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Resumo: A soja é a cultura mais produzida no Brasil e é de grande importancia agricola,
econdmica e alimenticia. Por demandar elevadas quantidades de nitrogénio, o suprimento desse
nutriente pode ocorrer via adubagao nitrogenada ou por meio da fixagao biologica de nitrogénio
(FBN). O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de Bradyrhizobium, Azospirillum,
Methylobacterium e ureia na fixagdo bioldgica de nitrogénio e no metabolismo antioxidante na
cultura da soja. O experimento foi instalado na casa de vegetacdo do Centro Universitario de
Patos de Minas (UNIPAM), localizada em Patos de Minas (MG), em 11 de abril de 2024, utilizando
quatro tratamentos (T1: Controle; T2 Ureia 3 kg.ha; Ts: Methylobacterium symbioticum 330 mL.ha-
1, Ta: Bradyrhizobium e Azospirillum 2 mL.kg semente), com cinco repeti¢des. A cultivar de soja
usada foi a M7601 12X, sendo feitas as aplicagdes em tratamento de semente (T4) e no estagio Va
(T2 e T3). As avaliagdes de FBN foram realizadas 20 dias apds a aplicacao (DAA), e as analises do
metabolismo antioxidante em 5, 11, 14 e 20 DAA, no Ntucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse
de Plantas (UNIPAM). Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (5%). Os resultados demonstraram maior eficiéncia de FBN no
tratamento com Bradyrhizobium e Azospirillum, refletida em maiores teores de ureideos,
aminodcidos, abundancia de ureideos e nitrogénio derivado da atmosfera, além de redugao de
nitrato. Methylobacterium apresentou desempenho superior ao controle e a ureia, porém inferior
as duas bactérias. No metabolismo antioxidante, Bradyrhizobium e Azospirillum também se
destacaram em todas as varidveis, exceto prolina. O Methylobacterium elevou o teor de prolina e,
aos 20 DAA, aumentou as atividades de POD e CAT, reduzindo H20: peroxidagao lipidica. A
ureia foi o tratamento que menos contribuiu para melhoramento do metabolismo antioxidante
das plantas, embora tenha superado o controle em prolina, enzimas antioxidantes e diminui¢ao
de H202. Concluiu-se que a combinacao Bradyrhizobium + Azospirillum apresentou maior eficacia
nas respostas avaliadas, seguida de Methylobacterium symbioticum e, posteriormente, da ureia.
Palavras-chave: catalase; FBN; Glycine max; peroxidase; superdxido dismutase.

Abstract: Soybean is the most widely produced crop in Brazil and holds significant agricultural,
economic, and nutritional importance. Due to its high nitrogen demand, this nutrient can be
supplied either through nitrogen fertilization or biological nitrogen fixation (BNF). This study
aimed to evaluate the influence of Bradyrhizobium, Azospirillum, Methylobacterium, and urea on
biological nitrogen fixation and antioxidant metabolism in soybean plants. The experiment was
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conducted in a greenhouse at the Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), located in
Patos de Minas, Minas Gerais State, Brazil, on April 11, 2024. Four treatments were evaluated: T1
(control), T2 (urea, 3 kg ha™), T3 (Methylobacterium symbioticurn, 330 mL ha™), and T4
(Bradyrhizobium + Azospirillum, 2 mL kg seed), with five replications. The soybean cultivar
M7601 12X was used, with applications performed as seed treatment (T4) and at the V4 growth
stage (T2 and T3). BNF evaluations were performed 20 days after application (DAA), while
antioxidant metabolism analyses were conducted at 5, 11, 14, and 20 DAA at the Plant Physiology
and Stress Research Center (UNIPAM). Data were subjected to analysis of variance, and means
were compared using Tukey’s test at the 5% significance level. The results demonstrated higher
BNF efficiency in the treatment with Bradyrhizobium and Azospirillum, evidenced by increased
ureide content, amino acids, ureide abundance, and nitrogen derived from the atmosphere, as
well as reduced nitrate levels. Methylobacterium showed better performance than the control and
urea treatments but was less effective than the combined inoculation with Bradyrhizobium and
Azospirillum. Regarding antioxidant metabolism, Bradyrhizobium and Azospirillum also showed
superior performance across all evaluated variables, except for proline. Methylobacterium
increased proline content and, at 20 DAA, enhanced POD and CAT activities while reducing H,O,
content and lipid peroxidation. Urea contributed least to improvements in antioxidant
metabolism, although it outperformed the control in proline content, antioxidant enzyme activity,
and reduction of H,O». It was concluded that the combination of Bradyrhizobium and Azospirillum
was the most effective treatment, followed by Methylobacterium symbioticum and, subsequently,
urea.

Keywords: catalase; BNF; Glycine max; peroxidase; superoxide dismutase.

1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) é atualmente a cultura mais explorada no Brasil,
que se mantém como o maior produtor e exportador mundial dessa leguminosa. Para a
safra 2024/25, obteve-se uma produgao de 171,47 milhdes de toneladas de graos, valor
13,3% superior ao da safra anterior, em uma drea plantada de 47,6 milhdes de hectares,
representando aumento de 3,2% em relacao ao ultimo ano (Conab, 2025). Origindria do
leste da Asia, especificamente do nordeste da China, essa oleaginosa da familia Fabaceae
destaca-se pela ampla importancia no mercado agricola, sendo utilizada tanto na
alimentagao e nutricao humana e animal quanto na industria quimica e na produgao de
biocombustiveis.

Por apresentar elevado teor proteico nos graos, a soja demanda altas
quantidades de adubagao, especialmente de nitrogénio, nutriente essencial ao
desenvolvimento, crescimento e reprodugdo vegetal. Apesar de abundante na Terra, o
nitrogénio nao se encontra disponivel para absorcao pelas plantas, visto que sua forma
predominante é o gas inerte (N;). Assim, as plantas podem obté-lo por trés vias
principais: absor¢ao de nitrato e amonio; fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN); e
assimilagao de aminodcidos ou moléculas organicas presentes no solo (Santos et al.,
2021).

Sendo assim, a fixagao bioldgica de nitrogénio ocorre por meio da simbiose
entre plantas e bactérias, mas a quantidade desses microrganismos naturalmente
presentes no solo ndo é suficiente para atender a elevada demanda da soja, pois a
extragao é de 142,9 Kg.ha'. Dessa forma, torna-se necessdria a inoculagao, a fim de
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ampliar a populacao bacteriana e garantir maior eficiéncia no processo simbidtico
(Oliveira; Machado, 2021). Nesse contexto, bactérias do género Bradyrhizobium,
especialmente Bradyrhizobium japonicum, sao as principais responsaveis pela fixagao de
nitrogénio na soja. Associada a elas, a coinoculagao com Azospirillum brasilense tem se
mostrado vantajosa, nao apenas pela nodulagao e transformagao do N, atmosférico em
NHs, mas também pela sintese de fitohormonios que favorecem o desenvolvimento
radicular (Paiva; Lazaretti, 2022).

Entretanto, a filobactéria Methylobacterium symbioticum coloniza folhas guiado
pelo metanol liberado pelas plantas, aderindo a superficie com pili e formando biofilmes
que protegem contra estresses e criam zonas microaerdbias. A bactéria pode entrar pelos
estdmatos ou tricomas e crescer no apoplasto, utilizando metanol como fonte de energia
via enzima XoxF, dependente de lantanideos — uma estratégia eficiente em ambientes
pobres em carbono (Sohrabi et al., 2023; Deng et al., 2018). Algumas linhagens também
utilizam luz por fototrofia anoxigénica aerobia (AAP), otimizando o uso de C;. Nessas
condigOes, podem fixar nitrogénio (via nitrogenase) quando hd energia e pouco oxigénio,
com parte da amonia possivelmente sendo transferida a planta. Ensaios mostram que os
efeitos agrondmicos sdo varidveis e contextuais, exigindo validagao experimental
cuidadosa (Zervas et al., 2019; George et al., 2020; Zhu et al., 2023; Rodrigues et al., 2024;
Arrobas et al., 2024).

O nitrogénio (N) desempenha papel fundamental no desenvolvimento e na
produtividade da cultura da soja, especialmente nos estadios reprodutivos, quando a
demanda pelo nutriente é elevada. Embora a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN),
realizada por bactérias do género Bradyrhizobium spp., seja a principal fonte de N para a
soja, diversos estudos demonstram que, em determinadas condi¢des edafoclimaticas,
essa fonte pode ser insuficiente para suprir a exigéncia da planta, comprometendo o
rendimento final. A aplicacdo foliar de ureia pode ser benéfica quando manejada
corretamente, reduzindo perdas por volatiliza¢ao e favorecendo a absorcao pela planta.
No entanto, a resposta a adubagao nitrogenada suplementar ainda é controversa, pois
fatores como clima, tipo de solo e manejo influenciam diretamente a eficacia da pratica
(Marcon et al., 2017). Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a influéncia de Bradyrhizobium, Azospirillum, Methylobacterium e ureia na fixacao
bioldgica de nitrogénio e no metabolismo antioxidante na cultura da soja.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 IMPLANTACAO E CONDUCAO

O experimento foi conduzido na casa de vegetagao do Centro Universitario de
Patos de Minas (UNIPAM), localizada em Patos de Minas (MG), 11 de abril de 2024 e
terminou no dia 24 de maio de 2024. Segundo a classificacao de Koppen e Geiger (1928),
o local apresenta clima tropical de savana (Aw), com pluviometria média anual em torno
de 1412 mm, sendo a temperatura média anual igual a 21 °C (Oliveira; Maciel; Queiroz,
2014).

Utilizou-se a cultura de soja [Glycine max (L.) Merril.], cultivar M7601 12X, em
delineamento em blocos casualizados (DBC), constituido de quatro tratamentos com
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cinco repeticoes (Tabela 1) totalizando 24 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi constituida por um vaso de 11 dm? depois de preenchido com
Latossolo Vermelho, foram semeadas 10 sementes e, aos 15 dias apds a semeadura,
realizou-se o desbaste, mantendo-se cinco plantas. As aplicagdoes foram efetuadas
conforme o posicionamento de cada tratamento: tratamento de sementes (Ts) e aplicagao
foliar no estadio Vi (T2 e Ts), utilizando pulverizador manual e volume de calda de 200
L ha™.

Tabela 1: Tratamentos utilizados no experimento “Interacao entre bactérias fixadoras
de nitrogénio e nutri¢ao nitrogenada na cultura da soja”.
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

Tratamentos Descricao Doses

T Controle -

T2 Ureia 3 kg.ha!

Ts Methylobacterium symbioticurn 330 mL.ha-!

T4 Bradyrhizobium e Azospirillum 2 mL.kg semente!
2.2 AVALIACOES

As avaliagOes foram feitas no dia 24 de maio de 2024 no Ntucleo de Pesquisa em
Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP), localizado no Campus I do Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Foram realizadas as analises de fixagao
bioldgica de nitrogénio e do metabolismo antioxidante.

2.3 ANALISES DE FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

As avaliagoes de fixagao bioldgica de nitrogénio foram realizadas aos 20 dias
ap0s a aplicagao. Foram determinadas as varidveis: N-Ureideos (Young e Conway, 1942),
N-Aminodcidos (Yemm et al., 1955) com adaptagao descrita por Herridge (1984), Nitrato
[N-NOs] (Cataldo et al.,1975), Abundancia de ureideos e Nitrogénio derivado da
atmosfera, obtidos a partir de férmulas que utilizam resultados de ureideos e nitrato.

2.4 METABOLISMO ANTIOXIDANTE

Analises de marcadores bioquimicos foram realizadas nos dias 5, 11, 14 e 20
dias apds a aplicagao foliares dos produtos. Foram determinadas as variaveis: Proteina
Soltvel Total (Bradford, 1976), Peroxidase (Teisseire; Guy, 2000), Superoxido Dismutase
(Beauchamp; Fridovich, 1971 apud Bor; Ozdemir; Turkan, 2003), Catalase (Peixoto et al.,
1999), Peroxidacao lipidica (Heath; Packer, 1968), Peroxido de hidrogénio (Alexieva et
al., 2001) e Prolina (Bates et al., 1973).
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia, pelo programa do SISVAR.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
3.1.1 Ureideos

A analise de ureideos revelou diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos (Figura 1). O tratamento com coinoculagao de Bradyrhizobium e Azospirillum
apresentou incremento de 15,8% em comparagao ao controle, evidenciando maior
eficiéncia na assimilacdo e transporte do nitrogénio fixado. A aplicagao foliar de
Methylobacterium symbioticum também promoveu aumento, embora mais discreto (6%),
enquanto o tratamento com ureia ndo diferiu estatisticamente do controle.

Os ureideos sdao formados a partir da amoénia e servem como transporte e
armazenamento de nitrogénio que foi fixado pelas bactérias nas raizes das plantas. Esses
resultados corroboram achados de Omar (2023), que reportou maiores concentragdes de
ureideos em feijao-caupi submetido a aplicacao de Azospirillum em relacdo ao uso
exclusivo de Bradyrhizobium, destacando a relevancia das bactérias promotoras de
crescimento no metabolismo do nitrogénio.

Figura 1: Ureideos no ensaio “Interagao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e
nutricao nitrogenada na cultura da soja”. Ntcleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse
de Plantas (NUFEP). Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de
Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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3.1.2 Nitrato

Na Figura 2, observa-se que os resultados apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos. O controle destacou-se por apresentar a maior
atividade de nitrato redutase, enquanto os demais tratamentos registraram uma redugao
média de 25,5%.

A fixacao bioldgica de nitrogénioé o processo pelo qual o nitrogénio
atmosférico ¢ convertido em formas utilizaveis pelas plantas, como amoénia (NHs) e
nitrato (NO*), por meio da agdo de microrganismos. O nitrato é uma das formas de
nitrogénio absorvido pelas plantas, junto com o amoénio (NH4*). Apds ser absorvido
pelas raizes, o nitrato pode ser reduzido a nitrito (NO;") e depois a amonia (NHs) dentro
da planta, principalmente nas folhas. A amonia, entdo, entra na sintese de aminoacidos
como a glutamina e glutamato, usados para formar proteinas e enzimas (Embrapa, 2022).

Figura 2: Nitrato no ensaio “Interagao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutrigao
nitrogenada na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas
(NUFEP). Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.1.3 Aminoacidos

Os resultados apresentados na Figura 3 evidenciam incremento expressivo na
sintese de aminodcidos totais nos tratamentos com microrganismos. A inoculagdo com
Bradyrhizobium e a coinoculagdo com Azospirillum resultaram em aumento de 118,9% em
relagao ao controle, seguido pelo M. symbioticum (+35,5%). Em contraste, a aplicagao de
ureia reduziu em 22% a concentragao de aminoacidos quando comparada ao controle.

Na fixagao bioldgica de nitrogénio, o nitrogénio atmosférico (N2) é convertido
em amoénia (NHs) pela enzima nitrogenase, presente em bactérias fixadoras de
nitrogénio. Essa amonia € entdo incorporada em aminodacidos. Esses resultados indicam
que a presenca das bactérias favoreceu a incorporacao do nitrogénio fixado em
compostos organicos, como glutamina e asparagina, principais moléculas de transporte
de N nas plantas (Fagan et al., 2022). A redugdao promovida pela ureia pode estar
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associada ao desbalanco metabdlico provocado pela alta disponibilidade imediata de N
mineral, que ndo necessariamente se converte em formas assimilaveis de aminoacidos.

Figura 3: Aminoacido no ensaio “Intera¢ao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e
nutrigao nitrogenada na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse
de Plantas (NUFEP). Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.1.4 Abundancia de ureideos

A abundancia relativa de ureideos (RUR%) também apresentou diferengas
relevantes (Figura 4). O tratamento com Bradyrhizobium e Azospirillum elevou em 75,7%
os teores em comparagao ao controle, enquanto ureia e M. symbioticum nao diferiram
estatisticamente, embora tenham mostrado incremento médio de 18,6%.

A RUR ¢ a abundancia de nitrogénio que esta presente nas plantas em
porcentagem, em relagdo as demais formas de nitrogénio que sao transportados e
armazenados. Essa variavel indica nao apenas o nitrogénio transportado, mas também
a proporgao de N assimilado e redistribuido pela planta, refor¢ando a importancia da
coinoculagdo para aumentar a eficiéncia de uso desse nutriente (Delbon, 2023).
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Figura 4: Abundancia de ureideos no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de
nitrogénio e nutricao nitrogenada na cultura da soja”. Ntcleo de Pesquisa em
Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP). Centro Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.1.5 Nitrogénio derivado da atmosfera

A andlise do nitrogénio derivado da atmosfera (Ndfa%) evidenciou incremento
de 62,7% no tratamento com Bradyrhizobium e Azospirillum (Figura 5), confirmando a
relevancia da fixagao bioldgica como principal fonte de N para a cultura. Ja ureia e M.
symbioticurn nao diferiram estatisticamente do controle, ainda que tenham
proporcionado uma tendéncia de acréscimo médio de 16,8%. Esse resultado demonstra
que, embora fertilizantes e outros microrganismos possam contribuir, a simbiose cldssica
entre rizobios e leguminosas permanece insubstituivel como fonte primdria de N para a
soja, especialmente em condicdes de baixo aporte de nitrogénio mineral (Delbon, 2023).

A andlise de Ndfa é essencial para quantificar a fragao do nitrogénio que
efetivamente provém da FBN e ndo da solugao do solo. Assim, os resultados confirmam
que a coinoculagao potencializa a contribui¢ao para a FBN, reduzindo a dependéncia de
fontes externas de N. Esse efeito é consistente com estudos que apontam a coinoculagao
como uma estratégia eficiente para maximizar a fixacdo e o aproveitamento do N
atmosférico em leguminosas (Paiva; Lazaretti, 2022).
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Figura 5: Nitrogénio derivado da atmosfera no ensaio intitulado: “Interacao entre
bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao nitrogenada na cultura da soja”. Ntucleo de
Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP). Centro Universitario de Patos
de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025.

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.2 METABOLISMO ANTIOXIDANTE
3.2.1 Proteina soltvel total

Na Figura 6 e Tabela 2, observa-se que aos 5, 11 e 20 dias apds a aplicacao (DAA)
nao houve diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, mantendo-se
valores proximos ao controle. Entretanto, aos 14 DAA, o tratamento com aplicacao em
sulco de semeadura contendo Bradyrhizobium e Azospirillum apresentou acréscimo de
23% em proteina soluvel, seguido pelos demais tratamentos, com aumento médio de 7%.

Esse resultado sugere que a coinoculagao estimulou o metabolismo proteico da
soja em um momento critico de desenvolvimento, possivelmente devido a maior
disponibilidade de nitrogénio assimilavel, o que reflete em incremento na sintese de
proteinas estruturais e enzimaticas. Estudos anteriores relatam que bactérias fixadoras
de N nao afetam diretamente o teor total de proteinas em todas as fases, mas podem
promover aumento pontual, especialmente quando o aporte de fertilizantes é limitado
(Omar, 2023).
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Figura 6: Teores de Proteina Solavel Total (% em relacao ao controle) em plantas de
soja no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao nitrogenada
na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro I.Jniv'ersité'rio_ de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
*ns: nao significativo.

Tabela 2 - Teores de Proteina Soltvel Total (% em relacdo ao controle) em plantas de
soja no ensaio “Interagao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutrigao nitrogenada
na cultura da soja”. Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Patos de Minas (MG), 2025

Proteina soltvel total

Tratamentos Descricao 5 11 14 20
Dias apds a aplicagao
T1 Controle 9,926 ns* 9,824 ns* 8,571 b* 12,362 ns*
T2 Ureia 9,723 9,619 9,302 ab 12,314
Ty Methylobacteritim 9,088 9,891 9,119 ab 11,436
symbioticum
T, Bradyrhizobium ¢ 8678 10,073 10,618 a 10,577
Azospirillum
CV (%): 16.57 10.33 11.37 11.14

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
*ns: nao significativo.

3.2.2 Peroxidase (POD)

A atividade da enzima peroxidase (Figura 7; Tabela 3) apresentou variagao ao
longo do ciclo. Aos 5 DAA, o tratamento com Bradyrhizobium e Azospirillum obteve
incremento de 24% em relacao ao controle, seguido pela ureia (+6%). Aos 11 DAA,
entretanto, a ureia se destacou, com aumento de 26%, enquanto os demais tratamentos
reduziram a atividade enzimatica. Aos 14 DAA nao houve diferencas estatisticas, mas
verificou-se tendéncia de reducao em todos os tratamentos. J4 aos 20 DAA, os destaques
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foram Bradyrhizobium + Azospirillum (+22%) e M. symbioticum (+11%), enquanto a ureia
reduziu os niveis de POD em relagao ao controle.

As peroxidases atuam na decomposi¢ao do H,O, em dgua e oxigenio,
desempenhando papel central no sistema antioxidante vegetal (Fagan et al., 2025). A
resposta varidvel sugere que a coinoculagao proporciona efeito mais consistente ao longo
do tempo, enquanto a ureia provoca respostas pontuais. Resultados semelhantes foram
relatados por Barros et al. (2022), que observaram aumento da atividade de POD em soja
tratada com Bradyrhizobium japonicum no estadio Vs e Ve. Contudo, resultados obtidos
por Nonato 2016 sobre tratamento de sementes de soja com Azospirillum reduziu a
atividade da enzima peroxidase em relagdo ao controle.

Figura 7: Atividade da enzima peroxidase (% em relagdo ao controle) em plantas de
soja no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao nitrogenada
na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
*ns: nao significativo.

Tabela 3: Atividade da enzima peroxidase (% em relagdo ao controle) em plantas de
soja no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao nitrogenada
na cultura da soja”. Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Patos de Minas (MG), 2025

Peroxidase
Tratamentos Descrigao 5 11 14 20
Dias apds a aplicagdo

T1 Controle 2,723 b* 1,140 ab* 2,179 ns* 0,735 b*
T2 Ureia 2,900 ab 1,443 a 1,889 0,723 b
T3 Methylobacteriunm 2420b  1,080b 1,824 0,822 ab

symbioticum
Ts Bradyrhizobitim 3,383 a 0,716 ¢ 1,890 0,903 a

Azospirillum

CV (%): 12.34 17.29 11.48 8.85

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
*ns: ndo significativo.
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3.2.3 Superéxido dismutase (SOD)

A Figura 8 e a Tabela 4 mostram que, aos 5 DAA, o tratamento com
Bradyrhizobium + Azospirillum apresentou maior atividade de SOD (+57% em relagao ao
controle), seguido pela ureia (+41%). O M. symbioticum nado diferiu do controle nesse
estdgio inicial. Aos 11 DAA, a ureia (+29%) e a coinoculagao (+22%) mantiveram
desempenho superior. Aos 14 DAA, a ureia novamente se destacou (+27%), enquanto os
demais nao diferiram. Finalmente, aos 20 DAA, o melhor resultado foi observado no
tratamento com Bradyrhizobium + Azospirillum, com expressivo aumento de 95% em
relagao ao controle, seguido pela ureia (+50%).

A SOD é a primeira linha de defesa antioxidante, promovendo a dismutagao do
radical superdxido (O,®) em H,O, (Fagan et al., 2025). O comportamento observado
indica que a coinoculagao garante protecao mais robusta em longo prazo, enquanto a
ureia gera respostas mais transitorias. Esses resultados corroboram os de Barros et al.
(2022), que registraram maior atividade da SOD em soja coinoculada com B. japonicum.
Porém, no trabalho de Nonato (2016), foi utilizado Azospirillum e aos 39 dias apds o
plantio de soja foi reduzida a enzima SOD em relacao ao controle.

Figura 8: Atividade da enzima Superdxido Dismutase (% em relacao ao controle) em
plantas de soja no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao
nitrogenada na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas
(NUFEP). Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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Tabela 4: Atividade da enzima Superdxido Dismutase (% em relagao ao controle) em
plantas de soja no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao
nitrogenada na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas
(NUFEP). Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Patos de Minas (MG), 2025

Superoéxido Dismutase

Tratamentos  Descricao 5 11 14 20
Dias apds a aplicacao
T1 Controle 61,655 c* 58,970 b* 64,347 b* 39,963 c*
T2 Ureia 87,338 b 76,503 a 82,154 a 60,141 b
T Methylobacterium 63124c  53355b 49,263 c 43,817 ¢
symbioticum
B L
T radyrhizobium ©  96953a  72248a  65667b 78,205 a
Azospirillum
CV (%): 7.32 8.90 9.52 10.85

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferenciam entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

3.2.4 Catalase (CAT)

A atividade da catalase (Figura 9; Tabela 5) apresentou respostas distintas ao
longo do tempo. Aos 5 e 11 DAA, o controle mostrou os maiores valores, enquanto os
demais tratamentos apresentaram redug¢oes médias de 46% e 56%, respectivamente.
Entretanto, aos 14 DAA, a coinoculagao de Bradyrhizobium + Azospirillum promoveu
aumento expressivo da CAT (+57%), seguida por M. symbioticum (+29%). Aos 20 DAA,
todos os tratamentos apresentaram incremento em relagao ao controle, destacando-se a
ureia (+67%), seguida pela coinoculagao e M. symbioticum (média de +46,5%).

As catalases estao entre as enzimas antioxidantes mais eficientes, degradando
o H,O; em curto intervalo de tempo (Fagan et al., 2025). A variagdo observada sugere
que o controle inicial pode estar associado a auséncia de estresse oxidativo induzido,
mas, em estagios posteriores, a acdo dos microrganismos inoculados aumentou a
capacidade de resposta antioxidante. Barros et al. (2022) relataram que a aplicagao de
Bradyrhizobium japonicum nos estagios Vs e Vs nao apresentaram diferenca, sendo ainda
que foi menor que ao controle.
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Figura 9: Atividade da enzima Catalase (% em relagao ao controle) em plantas de soja
no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutri¢ao nitrogenada na
cultura da soja”. Ntcleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

—.- - -

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Tabela 5 - Atividade da enzima Catalase (% em relagao ao controle) em plantas de soja
no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutri¢ao nitrogenada na
cultura da soja”. Ntcleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

Catalase
Tratamentos Descricao 5 11 14 20
Dias apos a aplicagdo
T1 Controle 155,260 a* 165,018 a* 108,551 c* 59,463 c*
T2 Ureia 90,022 b 97,422 b 113,185 ¢ 99,577 a
Ts Methylobacteritim 1468862 72,350 ¢ 140,472 b 86,846 b
symbioticum
T, Bradyrhizobium 110,352b 48,960 d 171,150 a 87,928 b
Azospirillum
CV (%): 13.80 12.41 11.08 7.37

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.2.4 Peroxido de hidrogénio (H202)

Os teores de H;O, (Figura 10; Tabela 6) também variaram conforme o tempo.
Aos5DAA, o tratamento com Bradyrhizobium + Azospirillum apresentou a maior redugao
(-32% em relagao ao controle), seguido por ureia e M. symbioticum (-16%). Aos 11 DAA,
nao houve diferenca significativa, mas todos os tratamentos reduziram em média 13%.
Aos 14 DAA, a ureia (-29%) e o M. symbioticum (-28%) apresentaram os menores teores,
enquanto a coinoculagdo mostrou tendéncia de aumento (+25%). Aos 20 DAA, apenas
M. symbioticum diferiu estatisticamente, com redugao de 23%. Esses resultados indicam
que a coinoculagao € mais eficiente em estdgios iniciais, enquanto M. symbioticum exerce

46 | Revista Cerrado Agrociéncias, v. 16,2025 | ISSN 2178-7662



LETICIA CAMPOS DE MELO | EVANDRO BINOTTO FAGAN

efeito tardio, o que estd de acordo com estudos que relatam inicio de agao fisioldgica
dessa bactéria cerca de 15 a 20 dias ap0s aplicacao (Vera et al., 2023).

O perdxido de hidrogénio (H202) é uma forma de ERO que, ao atravessar
membranas celulares, forma radicais hidroxila (OH), que é o oxidante mais reativo da
ERRO (Fagan et al., 2025). O experimento de Barros et al. (2022) obteve resultados
semelhantes ao aplicar Bradyrhizobium japonicum na andlise feita no estadio Vs.

Figura 10: Teor de Peroxido de Hidrogeénio (% em relacdo ao controle) em plantas de
soja no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao nitrogenada
na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
*ns: ndo significativo.

Tabela 6: Teor de Perdxido de Hidrogénio (% em relagcdo ao controle) em plantas de
soja no ensaio “Interagdo entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutrigao nitrogenada
na cultura da soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025.

Peréxido de Hidrogénio

Tratamentos Descrigao 5 11 14 20
Dias apds a aplicagao
1

T Controle 13,801 b* . 8,265 11,304 ¢* 15,505 b*
T> Ureia 12,206 ab 15,330 8,102 a 15,067 b
Ts Methylobacteriim 11,362ab 16,164 8,230 b 11,941 a

symbioticum
T Bradyrhizobium ¢ 9519a 16,358 14,228 ¢ 14,368 b

Azospirillum

CV (%): 16.97 10.97 10.80 7.32

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
*ns: nao significativo.

47 | Revista Cerrado Agrociéncias, v. 16, 2025 ISSN 2178-7662



INTERACAO ENTRE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO E NUTRICAO NITROGENADA
NA CULTURA DA SOJA

3.2.5 Prolina

Na Figura 11 e Tabela 7, verifica-se que, aos 11 DAA, o tratamento com ureia
apresentou maior acumulo de prolina (+36%), enquanto a coinoculagdo nao diferiu do
controle. Ja o M. symbioticum reduziu em 45% os niveis de prolina nesse periodo.
Entretanto, aos 20 DAA, esse ultimo se destacou com incremento de 144% em relacao ao
controle. A prolina atua como osmoprotetor, antioxidante nao enzimatico e sinalizador
metabdlico, estabilizando membranas e enzimas sob estresse oxidativo (Fagan et al.,
2025). Os resultados sugerem que a ureia promoveu efeito imediato, enquanto M.
symbioticum exerceu agao mais prolongada, refletindo seu modo de colonizagao e
adaptagao.

De acordo com Barros et al. (2022), o ensaio realizado com Bradyrhizobium
japonicum apresentou maiores teores de prolina do que o controle, na analise
realizada no estddio Vs. Os autores ressaltaram também que os resultados de
todas as coletas realizadas indicam que a aplicacao de Azospirillum brasilense em
doses altas coinoculado com Bradyrhizobium japonicum poderia melhorar a
protegao contra estresses.

Figura 11 - Teor de Prolina (% em relagao ao controle) em plantas de soja no ensaio
“Interagao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutrigao nitrogenada na cultura da
soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP). Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

1 - -t — -

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
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Tabela 7: Teor de Prolina (% em relacao ao controle) em plantas de soja no ensaio
“Interagao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutrigao nitrogenada na cultura da
soja”. Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP). Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

Prolina
Tratamentos Descricao 11 20
Dias apods a aplicagao
T1 Controle 1,06 b* 0,33 b*
T2 Ureia 1,44 a 041b
Ts Methylobacterium symbioticum 0,69 c 0,79 a
T4 Bradyrhizobium e Azospirillum 1,10b 0,31b
CV (%): 18.85 2411

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.2.6. Peroxidacao lipidica (PL)

A peroxidacao lipidica (Figura 12; Tabela 8) apresentou reducao significativa
nos tratamentos em estagios finais. Aos 5 DAA, a coinoculagao exibiu valores elevados
de PL, indicando maior degradacao de membranas nesse momento inicial. Aos 11 DAA,
nao houve diferencas significativas, embora a ureia tenha apresentado menor
degradacao em comparacao ao controle. Aos 14 DAA, M. symbioticum foi o destaque,
reduzindo em 11% os valores. Finalmente, aos 20 DAA, todos os tratamentos reduziram
a peroxidagao, sendo mais expressivos Bradyrhizobium + Azospirillum (-22%), ureia (-14%)
e M. symbioticum (-12%).

A PL esta associada ao estresse oxidativo e a degradacdo de membranas
celulares. A reducado observada em estagios finais indica que tanto os microrganismos
inoculados quanto a ureia contribuiram para a mitigacdo do estresse oxidativo,
melhorando a estabilidade das membranas. Esses resultados divergem parcialmente de
Barros et al. (2022), que nao observaram diferencas significativas na PL com
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum no estaddio Vs, sugerindo que a resposta pode
variar conforme o estddio fenologico da soja. Os resultados sao semelhantes aos de
Nonato (2016), pois ocorreu reducao da PL ao aplicar Azospirillum em tratamento de
semente em soja.
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Figura 12: Teor de Peroxidacao Lipidica (% em relagao ao controle) em plantas de soja
no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutricao nitrogenada na
cultura da soja”. Ntcleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas (MG), 2025

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
*ns: ndo significativo.

Tabela 8: Teor de Peroxidagao Lipidica (% em relagdo ao controle) em plantas de soja
no ensaio “Interacao entre bactérias fixadoras de nitrogénio e nutri¢ao nitrogenada na
cultura da soja”. Ntcleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP).
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Patos de Minas, MG. 2025.

Peroxidagao lipidica

Tratamento Descricao 5 11 14 20
Dias apos a aplicagdo
48,511

T1 Controle o+ 62,161 ns* 33,617 ab* 75,250 b*
T2 Ureia 41,263 a 58,249 34,697 b 65,022 a
Ts Methylobacterium 44386a 67,551 30,197 a 66,927 a

symbioticum

Bradyrhizobium
T4 .. 68,810 b 72,033 32,605 ab 58,868 a

Azospirillum

CV (%): 9.26 20.95 7.28 7.42

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferenciam entre si a 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.
*ns: nao significativo.

4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que, no experimento das andlises de fixagdo bioldgica de

nitrogénio e do metabolismo antioxidante, a utilizagao de Bradyrhizobium e Azospirillum
se destacou. A Methylobacterium symbioticum obteve resultados relevantes também,
seguida da ureia.
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