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VARIABILIDADE DE ESTIRPES DE Bradyrhizobium ASSOCIADAS A
CULTURA DA SOJA SUBMETIDA A DIFERENTES MANEJOS DO SOLO*

Autor: Mariel Josué Bizarro
Orientador: Prof. Pedro Alberto Selbach

RESUMO

A fixacdo biolégica do nitrogénio é capaz de suprir toda demanda de
nitrogénio da cultura da soja. Entretanto, diversos fatores podem impedir a
expressao da maxima eficiéncia deste processo. Tanto a semeadura quanto o
preparo do solo geram mobilizagcao, que favorece a mineralizagdo da matéria
organica. Este nitrogénio mineralizado pode ser suficiente para limitar a fixagéo
bioldégica, mas insuficiente para suprir toda necessidade da cultura. Assim os
objetivos deste trabalho foram: (Estudo |) avaliar a resposta a inoculagdo da
soja a campo sob diferentes sistemas de manejo; (Estudo Il) verificar a
existéncia de interagdes entre estirpes de Bradyrhizobium e cultivares de soja,
que sejam mais tolerantes a presenca do nitrogénio mineral; (Estudo IIl) avaliar
a variabilidade genética de estirpes de Bradyrhizobium apds introdugcéo no
solo; e identificar as estirpes presentes nos nodulos coletados no campo.
(Estudo I) Avaliou-se o numero e massa de nodulos, além da massa da parte
aeérea e o teor de nitrogénio de plantas de soja coletadas e o teor de nitrogénio
mineral do solo em experimento de campo. (Estudo IlI) A verificagdo de
interacdes entre Bradyrhizobium e cultivares de soja resistentes ao nitrogénio
mineral foi realizada em casa de vegetagao, utilizando-se vasos do tipo
Leonard com solugao nutritiva. Adicionaram-se concentragdes de 0, 8, 16 e
24mM de nitrogénio, quatro cultivares de soja e quatro estirpes de
Bradyrhizobium. (Estudo Ill) A variabilidade genética e a caracterizagao
soroldgica dos rizébios introduzidos no solo foram avaliadas em isolados
obtidos de ndodulos de plantas de soja sob diferentes sistemas de manejo.
(Estudo 1) Houve resposta a inoculagdo em termos de aumento da nodulagao,
massa da parte aérea e nitrogénio total no tecido de plantas de soja no
experimento de campo. (Estudo Il) Encontrou-se variagdo na magnitude da
tolerancia da FBN, ao aumento do teor de nitrogénio mineral, dependendo da
cultivar de soja, sendo a BRS-Torena a mais tolerante, e da estirpe de
Bradyrhizobium, sendo as SEMIA 587 e SEMIA 5019 mais resistentes. (Estudo
[ll) A variabilidade genética foi maior no plantio direto do que no plantio
convencional, maior na adubagcdao mineral, do que na adubagao organica, e
maior no cultivo de trigo ou aveia do que na aveia e ervilhaca. Dentre as
estirpes utilizadas a SEMIA 587 e SEMIA 5019, apresentaram uma ocupacao
nodular de 92% caracterizando-as como mais competitivas.

! Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo, Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncia do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (97p.), maio, 2008.
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VARIABILITY OF Bradyrhizobium STRAINS ASSOCIATED TO SOYBEAN
UNDER TO DIFFERENT SOIL MANAGEMENT?

Author: Mariel Josué Bizarro
Adviser: Prof. Pedro Alberto Selbach

ABSTRACT

The biological nitrogen fixation can supply all needed nitrogen to
soybean. However, several factors can affect the expression of the maximum
efficiency of this process. Both sown and soil mobilization can increase soil
organic matter mineralization and it can release nitrogen to soil solution, which
can be enough to limit the biological fixation, but insufficient to supply all the
needs of the soybean N. The aimed of this research was: (Study I) to evaluate
the soybean response to inoculation under different management systems;
(Study II) to verify the existence of interactions among Bradyrhizobium strains
and soybean genotypes which are more tolerant to the presence of mineral
nitrogen; (Study 1ll) to evaluate the genetic variability of Bradyrhizobium strains
after their introduction into the soil and to identify the strains present in soybean
nodules collected in the field. (Study |I) The nodules were counted and the dry
mass measured. They also was measured the nitrogen content, the dry mass of
soybean plant and the soil mineral nitrogen in field experiment. (Study Il) The
interactions among Bradyrhizobium and resistant to mineral nitrogen soybean
genotypes were carried out in Leonard jars with nutritious solution. In this
experiment it was used four nitrogen doses (0, 8, 16 and 24mM), four soybean
genotypes and four Bradyrhizobium strains. (Study Ill) The genetic variability
and nodules occupancy of the rhizobia introduced in the soil were evaluated in
isolated microorganisms obtained from soybean nodules collected in the field.
(Study 1) The inoculation positively affected the number of nodules and its
mass, the above ground dry mass and nitrogen content. (Study IlI) The
tolerance of BNF to increasing of mineral nitrogen was variable and it was
dependent of soybean genotype (BRS-Torena the most tolerant) and of
Bradyrhizobium strain (SEMIA 587 and SEMIA 5019 more resistants). (Study
[Il) The genetic variability was larger in the no tillage than in the conventional
tillage, larger in the mineral fertilization than in the organic. Similar fact was
observed in the wheat or oat cultivation compared with oat and hairy vetch. The
SEMIA 587 and SEMIA 5019 presented a nodule occupation of 92%
characterizing them as more competitive Bradyrhizobium strains.

2 Doctorate Thesis in Soil Science, Agronomy Faculty, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (97p.) - may, 2008.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os teores de nitrogénio nos solos brasileiros, de um modo geral, situam-
se na faixa de 0,05 a 0,30%, apresentando quantidades insuficientes para a
producdo das diferentes culturas agricolas. Consequentemente, este
macronutriente € o mais limitante a produtividade das culturas e pode
representar cerca de 70% dos custos de adubagdo nos paises em
desenvolvimento. Com a intensificagdo da agricultura, especialmente em
regides tropicais e subtropicais, as exigéncias nutricionais por nitrogénio, bem
como sua remogao, sejam por plantas ou perdas por lixiviagdo e ou erosao,
sdo ampliadas. A reposicdo do nitrogénio do solo ocorre pela adicdo de
fertilizantes nitrogenados ou pela fixacdo biologica, realizada por
microrganismos de vida livre ou simbidticos. Faz-se necessaria a busca de
fontes alternativas para a adubacdo nitrogenada, visando o aumento da
produtividade dos cultivos de forma ecologicamente aceitavel e
economicamente sustentavel.

A simbiose entre bactérias diazotroficas e leguminosas € o exemplo
mais conhecido de interacdo entre planta e fixadores de nitrogénio. Cabe
salientar que nesta area os trabalhos desenvolvidos pelo Departamento de
Solos-UFRGS e pela FEPAGRO-RS foram pioneiros no pais, com substancial
contribuigdo para o setor. A fixagdo biolégica do nitrogénio na cultura da soja
permite que esta cultura seja auto-suficiente em relagdo a este elemento. A
inoculagcado anual é uma pratica recomendada na cultura da soja para garantir a
formagao de nddulos com estirpes altamente eficientes na fixagdo do nitrogénio
atmosférico. Entretanto, casos de insucesso relacionado a inoculagdo sao
descritos. O insucesso pode estar relacionado ao fato do cultivo da soja estar
sujeito a diversos sistemas de manejo, o que predispde a uma diversidade de
fatores que interferem no processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio, tais

como preparo do solo e adubagéo organica ou mineral. Outro importante fator



de interferéncia neste sistema € o nitrogénio mineral do solo, sendo conhecido
o efeito inibitério do nitrogénio mineral sobre a fixagao bioldgica. Apesar disto,
nao ha referéncias quanto a magnitude deste efeito sobre as estirpes
recomendadas e cultivares de soja. Além disso, € necessario estudar a
sobrevivéncia e competitividade das estirpes utilizadas no campo, além da
variabilidade genética destas, associadas a diferentes manejos do solo.
Sistemas conservacionistas de preparo do solo que utilizam rotagées de
culturas, incluindo plantas leguminosas, permitem aporte de nitrogénio via
fixacdo biologica. Por outro lado, a utilizagdo de sistema conservacionista,
como o plantio direto (PD), com uso de culturas de alto aporte de carbono vem
aumentando no solo os teores de matéria organica e, consequentemente, de
nitrogénio organico. A mineralizacdo desta matéria organica pode ser um fator
limitante a fixagao biolégica do nitrogénio (FBN) sendo suficiente para impedir a
nodulagdo, mas insuficiente para o suprimento total da cultura,

consequentemente determinando menores rendimentos de graos.

O trabalho tem por hipéteses que:

1. Sistemas de manejo do solo afetam diferentemente os fatores que
interferem na FBN. O sistema de manejo que reduz a agao destes
fatores € o que apresenta a maior resposta a inoculagao da planta.

2. O efeito inibitério do nitrogénio mineral sobre a FBN depende da
estirpe e da cultivar de soja em interagdo, sendo possivel selecionar
interagdes mais tolerantes ao nitrogénio mineral do solo.

3. A ocupacgao dos nodulos de soja € predominantemente pertencente a
uma estirpe, a mais competitiva.

4. A variabilidade genética de estirpes de Bradyrhizobium introduzidas

no solo esta relacionada ao sistema de manejo.

Tendo em vista a diversidade de fatores que interferem na fixagcao
simbidtica do nitrogénio na soja, o presente trabalho teve por objetivos: a)
avaliar o efeito de diferentes manejos do solo sobre o teor de nitrogénio mineral
do solo, sobre a nodulagao, a produgao de matéria seca e o nitrogénio total do
tecido da parte aérea da planta; b) verificar a existéncia de interagcdes entre

diferentes estirpes de Bradyrhizobium e diferentes variedades de soja, que



sejam mais tolerantes a presencga de nitrogénio mineral do solo sem que haja
danos a FBN; c) avaliar a variabilidade genética das estirpes recomendadas
para a cultura da soja, no solo submetido a diferentes sistemas de manejo apos
seis anos de inoculagado; d) avaliar o efeito de diferentes sistemas de cultivo
sobre a sobrevivéncia das estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e
SEMIA 5080 no solo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 SIMBIOSE RIZOBIO-LEGUMINOSA

2.1.1.1 Caracteristicas gerais da espécie Glycine max

Embora na usual classificacdo sistematica a soja seja classificada como
pertencente a familia Leguminosae, alguns taxonomistas a classificam como
pertencente a familia Fabaceae, adotando a proposta sugerida por Delorit &
Gunn (1986), que subdivide a familia Leguminosae, criando a subfamilia
Fabaceae na qual a soja estaria incluida.

A soja [Glycine max (L.) Merrier] destaca-se dentro do género Glycine,
devido a sua importancia econdmica e elevado valor nutricional. Na descricido
botanica geral, a espécie Glycine max € uma planta herbacea anual, que
apresenta caule ereto, ramificado e piloso, normalmente com a altura variando
de 30 a 150 cm. As folhas primarias sdo unifolioladas e opostas e as demais
folhas sao ftrifolioladas e pinadas. Apresenta pequenas flores reunidas em
cachos curtos com coloragdo branca, rosada ou violacea, que uma vez
polinizadas originam vagens oblongas e pilosas, com uma a cinco sementes.
As sementes sao lisas, ovdides ou globosas, possuindo hilo quase sempre
castanho, mas cuja coloragao varia de acordo com a variedade. O sistema
radicular tem forma de raiz pivotante com numerosas raizes laterais (Gomes,
1990).

A soja apresenta duas fases de desenvolvimento: a fase vegetativa e a
fase reprodutiva. A completa maturagcado da soja pode variar de 75 dias para as
variedades precoces e 200 dias para as variedades tardias (Vargas & Hungria,
1997). No Brasil, a soja é classificada em quatro grupos de maturagao:

precoce, semiprecoce, tardia e semitardia e, dependendo da regido onde a soja



€ cultivada, uma quinta classificacdo pode ser incluida, a de média maturacao
(Embrapa, 1993).

A necessidade total de agua na cultura da soja varia entre 450 e
800mm, dependendo das condigbes climaticas, do manejo da cultura e da
duracéo do ciclo (Embrapa, 2002). Embora esta leguminosa seja considerada
como tolerante ao estresse hidrico, € nos periodos de germinagao-emergéncia
e floragdo-enchimento dos grdos que a disponibilidade de agua torna-se
extremamente importante para o seu desenvolvimento. Na fase da germinacgao-
emergéncia, o teor de agua no solo deve ficar na faixa de 50-85% do total
maximo de agua disponivel, pois tanto o excesso quanto o déficit de agua sao
prejudiciais a obtencdo de uma boa uniformidade na populagao de plantas e o
estabelecimento da simbiose rizébio/leguminosa (Embrapa, 2002).

O desenvolvimento da soja ocorre em uma ampla faixa de temperatura
(20-30°C). Entretanto, tem sido relatado que temperaturas elevadas ocasionam
disturbios na floracdo e na maturacdo, enquanto que as temperaturas mais
baixas reduzem ou paralisam o crescimento vegetativo (Embrapa, 2002).

A adaptagao de diferentes cultivares a determinadas regides climaticas
depende, além das exigéncias hidricas e térmicas, de sua exigéncia
fotoperiddica. A soja é considerada uma planta de dias curtos. Assim, em
funcao dessa caracteristica, € determinada a faixa de adaptabilidade de uma
cultivar, sendo a sensibilidade ao fotoperiodo uma caracteristica variavel entre
cultivares (Vargas & Hungria, 1997).

Dentre os elementos mais exigidos para a nutricdo da soja estdo o
nitrogénio e o potassio, seguidos dos elementos calcio, magnésio, fosforo e
enxofre. Para suprir a alta demanda de nitrogénio, tdo necessario para
constituicdo e reservatorio de proteinas nos graos, a soja recorre as formas do
elemento disponiveis no solo. Como nos solos os teores deste elemento sdo
baixos, e a pratica da utilizagdo de adubos nitrogenados uma pratica que gera
impactos ambientais e elevados custos de producdo, a utilizacdo da fixacao
biolégica do nitrogénio € uma excelente alternativa no caso da soja (Embrapa,
2002).



2.1.1.2 Bactérias diazotréficas do género  Bradyrhizobium -
Caracteristicas gerais

As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium apresentam
crescimento lento, tempo de geragédo de 7 a 13 horas e alcalinizagdo do meio
de cultivo levedura-manitol, contendo azul de bromotimol como indicador de
pH. Os bradirrizébios s&do predominantemente aerdbios e quimiorganotroficos,
nao esporulam, sdo Gram-negativos e possuem a forma de bastonete, com
tamanho variavel de 0,5-0,9 x 1,2-3,0 um, sendo a sua mobilidade dada por um
flagelo polar ou subpolar. Granulos de poli-pB-hidroxibutirato sdo encontrados
com frequéncia no interior das células. A temperatura 6tima para o seu
crescimento ocorre entre 25 e 30°C e em meio de cultivo levedura-manitol
apresentam colb6nias brancas, circulares, convexas e opacas, raramente
translucidas, tendendo a ser granulares na textura e seu tamanho nao excede
a um milimetro de didmetro para um periodo de incubagao de cinco a sete dias.
As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium sdo capazes de induzir a
nodulagdo em leguminosas tropicais e temperadas (Holt et al., 1994;
Somasegaran & Hoben, 1994; Sahgal & Johri, 2003; Willems, 2006).

O grupo de bactérias que fixam nitrogénio atmosférico no interior de
nodulos em raizes de leguminosas foi inicialmente enquadrado no género
Rhizobium, sendo a denominagdo baseada essencialmente na interacéo
seletiva do hospedeiro, de acordo com os chamados grupos de inoculagéo
cruzada (Fred et al., 1932). A partir do reconhecimento dos grupos de
inoculagao cruzada, as bactérias responsaveis pela nodulagdo da soja foram
classificadas como Rhizobium japonicum. As limitagdes do método da infeccao
em plantas e as diferengas existentes nas espécies pertencentes a este género
mostraram que o0 género Rhizobium consistia de um grupo de bactérias
bastante diverso. Este fato determinou a sua divisdo em dois grupos, um de
crescimento rapido e outro de crescimento lento, embora a divisdo do género
Rhizobium em duas classes, de acordo com o tempo de geragéo, ja houvesse
sido sugerida por Lohnis & Hansen (1921).

Jordan (1982), ao reclassificar algumas espécies de rizdbios baseando-
se em caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e genéticas para

diferencia-las, separou as que apresentavam crescimento lento em um novo



género denominado Bradyrhizobium. Entre as espécies reclassificadas por
Jordan (1982) estava a espécie R. japonicum.

Na década de 80 e inicio da década de 90, varios trabalhos
demonstraram a existéncia de grande variabilidade genética e fisiologica entre
as estirpes de B. japonicum (Hollis et al., 1981; Stanley et al., 1985;
Minamisawa, 1990). Inicialmente, estudos desenvolvidos por Hollis et al. (1981)
com diversas espécies de Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium usando
técnicas de hibridizagdo de DNA-DNA, demonstraram que as estirpes de B.
japonicum poderiam ser divididas em dois grupos principais de homologia de
DNA (Stanley et al., 1985).

As diferengas genéticas inicialmente demonstradas por Hollis et al.
(1981) na espécie B. japonicum, originaram novos estudos buscando
correlacionar caracteristicas fenotipicas e genéticas relatadas nos grupos | e Il
nesta espécie (Huber et al., 1984; Kuykendall et al., 1988; Minamisawa, 1990;
Minanisawa & Fukai, 1991). Os resultados obtidos nestes estudos levaram
Kuykendall et al. (1992) a sugerirem a subdivisdao de B. japonicum em duas
espécies: B. japonicum, com as estirpes do grupo | (I e 1a) e B. elkanii, com as
estirpes do grupo Il, sendo esta nova nomenclatura aceita e validada pelo
International Journal of Systematic Bacteriology a partir de 1993.

Em um trabalho realizado por Rumjanek et al. (1993) baseado na
analise de alguns parédmetros, como assimilagdo da amdnia pela glutamina
sintetase (GS) in vitro e hibridizagcdo com a sequéncia 16S rRNA, as duas
principais estirpes de B. japonicum recomendadas para inoculantes no Brasil
(SEMIA 5019 e a SEMIA 587), foram definidas como membros da espécie B.
elkanii. Lunge (1993) através de um estudo com onze oligonucleotideos
iniciadores arbitrarios e analise de RAPD, observou que algumas estirpes
"naturalizadas" diferenciavam-se, embora n&o tenha sido feita nenhuma
correlagdo com a divisdo em genotipos ou espécies. Analises posteriores
utilizando técnicas de PCR (Sato et al., 1999) e caracteristicas fenotipicas
(Lemos, 1994; Boddey & Hungria, 1995) constataram a existéncia de dois
agrupamentos envolvendo as quatro estirpes “naturalizadas”, o primeiro
formado pelas estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 e o segundo formado pelas
estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019. Atualmente as estirpes de bradirrizébios

que nodulam a soja e que sdo recomendadas para produc¢do de inoculantes no



Brasil, sdo classificadas como B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e B.
elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019).

2.1.1.3 Fixacgao Bioldgica do Nitrogénio em Leguminosas

O nitrogénio é um dos nutrientes mais limitantes a producado de gréos
nas regides de clima tropical, e sua fixacdo biolégica € importante para
produgao vegetal. No Brasil a 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 (Hungria et al., 2005; Fagan et al., 2007).

O processo de fixagao bioldgica quebra a molécula de N, e transforma
em NH,4, ocorrendo grande gasto energético por parte da planta (Burris, 1999;
Taiz & Zieger, 2004). O complexo enzimatico capaz de realizar a FBN é
denominado de Nitrogenase. Este complexo € formado por duas proteinas, um
componente maior ou Mo/Fe-proteina, constituido de um tetramero de FeMoS,
e o componente menor ou Fe-proteina. Durante a fixacdo do nitrogénio, a Fe-
proteina € reduzida primeiro e transfere elétrons para MoFe-proteina, com
consumo de ATP. A Mo/Fe-proteina recebe os elétrons que sao direcionados
para o N localizado no sitio ativo, efetuando a redugcdo do nitrogénio
atmosférico até aménia. Por sua vez, as enzimas glutamina sintetase e a
glutamato sintase convertem o NH;" em aminoacidos (Burris, 1999; Taiz &
Zieger, 2004).

Para que se estabeleca a interagao entre bactéria e planta hospedeira
sdo necessarias diversas etapas. Inicia com sinalizagbes moleculares entre o
hospedeiro e a bactéria no solo, quando flavondides sao exudados pelas raizes
da planta que induzem, nos rizobios, a expressdo dos genes nod (Lépez-
Garcia et al., 2002; Ausmees et al., 2004). A expressao dos genes nod origina
enzimas de biossintese e liberagcdo de lipo-quito-oligossacarideos que sao
secretados (também conhecidos como fatores Nod) os quais sao essenciais no
processo de infecgdo (Gresshoff, 2003; Ausmees et al., 2004; Kalita et al.,
2006). Polissacarideos de superficie e/ou proteinas secretadas pelas bactérias
também sao requeridos na nodulagdo e interferem na especificidade
hospedeira (Ausmees et al., 2004; Kalita et al., 2006).
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2.1.2 FATORES QUE INTERFEREM NA NODULACAO E NA FIXACAO DO N,

Considerando-se o sistema solo — planta — bactéria, varios fatores
podem interferir na nodulacéo e na fixacdo do N,. Os efeitos e recomendacdes

para alguns fatores sdo apresentados na Tabela 1.

2.1.2.1 Elementos edafo-climéaticos

Dentre os principais fatores que restringem a resposta da soja a
inoculagao, destacam-se a acidez do solo e fatores nutricionais relacionados,
competicao por sitios de nodulagao entre as estirpes presentes no inoculante e
as ja estabelecidas no solo e grande mortalidade de células aderidas a
semente durante a semeadura em periodos de alta temperatura e baixa
umidade do solo (Freire & Vidor, 1971; Munns, 1977; Keyser & Munns, 1979;
Vidor, 1981; Morote et al., 1990; Hungria & Vargas, 2000).

Solos acidos e com baixa fertilidade sdo comuns nas areas de producao
e, frequentemente, apresentam concentracbes toxicas de aluminio e, em
alguns casos, de manganés (Lal, 1993). Tais condigdes de solos acidos podem
determinar problemas para a planta, bactéria e simbiose (Giller & Wilson, 1993;
Kahindi et al., 1997; Zahran, 1999). Ha variagao entre espécies e entre estirpes
quanto a toleréncia a acidez (Lowendorff, 1981; Vargas & Graham, 1988;
Brockwell et al., 1995; Hungria et al., 1997; Hungria & Vargas, 2000). Embora o
pH ideal para o crescimento varie entre 6,0 e 7,0 (Jordan, 1984; Hungria &
Vargas, 2000), alguns poucos rizobios apresentam bom desenvolvimento em
pH abaixo de 5,0 (Graham et al.,, 1994; Hungria & Vargas, 2000). Exce¢des
incluem estirpes de Rhizobium tropici, Mesorhizobium loti e Bradyrhizobium sp.
Particularmente Sinorhizobium meliloti € descrito como altamente sensivel a
acidez (Brockwell et al., 1995). Entretanto, varia¢cdes na tolerancia a pH acido
foram descritas para estas espécies (Graham et al., 1994; Hungria & Vargas,
2000).

A temperatura é outro importante fator que interfere na fixagao bioldgica

do nitrogénio (FBN). Temperatura de solo situada em 25°C é apontada como
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adequada para boa nodulacédo e fixagdo do nitrogénio em leguminosas
tropicais (Norris & Date, 1976; Hungria & Vargas, 2000).

TABELA 1. Fatores que interferem na fixacdo bioldégica do nitrogénio e

possiveis recomendacdes (Montares, 2000)

Fatores que
afetam FBN

Efeito

Recomendacgdes

Temperatura
& umidade

Fertilizagao
Nitrogenada

Pesticidas,
fungicidas e
inseticidas

Culturas
Consorciadas

Acidez
do solo

Preparo

* Sobrevivéncia do rizébio no solo’
* Nodulag&o e fixagao do nitrogénio? *
* Inibigdo da fixagao.

* Geralmente o nitrogénio combinado
reduz ou inibe a nodulagdo e a fixagao
do nitrogénio. Devido a este efeito,
geralmente  recomenda-se a nao
utilizagdo de fertilizante nitrogenado em
leguminosas. Entretanto o fertilizante
nitrogenado é utilizado em culturas con-
sorciadas ou em rotagdo com cereais, 0
que pode afetar a fixagdo do nitrogénio
das leguminosas.

* A compatibilidade entre rizébio e
pesticidas é pouco compreendida, exceto
para fungicidas.9 10

* Os inseticidas ndo apresentam efeito
sobre a nodulagdo se este nao for
aplicado diretamente sobre a semente.

* O efeito de herbicidas sobre a
sobrevivéncia do rizobio ndo ¢é
conhecido.

* Aumento da oportunidade de uso do
nitrogénio ciclado, reduzindo a
necessidade de insumos nitrogenados,
por aumentar a disponibilidade do N no
solo ou pela transferéncia do N.

*

Solos acidos reduzem a produgao
agricola e a fixagao do nitrogénio

Quando o preparo € minimizado,
determinam-se baixas taxas de
mineralizagdo e nitrificacdo, associado
com aumento da imobilizagdo do N e alto

potencial de denitrificacdo o que
determinara um decréscimo no N
disponivel

* Colocar o in6culo em camadas de solo
mais profundas, quando a camada do topo
apresenta temperaturas elevadas.®

* A cobertura do solo pode conservar
umidade e reduzir a temperatura do solo.’

* O nitrogénio mineral tem pouco efeito
sobre o desenvolvimento de leguminosas
de grdos, a menos que se aumente a
eficiéncia do uso do nitrogénio disponivel.’

* E possivel que pequenas quantidades de
fertilizante nitrogenado permitam aumento
do rendimento sem que ocorra a redugao da
quantidade de nitrogénio fixado.”®

* Ha uma variabilidade muito grande de
efeitos, o que se recomenda é testar o
efeito da utilizagdo de determinado
agroquimico para cada inoculante.

* O efeito do pesticida sobre a fixagdo do N
pode ser minimizado se ndo existir um
contato direto entre eles.

* A quantidade total de nitrogénio fixado por
area em culturas consorciadas é geralmente
pequena devido ao decréscimo da
densidade populacional da leguminosa, e o
aumento da competicao por luz e nutrientes
da nao-leguminosa. O aumento da
quantidade de nitrogénio fixado pode
ocorrer se a leguminosa consorciada utilizar
eficientemente os recursos limitados (for
mais agressiva)12

* Utilizar cultivares e Rhizobium tolerantes a
solos acidos

* Uso de calagem para atingir um pH no
qual elimina-se o aluminio e o manganés
toéxico.

* A redugdo do preparo pode estimular a
demanda e a fixagdo do N,. Preparo
reduzido ou plantio direto estimulam a
fixacdo do N e determinam um novo
equilibrio entre a taxa de entrada dos
residuos e a taxa de decomposicdo."’

" Bowen & Kennedy (1959); “ Hardarson & Jones (1979); ° Montafies et al. (1995); * Hungria & Franco
(1993); ® Roughley (1980); © Hardarson (1991); 7 Boote et al. (1978);  Poole et al. (1983); ” Ramos et al.
(1993); "° FAO (1984); " van Kessel & Hartley (2000)
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Temperaturas de solo superiores a 35°C, comumente encontradas em regides
produtoras de soja, determinam baixa nodulagao, principalmente se as estirpes
utilizadas nao sao aptas para tal condigao (Munévar & Wollum II, 1981). Galleti
et al. (1971) demonstraram que temperaturas em torno de 33°C prejudicam a
iniciacdo dos nddulos e a eficiéncia fixadora de nitrogénio em soja, sendo a
temperatura de 27°C considerada a ideal para estes dois fatores. Segundo
Pankhurst & Sprent (1976), a maior atividade da nitrogenase ocorre entre 19 e
30°C, com decréscimo acentuado fora destes limites.

Uma das formas de reduzir a temperatura do solo € a manuteng¢ao da
resteva da cultura anterior na superficie, que ainda ajuda reter umidade
promovendo melhores condigdes a nodulagédo da soja e protege o solo contra a
erosédo (Voss & Sidiras, 1985; Bragagnolo, 1986; Derpsch, 1991).

Assim como a acidez e a temperatura, o estresse hidrico € um
importante fator de interferéncia na FBN. O estresse hidrico interfere no
crescimento e sobrevivéncia do rizébio, na formacdo e longevidade dos
nodulos, na sintese de leghemoglobina e nas fungdes do ndédulo. Estresse
severo por falta da agua pode levar a interrupgao irreversivel da fixagdo do N
(Sprent, 1976; Vincent, 1980; Walker & Miller Jr., 1986; Venkateswarlu, 1989;
Stamford, 1990; Guerin, 1991; Hungria & Vargas, 2000).

Algumas estratégias para reduzir os efeitos da acidez, de temperaturas
altas e ressecamento do solo s&o reportadas na literatura. Existem diferencas
fisiologicas entre espécies de plantas, espécies de rizdbios e estirpes em
relacdo a temperatura, estresse hidrico e acidez. Tais diferencas podem ser
consideradas em programas de melhoramento de rendimento de leguminosas
em areas sujeitas a estes estresses (Karanja & Wood, 1988).

Camara (1998) afirma que o pH do solo deve estar em torno da
neutralidade, no qual o desempenho da FBN é melhor. Solos acidos podem ser
corrigidos por meio de calagem bem dimensionada. Além de corrigir a acidez
do solo, a calagem fornece calcio para o crescimento radicular, magnésio para
a molécula de clorofila e a produgao de fotoassimilados, melhorando ainda a

absorgao de fosforo (ATP) e potassio.
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2.1.2.2 Nitrogénio mineral

De acordo com varios trabalhos sobre o assunto, as formas de
nitrogénio mineral do solo influenciam negativamente a FBN e mostram efeito
sobre diversos aspectos da simbiose leguminosa/rizobio (Streeter, 1988; Chalk,
2000; Sinclair et al., 2001; Serraj & Sinclair, 2003). Altas concentragdes de
NH;" (= 1,0 mM) tém efeito negativo sobre nimero e peso de nodulos e
atividade da nitrogenase em varias espécies de leguminosas (Dart & Wildon,
1970; Guo, 1992). Além disto, a repressao da indugdo do gene regulatorio
nodD e genes NnodABC sao dependentes da concentracdo de ambnio em B.
japonicum (Wang & Stacey, 1990). Exudagao de flavondides responsaveis pela
sinalizagdo (Cho & Harper, 1991; Wojtaszek, 1993) e pela infeccdo das
bactérias nas raizes (Dazzo & Brill, 1978) também sdo afetados por NH,".
Entretanto existem trabalhos abordando tanto efeito positivo quanto negativo,
do NH4" sobre a nodulagdo em simbiose com leguminosas (Dart & Wildon,
1970; Svenning, 1996).

Segundo Gulden & Vessey (1997) ha poucos trabalhos reportando o
efeito do NH;" na nodulagéo e fixagdo do N2 na soja em condigdes controladas.
Na presenca de altas concentragbes de NH;" (5,5 mM), a nodulagéo foi
completamente inibida na cultivar de soja Bragg (Carroll, 1985). A exposi¢ao
sequencial da cultivar Harosoy a 0,5 mM NOs; e 4,0 mM NH4" reduziu a
nodulagcdo em 37% quando comparada a plantas que foram constantemente
expostas a 0,5mM NOj3™ (Imsande, 1986).

2.1.2.3 Preparo do solo

A intensa mobilizagdo do solo, causada pela aragdo e gradagens no
plantio convencional, leva a redugao dos teores de matéria organica e aumenta
os riscos de erosao, especialmente nos tropicos. A diminuicido do preparo do
solo (plantio direto) associada a cobertura com palha aumenta a estabilidade e
estrutura dos agregados, reduz os riscos de erosdo hidrica e a amplitude
térmica e a umidade do solo e, com tempo, aumenta o teor de matéria organica
(Blevins, 1977; Kember & Derpsch, 1981; Pavan, 1985; van Kessel & Hartley,
2000). Diversos estudos tém indicado que o sistema plantio direto (PD)
aumenta a biomassa do solo e a riqueza de espécies (Powlson & Jenkinson,
1981; Staley, 1988; Alvarez, 1995).
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Estudos tém demonstrado que o sistema de manejo e preparo do solo
PD associado a rotacdo de culturas favorece a populagcdo de rizobios, a
nodulagado, a fixacdo do N, e a produgdo de graos (Voss & Sidiras, 1985;
Hungria & Stacey, 1997; Hungria et al., 1997). Segundo van Kessel (2000), no
sistema de preparo plantio direto ocorre a redugao do nitrogénio disponivel e o
aumento da umidade do solo, o que determinam um aumento do potencial da

fixagao bioldgica do nitrogénio.

2.1.2.4 Sobrevivéncia e competitividade nodular

A competitividade nodular é definida como a habilidade de uma ou mais
estirpes de rizobio em ocupar a maior parte dos nddulos da leguminosa
hospedeira, quando inoculadas em mistura com outras estirpes (Trinick, 1982).

Na complexa interagdo entre rizobios e leguminosas, a competicdo por
sitios de infecgdo envolve varias caracteristicas inerentes a leguminosa e ao
rizébio, tais como: a influéncia do hospedeiro no processo de infeccdo; a
concentracdo de células de rizobio presentes no inoéculo ou proximas a
semente; a taxa relativa de crescimento das estirpes competitivas; o estado
fisiolégico do rizobio na hora da inoculagao; variaveis ambientais (temperatura,
umidade, pressao de oxigénio) e nivel nutricional da planta hospedeira (Trinick,
1982; Vargas et al., 1994). Embora alguns destes fatores possam afetar
diretamente a competitividade, em sua maioria o efeito € direcionado sobre a
persisténcia e sobrevivéncia das estirpes inoculadas no solo, influenciando
indiretamente as interagdes competitivas (Sadowsky, 2000). Hoje também sé&o
conhecidos diversos mecanismos de “Quorum Sensing” utilizados pelas
espécies de rizobio na infeccdo da planta hospedeira, mecanismos esses
responsaveis por ativacdo de genes importantes no processo (Gonzalez &
Marketon, 2003).

De acordo com Weaver & Frederick (1974) a maior ocorréncia de uma
estirpe nos ndédulos, quando em mistura com estirpe de capacidade
semelhante, pode ser favorecida por diferengas em concentragcbes de células
entre as duas estirpes presentes no inoculante ou na rizosfera. As células
bacterianas do inoculante devem apresentar uma vantagem numérica pelo
menos 1000 vezes maior do que o numero de bactérias existentes no solo,

para que sejam formados 50% dos nodulos pela estirpe inoculada.
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Peres & Vidor (1980), estudando o efeito de diferentes concentragdes
entre duas estirpes competitivas (BR 29 e BR 96), observaram uma maior taxa
de ocupagdo nodular proporcionada pela estirpe presente em maior
concentracdo no indculo. Poderia haver uma atuagdo seletiva sobre uma
determinada estirpe de rizébio, fazendo com que a estirpe menos sensivel
apresente maior oportunidade de infeccdo da superficie radicular do
hospedeiro e, como consequéncia, haveria uma maior porcentagem de nodulos
formados pela estirpe que se encontrava em maior concentragao no inoculante
(Vidor et al., 1979).

A rapidez para o inicio da nodulagdo pode interferir na competitividade
entre estirpes co-inoculadas, sendo atribuida uma menor taxa de ocupacgao
nodular para as estirpes que apresentem menor rapidez para iniciar a
nodulagdo (McDermott & Graham, 1989). Em B. japonicum, variagdes
observadas na capacidade competitiva de estirpes ndo tém sido
correlacionadas a velocidade de inicio da nodulacdo, uma vez que foi
demonstrado que estirpes competitivas (USDA 110 e USDA 1028)
apresentaram a mesma velocidade de nodulagcdo que outras estirpes menos
competitivas (Smith & Wollum Il, 1989).

A taxa de adesao bacteriana ao sistema radicular do hospedeiro pode
garantir vantagem competitiva de uma estirpe em relagdo a outra (Vesper &
Bauer, 1985). A adsorc¢éo do rizobio as raizes do hospedeiro tem sido relatada
em B. japonicum (Lodeiro & Favelukes, 1999), Rhizobium etli e Sinorhizobium
meliloti (Diaz et al., 1989), tendo sido atribuida a presenca de lecitinas
radiculares que atuariam no reconhecimento do rizobio, interagindo com os
polissacarideos da superficie celular bacteriana e conferindo ao processo de
adeséo alguma especificidade (Havelson & Stacey, 1986).

A inclusdo das lecitinas entre os determinantes de especificidade
hospedeira se baseia no estudo desenvolvido por Diaz et al. (1989), no qual
plantas de trevo transgénicas para o gene lecitina, puderam nodular com R.
leguminosarum bv viciae, espécie de rizébio que normalmente ndo nodula
trevo. Outro exemplo do envolvimento de lecitinas no processo de adesao se
refere a trifolina, uma lecitina sintetizada por diversas leguminosas que poderia
estar envolvida no processo de reconhecimento e aderéncia de R.

leguminosarum bv trifolii em trevo, tendo o mecanismo proposto para esta
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interacdo resultado provavelmente da aglutinagdo entre proteina e bactéria,
formando sitios receptores para a infecgdo (Freire, 1992). Embora existam
evidéncias do envolvimento das lecitinas no processo de adesao, sua sintese,
tem origem bacteriana e ndo vegetal, como se pensava em principio (Ho et al.,
1990). Foi possivel observar que uma lecitina constituida de sacarideos de D-
galactose e lactose, denominada de Bj38, foi sintetizada apenas pelo
microssimbionte (Ho et al., 1990).

Células rizobianas muitas vezes movem-se sobre a superficie radicular
do hospedeiro antes da adesao e, esta mobilidade pode influenciar a habilidade
competitiva de determinada estirpe (Liu et al., 1989). De acordo com Sadowsky
(2000) alteragdes ou delegcao de genes controladores de caracteristicas da
superficie celular influenciam a habilidade competitiva de nodulagdo. Bhagwat
& Keister (1991) observaram a perda da capacidade competitiva em mutantes
de B. japonicum deficientes na produgcdo de exopolissacarideos e
lipopolissacarideos, contudo apds a inser¢cao de genes necessarios a sintese
dos polissacarideos, foi restaurada a capacidade competitiva e de nodulacéao,
tornando-os semelhantes a estirpe parental.

A competicéo por sitios de infec¢do também pode ser influenciada pela
presenca de outras estirpes através da producdao de compostos téxicos a
outras espécies ou estirpes especificas de rizébio (de Aantoni et al., 1981).

Genes que codificam a produgdo de fatores antibidticos tém sido
responsaveis por conferir aumentos de competitividade (Triplett & Sadowsky,
1992). Embora genes equivalentes nao tenham sido encontrados em
bradirrizébios, genes codificadores de antibidticos, como a trifolitoxina,
presentes em R. leguminosarum bv. trifolii tém demonstrado aumentar a
competitividade de R. etli e provavelmente em outros rizébios do solo (Triplett &
Barta, 1987).

A producdo de bacteriocinas tem sido apontada como determinante da
maior competitividade de uma estirpe em relacdo a outra. Estudos com o uso
de estirpes isogénicas tém mostrado a vantagem competitiva das estirpes
produtoras de bacteriocina sobre estirpes sensiveis. Hudgson et al. (1985)
observaram que a estirpe CB 782 de R. leguminosarum bv trifolii produtora de
bacteriolisina, quando co-inoculada com estirpes sensiveis a esta toxina,

resultou em maior ocupacdo dos nddulos pela estirpe CB 782. Os autores
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sugerem que a producdo de bacteriolisina por uma estirpe de rizobio poderia
torna-la mais competitiva por sitios de infeccdo em relacdo as estirpes
sensiveis.

A producdo de rixobiotoxina, por B. elkanii, é apontada como um
importante mecanismo de sobrevivéncia e competitividade, estando associada
ao aumento da nodulagdo e ocupagao nodular desta espécie (Duodu et al.,
1999; Yuhashi et al., 2000)

A avaliacdo da capacidade de ocupacdo dos nddulos pode fornecer
subsidios em relagdo a sobrevivéncia, estabelecimento e competitividade de

estirpes ja introduzidas (Simon et al., 1996; Martins et al., 2003).

2.1.2.5 Interacéo Cultivar de soja-Bradyrhizobium

Diferengcas quanto a eficiéncia na FBN na interagdo Bradyrhizobium e
genotipos de soja foram relatados por Bohrer & Hungria (1998) e Hungria &
Bohrer (2000). Genes de rizébios envolvidos na nodulagao (nod, nol e noe) e
no processo de FBN (nif e fix) sdo bem conhecidos (Stougaard, 2000), no
entanto, se conhece pouco sobre os genes das leguminosas hospedeiras
relacionados a simbiose. Estudos descrevem mutantes simbidticos tolerantes
ao nitrato (nts) (Gremaud & Harper, 1989; Akao & Kouchi, 1992).

A atividade da enzima hidrogenase € dependente do gendtipo da planta
hospedeira, que tem sido identificada em experimentos feitos com diferentes
espécies de leguminosas infectadas com a mesma estirpe de rizébio. Por uma
razdo ainda ndo conhecida, o fendtipo Hup® é reprimido de acordo com o
hospedeiro. Sendo assim, um terceiro fenétipo em termos de expressao da
atividade da hidrogenase tem sido estabelecido: Hup™ (hydrogen uptake host-
regulated) (van Berkum, 1990). Rodrigues (1992) chama a atencgédo para os
resultados que indicam a influéncia dos hospedeiros na expressdo da enzima
hidrogenase, porque isto poderia levar a conclusbes errbneas sobre a
caracterizagdo da estirpe quanto ao gene hup, e sugere que a enzima
hidrogenase provavelmente apresenta fungdes diferentes, de acordo com a
espécie estudada, e os beneficios de sua atividade seriam variaveis conforme

0 macrossimbionte.
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2.1.3 VARIABILIDADE GENETICA E CARACTERIZACAO SOROLOGICA DE
Bradyrhizobium

2.1.3.1 Mecanismos de Variabilidade Genética em Procariotos

Os genes podem atuar como geradores de variagao ou moduladores da
frequéncia de variagbes genéticas. As variagdes geneéticas ocorrem, em geral,
independentemente dos requerimentos relacionados as condicbes ambientais
em que os organismos vivem (Arber, 2000).

Mecanismos bioldgicos que atuam no processo de variabilidade genética
também podem ser alvos de alteragbes (Weber, 1996). Com base em
conhecimentos de genética microbiana, é possivel destacar trés estratégias de
geracdo de variagdo genética em bactérias: i) pequenas mudangas na
sequéncia de nucleotideos do genoma; ii) rearranjos intragendmicos de
segmentos de seqliéncia gendmicas e iii) aquisicao de sequéncia de DNA de
outros organismos (Arber, 2000).

Existem trés mecanismos de transferéncia de genes em bactérias: i)
transducao (€ a transferéncia de DNA de uma célula bacteriana viva para outra
através de bacteriofagos); ii) transformagao (envolve absorgao e incorporagao
de DNA ambiental) e iii) conjugacéo (processo de recombinagédo no qual duas
bactérias utilizam mecanismos de transferéncia de DNA, ocorre na maioria dos
géneros de bactérias) (Dale, 1994).

Genomas bacterianos estdo em constante fluxo génico, sendo que
qualquer segmento de DNA em uma populagdo bacteriana pode ser
horizontalmente transferido (Arber, 2000). No entanto, apenas uma pequena
fracdo de DNA adquirido sera mantida na célula receptora, pois muitos
mecanismos limitam as aquisi¢des horizontais de genes. Dentre esses
mecanismos, encontram-se modulagdes fisiologicas, ambientais e genéticas
(Solomon & Grossman, 1996; Arber, 2000).

A transferéncia horizontal € uma importante ferramenta de adaptacao de
procariotos a um nicho especifico, pois a aquisicdo de um conjunto génico ja
preparado e melhorado aumenta a adaptabilidade destes organismos
(Lawrence, 2002). As ilhas gendémicas (mesmos genes que apresentam a
mesma funcdo em diferentes contextos ecoldgicos) sao fortes evidéncias da
transferéncia horizontal de genes (Hentschel & Hacker, 2001). As mais

conhecidas: ilhas de simbiose, ilhas de resisténcia a antibidticos, ilhas
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metabdlicas e ilhas de patogenicidade. Estas sdo geralmente adquiridas em
grupos génicos, fragmentos de 10 a 200kb, nos quais se encontram, além dos
genes, os promotores destes e integrases e transposases (Hentschel & Hacker,
2001).

2.1.3.2 Técnicas para Estudo da Variabilidade Genética

O uso de ferramentas moleculares tem possibilitado o desenvolvimento
de métodos rapidos e faceis de caracterizar as populacgdes, seja em nivel de
género, espécie ou estirpe (Schneider & de Bruijn, 1996). A técnica de reagao
em cadeia da polimerase, conhecida como PCR (polimerase chain reaction), é
utilizada em estudos filogenéticos (Eardly et al., 1992; Ueda et al., 1995) e para
deteccéo, identificacdo e caracterizagao de estirpes de rizobios (Harrison et al.,
1992; Laguerre et al., 1994; Watson et al., 1995). Este método pode ser
realizado utilizando-se  oligonucleotideos iniciadores  arbitrarios  ou
complementares a determinada sequéncia do genoma bacteriano. Uma
variacdo da técnica de PCR esta baseada na utilizagdo de oligonucleotideos
iniciadores, correspondentes a sequéncias repetitivas de consenso, dispersas
no genoma das eubactérias [rep-PCR (de Bruijn, 1992)]. A amplificagdo de
sequéncias repetitivas intergénicas, conhecidas como ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) e elementos BOX (sequéncias repetitivas
espalhadas no genoma), geram padrbes altamente caracteristicos, quando
separadas em gel de agarose (Selenska-Pobell, 1995). Utilizando rep-PCR é
possivel discriminar organismos em nivel de estirpe (Olive & Bean, 1999),
apesar de nao agrupa-las em espécies e géneros (Ferreira & Hungria, 2002;
Galli-Terasawa et al., 2003; Grange & Hungria, 2004; Kaschuk et al., 2006). A
técnica permite que os oligonucleotideos iniciadores generalizados sejam
capazes de comparar diferentes bactérias dentro de uma mesma populacéao,
devido a estes oligonucleotideos nao serem especificos para género, espécie
ou estirpe. O rep-PCR é uma ferramenta universal para estudos de variagdes
gendmicas em organismos procariontes e reflete a variabilidade do genoma por
inteiro (Igual et al., 2001). As sequéncias ERIC e BOX sao altamente
conservadas entre os rizébios e foram utilizadas para distinguir e classificar
diferentes estirpes em estudos de diversidade de Bradyrhizobium em solos na

Polénia (Madrzak et al., 1995); para avaliar o impacto de diferentes fatores
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ambientais em populacdo de R. leguminosarum bv. Viciae (Labes et al., 1996);
e em diversos outros estudos populacionais de rizobios (de Bruijn, 1992;
Selenska-Pobell et al., 1996; Sikora et al., 2002)

O RAPD (Random Amplification of Polymorphism) €& utilizado para
diferenciagdo entre bactérias dentro do mesmo género, espécie ou estirpe.
Pequenos fragmentos do DNA gendmico sdao submetidos a PCR usando
oligonucleotideos de sequéncia aleatéria (Hadrys et al., 1992).

O estudo do polimorfismo do comprimento do fragmento amplificado,
conhecido como AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), pode ser
utilizado para diferenciacao de estirpes de rizébios. Esta técnica baseia-se na
amplificacao seletiva, por PCR, de fragmentos do DNA gendmico total, obtidos
pela acao de enzimas de restrigao (Vos et al., 1995; Olive & Bean, 1999).

A técnica de RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism, é
baseada na obtencdo de fragmentos de DNA utilizando endonucleases de
restricdo especificas. O RFLP é um método de analise de diversidade
microbiana mais utilizada em genes de estrutura muito conservada (Poly et al.,
2001).

Os maiores avancgos na utilizagao de técnicas de biologia molecular estéao
sendo obtidos com utilizacdo da comparacdo de sequéncias de nucleotideos
do DNA, em especial a regido que codifica o gene 16S rRNA, considerado uma
regido muito conservada entre bactérias, utilizado para revelar relagdes

filogenéticas entre as espécies (Weisburg et al., 1991; Chueire et al., 2003).

2.1.3.3 Identificacdo de Estirpes de Bradyrhizobium por
Soroaglutinacao
Métodos sorolégicos utilizando anticorpos mono e policlonais podem ser
usados na identificagdo, quantificacdo e enriquecimento de bactérias
especificas em extratos (Schloter et al., 1995). Os anticorpos precisam atender
uma seérie de requisitos ligados a qualidade, tais como: determinagdo de
reagdes cruzadas, localizacdo de determinantes antigénicos nas células de
interesse, caracteristicas de afinidade e expressdo dos determinantes
antigénicos em condi¢cdes ambientais (Reis et al., 1997).
A identificagdo sorologica de nodulos de raizes de soja contendo

Bradyrhizobium, utilizando a técnica de soroaglutinagédo descrita por Lemos
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(1994), mostrou-se rapida e eficiente em trabalhos de Bizarro (2004) e
Carvalho (2005). O processo de obtencdo de soro, utilizando coelhos, é
bastante trabalhoso, € necessario realizar testes de reagcdo cruzada para
verificar a possibilidade de falsos positivos ou falsos negativos, em virtude do
soro ser de baixa especificidade. Apesar destas dificuldades, tendo obtido o

soro e aprovado sua especificidade, os testes sao rapidos e seguros.



CAPITULO |

RESPOSTA A INOCULACAO DA SOJA SUBMETIDA A DIFERENTES
SISTEMAS DE MANEJO
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3.1 INTRODUCAO

A pratica de inoculagdo da soja com estirpes recomendadas é
comprovadamente eficiente em termos de garantir a formagdo de noédulos e
fixacdo do nitrogénio, suprindo as necessidades deste elemento para cultura.
Entretanto, casos de insucesso relacionado a inoculagdo sdo descritos. O
insucesso pode estar relacionado ao fato do cultivo da soja estar sujeito a
diversos sistemas de manejo, o que predispde a uma diversidade de fatores
que interferem no processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio. Respostas a
inoculacdo em termos de aumento do numero de nddulos e massa de nodulos,
além da massa da parte aérea e teor do nitrogénio do tecido de plantas de soja
podem variar de acordo com o preparo do solo, plantio direto ou plantio
convencional, adubagédo mineral ou adubacéo organica.

A adubacédo organica contribui para a estabilizagcdo dos agregados do
solo, melhorando a aeracdo e infiltragdo de agua, diminuindo perda por
evaporagao e permitindo maior penetracdo do sistema radicular. Outro
importante efeito € sobre a fertilidade do solo, com aumentos significativos de
fésforo e potassio (Tanaka et al., 1992).

Ecossistemas funcionalmente ativos sado resultantes das interagdes
entre seus componentes basicos: solo, planta e organismos (Siqueira, 1994).
Varias pesquisas tém demonstrado que a populagdo microbiana do solo é
dindmica, sofre acentuada influéncia do ambiente e que alteragdes provocadas
pelo uso e manejo do solo provocam modificagdes quantitativas e qualitativas,
levando a comunidade a um novo equilibrio (Cattelan & Vidor, 1990; Wardle &
Hungria, 1994; Cattelan et al., 1997; Marchiori Junior & Melo, 1999). O manejo
dos cultivos e seus restos culturais, por exemplo, afetam a microbiota, tanto
pela disponibilidade de nutrientes e pelos exudatos radiculares, como pelos
efeitos indiretos, na temperatura e umidade do solo. Por sua vez, o melhor

desenvolvimento de alguns microrganismos, como o0s envolvidos com a
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disponibilidade de nitrogénio e fésforo, implicardo em maior produgéo vegetal.
O estimulo na biomassa microbiana, que normalmente representa de 1% a 4%
da fracdo de carbono organico do solo, também & importante para a
imobilizacdo temporaria de nutrientes que, depois, serdo parcial e
periodicamente liberados para as plantas, diminuindo as perdas por lixiviacdo
(Hungria et al., 1994).

Os diferentes tipos de manejos do solo e de culturas tém demonstrado
interferir na FBN. No plantio direto da soja, em comparagdo com o plantio
convencional, Voss & Sidiras (1985) obtiveram maior numero de nddulos e
extensao da nodulagao para camadas mais profundas no solo no plantio direto.
Maior nimero de células de rizébio, também foi encontrado em solos do
Parana, com a pratica do plantio direto, por Hungria et al. (1997).

O presente estudo se propds avaliar a resposta a inoculagdo da soja

influenciada pelos fatores adubacéao e preparo do solo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O campo experimental localiza-se na Estagdo Experimental Agrondmica
da UFRGS em Eldorado do Sul/RS. O estudo foi realizado sobre um Argissolo
Vermelho distrofico tipico. A area escolhida nunca havia sido cultivada. Sua
vegetacdo era de campo nativo. A primeira cultura estabelecida na area foi a
soja, no ano de 2000. A sequéncia de culturas desde o primeiro ano de
instalagdo, incluiu trés cultivos de soja. A sequéncia de culturas foi Soja
(2000/2001), Aveia + Ervilhaca, Milho (2001/2002), Aveia Preta, Soja
(2002/2003), Aveia + Ervilhaca, Milho (2003/2004), Aveia Preta, Soja
(2005/2006).

Os tratamentos escolhidos envolvem métodos de preparo do solo, tipos
de adubacgao e uso e nao uso da inoculacdo. Os métodos de preparo do solo
incluem: (i) plantio direto (PD); e (ii) preparo convencional (PC). Os tipos de
adubagao contemplam: (i) adubac&o mineral (apenas fosforo e potassio) e (ii)
adubagao orgénica, ambas nas dosagens para corregéo da acidez e reposigcéo
de nutrientes, baseados em analise de solo de acordo com Comisséao... (1995),
conforme atributos quimicos do solo no Apéndice 1. A fonte de adubo organico
utilizado foi cama de aviario, a sua composicao € apresentada no Apéndice 2.
Os tratamentos de inoculagéo usados séo: (i) inoculado sempre na semeadura
da soja e (ii) ndo inoculado. A inoculacao foi realizada utilizando-se inoculante
turfoso (200g de inoculante para 50 kg de sementes), cedido pela Fundacgao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), contendo em quantidades
semelhantes as estirpes SEMIA (587, 5019, 5079 e 5080).

Os blocos sao formados de parcelas principais, em numero de oito, com
dimensodes de 25m x 30m (Figura 1), com sete delas recebendo os tratamentos
de preparo do solo, em subparcelas de 7,5m x 25m e uma parcela de campo
nativo. As combinag¢des dos tratamentos envolvendo os sistemas de culturas,

métodos de preparo do solo, niveis tecnoldgicos com relagdo a nutricdo e
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inoculagdo (Figura 1), correspondendo a diversos sistemas de produgéo
agricola.

Avaliou-se a nodulagio, teor de nitrogénio mineral do solo, massa da
parte aérea e teor de nitrogénio total do tecido das plantas. A avaliacdo da
nodulacédo da soja foi realizada nos diferentes tratamentos do experimento de
campo, utilizando-se amostras aleatérias de sete plantas por tratamento e
verificando-se o0 peso da matéria seca da parte aérea, nimero de nodulos e
peso de nodulos. A avaliagao foi realizada no periodo vegetativo do quinto n6 e
no inicio do florescimento, periodo de maxima fixagao biolégica do nitrogénio
(FBN). As plantas foram separadas em parte aérea, raiz e nddulos. Para a
determinacao da massa, o material foi seco a 65°C até atingir massa constante.
O nitrogénio total na parte aérea foi avaliado segundo Tedesco et al. (1995).

Amostrou-se o solo na camada de 0 a 20 cm, com o objetivo de
monitorar a concentragdo de nitrogénio mineral. O teor de nitrogénio mineral foi
determinado nos estadios V2, V5, V8, R2 e R8 (Tabela 1). Para tanto, foram
coletados ao acaso 10 subamostras de solo em cada tratamento para formar
uma amostra composta. O processo consistiu na homogeneizagdo da amostra,
pesagem de 50g de solo e transferéncia para um frasco com capacidade de
300mL contendo 200mL de solugédo KCI (2M), outra porgao foi armazenada em
lata vedada para determinacdo posterior da umidade. O método de
determinagdo do nitrogénio mineral do solo esta descrito em Tedesco et al.
(1995).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com sete
repeticoes para numero de ndédulos, massa de nédulos e massa da parte aérea
e trés repetigbes para teor de nitrogénio no tecido das plantas de soja,
utilizando arranjo fatorial (2x2x2) com unidades experimentais constituidas de
faixas. A comparagcao de médias foi realizada pelo teste de Duncan a 5%.
Também, determinou-se a correlagao entre nitrogénio mineral do solo e massa

de nédulos.
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As amostragens e determinagdes de campo foram relacionadas as fases

fendlogicas da cultura da soja (Tabela 1).
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Tabela 1. Fases fenoldgicas da cultura da soja e respectivas simbologias

Estadio Descrigao
Simbolo Denominagéo Estadio vegetativo
VE Emergéncia Os cotilédones estdo acima da superficie do solo
Ve Cotiléedone As margens das folhas unifoliadas e opostas ndo se tocam
desenvolvido
V4 Primeiro n6 Folhas unifoliadas desenvolvidas
. Folhas ftrifoliadas completamente desenvolvidas no né
V, Segundo né . e
acima ao da folha unifoliada
. . Trés nos sobre a haste principal com folhas completamente
A Terceiro n6 . A , o
desenvolvidas, iniciando-se com nés das folhas unifoliadas
“n” numeros de nds sobre a haste principal com folhas
Vim  Enésimo nd completamente desenvolvidas, iniciando-se com nos das
folhas unifoliadas
Estadio Reprodutivo
R Inicio do florescimento  Uma flor aberta em qualquer né da haste principal
. Uma flor aberta no ultimo né da haste principal, com folha
R, Florescimento pleno .
completamente desenvolvida
- ~ Vagem com 0,5 cm de comprimento desenvolve-se em um
Inicio da formacao de e ) :
R; dos quatro ultimos ndés do caule, com folha desenvolvida
vagens
completamente
~ Vagem com 2,0 cm de comprimento desenvolve-se em um
Plena formacdo de S . )
R4 dos quatro ultimos nds do caule, com folha desenvolvida
vagens
completamente
. : Semente com 3 mm de comprimento em uma vagem,
Inicio do enchimento de ) e . L9
Rs = localizada em um dos quatro ultimos nés da haste principal,
graos A
com a folha completamente desenvolvida
. Vagem contendo semente verde que preencha a sua
Pleno enchimento de . : i ;
Re ~ cavidade, localizada em um dos quatro ultimos noés da
graos D :
haste principal, com a folha completamente desenvolvida
R, Maturacao fisiologica Ur.nal vagem normal sobre a haste principal que tenha
atingido a cor da vagem madura
Rs Maturacdo de colheita  95% das vagens atingindo a cor de vagem madura

Fonte: Alvares Filho (1988)
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Resposta ainoculagcéo

Os resultados da analise estatistica das variaveis numero de nddulos,
massa de ndédulos, massa da parte aérea e teor de nitrogénio no tecido das
plantas de soja, avaliados nos estadios do quinto né e inicio do florescimento,
estdo dispostos em trés grupos de tabelas. No primeiro grupo (Apéndices 3 e
4) verifica-se que causas da variagdo interferiram significativamente nas
variaveis estudadas, podendo ocorrer efeitos simples ou de interagdes. A
Tabela 2 permite a visualizagado dos efeitos da adubagao (mineral ou orgénica),
preparo do solo (plantio direto ou plantio convencional) e inoculagao (inoculado
ou nao inoculado). A interagao entre fatores estudados pode ser visualizada no

terceiro grupo de tabelas (Tabelas 3 a 6).

3.3.2 Numero e massa de nédulos

O numero e massa de nodulos avaliados em dois estadios (V5 e R1), do
ano agricola 2005/2006, podem ser observados nas Tabelas 2, 3 e 4. E
necessario salientar que o campo experimental encontra-se no seu quinto ano
de conducgao, sendo o terceiro cultivo de soja. As parcelas inoculadas e n&o
inoculadas estao dispostas lado a lado (Figura 1) sem nenhuma barreira que
impega alguma migragao das estirpes. Provavelmente houve migracéo de
estirpes de Bradyrhizobium das parcelas inoculadas para as nao inoculadas, o
qgue explica a presenga de ndodulos nas parcelas nao inoculadas.

Houve resposta a inoculagdo em termos de aumento da massa de
nodulos apenas no estadio do inicio do florescimento (Apéndice 3),
representando um aumento de 36% (Tabela 2). Nao se verificou efeito da
inoculagdo sobre aumento do numero de nodulos em ambos estadios

avaliados, nem na massa de nddulos no estadio do quinto no.
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Encontraram-se diferengas em termos de numero de ndédulos e massa
de ndédulos associados ao preparo do solo, com excecdo do numero de
nodulos no estadio do inicio do florescimento (Apéndice 3). O PD determinou
aumentos tanto em numero quanto em massa de nodulos. Este efeito parece
estar relacionado aos teores de N mineral do solo que s&o menores no PD
(Figura 2), haja visto o conhecido efeito de depressdo da nodulagdo por
nitrogénio (Munns, 1977; Gulden & Vessey, 1998).

A adubagao mineral ou orgénica (Apéndice 3 e Tabela 2) influenciou o
numero de nédulos, sendo que no estadio do quinto né encontrou-se maior
numero na adubagao orgéanica e no estadio do inicio do florescimento houve
uma inversao, encontrando-se mais nddulos na adubagdo mineral. Apesar de
nao se observar aumentos na massa de nodulos.

Encontrou-se interagcdo entre adubacéo e preparo do solo na massa de
nodulos no estadio do quinto né (Apéndice 3), sendo que, dentro da adubacéo
mineral, o PD determinou aumento de 267% (Tabela 4) comparado ao PC e,
dentro da adubagao organica, o PD determinou aumento de 88% comparado
ao PC. Alves et al. (2002) atribuem o aumento da massa de nddulos na soja,
no sistema PD comparado ao PC, a menor disponibilidade de nitrogénio,

geralmente encontrada no plantio direto.

3.3.3 Massa da parte aérea e nitrogénio total do tecido

A inoculagdo promoveu aumento da massa da parte aerea e teor de
nitrogénio nos dois estadios avaliados (Apéndice 4 e Tabelas 2). Os aumentos
de massa da parte aérea (Tabela 2) promovidos pelo efeito da inoculagéo
foram de 17% no estadio do quinto né e 46% no estadio do inicio do
florescimento. J&4 os aumentos nos teores de nitrogénio do tecido (Tabela 2)
foram de 27% no estadio do quinto n6 e 39% no estadio do inicio do
florescimento. Observou-se um aumento no teor do nitrogénio do tecido no
estadio do inicio do florescimento associado ao PD, aumento de 21%. Alves et
al. (2003) descrevem que tanto a matéria seca da parte aérea, quanto o
nitrogénio total acumulado no tecido tendem a ser maiores a medida que a
FBN tenha sido mais eficiente.

A adubagdo organica determinou aumento de massa da parte aérea e

teor de nitrogénio independente do estadio avaliado (Tabela 2). Este resultado
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parece estar relacionado a maior fertilidade dos blocos que receberam
adubacgao organica (Apéndice 1).

Ocorreu interacdo, somente no estadio do quinto né, entre o fator
adubagao e preparo do solo (Tabela 2) para massa da parte aérea e teor de
nitrogénio do tecido. Para a massa da parte aérea no estadio do quinto né
(Tabela 5) observa-se a média do preparo do solo dentro da adubagao mineral
e dentro da adubacgado organica, na adubacdo mineral o PD determinou um
aumento de 32% na massa da parte aérea comparado ao PC e na adubacéao
organica houve uma inversao, o PC determinou aumento de 28% na massa da
parte aérea comparado ao PD. Para os teores de nitrogénio no tecido
observados no estadio do quinto né (Tabela 6) na adubacdo mineral nao
ocorreu diferenga entre os preparos e, na adubagao organica, o PD determinou
aumento de 31% no teor de nitrogénio do tecido comparado ao PC. Diversos
trabalhos descrevem o PD como o sistema que determina as melhores
condicbes tanto para a cultura da soja quanto para as estirpes de
Bradyrhizobium (Ferreira et al., 2000; Hungria & Vargas, 2000; Alves et al.,
2003)



Tabela 2. Efeito simples dos fatores adubacdo, preparo e inoculagdao para as variaveis numero de nédulos, massa de
nodulos, massa da parte aérea e nitrogénio total no tecido no estadio do quinto n6é (V5) e no inicio do
florescimento (R1) da soja. Ano agricola de 2005/2006

Eatores em estudo NUmero de nodulos Massa de nddulos Massa da parte aérea Nitrogénio total do tecido
V5! R12 V5 R1 V5 R1 V5 R1
-------- n° planta! -------- ------- mg planta! ------- ------- g plantat ------- =-----=- Q) --------

Adubacéo

Mineral 9b 33a 28 a 146 a 40b 17,70 115b 546 b

Orgénica 13 a 24 b 25a 131a 49a 22,1a 150 a 691 a

Preparo

PD 17 a 33a 38a 167 a 45a 204 a 137a 665 a

PC 5b 24 a 14 b 110 b 44 a 194 a 129 a 572 b
Inoculagdo

N&o inoculado 10a 30a 24 a 117b 41b 16,2 b 117b 518 b

Inoculado 11a 27a 29a 159 a 48a 236a 149a 719a

CV % 24,6 27,6 29,1 18,5 15,2 20,9 18,7 11,3

1 Estadio do quinto no; 2 Estadio do inicio do florescimento
Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna nao diferem entre si, pelo teste Duncan a 5% de probabilidade



Tabela 3. Numero de ndédulos no estadio do quinto n6 (V5) e no inicio do florescimento (R1) da soja submetida a dois
preparos do solo, adubacado mineral e organica, inoculada e nao inoculada. Média de 7 repeticdes. Ano agricola

de 2005/2006
NUmero de nodulos
Preparo Estadio V51 Estadio R12
do Solo ~Adubac;éto mineral Média ANdubagéo organica Média ﬁdubagéo mineral Média edubagéo organica Média
N&o Inoc.® Inoculado N&o Inoc.  Inoculado Nao Inoc.  Inoculado Nao Inoc. Inoculado
n° planta™
PD 15 19 17 18 18 18 40 41 40 34 18 26
PC 3 4 3 7 9 8 22 33 27 24 20 22
Média 9 11 12 13 31 37 29 19
CV% 24,6 27,6

1 Estadio do quinto no; 2 Estadio do inicio do florescimento; 3 Nao inoculado



Tabela 4. Massa seca de nodulos no estadio do quinto né (V5) e no inicio do florescimento (R1) da soja submetida a dois
preparos do solo, adubagcdo mineral e organica, inoculada e n&o inoculada. Média de 7 repeticbes. Ano agricola de

2005/2006
Massa de nddulos
Preparo Estadio V5 Estadio R1
do Solo ﬁdubagéo mineral Média ANdubagéo organica Média ﬁdubagéo mineral Média edubagéo organica Média
Nao Inoc. Inoculado Nao Inoc.  Inoculado Nao Inoc.  Inoculado Nao Inoc. Inoculado
mg planta”
PD 38 51 44 a 28 37 32a 140 196 168 105 226 165
PC 10 14 12b 19 15 17b 129 118 123 94 98 96
Média 24 32 37 26 134 157 99 162
CV% 29,1 18,5

1 Estadio do quinto no; 2 Estadio do inicio do florescimento; 3 Nao inoculado
Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) mintscula(s) na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Duncan a 5% de probabilidade



Tabela 5. Massa seca da parte aérea no estadio do quinto n6 (V5) e no inicio do florescimento (R1) da soja submetida a
dois preparos do solo, adubagcdo mineral e organica, inoculada e n&o inoculada. Média de 3 repeticbes. Ano

agricola de 2005/2006
Massa da Parte Aerea
Preparo Estadio V51 Estadio R12
do Solo ~Adubac;éto mineral Média ANdubagéo organica Média ﬁdubagéo mineral Média edubagéo organica Média
N&o Inoc.® Inoculado N&o Inoc.  Inoculado Nao Inoc.  Inoculado Nao Inoc. Inoculado
g planta”
PD 2,5 43 34D 5,2 5,8 55a 15,8 24,1 19,9 18,7 23,1 20,9
PC 45 45 45a 4,2 45 43b 12,4 18,1 15,5 18,7 28,4 23,2
Média 3,5 44 4,7 51 14,1 21,4 18,7 25,7
CV% 15,2 20,9

1 Estadio do quinto no; 2 Estadio do inicio do florescimento; 3 Nao inoculado
Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) mintscula(s) na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Duncan a 5% de probabilidade



Tabela 6. Nitrogénio total no tecido no estadio do quinto n6 (V5) e no inicio do florescimento (R1) da soja submetida a dois
preparos do solo, adubacdo mineral e organica, inoculada e n&o inoculada. Média de 3 repeticbes. Ano agricola
de 2005/2006

Nitrogénio total no tecido

Preparo Estédio V5 Estadio R1

do Solo Adubacdo mineral Adubacdo organica Adubacdo mineral Adubacdo orgénica

Nao Inoc. Inoculado ARl Nao Inoc.  Inoculado Media Nao Inoc.  Inoculado ARl Nao Inoc. Inoculado Media
mg planta”
PD 65 140 102 a 160 182 171 a 510 700 605 643 807 725
PC 123 133 129 a 119 141 130 b 345 631 438 576 736 656
Média 94 136 139 161 427 665 610 772
CV% 18,7 11,3

1 Estadio do quinto no; 2 Estadio do inicio do florescimento; 3 Nao inoculado
Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) mintscula(s) na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Duncan a 5% de probabilidade
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3.3.4 Nitrogénio mineral do solo

O teor de nitrogénio mineral do solo, nos diferentes tratamentos, pode
ser observado na Figura 2. Houve grande variagédo nos teores de N mineral do
solo nos diferentes tratamentos e ao longo das avaliagdes. Observa-se que os
teores de nitrogénio mineral do solo diminuiram ao passar do tempo.

Os teores de nitrogénio mineral n&o parecem ter sido influenciados pelas
precipitacbes (Apéndice 5) que ocorreram no periodo, haja visto que, com
excegao da primeira avaliagdo V2 (11/01/06), as outras avaliagdes (V5, R1 e
R8) foram realizadas nos meses de fevereiro e margo, periodo em que ocorreu
déficit hidrico.

O sistema de preparo PC apresentou maior quantidade de nitrogénio
mineral quando comparado ao PD (Figura 2). Os valores de nitrogénio mineral
do solo observados, dentro de cada estadio, apresentaram a seguinte
amplitude: 16 a 34 mgkg™ (V2); 11 a 18 mgkg™ (V5); 7 a 28 mgkg™"' (R1); 6 a 15
mgkg™ (R8); 3 a 16 mgkg™” (20 dias apds colheita). Os valores maximos de
nitrogénio mineral observados em cada estadio foram determinados em
parcelas do PC. Foram realizadas amostragens no Campo Nativo, com
amplitude de 0,1 a 1,7 mgkg™ de N mineral. Quando o preparo & minimizado, o
principal fator determinante da menor disponibilidade de N é a imobilizagcao
microbiana (Salet, 1994; Diekow, 2000; Vargas, 2002; Da Ros, 2004), o que
pode explicar menores teores de N encontrados no PD, quando comparado ao
PC.

Os tratamentos que apresentaram maiores teores de nitrogénio mineral
foram os em que se observaram menor numero de nodulos (Figura 2). Ja é
conhecido o efeito inibitério do nitrogénio mineral do solo sobre a fixacéo
bioldgica do nitrogénio (FBN). Avaliacbes anteriores na mesma area (Bizarro,
2004) determinaram no primeiro cultivo (2000/2001) amplitude de 2 a 17mgkg™
e no segundo cultivo (2002/2003) 1 a 20mgkg™' de nitrogénio mineral do solo, o
que evidencia a elevagao dos niveis de nitrogénio mineral encontrados neste
terceiro cultivo da soja na mesma area.

O teor de nitrogénio é maior nos estadios iniciais da cultura,
provavelmente pela maior mineralizagdo da matéria organica apds o preparo
do solo e a semeadura (Figura 2). A mineralizagdo € maior a medida que

aumenta a mobilizagdo do solo. Quando o solo é pouco mobilizado reduzem-se
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as taxas de mineralizacgao e nitrificacdo, aumenta a imobilizagao do nitrogénio e
o potencial de desnitrificacdo, causando um decréscimo do nitrogénio mineral
do solo (Doran, 1980).
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Figura 2. Teores de nitrogénio mineral do solo sob cultivo de soja, avaliados nos estadios: V2, V5, R1, R8 e 20 dias ap0s colheita

referentes ao ano agricola de 2005/2006.
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3.3.5 Efeito do teor de nitrogénio mineral do solo na nodulagéo

Observa-se uma relagao negativa entre o teor de N mineral do solo e a
massa seca de nddulos (Figura 3). O teste de correlagéo foi significativo ao
nivel de 5%, sendo que o valor de 0,82 indica uma relagao estreita entre estas
variaveis. Trabalhos desenvolvidos na década de 70 e 80 ja apontavam os
efeitos negativos do nitrogénio mineral sobre a nodulacao (Freire et al., 1975;
Selbach, 1978; Streeter, 1988), além de trabalhos desenvolvidos recentemente
por Bizarro (2004), nos quais observou-se redugdo da massa de nodulos
quando os valores de nitrogénio mineral do solo superaram 12mg kg™, também
observados neste estudo. Tais resultados indicam que o nitrogénio mineral do
solo pode interferir negativamente sobre a nodulagdo, sobretudo em valores
superiores a 12mg kg™

160
140 @ y =216,5 - 13,05x
= 2*
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massa de nodulos
(mg planta™)
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Figura 3. Efeito do N mineral do solo sobre a massa seca de nodulos. Nédulos
avaliados nos estadios V5 e R1 e nitrogénio mineral no estadio R1.
Dados do ano agricola de 2005/2006.
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3.4 CONCLUSOES

Os dados obtidos e discutidos no presente estudo permitem as

seguintes conclusdes:

- Houve resposta a inoculacdo em termos de aumento de massa de
nodulos, massa da parte aérea e teor de nitrogénio no tecido das plantas de
soja.

- Concentragdes de nitrogénio mineral acima de 12mg kg”' de solo
prejudicaram o processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio. A medida que os
teores de nitrogénio mineral do solo aumentam, reduz a massa de nédulos.

- O plantio direto foi o preparo do solo que reuniu as melhores condi¢des
para o processo de fixagcado biolégica do nitrogénio determinando aumentos de
numero e massa de ndédulos, massa da parte aérea e teor de nitrogénio no

tecido das plantas de soja.



CAPITULO Il

RESISTENCIA AO NITROGENIO MINERAL NA INTERACAO SOJA
MICROSSIMBIONTE
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4.1 INTRODUCAO

Os teores de nitrogénio nos solos brasileiros, de um modo geral, situam-
se na faixa de 0,05 a 0,30%, quantidades insuficientes para a produgao das
diferentes culturas agricolas. Neste contexto o processo de fixagao biolégica do
nitrogénio constitui-se em uma importante alternativa de adigado de nitrogénio
no sistema de forma sustentavel (Gulden & Vessey, 1997).

Apesar dos solos apresentarem naturalmente baixos teores de
nitrogénio, a melhoria dos sistemas de producdo, como a adog¢éo do plantio
direto, conduz a uma menor taxa de decomposi¢cdo da matéria organica do
solo. Nos primeiros anos de cultivo pode ocorrer deficiéncia de N em culturas
exigentes para este nutriente, como o milho. Em longo prazo, o aumento do
teor de matéria organica do solo conduz ao aumento do reservatorio de N
potencialmente mineralizavel, compensando a menor taxa de decomposicgao.
Este processo pode ser acelerado em sistema de rotacdo de -culturas
envolvendo leguminosas (Muzzili et al.,, 1983; Bayer & Mielniczuk, 1997;
Rheinheimer et al., 1998).

O aumento do reservatério de N é interessante por possibilitar atender
parte das necessidades de culturas como o milho. O preparo e/ou plantio das
culturas gera mobilizacdo do solo em torno do sulco de semeadura,
favorecendo a mineralizagdo. Entretanto a disponibilizacdo do N via
mineralizacao é insuficiente para atender toda a necessidade deste nutriente
para as culturas, mas pode ser suficiente para causar efeito inibitério sobre a
fixagao bioldgica do nitrogénio na soja.

O efeito inibitorio do nitrogénio sobre a fixagdo biologica do nitrogénio
(FBN) é bem conhecido (Gulden & Vessey, 1998; van Kessel & Hartley, 2000),
entretanto ha escassez de trabalhos sobre a magnitude do efeito do nitrogénio
mineral sobre a interagcdo de diferentes cultivares de soja com estirpes de

Bradyrhizobium.
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Sabendo-se que o nitrogénio mineral presente no solo pode inibir a
nodulagao e fixagado bioldégica com o0 aumento de sua concentragdo, o objetivo
deste trabalho foi verificar a existéncia de interacbes entre estirpes de
Bradyrhizobium e cultivares de soja tolerante a concentragbes maiores de

nitrogénio mineral no solo sem que haja danos a FBN.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo utilizando-se vasos
“Leonard” modificados, contendo areia mais vermiculita (1/2, v/v) e solugéo
nutritiva de Norris esterelizados (Vincent, 1970). O pH ajustado a 6,8, segundo
Andrade & Hamakawa (1994). O experimento foi conduzido em fevereiro de
2007 com amplitude térmica de 15 a 36°C.

Os tratamentos escolhidos envolvem cultivares de soja, estirpes de
Bradyrhizobium e doses de nitrogénio. Utilizaram-se quatro cultivares de soja
com variagdes nos ciclos desde precoce até tardio (Tabela 1). As estirpes de
Bradyrhizobium foram a SEMIA 5019 (= 29 w, BR 29), SEMIA 587 (BR 96),
SEMIA 5079 (= CPAC 15) e SEMIA 5080 (= CPAC 7), cedidas pela Fundacéo
de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul (FEPAGRO). Aléem de
combinar quatro diferentes variedades de soja com quatro diferentes estirpes
de Bradyrhizobium, foram utilizadas quatro concentragcdes de nitrogénio: OmM,
8mM, 16mM e 24mM adicionados na forma de nitrato de amodnia, diretamente
aos vasos em uma unica vez, apos uma semana de transplante das plantulas
de soja para os vasos definitivos. A maior concentragado de nitrogénio (24mM)
foi definida com base na necessidade total de nitrogénio para que se obtivesse
15g de massa seca da parte aérea, ou seja aproximadamente 0,6g de N
(solucdo 0,6g L™ = 21,4mM de N), aproximadamente 24mM. As outras duas
concentragbes sao multiplas de oito (8mM e 16mM) e, uma testemunha sem
nitrogénio (OmM).

As sementes de soja foram previamente desinfestadas através de
imersao em alcool 70% durante trés minutos, posteriormente em solucdo de
hipoclorito de sodio (3%) diluido a 20% por dois minutos, sendo em seguida
lavadas repetidas vezes em agua destilada esterilizada. Inicialmente foi

realizada a pré-germinagao e apds quatro dias procedeu-se o transplante,
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colocando-se quatro plantulas por vaso. Passada uma semana do transplante
foi efetuado o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso.

Avaliou-se 0 numero de nddulos, a massa de nodulos e a massa da
parte aérea das plantas de soja. As plantas foram colhidas no inicio do
florescimento, periodo em que todas estavam em inicio do florescimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, num
esquema fatorial 4x4x4 (4 cultivares de soja, 4 estirpes de Bradyrhizobium, 4
concentragbes de N), com trés repeticdbes. A comparacao de médias foi

realizada pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

Tabela 1. Cultivares de soja com respectivos ciclos de cultura, ciclos
vegetativos, origens e ano de langamento.

Cultivar de soja  Ciclo da cultura  Ciclo vegetativo Origem Ano langcamento
CD 208 Precoce 54 dias Coodetec 2003
CD 216 Precoce 52 dias Coodetec 2003
BRS Torena Semi tardio 68 dias ir&bgfgnggg/ 2002

Fepagro RS-10 Tardio 75 dias Fepagro 1995
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se efeito de interagdo sobre todas variaveis avaliadas, numero
de ndédulos, massa de nodulos e massa da parte aérea (Tabela 2). Este
resultado indica que o efeito do teor de nitrogénio sobre a fixacdo bioldgica
depende tanto da cultivar de soja quanto da estirpe de Bradyrhizobium que
estdo interagindo. Diferengcas quanto a eficiéncia na FBN na interagao
Bradyrhizobium e gendtipos de soja foram relatados por Bohrer & Hungria
(1998) e Hungria & Bohrer (2000).

Tabela 2. Valores do teste F para numero de nodulos, massa de nodulos e
massa da parte aérea avaliado no inicio do florescimento das plantas

de soja
Causas da variagéo GL N° nddulos Ma}ssa de Massa,da Parte
nodulos Aérea
Variedade de soja (A) 3 142,91%** 214,86*** 50,73%**
Estirpe de Bradyrhizobium (B) 3 206,62+ 551,22%** 0,33ns
Concentracdo de N (C) 3 1031,80%* 3032,57%** 20,58***
AxB 9 17,00%** 45,90%+ 4,43%**
BxC 9 31,49% 119,13%** 1,68%**
AxC 9 26,12%* 67,18%** 2,66%+
AxBxC 27 23,12%* 54,06*** 2,03**
Residuo 128
CV (%) 13,52 17,19 21,07

*, **, ***: significativos a 5,0; 1,0 e 0,1 % de probabilidade utilizando Tukey.

A Tabela 3 apresenta o numero e massa de nodulos e massa da parte
aérea das plantas de soja, frente as diferentes concentragées de nitrogénio
avaliados em quatro cultivares inoculadas com quatro estirpes de
Bradyrhizobium. O cultivar de soja que se destacou em apresentar nodulos
mesmo na concentragcao de 24mM de N foi o BRS Torena, enquanto que na
massa da parte aérea foi o CD 208. Ja as estirpes que determinaram aumentos
na nodulacdo e na massa da parte aérea de plantas de soja foram as SEMIA

5019 e SEMIA 587. O cultivar de soja que se destacou por apresentar nédulos
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na maior dose de N foi o BRS Torena, assim como a estirpe foi a SEMIA 5019
(Tabela 3).



Tabela 3. Efeito de diferentes cultivares de soja e estirpes de Bradyrhizobium a doses de nitrogénio sobre numero
de nddulos, massa de nodulos e massa da parte aérea. Experimento conduzido em vasos “Leonard”
com solugado nutritiva e trés repeticoes.

Fator

Numero de nodulos

Massa de nddulos

Massa da Parte aérea

Conc. de N (mM)

Cultivar

BRS Torena

CD 208

CD 216

Fepagro RS-10
Estirpe

SEMIA 5019

SEMIA 587

SEMIA 5079

SEMIA 5080

---------- n° planta! ---------
0 8 16
55aA 44aB  13hC
31cA 35bA 22aB
46bA  29bB  9cC
25dA  9cB 9cB
55aA 40aB 26aC
45bA  43aA 21aB
26CA  22DbA 8 bB
30cA 12¢cB  3cC

3ab
0bC
0bD
0bC

2abD
0hC
0hC
0bD

---------- mg plantat --------
0 8 16
133aA 108aB 16 bC
50cB 95aA 44aC
103bA 108aA 15DbB
77cA 26bB  15bC
139aA 114aB 58aC
99bA 112aA 37bB
54cA 61bA 10cB
82bA  43cB 2dC

5aD
0bD
0bC
0bD

4abD
0hC
0bC
0bC

3,5aB
39aC
1,3¢cB
2,3bB

2,9abC
25bC
2,6 bD
3,0aC

---------- g plantat ----------

8 16 24
43bA  45bA  45DA
50aB 58aA  50aB
35cA 34cA  33cA
31cA 28dA 32cA
38bcB  45aA  4,1abAB
45aA 35bB  45aA

41abB 46aA  34cC
36cB 39bAB  4,0bA

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) mindscula(s) na coluna, dentro de cada fator, e maiuscula(s) na linha, dentro de cada variavel, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

1 Concentracao de nitrogénio
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Encontrou-se (Tabela 3) maior niumero e massa de ndédulos nos
tratamentos sem adi¢ao de nitrogénio, reforgando o conhecido efeito inibitorio
do nitrogénio sobre a nodulagdo (Gulden & Vessey, 1998; van Kessel &
Hartley, 2000). Ja a massa da parte aérea foi maior nos tratamentos que
receberam nitrogénio, entretanto ndo demonstrou diferengas entre as doses
8, 16 e 24mM de nitrogénio, tanto quando se compara as médias obtidas
pelos cultivares de soja quanto pelas obtidas pelas estirpes.
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Fepagro RS-10 BRS Torena — ® SEMIA587
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80 | — =V SEMIA 5080
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e -
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Figura 1. Relagdo entre numero de nddulos e teores de nitrogénio em
solucéo nutritiva avaliados em interagcdes com diferentes estirpes
de Bradyrhizobium e cultivares de soja

A relagao entre as variaveis avaliadas (numero e massa de nédulos e
massa da parte aérea) e o teor de nitrogénio, em solugdo nutritiva, em

interacdo com diferentes estipes e cultivares de soja sado apresentados nas
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Figuras (1,2 e 3) e, quando ajustadas, as equacdes de regressao na Tabela
4. Os mesmos dados estao apresentados em tabelas nos Apéndices (6, 7, 8,
9,10, 11,12 e 13).
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Figura 2. Relagdo entre massa de nddulos e teores de nitrogénio em
solucdo nutritiva avaliados em interacbes com diferentes estirpes
de Bradyrhizobium e cultivares de soja

O numero de nodulos (Figura 1 e Tabela 4) ajustou-se a fungdes
exponenciais, com exceg¢ao da interacdo entre a estirpe SEMIA 5080 e
cultivar CD 208, ocorrendo decréscimo do numero de nédulos a medida que
aumenta a dose de nitrogénio em solugdo. A massa de nddulos (Figura 2 e
Tabela 4), assim como o numero de noédulos, apresentou decréscimo a
medida que aumentou o teor de nitrogénio em solugdo. Excecdes

observadas nas interacbes de estirpes com a cultivar CD 208 e
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especificamente a interacdo CD 216 com a SEMIA 587, casos em que houve
um aumento na massa de ndédulos na concentracdo 8mM quando
comparadas a auséncia do nitrogénio, sendo que o aumento da dose de
nitrogénio a partir dai determinou redugcdo da massa de nddulos.
Provavelmente, por esta razdo, nestes casos excepcionais houve melhor
ajuste de fungdes polinomiais que descrevem melhor este comportamento.

Nos outros casos o melhor ajuste foi de fungbes exponenciais.
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Figura 3. Relagido entre massa seca da parte aérea e teores de nitrogénio
em solugcdo nutritiva avaliados em interacbes com diferentes
estirpes de Bradyrhizobium e cultivares de soja
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Nao se encontrou ajuste de funcao para descrever o comportamento da
massa da parte aérea na interagdo cultivar de soja e estirpe de

Bradyrhizobium.

Tabela 4. Equagdes de regresséao ajustadas aos dados de numero de nodulos e
massa de nodulos, em funcdo de diferentes doses de nitrogénio e
cultivares de soja inoculada com estirpes de Bradyrhizobium

Cultivar e estirpe NUmero de nddulos Massa de nodulos
---------- n® vasol ---------- ---------- Mg vaso! ----------
RS 10/ SEMIA 587 y = 114,26e(0.0882** R2=0,79 y = 25,67e(0.0427% R2=0,30
RS 10/ SEMIA 5019 y = 111,69e(0.0853** R2=0,76 y = 49,08e(0.0742%* R?=0,56
RS 10/ SEMIA 5079 y = 28,94e(0.0577% R2=0,24 y = 10,26€(0.0674xk R2=0,42
RS 10/ SEMIA 5080 y = 84,33e(0.4483x%* R2=0,95  y=22,00e(-0.03007x)kx R2=0,82

BRS Torena / SEMIA 587 y = 152,62e(0.073%)x* R2=0,47 y = 80,75e(0.0821x)% R2=0,66
BRS Torena / SEMIA 5019 y = 195,23g(0.0561x)** R2=0,78 y = 61,33e(0.0351x)k* R2=0,74
BRS Torena / SEMIA 5079 y = 134,27e(0.0775xk* R2=0,58 y = 54,570,059k R2=0,74
BRS Torena / SEMIA 5080 y = 101,64€(0.0958x)x* R2=0,79 y = 40,86€(0.0967xk R2=0,89
CD 208 / SEMIA 587 y =102,7x%+6,59x-4,71*  R?=0,68 y = 60,09e(0.0438) R2=0,44
CD 208 / SEMIA 5019 y = 117,1x%+6,91x-0,52**  R2=0,58 y = 65,29@(0.0619x% R2=0,58
CD 208 / SEMIA 5079 y = 36,2x2+5,65%-0,286**  R2=0,54  y=1553x2+2,84x-0,14*  R2=0,79
CD 208 / SEMIA 5080 y = 26,47x%+1,62x-0,11*  R?=0,63 y = 13,89e(0.0437x) R2=0,43
CD 216 / SEMIA 587 y = 72,57x%+8,3x-0,479**  R2=0,87 y = 46,24e(0,04039% R2=0,32

CD 216 / SEMIA 5019 y = 177,38e(0.0675x)% R?=0,67 y = 56,53e(0.0693** R?=0,82
CD 216 / SEMIA 5079 y = 65,20e(-0.0855¢)+x R?2=0,93 y = 41,02e(01534xx R?=0,93
CD 216 / SEMIA 5080 y = 162,9¢(-0,1009** R?=0,77 y = 59,78e(0.17129x* R?=0,97

*, ** significativos a 5,0 e 1,0 % de probabilidade utilizando Tukey.
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4.4 CONCLUSOES

O presente estudo permite as seguintes conclusoes:

- Teores acima de 8 mM de nitrogénio interferem negativamente sobre o
numero e massa de nodulos.

- A magnitude da tolerdncia do processo de fixacdo bioldgica do
nitrogénio ao aumento da disponibilidade de nitrogénio em solugdo é
dependente da interacao cultivar de soja/estirpe de Bradyrhizobium, indicando
a possibilidade de selecionar interacbes mais resistentes a teores de

nitrogénio, geralmente problematicos, sem prejuizo a nodulagéo.



CAPITULO Il

VARIABILIDADE GENETICA E CARACTERIZACAO SOROLOGICA DE
ESTIRPES DE Bradyrhizobium RECUPERADAS DE SOLO SOB
DIFERENTES MANEJOS
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5.1 INTRODUCAO

O uso de estirpes recomendadas pela Rede de Laboratérios para
Recomendacgdo, Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes
Microbiolégicos de Interesse Agricola (RELARE) € uma obrigacéo legislativa,
resultando em inoculagdes massivas com apenas quatro estirpes sobre os
mesmos locais ao longo dos anos desde 1979 (Hungria et al., 2005; 2006a). As
estirpes recomendadas atualmente para a producao de inoculantes comerciais
para a soja no Brasil pertencem as espécies Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 e SEMIA
5019) (Rumjanek et al., 1993; Lemos, 1994; Boddey & Hungria, 1995; Nishi et
al., 1996; Sato et al., 1999; Bangel, 2000; Chueire et al., 2003).

As estirpes de rizébio podem sofrer varias alteracbes em sua fungao
simbidtica, que podem variar desde dificuldades para induzir a formagao de
nodulos até a reducao na fixagao do nitrogénio. Batista et al. (2007) descrevem
a origem da variabilidade genética, obtida de B. japonicum e B. elkanii
associados a soja no cerrado, sendo resultado de varios eventos combinados,
tais como adaptacdo a condicbes adversas, recombinagdo genética e
transferéncia horizontal de genes.

Adaptagdes aos solos, influenciadas por fatores bidticos e abidticos do
ambiente, podem implicar em alteragdes das caracteristicas fisiologicas,
bioquimicas e genéticas entre as estirpes de rizobio, diferenciando-as
geneticamente das estirpes parentais (Ferreira, 1999). O estudo da
variabilidade dos rizobios estabelecidos no solo auxilia no delineamento de
estratégias para garantir o adequado suprimento de nitrogénio, exigido por
cultivares de alta produtividade (Hungria et al., 2005; 2006a). A variabilidade
genética das estirpes recomendadas para soja, apos a introdugéo no solo sob
diferentes agroecossistemas, bem como a sobrevivéncia e competitividade

nestes sistemas, ainda € pouco conhecida.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética das estirpes
recomendadas para a cultura da soja, recuperadas de solo submetido a
diferentes sistemas de manejo, e avaliar o efeito destes sistemas sobre a

sobrevivéncia e competitividade das mesmas.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local e amostragem

As plantas foram coletadas de uma area experimental localizada na
Estacdo Experimental Agronédmica da UFRGS em Eldorado do Sul, RS. O solo
foi classificado como Argissolo Vermelho distréfico tipico (Embrapa, 1999). A
area escolhida nunca havia sido cultivada, tendo sido mantida como campo
nativo até o ano de 2000, quando se iniciou o experimento com cultivo de soja
inoculada com as estirpes de Bradyrhizobium.

Os tratamentos envolveram métodos de preparo do solo (plantio direto e
plantio convencional), adubagao organica ou mineral, e duas utilizagdes do solo
no inverno: consorcio aveia e ervilhaca como plantas de cobertura e ciclagem
de nutrientes; ou cultivo de aveia ou trigo com a colheita dos graos, conforme
apresentado em Figura 1 do capitulo |. A adubacgao foi realizada nas dosagens
recomendadas para corre¢cao da acidez e reposicdo de nutrientes, baseados
em analise de solo de acordo com Comissao... (1995) (Apéndice 14). A fonte
de adubo organico utilizado foi cama de aviario, cuja composicédo pode ser
observada no Apéndice 2. A inoculagao foi realizada utilizando-se inoculante
turfoso (200g de inoculante para 50 kg de sementes), cedido pela Fundagao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), contendo em quantidades
semelhantes as estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e SEMIA
5080.

5.2.2 Isolamento dos rizébios

Vinte ndédulos foram coletados aleatoriamente de 10 plantas de cada
tratamento. Os nodulos foram desinfestados e o isolamento foi realizado
conforme procedimento padréo (Vincent, 1970). A purificagdo das culturas foi
realizada por reinoculagbes em placas contendo meio solido Levedura Manitol

(LMA, Vincent, 1970) e verificagdo do periodo de crescimento, morfologia de
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colénia, uniformidade de absorgdo do corante Vermelho Congo e teste de
Gram. Os isolados foram inoculados em meio liquido LM e apds a
multiplicagdo, acondicionados refrigerados a -14°C em meio LM contendo 25%
de glicerol. As culturas de trabalho foram mantidas em tubos com meio sdlido
LM inclinado a 4°C. Os isolados foram cultivados rotineiramente em meio
liquido LM a 28°C com agitagdo constante de 65 rpm. Os isolados foram
identificados com numeros que permitem relaciona-los aos tratamentos de

campo em que foram coletados, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Identificacdo e origem dos isolados recuperados de solo sob
diferentes tipos de manejo

Isolados Tratamentos
11-12-13-14-18 PD - MIN IRRIG - GRAO INV
21-24-25-26-27-28 PC - MIN IRRIG - GRAO INV
32-33-34-35-36 PD - MIN IRRIG - COBERT. INV
41-43-45-46-47-48 PC - MIN IRRIG - COBERT. INV
51-53-54-55-56-57-58 PD - ORG - COBERT. INV
61-62-63-64-65-66-67-68 PC - ORG - COBERT. INV
12-73-74-76-77-78 PD - MIN - GRAO INV
81-82-84-85-86-87-88 PC - MIN - GRAO INV
91-92-93-94-95-96-98 PD - MIN - COBERT. INV
102-103-104-105-107 PC - MIN - COBERT. INV
111-112-113-115-116-117-118 PD - ORG - GRAO INV
121-122-123-124-126-128 PC - ORG - GRAO INV

PD — plantio direto; PC — plantio convencional; MIN — adubag&o mineral; ORG — adubag&o orgénica (cama de aviario);
INV  wilizagaq de consire de aveis 0 endihaca na o o o conete oS grdos; COBERT
5.2.3 Extracdo de DNA genbémico

A extragcdo do DNA das estirpes de Bradyrhizobium foi realizada a partir
de uma cultura de células crescidas em 15 mL de meio liquido LM a 28°C sob
agitacdo constante de 120 rpm durante sete dias. As células foram lavadas
com tampao TES (Tris 50mM a pH 8,0; EDTA 0,5mM; NaCl 50mM), e
ressuspendidas em EDTA salina (NaCl 150mM, EDTA 10mM a pH 8). A lise da
célula foi realizada em SDS (dodecil sulfato de sédio) 20% aquecido a 55°C. O
DNA foi extraido com cloroformio:alcool isoamilico (24:1) e precipitado com

etanol.

5.2.4 Perfis de amplificacdo com oligonucleotideos iniciadores
O DNA das estirpes foi comparado pela técnica de rep-PCR, baseada

nas sequéncias repetidas de ERIC e BOX. Os oligonucleotideos iniciadores
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ERIC1R e ERIC2 apresentam as sequéncias 5’ATG TAA GCT CCT GGG GAT
TCA C3’ e 5’AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G3’ respectivamente; BOX A
1-R apresenta a seqiéncia 5'CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G 3.

A reagao de amplificagédo com o oligonucleotideo iniciador BOX A 1-R foi
realizada de acordo com o protocolo de Versalovic et al. (1991) sendo a reagéo
de amplificagdo com o oligonucleotideo iniciador ERIC (ERIC 1R + ERIC 2)
realizada de acordo com o protocolo de De Bruijn (1992). Para as
amplificagdes do DNA foi utilizado como controle negativo das reagdes de PCR
a agua ultrapura. Utilizou-se a cada reagao de amplificagdo as quatro estirpes
recomendadas para a cultura da soja (SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e
SEMIA 5080).

5.2.5 Analise de fragmentos amplificados por PCR

A separagdo dos fragmentos amplificados pela PCR com os
oligonucleotideos iniciadores BOX A 1-R, ERIC1R e ERIC2 foi realizada em
géis de agarose (1,5%) em cuba horizontal com tampdo TBE (0,5X). A

voltagem utilizada foi de 100 mV e tempo de migragao de 60 minutos.

5.2.6 Analises genéticas

As analises para estimar a similaridade genética entre as estirpes
utilizaram como informagao basica as matrizes de presencga (1) e auséncia (0),
construidas a partir do perfil de bandas obtido pela revelagdo dos géis de
agarose para os oligonucleotideos iniciadores utilizados. Os agrupamentos
foram realizados segundo o método de agrupamento UPGMA — [Unweighted
pair group with arithmetic mean (Nei, 1987)] e coeficiente de Jaccard (Legendre
& Legendre, 1983) para o calculo da matriz de similaridade, com o auxilio do
programa PAST — Paleontological Statistics Software Package for Education
and Data Analysis (Hammer et al., 2001). O indice de diversidade de Shannon
(Shannon & Weaver, 1949) foi estimado baseado nos 79 isolados e no numero
de grupos formados, considerando 70% de similaridade (Alberton et al., 2006).
O indice H foi calculado usando-se a férmula H = C/N (N log N - > n; log nj)
(Atlas & Bartha, 1997), onde n; corresponde ao numero de grupos obtidos no
dendrograma, N corresponde ao numero total de isolados e C € uma constante

que corresponde a 2,3.
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5.2.7 Caracterizacédo soroldgica
Realizou-se a caracterizagao sorolégica dos mesmos isolados descritos
no item 5.2.2.

5.2.7.1 Producdao de anti-soros

A produgao dos anti-soros foi realizada no laboratério de microbiologia
da FEPAGRO. Inicialmente, realizou-se a produgdo de antigenos com as
estirpes originais representantes dos sorogrupos de bradirrizobios que nodulam
a cultura da soja. As estirpes foram cultivadas em meio triptona-levedura
(Somasegaran & Hoben, 1994) constituida por triptona, extrato de levedura e
cloreto de célcio em concentracdo de 0,5; 3,0 e 0,87 g.L™, respectivamente. A
solugdo com pH 7 foi esterilizada por autoclavagem por 20min, 120°C a 1,5
(atm). As culturas foram multiplicadas a 28°C, sob agitagdo constante
(120rpm), até a concentragdo final de 1,0x10° cel.mL”. Apds, as bactérias
foram centrifugadas (10.000 rpm, 30min a 4°C) e o precipitado lavado com
solucao salina (NaCl 0,85%) para a remogéo de polissacarideos extracelulares
e de possiveis partes residuais do meio de cultivo. O precipitado foi
ressuspendido no volume original de solugdo salina e armazenado a 4°C para
posterior inoculagdo em coelhos para a produgao de soros anti-células totais.

Utilizaram-se por antigeno dois coelhos, com aproximadamente quatro
meses de vida. Empregando-se dois coelhos por antigeno, a fim de evitar
variagcbes ou perda por morte. A inoculagdo foi realizada via subcutanea,
procedidas numa série de 12 aplicagdes, espagadas por sete dias cada, num
volume de 2mL (Alves & Lemos, 1996).

Apos a série de inoculagdes, cada animal foi submetido a sangria pela
veia marginal da orelha e o soro titulado por reagdo de aglutinagao direta.
Assim que foi obtido titulo superior a 1:1024, realizou-se a pun¢ao cardiaca nos
animais. Os soros foram separados por centrifugacao (10.000rpm por 10min a
4°C).

5.2.7.2 Tipificacdo dos Bradyrhizobium por soroaglutinacao

Os isolados foram cultivados em meio liquido LM a 28°C com agitagao
constante (65 rpm). Apds, realizou-se a centrifugagéo das células a 10.000rpm
por 3min e a ressuspensao das mesmas em solugao salina (NaCl 0,85%). Os
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tubos contendo essa suspensao de células permaneceram em banho-maria a
100°C por 1 hora para inativagao dos antigenos flagelares.

A reacao de aglutinagdo ocorreu em placas de Takatsi, com fundo em
“V” (Nishi et al., 1996). Em cada poco adicionou-se 50uL de suspensao
antigénica e 50uL dos soros diluidos em solugdo salina e 20uL do corante
cristal violeta 0,05% (em etanol) a cada 2mL da suspenséo de células.

As placas foram agitadas por trés minutos em agitador orbital, e em
seguida deixados em repouso a temperatura ambiente por 24 horas para a
manifestacido da reacao.

A presenca de aglutinacéo foi indicada por sinal positivo e a auséncia
(resultados iguais ao controle negativo, representado por soro de animais n&o
submetidos as inoculagdes) por sinal negativo apds observagdo da placa em
um negatoscopio com fundo branco.

5.2.8 Identificacdo da espécie de Bradyrhizobium por amplificacdo de
seqliéncias do gene 16S RNAr

Foi utilizado o método baseado na técnica de PCR que permite
diferenciar as espécies de B. japonicum e B. elkanii utilizando-se a amplificagao
de sequéncias do gene 16S RNAr (Giongo et al., 2007). Essa técnica foi
utilizada somente nos casos de duvida em relacdo aos resultados obtidos pela
caracterizagao soroldgica.

O método utiliza uma trinca de oligonucleotideos iniciadores espécie-
especificos. Um dos oligonucleotideos iniciadores chamado Brady
(5AMTKCCTTTGAKWYTKAAGATCTTG3’) é combinado com um dos
oligonucleotideos especifico para o género B. japonicum, chamado Bjap
(5GTCACATCTCTGCGACCGGTC3’) ou com o oligonucletideo iniciador
especifico pra o] género B. elkanii chamado Belk
(5’AACTCCGTCTCTGGAGTCCGCGAZ’). A reagado de amplificagdo (25uL) foi
realizada contendo 5uL de DNA (20ng), 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen)
tampéo 1x, 2,5mM de MgCl,, 5SmM de dNTP e 10pmol de cada oligonucleotideo
iniciador (Brady combinado com Bjap ou Brady combinado com Belk) (Giongo
et al., 2007). Para a amplificagdo foi realizado: uma desnaturagéo inicial de 1
min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 1min a 94°C para desnaturagao inicial, 30s
a 55°C para anelamento, 1min a 75°C para extensdo, seguido por uma
extensao final a 72°C por 5min. Os produtos da amplificacdo foram analisados
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em gel de agarose (1%) contendo brometo de etideo (10mg ml™') em tampso
TBE 1x, sendo fotografados sobre luz UV.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A variabilidade genética dos bradirrizébios isolados foi avaliada pelos
perfis eletroforéticos obtidos da amplificagcdo do DNA (Figura 1) utilizando dois
grupos de oligonucleotideos: BOX 1R; ERIC1-R e ERIC-2. Foi possivel a
identificacdo de grupos bem definidos dos isolados e das estirpes padrao.
Setenta e cinco isolados recuperados do solo apds 6 anos de inoculacdo, e
quatro estirpes de referéncia foram analisados. O tamanho dos fragmentos
obtidos variou entre 5.500 e 600 pb. Os perfis eletroforéticos foram convertidos
em matrizes binarias e analisados pelo programa PAST (Hammer et al., 2001).
As relagdes entre todos isolados estudados sdo apresentadas na Figura 1.

Apenas 25% dos isolados apresentaram alta similaridade com as
estirpes parentais, 23% similares a B. elkanii e 2% similares a B. japonicum.
Batista et al. (2007) encontrou menor percentual de isolados associados as
estirpes parentais (6,4%), trabalhando com recuperagao de estirpes de rizébio
associados a soja em solos do Cerrado.

Foram obtidos 10 grupos, a partir do ponto de corte em 70% de
similaridade, além de nove isolados que apresentaram baixa similaridade com
os demais, ficando separados dos grupos formados (Figura 1). A maior parte
dos isolados (56%) localizou-se nos grupos |, Il e lll, os quais compreenderam
20, 11 e 13 isolados, respectivamente. As estirpes de referéncia pertencentes a
espécie B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019) localizaram-se no grupo | com
similaridade de 83% entre si. Ja as estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079 e
SEMIA 5080) apresentaram baixa similaridade (28%), tendo a estirpe SEMIA
5079 localizado-se junto ao grupo IX, enquanto SEMIA 5080 formou um grupo

a parte.
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Figura1. Dendrograma da variabilidade genética de Bradyrhizobium
recuperados de solo sob diferentes sistemas de manejo, utilizando
analise de clusteres do produto do PCR obtido por amplificagdes do
DNA com oligonucleotideos BOX A 1R, ERIC1R e ERIC2 e
tipificacao sorologica das amostras.
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Foi possivel também identificar-se a associagdo entre a variabilidade
genética e o tratamento de origem (Tabela 1). As amostras 91, 92, 93, 94, 95,
96, 98 (tratamento sobre plantio direto, adubacédo mineral e utilizagcdo de aveia
e ervilhaca no inverno) e 32, 33, 34, 35, 36 (tratamento sobre plantio direto,
adubagdo mineral, irrigagdo e utilizagdo de aveia e ervilhaca no inverno)
destacaram-se por apresentar maior distribuicdo entre os grupos, indicando
maior variabilidade genética. Por sua vez, as amostras 21, 24, 25, 26, 27, 28
(plantio convencional, adubag&o mineral e irrigacdo com uso de trigo ou aveia
no inverno), 41, 43, 45, 46, 47, 48 (plantio convencional, adubagado mineral e
irrigacéo e utilizacdo de aveia e ervilhaca no inverno) e 51, 53, 54, 55, 56, 57,
58 (plantio direto, adubacdo orgéanica e utilizacdo de aveia e ervilhaca no
inverno) destacam-se por apresentar menor distribuicdo entre os grupos,
indicando menor variabilidade genética associada a esses tratamentos.

Alguns estudos sobre diversidade genética de populagdes indicam que
atividades antropogénicas afetam a diversidade microbiana (Caballero-Mellado
& Martinez-Romero, 1999; Zahran, 1999; Giongo et al., 2008) e manejo do solo
e culturas podem afetar a biomassa e atividade microbiana (Hungria & Vargas,
2000; Vargas & Scholles, 2000; Franchini et al., 2007).

O indice de Shannon foi calculado para verificar a diversidade genética
entre os isolados a partir dos grupos formados no dendrograma (Figura 1). O
resultado revelou um alto indice de diversidade entre os isolados, obtido a
partir de 79 isolados (H = 5,46). Foram também obtidos indices de diversidade
genética isolando-se os tratamentos. Assim, o PD (H = 4,84) foi superior ao PC
(H = 4,55), a adubacao mineral (H = 4,33) superior a adubagao organica (H =
4,12) e o uso de cobertura aveia e ervilhaca no inverno (H = 4,08) inferior ao
uso de trigo ou aveia para obtencao de graos no inverno (H = 4,92). Os indices
de diversidade de Shannon sdo altamente variaveis de local para local em
virtude das variagbes de organismos e ambientes, a titulo de exemplo
resultados similares foram obtidos por Giongo et al. (2008) que trabalharam
com rizdbios que nodulam soja em cinco regides do Rio Grande do Sul e
encontraram indices de diversidade que variam de H = 3,95 a H = 6,17. Vargas
et al. (2007) encontrou um H = 4,30 ao estudar a diversidade genética de
rizobios que nodulam Acacia mearnsii no Rio Grande do Sul. Andrade et al.

(2002) encontraram valores menores de diversidade (H = 3,93) ao analisar
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rizobios associados ao feijoeiro em solos acidos, corrigidos com calcario.
Estudos mostram que a diversidade é geralmente menor em comunidades sob
estresse ambiental (Atlas et al., 1991; Hungria et al., 2006b), o que foi
observado na comparacgao entre o tratamento PD e o PC.

A caracterizagao sorologica (Figura 1) mostrou ampla predominéncia da
espécie B. elkanii (92% dos isolados), sendo 48% de SEMIA 587 e 44% de
SEMIA 5019. Enquanto que para B. japonicum observou-se 12% de SEMIA
5079 e 1% de SEMIA 5080. Estes resultados indicam que as estirpes
pertencentes a espécie B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019) sdo mais
competitivas e que a baixa ocupagdo nodular das estirpes de B. japonicum
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) determinam menor sobrevivéncia destas neste
ambiente. Nao se observou presenga predominante de algum grupo sorologico
associada a algum tratamento. A tipificagcao sorolégica permitiu a identificagéo de
87% dos isolados ao nivel de estirpe. O uso de anticorpos policlonais em
reagdes de aglutinacdo somatica tem como principal limitagdo a possibilidade de
reagdes cruzadas (Thies et al., 2001). Os isolados 12, 34, 35, 61, 103, 104, 115,
122, 126 e 128 apresentaram reagéo cruzada, gerando duvidas em relagéo a
origem destes isolados. Para esses dez isolados, utilizou-se a técnica baseada
nas sequéncias do gene RNAr 16S (Giongo et al., 2007), que permitiu identifica-
los como pertencentes a espécie B. elkanii ou B. japonicum (Tabela 2). Os dados
apresentados na Tabela 2 sdo os primeiros resultados obtidos com esta técnica
de diferenciagdo de B. japonicum e B. elkanii (Giongo et al., 2007), o protocolo é
simples e confiavel, o que possibilita a aplicagdo em laboratérios de rotina de
analise de rizobios.

A predominancia de estirpes de B. elkanii na ocupacdo nodular,
independente dos tratamentos submetidos, também foi observada por Bizarro
(2004). Segundo Triplett & Sadowsky (1992), muitos casos de insucessos na
nodulagdo sao atribuidos a baixa competitividade das estirpes de bactérias
inoculadas, que ndo sdo capazes de prevalecer nos ndédulos do hospedeiro,
sobretudo quando o solo apresenta condigdes fisicas e quimicas

desfavoraveis.
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Tabela 2. Diferenciagao de B. elkanii e B. japonicum utilizando sequéncias do
gene RNAr 16S amplificadas com trincas de oligonucleotideos
especificos para cada espécie

Diferenciacdo de B. elkanii e

Isolados Caracterizacdo sorologica 8. iaponicumt
. japonicum
SEMIA 587 SEMIA 587 B. elkanii
SEMIA 5019 SEMIA 5019 B. elkanii
SEMIA 5079 SEMIA 5079 B. japonicum
SEMIA 5080 SEMIA 5080 B. japonicum
12 SEMIA 5079/SEMIA 587 B. japonicum
34 SEMIA 5019/SEMIA 5079 B. elkanii
35 SEMIA 5079/SEMIA 5019 B. japonicum
61 SEMIA 5079/SEMIA 587 B. japonicum
103 SEMIA 5080/SEMIA 587 B. elkanii
104 SEMIA 5079/SEMIA 5019 B. elkanii
115 SEMIA 5079/SEMIA 587 B. elkanii
122 SEMIA 5079/SEMIA 587 B. elkanii
126 SEMIA 587/SEMIA 5079 B. elkanii
128 SEMIA 587/SEMIA 5079 B. elkanii

" Método descrito por Giongo et al. (2007)
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5.4 CONCLUSOES

O presente estudo permite as seguintes conclusodes:

- A variabilidade genética foi maior no plantio direto do que no plantio
convencional, maior na adubag¢ado mineral do que na adubacgao organica, da
mesma forma foi maior nas culturas de inverno trigo ou aveia do que aveia e

ervilhaca.

- Independente dos manejos testados as estirpes de Bradyrhizobium elkanii
(SEMIA 587 e SEMIA 5019) foram mais competitivas que B. japonicum
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080).
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7. CONCLUSOES GERAIS

A inoculagdo da soja a campo, realizada no terceiro cultivo sobre a
mesma area, continuou apresentando aumento de massa e numero de nddulos
com reflexos na massa da parte aérea e no teor de nitrogénio nas plantas. Isto
ficou mais evidenciado no tratamento onde foi utilizado o plantio direto, que,
pelas observacbes efetuadas, reuniu as melhores condicbes para o processo
de fixagao biolégica do nitrogénio. O aumento dos teores de nitrogénio mineral
do solo prejudicou o processo de fixagao biolodgica evidenciado pela redugéo da
massa de nodulos. Entretanto, foi possivel identificar interagdes entre estirpes
de Bradyrhizobium e cultivares de soja mais tolerantes aos teores de nitrogénio
mineral em termos de numero e massa de nddulos. Sendo a cultivar mais
resistente a BRS Torena e as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019. As técnicas
de biologia molecular e a identificagdo sorolégica utilizadas permitiram
identificar quais estirpes estao ocorrendo no experimento de campo e quais os
efeitos do manejo do solo sobre a variabilidade genética dos isolados.
Observou-se maior variabilidade genética no plantio direto do que no plantio
convencional, maior na adubag¢ao mineral, do que na adubacgéo organica. Fato
semelhante foi observado no cultivo de trigo ou aveia comparado com aveia e
ervilhaca. Dentre as estirpes utilizadas, SEMIA 587 e SEMIA 5019,
apresentaram uma ocupacdo nodular de 92%, caracterizando-as como mais

competitivas.
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Apéndice 1. Atributos quimicos de um PVd (camada de 0-20cm) submetido a
adubacdo mineral (com e sem irrigagdo) e organica, em trés
sistemas de preparo do solo. Amostragem efetuada em
outubro/2004

Tratamento pH AItI’OC. Catroc' Mgtroc' MO P K

----- cmol, L - % ——mgL"
Adubacéao Mineral Irrigado
PD 6,3 0,0 5,2 24 2,7 7,0 188

Blocol  'bc 60 00 44 21 27 82 19
Bloco || PD 6,2 0,0 5,5 2,4 3,2 11,5 216
PC 57 0,0 3,6 1,8 2,7 4,7 222

Adubacao Mineral
Bloco V/ PD 6,4 0,0 5,3 24 3,3 10 184
PC 5,8 0,0 3,6 1,9 2,6 5,8 209
Bloco V| PD 6,3 0,0 4,2 2,3 3,8 6,0 233
PC 5,8 0,0 3,4 1,7 2,6 4,3 206

Adubacéao Organica
Bloco IV PD 6,0 0,0 5,8 1,8 3,6 42 245
PC 59 0,0 4,8 1,6 29 23 283
Bloco V| PD 6,3 0,0 5,8 1,7 3,6 39 257
PC 6,0 0,0 4,8 1,4 3,0 23 241
Campo Nativo 5,2 0,4 6,4 3,0 2,5 1,5 127




Apéndice 2. Analise quimica da cama de aviario
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Determinagdes Teores
Umidade - % 22,5
Carbono Organico - % 30,0
Nitrogénio - % 1,8
Fosforo total - % 1,1
Potassio total - % 1,9
Calcio total - % 8,1
Magnésio total - % 0,56
Enxofre total - % 0,40
Cobre total - mg kg™’ 61,0
Zinco total - mg kg™’ 4540
Ferro total - % 0,11
Manganés total - mg kg™’ 448,0
Saddio total - % 0,76
Boro total - mg kg™ 17,0

Resultados expressos em material seco a 75°C.
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Apéndice 3. Valores do teste F para numero de ndédulos e massa de nddulos
avaliados nos estadios do quinto né e inicio do florescimento das
plantas de soja

Causas da variagdo  GL N° nédulos Massa de nodulos
V5’ R1? V5 R1

Adubacao (A) 1 5,88* 4,56 1,12 2,09
Preparo do solo (B) 1 55,24*** 3,15 58,04*** 29,75***
Inoculagéo (C) 1 1,26 " 0,27 3,24 16,52***

AxB 1 3,78 0,73 7,06* 1,34 "™

BxC 1 0,12 3,17 1,12 3,64

AxC 1 0,01" 1,65 2,87 3,79™

AxBxC 1 0,42" 0,01" 0,10 1,42

Residuo 40
CV (%) 24,62 27,58 29,12 18,50

* 2 significativo ao nivel de 5%, 1% e <1%; ns - n&o significativo
! estadio do quinto no; 2 estadio do inicio do florescimento

Apéndice 4. Valores do teste F para massa da parte aérea e nitrogénio total
do tecido avaliado nos estadios do quinto n6é e inicio do
florescimento das plantas de soja

Massa da Parte

N total do tecido

Causas da variacdo GL Aérea
V5' R1° V5 R1
Adubacao (A) 1 11,85** 6,53* 12,04** 25,47***
Preparo do solo (B) 1 0,03™ 0,38™ 0,61 10,61**
Inoculacéao (C) 1 5,55* 18,59*** 10,18** 49,01***
AxB 1 16,86*** 3,98™ 10,61** 0,73™
BxC 1 0,71 0,01™ 0,99 1,78
AxC 1 3,28™ 0,31 2,56 "™ 0,64
AxBxC 1 1,93 1,35 2,45™ 0,76 ™
Residuo 16
CV (%) 15,25 19,90 18,73 13,10

* ¥ significativo ao nivel de 5%, 1% e <1%; ns - n&o significativo
! estadio do quinto no; 2 estadio do inicio do florescimento
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referéncia deter-

minados no periodo de julho a junho do ano agricola 2005/2006.

ETo calculada pela equacao de Penman



Apéndice 6. Numero de nédulos, massa de nddulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes cultivares, estirpes de
Bradyrhizobium, avaliadas na auséncia de nitrogénio.

Estirpes

Cultivar SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA

587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080

Numero de Nodulos Massa de Nédulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g

RS 10 25.99b 5194 a 8.29b 2131c 116.54 a 115.14 be 20.26 ¢ 83.58 b 220D 253b 1.67b 2.73b
CD 208 54.76 a 55.78 a 16.36 b 11.27d 91.07 ab 96.70 ¢ 42.84 be 23.74 ¢ 330a 3.07b 367a 550a
BRS Torena  71.96a 58.62 a 50.87 a 39.59b 126.43 a 200.80 a 119.07 a 95.14 b 3.60a 447 a 3.83a 2.07 be

CD 208 34.66 b 52.62 a 4041 a 59.49 a 67.43b 156.63 ab 56.78 b 153.43 a 1.03¢ 143¢ 1.07b 1.70¢

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apéndice 7. Numero de nédulos, massa de nddulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes cultivares, estirpes de
Bradyrhizobium, submetidas a 8mM de nitrogénio.

Estirpes
Cultivar SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nédulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
RS 10 1258 ¢ 13.95¢ 11.95¢ 0.94Db 43.14 b 38.10¢ 41.92 b 1.09¢ 3.00c 2.73¢ 4.20 ab 2.63¢
CD 208 45.05b 63.95 a 25.44 1 1531a 155.04 a 189.21a 42.31b 39.40 b 533a 5.07a 460a 5.17a
BRS Torena  72.23a 49.30 ab 3991a 23.33a 153.07 a 102.61 b 11550 a 69.64 ab 537a 3.83b 4.27 ab 3.90h
CD 208 54.96 ab 42.21b 1422¢ 15.86 a 120.65 a 162.15 a 55.95 b 107.84 a 433b 3.60 be 340D 253¢

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Apéndice 8. Numero de nédulos, massa de nodulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes cultivares, estirpes de
Bradyrhizobium, submetidas a 16mM de nitrogénio.

Estirpes
Cultivar SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nédulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
RS 10 26.65b 335la 0.00b 0.00b 49.68 a 57.20 b 0.00c 0.00 b 287b 317b 290¢ 217¢
CD 208 49.76 a 16.09 b 27.45a 6.45a 54.86 a 4473 b 7341a 15.80 a 3.53ab 550a 743a 6.63 a
BRS Torena 0.64c 40.59 a 26.66 a 4.36 a 1.95b 98.67 a 11.70b 1.53b 380a 6.27 a 487h 310h
CD 208 28.24b 18.92b 0.00b 2.65a 69.82 a 39.31b 0.00c 0.00b 380a 293b 340c 3.63b

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apéndice 9. Numero de nédulos, massa de ndédulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes cultivares, estirpes
de Bradyrhizobium, submetidas a 24mM de nitrogénio.

Estirpes
Cultivar SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nédulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
RS 10 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a 0.00 b 0.00a 0.00a 3.87¢ 290 b 410a 197¢
CD 208 0.00a 0.64b 0.00a 0.64a 0.00a 0.94b 0.00a 153a 5.87a 490a 3.00b 6.33a
BRS Torena 0.00a 18.79 a 148a 219a 0.00a 44.34 a 0.96 a 124a 4.83hb 543a 393a 3.90h
CD 208 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 340c¢ 3.17b 2.70b 3.97hb

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Apéndice 10. Numero de nédulos, massa de nddulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes doses de nitrogénio,
estirpes de Bradyrhizobium, utilizando a cultivar Fepagro RS-10.

Estirpes
Dose N SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
(mM) 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nodulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
0 25.99 aB 51.94 aA 8.29 aC 21.31aB 116.54aA  115.14 aA 20.26 aB 83.58 aA 2.20 bAB 2.53 aAB 1.67 cB 2.73 aA
8 12.58 bA 13.95 cA 11.95aA 0.94 bB 43.14 bA 38.10 bA 41.92 aA 1.09 bB 3.00 abB 2.73aB 4.20 aA 2.63 aB
16 26.65 aA 33.51bA 0.00 bB 0.00 bB 49.68 bA 57.20 bA 0.00 bB 0.00 bB 2.87 bAB 3.17 aA 2.90 bAB 2.17 aB
24 0.00 cA 0.00 dA 0.00 bA 0.00 bA 0.00 cA 0.00 cA 0.00 bA 0.00 bA 3.87 aA 2.90 aB 4.10 aA 1.97 aC

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna e maiuscula(s) na linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apéndice 11. Numero de ndédulos, massa de ndédulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes doses de
nitrogénio, estirpes de Bradyrhizobium, utilizando a cultivar CD 208.

Estirpes
Dose N SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
(mM) 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nodulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
0 54.76 aA 55.78 aA 16.36 bB 11.27 abB 91.07 bA 96.70 bA 42.84 aB 23.74 abB 3.30bB 3.07bB 3.67cB 5.50 bcA
8 45.05 aB 63.95 aA 25.44 abC 15.31aC 155.04 aA  189.21 aA 42.31 aB 39.40 aB 5.33aA 5.07 aA 4.60 bA 5.17 cA
16 49.76 aA 16.09 bC 27.45 aB 6.45 bD 54.86 bA 44.73 cA 73.41 aA 15.80 bB 3.53hC 5.50 aB 7.43 aA 6.63 aA
24 0.00 bA 0.64 cA 0.00 cA 0.64 cA 0.00 cA 0.94 dA 0.00 bA 1.53 cA 5.87 aA 4,90 aB 3.00cC 6.33 abA

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna e maiuscula(s) na linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Apéndice 12. Numero de nédulos, massa de nddulos e massa da parte aérea da soja submetida a diferentes doses de nitrogénio,
estirpes de Bradyrhizobium, utilizando a cultivar BRS Torena.

Estirpes
Dose N SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
(mM) 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nodulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
0 71.96 aA 58.62aAB  50.87 aBC 39.59aC 126.43aB  200.80aA  119.07 aB 95.14 aB 3.60 bA 4.47 bA 3.83 bA 2.07 bB
8 72.23 aA 49.30abB  39.91 abB 23.33bC 153.07aA 10261 bBC 11550aAB  69.64 aC 5.37 aA 3.83bB 4,27 abB 3.90 aB
16 0.64 bD 40.59 bA 26.66 bB 4.36 cC 1.95 bB 98.67 bA 11.70 bB 1.53 bB 3.80bC 6.27 aA 4.87 aB 3.10aC
24 0.00 bB 18.79 cA 1.48 cB 2.19cB 0.00 bB 44.34 cA 0.96 cB 1.24 bB 4.83 aA 5.43 aA 3.93bB 3.90 aB

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) minuscula(s) na coluna e maiuscula(s) na linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apéndice 13. Numero de nédulos, massa de nddulos € massa da parte aérea da soja submetida a diferentes doses de nitrogénio,
estirpes de Bradyrhizobium, utilizando a cultivar CD 216.

Estirpes
Dose N SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA SEMIA
(mM) 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080 587 5019 5079 5080
Numero de Nodulos Massa de Nodulos Matéria Seca da Parte Aérea
n° mg g
0 34.66 bC 52.62aAB  40.41aBC 59.49 aA 67.43 bB 156.63 aA 56.78 aB 153.43 aA 1.03 cA 1.43 bA 1.07 bA 1.70 bA
8 54.96 aA 42.21 aA 14.22 bB 15.86bB  120.65aAB  162.15 aA 55.95 aC 107.84 aB 4.33 aA 3.60 aAB 3.40 aBC 2.53hC
16 28.24 bA 18.92 bA 0.00 cC 2.65cB 69.82 bA 39.31 bA 0.00 bB 0.00 bB 3.80 abA 2.93 aA 3.40 aA 3.63 aA
24 0.00 cA 0.00 cA 0.00 cA 0.00 dA 0.00 cA 0.00 cA 0.00 bA 0.00 bA 3.40 bAB 3.17 aAB 2.70 aB 3.97 aA

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) mindscula(s) na coluna e maiuscula(s) na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Apéndice 14. Atributos quimicos de um PVd (camada de 0-20cm) submetido a
adubacao mineral (com e sem irrigagdo) e organica, em dois
sistemas de preparo do solo. Amostragem efetuada em

outubro/2004.
Tratamentos pH Altroc Catroc' Mgtroc' MO P K
----- cmole L - % ——-mgL"
Adubacéo Mineral Irrigado
PD-MINIRR-GRAOINV 6,3 0,0 5,2 24 2,7 7,0 188
PC-MINIRR-GRAOINV 6,0 0,0 4.4 2.1 2,7 8,2 195
PD - MIN IRR- COBERT. INV 6,2 0,0 5,5 2,4 3,2 11,5 216
PC-MINIRR-COBERT.INV 5,7 0,0 3,6 1,8 2,7 4,7 222
Adubacao Mineral
PD - MIN - COBERT. INV 6,4 0,0 5,3 2,4 3,3 10 184
PC - MIN - COBERT. INV 5,8 0,0 3,6 1,9 2,6 5,8 209
PD - MIN - GRAO INV 6,3 0,0 4,2 2,3 3,8 6,0 233
PC - MIN - GRAO INV 5,8 0,0 3,4 1,7 2,6 4,3 206
Adubacéao Organica
PD - MIN - GRAO INV 6,0 0,0 5,8 1,8 3,6 42 245
PC - MIN - GRAO INV 59 0,0 4,8 1,6 29 23 283
PD - ORG - GRAO INV 6,3 0,0 5,8 1,7 3,6 39 257
PC - ORG - GRAO INV 6,0 0,0 4,8 1,4 3,0 23 241

PD - plantio direto; PC — plantio convencional; MIN — adubag&o mineral; ORG — adubag&o orgénica (cama de aviario);
IRR — utilizagdo de irrigagao; GRAO INV — utilizagdo de aveia ou trigo no inverno com colheita dos gréos; COBERT.
INV — utilizagdo de consorcio de aveia e ervilhaca no inverno
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