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Introducgao

O interesse mundial na soja é, em grande parte, devido ao seu teor protéico elevado, de cerca de 40%.
Um componente quimico essencial das proteinas é o N, cuja demanda é bastante elevada pela cultura, que normal-
mente acumula entre 100 e 200 kg de N/ha. O N necessério ao crescimento da soja pode ser obtido a partir da absor-
¢ao do N do solo, da decomposi¢ao da matéria organica, ou dos fertilizantes nitrogenados adicionados ao solo. Mas
esse N também pode ser obtido através do processo da fixagao bioldgica do nitrogénio atmosférico (N,), realizado por
algumas bactérias da espécie Bradyrhizobium japonicum, que convertem o N, a uma forma que pode ser utilizada efi-
cazmente pela planta. Esse processo bioldgico permite que uma maior parcela dos nutrientes necessarios ao cresci-
mento da soja seja fornecido pelas bactérias, deixando de retirar o N do solo e diminuindo a necessidade de forne-
cimento de fertilizantes nitrogenados. Isso implica em um menor custo de produgao para o agricultor, na diminuicao
dos problemas de poluigao ambiental associados ao uso intensivo de fertilizantes e auxilia a conservagao da fertilidade
do solo.

Dentro da espécie B. japonicum, existem diversas estirpes, que variam quanto & eficiéncia do processo de
fixagao do N,. A avaliagéo e selegao de estirpes de B. japonicum mais eficientes para a soja vém sendo feitas desde
os primordios da introdugao dessa cultura no Brasil (Débereiner et al. 1970), mas ainda existe um grande potencial
para incrementar os niveis de produtividade dessa cultura via fixagao biolégica do N (Scotti et al. 1981; Peres et al.
1984; Neves et al. 1985; Vargas et al. 1992b). 3

Embora seja possivel obter estirpes mais eficientes através de selegao ou de modificagbes genéticas (Maier

& Brill 1978; Albrecht et al. 1979; Zablotowitz et al. 1980; Hanus et al. 1981; Williams & Phillips 1983; Peres et al. 1984;
Kaneshiro & Kwolek 1985; Maier & Graham 1990), o estabelecimento dessas bactérias no campo é extremamente
dificil, devido a baixa c‘ompetitividrade com as estirpes nativas ou naturalizadas do solo (Triplet 1990a). Weaver &
Frederick (1974), por exemplo, verificaram que para formar 50% dos nédulos, 0 numero de célu!as bacterianas do
inoculante tem que ser 1000 vezes supetior ao nimero de bactérias do solo.

f Biomédica, bolsista do CNPgq, aluna de mestrado em Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina.
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Diversos laboratérios tém concentrado seus esforgos na identificagdo dos fatores que influenciam ‘a
capacidade competitiva das bactérias. Alguns exemplos incluem a mobilidade e quimiotaxia (Mellor et al. 1987;
Caetano-Anollés et al. 1988ab; Liu et al. 1989; Wadisirisuk et al. 1989; Catlow et al. 1990ab; Thies et al. 1991; Zdor
& Pueppke 1991), polisacarideos da superficie celular (Bagwat et al. 1991; Zdor & Pueppke 1991), produgao de
bacteriocina (Triplett 1990b), taxa de infeccao (Hahn & Hennecke 1988; McDermott & Graham 1990), capacidade de
responder-a diversos substratos (Bottomley et al. 1990), taxa de crescimento em substratos de solos (Viteri & Schmidt
1987), eficiéncia da éstirpe em formar nédulos (McDermott & Graham 1990), entre outros. As respostas, porém, sao

‘variadas, e pouco se sabe sobre as caracteristicas genéticas que determinam a capacidade competitiva das estirpes
(Bhagwat & Keister 1992). Ha indicagbes, ainda, de que a selegéo para maior atividade de fixagao do N, possa
conduzir simultaneamente a selegéo para maior habilidade competitiva (Oliveira & Graham 1990).

Nos solos brasileiros, dominam os sorogrupos das estirpes SEMIA 566, SEMIA 5019 (29w) e SEMIA 587,
que foram ou s&o usadas nos inoculantes comerciais. Devido ao uso prolongado da estirpe SEMIA 566, que é muito
competitiva e foi recomendada comercialmente de 1966 a 1978, ela se estabeleceu em grande parte dos solos
cultivados com soja, particularmente no sul do pais. Outra estirpe, a SEMIA 586 (CB 1809, proveniente da Australia),
é muito eficiente (Ddbereiner et al. 1970; Neves et al. 1985), mas apresenta baixa capacidade competitiva, além de
formar poucos nédulos com a cultivar IAC-2 (Peres, 1979).

Na EMBRAPA-CPAC foram obtidas duas variantes das estirpes SEMIA 566 e SEMIA 586, que, além de
permitir ganhos de produgéo, representam uma fonte de material genético promissora para entender os mecanismos
ligados a eficiéncia e competitividade de B. japonicum. A estirpe SEMIA 5080 (CPAC 7) foi obtida através de uma
subcultura da SEMIA 586, mas que é caracterizada por apresentar boa capacidade competitiva, além de maior
nodulagao da cultivar IAC-2. A estirpe SEMIA 5079 (CPAC 15) foi isolada de um solo na regiéo do Distrito Federal,
e pertence ao mesmo sorogrupo da SEMIA 566, embora se caracterize por uma maior eficiéncia de fixagao do N,
(Vargas et al. 1992b).

As estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 tém sido testadas h& sete anos nos solos do cerrado, onde
promoveram ganhos de rendimento de até 12,5 sacos de soja’ha (756 kg/ha), em solos de primeiro cultivo, em relagao
ao tratamento sem inuculagao, enquanto que as estirpes recomendadas comercialmente, SEMIA 587 e SEMIA 5019
(29w), promoveram aumentos médios de 7 sacos/ha (426 kg/ha) (Vargas et al. 1992a). A partir de 1992, essas duas
estirpes passaram a ser recomendadas para utilizagao nos inoculantes comerciais brasileiros, mas investigagdes mais
detaiiiauas suu > €ssas bactérias precisam ser conduzidas.

Neste trabalho, foram realizados estudos procurando_entender os mecanismos ligados a eficiéncia e
compstitividade dos pares de estirpes SEMIA 566 x SEMIA 5079 e SEMIA 586 x SEMIA 5080, identificando-se os
passos iniciais de infeccéo, as taxas de competitividade e fixagéo do N, em condigGes estéreis e a nivel de campo
e alguns parametros fisioldgicos dessas simbioses.

Materiais e Métodos

Estirpes de Bradyrhizobium japonicum

SEMIA 566 - Estirpe isolada de inoculante americano no IPAGRO, RS, em 1966, sendo recomendada comercialmente
até 1978. "

SEMIA 586 ou CB 1809 - Isolada no CSIRO, Austrélia, e enviada para o Brasil em 1966.

SEMIA 5079 ou CPAC 15 - Estirpe pertencente ao sorogrupo da SEMIA 566 e isolada na regido do Distrito Federal,
pela EMBRAPA-CPAC. Estirpe com elevada eficiéncia de fixagao do N,.

SEMIA 5080 ou CPAC 7 - Subcultura da CB 1809, mas é uma estirpe bastante competitiva, além de nodular a cultivar
IAC-2. Obtida pela EMBRAPA-CPAC.

SEMIA 5019 ou 29w - Estirpe com eficiéncia média a elevada e competitiva. Foi isolada da linhagem IAC-70-559, na
EMBRAPA-CNPBS, de solos com teores elevados de Mn; é recomendada comercialmente desde 1979.

SEMIA 587 - Isolada pelo IPAGRO, RS, em 1967. Eficiente e competitiva. Recomendada comercialmente de 1968 a
1975 e de 1979 até o presente momento.

Para a padronizagao do crescimento das estirpes a serem utilizadas, foram realizadas as respectivas curvas
de crescimento, determinando-se que a fase logaritimica de todas elas estava entre 45 e 70 horas.
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Cultivares de soja
Os estudos foram conduzidos com a cultivar BR-16, de ciclo semi-precoce. Para o par de estirpes SEMIA
586 e SEMIA 5080 utilizou-se também a cultivar IAC-2 (sementes provenientes da EMBRAPA-CNPSo).

Estudo sobre os passos iniciais da infecgdo das raizes

O fendtipo das raizes, em resposta a inoculagao, foi estudado em condicbes axénicas, em meio
nutriente-agar. As sementes foram esterilizadas com dlcool e HgCl, conforme Vincent (1970), pré-germinadas por dois
dias e, entdo, inoculadas com as estirpes de B. japonicum (1 mg por semente de culturas com 108 células/mg) e
plantadas em frascos contendo meio sélido com 8 g de agar/t e solugéo nutritiva isenta de N (Somasegaran & Hoben,
1985), adicionando-se 0,5 mg/? da solugao estoque com as seguintes concentragdes (M): CaCl,.2H,0, 2,0; KH,PO,,
1,0; Citrato de Fe, 0,02; MgSO,.7H,0, 0,5; K,80,, 0,5; MnSO,.2H,0, 0,002; H;BO,, 0,004; ZnSO,.7H,0, 0,001;
CuS0,.5H,0, 0,0004; CoSO,.7H,0, 0,0002; Na,MoO,.2H,0, 0,0002, pH final de 6,8.

Aos quinze dias ap6s o plantio, os seguintes parametros foram avaliados: deformagéo da raiz principal (Tsr,
thick and short root), aumento no nimero pélos radiculares (Hai, hair induction, determinado pelo nimero de pélos
radiculares por campo da camara de Neubauer), pélos radiculares deformados (Had, hair deformation, avaliado pelo
comprimento e espessura dos pélos radiculares) e pélos encurvados (Hac, hair curling, avaliado pela presenca ou
auséncia de encurvamento dos pélos radiculares). Tsr foi calculado pelo comprimento e espessura da raiz principal
(Zaat et al. 1987). Hai, Had e Hac foram investigados apés a coloragédo com 0.01% de azul de metileno (peso/volume)
em agua deionizada, incubagéo por 15 minutos em camara Umida a temperatura ambiente e lavagem cuidadosa por
pelo menos trés vezes em agua deionizada (Vasse & Truchet 1984).

O experimento foi conduzido em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes, e os resultados foram analisados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Estudos sobre a eficiéncia e capacidade competitiva das estirpes

Os experimentos foram conduzidos sob condigdes estéreis, em vasos de Leonard modificados (Vincent
1970). As sementes foram esterilizadas conforme descrito acima. Nos estudos sobre a eficiéncia da fixagao do N,,
adicionou-se 1 m¢ de inoculante de cada estirpe (10 células/me) por semente. Nos estudos sobre competitividade,
as estirpes foram testadas contra a SEMIA 5019. Apds atingirem a concentragéo de 108 células/me, procedeu-se a
mistura de cada estirpe com a SEMIA 5019, nas proporgdes de 1:1, 10:1 e 1:10. As plantas foram coletadas apos
cinco semanas. Os nédulos foram destacados, determinando-se o peso fresco dos mesmos, e guardados a-10°C para
o teste de sorologia. A parte aérea e as raizes foram secas a 65°C até atingirem peso constante, pesadas,
procedendo-se, entdo, a analise do teor de N na parte aérea, pelo método espectrofotométrico do azul de indofenol
(Feije & Anger 1972). Os nodulos foram caracterizados sorologicamente (Somasegaran & Hoben 1985), utilizando-se
todos os nédulos no caso de baixa nodulagédo, ou 40 nédulos por repeticao nos demais tratamentos.

O experimento foi conduzido em um delineamento experimental em blocos ao acaso, com quatro repetigdes,
e os resultados foram analisados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.

Teste da eficiéncia e competitividade das estirpes a campo

O experimento foi conduzido na area experimental da EMBRAPA-CNPSo, em um latossolo roxo, com as
seguintes caracteristicas: s

Profundidade pHem N Al K Ca Mg  H+Al Al C P
(cm) CaCl, e s me/100g de SOl0 -------oe-mmmm ee- Yo mmmm= ppm
0-20 5,20 0,17 0,00 039 539 1,87 4,16 0,00 1,73 12,70
20-40 4,99 0,12 0,00 0,21 3,76 1,54 4,26 0,00 1,30 4,93

Aos 45 dias antes do plantio foram incorporadas ao solo 2 ton/ha de calcério. A parcela experimental teve
dimensdes de 3,0 m x 2,0 m, com linhas de soja distanciadas de 0,5 m. As parcelas foram separadas umas das outras
por caminhos de 2,0 m e por pequenos terragos. A populagéo de rizébio do solo foi determinada pela técnica do
numero mais provavel em plantas (NMP, Vincent 1970), utilizando-se a cultivar de soja BR-16. O solo mostrou uma
populagéo estabelecida de 2,21 x 10° células/g de solo.
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O experimento foi conduzido com a cultivar BR-16, sendo utilizadas aproximadamente 30 sementes/m linear,
e o0s seguintes tratamentos: 1- SEMIA 5080; 2- SEMIA 5079; 3- SEMIA 586; 4- SEMIA 566; 5- SEMIA 5019; 6- SEMIA
587; 7- Controle nao inoculado; 8- Controle nao inoculado e recebendo N mineral na dose de 400 kg de N como
uréia/ha em cobertura, em 10 parcelas semanais de 40 kg de N/ha, a comecar do plantio; 9- Controle nao inoculado
e recebendo N mineral na dose de 400 kg de N como uréia’/ha em cobertura, com 200 kg de N no plantio e 200 kg
no florescimento. As sementes foram inoculadas com inoculante liquido, preparado em laboratério, do CNPSo com
uma concentragao de 10° células/me, colocando-se 100 m¢ de inéculo/kg de semente.

A primeira e segunda coletas foram realizadas aos 30 dias e 48 dias apds a semeadura respectivamente.
Quinze plantas de cada parcela foram coletadas, determinando-se o teor de clorofila nas folhas (Mirza et al. 1990),
o nimero e peso de nddulos secos, peso de raiz e parte aérea secos e porcentagem de % N nos tecidos das raizes
e da parte aérea. Quarenta nédulos por parcela foram utilizados para as andlises sorolégicas. Na coleta final foram
determinados o rendimento dos graos e o teor de N nos graos. Para a determinagao do teor de lipideos nos graos,
utilizou-se a extragdo continua com hexano em aparelho Soxhlet durante 6 horas (Pregnolatto & Pregnolatto 1985).

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, com quatro repetigcoes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram comparadas através do teste de Duncan, ao nivel de 5%.

Resultados e Discussao

Estudo sobre os passos iniciais da infeccao das raizes

A anélise dos fenétipos das raizes em resposta a inoculagao, tais como Tsr, Hai, Had e Hac, tem sido
utilizada, freqlientemente, nos estudos sobre a troca de sinais moleculares que precedem a nodulagéo e sobre os
passos posteriores que conduzem a formagao dos nédulos (Vincent 1980; Canter Cremers et al. 1986; Zaat et al. 1987;
Faucher et al. 1988). A inoculagao da cultivar de soja BR-16 com as estirpes SEMIA 566 ou SEMIA 5079 provocou
respostas semelhantes nos fenétipos Tsr, Had e Hac. Pode-se detectar uma diferenga entre as duas estirpes, porém,
no fendtipo Hai, pois a SEMIA 5079 aumentou significativamente o nimero de pélos radiculares (Tabela 1). Essas
mudancas no fenédtipo das raizes sdo uma resposta da leguminosa ao rizébio (van Brussel et al. 1982, 1986), e estao
relacionadas com a atividade dos genes comuns da nodulagao (genes nod), nodA, nodB, nodC e nodD (van Brussel
et al. 1986; Zaat et al. 1987). Em algumas simbioses, como a de alfafa com R. meliloti, estao envolvidos também
genes especificos do hospedeiro (Faucher et al. 1988). Estudos recentes mostram que essas modificagbes das raizes
ocorrem porque os genes nod codificam a sintese de compostos soliveis, identificados como lipo-oligossacarideos,
que s@o os responsaveis por alteragbes nas raizes (Lerouge et al. 1990). Como a SEMIA 5079 diferiu da parental
SEMIA 566 no fenétipo Hai, isso conduz a hipétese de que a primeira sofreu uma mutagéo em algum dos genes nod.

TABELA 1. Efeito da inoculagdo da cultivar de soja BR-16 com as estirpes SEMIA 566 e SEMIA 5079 no
fenétipo das raizes. Os parametros analisados foram o comprimento e espessura da raiz principal
(Tsr, thick and short root), a deformacgéo dos pélos radiculares (Had, hair deformation), aumento
no numero dos pélos radiculares (Hai, hair induction) e o encurvamento do pélo radicular (Hac,
hair curling). Plantas coletadas aos quinze dias apés a inoculacédo. Médias de quatro repeticoes
e valores seguidos pela mesma letra nao diferem estatisticamente (P<0,05, Tukey). Londrina, PR,

1993.
Raiz Principal (Tsr) Had ' Hai
Hac
Estirpe Comprimento Espessura Comprimento Espessura (n%campo)
(cm) (mm) (W (1)
566 19,95 a 2,38 a 62,50 b 23,75 a 50,25 b +
5079 19,75 a 2,50 a 50,00 b 18,75 a >100,00 a +
Controle 22,72 a 1,88 a 205,00 a 10,00 b 23,75 ¢ -

CV (%) 14,71 22,84 17,18 26,08 12,77

Quando o par de estirpes SEMIA 586 e SEMIA 5080 foi testado na cultivar BR-16, constatou-se que as
mudangas dos fenétipos foram semelhantes. Na cultivar IAC-2, porém, o fenétipo Hai foi maior na presenga da SEMIA
5080 (Tabela 2). Isso conduz a hipétese de que, neste caso, a mutagdo pode estar localizada em algum gene nod
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especifico do gendtipo, como é o caso do gene GSN (genotipic specific gene) nolA, identificado em algumas estirpes
de B. japonicum nos Estados Unidos (Sadowsky et al. 1991). Pode-se visualizar, na Fig. 1, o efeito da inoculagéo nos
fendtipos de raizes.

TABELA 2. Efeito da inoculacdo das cultivares de soja BR-16 e IAC-2 com as estirpes SEMIA 586 e SEMIA
5080 no fenétipo das raizes. Os parametros analisados foram o comprimento e espessura da raiz
principal (Tsr, thick and short root) a deformacéo dos pélos radiculares (Had, hair deformation),
aumento no numero dos pélos radiculares (Hai, hair induction) e o encurvamento do pélo
radicular (Hac, hair curling). Plantas coletadas aos quinze dias ap6s a inocula¢éo. Médias de
quatro repeticoes e valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05,
Tukey). Londrina, PR, 1993.

Raiz Principal (Tsr) Had Hai
Hac
Estirpe Comprimento Espessura Comprimento Espessura (n%¥campo)

(cm) (mm) (1) ()]
.................................. CultivarBR=16 . . . w457 s s swmm Smy s 5 s s smmmmns s 85858
586 16,58 b 2,38 ab 57,50 b 17,50 a >100,00 a +
5080 17,05b 3,25 a 62,50 b 17,50 a >100,00 a +

Controle 22,72 a 1,88 b 205,00 a 10,00 b 23,75 b -
CV (%) 8,53 23,56 17,54 15,71 2,04
................................... Cultivar IAC-2 . . ... .. . . . e
586 15,38 b 3,12 a 60,00 b 20,00 a 45,50 b +
5080 1475 b 2,88 a 52,50 b 20,00 a > 100,00 a +
Controle 21,25 a 2,00b 207,50 a 10,00 a 23,25 b -
CV (%) 11,13 7,68 12,30 1,00 2,63

A comparagéo entre as estirpes em relagéo a eficiéncia da fixagao do N, e capacidade competitiva das
estirpes na fase inicial do processo de fixacao do N, foi realizada em condigbes estéreis de casa de vegetagéo, e
pode-se verificar que as estirpes SEMIA 566 e SEMIA 5079 nao diferiram no ndmero de nédulos formados aos 30 dias
apds a emergéncia. O teor de N da parte aérea, porém, tendeu a ser mais elevado com a SEMIA 5079, embora esses
valores néao tenham sido estatisticamente diferentes. Essa mutante, porém, apresentou eficiéncia nodular superior a
da SEMIA 566 em 81% (Tabela 3).

TABELA 3. Numero de nédulos (N°Nod), massa de nédulos frescos (MNF), massa das raizes (MRS) e da parte
aérea secas (MPAS), % N da parte aérea (%NPA), N total da parte aérea (NTPA) e eficiéncia dos
nédulos (Efic.Nod.) de soja, cultivar BR-16, inoculada com a estirpe SEMIA 566 e com um isolado
dessa mesma estirpe, denominado SEMIA 5079. Médias de quatro repetigées. As plantas foram
coletadas aos 30 dias apés a emergéncia. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente (P<0,05, Tukey). Londrina, PR, 1993.

Estirpe Ne Nod MNF MPAS %NPA NTPA MRS  Efic. Nod.
(n%pl) (g/pl) (g/pl) (mgN/pl) (g/pl)  (mgN/gMNF)
566 49,38 a 0,75 a 0,82 a 263a 2157a 030a  2876b
5079 34,75 a 0,53 a 0,96 a 288a 2765a 030a 5217a
Controle' 0,00 0,00 0,44 0,90 3,96 0,08 0,00
CV (%) 45,08 22,78 27,29 8,42 32,39 7,45 20,55

! Os valores para o controle n&o inoculado n&o foram considerados na andlise estatistica
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Quando inoculada na cultivar BR-16, a mutante natural SEMIA 5080 apresentou maior nodulagao do que
a SEMIA 586, tendendo a acumular teores mais elevados de N na parte aérea (Tabela 4). J& foi relatado que a cultivar
IAC-2 restringe a nodulagao pela SEMIA 586 (Peres 1979) e pode-se observar, na Tabela 4, que a subcultura SEMIA
5080 apresentou maior nodulagao do que a parental SEMIA 586, tendendo também a acumular teores mais elevados
de N nos tecidos; os niveis de nodulagao, porém, ainda foram bastante baixos.

TABELA 4. Numero de nédulos (N°Nod), massa de nédulos frescos (MNF), massa das rafzes (MRS) e da parte
aérea secas (MPAS), % N da parte aérea (%NPA), N total da parte aérea (NTPA) e eficiéncia dos
nodulos (Efic.Nod.) de soja, das cultivares BR-16 e IAC-2, inoculadas com a estirpe SEMIA 586
e com uma subcultura dessa mesma estirpe, denominada SEMIA 5080. Médias de quatro
repeticoes. As plantas foram coletadas aos 30 dias apés a emergéncia. Valores seguidos pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05, Tukey). Londrina, PR, 1993.

Estirpe Ne Nod MNF MPAS %NPA NTPA MRS  Efic. Nod.
(n¥/pl) (9/p) (g/p)) (mgN/pl) — (g/pl)  (mgN/gMNF)

.................................. Cultivar BR-16 . .......... ... . .. .

586 19,66b 0,32b 0,64a 3,06a 19,74a 0,52a 61,69a
5080 38,66a 0,63a 0,78a 3,22a 25,12a 0,53a 39,87a
Controle' 0,00 0,00 0,44 0,82 3,61 0,08 0,00
CV (%) 17,61 22,81 21,11 10,89 27,30 6,80 44,83
................................... Cultivar IAC-2 . ... ... ... .. ..,
586 5,12a 0,12b 0,68a 0,89 6,05a 0,37a 55,38a
5080 9,88a 0,25a 0,57a 1,27a 7,24a 0,32a 31,62a
Controle' 0,00 0,00 0,44 0,90 3,96 0,08 0,00
CV (%) 44,68 32,21 28,17 13,11 38,11 18,33 15,80

! Os valores para o controle nao inoculado ndo foram considerados na analise estatistica

Deve-se considerar que, para conduzir os estudos sobre eficiéncia das mutantes em relagédo as originais,
esses experimentos tiveram de ser conduzidos em vasos de Leonard, que nao permitem o desenvolvimento 6timo das
plantas por um periodo superior a 30 dias. Nessa época, pode-se constatar que as duas novas estirpes, SEMIA 5079
e SEMIA 5080, tenderam a apresentar maiores taxas de fixagao do N,, mas que, provavelmente devido ao periodo
curto de fixagao, nao foi possivel detectar diferencas estatisticas.

Quando inoculadas contra uma estirpe altamente competitiva, SEMIA 5019, observou-se um comportamento
semelhante das estirpes SEMIA 566 ¢ SEMIA 5079, ou seja, as maiores nodulagbes ocorreram quando as estirpes
foram misturadas na proporgéo 1:1 com a SEMIA 5019. O aumento em dez vezes no nimero de células de qualquer
estirpe prejudicou a nodulag&o, afetando drasticamente as taxas de fixagéo do N, (Tabela 5). Outros experimentos
estao sendo conduzidos para confirmar esse decréscimo na nodulagao, bem como para investigar a possibilidade de
que as estirpes liberem substancias inibidoras quando adicionadas em proporgdes desbalanceadas. Foi constatado,
porém, que a mutante natural SEMIA 5079, quando inoculada na proporgéo 1:1 contra a SEMIA 5019, foi mais
competitiva do que a SEMIA 566, ocupando 68% a mais dos nédulos (Tabela 5).

De um modo semelhante ac que ocorreu com o outro par de estirpes, as maiores nodulagdes foram
encontradas quando as estirpes SEMIA 586 e SEMIA 5080 foram misturadas na proporgéo 1:1 com a SEMIA 5019
(Tabela 6). Neste caso, porém, embora a nodulagéo tenha sido reduzida com o aumento do niimero de células de uma
das estirpes, a queda nas taxas de fixagéo do N,, foi menos drastica, ocorrendo principalmente quando a SEMIA 5019
estava em superioridade de nimero de células. Quando inoculada contra a SEMIA 5019 na proporgao 1:1, a mutante
SEMIA 5080 tendeu a formar mais nédulos e a proporcionar maiores teores de N nos tecidos, embora tenha
conseguido ocupar a mesma porcentagem de nédulos nas raizes.




PESQUISA EM- ANDAMENTO —
PA/15, CNPSo, jul/93, p.7.

TABELA 5. Numero de nédulos (N2 Nod), massa de nddulos frescos (MNF), massa das raizes (MRS) e da
parte aérea secas (MPAS), % N da parte aérea (%NPA), N total da parte aérea (NTPA) e
porcentagem de ocupacéo dos nédulos pelas estirpes SEMIA 566 e SEMIA 5079 inoculadas em
soja, cultivar BR-16, em diferentes propor¢coées com a estirpe SEMIA 5019. Médias de quatro
repeticoes. As plantas foram coletadas aos 30 dias ap6s a emergéncia. Valores seguidos pela
mesma letra néo diferem estatisticamente (P<0,05, Tukey). Londrina, PR, 1993.

Relacao N¢ Nod MNF MPAS NPA NTPA MRS % ocupacédo dos nédulos
{n%pl) {g/pl) (g/pl) (%) (mgN/pl) (a/pl) 566 5019 566+5019
Estirpes 566:5019
141 51,62 a 0,70 a 0,94 a 2,98 a 28,01 a 0,36 a 52,10 bc 3540b 12,50 a
10:1 34,16 a 0,32b 0,47 b 2,13b 10,01 b 0,38 a 80,57ab 8,33c 11,10a
1:10 33,66 a 0,47 ab 0,56 b 2,26 b 12,66 b 0,44 a 25,00c 69,43a 557b
Estirpes 5079:5019
14 44,50 a 0,72 a 0,98 a 3,07 a 30,09 a 0,34 a 87,50 a 2,00c 10,50 a
10:1 33,00 a 0,32b 0,47 b 1,95b 9,16 b 0,37 a 8750a 6,25¢c 6,25b
1:10 40,62 a 0,58 ab 0,56 b 2,01 b 11,25 b 0,40 a 22,23¢ 66,67a 11,10a
CV (%) 37,00 20,40 18,07 13,01 18,52 16,09 19,05 30,69 20,22

TABELA 6. Nuamero de nédulos (N2 Nod), massa de nédulos frescos (MNF), massa das raizes (MRS) e da
parte aérea secas (MPAS), % N da parte aérea (%NPA), N total da parte aérea (NTPA) e
porcentagem de ocupacdo dos nodulos pelas estirpes SEMIA 586 e sua mutante natural, SEMIA
5080, inoculadas em soja, cultivar BR-16, em diferentes proporgcées com a estirpe SEMIA 5019.
Médias de quatro repeticées. As plantas foram coletadas aos 30 dias apds a emergéncia. Valores
seguidos pela mesma letra nao diferem estatisticamente (P<0,05, Tukey). Londrina, PR, 1993.

Relacéo N2 Nod MNF MPAS NPA NTPA MRS % ocupacao dos nodulos
(n%pl) (g/pl) (g/pl) (%) (mgN/pl) (g/pl) 566 5019 566+5019
Estirpes 586:5019
1:1 72,50ab 0,91a 0,94a 2,93a 38,38ab 0,444 68,75a  16,65b 14,60a
10:1 35,50b 0,76a 0,47b 3,14a 40,19ab 0,99a 31,25b  37,50ab 31,25a
1:10 53,25b 0,69a 0,56b 2,71a 28,46b 0,75bc 10,42b  81,25a  8,75a
Estirpes 5080:5019
1:1 101,50a 1,13a 0,98a 2,87a 54,24a 0,58¢cd 70,85a 8,32b 20,83a
10:1 47,50b 0,61a 0,47b 3,02a 35,64ab 0,88ab 33,33b - 35,45ab 31,21a
1:10 49,00b 0,75a 0,56b 2,89 31,21b 0,75bc 20,83b  58,35ab 20,82a
CV (%) 27,57 28,49 18,07 8,57 29,02 13,70 41,69 64,11 62,00

Inoculagdo em um solo com populacgdo estabelecida

A cada ano a area de primeiro plantio de soja fica menor, e poucos sao os resultados de pesquisa sobre
o efeito da reinoculagéo no estabelecimento das estirpes inoculadas e na produtividade da cultura. Neste experimento
de campo, conduzido em um-solo com uma populagao bastante elevada de Bradyrhizobium japonicum, de 2,21 x 10°
células/g de solo, foi possivel detectar, aos 30 dias ap6s a semeadura, um incremento no nimero de nédulos nas
parcelas inoculadas (Tabela 7). Nessa coleta, observou-se um étimo desempenho da estirpe SEMIA 586, de sua
mutante natural SEMIA 5080 e das estirpes SEMIA 5019 e SEMIA 587, quando comparadas com as parcelas néo
inoculadas ou recebendo niveis elevados de fertilizante nitrogenado.

Na coleta realizada no inicio do florescimento, destacou-se a maior nodulagio das plantas inoculadas com
a estirpe SEMIA 5080, embora essa massa nodular nao tenha resultado nos teores mais elevados de N (Tabela 8).
Uma vez mais, pode-se notar a boa atividade simbidtica com a SEMIA 586, que chegou a acumular 38% a mais de
N em relagéo as estirpes naturalizadas do solo. Fica evidente, nesta coleta, que a aplicagao de N mineral, mesmo
nessas doses elevadas, que seriam economicamente inviaveis, nao resultou em qualquer beneficio para as plantas.
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No solo em estudo nao havia predominancia de nenhum sorogrupo, e os resultados confirmam que as
estirpes introduzidas através dos inoculantes foram capazes de se estabelecer na rizosfera e nodular a soja (Tabela
9). Na coleta realizada aos 48 dias ap6s a emergéncia, resultados semelhantes foram obtidos entre os dois pares de
estirpes em estudo, e todas as quatro estirpes foram capazes de formar, em média, 50% dos nédulos das plantas,
representando um incremento de 140% em relagio & testemunha ndo inoculada. E interessante observar que a estirpe
SEMIA 5019 proporcionou um grande aumento na nodulagao e nas taxas de fixagao do N,, embora tenha tido o menor
incremento na ocupagdo dos nédulos.

TABELA 9. Efeito da inoculagdo de sementes de soja, cv. BR-16 em um solo com uma populagédo de 2,21 x
10° células de B. Japonicum/g de solo na ocorréncia dos sorogrupos nos nédulos. Avaliagées
realizadas aos 30 e 48 dias ap6s o plantio (DAP). Os valores representam médias de quatro
parcelas, com 40 nédulos amostrados por parcelas e, quando seguidos pela mesma letra, nao
diferem estatisticamente dentro de cada sorogrupo (Duncan, P< 0,05). Londrina, PR, 1993.

Estirpe Introduzida

Tratamento ' Sorogrupo 586 Sorogrupo 566 Sorogrupo 5019 Sorogrupo 587
586 5080 566 5079 5019 587

....................................... B0DAP . ...

Sem inoculagao 17,50b 32,50b 20,00a 11,88a

Inoculado 51,25a 29,38b 78,12a 53,75ab 36,88a 39,88a

CV (%) 31,34 28,02 34,60 79,38
....................................... 48DAP . ...

Sem inoculagao 20,62b 21,25b 20,62b 12,50b

Inoculado 51,25a 43,75a 53,75a 51,25a 36,25a 32,50a

CV (%) 15,55 19,36 5,95 27,97

A aplicagao de 400 kg de N/ha, parcelados em duas ou dez vezes, nao resultou em qualquer beneficio para
0 aumento do rendimento e teor de N dos gréos (Tabela 10). Considerando a média dos seis tratamentos inoculados,
pode-se concluir que a inoculagéo permitiu um aumento de rendimento de 108 kg/ha em relagao a testemunha nao
inoculada e de 10 kg/ha em relagéo aos tratamentos com fertilizantes. A estirpe SEMIA 5019 apresentou os melhores
rendimentos, superando em 391 kg/ha a testemunha sem inoculagdo e em 419 kg/ha o tratamento com fertilizante
parcelado duas vezes.

TABELA 10. Rendimento de graos, massa de 100 grdos e teores de 6leo e nitrogénio nos graos de soja,
cultivar de soja BR-16, inoculada com seis estirpes de Bradyrhizobium japonicum ou recebendo
fertilizante nitrogenado. Experimento conduzido na estacdo experimental da EMBRAPA-CNPSo,
e os valores representam médias de quatro parcelas com quinze plantas amostradas por
parcela. Valores seguidos pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Duncan
(P<0,05). Londrina,PR, 1993.

Rendimento Massa Seca Teor de N N total Teor de 6leo Oleo total

Tratamento de grdos de 100 grdos nhos gréos1 dos graos nos grdos dos graos
(kg/ha) (9) (%) (kg N/ha) (%) (kg Sleo/ha)
SEMIA 5080 4137 ab 18,35 bed 6,37b 263,06 abc 18,51 cd 762,78 ab
SEMIA 5079 3892 b 17,75d 6,32b 24537c 18,92 bcd 737,45 Db
SEMIA 586 4043 b 18,91 abc 6,75a 27256ab 19,35 abc 784,46 ab
SEMIA 566 4109 ab 18,42 bed 6,71a 27520ab 2042a 839,98 a
SEMIA 5019 4400 a 18,07 cd 6,50 ab 284,55 a 17,84 d 784,43 ab
SEMIA 587 4124 ab 18,21 bed 6,60ab 270,63ab 19,48 abc 804,91 ab
Testemunha nao inoculada 40098 b 19,83 a 6,63 ab 265,78abc 19,83 abc 795,32 ab
Testemunha + 400 kg N/ha
(parcelados 10 vezes) 4234 ab 19,27 ab 6,36 b 269,03 ab 19,63 abc 831,04 =
Testemunha + 400 kg N/ha
(parcelados 2 vezes) 3981 b 18,50 bed 6,34b 251,52 bc 19,98 ab 794.40 o~
CV (%) 5,17 3,51 3,00 5,40 4,32 6,75

1 13% de umidade
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Os beneficios da reinoculagao ainda sao bastante controvertidos. Resultados obtidos nos Estados Unidos
demonstraram que populagdes tdo baixas quanto 20 a 50 células de rizébio/g de. solo eliminam a resposta a
inoculag@o, desde que algumas dessas bactérias sejam eficientes (Singleton & Tavares 1986; Thies et al. 1991 )- Thies
et al. (1991) também observaram que, para haver uma resposta a inoculagéo, pelo menos 66% dos nédulos da planta
precisam ser formados pela estirpe introduzida. Nessas condigbes, mesmo quando inoculantes muito efetivos formam
a maioria dos nédulos, muitas vezes é dificil detectar respostas a inoculagao (Weaver & Frederick 1974; Thies et al.
1991). No Brasil, porém, respostas & reinoculaggo foram relatadas em solos do cerrado (Vargas et al. 1992 b) e, no
caso deste experimento, foram capazes de produzir incrementos na produtividade n3o sé na presenga de uma
populagéo naturalizada elevada, como também sem ter ocupado uma porcentagem alta dos nédulos. Isso indica que
mais estudos precisam ser conduzidos sobre a ecologia rizobiana nos solos brasileiros, pois talvez as nossas
condigbes de clima e solo possam conduzir & maior perda da eficiéncia das estirpes naturalizadas. Os resultados
obtidos neste trabalho, portanto, confirmam que respostas & reinoculagdo podem ser obtidas mesmo em solos
brasileiros com populagao de B. japonicum estabelecida.

Conclusdes

A comparag&o entre os pares de estirpes SEMIA 566 x SEMIA 5079 e SEMIA 586 x SEMIA 5080 mostrou
que:

1— Em meio nutriente-agar, as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 diferiram das parentais na habilidade de causar
o fendtipo Hai (hair induction), provocando um incremento no nimero de pélos radiculares.

2— Em condicBes estéreis de casa de vegetagdo, as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 tenderam a apresentar
maiores taxas de fixagéo de N,. A estirpe SEMIA 5079 foi mais competitiva do que a SEMIA SEMIA 566 e a SEMIA
5080 foi capaz de formar maior niimero de nédulos do que a SEMIA 586.

3— Em um solo com populagéo estabelecida de B. japonicum (2,21 x 10° células/g de solo) nao foi possivel detectar
diferengas na nodulag&o entre as parentais e as mutantes, mas todas conseguiram se estabelecer na rizosfera,
aumentando o numero de nédulos. As estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 também foram boas fixadoras,
incrementando o rendimento de gréos. Os tratamentos inoculados permitiram, em média, um aumento no
rendimento de 108 kg/ha. A aplicagao de fertilizante nitrogenado (400 kg N/ha como uréia), parcelado em duas ou
dez vezes, néo resultou em aumento na produtividade.
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FIG. 1.

Fenétipos das ralzes de soja, cv. BR-16, provocados pela inoculagdo com a estirpe SEMIA 586 de B. japonicum. (A) Tratamento ndo inoculado

‘g1'd ‘e6/Inl ‘0SAND ‘SH/Vd

e (B)

Tratamento inoculado. (B) apresenta Hai (hair induction), com maior niimero de pélos radiculares, Had (hair deformation-deformagéo dos pélos

radiculares) e Hac (hair curling-encurvamento dos pelos radiculares). As rafzes das plantulas inoculadas eram mais grossas e mais curtas (Tsr,
and short root, fenétipo ndo mostrado). Avaliagées realizadas quinze dias ap6s a inoculacéo das piantulas. Aumento de 20 vezes.
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