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RESUMO GERAL

ARAUJO, Karla Emanuelle Campos. Fracionamento isotépico do °N na fixacdo bioldgica de
nitrogénio na soja em fungdo da intensidade de luz e estirpe de Bradyrhizobium spp.
inoculada. 2014. 40f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014,

Este trabalho teve como objetivo estudar o fracionamento isotopico do N proveniente da FBN, em
funcédo de estipes e intensidade de luz na simbiose da planta de soja com Bradyrhizobium. O
valor ‘B’ foi avaliado para dez estirpes de Bradyrhizobium, assim como sua interacdo com a
planta de soja (Glycine max, L.). Foi conduzido o experimento na casa de vegetagdo da
Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. As plantas de soja inoculadas com as diferentes
estirpes de Bradyrhizobium e um controle, ndo inoculado, foram crescidas em condic¢des
semelhantes em vasos Leonard, utilizando substrato de areia e vermiculita na proporcao 2:1
(v/v). No segundo experimento para avaliar o valor ‘B’ da FBN resultante da simbiose entre
as cultivares (cv) de soja BRS 133, BRS 184, MONSOY9144 e nove estirpes de
Bradyrhizobium. As plantas de soja para todos os tratamentos, foram crescidas em condi¢fes
iguais, o cultivo da soja foi realizado em vasos Leonard, utilizando substrato de areia e perlita
na propor¢do 1:1 (v/v). Nos dois experimentos apds 47 dias do plantio as plantas foram
colhidas e calculou o valor ‘B’. No terceiro experimento avaliou-se o efeito de diferentes
estirpes de Bradyrhizobium e da reducdo na intensidade de luz sobre abundéncia natural de
>N do N, fixado pelas estirpes em simbiose com a cv. de soja BRS 133. Foi conduzido um
experimento no campo experimental da Embrapa Agrobiologia. As plantas de soja inoculadas
com 11 estirpes de Bradyrhizobium e um tratamento ndo inoculado, foram crescidas em
condicBes semelhantes em vasos plasticos, utilizando substrato de areia e perlita na proporgao
1:1 (v/v). Apbs 75 dias do plantio as plantas foram colhidas e calculou-se o valor ‘B’. No
experimento 1, os valores de ‘Bpa’ variaram entre -2 e -4 %o, de acordo com a estirpe usada.
No experimento 2, os valores de ‘Bpa’ ndo apresentaram diferenca entre as cultivares de soja
inoculadas com os Bradyrhizobium quanto a abundancia isotépica de °N nas plantas crescida
inteiramente dependente da FBN. Houve uma tendéncia para a abundancia de *°N nos valores
de ‘Bpa’ das plantas dos tratamentos inoculados com estirpes de B. elkanii a serem menos
negativo do que no caso de plantas inoculadas com B. japonicum. No experimento 3 0s
valores de ‘Bpa’ apresentaram valores de abundancia natural de "N significativamente mais
negativos do que as plantas sombreadas. Houve uma tendéncia para a abundéancia de **N na
parte aérea (e os valores de ‘Bpa’) das plantas dos tratamentos inoculados com estirpes de B.
japonicum a serem menos negativo do que no caso de plantas inoculadas com B. elkanii. Para
a determinacdo do valor ‘B’, as plantas devem estar no mesmo estagio de maturidade que as
que estdo sendo utilizadas para amostrar as plantas no campo, a avaliacdo do valor ‘B’ em
condigdes de intensidade de luz reduzida (casa de vegetacdo) pode levar ao resultado de um
valor ‘B’ menos negativo do que aquele determinado em pleno sol e assim provavelmente
menos apropriado utiliza-lo, para calcular a contribuicio da FBN em leguminosa em
condigdes de campo.

Palavras chaves: FBN. valor ‘B’. luminosidade controlada.

Vii



GENERAL ABSTRACT

ARAUJO, Karla Emanuelle Campos. Isotopic fractionation of *°N in nitrogen fixation in
soybean due to light intensity and Bradyrhizobium spp. strain inoculated. 2014. 40f.
Dissertation (Master in Plant Science). Institute of Agronomy, Department of Plant Science,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

This work aimed to study the isotopic fractionation of N from BNF in stems function and
light intensity in soybean plant symbiosis with Bradyrhizobium. The 'B' value was evaluated
for ten Bradyrhizobium strains, as well as their interaction with the soybean plant (Glycine
max L.). The experiment was conducted at Embrapa greenhouse Agrobiologia, Seropédica,
RJ. The soybean plants inoculated with the different strains of Bradyrhizobium and a control
not inoculated, were grown under conditions similar to Leonard vessels using substrate of
sand and vermiculite in a 2: 1 (v / v). In the second experiment to assess the value 'B' of the
resulting symbiosis BNF among cultivars (cv) of soybean BRS 133, BRS 184,
MONSOY9144 nine Bradyrhizobium. Soybean plants in all the treatments, were grown under
the same conditions, the soybean cultivation was performed in vessels Leonard with sand and
perlite substrate in the proportion 1: 1 (v /v). In both experiments after 47 days of planting the
plants were harvested and calculated the value 'B'. In the third experiment evaluated the effect
of different strains of Bradyrhizobium and the reduction in the intensity of light on natural
abundance of N N, fixed by the strains in symbiosis with soybean cv BRS 133. An
experiment was conducted in the experimental field of Embrapa Agrobiology. The soybean
plants inoculated with 11 Bradyrhizobium and treatment uninoculated were grown under
similar conditions in plastic pots with sand substrate and pearlite in the proportion 1: 1 (v / v)
After 75 days after planting the plants were collected and calculated the value 'B'.No
experiment 1, the values of By, ranged between -2 and -4 %o, according to the strain used. In
experiment 2, the values of ‘Bpa’ showed no difference between the soybean cultivars
inoculated with Bradyrhizobium as the isotopic abundance of *°N in plants grown entirely
dependent on FBN. There was a tendency for the abundance of *>N values in ‘Bpa’ treatment
of plants inoculated with strains of B. elkanii to be less negative than in the case of plants
inoculated with B. japonicum. In experiment 3 the values of ‘B’»a showed natural N
abundance values significantly more negative than the shaded plants. There was a tendency
for the abundance of N in the shoot (and values of ‘Bpa”) treatment of the plants inoculated
with B. japonicum strains to be less negative than in the case of plants inoculated with B.
elkanii. For the determination of the 'B' value, the plants should be in the same stage of
maturity that being used to sample the plants in the field, to assess the value 'B' in low light
intensity conditions (green house) can lead to the result of a 'B' value less negative than that
given in full sun and so probably less appropriate uses it to calculate the contribution of BNF
in legume under field conditions.

Key words: BNF. Value B. controlled lighting.

viii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii utilizadas
O R e (oL 0T (o OSSPSR 7
Tabela 2: Estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii utilizadas
O R e (oL 0T ] (o OSSO 9
Tabela 3: Estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii utilizadas
NO EXPEITMENTO. 1..eiuteitieiteeiteeie st e sttt e s et e et e s e e te e esae e teaseeate e teaseesbeeseaseeaseesseaneesreenseaneesseeneens 10
Tabela 4: Acimulo de matéria seca por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS 133
inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 46 dias apds o plantio..12
Tabela 5: Acimulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS
133 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 46 dias apds o
PIANMTIO. ..t b bbbt Rttt bbb ene s 14
Tabela 6: Abundancia natural de & °N (%o) em plantas de soja cv BRS 133 inoculada
com diferentes estirpes de Bradyrhizobium; e valor ‘B’ em plantas de soja colhidas aos 46
(o Eo TR VoL S o] F=1 1 £ o JA RSP S 15
Tabela 7: Acumulo de matéria seca em plantas de soja cv BRS 133, BRS 184,
Monsoy 9144 e inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 47 dias apds o
PIANMTIO. ..ttt b bbbttt bbb ere s 17
Tabela 8: Acumulo de matéria seca em plantas inteiras de soja e eficiéncia nodular
nas cv BRS 133, BRS 184, Monsoy 9144 e inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium,
colhidas aos 47 dias apis 0 PlANTIO..........ccceeviiieiieie e 19
Tabela 9: Acimulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS
133 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 47 dias apds o
PIANMTIO ... bbbttt bbbttt n bbb 21
Tabela 10: Actmulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS
133 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 47 dias apds o
0] =101 T OSSP USPPOSRUSON 22
Tabela 11: Abundancia natural de & N (%o) em diferentes variedades de soja
inoculadas com estirpes de B. japonicum ou B. elkanii e colhidas aos 47 dias apds o plantio.23
Tabela 12: Valor ‘B’ em diferentes variedades de soja inoculadas com estirpes de B.
japonicum ou B. elkanii e colhidas aos 47 dias apds 0 plantio...........ccccevevvveveciieiiece e, 24
Tabela 13: Acumulo de matéria seca em plantas de soja cv BRS 133 inoculada com
diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 75 dias ap6s o plantio. Valores sdo
MEAIAS A8 5 FEPELIGDES. ...eeueveterieiieie ettt et st e bbb e eneene e 26
Tabela 14: Nitrogénio acumulado em plantas de soja cv BRS 133 e inoculadas com as
estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 75 dias ap6s o plantio. Valores sdo médias de 5

=T 0 T= o0 OSSP USPTORUSON 28
Tabela 15: Nitrogénio acumulado em plantas de soja cv BRS 133 e inoculadas com as
estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 75 dias ap0s 0 plantio. ...........ccccceceevieveevecic i, 29
Tabela 16: Valores de & "N(%o) € VAIOr ‘B .......cccovverrvirioerieessiessissssessessssssesnenees 31



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL .....ooooeeeeeeeeeree et 1
2 REVISAO DE LITERATURA .....cotiieeeeeee ettt ess s ses s 3
2.1 Contribuicdo da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio para a cultura da soja...................... 3
2.2  Desempenho das estirpes de Bradyrhizobium...........c.cccooveiiiiiiiicincic e 4
2.3 Quantificacdo da FBN para a cultura da S0jJa ..........cceoveiereneiiniiisieieee e 5
3. MATERIAL E METODOS .......cooiiiieteeteeeieete e tsss et sesas s ssse s asses s snssnen s 7
3.1  Primeiro experimento em €asa de VEQEtaCAD..........coeruerverirerisieieee e 7
3.2 Segundo Experimento casa de VEJEIACA0 ..........cccevvereerieiieeiieiesie e see e sra e 8
3.3 Terceiro experimento conduzidos em VasoS NO CAMPO ......ccuerverrereeeereerrenreniesresresieans 10
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ccoveieeeeeiieeeieisesiesiesessss st essssessssss s s sssansons 12
4.1  Primeiro experimento: Teste de interacdo entre plantas de soja e diferente estirpes de

Bradyrhizobium em casa de VEJEIAGAD ..........ceccveiveriieieieesie e 12
411 Acumulo de massa seca e nitrogénio total em plantas de Soja..........c.ccocevvevriennne 12
4.1.2 Abundancia natural de N € valor ‘B’ ........ccccocvviveieiiionissssesseeesessessesneesessennes 14
4.2  Segundo experimento Casa de VEQJETAGAD. .......cucurverrererierierie st 16
4.2.1 Massa seca da parte aérea, raiz, ndédulos e planta inteira ............ccccccoeeveeieseenne. 16
4.2.2 EFICIENCIA NOUUIAT .....c.veeeeieieiee e e 18
4.2.3 Acumulo de N total na parte aérea, raiz, nddulo e planta inteira ..............c.......... 20
42.4 Abundancia natural de *°N na parte aérea, raiz, nddulo e planta inteira............... 22
4.3 Terceiro experimento em Vas0S NO CAMPO ........eceerveaeerreerieeieeseesseesseseesseesseseesseessens 25
431 Acumulo de massa seca Nas PIANTAS .........cooeererrineiee e 25
4.3.2 Nitrogénio total acumulado nas plantas de SOja .........ccccccveveiieeviccecie s 27
433 VAl0TESs e 8 PPN(%60) ..vvnvvereeireeieeeeeiieseesiesiessesse st en e 29
5. DISCUSSAO GERAL ...cooveeveiieeeieeeseteee e tesae s esses s st nsn e 32
8. CONCLUSOES......c.oiiiieiei it 34
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coovoeeeeeeeeteeeeeeeeeves e, 35



1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glicine max L.) € uma cultura de grande importancia para humanidade, em
funcdo da diversidade dos seus produtos e ainda constitui um dos commodities de maior
importancia na economia brasileira (CASTOLDI et al., 2009). Esta cultura ocupa uma area
de 27.715 milhGes de hectares, com uma producdo de 81.281 milhdes de toneladas de gréos
em 2013, o que torna o0 nosso pais o segundo maior produtor mundial deste grdo (CONAB,
2014).

O nitrogénio (N) é o nutriente requerido em maior quantidade pela cultura da soja,
uma vez que os grdos sdo muito ricos em proteinas, apresentando um teor médio de 6,5 % de
nitrogénio. A soja € um membro da sub-familia Papilionoideae da familia Leguminosae e
como a grande maioria dos membros desta familia é capaz de formar uma simbiose com
bactérias do grupo rizébio que pode fornecer até 100% do N da planta através do processo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico (N;) (EMBRAPA, 2002; ALVES et al., 2003).
Em geral, o sucesso da FBN e da nodulacéo pode estar relacionado com as caracteristicas das
populacbes especificas de rizobios existente no solo e com o teor de nitrogénio (N) mineral
presente neste (HOLSTEN et al., 1971). As estirpes de Bradyrhizobium recomendadas para a
cultura da soja no Brasil sdo as SEMIA 587 e 5019 (29 W), pertencentes a espécie
Bradyrhizobium elkanii, e as estirpes SEMIA 5079 (CPAC 15) e SEMIA 5080 (CPAC 7),
pertencentes a espécie Bradyrhizobium japonicum (FREIRE & VERNETTI, 1999). Essas
duas espécies de Bradyrhizobium apresentam diferencas no seu metabolismo, podendo assim
ter influéncia na quantidade de N fixado pela planta. Uma diferenca entre as espécies é a
existéncia da enzima hidrogenase presentes nos Bradyrhizobium japonicum, que € capaz de
reciclar o H; liberado (chamada ‘hydrogen uptake’ — HUP) e recuperar parte da energia
perdida durante o processo de FBN onde a enzima nitrogenase esta envolvida (EVANS et al.,
1982). Alguns trabalhos deixam claro o efeito positivo das estirpes que possuem a
hidrogenase, mostrando maiores crescimento de plantas e producdo de grdos (EVANS et al.,
1985;. NEVES et al., 1985; NEVES E HUNGRIA, 1987; HUNGRIA et al., 1989; SANTOS
et al.,1997), porém em outros estudos conduzidos em condi¢bes controladas tém mostrado
resultados diferentes (DREVON et al., 1987; FUHRMANN, 1990). Neves et al. (1985)
indicou que experimentos conduzidos em casa de vegetacdo ou fitotron ndo estabelecem
relagdo com os experimentos conduzidos em campo. Outro fator que pode interferir e que foi
sugerido por Bethlenfalvay e Phillips (1979) é a irradiacdo. Esses autores mostraram que a
eficiéncia relativa pode variar com a irradiancia, o que foi confirmado mais tarde por Nelson
(1983). Ambos sugerem que sob sombreamento, as estirpes que apresentam a HUP-
aumentam a eficiéncia simbidtica.

Em estudos sobre FBN existem muitas técnicas que podem ser utilizadas como o
balango de N no sistema solo-planta (BREMNER, 1965), a diferenga de N total (BODDEY,
1987), a reducdo de acetileno (BURRIS, 1975), abundancia relativa de ureidos (MCCLURE
etal., 1979; ALVES, 1996) e as técnicas isotépicas baseadas no uso do **N.

As técnicas baseadas no uso de isotopos tém sido utilizadas e se mostram bastante
eficientes (PEOPLES et al., 1997). Podemos citar como exemplo a abundancia natural de >N
(8 *®N) (SHEARER & KOHL, 1986) e a diluicdo isotdpica de N (VALLIS et al., 1967;
BODDEY et al., 1994).

A técnica da abundancia natural de *°N tem como base o fato de que, geralmente, o N
do solo é levemente enriquecido em N em comparagdo ao N, atmosférico (SHEARER e
KOHL, 1986), sendo que a composi¢do isotopica do N, atmosférico é de 99,6337% e
0,3663% de 4tomos de N e N, respectivamente (JUNK e SVEC, 1958) Os processos de
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mineralizacdo/imobilizacdo, nitrificacdo/desnitrificacdo, lixiviacdo e volatilizacdo podem
resultar em pequenas variacdes na composicao isotépica (“*N e **N) no solo e nas plantas
(MARIOTTI et al., 1982; HOGBERG, 1997).

Geralmente, estas alteraces resultam em um pequeno enriquecimento em *°N do N do
solo e das plantas em relacdo ao ar atmosférico (MARIOTTI et al., 1982; SHEARER e
KOHL 1986). E através desse enriquecimento que se pode quantificar a FBN, e a
interpretacdo dos resultados baseia-se no fato de que a planta ndo fixadora de N, (planta
testemunha) apresenta um enriquecimento de >N muito semelhante ao solo e maior do que o
da planta fixadora de N, (SHEARER e KOHL, 1986). Para a estimativa da FBN através da
abundancia natural de °N, é importante conhecer a abundancia isotopica de >N na planta
leguminosa crescida inteiramente dependente da FBN (valor ‘B’), que a principio, seria
constante para cada cultura. O valor ‘B’ é obtido ap6s o crescimento das plantas fixadoras em
um meio livre de N, ou seja, na total dependéncia de N derivado da FBN (BODDEY et al.,
2000; OKITO et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo estudar o fracionamento isotdpico do N proveniente da
FBN, em funcdo de estipes e intensidade de luz na simbiose da planta de soja com
Bradyrhizobium, como especifico:

a) Avaliar a capacidade de nodulacdo e a abundancia natural de *N do N, fixado por

estirpes B. japonicum e B. elkanii em simbiose com a soja;

b) Avaliar a capacidade de nodulacdo e a abundancia natural de *N do N, fixado por

estirpes B. japonicum e B. elkanii em simbiose com trés cultivares de soja €;

c) Determinar o efeito da intensidade da luz na abundancia natural de *°N do N, fixado

por estirpes de Bradyrhizobium em simbiose com a soja.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contribuicao da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio para a cultura da soja

O elemento mais importante para se obter elevadas producgdes na agricultura tropical é o
nitrogénio (N), que forma quase 80% da atmosfera na forma gasosa de N, ndo diretamente
assimilavel pelas plantas. E o componente responsavel por vérias reagdes nas plantas, além de
fazer parte da estrutura da clorofila, de enzimas e proteinas (FAGAN et al., 2007). O N é um
nutriente essencial, por isso o seu balanco interfere na formacdo das raizes, no processo de
fotossintese, na producdo, na translocacdo de fotoassimilados e na taxa de crescimento entre
folhas e raizes, sendo que primeiramente afeta o crescimento foliar (RYLE et al., 1979; TAIZ
& ZIEGER, 2004). Com isso ocorrera a diminuicdo do crescimento das plantas e uma reducéo
na produtividade.

O suprimento de nitrogénio para as culturas pode ocorrer de formas diferenciadas,
variando de acordo com a espécie vegetal. Este nutriente pode ser absorvido do solo na forma
de NH4" ou de NO3™ ou através do N, atmosférico pela fixagdo bioldgica. Nas leguminosas o
N ¢é absorvido na forma de N, e transformado em NH," através do processo simbio6tico com
bactérias diazotréficas (GERAHTY et al., 1992; TAIZ & ZIEGER, 2004), esse processo €
conhecido como fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) que € um processo bioldgico de
quebra da tripla ligagdo do N, através de um complexo enzimético, denominado
nitrogenase. Este processo ocorre no interior de estruturas especificas, denominadas de
nddulos, onde bactérias do grupo de rizébio que inclui, entre outros, os géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium e Azorhizobium convertem o N, atmosférico em aménia, que é incorporada
em diversas formas de N orgéanico para a utilizacdo por plantas da familia das leguminosas
(ARAUJO et al., 2006). As associacdes simbidticas contribuem com 40 a 180 kg/ha/ano
(REIS et al., 2006).

A FBN ndo é um processo isolado e necessita de outros fatores para seu funcionamento
eficiente. O sistema de plantio direto, pode favorecer a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
em leguminosas (ALVES et al., 2003), pois parece estimular o processo simbidtico,
provavelmente pela reducdo na disponibilidade de N no solo, em razdo da maior imobilizacéo
da populacdo microbiana do solo (KESSEL & HARTLEY, 2000). Fatores de producdo e
morfolégicos também sdo importantes para a compreensdo da interacdo entre a planta e o
ambiente, que influenciard no estabelecimento da planta e consequentemente na FBN na
cultura da soja, (JACOB NETO & DUQUE, 1981). A eficiéncia da FBN também esta
relacionada com o pH e a disponibilidade de alguns nutrientes. Para obter boa eficiéncia de
bactérias fixadoras, este deve apresentar pH em torno de 6,5. Altos teores de aluminio
trocavel e ions H+ prejudicam o desenvolvimento radicular, o crescimento do rizébio e a
infeccéo radicular (SILVA et al., 2002).

A soja é uma cultura introduzida da Asia e as bactérias (rizobios) capazes de formar
nddulos nesta cultura foram quase isentas originalmente nos solos do continente Americano.
Por isso um dos fatores mais importantes para a eficiéncia da FBN, é o processo de
inoculacdo das sementes (HUNGRIA, 1997) especialmente em areas de primeiro cultivo com
soja. Entretanto, esse processo € de grande importancia também em areas em que é feita a
reinoculacdo Nishi et al. (1995); Hungria et al. (2006); e Bizarro (2008) citam que pode obter
incrementos médios da ordem de 4 a 5% no rendimento de grdo da cultura. Com isso reforca
0s beneficios da reinoculacdo, mesmo em solos com altas populac6es de Bradyrhizobium.

O N é o nutriente requerido em maior quantidade pela cultura da soja, para produzir
1000 kg de graos sdo necessarios 80 kg de N. Essas quantidades de N requerida pela cultura
podem ser supridas pelo processo de fixagdo biologica de nitrogénio. Isso se deve ao fato do
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programa de melhoramento da cultura da soja associado a selecéo de estirpes de rizébio mais
eficientes e competitivas garantir, total independéncia da cultura da soja em relacdo a
adubacdo nitrogenada (ALVES et al., 2003).

Em estudo feito por Macedo (2003) foram realizadas estimativas da fixacdo bioldgica
de nitrogénio para lavouras de soja em sistemas de plantio direto, no noroeste do estado do
Parang, o N total acumulado variou de 60 a 99,8%. . Em um estudo realizado em Dourados-
MS utilizando a técnica de abundancia natural, Alves et al. (2006) registrou contribuicdes da
FBN & cultura de soja de entre 173 e 196 kg N ha™ (entre 83 e 88% N total acumulado) e
resultados semelhantes foram obtidas utilizando a técnica de abundancia de ureidos por
Hungria et al. (2006). Pelo apresentado mostra-se que se entendermos o processo de fixacdo
bioldgica do nitrogénio e os fatores que o controlam € de grande importancia, pois com esses
conhecimentos € possivel adequar o manejo da planta visando aumentar a eficiéncia de
utilizacdo de N e incrementar a produtividade da cultura, o que é de grande interesse.

2.2 Desempenho das estirpes de Bradyrhizobium

No Brasil, a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) em soja é um dos exemplos de
maior sucesso, uma vez que a utilizacdo de inoculantes com Bradyrhizobium possibilita uma
economia anual aproximada de US$ 3 bilhdes em fertilizantes nitrogenados (FAGAN et al.,
2007).

A fixacdo bioldgica do N envolve uma sucessdo de processos que comegam com a
adaptacdo da bactéria a planta e culminam na fixacdo do N, atmosférico (FAGAN et. al.,
2007). Os rizobios séo bactérias habitantes do solo que se associam intimamente com os pélos
radiculares das plantas. Trocas de sinais moleculares entre os simbiontes iniciam o processo
de nodulagdo, dando origem aos nddulos, que sdo estruturas especializadas onde a simbiose é
estabelecida (PERRET et al., 2000). O comec¢o da sequéncia de processos que iniciam a
nodulacéo ocorre aproximadamente 2 h ap6s o contato da bactéria com as raizes. Os nddulos
primarios se desenvolvem em regides de alongamento e nas zonas de formacdo de pequenos
pélos radiculares, considerada a regido preferencial para a infeccdo da bactéria fixadora
(BHUVANESWARI et al., 1980). No periodo de quatro a cinco semanas do inicio da
infeccdo, ha a paralisacdo do crescimento do nédulo, considerando-o completamente maduro
(GUIMARAES, 2005). Na planta de soja, os nddulos podem ter vida ativa de seis a sete
semanas, quando se inicia a paralisacdo da atividade fixadora e o processo de degeneracao
(HOLSTEN et al., 1971).

A potencialidade da nodulacéo e eficiéncia na fixacdo de nitrogénio estdo relacionadas
ndo apenas a um unico fator, ¢ um somatorio que limita a eficiéncia dos rizébios fixadores de
nitrogénio (SANTOS, 1988), dentre os fatores limitantes podemos citar as populacdes
inespecificas de rizobios existentes no solo, salinidade, pH e temperaturas do solo
desfavoraveis e o teor de nitrogénio mineral no solo. Estudos feitos por Hungria (2006),
Mendes (2008) e Albareda (2009) mostram efeitos deletérios nos parametros de nodulagdo da
soja quando aplica N-fertilizante. Os mesmos autores mostram que a aplicacio de 50 kg ha™
de N promoveu uma reducdo na nodulacdo da soja, o que resultou na diminuicdo da
guantidade de N fixado e do rendimento de gréo.

As estirpes de Bradyrhizobium recomendadas para a producdo de inoculantes para soja
no Brasil sdo oriundas da colegdo SEMIA (secdo de microbiologia agricola) mantida pela
organizagdo FEPAGRO do Rio Grande do Sul, sendo elas a SEMIA 587 e 5019 (29 W),
ambas pertencentes a espécie dos Bradyrhizobium elkanii, sendo posteriormente incluidas as
estirpes SEMIA 5079 (CPAC 15) e a SEMIA 5080 (CPAC 7), pertencentes a especie
Bradyrhizobium japonicum (FREIRE & VERNETTI, 1999). Essas duas espécies de
Bradyrhizobium apresentam diferen¢a no seu metabolismo, podendo assim ter influéncia na
guantidade de N fixado pela planta.



Estas estirpes tém um metabolismo diferenciado entre si que pode influenciar a
quantidade de N fixado e acimulo de matéria seca pela leguminosa. Uma diferenca entre os
grupos € a existéncia ou ndo da enzima hidrogenase, que é capaz de reciclar o H, liberado
(chamada ‘hydrogen uptake” — HUP) e recuperar parte da energia perdida durante o processo
de FBN onde a enzima nitrogenase esta envolvida (EVANS et al., 1987). Desde os anos 60
sabe-se que no processo da reducdo de N, a NH3 exige obrigatoriamente a reducdo de prétons
a H, (DILWORTH, 1966), como demonstrado na equacéo 1:

N, + 8H+ + 8e- + 16 ATP = 2NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi.

A producéo de H, durante a reducdo de N, foi demonstrada por Bulen et al. (1966), e
conta com 25 a 35% do fluxo de elétrons direto do sistema da nitrogenase (HUNGRIA et al.,
1989). Aliado ao processo de fixacdo de nitrogénio, a enzima nitrogenase libera H,, com
desperdicio de elétrons e ATP que poderiam ser reutilizado para redugdo de N, na presenca da
enzima hidrogenase. Subsequentemente quando as espécies B. japonicum e B. elkanii foram
diferenciados por homologia de DNA e a sequenciamento parcial de DNA 16 S (WEISBURG
et al., 1991) foi descoberto que o enzima HUP era presente na maioria de estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e ausente em todas estirpes de Bradyrhizobium elkanii. Devido a
isso, estirpes que reabsorvem o H, (HUP™ eram conhecidas como mais eficientes, e um dos
objetivos dos estudos de Neves et al. (1985) foi determinar se havia alguma relagdo entre a
eficiéncia das estirpes com respeito a HUP, e a eficiéncia, definida como N fixado por mg de
massa seca de nodulo, observada por Dobereiner et al. (1970). Os resultados mostraram que
todas as trés estirpes de Bradyrhizobium japonicum avaliadas foram HUP+ (eficientes pelos
dois critérios) e as 3 estirpes de Bradyrhizobium elkanii foram HUP- (ineficientes pelos dois
critérios).

No final da década de 70, alguns autores observaram que vérias leguminosas de
origem tropical, incluindo soja, transportavam o N fixado dos nddulos para a parte aérea
através do xilema (FUIJIHARA et al., 1977; PATE et al., 1980). Houve um grande interesse
na eficiéncia de translocacdo de N fixado nos n6dulos na forma de ureidos (alantoina e acido
alantoico) e Neves et al. (1985) também estudaram as concentracdes de ureidos na seiva do
xilema da soja inoculada separadamente com as 6 estirpes. Encontraram que as plantas
noduladas com as estirpes de Bradyrhizobium japonicum (HUP+) tiveram maiores
concentracfes de ureidos na seiva do que aquelas noduladas com as estirpes do
Bradyrhizobium elkanii (HUP-), e que as plantas noduladas com estirpes de Bradyrhizobium
japonicum translocaram maiores proporc¢des do N das folhas para o grdo na fase da maturacéo
dos gréos.

2.3 Quantificacdo da FBN para a cultura da soja
Em estudos sobre FBN existem muitas técnicas que podem ser empregadas e dentre
elas podemos citar o balangco de N no sistema solo-planta (BREMNER, 1965), a diferenca de
N total (Boddey, 1987), a reducdo de acetileno (BURRIS, 1975), abundancia relativa de
ijsrel'dos (MCCLURE et al., 1979; ALVES, 1996) e as técnicas isotdpicas baseadas no uso do
N.
As técnicas baseadas no uso de isétopos de nitrogénio mostram-se bastante eficientes
no estudo da fixacao bioldgica de nitrogénio em sistemas agricolas (PEOPLES et al., 1997).
Dentre as técnicas isotopicas temos a do N, marcado com **N ou >N (MEEKS et al., 1978), a
de diluicdo isotépica de °N (VALLIS et al., 1967; BODDEY et al., 1994) e a abundancia
natural de °N (8"°N) (SHEARER & KOHL, 1986).
Para aplicar a técnica de diluicdo isotdpica é necessario cultivar a planta fixadora de N,
e uma planta referéncia ndo fixadora de N, em um solo onde o N mineral apresente uma
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marcacdo com >N acima da abundancia natural. Plantas que obtenham, além do N do solo, o
N atmosférico, sofrem uma diluicdo no seu enriquecimento em *°N. Quanto maior a diluicéo,
maior a quantidade de N atmosférico incorporado e, por consequéncia, maior a contribuicao
da FBN.

Porém, nesta técnica é preciso considerar que a leguminosa e a planta referéncia
absorvam nitrogénio do solo com a mesma marcagdo e que apresentem uma marcha de
absorcédo de nitrogénio do solo muito semelhante (BODDEY, 1987). Além disso, entradas de
nitrogénio no sistema solo-planta através da agua de irrigagdo, chuvas, agrogquimicos,
fertilizantes nitrogenados, se existirem, devem ser iguais tanto para a planta fixadora de N,
como para a planta referéncia.

Plantas referéncia que explorem volumes de solo diferentes da planta fixadora
absorverdo N com diferentes enriquecimentos de *°N, levando a estimativas erréneas da FBN
(BODDEY & VICTORIA, 1986; PEOPLES et al., 1989). Com intuito de eliminar ou reduzir
este erro, tem sido proposta a utilizacdo de plantas da mesma espécie da planta teste, porém
de variedades ndo nodulante, ou também pelo uso de pelo menos trés espécies diferentes de
plantas referéncia, de preferéncia pertencentes a diferentes familias (BODDEY et al, 1986).

A quantificacdo da FBN pelo método da abundancia natural N ou &N, foi
desenvolvido a partir da constatagdo de que ocorre pequeno enriquecimento de >N no solo
em comparacio ao N, do ar. A partir do enriquecimento natural do solo em *°N, pode-se entdo
distinguir a proporg¢éo entre o N fixado e o N do solo presente no tecido vegetal (SHEARER
& KOHL, 1986).

Contudo, essa técnica também apresenta limitacOes, exigindo algumas consideraces
especificas. E importante, por exemplo, considerar os valores de fracionamento isotpico que
parecem ocorrer durante as transformacgdes nitrogénio e durante o processo de fixacdo
bioldgica pelos nddulos, tornando-se necessario a determinacdo do Valor ‘B’, que é a
abundancia natural de >N da leguminosa crescida em total dependéncia da FBN (SHEARER
& KOHL, 1986). Alguns autores alegam que o fracionamento pode ndo existir no processo de
fixacdo de nitrogénio (UNKOVICH & PATE, 2000) e outros acreditam que o fracionamento
isotopico depende da espécie cultivada, das estirpes de bactérias envolvidas, e do estagio e
condicdes de crescimento da planta (PEOPLES et al., 1989).

No estudo realizado por Okito et al. (2004) e Pauferro et al. (2010) duas estirpes de
Bradyrhizobium foram testadas: Bradyrhizobium japonicum estirpe CPAC 7, mostrou um
valor do ‘B’ significativamente menos negativo do que a estirpe Bradyrhizobium elkanii
estirpe 29 W. Em um trabalho feito por Guimardes et al. (2008) foi visto que uma outra
estirpe CPAC 15 Bradyrhizobium japonicum mostrou um valor de ‘B’ muito semelhante ao
da estirpe CPAC 7 e duas estirpes de Bradyrhizobium elkanii mostraram valores do ‘B’ bem
menores.

Normalmente sdo encontrados valores negativos de 8"°N na parte aérea de muitas
espécies leguminosas quando o seu crescimento € inteiramente dependente da fixacdo de N,
indicando uma distribuicéo diferenciada na planta do >N durante o processo de fixacéo de N,
(UNKOVICH & PATE, 2000).

O uso da técnica de abundancia natural de >N apresenta semelhancas com a técnica de
diluicdo isotdpica de °N, por isso, é atualmente, a técnica mais difundida e aceita para fins de
quantificacdo da contribuicdo da FBN para as plantas (PEOPLES et al., 1989), apesar de
sofrer os mesmos problemas dos outros métodos isotdpicos. SHEARER & KOHL (1986)
destaca que apesar dos problemas voltados para a real estimativa do valor de ‘B’, a técnica de
abundancia natural de >N apresenta a vantagem de n&o haver necessidade de adicdo de N
marcado, evitando os problemas de inibi¢do da fixacdo de N, e de estabilidade da marcacéo
ao longo do tempo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Primeiro experimento em casa de vegetacao

O objetivo do primeiro experimento foi de conferir a capacidade de nodulagdo e a
fixacdo de N, de quatro estirpes de Bradyrhizobium japonicum e oito estirpes de B. elkanii e a
abundancia natural de >N do N fixado pelas estirpes em simbiose com uma cultivar de soja.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica- RJ, e instalado em 08 de Novembro de 2012. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado. Os tratamentos consistiram de plantas de soja
cultivadas com adicdo de inoculante turfoso e sem inoculagdo (controle) de estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii (Tabela 1), em cinco repeti¢cdes. Foram
utilizadas sementes da cultivar BRS 133 (Glycine max L.), que foram imersas por 30
segundos em alcool etilico (92.8° 1.N.P.M.), por dois minutos no peroxido de hidrogénio
(30%) seguida de 10 lavagens sucessivas com agua destilada autoclavada, para desinfestacéo.
Foram semeadas cinco sementes por vaso, o desbaste foi aos oito dias ap6s a emergéncia,
deixando-se apenas duas plantas por vaso.

Tabela 1. Estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii utilizadas no
experimento.

Estirpe Outras nomenclaturas Origem

B. japonicum

CPACT7 BR 85, SEMIA 5080 Brasileira

CPAC 15 BR 86, SEMIA 5079 Brasileira

USDA 06* BR 114 USA (originalmente Asia)
USDA 110 BR 116 USA (originalmente Asia)
B. elkanii

USDA 76* BR 113

29 W BR 29, SEMIA 5019 Brasileira

SEMIA 587 BR 96 Brasileira

DF 395 BR 76 Brasileira

SM1b BR1 Brasileira

USDA 31 BR 123 USA (originalmente Asia)
USDA 46 BR 120 USA (originalmente Asia)
USDA 94 BR 121 USA (originalmente Asia)
USDA 130 BR 122 USA (originalmente Asia)

~ 13

*= estirpes padrao “type strains”

O cultivo das sementes de soja foi realizado em vasos Leonard (VINCENT, 1970),
utilizando substrato de areia e vermiculita na proporcdo 2:1 (v/v). Foram previamente
autoclavados por duas vezes (120 °C por 1 h com um intervalo de 24 h), no plantio foi
colocada 300 mL de agua destilada autoclavada nos vasos. Decorridos oito dias, apos a
germinacdo a &gua contida nos vasos foi substituida pela solugdo nutritiva isenta de N,
solugdo de Norris (NORRIS e T'MANNETIJE, 1964) com um quarto da concentracdo
recomendada. Apds sete dias, substituiu-se essa solugdo por outra com metade da
concentracdo recomendada. Seguindo-se sete dias a solugdo foi trocada por outra com a
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concentracdo recomendada. Depois desse procedimento, a troca da solucdo com a
concentragdo recomendada foi realizada a cada sete dias.

A coleta foi realizada aos 46 dias apds o plantio, no estddio R4, no comeco da
floragdo. Separou-se a parte aérea, a raiz e 0s nodulos (quando presentes). Em seguida,
procedeu-se a secagem da parte aérea e da raiz em estufa a 65°C por um periodo de quatro
dias, e dos nddulos em silica gel até estabilizacdo do peso, para a determinagdo da proporcao
de matéria seca (MS). Passados esse periodo determinou-se o0 peso seco do material. Apds
esse procedimento, as amostras foram processadas em moinho tipo Wiley (peneiras de 2 mm),
e posteriormente em moinho de rolos similar ao descrito por Arnold e Schepers (2004), até
formar po.

Em seguida, pesaram-se sub-amostras da parte aérea, da raiz e dos nddulos, para
determinacdo do N total, analises do & N nos tecidos da planta e da semente pelo método de
Dumas (BODDEY et al, 1994) em um analisador elementar CHNS-O
(Modelo ECS 4010, CostechAnalytical Tecnologies Inc., Valencia, USA), acoplado a um
espectrometro de massas de razdo isotdpica (Modelo Delta V, Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha), conforme descrito por Ramos et al. (2001).

Valor ‘B”: é o valor da abundancia natural de >N do N na leguminosa derivada da
FBN. Para a determinacdo do valor ‘B’ para a planta inteira e para a parte aérea, utilizando-se
a técnica de abundancia natural de >N usou-se a férmula seguinte, respectivamente:

‘Bpi’ = (Nnod x 8 >Nnod) + (NTPA x 8 NPA) + (NtR x 3 °NR) - (N7S x & °NS)
(NTHOd + NtPA + N1R - NTS)

Bpa’ = (NTPA X 8 °NPA) — (NS x 5 "°NS)
(NTPA - N7S)

Onde:

‘Bpi - valor ‘B’ da planta inteira

‘Bpa - valor ‘B’ da parte aerea

Ntnod: N total dos nodulos;

NtPA: N total da parte aérea;

NtR: N total da raiz;

N7S: N total da semente;

8 °N nod: delta *°N dos nédulos;

8 °N PA : delta N da parte aérea;

8 °N R: delta N da raiz.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente
para separar as médias ao teste de Student, por meio do software Sisvar (FERREIRA, 2003).

3.2 Segundo Experimento casa de vegetacdo

O objetivo do segundo experimento foi de conferir a capacidade de nodulacdo e a
fixacdo de N, de trés estirpes de Bradyrhizobium japonicum e seis estirpes de B. elkanii e a
abundancia natural de **N do N fixado pelas estirpes em simbiose com trés cultivares de soja.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica- RJ, foi instalado em 28 de Maio de 2013. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado. Os tratamentos consistiram de plantas de soja
cultivadas com adicdo de inoculante turfoso e sem inoculagdo (controle) de estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii (Tabela 2), em cinco repeti¢cdes. Foram
utilizadas sementes da cultivar BRS 133, BRS 184, MONSOY 9144 que foram imersas por
30 segundos em alcool etilico (92.8° I.N.P.M.), por dois minutos no peréxido de hidrogénio
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(30%) seguida de 10 lavagens sucessivas com dgua destilada autoclavada, para desinfestacao.
Foram semeadas cinco sementes por vaso, 0 desbaste foi aos oito dias apds a emergéncia,
deixando-se apenas duas plantas por vaso.

Tabela 2. Estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii utilizadas no
experimento.

Estirpe Outras nomenclaturas Origem

B. japonicum

CPAC7 BR 85, SEMIA 5080 Brasileira

USDA 06* BR 114 USA (originalmente Asia)
USDA 110 BR 116 USA (originalmente Asia)
B. elkanii

29 W BR 29, SEMIA 5019 Brasileira

USDA 130 BR 122 USA (originalmente Asia)
USDA 94 BR 121 USA (originalmente Asia)
USDA 76* BR 113 USA (originalmente Asia)
USDA 31 BR 123 USA (originalmente Asia)
USDA 46 BR 120 USA (originalmente Asia)

*= estirpes padrao “type strains”

O cultivo das sementes de soja foi realizado em vasos Leonard (VINCENT, 1970),
utilizando substrato de areia e perlita na propor¢do 1:1 (v/v) os quais foram previamente
autoclavados por duas vezes (120 °C por 1 h com um intervalo de 24 h), no plantio foi
colocada 300 mL de &gua autoclavada nos vasos. Decorridos oito dias, ap6s a germinacao a
agua contida nos vasos foi substituida pela solucdo nutritiva isenta de N, solucdo de Norris
(NORRIS e TMANNETJE, 1964) com um quarto da concentracdo recomendada. ApoOs sete
dias, substituiu-se essa solucdo por outra com metade da concentracdo recomendada. Seguido-
se sete dias a solucdo foi trocada por outra com a concentracdo recomendada. Depois desse
procedimento, a troca da solu¢cdo com a concentracdo recomendada foi realizada a cada sete
dias.

A coleta foi realizada aos 47 dias apds o plantio, no estadio R5, na floracdo plena.
Separou-se a parte aérea, a raiz e os nodulos (quando presentes). Em seguida, procedeu-se a
secagem da parte aérea e da raiz em estufa a 65°C por um periodo de quatro dias e dos
nddulos em silica gel até estabilizacdo do peso para a determinagdo da proporcdo de matéria
seca (MS). Passados esse periodo determinou-se 0 peso seco do material. Apds esse
procedimento, as amostras foram processadas em moinho tipo Wiley (peneiras de 2 mm), e
posteriormente em moinho de rolo similar ao descrito por Arnold e Schepers (2004) até
formar po.

Em seguida, pesaram-se sub-amostras da parte aérea, da raiz e dos nddulos, para
determinacéo do N total, e para anélises da razdo isotopica de N nos tecidos da planta e da
semente pelo método de Dumas (BODDEY et al., 1994) em um analisador elementar CHNS-
O (Modelo ECS 4010, CostechAnalytical Tecnologies Inc., Valencia, USA), acoplado a um
espectrdmetro de massas de razdo isotdpica (Modelo Delta V, Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha), conforme descrito por RAMOS et al. (2001).

O valor ‘B’ foi determinado conforme descrito no experimento anterior.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente
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para separar as médias ao teste de Student, por meio do software Sisvar (FERREIRA, 2003).

3.3 Terceiro experimento conduzidos em vasos no campo

O objetivo deste experimento foi de determinar o efeito de diferentes estirpes de
Bradyrhizobium e reducdo da intensidade de luz na abundéancia natural de *°N do N, fixado
pelas estirpes em simbiose com uma cultivar de soja.

O experimento foi instalado em 31 de janeiro de 2014 na area experimental da Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, RJ. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com cinco repeti¢es. Os tratamentos consistiram de plantas de soja cultivadas
com adicdo de inoculante turfoso e sem inoculagdo (controle) de quatro estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e sete de Bradyrhizobium elkanii (Tabela 3), e de plantas
crescidas sob condigdes de luz normal, e de plantas crescidas em condic¢des protegidas, onde
recebeu aproximadamente 50% do total de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos.

Foram utilizadas sementes da cultivar BRS 133 (Glycine max L.), que foram imersas
por 30 segundos em alcool etilico (92.8° I.N.P.M.), por dois minutos no perdxido de
hidrogénio (30%) seguida de 10 lavagens sucessivas com agua destilada autoclavada, para
desinfestacdo. Foram semeadas cinco sementes por vaso, o desbaste foi aos oito dias apos a
emergéncia, deixando-se apenas duas plantas por vaso.

Tabela 3. Estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii utilizadas no
experimento.

Estirpe Outras nomenclaturas Origem

B. japonicum

CPAC7 BR 85, SEMIA 5080 Brasileira

CPAC 15 BR 86, SEMIA 5079 Brasileira

USDA 06* BR 114 USA (originalmente Asia)
USDA 110 BR 116 USA (originalmente Asia)
B. elkanii

29 W BR 29, SEMIA 5019 Brasileira

SEMIA 587 BR 96 Brasileira

DF 395 BR 76 Brasileira

SM1b BR1 Brasileira

USDA 76* BR 10242* USA (originalmente Asia)
USDA 31 BR 123 USA (originalmente Asia)
USDA 46 BR 120 USA (originalmente Asia)

*= estirpes padrao “type strains”
1= estirpe cedida pela Dr. Mariangela Hungria, Embrapa soja.

O cultivo das sementes de soja foi realizado em vasos plasticos, utilizando 6 kg
substrato de areia e perlita na propor¢édo 1:1 (v/v). O substrato foi previamente autoclavado
por duas vezes (120 °C por 1 h com um intervalo de 24 h), Decorridos oito dias, apds a
germinacao foi colocada nos vasos solucéo nutritiva isenta de N, solucéo de Norris (NORRIS
e T"MANNETIJE, 1964) com um quarto da concentracdo recomendada. Apds sete dias,
substituiu-se essa solucdo por outra com metade da concentragcdo recomendada. Seguindo-se
sete dias a solugdo foi trocada por outra com a concentracdo recomendada. Depois desse
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procedimento, a troca da solu¢do com a concentracdo recomendada foi realizada a cada sete
dias. A agua foi fornecida através do sistema de irrigacdo por gotejamento.

A coleta foi realizada aos 75 dias ap06s o plantio, no meio do enchimento do gréo.
Separou-se a parte aérea, a raiz e os nodulos (quando presentes). Em seguida, procedeu-se a
secagem da parte aérea e da raiz em estufa a 65°C por um periodo de quatro dias e dos
nodulos em silica gel até estabilizagdo do peso para a determinagdo da proporcdo de matéria
seca (MS). Passados esse periodo determinou-se 0 peso seco do material. Apds esse
procedimento, as amostras foram processadas em moinho tipo Wiley (peneiras de 2 mm), e
posteriormente em moinho de rolos similar ao descrito por Arnold e Schepers (2004), até
formar po.

Em seguida, pesaram-se sub-amostras da parte aérea, da raiz e dos nddulos, para
determinacdo do N total, por meio de digestdo Kjeldahl, em mistura digestora contendo acido
sulfurico e catalisadores, com posterior destilacdo a vapor e titulometria com &cido sulfdrico
(ALVES et al., 1994). Também foram retiradas aliquotas para anélises da razao isotdpica de
>N nos tecidos da planta e da semente pelo método de Dumas (BODDEY et al., 1994) em um
analisador elementar CHNS-O
(Modelo ECS 4010, CostechAnalytical Tecnologies Inc., Valencia, USA), acoplado a um
espectrOmetro de massas de razdo isotopica (Modelo Delta V, Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha), conforme descrito por RAMOS et al. (2001).

O valor ‘B’ foi determinado conforme descrito no experimento anterior.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente
para separar as médias ao teste de Student, por meio do software Sisvar (FERREIRA, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Primeiro experimento: Teste de interacdo entre plantas de soja e diferentes
estirpes de Bradyrhizobium em casa de vegetacao

4.1.1 Acumulo de massa seca e nitrogénio total em plantas de soja

A auséncia de nédulos nas plantas ndo inoculadas mostra que ndo houve contaminacgao
deste tratamento com bactérias derivadas dos outros inoculantes e indica que ndo houve
contaminacdo cruzada de um tratamento com outro. A producdo de massa seca pelas plantas
de soja inoculadas com as diferentes estirpes de B. japonicum e B. elkanii foram muito
superiores as plantas controle, ndo inoculada confirmando a contribuicdo da FBN das
simbioses formadas por todas as estirpes de B. japonicum e seis das nove estirpes de B. elkani
(Tabela 4). As estirpes USDA 76, USDA 94 e USDA 130 testadas neste experimento foram
as Unicas excecdes, apresentaram baixa eficiéncia, ndo promoveram nodulagéo significativa e
0s resultados de massa seca foram muito préximos ao do controle. Desta observacao
concluimos que estas estirpes ndo sdo capazes de formar simbioses efetivas com a cultivar de
soja utilizada (BRS 133), ou como estas estirpes foram estocadas (liofilizadas) ha muito anos
na colecdo da Embrapa Agrobiologia, perderam sua efetividade.

Nas plantas inoculadas com as demais estirpes o acumulo de massa seca foi muito
semelhante, em média de 5,39 g massa seca.vaso™ para planta inteira de B. japonicum e de
5,27 g massa seca.vaso ™ quando inoculada com B.elkanii.

Tabela 4. Acumulo de matéria seca por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS 133
inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 46 dias ap6s o plantio.

Parte Aérea Raiz Nodulo Planta Inteira
Tratamentos g massa Seca.vaso™
CPACT! 4,27 ab 1,00™ 0,53 a 5,80 abc
CPAC 151 3,72 bc 0,84 0,36 b 491 d
USDA 6* 3,81 be 0,91 0,40 b 5,11 cd
USDA 110* 4,16 abc 1,05 0,56 a 5,76 abc
29 W? 3,85 bc 0,78 0,61 a 5,24 bed
SEMIA 5872 4,30 ab 1,14 0,63 a 6,07 a
SM1b? 3,95 abc 0,96 0,60 a 5,51 abcd
DF395° 451 a 0,89 0,57 a 5,97 ab
USDA 462 3,60 ¢ 0,93 0,59 a 5,11 cd
USDA 312 2,57 d 0,83 0,35 b 3,75 e
CV (%) 13 20 16 12
N&o Inoculada 0,65 0,30 0,00 0,96
USDA 762 0,53 0,28 0,03 0,84
USDA 942 0,66 0,28 0,14 1,08
USDA 1302 0,56 0,22 0,13 0,91

Valores medios de 5 repeticOes. Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. ™néo significativo. ‘Bradyrhizobium japonicum;
*Bradyrhizobium elkanii.
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Apesar de ndo haver uma diferenca marcante entre as duas espécies de bactérias os
resultados de analise de variancia mostraram que houve diferencas significativas entre os
tratamentos para massa seca da parte aérea, nddulos e planta inteira.

As plantas que apresentaram maiores valores de médias de massa seca na parte aérea e
na massa seca da planta inteira, quando comparadas ao tratamento controle foram as inoculadas
com as estirpes CPAC 7, SEMIA 587, USDA 110 e DF 395. Com isso observou-se que as
estirpes USDA 110 e DF 395 estabelecem simbioses eficientes quando comparada as estirpe
atualmente recomendadas pelo Ministério da Agricultura (CPAC 7,CPAC 15, 29 W, SEMIA
587). Okito et al. (2004) em trabalho realizado, usando a cv de soja Celeste e coletando as
plantas aos 82 dias ap06s o plantio ndo encontrou diferenca significativa para acimulo de MS
na parte aérea e na planta inteira usando as estirpes CPAC 7 e 29 W.

Com relagdo ao peso dos nodulos as estirpes que apresentaram maiores acumulos de MS
foram as estirpes CPAC 7, USDA 110, DF 395, USDA 46, SM1b, 29W, SEMIA 587. Estudo
realizado por OKito et al. (2004), mostrou que a estirpe 29 W apresentou maior acimulo de massa
seca de nodulos, enquanto a estirpe CPAC 7 apresentou um menor acimulo de massa seca de
nddulos. Pauferro et al. (2010) e Guimardes et al. (2008), em trabalho conduzido em vasos no
campo com solo, mostrou que os tratamentos de inoculacdo com as estirpes 29 W e SEMIA 587
apresentou maiores valores de massa seca de nédulos do que estipres CPAC 7 e CPAC 15.

Tratando-se do N total acumulado nas plantas de soja, as que apresentaram maior acimulo
na parte aérea e na planta inteira, foram as plantas inoculadas com as estirpes CPAC 7, SEMIA 587,
DF 395, USDA 110 (Tabela 5). Os valores de N total foram muitos proximos para a parte aérea das
plantas de soja, a média variou entre 79 mg N. vaso™ e 74 mg N. vaso™ para B .japonicum e B.
elkanii respectivamente. Resultado semelhante foi observado por Nishi et al. (1996) com soja,
onde observou que as plantas com maiores quantidades de matéria seca apresentaram também
maior acimulo de N.

Quanto ao acumulo de N total nos nddulos, as estirpes que apresentaram maiores medias
quando comparadas ao tratamento controle foram SM1b, DF 395, SEMIA 587, USDA 46, 29 W
(B. elkanii) e USDA 110, CPAC 7 (B. japonicum), isso mostra que estas estirpes nao
apresentaram diferencas quanto ao N acumulado nos nédulos, mesmo pertencendo a espécies
diferentes. Okito et al. (2004) observou que a estirpe 29 W apresentou maior acimulo de N
total, comparando com a estirpe CPAC 7, porém apesar dessa constatacdo, a média de MS da
parte aérea foram iguais para as duas estirpes.
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Tabela 5. Acumulo de nitrogénio total e eficiéncia nodular por vaso (2 plantas por vaso) de
soja cv BRS 133 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 46 dias
apos o plantio.

Parte Aérea Raiz Nodulo  Planta Inteira Eficiéncia Nodular
Tratamentos mg N.vaso™ mg N PI.MS Nédulo™
CPACT! 91 a 21 a 33 bc 145 a 224 b
CPAC 15! 64 d 15 ¢ 21 f 100 f 204 bc
USDA 6" 73 ¢ 17 b 22 ef 113 e 258 a
USDA 110 88 ab 21 a 30 cd 138 bc 228 b
29 W2 84 b 18 b 33 bc 135 ¢ 208 hc
SEMIA 5872 88 a 21 a 33 bc 143 ab 214 bc
SM1b? 72 ¢ 15 ¢ 34 ab 121 d 191 cd
DF3952 920 a 19 b 30 bcd 139 ahc 223 b
USDA 46° 63 d 18 b 38 a 118 de 166 d
USDA 312 47 e 18 b 26 de 91 ga 216 b
CV (%) 4 7 11 4 10
Nao Inoculada 7 4 11

Valores médios de 5 repeticdes. ‘Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. ‘Bradyrhizobium japonicum;
2Bradyrhizobium elkanii.

Dobereiner et al. (1970) mostraram que a estirpe CB 1809 (subsequentemente
Rumjanek et al. [1993] mostrou que CPAC 7 é uma re-isolada de CB 1809) foi muito mais
eficiente na fixacdo de N, quando comparada a estirpe 29 W. Neste caso a eficiéncia nodular
é definida como a quantidade de N fixado (acumulado na planta inteira) por mg de massa seca
de nddulo. Neves et al. (1985) também mostrou que a concentracdo ureidos na seiva em
plantas de soja inoculadas com CB 1809 foi maior do que para as plantas inoculadas com 29
W.

As menores médias de acumulo de N total foram para as estirpes USDA 6, USDA 31,
CPAC 15, ndo apresentando nenhuma tendéncia de ser maior para as estirpes de B. elkanii em
comparacao com as estirpes de B. japonicum.

As plantas inoculadas com as estirpes USDA 76, USDA 130, USDA 94, ndo foram
analisadas quanto a esse parametro, por apresentarem capacidade extremamente baixa de
formar nédulos.

4.1.2 Abundancia natural de N e valor ‘B’

O tratamento inoculado que apresentou valor de §'°N mais negativo na parte aérea foi
a estirpe USDA 31, quando comparado aos tratamentos inoculados. Os demais tratamentos
apresentaram valores menos negativos. Estes resultados sdo diferentes dos encontrados por
Okito et al. (2004) onde observou valores de médias na parte aérea e planta inteira mais
negativos em plantas inoculadas com a estirpe 29 W e valores menos negativos, poréem
maiores quando a planta foi inoculada com a estirpe CPAC 7.
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Tabela 6. Abundancia natural de **N (%o) em plantas de soja cv BRS 133 inoculada com
diferentes estirpes de Bradyrhizobium; e valor ‘B’ em plantas de soja colhidas aos 46 dias
apos plantio.

O 15N (%o0) Valor ‘B’
Parte Parte

Tratamentos Aérea Raiz Nodulo Aérea Planta Inteira
CPAC7? 2,63 d! -0,51 bed 8,17 a 2,99 b 0,07 ab
CPAC 152 -2,63 d -0,28 ab 5,93 fg 3,16 b -0,65 e
USDA 62 2,74 d -0,76 cd 6,41 de 321 b 0,74 e
USDA 110> -242 ¢ -153 e 6,13 ef 2,78 a 0,53 e
29 W3 -2,36 ab -0,50 hc 5,66 g 2,72 a -0,24 cd
SEMIA587°  -2,65 d -0,36 ab 5,80 fg 302 b -0,47 de
SM1b® -2,65 d -0,52 bcd 6,89 312 b 024 b
DF395° 2,73 d -0,15 a 7,52 b 3,10 b -0,23 cd
USDA 46° 2,22 a -0,81 d 3,84 h 2,71 a -0,17 bc
USDA 31° 3,07 e -0,51 bcd 6,57 cd -394 ¢ 0,14 a
DMS 0,18 0,30 0,36 0,19 0,30

Valores médios de 5 repeticdes. ‘Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste DMS (Student) a 5% de probabilidade. 2Bradyrhizobium japonicum.
$Bradyrhizobium elkanii.

Os valores "N das raizes, independente do tratamento de inoculacdo apresentaram -
se todos negativos, diferente do encontrado em trabalhos realizados por Okito et al. (2004);
Guimardes et al. (2008), Pauferro et al. (2010).

Todas as estirpes, de uma maneira geral, apresentaram valores de 8N altos nos
nodulos, se destacando, as plantas inoculadas com as estirpes DF 395 e CPAC 7, resultados
semelhantes foram encontrados por Okito et al. (2004); Guimaraes et al.(2008); Pauferro et al.
(2010), quando testaram as estirpes 29 W e CPAC 7.

O valor ‘B’ da parte aérea (denominada ‘By,” em paralelo da nomenclatura utilizada
por Okito et al. [2004] que usou ‘Bs'— ‘B’ “shoot”) ¢ o valor ‘B’ util para calcular
contribuicbes da FBN as legumininosas noduladas em campo onde a coleta total das raizes é
impossivel ou extremamente dificil. Os valores de ‘Bps” neste experimento foram
aproximadamente da mesma magnitude, negativo entre -2 e -4 %o daqueles valores
encontrados anteriormente pela equipe da Embrapa Agrobiologia (OKITO et al., 2004;
GUIMARAES et al., 2008; PAUFERRO et al., 2010). Entretanto, nestes trabalhos anteriores
encontram se valores para estirpes 29 W e/ou SEMIA 587 (ambas B. elkanii)
significativamente mais negativo dos valores de plantas noduladas com as estirpes CPAC 7
e/ou CPAC 15 (ambas B. japonicum).

Para a estimativa do valor ‘B’ para a planta inteira, encontram-se valores mais
negativos nas plantas inoculadas com as estirpes USDA 110, CPAC 15, SEMIA 587, USDA
6. Todos os valores de ‘B’ da planta inteira (denominado "By;") em todos tratamentos foram
menos de 1 unidade de 8"°N (%) diferente de zero sugerindo que as simbioses tem pouco
tendéncia de mostrar fracionamento isotépico significativo conforme alegado por Unkovich et
al (2013). Este resultado foi em contraste dos trabalhos anteriores da equipe da Embrapa
Agrobiologia (op. cit.) que encontraram valores mais negativo quando utilizou a estirpe 29 W
e valor menos negativo quando usou a estirpe CPAC 7.
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4.2  Segundo experimento casa de vegetacao

4.2.1 Massa seca da parte aérea, raiz, nodulos e planta inteira

Este experimento foi feito para comparar o comportamento de trés estirpes de
Bradyrhizobium japonicum com seis estirpes de B. elkanii, referente a sua capacidade de
formar uma simbiose fixadora de N, com trés cultivares de soja. Como foi utilizada trés
variedades, o nimero de estirpes estudadas neste experimento foi reduzido para limitar o
tamanho de experimento (ainda com 150 vasos). A unica colheita foi realizada 47 dias apds
plantio, quando as plantas estavam em pleno florescimento.

Na acumulacdo de massa seca na parte aeérea, as raizes e 0s nodulos ndo houve
diferencas significativas entre as trés cultivares de soja (Tabela 7). As estirpes que mais
acumulou MS foram as trés estirpes de B. japonicum, destacando a estirpe CPAC 7
recomendada para a fabricacdo de inoculantes no Brasil, desde 1992 e a estirpe 29 W de B.
elkanii também uma estirpe recomendada, desde 1979 (Tabelas 7 e 8). As outras estirpes
recomendadas hoje (SEMIA 587 e CPAC 15) ndo foram incluidas neste experimento.

Mais uma vez a nodulacdo USDA 76, a estirpe padrdo de B. elkanii, formou poucos
nddulos nas trés cultivares de soja. Porém, concluimos que a estirpe estocada ha muito anos
na colecdo de Embrapa Agrobiologia perdeu sua capacidade de nodular eficientemente com
soja. Em seguida Dra Mariangela Hungria, da Embrapa Soja gentilmente forneceu um isolado
desta estirpe da sua colecdo, que foi utilizada no experimento subsequente.
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Tabela 7. Acimulo de matéria seca em plantas de soja cv BRS 133, BRS 184, Monsoy 9144 e inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium, colhidas
aos 47 dias apo6s o plantio.

Parte Aérea Raiz Nodulo
Tratamento BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 Média BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 Média BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 Meédia

g massa seca.vaso™

CcpPAC 7! 3,44 a 3,10 a 358 a 3,37 a 0,69 a 0,60 a 0,67 a 065a 031 b 020 b 025 b 0,25 bc
USDA 6* 257 b 2,63 a 215 cd 245 c 0,60 abc 051 a 0,41 de 051 bc 0,19 ¢d 0,19 b 0,15 ¢ 0,18 d
USDA 110' 3,01 ab 265 a 259 bc 2,75 b 0,65 ab 0,54 a 0,55 abcd 0,58 ab 0,27 bc 0,25 b 0,26 b 0,26 b
29 W? 285 b 271 a 277 b 278 b 0,67 ab 0,52 a 058 ab 059 ab 047 a 041 a 0,35 a 0,41 a
USDA 312 145 cd 193 b 132 e 157 e 054 bc 0,54 a 0,48 bcde 0,52 bc 0,18 cd 0,25 b 0,18 bc 0,20 cd
USDA 462 192 ¢ 2,00 b 186 d 193 d 061 abc 054 a 0,57 abc 058 ab 0,30 b 0,34 a 023 bc 0,29 b
USDA 76° 0,84 e 127 ¢ 116 e 109 f 057 abc 051 a 0,51 bcd 053 bc 0,02 f 0,03 c 0,04 d 0,03 f
USDA 942 0,97 de 1,02 c 090 e 096 f 048 c 0,51 a 0,43 cde 048 ¢ 0,05 ef 0,04 c 0,03 d 0,04 ef
USDA 130> 1,04 de 082 ¢ 100 e 095 f 048 c 0,32 b 0,35 e 038 d 0,12 de 0,06 c 0,06 d 0,08 e
Média 2,01 2,01 1,92 0,59 0,51 0,50 0,21 0,20 0,17

Nao Inoculado 0,27 0,43 0,69 0,46 0,39 0,50 0,47 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00
CV(%) 18 19 32

Valores médios de 5 repeti¢fes. Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. ns nédo
significativo. 'Bradyrhizobium japonicum; 2 Bradyrhizobium elkanii.
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4.2.2 Eficiéncia nodular

Conforme explicado nos Resultados e Discussdo do Experimento 1, foi
calculado a eficiéncia nodular (mg N derivada da FBN por g de MS dos nddulos)
(Tabela 8). Como a nodulagéo das estirpes USDA 76, USDA 94 e USDA 130 foi muito
baixa e talvez os nddulos ndo foram efetivos, a eficiéncia nodular para estas estirpes ndo
foram tabuladas.
Neste experimento a diferenca em eficiéncia nodular entre as plantas inoculadas por
estirpes de B. japonicum e B. elkanii foi grande, sendo este pardmetro maior para as
estirpes de B. japonicum conforme relatada anteriormente pelas equipes trabalhando na
Embrapa Agrobiologia desde 1970 (DOBEREINER et al., 1970; NEVES et al., 1985;
SANTOS et al., 1996; SANTOS et al., 1997; OKITO et al., 2004; GUIMARAES et al.,
2008 e PAUFERRO et al., 2010).
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Tabela 8. Acumulo de matéria seca em plantas inteiras de soja e eficiéncia nodular nas cv BRS 133, BRS 184, Monsoy 9144 e inoculadas com

as estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 47 dias apds o plantio.

Planta Inteira

(g massa seca.vaso™)

Eficiéncia Nodular

(mg N P1.MS nédulo™)

Tratamentos BRS 133" BRS 184 Monsoy 9144 Média BRS 133™ BRS 184 Monsoy 9144 Média
CPAC 7! 4,43 a 3,90 a 4,50 a 4,28 a 591 bc 860" 694" 720 a
USDA 6" 3,35 bc 3,33 bc 2,71 ¢ 3,13 ¢ 742 bc 738 690 729 a
USDA 110* 3,93 ab 3,44 ab 3,39 b 359 b 600 bc 524 526 554 b
29 W2 3,99 a 3,64 a 3,69 b 3,77 b 317 ¢ 319 432 359 ¢
USDA 31° 2,18 d 2,71 ¢ 1,98 d 2,29 d 374 bc 377 337 368 ¢
USDA 46° 283 ¢ 2,89 bc 2,66 c 2,79 c 352 ¢ 314 426 368 ¢
USDA 76° 143 e 1,80 d 1,71 d 1,65 e nd nd nd nd
USDA 94° 1,50 e 1,58 d 1,36 d 1,48 e nd nd nd nd
USDA 1302 1,64 de 1,20 d 1,41 d 142 e nd nd nd nd
Média 2,81 2,72 2,60 499 526 523

N&o Inoculado 0,66 0,93 1,16

CV(%) 17

Valores médios de 5 repeticdes. Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.
ndo significativo. nd — ndo determinada devido ao baixo peso de nédulos (<0.05 g). ‘Bradyrhizobium japonicum. *Bradyrhizobium elkanii.

ns
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4.2.3 Acumulo de N total na parte aérea, raiz, nodulo e planta inteira

Da mesma maneira que ndo houve diferencas significativas entre variedades da soja
referente a sua acumulacdo de MS na parte aérea, raizes ou nos nodulos, também ndo houve
diferengas no acimulo de N total entre as cultivares (Tabela 9). Houve uma forte influéncia
das estirpes de Bradyrhizobium no acimulo de N total nas plantas, conforme observado para
acumulo de MS. A estirpe CPAC 7 destacou-se como aquela que mais promoveu o acumulo
de N da FBN, seguidas pelas outras duas estirpes de B. japonicum (USDA 06 e USDA 110) e
a estirpes 29 W da B. elkanii.
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Tabela 9. Acumulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS 133, BRS 184, Monsoy 9144 inoculada com diferentes

estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 47 dias apds o plantio.

Parte Aérea Raiz Nodulo
Tratamentos BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 Média BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 Média BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 Meédia
mg N.vaso™

CcCPAC 7! 134 a 115 a 134 a 128 a 24 a 20 a 23 a 22 a 20 b 14 ¢ 17 ab 17 b
USDA 6* 101 b 110 ab 80 cd 97 b 21 ab 17 abc 13 bc 17 b 13 cd 15 bc 10 ¢ 13 ¢
USDA 110! 122 a 99 ab 92 bc 104 b 19 bc 18 abc 15 b 17 b 16 bc 17 abc 17 ab 17 b
29 W2 101 b 95 b 107 b 101 b 18 bc 15 bhc 15 b 16 bc 28 a 21 a 23 a 24 a
USDA 46> 68 ¢ 69 ¢ 62 ¢ 66 ¢ 19 b 19 ab 15b 18 b 16 bc 20 ab 14 bc 17 b
USDA 76° 9 f 15 d 18 f 14 f 11 de 9d 10 cd 10 d 19 1d 2 d 1d
USDA 94> 14 ef 19 d 12 f 15f 9e 9 d 9 d 9 d 2fg 2d 1d 2 d
USDA 130> 31 de 27 d 29 ef 29 f 11 de 7 d 8 d 9d 7ef 3d 3d 4d
Média 71 73 71 17 14 14 13 12 11

Controle 3 5 9 10 10 8 0 0 0

CV (%) 21 23 36

Valores médios de 5 repeti¢cdes. Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de

'Bradyrhizobium japonicum; “Bradyrhizobium elkanii.

probabilidade.
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Tabela 10. Acimulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS
133, BRS 184, Monsoy 9144 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e
colhidas aos 47 dias apds o plantio.

Planta Inteira
(mg N.vaso™)

Tratamentos BRS 133 BRS 184  Monsoy 9144 Média
CPAC 7* 179 a 148 a 174 a 167 a
USDA 6! 136 b 142 a 104 cd 127 b
USDA 110* 157 ab 133 ab 124 bc 138 b
29 W2 148 b 130 ab 145 b 141 b
USDA 312 68 d 92 ¢ 60 e 73 d
USDA 462 104 ¢ 108 bc 91 ¢ 101 ¢
USDA 76° 21 f 25 d 29 f 25 f
USDA 942 26 ef 30 d 22 f 26 f
USDA 1302 49 de 38 d 41 ef 42 e
Média 99 94 88
CV(%) 19

N&o Inoculado 13 15 17 15

Valores médios de 5 repeti¢Oes. Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. *-Bradyrhizobium japonicum; -
Bradyrhizobium elkanii

4.2.4 Abundancia natural de *°N na parte aérea, raiz, nddulo e planta inteira

N4o houve diferencas significativas para os valores de abundancia natural de *°N
(8"°N) da parte aérea, nédulos e planta inteira entre as diferentes variedades da soja, mas
houve diferencas entre as plantas noduladas pelas diferentes estirpes (Tabela 11).
Excluindo as trés estirpes de B. elkanii, onde a nodulacédo foi menos de 0,05 g nédulos
por vaso. A parte aérea das plantas noduladas com estirpes de B. elkanii, foram mais
negativos em &'°N, quando comparadas com os valores de 8"°N das plantas noduladas
com B. japonicum. Este resultado é consistente com os estudos anteriores, conduzidos
pela equipe de Embrapa Agrobiologia anteriormente (OKITO et al., 2004;
GUIMARAES et al., 2008; PAUFERRO et al., 2010).

Mais uma vez, excluindo as trés estirpes de B. elkanii onde a nodulacdo foi
menos de 0,05 g nddulos, o enriquecimento dos nodulos foi maior nos tratamentos
inoculados com B. japonicum, do que com B. elkanii. Este resultado também esta em
consonancia com os trés trabalhos da equipe da Embrapa Agrobiologia (op. cit.).

Os valores ‘B’ da parte aérea (‘Bpa) reflete os da parte aérea, sendo mais
negativo no caso de B. elkanii do que nos tratamentos inoculados com B. japonicum. Os
valores de ‘B’ para a planta inteira ('By") de plantas noduladas com estirpes de B.
elkanii foram muito semelhante os da B. japonicum e em todos 0s casos menos de 1
unidade de delta (%o) diferente de zero, a abundancia natural de >N do N, do ar. Estes
resultados ndo apoiaram a hipotese que haja um fracionamento isotépico no processo da
fixacdo de N pela simbiose soja/Bradyrhizobium.
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Tabela 11. Abundancia natural de >N (%) em diferentes variedades de soja inoculadas com estirpes de B. japonicum ou B. elkanii e colhidas aos

47 dias apods o plantio.

Parte Aérea Raiz Nodulo
----------------------------------------- 8P N(%0)- = = = == == == e e
Tratamentos Média BRS Monsoy 9144 Meédia Monsoy 9144 Meédia
BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144 133 BRS 184 BRS 133 BRS 184
CPACT' -124 ¢ -112 abc -1,13 abc -1,16 bc 083 ¢ 115d 122d 107 d 656 a 660 a 636 ap 0oL @
USDA 6! -1,32 bc -1,20 bc -1,16 abcd -1,23 cd 059 ¢ 0,71 e 0,59 f 063 e 638 a 7,07 a 6,92 a 6,79 a
USDA 110' -1,15 ¢ -0,92 ab -1,00 a -1,02 ab 0,67 ¢ 1,25 cd 1,32 cd 108 d 628 a 6,40 a 590 b 6,19 b
29 W2 -169 d -162 d -1,44 cde -158 ef 1,77 a 0,66 e 0,90 e 1,11 d 492 b 472 b 470 ¢ 478 ¢
USDA 31° -1,46 cd -1,39 ¢d -1,37 bcd -1,41 de 1,47 d 1,55 ab 2,36 a 1,79 a 415c¢c 420 b 3,80 d 405 d
USDA 46° -131 ¢ -1,41 cd -1,49 de -1,40 de 0,74 c 0,68 e 1,60 b 101 d 398 c 449 b 448 cd 432 d
USDA76° -085 ab -078 a -104 ab -089 a 128 d 1,36 bcd 128 cd 131 c 224 d 146 d 1,73 ef 181 f
USDA 942 -0,77 a -0,80 a -0,92 a -083 a 1,36 d 1,45 hc 1,51 bc 144 bc 149 e 151 d 145 f 148 f
USDA 130° -1,73 d -1,65 d 1,72 e 1,70 f 151 d 1,76 a 1,51 bc 159 b 224 d 234 c 237 e 232 e
Média -1,29 -1,25 -1,28 1,14 1,23 1,46 448 453 4,45
DMS 0,34 0,34 0,34 0,20 0,28 0,28 0,28 0,16 0,70 0,70 0,70 0,41
N4o Inoculado 0,62 0,98 1,56 0,38 0,86 1,04

Valores médios de 5 repeticdes. Letras iguais na coluna,
'Bradyrhizobium japonicum; 2Bradyrhizobium elkanii.

ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.
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Tabela 12. Valor ‘B’ em diferentes variedades de soja inoculadas com estirpes de B. japonicum ou B. elkanii e colhidas aos 47 dias ap0s o

plantio.
Valor ‘B’ (%o)
Parte Aérea’ Planta Inteiraj

Tratamentos BRS 133 BRS 184  Monsoy9144 Média BRS 133 BRS 184 Monsoy9144 Média
CcPAC 7* -1,27 a -1,16 abc -1,17 ab -1,20 a -0,08 bc -0,08 cd -0,09 bc -0,08 ¢
USDA 6" -1,37 ab -1,24 abcd -1,23 ab -1,28 ab -0,30 cd -0,32 de -0,33 cd -0,32 d
USDA 110* -1,19 a -0,95 a -1,05 a -1,06 a -0,17 bcd -0,18 cd -0,18 bc -0,18 cd
29 W2 -1,75 bc -1,69 Ef -1,50 abc -1,65 d 0,02 bc 0,03 bc 0,01 b 0,02 bc
USDA 31° -1,60 abc -1,48 bcd -1,59 bcd -1,55 cd 0,00 bc 0,03 bc -0,02 bc 0,00 bc
USDA 467 -1,39 ab -1,49 def -1,60 bcd 1,49 bed  -0,10 bc -0,10 cd -0,12 bc 0,11 ¢
USDA 76° -1,35 ab -1,08 abc -1,23 ab -1,22 a 0,43 a 0,74 a 0,57 a 0,58 a
USDA 94° -1,17 a -1,02 Ab -1,76 d -1,32 abc 0,16 ab 031 b 013 b 0,20 b
USDA 1302 -1,97 C -1,96 f -2,02 cd -1,99 e -0,46 d -0,58 € -0,59 d -0,54 e
Média -1,45 -1,34 -1,46 -0,06 -0,02 -0,07
DMS 0,47 0,47 0,47 0,27 0,34 0,34 0,34 0,19

Valores médios de 5 repeticdes. Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade.
Bradyrhizobium japonicum; *Bradyrhizobium elkanii. +Corrigido para & 15N(%o)e teor de N total de sementes. $Média ponderada corrigido para
8 °N(%o) e teor de N total de sementes.
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4.3 Terceiro experimento em vasos no campo

4.3.1 Acumulo de massa seca nas plantas

O actmulo de MS pelas plantas ndo inoculadas, tanto na sombra, quanto no sol, foi
muito baixa, mostrando pouca contaminagdo do substrato com Bradyrhizobium capazes de
nodular a soja (Tabela 13).

Os resultados mostram que para 0s parametros de matéria seca (MS) da parte aérea,
das raizes e da planta inteira, a variancia foi extremamente baixa (CV <5,2 %). Na média a
acumulacdo de MS foi maior para as plantas (e todos 0s componentes: parte aérea, raizes,
nddulos) expostas ao pleno sol, em comparacdo com sombra (Tabela 13). Em média as
plantas no pleno sol mostraram somente 25 % mais MS acumulada na parte aérea, mas a MS
das raizes foi mais de trés vezes maior do que na sombra, talvez a necessidade de facilitar a
captacdo de 4gua, como a transpiracao das plantas foi muito maior no sol, onde na maior parte
do tempo a temperatura passou de 40°C no periodo da tarde, quase todos os dias no periodo
do experimento. A nodulacdo das plantas no pleno sol também foi muito maior (na média 2,5
vezes mais MS), mas ndo se sabe se isso foi devido & maior temperatura ou maior intensidade
da luz.

Santos et al. (1996) avaliando eficiéncia simbiética da cv Doko, em pleno sol e 30%
de sombreamento, usando a estirpe 29 W (B. elkanii) e BR-33 (CB 1809, uma variante da
estirpe CPAC 7 - B. japonicum) também encontraram uma inibicdo de crescimento das
plantas sombreadas. Esses resultados confirmam que experimentos conduzidos em casa de
vegetacdo ndo necessariamente mostram congruéncia com os experimentos conduzidos em
condicdes de campo (NEVES et al., 1985). Santos et al. (1997) também relatou que a FBN
em plantas de soja crescidas em condicGes de campo foi superior a condi¢do de luminosidade
reduzida, que normalmente ocorre em casa de vegetacao.

Isto € um indicio de que a estirpe € um dreno de carbono necessitando, portanto, de
condi¢cdes ambientais onde a fotossintese seja mais ativa. De uma maneira geral, isto foi
evidenciado pela maior massa seca da planta como um todo.

Plantas inoculadas com a estipe SEMIA 587 apresentaram um maior acumulo de MS
na parte aérea e na planta inteira, tanto no sol quanto na sombra, do que as demais estirpes.
Quando as plantas foram inoculadas com a estirpe 29 W em pleno sol elas apresentaram
maiores valores de MS de parte aérea, n6dulos e planta inteira. A estirpe USDA 31 promoveu
a formacdo de muito menos nédulos do que as outras estirpes no experimento e isso foi
refletido no baixo acimulo de MS nas plantas neste tratamento. Com excecdo deste
tratamento, as plantas inoculadas com B. elkanii apresentaram maiores MS de nddulos do que
aquelas inoculadas com B. japonicum conforme observado em comparagfes entre estirpes
destas espécies anteriormente (e.g. DOBERIENER et al., 1970; NEVES et al. 1985;
PAUFERRO et al., 2010). Entretanto, em geral ndo houve maiores ou menores acimulos de
MS por plantas noduladas pelas estirpes de B. elkanii em comparacdo com B. japonicum.

Destacando as quatro estirpes recomendadas para a inoculacdo da soja no Brasil,
CPAC 7, CPAC 15 (B. japonicum) e SEMIA 587,29 W (B. elkanii), com relacdo a MS de
nodulos, observa-se que as estirpes de B. elkanii apresentou maiores valores, quando
comparadas a inoculas com as estirpes de (B. japonicum), confirmando dados da literatura
(DOBEREINER et al., 1970; NEVES et al., 1985; OKITO et al., 2004, GUIMARAES et al.,
2008; PAUFERRO et al., 2010).
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Tabela 13. Acumulo de matéria seca em plantas de soja cv BRS 133 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 75 dias
apods o plantio. Valores sdo médias de 5 repeticdes.

Parte aérea Raiz Nédulos Planta inteira

Tratamento Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol

-- gvaso™t -----
CPAC 7* 12,2 bc 151 b 0,60 bc 2,59 bc 0,58 e 2,27 e 13,4 cd 199 ¢
CPAC 15* 129 bc 10,7 e 0,70 b 2,33 cd 0,71 d 2,16 e 14,3 bc 15,2 f
USDA 06" 10,2 ef 10,9 e 0,64 bc 2,56 bcd 054 e 1,66 f 113 f 151 f
USDA 110° 88 g 13,6 ¢ 0,53 bc 268 b 041 f 169 f 9,80 g 179 e
USDA 76" 131 b 14,1 ¢ 073 b 1,36 fg 1,14 ¢ 2,80 ¢ 15,0 b 18,2 de
29 W2 9,5 fg 16,8 a 0,50 bc 1,57 ef 134 b 3,69 a 114 f 221 a
SEMIA 5872 15,3 a 16,6 a 1,07 a 183 e 150 a 302 b 178 a 214 ab
SM1b? 10,1 ef 119 d 0,53 bc 1,27 g 1,44 ab 2,65 d 12,1 ef 15,8 f
DF 3952 10,7 e 151 b 0,67 b 2,96 a 148 a 294 b 12,8 de 210 b
USDA 312 42 h 92 f 0,40 cd 1,46 fg 0,40 f 168 f 5,00 h 123 g
USDA 462 116 d 138 ¢ 0,66 bc 2,32 cd 1,12 ¢ 2,90 bc 134 cd 19,0 cd
N&o inoculado 1,2 i 16 g 0,23 d 0,34 h 1,50 i 19 h
Média 10,0 B 125 A 0,61 B 1,94 A 0,97 B 250 A 115 B 16,7 A
CV (%) 51 16,4 52 52

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste DMS (Student) ao nivel de 5% de probabilidade.
* O efeito do tratamento de sombra v pleno solo foi significativa neste parametro para este simbiose de estipe de Bradyrhizobium com soja CV
BRS 133. *Estirpe cedida pela Dr. Mariangela Hungria, Embrapa Soja. * Bradyrhizobium japonicum. 2 Bradyrhizobium elkanii.
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4.3.2 Nitrogénio total acumulado nas plantas de soja

Devido a maior concentracdo do N na parte aérea das plantas sombreadas, em média a
parte aérea acumulou mais N nas plantas sombreadas do que aquelas em pleno sol (Tabela
14). Nos tratamentos individuais houve algumas excecdes, como as plantas inoculadas com as
estirpes de B. elkanii, USDA 31 e 29 W. Entretanto, o N acumulado nas raizes e nédulos foi
muito maior no pleno sol do que na sombra, e em consequéncia a média do N total acumulado
nas plantas inteiras foi maior no sol, mas ainda com as exce¢cdes de uma estirpe de B.
japonicum (CPAC 15) e duas estirpes de B. elkanii incluindo a estirpe padrao (“Type Strain”)
USDA 76, e estirpe SEMIA 587. Santos et al. (1997) também encontrou que o N acumulado
em plantas inteiras inoculadas com estirpe de B. japonicum BR 33 (CB 1809, uma variante da
estirpe CPAC 7) foi maior no pleno sol do que na sombra, mas em contraste dos resultados
apresentados nesta tese, também as plantas inoculadas com a estirpe 29 W acumulou mais N
no tratamento de pleno sol.

O N total acumulado pelas plantas inteiras é essencialmente o N derivado da FBN, a
Unica outra fonte sendo as sementes (~33 mg N vaso de duas plantas). As plantas em pleno
sol, na média tiveram 2,5 vezes mais massa seca de nddulos do que as plantas sombreadas,
mas o N derivado da FBN foi na média somente 12 % maior. Este resultado € surpreendente
mostrando que a eficiéncia da fixacdo de N, era muito maior nas condi¢fes sombreadas.
Dobereiner et al. (1970) foram os primeiros autores que mostraram que as estirpes de
Bradyrhizobium que nodularam soja (na época todas chamadas Rhizobium japonicum) se
dividem em dois grupos pelas relacdo do N fixado, ao peso de MS dos nédulos (a chamada
“eficiéncia nodular”). Os dados deste experimento mostram duas caracteristicas marcantes
guando este parametro é considerado (Tabela 15). Primeiramente, existe esta grande diferenca
em eficiéncia nodular entre as plantas sombreadas e aquelas em pleno sol. Na média as
plantas sombreadas fixaram 2,5 vezes mais N por mg de MS nddulo na sombra do que no
pleno sol. Santos et al. (1997) realizou experimento semelhante, porém ndo disponibilizou os
dados de nodulos para que pudéssemos fazer essa comparacdo. Mas parece que na literatura
néo existe uma explicacdo deste fendmeno.

Ainda, estes resultados mostram um efeito muito marcante das estirpes na eficiéncia
nodular, especialmente nas condigfes sombreadas (Tabela 15). Nestas condicGes a eficiéncia
nodular das estirpes de B. japonicum foi na média 1064 mg N acumulado na planta inteira por
g de MS nédulo. Excluindo o N derivado das sementes (~33 mg vaso™) a eficiéncia nodular
foi em média 1041 mg N fixado por g de MS nodulo para as estirpes de B. japonicum,
comparado com 455 mg N fixado por g de MS nddulo para as plantas noduladas com as
estirpes de B. elkanii. Considerando que estas estirpes foram de origens muito diferentes (as
estirpes do USDA isoladas na Asia e as outras isoladas no Brasil), a diferenca entre as
espécies € muito consistente. Ainda as plantas em pleno sol mostraram a mesma tendéncia,
mostrando valores média da eficiéncia nodular para B. japonicum e B. elkanii de 294 e 205
mg N fixado por g de MS nodulo, respectivamente. Esta diferenca entre a eficiéncia nodular
das estirpes, hoje classificadas como B. japonicum e B. elkanii ja foi relatadas por os varios
grupos trabalhando na Embrapa Agrobiologia, desde o trabalho pioneiro de Dra Johanna
Dobereiner (DOBEREINER et al. (1970); NEVES et al. (1985), SANTOS et al. (1996),
SANTOS et al. (1997), OKITO et al. (2004), GUIMARAES et al. (2008) e PAUFERRO et al.
(2010)), mas este estudo foi feito com muito mais estirpes de cada espécie.
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Tabela 14. Nitrogénio acumulado em plantas de soja cv BRS 133 e inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 75 dias apds o
plantio. Valores sdo médias de 5 repeticoes.

Parte aérea Raiz Nodulos Planta inteira

Bactéria Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol

- mg vaso™ ----
CPAC 7* 589 ¢ 595 a 15* b 58 ab 33* e 115 e 637* ¢ 769 ab
CPAC 15* 650* b 463 ef 17* b 53 bc 41* d 108 ef 708* b 625 ef
USDA 06! 485* d 401 g 16* b 58 ab 34* de 89 h 534 d 548 ¢
USDA 110* 436 d 429 fg 13* bc 64 a 26* ef 100 ¢ 475* e 593 fg
USDA76" 660* b 457 ef 18* b 30 d 59* ¢ 146 ¢ 737* b 633 ef
29 W2 376* f 554 b 10* bcd 34 d 68* b 185 a 454* e 772 a
SEMIA 5872 733* a 476 de 26* a 46 c 78* a 144 ¢ 838* a 667 de
SM1b? 427 d 414 ¢ 12* bc 27 d 83* a 136 d 522* d 576 ¢
DF 3952 546* cd 496 cd 16* b 65 a 79* a 148 ¢ 641* ¢ 710 cd
USDA 312 151* f 356 H 7* cd 27 d 24* g 103 fg 182* f 486 h
USDA 462 585* ¢ 507 ¢ 18* b 53 bc 59* ¢ 163 b 662* ¢ 723 bc
Controle
Média 513 A 468 B 15 B 47 A 53 B 131 A 581 B 646 A
CV (%) 7,2 21,0 6,9 6,5

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de DMS (Student) ao nivel de 5% de
probabilidade. * O efeito do tratamento de sombra v pleno foi significativa neste parametro para este simbiose de estipe de Bradyrhizobium com
soja CV BRS 133. * Estirpe cedida pela Dr. Mariangela Hungria, Embrapa Soja. * Bradyrhizobium japonicum. 2 Bradyrhizobium elkanii.
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Tabela 15. Eficiéncia nodular em plantas de soja cv BRS 133 e inoculadas com as estirpes
Bradyrhizobium, colhidas aos 75 dias ap6s o plantio.

Tratamento Sombra Sol

Eficiéncia Nodular
----------------- (mg N fixado. g n6dulo™) -----------------

Controle - -
CPAC 7} 1063 b 328 ab
CPAC 151 957 ¢ 278 bc
USDA 06! 935 ¢ 316 ab
USDA 110* 1110 a 336 a
USD§762 627 d 217 d
29 W 321 g 202 d
SEMIA 5872 542 e 212 d
SM1b? 343 g 208 d
DF395 415 f 233 cd
USDA 312 385 f 275 bc
USDA 462 569 e 240 cd
Média 661 A 259 B
CV (%) 8,52

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na mesma coluna, ou da mesma letra maidscula
na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de DMS (Student) ao nivel
de 5% de probabilidade. * O efeito do tratamento de sombra v pleno sol foi significativa neste
parAmetro para esta simbiose da estirpe de Bradyrhizobium com soja CV BRS 133. !
Bradyrhizobium japonicum. 2 Bradyrhizobium elkanii.

4.3.3 Valores de & *N(%o)

Conforme explicado anteriormente o valor ‘B’ é o valor da abundancia natural de *°N
do N na leguminosa derivada da FBN. Em experimentos de campo normalmente é impossivel
de recuperar mais do que uma fracdo das raizes e nddulos e para os calculos da contribuicdo
da FBN utiliza-se somente a parte aérea. Por isso o valor ‘B’ relevante neste caso é o valor ‘B’
da parte aérea (‘Bya”). Para este calculo somente precisa o valor da abundéncia natural de N\
da parte aérea menos a contribuicdo do N e 8°N derivado das sementes.

Conforme observado em muitos trabalhos anteriores para muitas espécies de
leguminosa (BODDEY et al., 2000), os nédulos foram enriquecidos em >N (Tabela 16). Em
média os nodulos em plantas sombreadas foram mais enriquecidos (na média por 2,4 %o) em
>N do que as plantas nos tratamentos do pleno sol. Houve também uma tendéncia para os
nddulos das plantas inoculadas com B. japonicum em condicGes de menor intensidade de luz
de exibir um enriquecimento maior do que dos nédulos das plantas inoculadas com B. elkanii
nas mesmas condic¢des, mas em pleno sol esta tendéncia nédo foi evidenciada.

Durante o processo de FBN ocorreu o fracionamento isotopico, ja que os valores do &
>N na parte aérea das plantas, independente do tratamento de inoculacéo, apresentaram-se
menores, quando comparados aos valores do & N da planta inteira, isso mostra uma
preferéncia na distribuicdo de **N para a parte aérea da planta.

Todas as estirpes testadas nesse estudo, na parte aérea das plantas, apresentaram
valores de & *°N negativos, independente das condicdes de cultivo (sol ou sombra) e da estirpe
inoculada, o que é confirmado por Okito et al. (2004); Guimaraes et al. (2008); Pauferro et al.
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(2010) que relatam que valores negativos de & *°N s&o observados na parte aérea das plantas
de soja. A parte aérea das plantas em pleno sol (e os valores de ‘Bpa”) apresentaram valores de
abundancia natural de N significativamente mais negativos do que as plantas sombreadas.
Também, houve uma tendéncia para a abundancia de °N na parte aérea (e os valores de ‘Bpa’)
das plantas dos tratamentos inoculados com estirpes de B. japonicum a serem menos negativo
do que no caso de plantas inoculadas com B. elkanii. Nos trabalhos anteriores de Okito et al.
(2004) e Guimarées et al. (2008) a estirpe 29 W de B. elkanii promoveu valores de ‘Bpa” bem
menor do que a estirpe CPAC 7, e 0 mesmo resultado foi registrado por Pauferro et al. (2010)
para as outras estirpes recomendadas para a producdo comercial de inoculantes no Brasil, as
estirpes SEMIA 587 e 29 W (B. elkanii) promoveram valores de ‘Bpa” em soja (cv. Celeste)
bem mais negativo do que as estirpes de CPAC 7 e CPAC 15 da B. japonicum. Em geral as
demais estirpes de B. elkanii neste trabalho mostraram valores mais negativos do que os das
plantas inoculadas com B. japonicum, mas houve algumas exce¢des, a mais destacada sendo a
estirpe padrdo (“Type strain”) da B. japonicum, USDA 06.

Para calcular o valor ‘B’ da planta inteira ('Byi") € necessario calcular a media
ponderada da abundancia natural de >N em toda a planta incluindo parte aérea, raizes, e
nodulos e subtrair todo N e 8°N das sementes. Houve diferencas significativas, mas da
pequena magnitude entre os tratamentos de sombreamento/pleno sol e as estirpes nestes
valores de "By;".
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Tabela 16. Valores de & N(%o) e Valor ‘B’ em plantas de soja cv BRS 133 e inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 75 dias
apos o plantio. Valores sdo médias de 5 repetigdes.

6 15N(%o) Valor ‘B’ (%o)
Parte aérea Raiz Nodulos Parte aérea’ Planta inteira’

Bactéria Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra Sol
Controle

CPAC 73 -0,39 c¢d -1,16 a 122 d 062 e 11,13 abc 8,19 bc -0,40 cd -1,18 a 0,25 ef 0,38 cd
CPAC 15° -0,20 ab -1,40 b 1,63 abc 0,70 e 11,8 a 8,05 ¢ -0,20 ab -1,42 b 0,55 cd 0,53 bc
USDA 06° -0,05 a -2,00 cd 146 ¢ 034 f 10,73 bed 7,57 cd -005 a -2,04 cd 0,67 abcd -0,21 g
USDA 110° -0,06 a -1,15 a 1,61 abc 1,57 bc 11,41 ab 8,89 ab -0,05 a -1,05 a 0,63 bcd 0,92 a
USDA76* -0,27 bc -145 b 1,13 de 0,65 e 829 f 6,18 f -0,27 bc -1,48 b 0,47 de 0,42 cd
29 w* -101 e -231 e 151 bc 025 f 10,1 de 7,28 de -104 e -234 e 0,73 abc 0,10 ef
SEMIA 587* -0,43 cd -2,16 de 092 e 016 f 10,07 de 6,76 ef -0,44 cd -2,19 de 0,58 bcd -0,06 fg
SM1b* -104 e -219 e 1,72 ab 098 d 10,26 de 7,80 cd -1,06 e -223 e 0,83 ab 0,26 de
DF 395* -053 d -188 ¢ 043 f 0,68 e 10,64 cd 9,39 a -054 d -191 ¢ 0,89 a 0,72 ab
USDA 31* -152 f -192 ¢ 0,28 f 1,77 ab 961 e 927 a -160 f -1,97 ¢ 0,01 f 0,69 ab
USDA 46° -041 cd -156 b 1,01 de 1,39 c 6,85 g 5,09 g -0,41 cd -1,58 b 0,26 ef 0,12 ef
Média -020 A -139 B 1,22 A 092 B 10,08 A 7,67 B -0,06 A -131 B 0,86 A 0,54 B
DMS 0,16 0,16 0,22 0,22 0,72 0,72 0,18 0,06 0,25 0,25

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de DMS (Student) ao nivel de 5%
de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de DMS
(Student) ao nivel de 5% de probabilidade. * Corrigido para 8"°N (%) das sementes assumindo que 50% do N das sementes foi translocado para a
parte aérea das plantas. 2 Média ponderada corrigido para & *°N (%) assumindo que todo o N das sementes foi translocado para a parte aérea das
plantas. * Bradyrhizobium japonicum. # Bradyrhizobium elkanii.
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5. DISCUSSAO GERAL

Hoje, para quantificacdo da contribuicdo da fixacdo biologica de N, (FBN) das
leguminosas em condigcdes de campo, a técnica de abundancia natural de *°N é a mais
utilizada. Isso se deve principalmente, por que se precisa de uma Unica amostragem, durante a
ontogenia da cultura, e hoje em dia as facilidades de analisar a abundancia isotopica de N com
precisdo de 0,20 %o, ou melhor, séo relativamente comuns.

Na aplicacdo da técnica, é necessario avaliar a discriminacdo isotopica do N
(abundancia natural de **N) do N na leguminosa derivada do ar (da FBN), o chamado valor
‘B’. Isso se torna muito importante no caso de leguminosas que obtém altas propor¢des do seu
N desta fonte, como é o caso da soja, que tem o potencial de acumular grandes quantidades de
N desta fonte (ex. > de 300 kg ha) em solos relativamente pobre em N. Frequentemente
pesquisadores utilizaram este técnica e s depois das analises das amostras do material vegetal
retirados do campo, lembram da necessidade de conhecimento do valor ‘B’. Neste caso é
comum procurar na literatura um valor ‘B’ e utiliza-lo para os calculos. Entretanto, este
comportamento implica que o valor ‘B’ determinado em uma circunstancia (ex. casa de
vegetacdo) em uma parte do mundo pode ser universalmente aplicado.

Os trabalhos anteriores conduzidos na Embrapa Agrobiologia em parceria com a
Universidade Federal do Rio de Janeiro, mostraram que o valor ‘B’ é bem diferente para
plantas de soja noduladas com estirpes de Bradyrhizobium japonicum, daquelas noduladas
com B. elkanii. Entre as quatro estirpes de Bradyrhizobium recomendadas para a fabricacédo
de inoculantes comercias no Brasil, existem duas estirpes de B. japonicum (CPAC 7 e CPAC
15) e duas de B. elkanii (29 W e SEMIA 587) e os estudos feitos pela equipe mostrou grandes
diferencas nos valores ‘B’ promovidos por estas estirpes diferentes.

Os objetivos principais do estudo desta dissertacdo foram de determinar esta diferenca
de valores ‘B’ entre as duas espécies de Bradyrhizobium, determinar o efeito da variedade da
soja nestes valores do ‘B’ e como condicdes de intensidade da luz impactam neste fator.

O primeiro experimento foi feito para determinar o valor ‘B’ em casa de vegetagdo
(intensidade de luz reduzida) com quatro estirpes de B. japonicum e oito estirpes de B. elkanii
com uma cultivar de soja (BRS 133). Os resultados mostraram que duas das estirpes de B.
elkanii, incluindo o estripe padrdo (“Type Strain”) da espécie USDA 76, formaram poucos
nodulos e foi levantada as hipoteses que este problema poderia ser uma consequéncia da
incompatibilidade desta estirpe com a cultivar utilizada, ou a perda da efetividade da estirpe
apo6s muitos anos de estocagem na colecdo da Embrapa Agrobiologia. O segundo experimento
foi feito para determinar o efeito da variedade da planta nos valores ‘B’ promovidos por trés
estirpes de B. japonicum e seis estirpes de B. elkanii de novo em casa de vegetacdo com a
intensidade de luz reduzida. Mais uma vez a estirpe padrdo da B. elkanii (USDA 76) formou
poucos nodulos indicando que o problema ndo era incompatibilidade com a variedade BRS
133 da soja. Um isolado da estirpe de USDA 76 foi fornecido da colecdo de culturas da
Embrapa Soja, e em seguida se mostrou bastante eficiente na simbiose com a soja. No
experimento trés as plantas foram crescidas em vasos de areia/perlita, metade no pleno sol e
0s outros numa area coberta com “sombrite” que reduziu a intensidade da luz por 50 %. Este
tratamento foi introduzido para simular uma avaliacdo em condigdes semelhantes da casa de
vegetacdo e averiguar se este ambiente diferente teria um impacto nos valores do ‘B’.

Em todos os experimentos houve pelo menos uma tendéncia para as plantas inoculadas
com as estirpes de B. elkanii de acumular mais MS de nodulos do que as plantas noduladas
com estirpes de B. japonicum. Também houve uma tendéncia para as estirpes de B. japonicum
de acumular mais N derivada da FBN e o resultado foi que a eficiéncia nodular (o N derivado
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da FBN por g de MS de nddulo) foi maior em simbioses formadas com B. japonicum
comparado com B. elkanii. No caso de plantas crescidas em vasos no campo e sombreados,
esta diferenca foi muito grande (mais de duas vezes mais MS de nddulos com plantas
noduladas com B. japonicum do que com B. elkanii). O N acumulado da FBN foi em média
somente 12 % maior em plantas crescidas em pleno sol do que na area sombreada, mais como
a massa de nodulos foi muito maior a eficiéncia nodular foi muito maior nas condicGes de
baixa intensidade de luz.

A descoberta deste efeito espetacular da reducéo de luz na eficiéncia nodular é inédito
e levanta muitas questdes sobre a interacdo de fotossintese com a fisiologia da soja e a
proporia fixacdo de Ny por esta simbiose.

Referente a determinacédo do valor ‘B’, os resultados indicam que a avaliacao do valor
‘B’ deve ser conduzida em plantas com o mesmo estagio de maturidade que estd sendo
utilizada para amostrar as plantas no campo. Também a avaliacdo do valor ‘B’ em condicdes
de intensidade de luz reduzida (ex. casa de vegetacdo) pode levar ao resultado de um valor ‘B’
menos negativo que do que aquele determinado em pleno sol e assim provavelmente menos
apropriado para a utilizagéo de calcular a contribuicdo da FBN em leguminosa em condiges
de campo.

Se o valor de "By € significativamente menor do que zero, significa que o processo da
fixacdo de N, pela simbiose soja/Bradyrhizobium promove um fracionamento isotdpico na
transformacéo de N, para o N fixado. Unkovich (2013) alegou que ndo existe evidéncia com
os estudos feitos até agora de apoiar a existéncia de um fracionamento neste processo,
principalmente porque a medigdo do valor absoluto da abundancia de *N é cercada com
fontes de erro. Os resultados dos trabalhos anteriores de Okito et al., (2004), Guimardaes et al.,
(2008) e Pauferro et al., (2010) mostraram valores negativos e de maior magnitude do que
neste presente estudo. Como nos trabalhos anteriores os valores de "By para as simbioses
formadas com soja pelas estirpes de B. elkanii foram significativamente mais negativos dos
valores daqueles formadas pelas estirpes de B. japonicum, um dos valores tem para ser
significativamente diferente do zero %o (o valor do N, do ar). Portanto a evidéncia
apresentada nestes trabalhos anteriores confronta a alegacdo do Unkovich (2013) e sim, existe
um fracionamento isotopico no processo da fixacdo bioldgica de N, pelas simbioses de soja
com Bradyrhizobium. Entretanto, a pesar das diferencas estatisticamente significativas nos
valores de "By registrados entre as simbioses formadas pelas diferentes estirpes de
Bradyrhizobium nos experimentos conduzidos nesta dissertacdo, o fato que as magnitudes
deles sdo pequenas (menores de + ou - 1,0 %0) ndo é possivel de fazer-se uma conclusdo firme
sobre a possiblidade da existéncia de um fracionamento isotépico significativa durante o
processo da FBN na simbiose de soja com estirpes de Bradyrhizobium.
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6. CONCLUSOES

Nos trés experimentos, houve pelo menos uma tendéncia para as plantas noduladas
com as estirpes de B. elkanii de acumular mais MS de ndédulos do que as plantas noduladas
com estirpes de B. japonicum e ainda uma tendéncia para as estirpes de B. japonicum de
acumular mais N derivada da FBN, com isso a eficiéncia nodular foi maior em simbioses
formadas com B. japonicum quando comparado com B. elkanii.

Para todos os parametros avaliados (massa seca, N total acumulado e Valor ‘B’) ndo
houve influencia das cultivares de soja nos resultados, e sim das estirpes de Bradyrhizobium
spp. utilizadas.

O valor ‘B’ deve ser determinado em plantas com 0 mesmo estagio de
desenvolvimento que estd sendo utilizada para amostras em plantas no campo. Ainda
avaliacdo do valor ‘B’ em condi¢Oes de intensidade de luz reduzida pode levar a resultados de
um valor ‘B’ menos negativo do que aquele determinado em pleno sol e assim provavelmente
menos apropriado para a utilizacdo nos calculos da contribuicdo da FBN em leguminosa em
condicGes de campo.

Os valores de "B,,;” apresentados entre as simbioses formadas pelas diferentes estirpes
de Bradyrhizobium nos experimentos conduzidos, as magnitudes deles sdo pequenas (menores
de + ou - 1,0 %o) com isso ndo é possivel afirmar que houve um fracionamento isotopico
significativo durante o processo da FBN na simbiose de soja com Bradyrhizobium.
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