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e Bacillus sp. ZK

T4 Adicdo de B. japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA 5080 sem
revestimento das sementes

5 Adicdo de B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e A.
brasilense Ab-V5 sem revestimento das sementes

6 Sementes nao revestidas e adi¢do aos vasos de biocompdsito contendo B.
japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA 5080

17 Sementes nao revestidas e adi¢do aos vasos de biocompdsito contendo B.
japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA 5080

8 Sementes nao revestidas e adi¢do de biocompésito (5 g vaso-1) contendo B.
japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5
Sementes nao revestidas e adicao de biocompdsito contendo B. japonicum

T9 SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK (T9) entre 1976/77 e
2013/14, foram estimados em USS 79,62 bilhdes (CONTINI et al., 2018).

Fonte: Propria Autora

4.6 DETERMINACOES DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS

Ao final do periodo de crescimento de cada ensaio realizado em casa
de vegetacdo, as plantas de soja foram cuidadosamente removidas dos vasos e
lavadas em &gua corrente para remocao do solo aderido as raizes e parte aérea. Em
seguida, foi feita a coleta e contagem dos nddulos radiculares de cada planta,
seguindo sua separacdo em parte aérea e raizes. Os nodulos, as raizes e a parte
aérea de cada planta foram acondicionados separadamente em sacos de papel e
levados para secagem em estufa de circulacéo forcada de ar sob temperatura de 65
+ 2 °C, até atingirem peso constante. ApGs a secagem, os tecidos foram pesados para

determinacdo do peso seco. Foi também determinado o teor de nitrogénio foliar
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segundo método de Kjeldahl, apés submeter amostras foliares secas e moidas a
digestdo com acido sulfarico, destilacdo com liberacdo da amoénia e titulagcdo com
solucéo padrao acida. O método Kjeldahl é baseado em destilagao-titulacao do extrato
acido resultante da digestdo umida em sistema aberto, onde a matéria organica do
tecido vegetal é oxidada (mineralizada) com acidos concentrados (SILVA et
al.,2009).Todas as determinac¢des foram realizadas com 10 repeticbes exceto para a
determinacdo do nitrogénio foliar do ensaio cultivo 2, onde foram utilizadas trés

repeticoes.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Foram realizados dois ensaios independentes de germinacdo, conforme
detalhado a seguir, ambos conduzidos sob delineamento inteiramente casualizado.
Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro e Wilk e
homocedasticidade, seguindo a analise de variancia (ANOVA) para um (experimentos
de casa de vegetacao) ou dois fatores (experimentos de germinacdo). O programa
utilizado para a analise e separacédo de médias em experimentos agricolas foi 0 SASM
— Agri, pelos métodos Scott - Knott, (CANTERI et al., 2001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS DE GERMINACAO

Conforme apresentado na Figura 3, ndo houveram diferencas
significativas na germinacdo das sementes de soja sob os diferentes tratamentos,
considerando um mesmo tempo de armazenamento pés-tratamento de revestimento
(p< 0,05). Entretanto, considerando cada tratamento de revestimento sob diferentes
tempos de armazenamento, € possivel perceber uma tendéncia de diminuicdo na
porcentagem de germinacdo de 80% para 60% quando as sementes foram
armazenadas por 30 dias. Para as sementes revestidas somente com o polimero (Tp)
a maior porcentagem de germinacdo ocorreu em sementes armazenadas por 24
horas, com valores significativamente maiores que os observados para a germinagao
de sementes armazenadas por 20 ou 30 dias.

Quando houve adicdo de rizébios as sementes revestidas (Tpi), a
taxa de germinacao foi maior em sementes armazenadas por 24h e 10 dias, diferindo
significativamente ( p< 0,05) da taxa de germinacédo das sementes armazenadas por
mais dias, ndo apresentando diferencas significativas em relacdo ao tratamento
polimérico (Tp). Segundo as regras para analise de sementes (MAPA, 2009), a taxa
minima de germinacdo de sementes comerciais deve ser de 75%, portanto o
armazenamento das sementes revestidas com o polimero biodegradavel apresenta
um tempo maximo de armazenamento de 10 dias com ou sem adicdo de rizobios.
Polimeros hidrofilicos absorvem agua disponivel ao redor do local de semeadura,
formando um reservatorio para a semente (PRADELLA et al., 1989).

O tempo de armazenamento de sementes tratadas é um importante
parametro de avaliacdo, uma vez que a reducao na taxa de germinacédo de sementes
tratadas reduz o periodo util do material vegetal. O armazenamento da sementes é
pratica fundamental que pode ajudar na manutencdo da qualidade fisiolégica da
sementes sendo também um método por meio do qual se pode preservar a viabilidade

das sementes e manter seu vigor até a semeadura (AZEVEDO, 2003).
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Figura 3. Taxa de germinacdo de sementes de soja em resposta ao uso de
revestimento polimérico biodegradavel e inoculacdo com bactérias benéficas, sob seis

tempos de armazenamento pc')s-tratamento.
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Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); Tp, sementes revestidas com
polimero; Tpi, sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias Bradyrizobium 5079,
5080 + Rizobium 8.1.2.1. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott (p > 0,05).

A diminui¢cdo na porcentagem da germinacdo pode estar relacionada
as caracteristicas de viscosidade e porosidade do material de revestimento, que pode
limitar a troca de gases (respiracéo) e/ou absorcao de agua pelas sementes tratadas,
uma vez que recobre todo o tegumento das sementes.

Para Holbig (2010) os materiais usados para revestimento de
sementes nao devem oferecer resisténcia a emergéncia do hipocotilo (forma o sistema
radicular) ou do epicotilo (forma a parte aérea), além de permitir a livre passagem de
agua e gases para que o embrido se desenvolva naturalmente, quando a semente
entrar em contato com o solo. Segundo West (1983) e Pires (2004), um polimero ideal
deve ser permeavel ao vapor d’agua para permitir a embebicédo das sementes, deve
ainda permitir distribuicdo uniforme, firme e duravel sobre o tegumento e apresentar
secagem rapida sob temperaturas amenas.

A Figura 4 apresenta avaliacdo visual comparativa das plantulas de
soja sob os diferentes tratamentos, ap6s oito dias de inicio da germinacdo de

sementes armazenadas por 1, 5, 10 e 30 dias poOs-tratamento de revestimento, é
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possivel observar melhor desenvolvimento das plantulas originadas de sementes
revestidas, principalmente quando foram adicionados rizobios, em comparacdo com
as plantulas originadas de sementes nuas. Este efeito sugere que o uso de
revestimento polimérico biodegradavel influenciou positivamente o vigor das
sementes, resultando em incrementos no comprimento da raiz primaria e maior
proliferacéo de raizes secundarias nas plantulas obtidas de sementes revestidas. O
aumento do vigor observado envolver uma acdo hormonal induzida por micro-
organismos (inoculados ou ndo), ou com um possivel efeito nutricional do polimero de

revestimento.

Figura 4. Representagdo comparativa de plantulas de soja apdés o inicio da
germinagéo originadas de sementes armazenadas por 1, 5,10 30 dias pos-tratamento
de revestimento com polimero biodegradavel.

1 dia de armazenamento 5 dias de amazenamento 10 dias de armazenamento 20 dias de armazenamento

a) Plantulas de soja originadas de sementes revestidas com polimero biodegradavel e adicionadas das
bactérias simbidticas B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Rizobium sp. 8.1.2.1;
b) Plantulas de soja originadas de sementes nuas, sem revestimento com o polimero biodegradavel; c)
Plantulas de soja originadas de sementes revestida com polimero biodegradavel sem adicdo de

bactérias simbibticas.

Considerando que a taxa de germinacdo das sementes revestidas
diminuiu quando as sementes foram armazenadas por periodos de tempo superiores
a 10 dias, foi realizado um segundo ensaio para avaliar a germinacdo de sementes de

soja revestidas e adicionadas de diferentes combinacdes de bactérias benéficas,
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considerando um tempo maximo de armazenamento de 10 dias. Os resultados desse
segundo ensaio podem ser observados na Figura 5. Verifica-se que a adicdo de
bactérias benéficas as sementes diminui sua taxa de germinacdo quando
armazenadas por dez dias, independentemente da aplicagcdo do revestimento
polimérico. De modo interessante, a diminui¢do da taxa de germinacao apés dez dias
de armazenamento néo foi observada para as sementes revestidas e adicionadas das
bactérias simbidticas B. japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA 5080, que
constituem os principais componentes de inoculantes comerciais para a soja.

Resultados similares a estes foram descritos, quando foi realizado
estudo para determinar concentracdes de solugcdes acucaradas para uso como
adesivo do inoculante turfoso comerciais para a soja. Segundo Junior e Hungria,
(2000), a eficacia do material utilizado como adesivo, varia de acordo com o tipo de
semente utilizada. Alguns adesivos, como a solugdo agucarada e outras gomas,
também trazem beneficios pela melhor distribuicdo e aumento na sobrevivéncia do
rizobio nas sementes, resultando em melhor desempenho simbidtico das plantas, e
que algumas substancias utilizadas como adesivos mostraram toxidez, principalmente
em relacdo a germinacao.

Na verdade, na auséncia de revestimento, as sementes adicionadas
destas mesmas bactérias apresentaram diminuicdo da taxa de germinacdo quando
armazenadas por mais de dez dias. Porém, a menor taxa de germinacdo observada
ocorreu em sementes néo revestidas e inoculadas com B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK apés 10 dias de armazenamento isso

reforca o efeito protetor do revestimento.
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Figura 5. Taxa de germinacdo de sementes de soja em resposta ao uso de
revestimento polimérico biodegradavel e inoculagcdo com bactérias benéficas, sob dois

tempos de armazenamento pés-tratamento.

A
100 A
A A A A A A
80 ([ B B B B
B
60
40
20
0
Tc T1 T2 T3 T4 T5 T6|T1l T2 T3 T4 T5 T6
24h armazenamento 10 dias armazenamento

Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); T1, sementes revestidas com
polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T2,
sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5; T3, sementes revestidas com polimero e adicionadas
das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T4, sementes
nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; (T5)
sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e A. brasilense Ab-V5; (T6) sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Skott-Knott (p > 0,05).

5.2 ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO

Os ensaios em casa de vegetacédo foram realizados com o objetivo de
avaliar o desenvolvimento de plantas de soja contendo rizébios simbidticos
imobilizados as sementes pelo uso de polimeros biodegradaveis, de maneira
comparativa as outras formas de veiculacdo destes microrganismos. Em um primeiro
ensaio conduzido em casa de vegetacdo por 45 dias, foram comparados liquido as
sementes nuas (inoculacao tradicional, Ti); adicdo de biocompdsito em duas formas
de veiculacdo de rizébios simbiéticos: adicdo de inoculante contendo os rizébios
imobilizados em sua matriz (inoculacdo com biocompadsito, Th); e revestimento das
sementes com polimeros biodegradaveis contendo os rizobios (inoculacdo com
polimero, Tpi). Adicionalmente, as sementes contendo rizébios imobilizados com os

polimeros biodegradaveis foram avaliadas sob diferentes tempos de armazenamento.
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As Figuras 6 e 7 apresentam os resultados para biomassa seca de parte aérea e de
raiz, respectivamente.

No primeiro ensaio o objetivo foi verificar como os tratamentos de
inoculagdo e tempos de armazenamento de sementes tratadas com revestimento
polimérico, além da inoculacdo utilizando o biocompdsito, influenciariam no
desenvolvimento das plantas de soja. Conforme as Figuras 6 e 7 os resultados
mantiveram-se proximos aos da testemunha. Para fins de validagdo para o material,

foi um resultado positivo para continuagéo do trabalho.

Figura 6. Peso seco da parte aérea (g) de plantas de soja em resposta ao uso de
revestimento polimérico biodegradavel, inoculacdo com bactérias benéficas e

biocompdsito, sob seis tempos de armazenamento pés-tratamento de sementes.
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Tcont, tratamento controle (sementes nuas sem adi¢éo de bactérias); Tpol, sementes revestidas com
polimero; Tpolinoc, sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias Bradyrizobium
5079, 5080 + Rizobium 8.1.2.1; Tinoc, sementes inoculadas com Bradyrizobium 5079, 5080 + Rizobium
8.1.2.1; Thioc, biocompdsito. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott (p > 0,05).
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Figura 7. Peso seco raiz (g) de plantas de soja em resposta ao uso de revestimento
polimérico biodegradavel, inoculacdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob
seis tempos de armazenamento pés-tratamento de sementes.
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Peso seco Raizes (g planta™)

Tcont, tratamento controle (sementes nuas sem adicéo de bactérias); Tpol, sementes revestidas com
polimero; Tpolinoc, sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias Bradyrizobium
5079, 5080 + Rizobium 8.1.2.1; Tinoc, sementes inoculadas com Bradyrizobium 5079, 5080 + Rizobium
8.1.2.1; Thioc, biocomposito. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott (p > 0,05).

Houve variacdes de crescimento das plantas de soja sob diferentes
tratamentos de revestimentos tanto para parte aérea como peso seco raiz. Conforme
observado nas figuras 6 e 7, as sementes tratadas nao apresentaram diminui¢cao do
peso seco e da parte area, para o uso de biocompdsito, contendo rizébios simbibticos
em comparacao ao tratamento controle (Tcont). Esses resultados indicam que os
tratamentos e o0s tempos de armazenamentos de sementes influenciaram na
quantidade de biomassa na parte aerea, sendo o tratamento do revestimento (Tpol)
em 10 dias e polimero e inoculante (Tpolinoc), ja para o tratamento com inoculante

(Tinoc) o maior acréscimo de matéria seca parte aérea ocorreu no tempo 30 dias. Na
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figura 7 os resultados das avaliacdes do peso seco da raiz de soja sob diferentes
tratamentos apresentaram variacdes conforme o tempo de armazenamento das
sementes antes da semeadura. E importante destacar que apds 30 dias de
armazenamento aquelas sementes que receberam inoculantes (Tpinoc e Tinoc),
resultaram em plantas com maior quantidade de biomassa no peso seco de raiz,
indicando que a aplicacdo de inoculantes foi benéfica com o tempo maior de
armazenamento.

O acumulo de matéria seca constitui um importante componente de
produtividade, sendo crescente ao longo de todo o estadio de crescimento vegetativo
da soja e diminuindo apés o estadio reprodutivo, durante o enchimento dos graos. A
biomassa da parte aérea das plantas indica sua capacidade fotossintética, enquanto
a biomassa de raizes € um bom indicativo do estado nutricional e do potencial de
nodulacdo e absorcdo de nutrientes da solugdo do solo. Plantas com melhores
condicBes nutricionais tendem a investir na biomassa da parte aérea, de forma a
aumentar a sua capacidade de fotossintese, enquanto plantas com restricao
nutricional investem mais na biomassa de raizes de forma a aumentar o volume de
solo explorado e suplantar esta limitagdo (GONCALVES et al., 2011).

A biomassa da planta (raiz e parte aérea) indica o quadro geral de
crescimento, onde plantas com melhores condi¢cdes de crescimento apresentam
maiores quantidades de biomassa. Este acumulo de biomassa é dependente de
fatores ambientais e fisiologicos da planta, com destaque para o estado nutricional e
principalmente a disponibilidade de nitrogénio, que influencia diretamente a taxa
fotossintética. As condicdes de solo e clima também s&o importantes para determinar
o potencial maximo de producao da soja (GONCALVES et al., 2011).

Sendo assim, o acumulo de biomassa adequado pelas plantas é
fundamental, para alcancar altas produtividades, e depende da elevada eficiéncia em
interceptar a radiacdo solar pelas plantas, e converter a radiagao interceptada em
biomassa. Uma pratica de manejo que interfere diretamente no acimulo de biomassa
pela cultura da soja € a densidade de semeadura. (BALBINOT JUNIOR et al., 2018)

A Figura 8 apresenta os resultados de nitrogénio foliar das plantas
cultivadas por 45 dias em casa de vegetagcdo, comparando os resultados dos
diferentes tratamentos de inoculagéo, com e sem revestimento de sementes.

De maneira interessante, o conteudo de N-foliar com tratamento com

de inoculante no tempo de 05 dias de armazenamento obteve maior acumulo, entédo
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0 tempo armazenamento foi importante no aumento do teor de nitrogénio foliar (Figura
8).

O conteudo de nitrogénio aparece com destaque entre os fatores
nutricionais de producdo de gréos, uma vez que também é indicador da eficiéncia
simbibtica entre a soja e 0s rizobios. Segundo Hungria et al. (2011) a maior
contribuicdo dessa associacdo simbidtica ocorre entre leguminosas com bactérias
denominadas rizobios, apresentando as taxas mais elevadas de fixacéo biologica.

Ainda de acordo com Barranqueiro e Dalchiavon, (2017) ocorre um
pico da necessidade de nitrogéno na fase reprodutiva da soja, principalmente na fase
de enchimento de grdos (R5), visto que durante o enchimento dos gréos os
fotossintatos produzidos e os nutrientes que foram armazenados durante o
desenvolvimento da planta séo translocados para os 6rgaos reprodutivos da planta, e
por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio pode-se obter alta produtividade e

conseguir uma eficiéncia na fixacao de até 88%.
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Figura 8. N foliar total (%) de plantas de soja em resposta ao uso de revestimento
polimérico biodegradavel, inoculacdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob

seis tempos de armazenamento pés tratamento de sementes.
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Tcont, tratamento controle (sementes nuas sem adi¢do de bactérias); Tpol, sementes revestidas com
polimero; Tpolinoc, sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias Bradyrizobium
5079, 5080 + Rizobium 8.1.2.1; Tinoc, sementes inoculadas com Bradyrizobium 5079, 5080 + Rizobium
8.1.2.1; Thioc, biocompdsito. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott (p > 0,05).

Porém, ndo houve correlagéo significativa entre o conteido de N-foliar e nenhuma das

variaveis relacionadas ao acumulo de biomassa, como observado na Figura 9.
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Figura 9. Analise de correlacao entre as variaveis de crescimento (acumulo de matéria
seca) e teor foliar de nitrogénio de plantas de soja crescidas por 45 dias em casa de
vegetacdo. Valores dos coeficientes de correlacdo sdo apresentados na metade
inferior da figura, enquanto a significancia (p < 0,05) est4 indicada na parte superior

da figura, onde elipses marcadas com “x” indicam auséncia de significancia.

Biomassa Planta X
0.83 Biomassa Raiz X
0.75 0.64  BiomassaPA X
-0.03 0.01 0.24 N-foliar

Em um segundo ensaio de crescimento realizado em casa de
vegetacdao foi avaliado diferentes combinacdes de inoculantes utilizadas no segundo
ensaio de germinacdo, aplicadas diretamente as sementes, imobilizadas sobre as
sementes por meio do revestimento com polimeros, ou adicionadas como inoculante
sélido (biocompdsito). Os resultados de acumulo de matéria seca da parte aérea e
raizes sao apresentados nas Figuras 10 e 11, respectivamente. O acumulo de
biomassa na parte aérea das plantas foi maior para os tratamentos que utilizaram
sementes revestidas adicionadas de rizobios e bactérias promotoras de crescimento
(A. brasilense Ab-V5 e Bacillus sp. ZK (Figura 10). Para T2 e T3, entretanto este efeito
foi observado somente para sementes armazenadas por 10 dias a temperatura
ambiente. Diferentemente de T1 que se diferenciou dos demais por ter incremento da
biomassa da parte aérea somente quando as sementes foram armazenadas por 24h,
com reducdo apos 10 dias de armazenamento. Enquanto as sementes nuas
adicionadas ao biocompdsito as mesmas bactérias (A. brasilense Ab-V5 e Bacillus sp.

ZK), ndo apresentaram diferencas siginificativas.



40

Figura 10. Peso seco parte aérea (g) em resposta ao uso de revestimento polimérico
biodegradavel, inoculacdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob dois tempos

de armazenamento pos-tratamento de sementes de soja.
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Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); T1, sementes revestidas com
polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T2,
sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5; T3, sementes revestidas com polimero e adicionadas
das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T4, sementes
nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T5,
sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e A. brasilense Ab-V5; T6, sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T7, biocompésito + Bradyrizobium 5079, 5080; T8,
biocompdsito + Bradyrizobium 5079, 5080 + Abv5; T9, biocompdsito + Bradyrizobium 5079, 5080 + ZK.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p > 0,05).

3,5
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Figura 11. Peso seco raiz (g) em resposta ao uso de revestimento polimérico
biodegradavel, inoculacdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob dois tempos

de armazenamento pos-tratamento de sementes de soja.
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Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); T1, sementes revestidas com
polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T2,
sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5; T3, sementes revestidas com polimero e adicionadas
das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T4, sementes
nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T5,
sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e A. brasilense Ab-V5; T6, sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T7, biocompdsito + Bradyrizobium5079,5080;T8,
biocompésito + Bradyrizobium5079,5080+ Abv5; T9,biocompésito + Bradyrizobium5079,5080 + ZK.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pela ANOVA (p > 0,05).

1,8
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A avaliacdo do status nutricional das plantas relacionado a nutricdo
nitrogenada é apresentada na Figura 12. Os dados de N-foliar ensaio 2, néo foi
observado diferengcas significativas, em resposta aos tratamentos avaliados,

(independentemente do tempo de armazenamento das sementes).

Figura 12. N foliar total (%) em resposta ao uso de revestimento polimérico
biodegradavel, inoculacdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob dois tempos

de armazenamento pos-tratamento de sementes de soja.
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Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); T1, sementes revestidas com
polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T2,
sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5; T3, sementes revestidas com polimero e adicionadas
das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T4, sementes
nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T5,
sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e A. brasilense Ab-V5; T6, sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T7, biocompdésito + Bradyrizobium5079,5080;T8,
biocompdésito + Bradyrizobium5079,5080+ Abv5; T9,biocompésito + Bradyrizobium5079,5080 + ZK.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pela ANOVA (p > 0,05).
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De maneira interessante, houve diferencas significativas para o
namero médio de ndédulos entre os diferentes tratamentos de inoculacdo e o
tratamento controle, foi maior para os tratamentos que utilizaram sementes revestidas
ou nuas, adicionadas de rizébios e bactérias promotoras de crescimento (A. brasilense
Ab-V5 e Bacillus sp. e ZK.T2 e T5, este efeito foi observado em sementes
armazenadas por 10 dias a temperatura ambiente. Enquanto as sementes nuas
adicionadas ao biocompésito as mesmas bactérias (Bacillus sp. ZK), foi maior para o
tempo de 1 dia de armazenamento, com decréscimo apés 10 dias de armazenamento.
Entretanto para analise do peso seco dos nédulos demonstra que o tratamento de
sementes nuas adicionadas de rizobios e (Bacillus sp ZK) T5, promoveu o incremento
no tamanho dos nédulos formados, quando foram utilizadas sementes armazenadas
por 10 dias, o mesmo pode ser observado para o biocompdésito adicionados de
rizobios e (Bacillus sp ZK) T9,0 tempo de armazenamento foi importante nessa
associacdo de bactérias para formulacédo do inoculante.

O numero e peso de nddulos (Figuras 13 e 14) em plantas
leguminosas podem ser indicativos de sucesso do processo de inoculagédo, onde sua
distribuicdo e regido que se localizam indica quando os nédulos foram formados por
estirpes inoculas (regido do colo da raiz principal), ou quando séo provenientes de
estirpes de rizébio nativas do solo (raizes secundéarias, como resultado de nodulacao
tardia). A quantidade de 10 a 30 noédulos por planta, no periodo de florescimento, pode
resultar em condicbes adequadas para a obtencdo de altos teores de nitrogénio

biologicamente fixado e alto rendimento de graos, (CAMARA et al. 2006).
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Figura 13. Numero nodulos (g) em resposta ao uso de revestimento polimérico
biodegradavel, inoculagcdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob dois tempos

de armazenamento pos-tratamento de sementes de soja.
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Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); T1, sementes revestidas com
polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T2,
sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5; T3, sementes revestidas com polimero e adicionadas
das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T4, sementes
nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T5,
sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e A. brasilense Ab-V5; T6, sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T7, biocompésito + Bradyrizobium 5079, 5080; T8,
biocompésito + Bradyrizobium 5079, 5080 + Abv5; T9, biocompdsito + Bradyrizobium 5079, 5080 + ZK.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p > 0,05).

25
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Figura 14. Peso seco nodulos (g) em resposta ao uso de revestimento polimérico
biodegradavel, inoculagcdo com bactérias benéficas e biocompdsito, sob dois tempos

de armazenamento pos-tratamento de sementes de soja.
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Tc, tratamento controle (sementes nuas sem adicdo de bactérias); T1, sementes revestidas com
polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T2,
sementes revestidas com polimero e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e A. brasilense Ab-V5; T3, sementes revestidas com polimero e adicionadas
das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T4, sementes
nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080; T5,
sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B. diazoefficiens SEMIA 5080
e A. brasilense Ab-V5; T6, sementes nuas e adicionadas das bactérias B. japonicum SEMIA 5079, B.
diazoefficiens SEMIA 5080 e Bacillus sp. ZK; T7, biocompdsito + Bradyrizobium5079,5080;T8,
biocompésito + Bradyrizobium5079,5080+ Abv5; T9,biocompésito + Bradyrizobium5079,5080 + ZK.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p > 0,05).

A auséncia de nédulos pode estar relacionada com a ma qualidade

dos inoculantes utilizados, embora ocorra variagdo quantitativa no numero de nédulos
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conforme a cultivar e o ambiente de producdo. Ao longo do ciclo da cultura, ha
renovacdo dos noédulos radiculares que possuem um ciclo de atividade funcional,
sendo a fase de florescimento onde ocorre 0 ponto de maxima nodulacéo e atividade
dos nddulos (SEDIYAMA, 2009).

Azospirillum é a bactéria promotora de crescimento vegetal mais
estudada, e um dos seus efeitos € o0 aumento da producdo de pelos radiculares e
crescimento radicular, beneficiando as plantas com melhor absor¢cdo de agua e
nutrientes. Uma vez que a formacdo dos nddulos inicia nos pelos radiculares a
coinoculagéo da soja com Azospirillum e Bradyrhizobium resulta na formagéo precoce
de nddulos devido ao aumento do niumero de pelos radiculares disponiveis para serem
infectados pelo rizébio, esse efeito foi constatado por Chibeba et al., (2015), que
obteve resultados positivos quanto ao aumento de numero de nddulos nessa
associacdo de microrganismos, esse aumento da nodulacdo foi atribuido ao
Azospirillum que pode alterar a morfologia das raizes, como o incremento no nimero
de pelos radiculares, assim como verificou-se no presente trabalho que também houve
um incremento no numero nédulos, peso seco raiz e parte aérea.

O efeito sinérgico dessa inoculagdo mista consiste na utilizacdo de
combinacfes de diferentes microrganismos para superar os resultados produtivos
obtidos pelo uso dos inoculantes convencionalmente aplicados as leguminosas. Deste
modo, produtos a base de Azospirillum brasilense tém sido preconizados para co-
inoculacdo de soja, juntamente com Bradyrhizobium,onde se sugere ocorrer a
potencializacdo da nodulacdo e maior crescimento radicular (BARBARO et al.,2009).
Adicionalmente, os resultados de avaliagéo do status nutricional corroboram os dados
de acumulo de biomassa das plantas e indicam que a inoculacéo da soja com rizébios
e a bactéria Bacillus sp. estirpe ZK pode incrementar o desenvolvimento e a
produtividade, quando estes microrganismos sao imobilizados ao tegumento das
sementes com antecedéncia ao plantio.

A bactéria Bacillus sp. ZK tem demonstrado importantes resultados
de promocéao do crescimento em milho (CALZAVARA et al., 2018) e espécies arboreas
(TIEPO et al. 2018), e neste trabalho este microrganismo é utilizado pela primeira vez
em soja, em conjunto com as estirpes de rizobio tradicionais. Ensaios de produtividade
conduzidos a campo deverdo confirmar o potencial deste novo isolado em compor

inoculantes comerciais para a soja, como também validar a tecnologia de revestimento
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das sementes com polimeros biodegradaveis, que demonstraram ganhos
significativos quando aplicados com 10 dias de antecedéncia ao plantio.

Uma vez que a producao de alimentos busque a reducao do uso de
agrotoxicos e fertilizantes soltveis em direcdo a um sistema de agricultura sustentavel
e com uso de insumos produzidos a partir de fontes renovaveis, as tecnologias
capazes de melhorar a qualidade e o desenvolvimento vegetal serdo cada vez mais
importantes. Assim, o emprego de revestimento de sementes com polimeros
biodegradaveis, em conjunto com a incorporacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal, constitui uma das alternativas capazes de atender a esta

demanda.



48

6. CONCLUSAO

O revestimento de sementes de soja com polimeros biodegradaveis
resultou em diminuicdo da taxa de germinagdo de sementes, quando estas foram
armazenadas por mais de 10 dias apds o tratamento de revestimento. Por outro lado,
foi observado um efeito benéfico do tratamento de revestimento de sementes sobre a
germinacdo de sementes quando houve adicdo de bactérias benéficas (rizébios e
bactérias promotoras do crescimento vegetal), especialmente apds as sementes
passarem por um periodo de armazenamento de 10 dias. A tecnologia de
revestimento de sementes com polimeros adicionados de bactérias benéficas
apresentou-se como uma alternativa capaz de ser incorporada as tecnologias
sustentveis para a agricultura, pelas caracteristicas dos materiais utilizados para a
confeccdo do revestimento e producdo dos inoculantes (materiais de baixo custo e
biodegradaveis). Além disso, o revestimento com polimero biodegradavel pode ser
adicionado de outros insumos além de microrganismos, potencializando os beneficios
de seu uso para a agricultura.

Esse estudo mostrou que é possivel a interacdo entre diferentes
microrganismos benéficos para plantas, pois nas analises realizadas obteve-se que
ndo houve competicdo entre os mesmos. Além disso a aplicagdo de revestimento com
biopolimeros é interessante pois sao atoxicos, possuem baixo custo, tem
propriedades adequadas que proporcionam uma boa espalhabilidade na sementes da

soja e ainda confere protecdo as mesmas.
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