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APRESENTACAO

O conhecimento da area bioldgica € rico e vasto, permeando a area ambiental,
industrial, médica, e de saude. E é na area de saude que este conhecimento adquire um
olhar mais interessante: desde a triagem e descoberta de novos compostos biolégicos para
fabricacdo de medicamentos a métodos diagnéstico de doengas, bem como a importante
contribuicdo a Educagdo em Saulde para prevencao e controle de doengas.

A obra “Conceitos e metodologias de integragéo em ciéncias bioldgicas e da saude
2” esta focada em discutir a formagéo do conhecimento que permeia as Ciéncias Biologicas
e a area da Salde, dando ao leitor uma visao plural e ampla sobre o0 que esta se produzindo
atualmente. Esta obra possui onze capitulos compostos por artigos cientificos originais
baseados em trabalhos de pesquisa e trabalhos de revisao bibliografica.

Os trabalhos descritos neste livro abordam caracterizagdo de moléculas presentes
em veneno de serpentes, ou aspectos farmacologicos e etnobotanicos da flor de algodao
do México, a trabalhos envolvendo alcoolismo durante a gestacgao e lactagéo a eficiéncia de
biopolimeros na conservagao de rizobactérias e aplicagdes de realidade virtual e realidade
aumentada na saude; etc.

Temos certeza de que esta obra enriquecera seu conhecimento e sera uma leitura
muito prazerosa. A Atena Editora, prezando pela qualidade, possui diversos revisores de
universidades renomadas do pais para revisar suas obras. Por isto, tenha certeza de que
vocé esta com um trabalho de excelente qualidade em méaos. Esperamos que vocé faga
bom proveito de sua leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: A soja (Glycine max) € uma das
leguminosas mais importantes do mundo,
desempenhando um papel significativo na
fixacdo bioloégica de nitrogénio através das
rizobactérias. Tais microrganismos que atuam
no sistema radicular da planta sdo inoculados
por produtos biolégicos, os quais devem conter
células viaveis. A viabilidade dos inoculantes é um
desafio no mercado, e biopolimeros vem sendo
estudados na conservacdo de microrganismos.
Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia da adicdo dos biopolimeros
goma xanatana e carboximetilcelulose na
preservacdo de células de Bradyrhizobium
elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens,
Azospirillum sp., e Pseudomonas fluorescens, na
inoculacdo de sementes de soja. Os inoculantes
foram produzidos e armazenados com a adicéo
dos biopolimeros. A inoculagdo das sementes
de soja foi realizada com 0, 90, e 210 dias de
armazenamento do inoculante, e semeadas em
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vasos de 1 L. Apos 50 dias da emergéncia foram avaliados os parametros fisioldbgicos como
conduténcia estomatica (gs — mol H,0 m? s), taxa de assimilacdo de CO, (A- ymol CO,
m? s), taxa de transpirag&o (E - mmol H,O m? s7), e os paréametros morfoloégicos como
altura de planta (ALT), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR),
nuamero de nodulos (NNo), massa fresca dos ndédulos (MFNo), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), e massa seca dos n6dulos (MSNo). Foi possivel verificar
a eficiéncia da utilizagdo dos biopolimeros na preservagao das células dos microrganismos
testados em 210 dias de armazenamento através das respostas obtidas no incremento de
biomassa vegetal aérea e radicular, resultante da nodulagdo mais eficiente no inoculante com
biopolimero.

PALAVRAS-CHAVE: Inoculante, Conservante, Glycine max.

EFFICIENCY OF BIOPOLYMERS IN THE CONSERVATION OF RIZOBACTERIA
CELLS

ABSTRACT: Soy (Glycine max) is one of the most important legumes in the world, playing a
significant role in biological nitrogen correction through rhizobacteria. Such microorganisms
that act on the plant’s root system are inoculated by biological products, which must contain
viable cells. The viability of inoculants is a challenge in the market, and biopolymers have been
studied in the conservation of microorganisms. Thus, the present study aimed to evaluate the
influence of the addition of the xanatan gum and carboxymethylcellulose biopolymers on the
preservation of cells of Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum
sp., and Pseudomonas fluorescens, in the inoculation of soybean seeds. The inoculants were
produced and stored with the addition of biopolymers. The inoculation of the soybean seeds
was carried out with 0, 90, and 210 days of storage of the inoculant, and sown in 1 L. pots.
After 50 days of emergence, physiological parameters were evaluated, such as stomatal
conductance (gs — mol H,0 m? s), CO, assimilation rate (A- ymol CO, m? s™), sweating
rate (E - mmol H,O m? s"), and morphological parameters such as plant height (HGT), aerial
part fresh weight (APFW), fresh root weight (FRW), number of nodules (NNo), fresh mass of
nodules (FMNo), aerial part dry mass (APDM), root dry mass (MSR), and nodule dry mass
(DMNo). It was possible to verify the efficiency of the use of biopolymers in the preservation of
the cells of the microorganisms tested in 210 days of storage through the responses obtained
in the increase of aerial and root plant biomass, in addition to the more efficient nodulation in
the inoculant with biopolymer.

KEYWORDS: Inoculant. Preservative. Glycine max.

11 INTRODUGCAO

A soja (Glycine max L.) é uma das leguminosas mais importantes do mundo, sendo
que o Brasil esta entre os cinco principais produtores, dos quais juntos representam 90% da
produtividade. Além disso ela desempenha um papel significativo na agricultura sustentavel
e na economia devido sua capacidade de fixagdo de nitrogénio aliada a rizobactérias, as
quais promovem a simbiose entre a planta e diversos microrganismos como Bradyrhizobium
sp., Bacillus sp., Azospirillum sp. e Pseudomonas sp. (ZHAO et al., 2018; PAWAR et al.,
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2018).

A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) é uma
maneira de reduzir o uso de fertilizantes quimicos, visto que esses microrganismos tém
a capacidade de colonizar o sistema radicular das plantas e melhorar seu desempenho
(BERENDSEN et al., 2012; NEHRA et al., 2016).

Inoculantes tem a necessidade de utilizar algum método que mantenha a viabilidade
celular durante longos periodos, e segundo Berninger et al. (2018), varios métodos podem
ser utilizados, como por exemplo a adicdo de substéncias protetoras como trealose,
goma arabica, carboximetilcelulose, alginato, goma xantana, entre outros. A utilizagéo de
exopolissacarideos na formulacao de inoculantes vem sendo testada devido sua capacidade
de proteger células rizobianas contra fatores de estresse como salinidade, dessecacéao
e pH (QURASHI & SABRI, 2012; TEWARI & ARORA, 2014). Testes da combinagéo de
BPCP com carboximetilcelulose em plantulas de sorgo ja foram realizados e comprovados
como promotores de crescimento de raizes e da parte aérea, além de melhorar o indice de
germinacdo (WIDAWATI & SULIASIH, 2018).

Diversos protetores celulares vém sendo testados, e Santhosh (2015) pode
comprovar que inoculantes produzidos sem a adi¢do de protetores ndo suportaram 150 dias
armazenados, enquanto inoculantes produzidos com polivinilpirrolidona, polietilenoglicol e
goma aradbica conseguem manter suas células viaveis em até 180 dias.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar a eficiéncia da utilizagdo dos
biopolimeros carboximetilcelulose e goma xantana na manutencéo e viabilidade das células
de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficies, Azospirillum sp. e Pseudomonas
fluorescens durante 210 dias de prateleira utilizados na cultura da soja.

21 METODOLOGIA

O estudo foi conduzido na Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, no
periodo de marco a dezembro de 2020. A regido esta localizada a 11°48’29” S, 48°56’39” W,
280 m de altitude, caracterizada como B1A'wa’, clima umido, megatérmico, com moderada
deficiéncia de agua no inverno (SOUZA et al., 2019).

Foram utilizados vasos com capacidade de 1,0 L, preenchidos como solo coletado
em area de cultivo classificado como Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico de textura
média (SANTOS et al., 2018), na profundidade de 0-20 cm, apresentando as seguintes
caracteristica quimicas: Ca 1,2 cmol dm=; Mg 0,6 cmol dm; Al 0,0 cmol dm; H+Al 2,2 cmol
dm=3; K 0,07 mg dm?; M.O. 1,6 dag kg™'; C.O. 0,9 dag kg™'; CTC (T) 4,07 cmol dm, SB 1,87
cmol dm; pH 5,6. As caracteristicas fisicas encontradas foram: 60% de areia, 5% de silte,
e 35% de argila. O solo n&o foi corrigido, e nem realizado adubagédo em nenhum momento
durante o experimento a fim de avaliar o verdadeiro potencial dos inoculantes testados.

Foi utilizado no experimento o delineamento inteiramente casualizado, com trés
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tratamentos, e 5 repeticbes, sendo um tratamento o inoculante sem a adigéo de biopolimero,
outro com adicdo de carboximetilcelulose e outro com adicdo de goma xantana. Os
inoculantes foram produzidos no laboratério de Agromicrobiologia Aplicada e Biotecnologia,
sendo que para 0s microrganismos Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens
e Azospirillum sp., foi utilizado o meio de cultura MS2 (16 mL L' de melaco de sojae 4,0 g
L' de extrato de levedura), e para Pseudomonas fluorescens foi utilizado o meio de cultura
MS3 (5,0 g L' de peptona, 5,0 g L' de extrato de levedura, 3,0 g L' de cloreto de sbdio, 3,0
g L' de sulfato de magnésio, 0,5 g L' de sulfato de potassio, 16 mL L' de melago de soja).
Apos a fermentacgéo, foi realizado a adicdo dos conservantes, sendo 15 mL da solugéo
conservante esterilizada (0,1 g do biopolimero em 100 mL de agua destilada) em 150 mL
de in6culo fermentado, e armazenado em tubos do tipo Falcon a 5 °C, durante 210 dias.

Os testes foram realizados a fim de avaliar a manutengéo da viabilidade das células
das rizobactérias com a utilizag@o dos biopolimeros, e por isso foi realizado testes utilizando
o inoculante produzido em trés datas diferentes de armazenagem, sendo elas: 0, 90 e 210
dias.

A cultura utilizada foi soja, cultivar CZ 37D43 IPRO, e a inoculagcdo das sementes
ocorreu da seguinte forma: para o experimento com Bradyrhizobium elkaniie Bradyrhizabium
diazoefficiens, foi utilizado 40 pL do inoculante produzido em 20 g de semente, diluindo
em 1 mL de agua destilada para realizar a inoculagdo de todas as sementes de maneira
uniforme. Para o experimento com Azospirillum sp., primeiro foi realizada a inoculagéo das
sementes da mesma forma, porém utilizando Bradyrhizobium comercial, e ap6s a secagem
fez-se a inoculagdo com o Azospirillum sp., utilizando 100 yL do inoculante. E para o
experimento com Pseudomonas fluorescens, foi feito a inoculagdo com Bradyrhizobium
comercial da mesma forma, e posterior inoculagdo com 100 pyL Pseudomonas fluorescens.

Apos inoculadas foram semeadas 5 sementes por vaso. A emergéncia ocorreu com
5 dias ap6s a semeadura, e o0 desbaste com 12 dias ap6s a emergéncia deixando apenas
duas plantas por vaso para a avaliagao.

As avaliag6es foram realizadas com 50 dias ap6s a emergéncia (DAE), onde foram
realizadas avaliagbes dos parametros fisioldgicos e morfologicos das plantas de soja. As
avaliagdes fisiolégicas foram realizadas utilizando o sistema aberto de fotossintese com
analisador de CO, e vapor d’agua por radiacéo infravermelha (Infra Red Gas Analyzer
— IRGA, modelo LCiSD, ADC System®) nas folhas da planta que ndo apresentavam
nenhuma injuria. A radiacéo fotossinteticamente ativa na superficie foliar (Qleaf) durante as
andlises foi em média de 1778,44 umol fétons m? s°', e a temperatura média foliar foi de 39
°C. Durante a avaliagdo foram realizadas 10 leituras em cada repeticdo para obtencéo de
dados mais precisos, e as variaveis fisiologicas analisadas foram conduténcia estomatica
(g, - mol H,0 m? ™), taxa de assimilagéo de CO, (A - umol CO,m? s™), taxa de transpiragéo
(E - mmol H,0 m?s).

Ja para as anélises morfologicas da planta, foi realizada a avalicdo da altura de
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planta (ALT) com o auxilio de uma régua milimetrada, e em seguida as plantas foram
lavadas em agua corrente para separar o material desejado e posteriormente foi feito a
quantificagdo da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR), namero
de nddulos (NNo) e massa fresca dos nédulos (MFNo), utilizando balanga analitica (0,001
g). Em seguida colocou-se entéo as plantas em sacos de papel devidamente identificados e
colocados em estufa de secagem a 65 °C por 72 horas, para entdo ser realizada a afericéo
da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), e massa seca dos
nédulos (MSNo).

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia e teste de médias
(Tukey a 5% de significancia). Em seguida, todo o conjunto de dados foram submetidos
a andlise multivariada utilizando a técnica de componentes principais (PCA - Principal
Component Analysis) (HAIR et al., 2009). Os autovetores foram utilizados para avaliar a
importancia de cada variavel e tratamentos nos dois primeiros componentes, bem como
a relacdo entre as variaveis, sendo que esses valores funcionaram como coeficientes de
correlagdo (GOMES et al., 2004).

Todas as analises e gréaficos foram realizados no software R verséo 4.0 (TEAM, 2020),
utilizando os pacotes MASS (RIPLEY et al., 2020), ExpDes.pt, FactoMineR (HUSSON et
al., 2020), ggplot2 e no software SigmaPlot verséo 14.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Bradyrhizobium elkanii

A inoculagdo das sementes de soja com Bradyrhizobium elkanii adicionado de
polimeros se mostrou eficiente durante o periodo de armazenamento do inoculante (Figura
1) tanto para massa fresca como para massa seca. Nas figuras 1A e 1B, aos 90 dias,
€ possivel observar como a utilizagdo dos conservantes foram eficientes em manter a
viabilidade das células de Bradyrhizobium elkanii que refletiu em uma melhor nodulagéo,
devido a maior quantidade de células preservadas, consequentemente promovendo melhor
desenvolvimento da planta, onde apresentou diferenga tanto na massa seca da parte
aérea (MSPA) quanto da raiz (MSR), e também apresentou diferenca na massa fresca
da raiz (MFR) (figura 1C) com 90 e 210 dias, indicando que a manutencao das células do
microrganismo garantiu sua eficiéncia em formar maior biomassa de planta, principalmente
no sistema radicular.
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Médias seguidas de mesma letra mindscula, em cada tempo de avaliagdo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

Figura 1. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), e massa fresca da raiz
(MFR) de plantas de soja (Glycine max) inoculadas com Bradyrhizobium elkanii.

Na figura 2 esta representado a analise de componentes principais, o qual realiza
uma correlagéo entre todas as variaveis. Segundo Hair et al. (2009), o nUmero adequado de
componentes a ser utilizado deve ser representado pelo percentual minimo de 80%, porém
para obter este percentual seria necessario abordar mais de dois componentes principais,
e isto dificultaria a interpretagédo dos resultados por utilizar mais de duas dimensdes. Sendo
assim, foi utilizado apenas o PC1 e PC2, com 63,71% da variagao total, onde foi possivel
observar as inter-relagbes dos conservantes com o microrganismo através das respostas

obtidas nas variaveis fisiol6gicas e morfoldgicas da planta.

PC1: primeiro componente; PC2: segundo componente; ALT: altura de plantas; MFR: massa fresca
da raiz; MSF: massa seca da raiz; MFPA: massa fresca da parte aérea; MSPA: massa seca da parte
aérea; NNo; numero de nédulos; MFNo: massa fresca dos nédulos; MSNo; massa seca dos nédulos;
RPAR: relagcdo da parte aérea com a raiz; E: taxa de transpiracdo; gs: condutancia estomatica; A: taxa

de assimilagéo de CO,,.

Figura 2. Biplot do primeiro e segundo componentes gerados a partir das variaveis resposta da soja
(Glycine max) inoculada com Bradyrhizobium elkanii aos 210 dias de armazenamento com e sem a
adicdo de biopolimero.
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E visto que as variaveis mais sensiveis positivamente neste experimento foram:
MSPA, MSR, NNo, MFNo, MSNo, as quais estdo agrupadas mais prdéximas ao tratamento
com carboximetilcelulose, afirmando a eficiéncia deste biopolimero na conservagédo das
células apés 210 dias. Ambos conservantes apresentaram distancia euclidiana proximas
sendo 2,76 para GX e 2,54 para CMC, estando opostos a testemunha, justificando
seu desempenho na manutencdo da qualidade do inoculante. Em relagdo as anélises
fisiolbgicas, todas as variaveis analisadas apresentaram-se préximas tanto da testemunha
quanto do tratamento com carboximetilcelulose, sendo notavel que a utilizagdo de goma
xantana pode ter afetado negativamente a manutencdo do numero células diminuindo a
eficiéncia do microrganismo em promover a nodulagédo, explicando assim os resultados
obtidos na morfologia, os quais estdo diretamente relacionados com a menor eficiéncia
fisiol6gica pela menor nodulagéo proporcionada a partir das células preservadas com goma
xantana.

Bradyrhizobium diazoefficiens

Jé para a inoculacéo da soja com Bradyrhizobium diazoefficiens, é possivel observar
que o tratamento com goma xantana foi superior aos demais apenas no tempo 0, e que
para parte aérea a adicdo dos biopolimeros néo apresentou diferenca durante os 210 dias
de armazenamento (Figura 3A). Em relacdo a raiz, € possivel observar que em todos os
periodos de avaliagcéo, a utilizagdo de biopolimero foi eficiente, sendo que no tempo 0 a
utilizacdo de goma xantana foi mais eficiente do que a carboximetilcelulose, porém com
90 dias esses biopolimeros obtiveram resultados semelhantes entre eles e superiores a
testemunha, e com 210 dias do inoculante armazenado, a utilizagdo do mesmo com o
emprego dos biopolimeros se mostrou eficiente no desenvolvimento das raizes de soja
devido a maior nodulacdo em relagé@o a utilizagdo do inoculante sem nenhum método de
conservacgao das células bacterianas (figura 3B).

Médias seguidas de mesma letra mindscula, em cada tempo de avaliacédo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

Figura 3. Massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de plantas de soja (Glycine
Max) inoculadas com Bradyrhizobium diazoefficiens.
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Na analise de componentes principais para este experimento, também foi utilizado
o PC1 e PC2, com 54,62% de variagdo total (Figura 4). Foi possivel observar que os
tratamentos com biopolimeros estéo opostos a testemunha, justificando a influéncia da sua
utilizagdo com os bons resultados obtidos.

Nesta andlise as plantas tiveram o metabolismo mais ativo quando inoculadas com
0 microrganismo preservado com carboximetilcelulose, devido atuar nas raizes produzindo
os nodulos, o que gerou uma resposta fisiologica mais acentuada. Porém com relagéo a
nodulacédo, apesar do tratamento com CMC ter produzido mais nédulos, o tratamento com
goma xantana produziu nédulos maiores, visto que a massa fresca e seca foi maior, e isso
promoveu melhores resultados no desenvolvimento da planta.

PC1: primeiro componente; PC2: segundo componente; ALT: altura de plantas; MFR: massa fresca
da raiz; MSF: massa seca da raiz; MFPA: massa fresca da parte aérea; MSPA: massa seca da parte
aérea; NNo; nimero de nodulos; MFNo: massa fresca dos nddulos; MSNo; massa seca dos nodulos;
RPAR: relagéo da parte aérea com a raiz; E: taxa de transpiragéo; gs: condutancia estomatica; A: taxa

de assimilagéo de CO,.

Figura 4. Biplot do primeiro e segundo componentes gerados a partir das variaveis resposta da soja
(Glycine max) inoculada com Bradyrhizobium diazoefficies aos 210 dias de armazenamento com e sem
a adicéo de biopolimero.

A distancia euclidiana para CMC foi de 2,93, enquanto para GX foi de 3,68, sendo
que as variaveis com maiores contribuicdes sdo as que estédo representadas no primeiro
quadrante, e as variaveis correlacionadas negativamente sdo as dispostas em sentidos
opostos da origem da figura, mostrando que os dois tratamentos foram significativos em
relacédo a testemunha, a qual esta representada nos quadrantes opostos (negativo).

As espécies de Bradyrhzobium formam rela¢des simbibticas com leguminosas,
realizando a fixacao de nitrogénio na parte radicular da planta pela formagéo de nédulos,
e segundo Polenko et al. (1987) e Son et al. (2006) a co-inoculacdo pode aumentar em
ndmero e massa a nodulagdo, aumentando a disponibilidade de nutrientes para soja.
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Com isso percebe-se como é relevante a utilizagdo dos biopolimeros na conservacéo de
inoculantes, uma vez que foram eficientes em aumentar nimero e massa de nddulos sem
a necessidade de co-inoculagéo.

Azospirillum sp.

Para a inoculagdo das sementes de soja com o Azospirillum sp., foi possivel concluir
que a utilizagcdo dos biopolimeros foi eficiente na manutencéo e viabilidade das células, as
quais conseguiram promover o desenvolvimento da planta devido aos efeitos benéficos da
inoculacdo das sementes, que fez a planta desenvolver melhor sua parte aérea e radicular
(Figura 5).

Médias seguidas de mesma letra mindscula, em cada tempo de avaliagéo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

Figura 5. Massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de plantas de soja (Glycine
max) inoculadas com Azospirillum sp.

Em relagcdo a massa seca da parte aérea (Figura 5A), houve diferenca estatistica
com 90 dias, onde a utilizagdo do inoculante com o biopolimero goma xantana promoveu
a manutengdo de maior nimero de células, as quais foram mais eficientes em formar
nédulos e consequentemente desenvolver a parte aérea; porém com 210 a quantidade
de células diminuiu bastante, visto que a utilizacdo de carboximetilcelulose conseguiu
manter as células viaveis para nodulagéo da planta, que apresentou melhores resultados
de massa seca em relagdo a testemunha. Ja em relagdo a raiz (Figura 5B), os resultados
também foram melhores quando utilizado o inoculante conservado com biopolimero, que
em 90 dias foi melhor com a presenca da caboximetilcelulose, e com 210 dias os dois
biopolimeros apresentaram melhores resultados na manutencéo da viabilidade das células
de Azospirillum sp., em relacé@o a testemunha, ja que as plantas responderam de maneira
positiva.

Dentre as bactérias promotoras de crescimento em plantas, o Azospirillum brasiliense
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esta entre as mais estudadas e utilizadas na lavoura devido sua capacidade de aumentar
a produtividade, especialmente por atuar no incremento radicular das plantas através da
absorgéo de agua e minerais (FIBACH-PALDI et al., 2012).

Na anélise de componentes principais para a utilizacdo do Azospirillum sp., também
foi utilizado o PC1 e PC2, com 60,85% de variacao total (Figura 6). Foi possivel observar
que os tratamentos com biopolimeros também foram significativamente positivos em
relacdo a testemunha, o que afirma a necessidade da utilizagdo de biopolimeros para
garantir o potencial do microrganismo de atuar no desenvolvimento da planta pelo seu

desempenho na rizosfera.

PC1: primeiro componente; PC2: segundo componente; ALT: altura de plantas; MFR: massa fresca
da raiz; MSF: massa seca da raiz; MFPA: massa fresca da parte aérea; MSPA: massa seca da parte
aérea; NNo; numero de nodulos; MFNo: massa fresca dos nédulos; MSNo; massa seca dos nodulos;
RPAR: relacdo da parte aérea com a raiz; E: taxa de transpiracéo; gs: condutancia estomatica; A: taxa

de assimilagéo de CO,.

Figura 6. Biplot do primeiro e segundo componentes gerados a partir das variaveis resposta da soja
(Glycine max) inoculada com Azospirillum sp. aos 210 dias de armazenamento com e sem a adi¢éo de
biopolimero.

Na analise dos componentes principais da atuagdo dos biopolimeros na garantia
de viabilidade do Azospirillum sp. foi possivel perceber que houve influéncia significativa
quando utilizados como conservantes, uma vez que a testemunha ficou totalmente oposta
a todas as variaveis analisadas. A utilizagdo dos biopolimeros influenciou positivamente
a manutencdo do microrganismo durante 210 dias, garantindo que ele obtivesse maior
quantidade de células e melhor eficiéncia em promover o desenvolvimento da planta a
partir da relacdo do Azospirillum sp. em consércio com o Bradyrhizobium utilizado,
proporcionando assim melhor nodulagcdo. O tratamento com CMC apresentou maior
distancia euclidiana do controle, sendo de 3,39, enquanto para GX foi de 1,8; e os vetores
que foram agrupados com maior proximidade do CMC sao MSPA, MSR, MFR RPAR, e
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MSNo, que sédo as variaveis de maior representatividade para identificacdo de diferenca
entre as plantas, garantindo que esse conservante tenha sido mais eficiente.

Foi avaliado por Bulegon et al. (2016), que a utilizagdo de Azospirillum brasiliense
estimula a nodulacdo da cultura da soja e aumenta a eficiéncia na utilizacdo do carbono
assimilado pela planta, e isto esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo,
onde os biopolimeros conseguiram manter maior nimero de células de Azospirillum sp. em
210 dias de armazenamento, consequentemente melhor nodulagéo, e maior eficiéncia em
produzir biomassa seca na planta, a qual é feita de carbono que foi melhor assimilado pela
planta onde tinha maior niumero de bactérias presentes em sua rizosfera.

Em testes realizados por Gopal & Baby (2016), sobre a adi¢éo de produtos quimicos
na formulacéo liquida de Azospirillum, garantiram longos periodos de prateleira, mas foi
observado que houve queda no numero de UFC mL -' em todos os tratamentos, sendo que
para a utilizacédo de trealose obteve-se 6x108 UFC mL ' em 7 meses de armazenamento,
provavelmente devido a capacidade de retencdo de agua deste composto garantindo a
resisténcia contra dessecacéo.

Além da utilizagdo de conservantes para garantir a viabilidade do microrganismo,
a baixa taxa de oxigenagao durante o armazenamento estd associada com a vida util do
Azospirillum sp., que segundo Carrasco-Espinosa et al. (2015), fermentacdes aerdbias séo
menos eficientes para este microrganismo.

Pseudomonas fluorescens

A utilizacdo de inoculante a base de Pseudomonas fluorescens em soja também
apresentou bons resultados quando conservados com biopolimeros em 210 dias de
prateleira (Figura 7). Na Figura 7A é possivel perceber que em todos os periodos de
avaliagdo, a utilizagdo de goma xantana foi eficiente para preservar as células de
Pseudomonas fluorecens, e isso fez com que a simbiose entre microrganismo e planta

fosse mais eficiente, o que garantiu melhores resultados na parte aérea da planta.
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Médias seguidas de mesma letra mindscula, em cada tempo de avaliacédo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

Figura 7. Massa seca da parte aérea (A) e massa seca da raiz (B) de plantas de soja (Glycine max)
inoculadas com Pseudomonas fluorescens.

Jé na Figura 7B, apenas com 210 dias foi possivel perceber diferenca na interagédo
do microrganismo adicionado de goma xantana em relagdo a testemunha, e que a
presenca do biopolimero nas células de Pseudomonas fluorescens fez com que a planta
respondesse melhor devido a maior quantidade de células viaveis do microrganismo
presente no inoculante.

Na anélise de componentes principais para a utilizacao de Pseudomonas fluorescens,
também foi utilizado o PC1 e PC2, com 67,81% de variagdo total (Figura 8), observando
maior influéncia do biopolimero GX em relagdo a producéo de biomassa seca, pelo fato de
ter ocorrido uma nodulagéo mais eficiente, visto que os vetores correspondentes a massa
seca da parte aérea e massa seca de raiz apresentaram um angulo menor em relagéo ao
tratamento com GX, indicando maior afinidades das células com este biopolimero, que

consequentemente proporcionou melhor atuac&o no sistema radicular.
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PC1: primeiro componente; PC2: segundo componente; ALT: altura de plantas; MFR: massa fresca
da raiz; MSF: massa seca da raiz; MFPA: massa fresca da parte aérea; MSPA: massa seca da parte
aérea; NNo; nimero de nodulos; MFNo: massa fresca dos nddulos; MSNo; massa seca dos nodulos;
RPAR: relagdo da parte aérea com a raiz; E: taxa de transpiracéo; gs: condutancia estomatica; A: taxa

de assimilagéo de CO,.

Figura 8. Biplot do primeiro e segundo componentes gerados a partir das variaveis resposta da soja
(Glycine max) inoculada com Pseudomonas fluorescens aos 210 dias de armazenamento com e sem a
adicao de biopolimero.

As variaveis analisadas responderam melhor a utilizagdo das células bacterianas
conservadas com biopolimero, visto que proporcionaram maior nodulagéo, porém é nitido
a maior eficicia da goma xantana visto que obteve melhores dados de massa seca tanto
para parte aérea como raiz.

As médias dos valores de numero de nédulos para o tratamento com CMC foram
as melhores, porém em relacdo razao da massa seca por nimero de ndédulos de GX
foi melhor, e isso implicou no posicionamento dos vetores das respostas fisiologicas,
correspondendo melhor ao tratamento com GX, pelo fato do microrganismo conservado
por este biopolimero ter sido eficaz em disponibilizar mais nutrientes para a planta, onde a
mesma conseguiu realizar mais trocas gasosas e realizar absor¢do de carbono para o seu
metabolismo, consequentemente acumulando mais biomassa.

Outro fator que pode ser observado é a distancia euclidiana que foi maior para GX
(3,82) do que para CMC (1,83), observando também que os vetores MSPA, MSR e ALT
estdo correspondendo a utilizagdo de GX, confirmando a eficiéncia deste biopolimero em
manter as células do microrganismo viaveis para realizar a promog¢éo de crescimento da
planta.

Em estudo feito por Praveen Biradar e Santhosh (2018), a utilizacdo de goma
xantana como adjuvante em inoculante a base de Pseudomonas fluorescens para avaliacdo
da vida util obteve melhores valores de UFC mL ' quando comparado com a utilizagéo
de carboximetilcelulose, e esses dados se assemelham aos do presente estudo, onde
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GX influenciou indiretamente mais na resposta morfolégica das plantas, provavelmente
devido a maior quantidade de células presentes no inoculante utilizado apés 210 dias de
armazenamento.

A rizocompeténcia é a capacidade de um microrganismo advindo de um inoculante
resistir as adversidades encontradas no solo, como competicdo por nutrientes, espaco e
metabdlitos secretados por outros microrganismos; e por isso ha a necessidade de se
formular um produto com meio de cultura que ofereca todos os nutrientes necessarios e
que possa proteger o microrganismo de tais adversidades, garantindo assim maior periodo
de prateleira com alto de UFC mL ' e viabilidade das células (SAHU & BRAHMAPRAKESH,
2016).

Segundo Bhattacharyya & Jha (2012), as rizobactérias estdo sendo constantemente
utilizadas na substituicdo de agroquimicos, e diversos estudos tém provado que as
substancias produzidas por microrganismos na parte radicular das plantas atuam direta e
indiretamente no metabolismo da planta. Para Widawati1 e Suliasih (2018), a utilizagéo de
carboximetilcelulose em inoculante a base de Azospirillum, pode potencializar o indice de
germinacdo de sementes de sorgo, assim como aumentar o crescimento de raiz e brotos
in vitro, o que pode ser observado neste estudo, onde a utilizagdo de CMC garantiu maior
eficiéncia para o microrganismo atuar na parte radicular da planta de soja (Figura 5B,
Figura 6).

A utilizagcdo de CMC também foi testada por Franca et al. (2013), na preservagéo
de células de Rhizobium tropici e Bradyrhizobium japonicum, que sobreviveram por 180
dias com a utiliza¢@o do biopolimero indicando a viabilidade do uso de CMC. J&4 Mohamed
et al. (2019), utilizaram alguns aditivos poliméricos na conservagéo de inoculante rizobial
que garantiu elevado nimero de células por dois meses de armazenamento, porém
afirmaram que a sobrevivéncia da célula depende tanto do tipo de aditivo quanto a cepa
utilizada, relacionando os resultados do presente estudo onde CMC foi mais eficiente para
Bradyrhizobium elkanii e GX para Bradyrhizobium diazoefficiens.

De acordo com Pioneer (2004), uma inoculagdo adequada deve apresentar entre 10
a 30 nodulos por planta, e os valores obtidos no presente estudo foram iguais ou superiores
ao recomendado nos tratamentos com conservantes. Os resultados obtidos se assemelham
também aos resultados da pesquisa de Braccini et al. (2016), onde obteve 18, 48 nédulos
por planta utilizando Bradyrhizobium japonicum liquido inoculado em sementes, e 16,48
nédulos por planta utilizando Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasiliense também
inoculados em sementes.

A eficiéncia da fotossintese é de extrema importancia para as plantas, e segundo
Silva et al. (2019), a taxa de fotossintese é a relagdo do numero de moléculas de CO,
fixadas por unidade de area foliar por unidade de tempo, e isto esta relacionado com a
capacidade da planta realizar trocas gasosas, visto que nesse estudo foi determinante para

a producéo de biomassa da planta, onde melhores resultados em nodulagéo resultaram em
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melhores resultados na morfologia da planta.

Uma forma de relacionar a influéncia dos microrganismos no metabolismo das
plantas € através das respostas morfolégicas, e estas podem ser relacionadas com os
parametros fisiologicos como a taxa de transpiracdo (E), conduténcia estomatica (gs) e
a taxa de assimilagdo de CO, (A) (TAIZ et al., 2017). Desta forma, foi possivel perceber
com as andlises de componentes principais (Figuras 2, 4, 6 e 8), como a utilizagdo dos
biopolimeros responderam significativamente na viabilidade dos microrganismos, uma vez
que o angulo formado nas figuras representado pelos vetores referentes as caracteristicas
fisiolbgicas corresponderam significativamente aos tratamentos com goma xantana e
carboximetilcelulose, podendo perceber também que essas mesmas variaveis apareceram
na maioria das vezes angularmente opostas a testemunha.

A condutéancia estomatica (gs) e a assimilacdo de carbono (A) dependem das
concentracdes de carbono interna e externas nas folhas, e segundo Kaschuk et al. (2010),
aproximadamente 14% do carbono assimilado pela planta é repassado para as rizobactérias
diazotréficas a fim de realizar a troca de compostos nitrogenados. Isto pode ser observado
nos tratamentos onde foi utilizado biopolimero, confirmando que tanto CMC quanto GX
foram capazes de armazenar mais células dos microrganismos e manté-las viaveis, visto
que isso esta relacionado com uma melhor eficiéncia da bactéria na parte radicular da
planta, o que produziu melhor nodulagéo, influenciando no metabolismo e trocas gasosas.

Neste estudo, percebe-se diferenca significativa na inoculacdo de sementes de
soja com a utilizagdo de inoculantes preservados com biopolimeros, influenciando nas
caracteristicas morfologicas e fisiolégicas em plantas de soja, confirmando o potencial de
preservacdo da quantidade de células e da viabilidade destas mesmo ap6s 210 dias de
armazenamento.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Utilizar carboximetilcelulose e goma xantana para preservar células de
Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum sp., e Pseudomonas
fluorescensfoi eficiente para manter a viabilidade dos microrganismos, e consequentemente
melhor nodulagéo, e consequente eficiéncia em promover o crescimento vegetal da parte
aérea e radicular de plantas de soja mesmo ap6s 210 dias de armazenamento.
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