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Fixacao biologica
do nitrogénio na soja

André Luis Thomas' & José Antonio Costa®

A cultura da soja necessita de grande quantidade de nitrogénio
(N) para se desenvolver e, consequentemente, produzir bons rendi-
mentos de graos porque esses possuem aproximadamente 40% de
proteina. Estima-se que 80 kg de N sejam necessarios para produzir
1000 kg de graos de soja, sendo que este N pode ser suprido pelo
solo, por fertilizantes nitrogenados e pela fixacao biolégica ou
simbidtica do N, presente no ar do solo (Hungria et al., 1994; Hungria
etal., 2001).

A soja é uma leguminosa originaria da China que pode se associar
a algumas bactérias, como Bradyrhizobium japonicum e
Bradyrhizobium elkanii, formando nédulos, onde ocorre o processo
de fixacdo biolégica do N,. Como a soja é uma cultura que foi
introduzida no Pais, originalmente os solos ndo possuiam bactérias ca-
pazes de nodular de modo eficaz a planta. Assim, na fase inicial de
expansao da cultura, foram importadas e testadas estirpes nas condi-
coes edafocliméaticas e nas cultivares nacionais. Nessa avaliacao foram
identificadas as estirpes com melhor desempenho que passaram a ser
recomendadas para o uso em inoculantes comerciais (Hungria, 2006).

A inoculacdo com a bactéria ou a existéncia no solo de alta po-
pulacdo de estirpe eficiente ndo sdo garantias da ocorréncia de
nodulacao adequada e funcionamento da simbiose. Esse funciona-
mento dependera da interacao de uma série de fatores, envolvendo a
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planta, a bactéria e o ambiente. No Brasil estima-se que a fixagao bio-
l6gica do N, contribua de 70% a 94% do nitrogénio necessario ao
desenvolvimento e rendimento da cultura da soja (Hungria etal., 1994;
Alves etal., 2003, Hungria etal., 2005a e 2005b), o restante é suprido
pelo solo. Entretanto, fatores adversos, como acidez, deficiéncia de
macro e micronutrientes, temperatura elevada e baixa disponibilida-
de de agua no solo, reduzem acentuadamente a fixacao biolégica.

A eficiéncia do processo de fixacao biolégica do nitrogénio con-
seguido pela pesquisa é, sem duavida, o principal fator que torna a
soja produzida no Pais altamente competitiva no mercado internaci-
onal. Isso ocorre porque nao existe necessidade de aplicar fertilizan-
tes nitrogenados, como uréia e sulfato de amoénio, que sdo derivados
do petréleo e elevam o custo de producdo.

1. Formacao dos nédulos nas raizes:
estabelecimento da simbiose

A formacao de nédulos nas raizes da planta de soja é necessaria
para que o processo de fixacao biologica do N, ocorra. A nodulagéo é
uma resposta da planta hospedeira ao estimulo das bactérias
Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii. O processo de formacao dos
nodulos pode ser, simplificadamente, dividido nas seguintes fases:

1. Atraidos pelas secrecdes dos pélos radiculares, os bradirizébios
se multiplicam e produzem um sinal (fator de nodulacao) que
é o responsavel, entre outras coisas, pelo reconhecimento en-
tre a bactéria e a planta hospedeira e pela inducao de intensa
divisao celular naraiz.

2.Havendo compatibilidade entre o bradirizébio e a planta, os
pélos enrolam-se envolvendo grupos de bactérias. Em segui-
da, as bactérias degradam uma porcao da parede celular do
pélo, invadindo-o. Forma-se, entdo, o cordao de infec¢do que
cresce em direcdo as células em divisdo no cortex da raiz, ocor-
rendo a invasdo das mesmas para formar o nédulo. O nédulo
esta ligado a raiz e, consequentemente, a planta através dos
feixes vasculares (xilema e floema).
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3. Caso a bactéria seja de uma estirpe eficiente, tem inicio no n6-
dulo a simbiose bradirizébio/planta. A planta fornece
carboidratos, provenientes da fotossintese, as células das bac-
térias, um tanto diferenciadas, que passam a ser chamadas de
bacteroides. Esses microrganismos fixam o nitrogénio (N,) do
ar do solo, através da enzima nitrogenase, que o transforma
em amonia (NH,), sendo esse posteriormente incorporado em
aminodcidos (glutamina, asparagina,...) e esses sdo transforma-
dos em ureideos (alantoina e 4cido alantéico). Os compostos
nitrogenados (aminoacidos e ureideos) sdo os principais pro-
dutos exportados dos nédulos a parte aérea da planta de soja.
Quando o processo de fixagcao esta ocorrendo, os nédulos apre-
sentam coloracdo avermelhada no seu interior, em fungao da
atividade da leghemoglobina, que é o pigmento que controla
o nivel de oxigénio no nédulo.

Convém salientar que uma estirpe de bradirizébio pode ser infectiva,
mas ndo efetiva, ou seja, ocorre a formagao do nédulo sem haver a efeti-
va fixacdo do N.. Nesse caso, o nodulo apresenta coloracao verde.

2. Fatores ambientais que interferem na nodulacao e na
fixacao biologica do N,

A nodulacdo e a efetividade da fixacao biol6gica dependem de
uma série de fatores envolvendo a planta, a bactéria e o ambiente, em
que a temperatura, a umidade e a acidez no solo por ocasido da se-
meadura, bem como o suprimento adequado de agua e dos demais
nutrientes necessarios ao desenvolvimento da planta, sdo essenciais.

Temperatura do solo acima de 37-39 °C ja é alta para Bradyrhizobium
porque reduz a populagdo dessas bactérias no solo. A temperatura ele-
vada do solo afeta a troca de sinais entre a planta hospedeira e as bacté-
rias; inibe a formacao de pélos radiculares e, consequentemente, reduz
os locais de nodulacdo; diminui a aderéncia das bactérias aos pélos
radiculares e o processo de infeccao das raizes pelas bactérias. Além de
afetar a formagao do nédulo, a temperatura elevada do solo diminui a
fixacdo de N, porque reduz a atividade de varias enzimas, principalmen-
te a nitrogenase, que sdo essenciais a funcionalidade do nédulo. Altas
temperaturas também aceleram a senescéncia dos nédulos (Hungria &
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Vargas, 2000). Em funcao disto, é fundamental a presenca de uma boa
palhada sobre o solo para amenizar os efeitos prejudiciais da temperatu-
ra sobre a fixacao bioldgica de N,.

A acidez do solo prejudica diretamente o processo de infeccao das
raizes pelas bactérias, porque diminui a atividade de enzimas que atuam
na quebra da parede celular e também diminui a sobrevivéncia das bac-
térias no solo. A acidez esta diretamente relacionada com a toxidez de
aluminio e de manganés no solo, com a deficiéncia de macronutrientes
(fosforo e calcio) e de micronutrientes (molibdénio, enxofre, boro e zin-
co) que inibem a formacao e a atividade dos nédulos (Hungria et al.,
1994). Essas condi¢des adversas ao estabelecimento do processo de fi-
xacdo biolégica também sdo prejudiciais ao crescimento radicular da
planta de soja, o que afetara o desenvolvimento e rendimento da cultura.
Entdo, praticas culturais que visam melhorar a fertilidade e corrigir a aci-
dez do solo irdo beneficiar a simbiose bradirizébio/planta de soja e,
consequentemente, o rendimento de graos.

A deficiéncia hidrica reduz o desenvolvimento da planta e dos
nédulos, sendo uma das principais causas da baixa nodulagao em plan-
tas de soja. A falta de agua diminui a sobrevivéncia das bactérias, a
formacdo e a longevidade dos nédulos, bem como a funcionalidade
dos mesmos. A seca diminui a atividade de fixacdo do N, pelos
bacteridides, e, apds a passagem do estresse, a recuperagdo nao sera
total, sendo que, em casos mais severos, a atividade pode ser afetada
de formairreversivel. Ja a planta de soja tem seu desenvolvimento afeta-
do pela menor disponibilidade de nutrientes na solucao do solo, de
agua para transpiracao e, consequentemente, apresenta menor ativida-
de fotossintética. Portanto, com a deficiéncia hidrica, a planta fornece
menos fotoassimilados aos nédulos, e esses disponibilizam menos com-
postos nitrogenados a planta, sendo assim o processo simbiético de
fixacdo de N, e o rendimento de graos ficam afetados (Serraj etal., 1999;
King & Purcell, 2005; Manavalan et al., 2009). Convém salientar que,
normalmente, a deficiéncia hidrica vem acompanhada de temperatu-
ras elevadas, o que prejudica ainda mais a simbiose.

3. Importancia da inoculacao anual na cultura da soja

A maioria dos solos cultivados com soja ja apresenta popula-
cOes estabelecidas de bradirizébio que foram introduzidas por
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inoculagdes anteriores (Hungria, 2006). Essa situagdo, junto com a
obtencao de rendimentos satisfatérios de graos, leva alguns técnicos
e agricultores a acreditar que ndo é necessario fazer a inoculacao anual
(reinoculagdo) na cultura da soja. Entretanto, as bactérias provenien-
tes da inoculagdo que sobrevivem no solo adaptam-se a variagdes
ambientais anuais locais, tornam-se mais rasticas e perdem efetividade
na fixacdo de N,.

O bradirizébio estabelecido no solo compete com o bradirizébio
inoculado por sitios de nodulagdo. A inoculagdo nao proporciona a
totalidade de nédulos formados nas raizes de soja, mesmo usando-se
estirpes competitivas por sitios de nodulagdo. E um dos motivos para
isso é que as raizes, a medida que crescem, afastam-se do ponto de
inoculacdo e sdo infectadas pela populagcao de Bradyrhizobium resi-
dente que esta distribuida mais amplamente no solo. Por isso, em solo
com populacdo estabelecida de Bradyrhizobium as respostas a
inoculagao sao pouco frequentes, como mostra a Tabela 1 (Voss, 2001).

No Brasil tem se obtido aumentos médios de 4,5 % (Alves et al.,
2003) a 8,0% (Hungria, 2006) no rendimento de graos de soja com a
pratica da reinoculagao em experimentos realizados em areas ja cultiva-
das com a cultura. Em lavoura, incrementos de rendimento dessa magni-
tude muitas vezes passam despercebidos ou sao mascarados por outros
fatores adversos ao desenvolvimento e ao rendimento da lavoura, tais
como fertilidade e acidez do solo inadequadas, deficiéncia hidrica, inci-
déncia de moléstias, de insetos pragas e de plantas daninhas.

Tabela 1. Efeito da inoculacao e da adubacao nitrogenada sobre o rendimen-
to de graos de soja em uma area com mais de cinco anos de seme-
adura direta.

Tratamento Rendimento de grdos (kg/ha)
Testemunha sem inoculacio 32912
Testemunha sem inoculagdo e com 3682

158 kg/ha de N’

Testemunha sem inoculacdo e com 3390

158 kg/ha de N

Inoculante comercial turfa 3472

' N aplicado na base e em mais trés adubagoes de cobertura.
2 Nao houve diferenca estatistica.
Fonte: Adaptado de Voss, 2001.
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4. Utilizacao de fertilizantes nitrogenados
na cultura da soja

A utilizacao de fertilizantes nitrogenados nao proporciona au-
mento no rendimento de graos na cultura da soja no Brasil. As neces-
sidades de nitrogénio das plantas para alcancar o rendimento poten-
cial maximo de graos sao supridas principalmente pela simbiose com
o bradirizébio e pelo N mineral do solo.

A aplicagcao de adubo nitrogenado, seja em uma Gnica aplica-
¢do (Tabela 2), seja em diversas fases do crescimento da planta (Tabe-
la 1), em doses de até 328 kg de N/ha (Voss, 2001), ndo traz aumento
no rendimento de graos de soja, eleva os custos de producao e inibe
a fixacao biolégica de N, (Tabela 3). No entanto, se férmulas de adu-
bo que contém nitrogénio forem mais econdmicas do que férmulas
sem nitrogénio, mas com o mesmo teor de P,O, e K,O, elas poderao
ser usadas, desde que ndo sejam aplicados mais do que 20 kg de N/
ha (Reuniao, 2009).

A utilizagdo de adubo nitrogenado ap6s um periodo de deficién-
cia hidrica para as plantas se recuperarem do estresse também nao
proporciona aumento no rendimento de graos, tendo em vista que o
fator limitante ao desenvolvimento das plantas é a falta de agua e suas
consequéncias, como menor disponibilidade dos demais nutrientes
na solugdo do solo, diminuicdo da fotossintese, aumento da respira-
cao, diminuicdo da fixacdo de N, entre outros fatores.

5. Balanco de nitrogénio no solo na cultura da soja

No Brasil a produtividade de graos de soja tem alcancado de 3500
a 4000 kg/ha em lavouras tecnificadas e de 5000 a 6000 kg/ha em
experimentos (Pires et al., 2005; Rosinha et al., 2007) utilizando so-
mente a fixacao biolégica de N,. Como os graos de soja apresentam
aproximadamente 40% de proteina, de 200 a 300 kg de N/ha sdo re-
movidos da lavoura pelos graos. Assim, muitas vezes, ha o
questionamento sobre que parte do N exportado através dos graos vem
do solo, uma vez que a soja ndo consegue fixar biolégicamente todo o
nitrogénio para seu desenvolvimento e rendimento, apresentando, por-
tanto, balanco negativo de nitrogénio no solo durante seu cultivo.
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Tabela 2. Efeito de doses de nitrogénio aplicadas na semeadura e no
florescimento sobre o rendimento de graos de plantas de soja ino-
culadas com Bradyrhizobium.

o Rendimento de graos
lellfgljh(le)/‘ N N aplicado na semeadura’ | N aplicado no florescimentc?
kg ha

0 3292 * 2620*

8 3053 2795

16 3100 2635

32 3330 2695

64 3117 2710

128 3147 2905

* Nao houve diferenca estatistica.
" Barnietal., 1977.
2 Barni et al., 1978.

Quando a fixagao biolégica contribui com mais de 80% do N
para o desenvolvimento das plantas de soja, o balangco de N para o
solo é positivo ou proximo a neutralidade (Alves et al., 2006). Isso s6
ressalta a importancia de proporcionar as condi¢cdes adequadas na
lavoura para que a simbiose bradirizébio/planta de soja seja eficiente.

Tabela 3. Rendimento de graos e contribuicao percentual do nitrogénio (N)
total nos graos proveniente do adubo, do solo e da fixagao bioldgi-
ca (FB), em fungdo da aplicacdo de doses de nitrogénio no
florescimento.

N'Eg/iimo Contribuicao percentual do N nos graos E;h(:;
Adubo Solo FB

0 0 34 66 2920*

45 8 27 65 2787

89 14 27 58 2913

134 24 26 50 3113

* Nao houve diferenca estatistica.
Fonte: Deibert et al., 1979.
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Nesse contexto, a adogao da semeadura direta ajuda a melhorar
as condicoes de estabelecimento e funcionalidade dos nédulos, bem
como o desenvolvimento das plantas, contribuindo para um balango
positivo de N no solo com o passar dos anos, como demonstra a Ta-
bela 4.

Tabela 4. Balanco do nitrogénio (N) na cultura da soja, em cultivo de primei-
ro ou de quinto ano em cultivo convencional (CC) ou semeadura

direta (SD).
N da fixacdo N exportado nos
Sistema de cultivo biol6gica graos Balanco
----- kg/ha -----
1°ano - CC 134 126 8
1°ano - SD 110 112 -2
5°ano - CC 123 138 -15
5°ano - SD 134 126 8

Fonte: Adaptado de Miranda & Macedo, 2001.

6. Fixacao biologica de N, em soja transgénica
resistente ao glifosate

O glifosate é um herbicida nao seletivo, com acao sistémica e
de aplicacao pés-emergéncia que controla grande nimero de espé-
cies de plantas daninhas. Ele inibe a enzima 5-enol-piruvil-shiquimato
fosfato sintase (EPSPS) que é necessaria a sintese de aminoacidos aro-
maticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) essenciais ao desenvolvi-
mento de plantas e de microrganismos. Enquanto as cultivares
transgénicas de soja possuem a enzima resistente ao glifosate, a prin-
cipal bactéria (Bradyrhizobium japonicum) fixadora de nitrogénio em
soja ndo apresenta essa enzima com resisténcia (King et al., 2001;
Heatherlynet al., 2003; Reddy & Zablotowicz, 2003; Zablotowicz &
Reddy, 2004).

Ao aplicar-se o glifosate nas folhas das plantas de soja ele é ab-
sorvido e translocado através do floema para todos os pontos de cres-
cimento da planta, num caminho similar aos actcares da fotossintese,
respondendo a relacdo fonte/demanda de fotoassimilados da planta.
Como a degradacao do glifosate nas plantas de soja é muito lenta, a
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demanda metabdlica forte por fotoassimilados, proporcionada pelo
desenvolvimento e funcionalidade dos nédulos das raizes de soja,
pode proporcionar o acimulo do herbicida nos mesmos (Zablotowicz
& Reddy, 2004). Com o actimulo de glifosate nos nédulos pode ha-
ver um aumento na concentracdo de shiquimato e de certos acidos
benzéicos que podem inibir o crescimento da planta. Esses efeitos
sdo acompanhados pela inibicdo ao crescimento e/ou morte do
Bradyrhizobium, dependendo da concentracdao de glifosate
(Hernandez et al., 1999).

Os resultados de pesquisas em laboratério do efeito da aplicagao
de glifosate sobre o crescimento e a atividade de Bradyrhizobium
muitas vezes sao contraditorios, apresentando ou nao influéncia so-
bre as bactérias. Isso ocorre porque existe diferenca na tolerancia ao
glifosate entre as estirpes de Bradyrhizobium; as doses aplicadas nos
ensaios em laboratério vao desde as utilizadas na lavoura até as mui-
tas vezes superiores a essas, ndao considerando a quantidade de
glifosate que realmente é translocada aos nédulos; além do que existe
diferenca de toxicidade entre os sais de glifosate e os adjuvantes utili-
zados nas formulacoes comerciais do herbicida (Santos et al., 2003;
Santos et al., 2004; Zablotowicz & Reddy, 2004; Cerdeira & Duke,
2006, Malty et al., 2006).

As aplicacdes de diferentes sais de glifosate sobre a soja resis-
tente a este herbicida, realizadas nos estadios iniciais de desenvolvi-
mento da cultura (plantas com até 4 folhas trifolioladas desenvolvi-
das, periodo em que a espécie é mais sensivel ao glifosate) tém de-
monstrado reducdo de 21 a 28% na massa fresca de nédulos e de 8 a
10% na quantidade de leghemoglobina dos nédulos, sugerindo que
o glifosate inibe o desenvolvimento e ndo a formacao dos nédulos
(Reddy & Zablotowicz, 2003).

Dependendo das condigdes ambientais de aplicacdo, da for-
mulacao do sal de glifosate utilizada e de sua dose, a pulverizacao de
glifosate nos estadios iniciais de desenvolvimento de plantas de soja
resistentes ao herbicida pode ocasionar injlrias visiveis
(amarelecimento, pequenas manchas e necroses) as plantas dois dias
ap6s a aplicagao, proporcionando diminuicao na matéria seca das
raizes e da parte aérea, e diminuicdo da quantidade de nitrogénio na
biomassa (Reddy & Zablotowicz, 2003; Zablotowicz & Reddy, 2004).
Isto demonstra que a nodulagdo e a atividade de fixacao de nitrogé-
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nio sdo mais sensiveis ao glifosate nos estadios iniciais de desenvolvi-
mento da planta de soja. Entretanto, as plantas tém potencial para se
recuperar completamente do estresse ocasionado pela aplicacdo do
glifosate. Caso as condicdes de desenvolvimento (fertilidade do solo,
disponibilidade hidrica,...) sejam favoraveis a cultura, os vestigios da
fitotoxicidade desaparecem duas a trés semanas depois da aplicagao
(Reddy & Zablotowicz, 2003; Zablotowicz & Reddy, 2004). Porém
fica a daivida do que realmente pode afetar a fixacao biolégica de N,
nos estadios iniciais de desenvolvimento da soja, pois a fixagao pode
ser afetada indiretamente pela fitotoxicidade provocada pela formu-
lacdo ou sal de glifosate aplicado, pela agdo direta do glifosate sobre
as bactérias de Bradyrhizobium ou pela interacao dos dois efeitos.
Foram observados efeitos deletérios do glifosate sobre as bacté-
rias de Bradyrhizobium, com inibicao dos processos de nodulacao e/
ou fixacao de nitrogénio em soja resistente ao herbicida. Entretanto,
experimentos em condicdes de campo com gendtipos de soja resis-
tentes ao glifosate proporcionaram rendimentos de 6000 kg de graos/
ha (Rosinha, et al., 2007), demonstrando que no campo os efeitos da
fitotoxicidade do glifoasate sdo inexistentes ou passageiros e nao ha
evidéncias de que o rendimento de grdos de soja seja afetado
(Zablotowicz & Reddy, 2004; Cerdeira & Duke, 2006).

7. Consideracoes finais

Em um mundo globalizado, onde a competitividade exige alta
produtividade de graos, com custos reduzidos, a eficiéncia do pro-
cesso de fixacdo biolégica de N, em soja, desenvolvida pela pesquisa
e disponibilizada aos agricultores, ajudou o Pais a tornar-se um dos
maiores produtores e exportadores mundiais dessa leguminosa. A uti-
lizacdo de fertilizantes nitrogenados elevaria os custos de producao,
além de aumentar os riscos de contaminacdo ambiental das aguas
subterraneas por nitrato que é téxico ao ser humano.

A inoculacdo da soja com Bradyrhizobium é uma pratica de
facil execucdo e de baixo custo, que tem sua eficiéncia comprovada
quando o agricultor adota algumas praticas de manejo recomenda-
das a lavoura, tais como inoculagcao anual das sementes ou do solo,
correcdo da acidez e da fertilidade do solo, aplicacdo da adubacao
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necessaria a cultura e manutencao de uma boa cobertura de palha
no sistema de semeadura direta.
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