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INOCULAÇÃO DA SOJA EM SOLO SUBMETIDO A DIFERENTES
SISTEMAS DE MANEJO (1)

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

RESUMO

A soja (Glycine max) destaca-se pela importância econômica e pela
capacidade de associação simbiótica com bactérias (Bradyrhizobium spp e
Sinorhizobium spp) fixadoras do dinitrogênio. O benefício da fixação biológica
do nitrogênio (FBN) é potencializado pela inoculação. Entretanto, a resposta à
inoculação depende de fatores bióticos e abióticos, que variam de acordo com
o sistema de manejo do solo. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a
resposta à inoculação e reinoculação da soja, além da sobrevivência e a
competitividade das estirpes de B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019) e de B.
japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) em diferentes sistemas de manejo do
solo. O experimento, com diferentes sistemas de manejo do solo, foi iniciado
em 2000, a partir de campo nativo, sendo avaliado nos anos agrícolas de
2000/2001 e 2002/2003. Os tratamentos consistiram de adubação orgânica,
mineral e adubação mineral com irrigação, todos utilizando sistemas de
preparo plantio direto, plantio reduzido e plantio convencional, com ou sem
inoculação. Foram avaliados o teor de nitrogênio mineral do solo, o número e a
massa de nódulos, a massa e o nitrogênio total do tecido da parte aérea e a
produção dos grãos, além da ocupação nodular pelas estirpes inoculadas,
avaliadas por soroaglutinação. A inoculação avaliada promoveu um aumento
médio na produção de grãos de 200 kg ha-1 em 2000/2001 e a reinoculação de
125 kg ha-1 na parcela irrigada em 2002/2003. Teores de nitrogênio mineral do
solo acima de 12 mg kg-1 determinaram redução no número e massa de
nódulos. As estirpes SEMIA 587 e 5019 apresentaram maior sobrevivência e
competitividade. As SEMIA 5079 e 5080 demonstraram maior dependência da
inoculação. Os dados obtidos mostram que a sobrevivência e competitividade
das estirpes são características pouco influenciadas pelo sistema de manejo do
solo.

(1) Dissertação de Mestrado em Ciência do Solo, Programa de Pós-Graduação em Ciência do
Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre.
(59p.) Abril, 2004.
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SOYBEAN INOCULATION IN SOIL UNDER DIFFERENT
MANAGEMENT SYSTEMS

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

ABSTRACT

The soybean crop (Glycine max) stands out for the economical
importance besides the capacity of nitrogen fixation through association with
bacteria of Bradyrhizobium spp and Sinorhizobium spp. The inoculation process
can improve the biological nitrogen fixation (BNF), otherwise the biotic and
abiotic factors, as a consequence of the soil management system, can affect
the inoculation success. The objectives of this research were to evaluate
soybean inoculation and re-inoculation, besides the survival and
competitiveness of B. elkani strains (SEMIA 587 and 5019) and B. japonicum
strains (SEMIA 5079 and 5080) under different soil management systems. The
field experiment carried out during the 2000/2001 and 2002/2003 cropping
seasons, was established over an area without cropping before. The treatments
were organic fertilizer, mineral fertilizer and mineral fertilizer plus irrigation. All
the treatments were submitted to no tillage, minimal tillage, and conventional
tillage, with and without inoculation. It was evaluated soil mineral nitrogen,
number and mass of nodules, nitrogen and mass of plants aerial part, grain
yield, grain nitrogen content, and nodules occupancy by inoculated strains. It
was observed an increment in the grain yield of 200 kg ha-1 due to inoculation
and of 125 kg ha-1 due re-inoculation under irrigation, during the 2000/2001 and
2002/2003 cropping seasons, respectively. The nodulation, number and mass
of nodules, were affected negatively by higher concentrations of mineral
nitrogen in soil (over 12 mg ha-1). The strains SEMIA 587 and 5019 showed
better survival and competitiveness, while SEMIA 5079 and 5080, less
competitive, were dependent on the re-inoculation. The strains survival and
competitiveness were not affected by different soil management systems.

(1) Master of Science dissertation in Soil Sience, Programa de Pós-Graduação em Ciência do
Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre.
(59p.) April, 2004.
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1. INTRODUÇÃO

A soja (Glycine max) destaca-se pela sua importância econômica na

produção de grãos e pela sua capacidade de se associar simbioticamente com

bactérias do gênero Bradyrhizobium e Sinorhizobium. Estas bactérias são

capazes de fixar o nitrogênio atmosférico (N2), permitindo dispensar totalmente

a adubação nitrogenada para o desenvolvimento da cultura, além de beneficiar

as culturas em sucessão. Adicionalmente, o processo de fixação biológica do

nitrogênio (FBN) permite a redução dos impactos ambientais causados pelo

uso de fertilizantes nitrogenados, possibilitando a sustentabilidade dos

sistemas de produção com relação à necessidade de nitrogênio.

Para que a fixação do nitrogênio ocorra, é necessário que as

bactérias do gênero Bradyrhizobium estejam presentes no solo, junto à

semente da soja, vindo a formar nódulos nas raízes e fixando eficientemente o

N2. Este processo é viabilizado pela prática da inoculação.

Muitos fatores interferem na resposta à inoculação da soja em

termos de alteração na produção de grãos. Fatores bióticos, como sinergismo

ou antagonismo com outros representantes da biota do solo e com o próprio

rizóbio, e fatores abióticos como pH, disponibilidade de nutrientes, umidade,

temperatura e estrutura física do solo.

A soja é cultivada em diferentes sistemas de manejo e preparo do

solo. O manejo pode variar com relação à adubação, irrigação, controle de

plantas daninhas e moléstias. Além disso, pode variar de acordo com os

sistemas de preparo do solo, como plantio direto, preparo reduzido e plantio

convencional.

Portanto, sistemas de manejo do solo afetam diferentemente os

fatores que interferem na FBN. O sistema de manejo que reduz a ação destes
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fatores é o que apresenta a maior resposta à inoculação, em termos de

produção de grãos e sobrevivência do rizóbio.

Os objetivos deste trabalho foram os seguintes:

a) Avaliar em experimento de campo, tratamentos que diferem em relação

ao preparo, adubação, irrigação do solo e inoculação da semente;

b) Avaliar o efeito dos diferentes tratamentos sobre o teor de nitrogênio

mineral do solo, a nodulação, a produção de matéria seca e o nitrogênio

total do tecido da parte aérea da planta, além da produção e do teor de

nitrogênio dos grãos;

c) Verificar o efeito do teor de nitrogênio mineral do solo sobre a resposta

à inoculação (nodulação e produção de grãos);

d) Avaliar a sobrevivência e a competitividade das estirpes SEMIA 587,

SEMIA 5019, SEMIA 5079 e SEMIA 5080, além da necessidade da

reinoculação.



2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1     A cultura da soja

2.1.1  Origem e dispersão da soja

A soja é uma das mais antigas plantas cultivadas no mundo,

havendo relatos na literatura sobre seu cultivo há mais de cinco mil anos

(Hymowitz, 1970). O provável centro de origem desta cultura é o Leste da Ásia,

considerado como o seu centro genético primário a região Central da China e a

Manchúria como o seu centro genético secundário (Costa, 1996).

A introdução da soja na América do Sul é datada do final do século

XIX e, no Brasil, desde 1882 já existiam relatos sobre o cultivo da espécie Soja

hispida no Estado da Bahia (D’utra, 1882, apud Vargas & Hungria, 1997). Em

1892 iniciaram-se os primeiros testes de adaptação com a cultura no Instituto

Agronômico de Campinas, cujas pesquisas foram responsáveis posteriormente

pela “tropicalização da soja” (Freire & Vernetti, 1999), cabendo também ao IAC

o pioneirismo em pesquisas sobre isolamento e seleção de estirpes de rizóbio

no Brasil (Hungria et al., 1994).

O Estado do Rio Grande do Sul impulsionou a produção da soja, em

escala comercial na década de 40, com o estabelecimento do programa oficial

de incentivo à triticultura, por ser a soja a melhor alternativa para sucessão do

trigo no período do verão (Magalhães, 1981). A partir de 1950, a área plantada

com soja continuou a se expandir no país com a inclusão dos Estados de

Santa Catarina e Paraná e, após se estabelecer na região Sul, a soja se

disseminou para outras regiões do território nacional. Durante a década de 70,

devido a programas de incentivos e desenvolvimento de novas técnicas de

cultivo, a soja se estabeleceu na Região do Planalto Central Brasileiro como

cultura dominante (Vargas & Hungria, 1997). Atualmente, a soja é cultivada em
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uma área de 18 milhões de hectares, sendo responsável por uma produção de

mais de 51 milhões de toneladas de grãos, o que torna o Brasil o segundo

maior produtor mundial (IBGE, 2003).

No Brasil, a transição da soja de lavoura doméstica ao cultivo

comercial tornou-se possível graças ao trabalho pioneiro de pesquisadores

que, através do melhoramento genético das variedades melhor adaptadas às

novas condições edafoclimáticas de cultivo, em conjunto com programas de

seleção de estirpes de rizóbio eficientes na fixação de nitrogênio atmosférico,

contribuíram para a sua expansão ao nível nacional. Atualmente, a soja é uma

das culturas que apresenta maior relevância no cenário agrícola mundial, não

apenas pelo valor bruto de seus grãos, mas sobretudo pelo valor dos produtos

agregados à sua produção (Embrapa, 2002).

2.1.2 Taxonomia e descrição botânica da espécie Glycine max

Embora na usual classificação sistemática a soja seja classificada

como pertencente à família Leguminosae, alguns taxonomistas a classificam

como pertencente à subfamília Fabaceae, adotando a proposta sugerida por

Delorit & Gunn (1986) apud Hungria et al. (1994), que subdivide a família

Leguminosae, criando a subfamília Fabaceae, na qual a soja estaria incluída.

A espécie Glycine max destaca-se dentro do gênero Glycine, devido

à sua importância econômica e elevado valor nutricional. Na descrição botânica

geral a espécie Glycine max é uma planta herbácea anual, que apresenta caule

ereto, ramificado e piloso, normalmente com a altura variando de 30 a 150 cm.

As folhas primárias são unifolioladas e opostas e as demais folhas são

trifolioladas e pinadas. Apresenta pequenas flores reunidas em cachos curtos

com coloração branca, rosada ou violácea, que uma vez polinizadas originam

vagens oblongadas e pilosas, com uma a cinco sementes. As sementes são

lisas, ovóides ou globosas, possuindo hilo quase sempre castanho, mas cuja

coloração varia de acordo com a variedade. O sistema radicular tem forma de

raiz pivotante com numerosas raízes laterais (Gomes, 1990).

2.1.3   Características gerais da espécie Glycine max

A soja apresenta duas fases de desenvolvimento: a fase vegetativa e

a fase reprodutiva. A completa maturação da soja pode variar de 75 dias, para
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as variedades precoces, a 200 dias, para as variedades tardias (Vargas et al.,

1997). No Brasil, a soja é classificada em quatro grupos de maturação:

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

é cultivada, uma quinta classificação pode ser incluída, a de média maturação

(Embrapa, 1993).

A necessidade total de água na cultura da soja varia entre 450 e

800mm, dependendo das condições climáticas, do manejo da cultura e da

duração do ciclo (Embrapa, 2002). Embora esta leguminosa seja considerada

como tolerante ao estresse hídrico, é nos períodos de germinação-emergência

e floração-enchimento dos grãos que a disponibilidade de água torna-se

extremamente importante para o seu desenvolvimento. Na fase da germinação-

emergência, o teor de água no solo deve ficar na faixa de 50-85% do total

máximo de água disponível, pois tanto o excesso quanto o déficit de água são

prejudiciais à obtenção de uma boa uniformidade na população de plantas e ao

estabelecimento da simbiose Bradyrhizobium/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 distúrbios sobre a floração e a maturação, enquanto que

as temperaturas mais baixas reduzem ou paralisam o crescimento vegetativo

(Embrapa, 2002).

A adaptação de diferentes cultivares a determinadas regiões

climáticas depende, além das exigências hídricas e térmicas, de sua exigência

fotoperiódica. A soja é considerada uma planta de dias curtos. Assim, em

função dessa característica, é determinada a faixa de adaptabilidade de uma

cultivar, sendo a sensibilidade ao fotoperíodo uma característica variável entre

cultivares (Vargas & Hungria, 1997).

Dentre os elementos mais exigidos para a nutrição da soja estão o

nitrogênio e o potássio, seguidos dos elementos cálcio, magnésio, fósforo e

enxofre. Para suprir a alta demanda de nitrogênio, tão necessário para

constituição e reservatório de proteínas nos grãos, a soja recorre às formas do

elemento disponíveis no solo. Como nos solos os teores deste elemento são

baixos, e sendo a prática da utilização de adubos nitrogenados inviável

economicamente para complementar o N fornecido pelo solo, a reposição via

associação simbiótica com bactérias que apresentam capacidade de fixação do
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N2 atmosférico tornou-se a forma usual e econômica de fornecimento deste

elemento para a soja (Embrapa, 2002).

2.2      O gênero Bradyrhizobium

2.2.1   Taxonomia do microssimbionte

O grupo de bactérias que fixam nitrogênio atmosférico no interior de

nódulos em raízes de leguminosas foi, em princípio, enquadrado no gênero

Rhizobium, sendo a denominação baseada, essencialmente, na interação

seletiva do hospedeiro, de acordo com os chamados grupos de inoculação

cruzada (Fred et al., 1932 apud Bangel, 2000). A partir do reconhecimento dos

grupos de inoculação cruzada, as bactérias responsáveis pela nodulação da

soja foram classificadas como Rhizobium japonicum. Devido às limitações do

método da infecção em plantas e às diferenças existentes nas espécies

pertencentes a este gênero, tornou-se evidente que os rizóbios consistiam em

um grupo de bactérias bastante diverso, o que levou posteriormente a sua

divisão em dois grupos, um de crescimento rápido e outro de crescimento

lento, embora a divisão do gênero Rhizobium em duas classes, de acordo com

o tempo de geração, já houvesse sido sugerida por Lohnis & Hansen (1921)

apud Santos (1998).

Jordan (1982), ao reclassificar algumas espécies de rizóbios

baseando-se em características morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e

genéticas para diferenciá-las, separou as que apresentavam crescimento lento

em um novo gênero, denominado Bradyrhizobium. Entre as espécies

reclassificadas por Jordan (1982), estava a espécie R. japonicum.

Na década de 80 e início da década de 90, vários trabalhos

começaram a demonstrar que existia grande variabilidade genética e fisiológica

entre as estirpes de B. japonicum (Hollis et al., 1981; Stanley et al., 1985;

Minamisawa et al., 1990). Inicialmente, estudos desenvolvidos por Hollis et al.

(1981) com diversas espécies de Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium

usando técnicas de hibridização 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 diferenças genéticas inicialmente demonstradas por Hollis et al.

(1981) na espécie B. japonicum, originaram novos estudos buscando
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correlacionar características fenotípicas e genéticas relatadas nos grupos I e II

nesta espécie (Huber et al., 1984; Kuykendall et al., 1988; Minamisawa, 1990;

Minamisawa & Fukai, 1991). Os resultados obtidos nestes estudos levaram

Kuykendall et al. (1992), a sugerirem a subdivisão de B. japonicum em duas

espécies: B. japonicum, com as estirpes do grupo I (I e Ia) e B. elkanii, com as

estirpes do grupo II, 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

análise de alguns parâmetros, como assimilação da amônia pela glutamina

sintetase (GS) in vitro e hibridização com a sequência 16S rRNA, as duas

principais estirpes de B. japonicum (SEMIA 5019 e a SEMIA 587)

recomendadas para inoculantes, foram definidas como membros da espécie B.

elkanii. Lunge (1993), através de um estudo com onze oligonucleotídeos

iniciadores arbitrários e análise de RAPD, observou que algumas estirpes

"brasileiras" diferenciavam-se, embora não tenha sido feita nenhuma

correlação com a divisão em genótipos ou espécies. Análises posteriores

utilizando técnicas de PCR (Sato, 1999) e características fenotípicas (Lemos,

1994; Bodey & Hungria, 1995) constataram a existência de dois agrupamentos

envolvendo as quatro estirpes “brasileiras”, 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 bradirrizóbios que nodulam a soja e

que são recomendadas para produção de inoculantes no Brasil, são

classificadas como B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e B. elkanii

(SEMIA 587 e SEMIA 5019).

2.2.2   Características gerais do gênero Bradyrhizobium

As bactérias pertencentes ao gênero Bradyrhizobium se

caracterizam por apresentar crescimento lento, tempo de geração de 7 a 13

horas e alcalinização do meio de cultivo levedura-manitol, contendo azul de

bromotimol como indicador de pH. Os bradirrizóbios são predominantemente

aeróbios e quimiorganotróficos, também não esporulam, são Gram-negativos e

possuem a forma de bastonete, com tamanho variável de 0,5-0,9 x 1,2-3,0 Pm,

sendo a sua mobilidade dada por um flagelo polar ou subpolar. Grânulos de

poli-E-hidroxibutirato são encontrados com freqüência no interior das células. A
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temperatura ótima para o seu crescimento ocorre entre 25 e 30°C e em meio

de cultivo levedura-manitol apresentam colônias brancas, circulares, convexas

e opacas, raramente translúcidas, tendendo a ser granulares na textura, seu

tamanho não excede a um milímetro de diâmetro para um período de

incubação de 5 a 7 dias. As bactérias pertencentes ao gênero Bradyrhizobium

são capazes de induzir a nodulação em leguminosas tropicais e temperadas

(Somasegaran & Hobben, 1994; Holt et al., 1994).

2.3 Inoculação das sementes de soja

2.3.1 Tipos de inoculantes

Os inoculantes turfosos predominam no Brasil, cuja origem está na

coleta de solos aluviais orgânicos e ácidos. Estes são peneirados e corrigidos

com calcário, visando elevar o pH para próximo da neutralidade. A produção do

inoculante ocorre em caldo bacteriano, que é injetado na dose de 50 mL para

cada 150g ou 200g de turfa peneirada. Existem inoculantes turfosos à base de

turfa esterilizada, que proporcionam maior qualidade ao produto. Esta

esterilização, em geral, é feita por irradiação (Câmara, 1998). Segundo

Brockwell et al. (1995), inoculantes esterilizados (radição gama) são preferidos

e usados em países como Austrália e Estados Unidos, pois eles contêm até

100 vezes mais rizóbio que a turfa não esterilizada.

A oferta de outros tipos de inoculantes vem crescendo. Já são

encontrados no mercado inoculantes líquidos e formulações à base de pó

molhável. O inoculante líquido é apenas um substrato líquido, onde se

encontram as bactérias. O pó molhável consiste em produto contendo bactérias

liofilizadas em substrato sólido (Câmara, 1998).

Pela atual legislação brasileira, o número mínimo de células

bacterianas que um inoculante deve conter é de 1,0 x 108 células por grama ou

por mililitro de inoculante, até o prazo final de validade do produto. Esta

concentração equivale à quantidade mínima de inoculante que deve ser

misturada a um saco de 50 kg de sementes de soja para proporcionar, no

mínimo, 80.000 células bacterianas por semente de soja (Vargas et al., 1997).



9

2.3.2 Procedimentos e dosagens

A operação de inoculação deve ser dimensionada e programada

para evitar desperdícios. O ambiente de inoculação deve ser ventilado e

sombreado. Deve-se evitar uso de sacos de fertilizantes como recipiente para

inoculação, pois a concentração salina residual presente nestes sacos é

suficiente para matar as bactérias. Para que ocorra o devido contato e

aderência do inoculante sobre a superfície da semente, a operação deve ser

feita na dosagem certa, promovendo a mistura de forma manual ou mecânica

(tambor metálico, com eixo excêntrico). Utilizar 300 mL de água açucarada

(10%) para umedecer todas sementes e adicionar 400 g de inoculante por saco

de semente, todas sementes devem estar recobertas pelo inoculante (Câmara,

1998).

2.4 Fatores que interferem na nodulação e na fixação do N2

Muitos fatores podem interferir na nodulação e na fixação do N2. Os

efeitos e recomendações para alguns fatores são apresentados na Tabela 1.

2.4.1 Qualidade do inoculante

O inoculante deve ser adquirido de empresas idôneas e

apresentar na embalagem a identificação das estirpes, a concentração de

células bacterianas, o prazo de validade e o número do seu registro no

Ministério da Agricultura e do Abastecimento (Câmara, 1998).

Keyser et al. (1992) descreveu as propriedades de um bom suporte

para inoculante:

x alta capacidade de retenção de água;

x não-tóxico para o rizóbio;

x fácil esterilização por autoclavagem ou irradiação gama;

x matéria prima disponível e barata;

x suficientemente adesivo para aplicação efetiva na semente;

x capacidade de tamponamento do pH;

x capacidade de troca de cátions.
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TABELA 1. Fatores que interferem na fixação biológica do nitrogênio: síntese
de alguns fatores que limitam a fixação biológica do nitrogênio e
possíveis recomendações (Adaptado de Montañez, 2000)

Fatores que

afetam FBN

Efeito Recomendações

Temperatura
& umidade

* Sobrevivência do rizóbio no solo1

* Nodulação e fixação do nitrogênio2  3

* Inibição da fixação.4

* Colocar o inóculo em camadas de solo
mais profundas, quando a camada do topo
apresenta temperaturas elevadas.5

* A cobertura do solo pode conservar
umidade e reduzir a temperatura do solo.5

Fertilização
Nitrogenada

* Geralmente o nitrogênio combinado
reduz ou inibe a nodulação e a fixação
do nitrogênio. Devido a este efeito,
geralmente recomenda-se a não
utilização de fertilizante nitrogenado em
leguminosas. Entretanto o fertilizante
nitrogenado é utilizado em culturas con-
sorciadas ou em rotação com cereais, o
que pode afetar a fixação do nitrogênio
das leguminosas.6

* O nitrogênio mineral tem pouco efeito
sobre o desenvolvimento de leguminosas
de grãos, a menos que se aumente a
eficiência do uso do nitrogênio disponível.6

* É possível que pequenas quantidades de
fertilizante nitrogenado permitam aumento
do rendimento sem que ocorra a redução
da quantidade de nitrogênio fixado.7 8

Pesticidas,
fungicidas e
inseticidas

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

* Os inseticidas não apresentam efeito
sobre a nodulação se este não for
aplicado diretamente sobre a semente.
* O efeito de herbicidas sobre a
sobrevivência do rizhobio não é
conhecido.

* Há uma variabilidade muito grande de
efeitos, o que se recomenda é testar o
efeito da utilização de determinado
agroquímico para cada inoculante.
* O efeito do pesticida sobre a fixação do N
pode ser minimizado se não existir um
contato direto entre eles.

Culturas
Consorciadas

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

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

Acidez
do solo

* Solos ácidos reduzem a produção
agrícola e a fixação do nitrogênio

* Utilizar cultivares e Rhizobium tolerantes a
solos ácidos
* Uso de calagem para atingir um pH no
qual elimina-se o alumínio e o manganês
tóxico.

Preparo * Quando o preparo é minimizado,
determinam-se baixas taxas de
mineralização e nitrificação, associado
com aumento da imobilização do N e alto
potencial de denitrificação o que
determinará um decréscimo no N
disponível

* A redução do preparo pode estimular a
demanda e a fixação do N2. Preparo
reduzido ou plantio direto estimulam a
fixação do N2 e determinam um novo
equilíbrio entre a taxa de entrada dos
resíduos e a taxa de decomposição.11

1 Bowen & Kennedy (1959); 2 Hardarson & Jones (1979); 3 Montañes et al. (1995); 4 Hungria &
Franco (1993); 5 Roughley (1980); 6 Hardarson et al. (1991); 7 Boote et al. (1978); 8 Poole et
al. (1983); 9 Ramos et al. (1993); 10 FAO (1984); 11 Van Kessel & Hartley (2000)
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Apesar de muitos destes critérios serem atendidos pela turfa, a

pesquisa por novos materiais, que possam ser utilizados como suporte para

inoculantes, deve continuar, particularmente em países que não têm depósitos

de turfa.

Para que ocorra uma boa colonização da rizosfera das plântulas de

soja, é necessário que se tenha estirpes de rizóbio eficientes e um ótimo

suporte para inoculação. Deseja-se que o número de bactérias seja o maior

possível no momento da germinação. Para que isso ocorra, é necessário que o

inoculante tenha alto número de rizóbio viável (inoculante de alta qualidade), ou

se utilize maior dosagem de inoculante para compensar as perdas entre a

inoculação da semente e a nodulação efetiva (Brockwell et al. 1995).

2.4.2 Elementos edafo-climáticos

Entre os principais fatores que restringem a resposta da soja à

inoculação, destacam-se a acidez do solo e fatores relacionados, competição

por sítios de nodulação entre as estirpes presentes no inoculante e as já

estabelecidas no solo e grande mortalidade do inóculo junto à semente na

semeadura durante períodos de alta temperatura e baixa umidade do solo

(Freire & Vidor, 1971; Munns, 1977; Keyser & Munns, 1979; Vidor, 1981;

Morote et al., 1990).

Solos ácidos e com baixa fertilidade são comuns nas áreas de

produção e, frequentemente, apresentam concentrações tóxicas de alumínio e,

em alguns casos, manganês (Lal, 1993). Tais condições de solos ácidos

podem determinar problemas para a planta, a bactéria e a simbiose (Giller and

Wilson, 1993). O microsimbionte geralmente é a parte mais sensível ao efeito

do pH. Há variação entre espécies e entre estirpes, quanto à tolerância à

acidez (Lowendorff, 1981; Vargas and Graham, 1988; Brockwell et al., 1995;

Hungria et al., 1997). O pH ótimo para o crescimento fica entre 6,0 e 7,0

(Jordan, 1984), poucos rizóbios apresentam bom desenvolvimento em pH

abaixo de 5,0 (Graham et al., 1994). Exceções incluem estirpes de Rhizobium

tropici, Mesorhizobium loti e Bradyrhizobium sp. Particularmente Sinorhizobium

meliloti é descrito como altamente sensível à acidez (Brockwell et al., 1995),

mas variações na tolerância a pH ácido foram descritas para estas espécies

(Graham et al., 1994).
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A temperatura é outro importante fator que interfere na fixação

biológica do nitrogênio (FBN). Referências encontradas na literatura indicam

que temperaturas de solo superiores a 35ºC, comumente encontradas em

regiões produtoras de soja, determinam baixa nodulação, principalmente se as

estirpes utilizadas não são aptas para tal condição (Munévar & Wollum, 1981).

Temperatura de solo situada entre 25 e 35ºC são apontadas como adequadas

para boa nodulação e fixação do nitrogênio em leguminosas tropicais (Norris &

Date, 1976). Galleti et al. (1971) demonstraram que temperaturas em torno de

33ºC prejudicam a iniciação dos nódulos e a eficiência fixadora de nitrogênio

em soja, sendo a temperatura de 27ºC considerada a ideal para estes dois

fatores. Segundo Pankhurst & Sprent (1976), a maior atividade da nitrogenase

ocorre entre 19 e 30ºC, com decréscimo acentuado fora destes limites.

Assim como a acidez e a temperatura, o estresse hídrico é um

importante fator de interferência na FBN. O estresse hídrico interfere no

crescimento e sobrevivência do rizóbio, na formação e longevidade dos

nódulos, na síntese de leghemoglobina e nas funções do nódulo. Estresse

severo por falta da água pode levar a interrupção irreversível da fixação do N2

(Sprent, 1971; Vincent, 1980; Walker and Miller, 1986; Venkateswarlu et al.,

1989; Stamford et al., 1990; Guerin et al., 1991).

Algumas estratégias para reduzir os efeitos da acidez, de

temperaturas altas e ressecamento do solo são reportadas na literatura.

Existem diferenças fisiológicas entre espécies de plantas, espécies de rizóbios

e estirpes em relação a temperatura, estresse hídrico e acidez. Tais diferenças

podem ser consideradas em programas de melhoramento de rendimento de

leguminosas em áreas sujeitas a estes estresses (Karanja and Wood, 1988).

Câmara (1998) afirma que o desempenho da FBN é melhor quando

o solo esta próximo da neutralidade. Solos ácidos podem ser corrigidos por

meio de calagem, a qual, além de corrigir a acidez do solo, fornece cálcio para

o crescimento radicular, magnésio para a molécula de clorofila e a produção de

fotoassimilados, melhorando ainda, a absorção de fósforo (ATP) e potássio.

Uma das formas de reduzir a temperatura do solo é a manutenção

de palha na superfície, que ainda ajuda reter umidade promovendo melhores

condições à nodulação da soja e protegendo o solo contra a erosão (Derpsch

et al., 1991; Bragagnolo, 1986; Voss & Sidiras, 1985).
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2.4.3 Nitrogênio mineral

De forma geral, é aceito que todas as formas de nitrogênio mineral

influenciam negativamente a FBN e mostram efeito sobre diversos aspectos da

simbiose leguminosa/(brady)rhizobium (Streeter, 1988). Altas concentrações de

NH4
+ (�� ���� mM) tem efeito negativo sobre número e peso de nódulos e

atividade da nitrogenase em várias espécies de leguminosas (Dart & Wildon,

1970; Guo et al., 1992). Além disto, a repressão da indução do gene regulatório

nodD e genes nodABC são dependentes da concentração de amônio em

Bradyrhizobium japonicum (Wang & Stacey, 1990). Exudação de flavonóides

responsáveis pela sinalização (Cho & Harper, 1991; Wojtaszek et al., 1993) e

pela infecção das bactérias nas raízes (Dazzo & Brill, 1978) também são

afetados por NH4
+. Entretanto, existem trabalhos demonstrando tanto efeitos

positivos quanto negativos do NH4
+ sobre a nodulação, em simbiose com

leguminosas (Dart & Wildon, 1970; Svenning et al., 1996).

Surpreendentemente, segundo Gulden & Vessey (1997) há poucos

trabalhos reportando o efeito do NH4
+ na nodulação e fixação do N2 na soja

(Glycine max [L.] Merr.) em condições controladas. Na presença de altas

concentrações de NH4
+ (5,5 mM), a nodulação foi completamente inibida na

cultivar de soja Bragg (Carroll et al., 1985). Imsande (1986) reporta que a

exposição sequencial da cultivar Harosoy a 0,5 mM NO3
- e 4,0 mM NH4

+reduziu

a nodulação em 37% quando comparada a plantas que foram constantemente

expostas à 0,5mM NO3
-.

2.4.4 Preparo do solo

A intensa mobilização do solo, causada pela aração e gradagens no

plantio convencional, leva a redução dos teores de matéria orgânica e aumenta

os riscos de erosão, especialmente nos trópicos. A diminuição do preparo do

solo (PD), associada à cobertura com palha, aumenta a estabilidade dos

agregados e estrutura do solo, reduz os riscos de erosão hídrica, diminui a

amplitude térmica e mantém a umidade do solo e, com tempo, aumenta o teor

de matéria orgânica (Blevins et al.,1977; Kember & Derpsch, 1981; Pavan et

al., 1985). Diversos estudos têm indicado que o sistema PD aumenta a

biomassa do solo e a diversidade microbiana (Powlson & Jenkinson, 1981;

Staley et al., 1988; Alvarez et al., 1995).
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Os dados da literatura têm demonstrado que o sistema de manejo e

preparo do solo PD, associado à rotação de culturas, favorece a população de

Bradyrizóbio, a nodulação, a fixação do N2 e a produção de grãos (Voss &

Sidiras, 1985; Hungria & Stacey, 1997; Hungria et al., 1997). Segundo Kessel

(1999), no sistema de preparo PD ocorre a redução do nitrogênio disponível e o

aumento da umidade do solo, o que determina um aumento do potencial da

fixação biológica do nitrogênio.

2.4.5 Sobrevivência e competitividade nodular

A competitividade nodular é definida como a habilidade de uma ou

mais estirpes de Bradyrhizobium ocupar a maior parte dos nódulos da

leguminosa hospedeira, quando inoculadas em mistura com outras estirpes

(Trinick, 1982).

Na complexa interação entre rizóbios e leguminosas, a competição

por sítios de infecção envolve várias características inerentes à leguminosa e

ao rizóbio, tais como: a influência do hospedeiro no processo de infecção; a

concentração de células de rizóbio presentes no inóculo ou próximas à

semente; a taxa relativa de crescimento das estirpes competitivas; o estado

fisiológico do rizóbio na hora da inoculação; variáveis ambientais (temperatura,

umidade, pressão de oxigênio) e nível nutricional da planta hospedeira (Trinick,

1982; Vargas et al., 1994). Embora alguns destes fatores possam afetar

diretamente a competitividade, em sua maioria o efeito é direcionado sobre a

persistência e sobrevivência das estirpes inoculadas, influenciando somente

indiretamente as interações competitivas (Sadowsky, 2000).

A forma como uma estirpe pode utilizar um composto presente na

rizosfera que não seja facilmente utilizado por outras estirpes pode se constituir

em uma vantagem para seu crescimento e, consequentemente, para sua

competitividade. As rizopinas são compostos derivados de inositol, sendo

sintetizados e catabolizados por aproximadamente 10% das estirpes de

Rhizobium. Os genes necessários ao seu catobolismo (moc) e síntese (mos)

estão ligados a plasmídeos simbióticos. A capacidade de utilização das

rizopinas como fonte de carbono pode significar uma vantagem competitiva

sobre outros microrganismos presentes na rizosfera. Em Sinorhizobium meliloti,

estirpes que catabolizam rizopinas (Moc +) foram dominantes na ocupância
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nodular sobre estirpes mutantes (Moc -). Assim, a utilização de estirpes com

fenótipo Mos+/Moc+ poderia se tornar uma boa estratégia para aumentar a

competitividade em estirpes utilizadas em inoculantes (Heinrich et al., 1999).

De acordo com Weaver & Frederick (1974), a maior ocorrência de

uma estirpe nos nódulos, quando em mistura com estirpe de capacidade

semelhante, pode ser favorecida por diferenças em concentrações de células

entre as duas estirpes presentes no inoculante ou na rizosfera, tendo os

autores afirmado que as células bacterianas do inoculante devem apresentar

uma vantagem numérica pelo menos 1000 vezes maior do que o número de

bactérias existentes no solo para que sejam formados 50% dos nódulos pela

estirpe inoculada.

Peres & Vidor (1980), estudando o efeito de diferentes

concentrações entre duas estirpes competitivas (BR 29 e BR 96), observaram

uma maior taxa de ocupação nodular proporcionada pela estirpe presente em

maior concentração no inóculo. Assim, segundo Vidor et al. (1979), poderia

haver uma atuação seletiva sobre uma determinada estirpe de rizóbio, fazendo

com que a estirpe menos sensível apresente maior oportunidade de infecção

da superfície radicular do hospedeiro e, como conseqüência, haveria uma

maior porcentagem de nódulos formados pela estirpe que se encontrava em

maior concentração no inoculante.

A rapidez para o início da nodulação pode interferir na

competitividade entre estirpes co-inoculadas, sendo atribuída uma menor taxa

de ocupação nodular para as estirpes que apresentem menor rapidez para

iniciar a nodulação (Mcderermott & Graham, 1989). Em B. japonicum,

variações observadas na capacidade competitiva de estirpes não têm sido

correlacionadas à velocidade de início da nodulação, uma vez que foi

demonstrado que estirpes competitivas (USDA 110 e USDA 1028)

apresentaram a mesma velocidade de nodulação que outras estirpes menos

competitivas (Smith & Wollum II, 1989).

A taxa de adesão bacteriana ao sistema radicular do hospedeiro

pode garantir vantagem competitiva de uma estirpe em relação à outra (Vésper

& Bauer, 1985). A adsorção do rizóbio às raízes do hospedeiro tem sido

relatada em B. japonicum (Lodeiro & Favelukes, 1999), Rhizobium etli e

Sinorhizobium meliloti (Diaz et al., 1989 apud Lodeiro et al., 2000), tendo sido



16

atribuída à presença de lecitinas radiculares que atuariam no reconhecimento

do rizóbio, interagindo com os polissacarídeos da superfície celular bacteriana

e conferindo ao processo de adesão alguma especificidade (Havelson &

Stacey, 1986).

A inclusão das lecitinas entre os determinantes de especificidade

hospedeira se baseia no estudo desenvolvido por Diaz et al. (1989), onde

plantas de trevo transgênicas para o gene lecitina, puderam nodular com R.

leguminosarum bv viciae, espécie de rizóbio que normalmente não nodula

trevo. Um outro exemplo do envolvimento de lecitinas no processo de adesão

se refere a trifolina, uma lecitina sintetizada por diversas leguminosas que

poderia estar envolvida no processo de reconhecimento e aderência de R.

leguminosarum bv trifolii em trevo, tendo o mecanismo proposto para esta

interação resultado provavelmente da aglutinação entre proteína e bactéria,

formando sítios receptores para a ìnfecção (Freire, 1992). Embora existam

evidências do envolvimento das lecitinas no processo de adesão, sua síntese,

segundo Ho et al. (1990), tem origem bacteriana e não vegetal, como se

pensava em princípio. Os autores se baseiam em estudos onde foi possível

observar que uma lecitina constituída de sacarídeos de D-galactose e lactose,

denominada de Bj38, foi sintetizada apenas por B. japonicum.

Apesar da mobilidade e da quimiotaxia não serem consideradas

essenciais à nodulação (Caetano-Anolles et al., 1988), tem sido observado que

mutantes sem mobilidade tem sua habilidade competitiva reduzida, conforme

relatado por Liu et al. (1989) em relação a um mutante Tn7 sem mobilidade de

B. japonicum, que mostrou menor competição nodular em relação à estirpe

parental. Células rizobianas muitas vezes movem-se sobre a superfície

radicular do hospedeiro antes da adesão e esta mobilidade pode influenciar a

habilidade competitiva de determinada estirpe.

De acordo com Sadowsky (2000), alterações ou deleções de genes

controladores de características da superfície celular influenciam a habilidade

competitiva de nodulação. Bhagwat & Keister (1991) observaram a perda da

capacidade competitiva em mutantes de B. japonicum deficientes na produção

de exopolissacarídeos e lipopolissacarídeos. Contudo, após a inserção de

genes necessários à síntese dos polissacarídeos, foi restaurada a capacidade

competitiva e de nodulação,  tornando-os semelhantes à estirpe parental.



17

A partir dos estudos realizados com variantes de estirpes

noduladoras de soja do sorogrupo SEMIA 566 (Boddey & Hungria 1994), foi

constatado que diferenças na capacidade competitiva estariam relacionadas

com a habilidade de alterar as proteínas da membrana em resposta ao

estímulo das raízes (Scotti et al., 1993).

Nishi et al. (1996), ao analisarem os parâmetros relacionados aos

fenótipos radiculares em soja inoculada com a estirpe SEMIA 566 e sua

variante CPAC 15 (SEMIA 5079), verificaram que existiam diferenças quanto

ao número de pêlos radiculares, o que, segundo os autores, poderia estar

relacionado a uma maior capacidade competitiva das estirpes.

A competição por sítios de infecção também pode ser influenciada

pela presença de outras estirpes através da produção de compostos tóxicos a

outras espécies ou estirpes específicas de rizóbio (De Antoni et al., 1981).

Genes que codificam a produção de fatores antibióticos tem sido

responsáveis por conferir aumentos de competitividade (Triplett & Sadowsky,

1992). Embora genes equivalentes não tenham sido encontrados em

bradirrizóbios, genes codificadores de antibióticos, como a trifolitoxina,

presentes em Rhizobium leguminosarum bv. trifolii tem aumentado a

competitividade de R. etli e provavelmente em outros rizóbios do solo (Triplett &

Barta, 1987).

A produção de bacteriocinas tem sido apontada como determinante

da maior competitividade de uma estirpe em relação à outra. Estudos com o

uso de estirpes isogênicas têm mostrado a vantagem competitiva das estirpes

produtoras de bacteriocina sobre estirpes sensíveis. Hudgson et al. (1985)

observaram que a estirpe CB 782 de Rhizobium leguminosarum bv trifolii

produtora de bacteriolisina, quando co-inoculada com estirpes sensíveis a esta

toxina, resultou em maiores percentuais de ocupação dos nódulos pela estirpe

CB 782. Os autores sugerem que a produção de bacteriolisina por uma estirpe

de rizóbio poderia torná-la mais competitiva por sítios de infecção em relação

às estirpes sensíveis.

A produção de rizobiotoxina [2-amino-4-(2-amino-3-hidropropoxi)-

trans-but-3-ác. enóico] por estirpes do grupo II (B. elkanii) em soja induz a

clorose em folhas novas de cultivares sensíveis, prejudicando o crescimento

das plantas (Minamisawa, 1989; Fuhrmann, 1990). Means et al. (1961),
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estudando a competição entre estirpes de B. japonicum produtoras de

rizobiotoxina (USDA 76 e USDA 94), quando inoculadas nas cultivares de soja

Lee e Hawkeye, observaram que a estirpe USDA 76, quando co-inoculada com

estirpes não produtoras de rizobiotoxina, foi mais competitiva, não importando

a sua proporção no inóculo, uma vez que a presença de 1,1% desta estirpe no

inoculante foi responsável por 85% de ocupação nodular. Esses resultados

reforçam a hipótese sugerida por Minamisawa (1990), de que a produção

dessa toxina seria vantajosa para a sobrevivência das estirpes produtoras,

auxiliando-as na competição com outros microrganismos do solo.



3. MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no campo, na Estação Experimental

Agronômica da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (EEA/UFRGS), no município de Eldorado do Sul-RS, às

margens da rodovia BR 290, distante aproximadamente 65 km de Porto Alegre-

RS. O local encontra-se inserido na microrregião da Depressão Central. O solo

da área utilizada foi classificado como Argissolo Vermelho distrófico típico.

A área escolhida nunca havia sido cultivada. Sua vegetação era de

campo nativo. A primeira cultura estabelecida na área foi a soja, no ano de

2000. O experimento foi avaliado desde o primeiro ano de sua instalação,

incluindo dois cultivos de soja referentes aos anos agrícolas 2000/2001 e

2002/2003. A sequência de culturas foi Soja (2000/2001), Aveia + Ervilhaca ou

Trigo, Milho (2001/2002), Aveia Branca ou Aveia Preta, Soja (2002/2003).

3.1 Tratamentos

Os tratamentos estavam dispostos em parcelas que foram reunidas

em blocos conforme o manejo da adubação e da irrigação. Em setembro de

2000 foi aplicado em toda área experimental, com exceção dos blocos com

adubação orgânica, uma dose de 5.700 kg ha-1 de calcário (PRNT de 65%),

com base no índice SMP (5,9) para atingir pH 6,0, na camada de 0 a 20cm.

Quatro blocos utilizaram fertilizante mineral e dois blocos fertilizante orgânico

(Figura 1). A dose do fertilizante mineral e a data em que foi aplicado foram as

seguintes: 280 kg ha-1 de superfosfato triplo (SFT) em outubro de 2000; 220 kg

ha-1 de SFT em abril de 2001; 200 kg ha-1 da fórmula 5-30-10 em outubro de

2001; 75 kg ha-1 de SFT em abril de 2002; e 200 kg ha-1 de SFT em outubro de

2002. Utilizou-se cama de aviário como fonte de adubo orgânico, nas seguintes
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doses e datas em que foram aplicados: 10.000 kg ha-1 em outubro de 2000;

4.200 kg ha-1 em abril de 2001; e 3.400 kg ha-1 em outubro de 2001. Na

adubação orgânica utilizou-se cama de aviário e o manejo não contemplou

nenhuma forma de agroquímico para o controle de invasoras e moléstias.

Ambas as formas de adubação basearam-se nas dosagens para reposição de

nutrientes e, a acidez foi corrigida baseada em análise de solo de acordo com a

Comissão de Fertilidade do Solo RS/SC (1995).

Adubação Mineral
Irrigado -- 20m --

Adubação Mineral

0 0

1 1

0 0
PD

1

 15m PD

1

 15m

0 0
PR

1
7,5m PR

1
7,5m

0 0
PC

1
7,5m PC

1
7,5m

-- 25m -- -- 25m --

Adubação Mineral
Irrigado

Adubação Mineral

0 0

1 1

0 0
PD

1

 15m PD

1

 15m

0 0
PR

1
7,5m PR

1
7,5m

0 0
PC

1
7,5m PC

1
7,5m

-- 25m -- -- 25m --

Adubação Orgânica Adubação Orgânica
0 0

1 1

0 0
PD

1

 15m PD

1

 15m

0 0
PR 1 7,5m PR 1 7,5m

0 0
PC 1 7,5m PC 1 7,5m

-- 25m -- -- 25m --
(0) Não inoculado
(1) Inoculado

FIGURA 1. Esquema da área experimental

Adicionalmente, os tratamentos com adubação mineral foram

subdivididos em dois, com e sem irrigação por aspersão. O que definiu três
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grandes categorias de tratamentos (Figura 1): (i0) adubação mineral irrigado;

(i1) adubação mineral e; (i2) adubação orgânica. Estas categorias delimitaram

três blocos, com duas repetições.

Os blocos foram dimensionados de forma que os tratos culturais

fossem mecanizados, buscando reproduzir as condições de lavoura. Desta

forma apresentaram dimensões de 25m x 30m e de 20m para os corredores

entre os blocos.

Cada bloco foi dividido em quatro parcelas com dimensão de 7,5m x

25m. Cada uma foi subdividida, apresentando uma faixa com inoculação e

outra sem inoculação. Os métodos de preparo do solo incluíram: (j0)

semeadura direta (PD) - com semeadoras específicas; (j1) preparo mínimo (PR)

- escarificação com equipamento munido de hastes com ponteiras estreitas e

na profundidade de 25cm, acoplado a rolo destorroador; e (j2) preparo

convencional (PC) - arado de discos a 25cm de profundidade, seguido de duas

passagens com grade niveladora de discos leve.

Quanto à inoculação, cada parcela recebeu os tratamentos: (k0)

inoculado; (k1) não inoculado. A inoculação foi realizada utilizando-se

inoculante turfoso (200g de inoculante para 50kg de sementes), cedido pela

Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO), contendo em

quantidades semelhantes as estirpes SEMIA 587, 5019, 5079 e 5080. Desta

forma, cada bloco apresentou duas parcelas com PD, uma com PR e uma com

PC.

As combinações dos tratamentos envolveram tipos de adubação,

uso ou não de irrigação, métodos de preparo do solo, e uso ou não da

inoculação, no caso da soja, conforme Figura 1. Estabeleceram-se 18

agrossistemas, que variaram desde os mais conservacionistas e com menor

dependência de insumos externos à propriedade (adubação orgânica,

semeadura direta) aos menos conservacionistas e/ou com maior uso de

insumos e energia (adubação mineral com irrigação, com preparo

convencional).

Adicionalmente aos tratamentos apresentados, as parcelas foram

submetidas a diferentes sistemas de culturas. Para os dois primeiros anos de

condução do experimento foi a seguinte: soja-trigo-milho-aveia branca-soja, no

sistema rotação de culturas, e soja-aveia+ervilhaca-milho-aveia+ervilhaca-soja,
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no sistema sucessão de culturas. Por se tratar de sistemas em implantação,

não foram avaliados efeitos dos sistemas de culturas.

As etapas de implantação da primeira cultura (soja) sobre o campo

nativo foram as seguintes: 1° demarcação das parcelas, 2° amostragem e

análise de solo, 3° correção da acidez do solo, 4° dessecação do campo nativo

com herbicida a base de Glifosato nas áreas sob PD e PR, 5° lavração e

gradagens nas áreas sobre PC, 6° semeadura da soja. Nos anos seguintes foi

dessecada a cultura de inverno nos preparos PD e PR, com exceção dos

blocos com adubação orgânica, nos quais os preparos consistiram apenas de

rolagem da cobertura com rolo-faca. O preparo PC teve os restos culturais

incorporados durante a aração e gradagem em todos tratamentos.

3.2    Linhagens bacterianas

As estirpes de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e 5080) e

Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 e 5019) utilizadas nos ensaios ao longo da

pesquisa (Tabela 2) foram cedidas pelo Centro de Recursos Microbiológicos

(MIRCEN) - Fundação de Pesquisa Agropecuária do Rio Grande do Sul

(FEPAGRO), sendo recomendadas para a cultura da soja (Glycine max).

TABELA 2. Relação das estirpes de Bradyrhizobium spp utilizadas

Estirpe
(SEMIA)1 Sinonímias Principais características/Origem

587 BR 96 Isolada pelo IPAGRO, RS em 1967. Eficiente e
competitiva (Peres, 1979), recomendada
comercialmente de 1968 a 1975 e de 1979 até o
momento

5019 29W, BR 29 Isolada da linhagem IAC-70-559, pela Embrapa-
CNPAB, RJ. Considerada com alta (Peres, 1979), a
média eficiência (Neves et al., 1985), sendo
recomendada comercialmente de 1979 até o
momento

5079 CPAC 15 Isolada pela Embrapa-CPAC, DF, Eficiente (Vargas et
al., 1992), recomendada comercialmente a partir de
1992

5080 CPAC 7 Isolada pela Embrapa-CPAC, DF, Subcultura da
CB1809. Competitiva (Vargas et al., 1992),
recomendada comercialmente a partir de 1992

1 Denominação de referência da coleção de culturas do MIRCEN – FEPAGRO
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3.3    Cultivares de soja
Utilizaram-se duas cultivares de soja [Glycine max (L.) Merr.]. A

cultivar M-Soy 6101 foi utilizada no experimento de campo em 2000/2001. A

cultivar BRS – 154 foi utilizada no experimento de campo em 2002/2003 e num

ensaio em casa de vegetação. Ambas as cultivares são de ciclo médio, alto

potencial de produção e não apresentam problemas de acamamento.

3.4    Avaliações efetuadas

A descrição das fases fenológicas da cultura da soja é apresentada

na Tabela 3. No momento das avaliações, determinou-se o estádio da cultura.

Tais estádios são representados por símbolos, que foram utilizados durante as

avaliações.

TABELA 3. Fases fenológicas da cultura da soja e respectivas simbologias
Estádio Descrição

Símbolo Denominação Estádio vegetativo
VE Emergência Os cotilédones estão acima da superfície do solo

VC Cotilédone desenvolvido As margens das folhas unifoliadas e opostas não se
tocam

V1 Primeiro nó Folhas unifoliadas desenvolvidas

V2 Segundo nó Folhas trifoliadas completamente desenvolvidas no nó
acima ao da folha unifoliada

V3 Terceiro nó
Três nós sobre a haste principal com folhas
completamente desenvolvidas, iniciando-se com nós
das folhas unifoliadas

V(n) Enésimo nó
“n” números de nós sobre a haste principal com folhas
completamente desenvolvidas, iniciando-se com nós
das folhas unifoliadas

Estádio Reprodutivo
R1 Início do florescimento Uma flor aberta em qualquer nó da haste principal

R2 Florescimento pleno Uma flor aberta no último nó da haste principal, com
folha completamente desenvolvida

R3
Início da formação de
vagens

Vagem com 0,5 cm de comprimento desenvolve-se
em um dos quatro últimos nós do caule, com folha
desenvolvida completamente

R4
Plena formação de
vagens

Vagem com 2,0 cm de comprimento desenvolve-se
em um dos quatro últimos nós do caule, com folha
desenvolvida completamente

R5
Início do enchimento de
grãos

Semente com 3 mm de comprimento em uma vagem,
localizada em um dos quatro últimos nós da haste
principal, com a folha completamente desenvolvida

R6
Pleno enchimento de
grãos

Vagem contendo semente verde que preencha a sua
cavidade, localizada em um dos quatro últimos nós da
haste principal, com a folha completamente
desenvolvida

R7 Maturação fisiológica Uma vagem normal sobre a haste principal que tenha
atingido a cor da vagem madura

R8 Maturação de colheita 95% das vagens atingindo a cor de vagem madura
Fonte: Alvares Filho (1988)
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As avaliações efetuadas estão descritas na Tabela 4. O experimento

iniciou no ano de 2000 sobre campo nativo.

TABELA 4. Cronograma das atividades relevantes, amostragens e avaliações
realizadas no experimento de campo, no período 2000-2003

Estádios de desenvolvimento Datas Avaliações

Semeadura 20/12/2000 -

Vegetativo: V2 22/01/2001 N mineral do solo

Florescimento: V5 07/02/2001 N mineral do solo
Nº e peso de nódulos
MS da parte aérea da soja
N total do tecido parte aérea

Enchimento de grãos: R2 21/03/2001 N mineral do solo
Nº e peso de nódulos
MS da parte aérea da soja
N total do tecido parte aérea

Maturação fisiológica: R8 14/05/2001 Rendimento de grãos
N total do grão

Antes da semeadura 25/11/2002 Amostragem de solo -
experimento em casa de
vegetação

Semeadura 23/12/2002 -

Vegetativo: V2 17/01/2003 N mineral do solo

Florescimento: V5 27/02/2003 N mineral do solo
Nº e peso de nódulos
Soroaglutinação dos nódulos
MS da parte aérea da soja
N total do tecido parte aérea

Enchimento de grãos: R2 28/03/2003 N mineral do solo
Nº e peso de nódulos
MS da parte aérea da soja
N total do tecido parte aérea

Maturação fisiológica: R8 09/05/2003 N mineral do solo
Rendimento de grãos
N total do grão

3.4.1 Nodulação

A avaliação da nodulação da soja foi realizada nos diferentes

tratamentos do experimento de campo. Foram amostradas aleatoriamente 10

plantas por tratamento. As avaliações foram (i) peso da matéria seca da parte

aérea; (ii) número de nódulos; (iii) peso de nódulos de plantas de soja. Estádios

de avaliações: no período vegetativo, quando os nódulos estavam no início de

sua atividade e no pleno florescimento, período de máxima fixação biológica do

nitrogênio (FBN). As plantas foram separadas em parte aérea, raiz e nódulos.
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Para a determinação da massa, o material foi seco a 65ºC até atingir massa

constante. O nitrogênio total na parte aérea foi avaliado segundo Tedesco et al.

(1995).

3.4.2 Nitrogênio mineral do solo

Foram efetuadas amostragens do solo na camada de 0 a 20cm, com

o objetivo de monitorar a concentração de nitrogênio mineral. O teor de

nitrogênio mineral foi determinado nos estádios V2, V5 e R2, no ano agrícola

2000/2001, e no ano agrícola de 2002/2003, nos estádios V2, V5, R2 e R8

(Tabela 3).

Foram coletados ao acaso 12 subamostras de solo em cada

tratamento para formar uma amostra composta. Após homogeneização da

amostra, transferiram-se 50g de solo para um frasco com capacidade para

300mL contendo 200mL de solução KCl (2M). Outra porção foi armazenada em

lata vedada para determinação posterior da umidade. O método utilizado para

determinação do nitrogênio mineral do solo foi o descrito em Tedesco et al.

(1995).

3.4.3 Produção de grãos e fertilidade do solo

Cada tratamento apresentava cinco linhas de soja espaçadas de

0,45m. Foi utilizada uma área de 45m2, constituída de três subamostras de

15m2, escolhidas aleatoriamente dentro das três linhas centrais de cada

parcela, para avaliação da produção de grãos, expressa a 13% de umidade.

Antes e após os cultivos, foi efetuada amostragem do solo para avaliação da

fertilidade do solo através da concentração de macro e micronutrientes,

conforme procedimento descrito por Tedesco et al. (1995).

3.5 Determinação da sobrevivência, no solo, das estirpes

inoculadas

O ensaio foi conduzido em casa de vegetação, cultivando-se soja

em vasos “Leonard”. A temperatura na casa de vegetação variou entre 28 -

35°C durante o período de crescimento.

O plantio foi realizado em vasos Leonard modificados esterilizados

contendo areia e vermiculita (1/2, v/v) e solução nutritiva de Norris (Vincent,
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1970) isenta de nitrogênio. O pH foi ajustado a 6,8, segundo Andrade &

Hamakawa (1994). A disposição dos vasos foi aleatória com três repetições e

testemunha sem inóculo.

Utilizou-se, como inóculo, 10mL de suspensão de solo do

experimento de campo. A suspensão foi feita com 10g de solo em 90mL de

solução salina (0,85% de NaCl). As amostras de solo foram coletadas antes da

semeadura da cultura da soja de 2002, o que determina um período de dois

anos após a primeira inoculação (cultura da soja de 2000). A amostragem foi

realizada na camada de 0 a 20cm de profundidade. Os tratamentos

amostrados foram as parcelas com adubação mineral e as parcelas com

adubação orgânica, totalizando 12 tratamentos (Figura 1).

As sementes de soja da variedade BRS-156 foram previamente

desinfestadas através da imersão em álcool (70%) durante três minutos e,

após, em solução de hipoclorito de sódio comercial (0,4%), durante dois

minutos, sendo em seguida lavadas repetidas vezes com água destilada

esterilizada. Inicialmente, foi feita a pré-germinação e, após três dias,

procedeu-se o transplante, colocando-se quatro plântulas por vaso. Aos sete

dias após o transplante, realizou-se o desbaste e a inoculação, deixando-se

duas plântulas por vaso.

As plantas foram coletadas 35 dias após o plantio, próximo ao

florescimento. Os nódulos foram lavados, separados por tratamentos e

armazenados em frascos contendo sílica-gel. Os nódulos obtidos foram

tipificados por soroaglutinação conforme item 3.6.

3.6 Tipificação das estirpes presentes em nódulos de soja após

a segunda inoculação

Os tratamentos escolhidos para esta avaliação foram: PD, PR e PC,

sob adubação orgânica e adubação mineral e com e sem inoculação,

totalizando 12 tratamentos. Foram coletadas 10 plantas por tratamento. Destas,

selecionaram-se 40 nódulos aleatoriamente. Os nódulos foram transferidos

para tubos contendo sílica-gel, onde permaneceram armazenados.

Inicialmente, cada nódulo seco foi transferido para um tubo de

ensaio contendo solução salina esterilizada (0,85% de NaCl) para reidratação.

Após, eles foram desinfestados superficialmente pela imersão em álcool (70%)
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durante um minuto e meio e, após, solução de hipoclorito de sódio (0,4%)

durante um minuto, sendo em seguida lavado cinco vezes com solução salina

esterilizada (NaCl 0,85%). Em seguida foram macerados, em tubos de ensaio,

com 1mL de solução salina esterilizada (NaCl 0,85%), utilizando um bastão de

vidro esterilizado. Esta suspensão foi incubada (banho de água) a 100ºC

durante 1 hora para inativação dos antígenos flagelares. Após a incubação, foi

acrescentado 160PL do corante cristal violeta (0,05% em etanol) a cada 2mL

da suspensão nodular.

As suspensões dos bacteróides foram caracterizadas

sorologicamente pela técnica de soroaglutinação, segundo Nishi (1995), para

identificação das estirpes formadoras dos nódulos.

As estirpes empregadas na produção de antisoros, utilizadas como

antígeno na reação de aglutinação, foram multiplicadas em meio TY,

centrifugadas (10000rpm, 30min a 4°C) e ressuspendidas em solução salina

(0,85% de NaCl), padronizadas pela densidade ótica de 200 unidades Klett. A

esta suspensão foi adicionado 0,03% de formaldeído e 0,05% de violeta cristal.

Os anti-soros das estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e

SEMIA 5080 foram cedidos pelo Laboratório de Microbiologia do MIRCEN –

FEPAGRO, sendo utilizados os títulos superiores a 1:800. Realizou-se o teste

de reação cruzada para determinar a qualidade deste soro, não tendo sido

observada reação positiva para outras estirpes.

A reação de aglutinação foi feita em placas de Takatsi, com fundo

em “V” ou em “U”. Em cada poço foram adicionados 50 PL de suspensão

nodular e 50 PL do anti-soro diluído a 1:25 em solução salina esterilizada (NaCl

0,85%). As placas foram agitadas por cinco minutos em agitador orbital, e em

seguida deixadas em repouso à temperatura ambiente por 24 horas para a

manifestação da reação. Quando ocorria uma reação de aglutinação, o

resultado era positivo para a presença da estirpe testada.

3.7 Análise estatística

Os resultados obtidos foram analisados no programa estatístico

SANEST, e submetidos à análise de variância com teste F, utilizando o Teste

de DMS. A diferença entre médias foi avaliada pelo valor de probabilidade do

erro (valor do nível de significância, o qual deve ser aceito para que as médias
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avaliadas sejam consideradas diferentes). O modelo estatístico utilizado para

todas as variáveis, exceto N mineral do solo é demonstrado na Equação 1. O

modelo estatístico utilizado para avaliar as diferenças observadas na variável

nitrogênio mineral do solo (Equação 2) é diferente, pois não foi considerado o

efeito de inoculação.

Yixy� �
�
���%

i + Px + Iy + BPix + BIiy + PIxy + BPIixy + 0 (1)

Yix� �
�
���%

i + Px + BPix + 0 (2)

onde:
�
� �P

édia ; B = sistemas (i = 1,2,3); P = preparos (x = 1,2,3);
I = inoculação (y = 1,2); 0 = erro experimental
Yixy = valor observado no bloco i, do preparo x e inoculação y
Yix = valor observado no bloco i do preparo x

Análises de regressão também foram efetuadas para os dados

relativos ao teor de N mineral do solo, a massa seca de nódulos e a produção

de grãos:

Y = a + b1xi1 + b2xi2 + ... + bpxip + 0i (3)

onde:

a, b1, b2, ... bp seriam os parâmetros da relação linear procurada;

Xk (k=1..p) seria uma variável com as leituras de uma certa grandeza Y



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1      Resposta à inoculação

A resposta à inoculação da soja pôde ser avaliada pelo número e

massa dos nódulos (Tabela 5 e 6), massa e nitrogênio total do tecido da parte

aérea (Tabela 7 e 8) e pela produção e teor de nitrogênio nos grãos (Tabela 9).

Os resultados obtidos correspondem ao primeiro (2000/2001) e segundo cultivo

de soja (2002/2003) do experimento de campo. Os resultados do segundo

cultivo de soja ainda permitem avaliar o efeito da reinoculação.

4.1.1 Número e massa de nódulos

O número e massa dos nódulos secos, avaliados nos estádios V5 e

R2 dos anos agrícolas de 2000/2001 e 2002/2003, podem ser observados nas

Tabelas 5 e 6, respectivamente. Os dados mostram que, nas condições deste

experimento, o aumento no número de nódulos determinou um aumento na

massa de nódulos (r > 0,9). Esta relação ocorreu porque os nódulos avaliados

apresentavam tamanhos semelhantes.

A inoculação determinou aumento no número e massa de nódulos.

Houve maior resposta à inoculação no plantio direto e na adubação mineral

com irrigação. Observou-se ainda um estabelecimento precoce da nodulação

da soja nas parcelas irrigadas. Provavelmente, o efeito do estabelecimento

precoce dos nódulos da soja, nas parcelas irrigadas, deve-se ao fato da

eliminação de alguns fatores que afetam a nodulação, como déficit hídrico do

solo e temperatura elevada, pois foram observados períodos de déficit hídrico

(Apêndice 3) durante a semeadura da soja nos dois cultivos. Observações

semelhantes foram feitas por Bowen & Kennedy (1959), Hardarson & Jones

(1979), Montañes et al. (1995).
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No primeiro cultivo (Tabela 5) de soja houve maior resposta à

inoculação, quando comparado ao segundo cultivo (Tabela 6), em termos de

aumento do número e da massa de nódulos. A falta de nódulos nas plantas de

soja, nas parcelas não inoculadas (Tabela 5), durante o primeiro cultivo, e o

fato da área experimental não ter sido cultivada anteriormente, indicam que não

havia população de Bradyrhizobium estabelecida antes do primeiro cultivo.

Thies et al. (1991a, b) reporta que a resposta à inoculação foi altamente

dependente do número de rizóbios já estabelecidos no solo.

TABELA 5. Número e massa seca de nódulos no estádio do quinto nó (V5) e
no florescimento pleno (R2) da soja submetida a diferentes
manejos do solo e inoculação. Média de duas repetições. Ano
agrícola de 2000/2001

Número1 Massa seca
Tratamento V52 R23 V5 R2

----- nº planta-1 ----- ---- mg planta-1 ----
Adubação Mineral + Irrigado

PD 20 33 321 487
PR   8 45 120 289Inoculado
PC   6 28   59 256
PD   3   7   77   99
PR   1   1     8     7Não

Inoculado PC   1   7     7   23
Adubação Mineral

PD 3 47 31 345
PR 3 30 12 199Inoculado
PC 3 23 10 158
PD 0   2   0   21
PR 0   0   0     0Não

Inoculado PC 0   0   0     2
Adubação Orgânica

PD 7 49 91 338
PR 9 39 52 316Inoculado
PC 5 32 22 314
PD 0   7   0 107
PR 0   2   2    7Não

Inoculado PC 0   5   0  99
Valor P – Teste DMS

Adubação 0,00001 0,00249 0,00120 0,10759
Preparo 0,00008 0,18733 0,00859 0,03377
Inoculação 0,00001 0,00001 0,00090 0,00001
CV (%) 11,9 12,5 27,2 29,8

1  Dados transformados por 1�x ; 2  Estádio do quinto nó; 3  Estádio do pleno florescimento
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Entretanto, no segundo cultivo, as parcelas não inoculadas já

apresentavam estirpes de Bradyrhizobium, conforme o resultado dos

sorogrupos de bradirrizóbios presentes no solo após dois anos da primeira

inoculação (Tabela 10). Isto explicaria o aumento da ocorrência de nódulos nas

plantas de soja, nas parcelas não inoculadas, durante o segundo cultivo

(Tabela 6). Salienta-se que, apesar disso, as plantas das parcelas inoculadas

apresentaram maior número e massa de nódulos nos dois cultivos.

TABELA 6. Número e massa seca de nódulos no estádio do quinto nó (V5) e
no florescimento pleno (R2) da soja submetida a diferentes
manejos do solo e inoculação. Média de duas repetições. Ano
agrícola de 2002/2003

Número1 Massa seca
Tratamento V52 R23 V5 R2

----- nº planta-1 ----- ---- mg planta-1 ----
Adubação Mineral + Irrigado

PD 14 20 139 210
PR 4 18 62 187Inoculado
PC 4 11 42 167
PD 7 19 69 168
PR 7 17 54 140Não

Inoculado PC 2 5 33 74
Adubação Mineral

PD 11 20 122 199
PR 4 12 48 163Inoculado
PC 4 5 37 108
PD 5 14 49 114
PR 5 10 38 64Não

Inoculado PC 2 7 26 83
Adubação Orgânica

PD 4 7 41 60
PR 5 3 38 52Inoculado
PC 3 5 40 37
PD 4 4 30 29
PR 3 2 35 72Não

Inoculado PC 3 3 28 56
Valor P – Teste DMS

Adubação 0,00084 0,00001 0,00680 0,00001
Preparo 0,00001 0,00003 0,00062 0,01345
Inoculação 0,01555 0,03166 0,00425 0,00096
CV (%) 16,1 13,7 21,8 29,3

1  Dados transformados por 1�x ; 2  Estádio do quinto nó; 3  Estádio do pleno florescimento

A presença de população de Bradyrhizobium nas parcelas não

inoculadas, durante o segundo cultivo deve-se, provavelmente, à contaminação
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e colonização das estirpes utilizadas nas parcelas inoculadas durante o

primeiro cultivo, já que as parcelas inoculadas e não inoculadas ficavam lado a

lado, sem qualquer barreira que as separassem.

A observação do número e massa de nódulos (Tabelas 5 e 6) das

plantas de soja em dois estádios (V5 e R2) permitiu avaliar quais os

tratamentos que condicionaram a nodulação precoce, merecendo destaque o

plantio direto e adubação mineral com irrigação. Efeito semelhante foi

observado por outros pesquisadores (Voss & Sidiras, 1985; Hungria & Stacey,

1997; Hungria et al., 1997).

4.1.2 Matéria seca e o nitrogênio total do tecido da parte aérea

das plantas

Os resultados de massa seca e nitrogênio total (N total) do tecido da

parte aérea das plantas nos estádios V5 e R2, dos anos agrícolas de

2000/2001 e 2002/2003 são mostrados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.

Os resultados das Tabelas 7 e 8 indicam que houve aumento da

massa seca e do nitrogênio total do tecido da parte aérea das plantas

pertencentes às parcelas inoculadas.

No primeiro cultivo (2000/2001), a adubação orgânica teve efeito

positivo sobre a massa seca e N total do tecido da parte aérea da soja. O

aumento de massa observado no ano agrícola 2000/2001 no tratamento

adubação orgânica pode estar associado com a maior disponibilidade de

fósforo da cama de aviário. Análises químicas do solo (Apêndice 1) realizadas

após a colheita do primeiro cultivo, demonstram maior teor de fósforo (P) nas

parcelas adubadas com cama de aviário. Os teores de nutrientes e

características químicas da cama de aviário são apresentados no Apêndice 2.

No segundo cultivo (2002/2003), as parcelas com adubação mineral

irrigadas foram responsaveis pelo maior efeito no aumento de massa e N total

do tecido da parte aérea da soja. Os sistemas de preparo também

influenciaram nestes atributos. Houve aumento de massa e N total do tecido

nos preparos PD e PR quando comparados ao PC.
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TABELA 7. Massa seca e nitrogênio total da parte aérea das plantas no
estádio do quinto nó (V5) e no florescimento pleno (R2)
submetida a diferentes manejos do solo e inoculação. Média de
duas repetições. Ano agrícola de 2000/2001

Massa seca N Total no tecido
Tratamento V51 R22 V5 R2

----- g planta-1 ----- ---- mg ----
Adubação Mineral + Irrigado

PD 3,7 15,3 166 443
PR 6,1 18,5 269 253Inoculado
PC 5,3 9,3 200 271
PD 3,8 11,9 169 592
PR 5,4 9,8 215 321Não

Inoculado PC 5,7 13,4 219 399
Adubação Mineral

PD 3,3 7,1 139 153
PR 3,8 11,1 168 278Inoculado
PC 3,5 9,0 151 257
PD 3,0 6,3 131 221
PR 3,1 9,1 118 155Não

Inoculado PC 2,9 8,1 112 222
Adubação Orgânica

PD 5,3 14,5 241 476
PR 6,9 17,7 337 646Inoculado
PC 10,0 18,4 492 570
PD 4,6 17,2 203 622
PR 5,9 15,3 213 585Não

Inoculado PC 8,4 19,7 385 687
Valor P – Teste DMS

Adubação 0,00029 0,00331 0,00001 0,00011
Preparo 0,02654 0,60271 0,00222 0,79256
Inoculação 0,64885 0,66196 0,01505 0,64367
CV (%) 33,4 22,4 23,3 32,7

1 Estádio do quinto nó; 2 Estádio do pleno florescimento

Provavelmente, no segundo cultivo as parcelas irrigadas

possibilitaram maior massa e N total do tecido da parte aérea, comparado às

parcelas não irrigadas, devido à ocorrência de períodos de déficit hídrico

(Anexo 3). É sabido que deficiências hídricas no período vegetativo provocam

redução da taxa de crescimento, da atividade fotossintética, da fixação de N e

do metabolismo da planta (Baioni et al., 1989; Marcos Filho, 1986).
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TABELA 8. Massa seca e teor de nitrogênio da parte aérea das plantas no
estádio do quinto nó (V5) e no florescimento pleno (R2)
submetida a diferentes manejos do solo e inoculação. Média de
duas repetições. Ano agrícola de 2002/2003

Massa seca N Total no tecido
Tratamento V51 R22 V5 R2

----- g planta-1 ----- ---- mg ----
Adubação Mineral + Irrigado

PD 3,4 20,1 120 655
PR 6,4 23,5 197 658Inoculado
PC 1,4 7,1 41 243
PD 2,4 13,5 81 431
PR 3,0 12,0 88 318Não

Inoculado PC 2,6 10,2 79 322
Adubação Mineral

PD 1,9 11,7 67 445
PR 1,5 7,9 43 256Inoculado
PC 0,2 1,3 6 45
PD 1,7 8,9 56 338
PR 1,0 8,0 31 245Não

Inoculado PC 0,3 2,4 8 80
Adubação Orgânica

PD 0,2 0,9 7 23
PR 0,6 1,9 28 54Inoculado
PC 1,8 5,0 48 110
PD 0,2 0,7 4 19
PR 1,3 4,4 37 104Não

Inoculado PC 0,8 3,6 23 81
Valor P – Teste DMS

Adubação 0,00005 0,00001 0,00005 0,00001
Preparo 0,03163 0,00989 0,02939 0,00309
Inoculação 0,16539 0,17705 0,11830 0,10689
CV (%) 28,0 23,6 31,2 29,7

1 Estádio do quinto nó; 2 Estádio do pleno florescimento

4.1.3 Produção de grãos e teor de nitrogênio nos grãos

Os resultados de produção e teor de nitrogênio nos grãos dos anos

agrícolas de 2000/2001 e 2002/2003 são apresentados na Tabela 9. Os dois

blocos que receberam adubação orgânica não foram colhidos no segundo

período devido à competição com plantas invasoras. Estas parcelas receberam

um manejo diferenciado, sem utilização de agroquímicos.

Houve resposta à inoculação no primeiro cultivo, com aumento

médio de 200 kg ha-1 na produção de grãos. No segundo cultivo, não houve

resposta à inoculação, considerando-se todos os tratamentos. Entretanto,
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pode-se observar aumento no rendimento de grãos de 125 kg ha-1 na parcela

com adubação mineral e irrigação.

TABELA 9. Produção de grãos e teor de nitrogênio nos grãos de soja. Média
de duas repetições. Anos agrícolas de 2000/2001 e 2002/2003

2000/2001 2002/2003
Tratamento Produção Teor de N Produção Teor de N

kg ha-1 g kg-1 kg ha-1 g kg-1

Adubação Mineral + Irrigado
PD 2.858 57,4 3.300 58,1
PR 2.652 56,9 2.975 56,9Inoculado
PC 2.601 55,7 2.175 56,4
PD 2.660 57,5 3.100 57,7
PR 2.107 66,6 2.875 57,0Não

Inoculado PC 2.725 56,0 2.100 55,9
Adubação Mineral

PD 1.766 56,1 2.975 57,1
PR 2.441 55,8 1.750 56,5Inoculado
PC 2.159 56,0 1.375 56,2
PD 1.463 66,3 3.275 57,6
PR 2.180 55,8 1.850 56,4Não

Inoculado PC 2.238 56,1 1.300 56,0
Adubação Orgânica

PD 1.141 48,9
PR 1.305 53,7Inoculado
PC 1.492 51,7
PD 893 52,2
PR 1.231 47,8Não

Inoculado PC 1.148 52,0
Valor P – Teste DMS

Adubação 0,00001 0,00001 0,01319 0,13040
Preparo 0,25668 0,89341 0,01240 0,02616
Inoculação 0,14250 0,68876 0,73972 0,66728
CV (%) 20,1 2,8 28,1 1,0

O benefício da inoculação, na produção de grãos, pode ser medido

pelo aumento do rendimento de grãos e pelo retorno econômico que esta

prática possibilita. Para se ter idéia do benefício econômico da FBN,

considerando-se o uso de 70kg de sementes ha-1 para instalação de lavoura de

soja, seriam necessários 800g de inoculante turfoso esterilizado (400g de

inoculante por 40kg de sementes). Atualmente (março/2004), um pacote de

inoculante, veiculado em turfa esterilizada (200g de turfa) custa em torno de

R$4,00 ao produtor. Portanto para inocular 70kg de sementes gastar-se-ia
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R$16,00. Produtividades na ordem de 3000kg ha-1 exportam cerca de 180kg de

N. Para repor esta exportação, seria necessário aplicar-se 360kg de N ha-1,

considerando-se as perdas médias de 50% dos adubos nitrogenados. Como o

preço médio do kg de N é de R$ 1,80, a economia com o uso do inoculante,

comparado ao uso do fertilizante mineral nitrogenado, seria de R$632,00 ha-1

(360kg x R$1,80kg-1 = R$ 648,00 ha-1 - R$ 16,00 = R$ 632,00 ha-1).

Os tratamentos sob adubação mineral com irrigação foram os que

apresentaram maior produtividade (Tabela 9). No segundo cultivo a produção

foi fortemente influenciada pelos efeitos da forma de adubação e preparo do

solo. Sendo que o tratamento que apresentou maior produção de grãos, foi o

PD com adubação mineral e irrigado. Segundo Garcia-Blásquez et al. (1991) as

maiores respostas à inoculação obtidas em condições de irrigação demonstram

que as limitações de água à planta são restritivas à fixação do N.

4.2 Nitrogênio mineral do solo

O teor de nitrogênio mineral do solo, nos diferentes tratamentos,

referentes aos dois cultivos e comparados ao campo nativo, pode ser

observado na Figura 2.

Observa-se que o teor de nitrogênio mineral do solo é mais alto na

primeira avaliação e vai reduzindo durante o ciclo da cultura, aproximando-se

dos valores observados no campo nativo. Os preparos do solo com maior

mobilização (PC e PR) apresentaram maior quantidade de nitrogênio quando

comparados ao PD. O teor de nitrogênio é maior nos estádios iniciais da cultura

provavelmente, pela maior mineralização da matéria orgânica após o preparo

do solo e a semeadura. A mineralização é maior à medida que aumenta a

mobilização do solo. Quando o solo é pouco mobilizado, reduzem-se as taxas

de mineralização e nitrificação e aumenta-se a imobilização do nitrogênio e o

potencial de desnitrificação, causando um decréscimo do nitrogênio mineral do

solo (Doran, 1980).
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FIGURA 2. Teor de nitrogênio mineral do solo sob cultivo de soja, avaliados
nos estádios: V2, V5 e R2 referentes ao ano agrícola de
2000/2001 (a); e V2, V5, R2 e R8 referentes ao ano agrícola
2002/2003 (b).
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4.3 Efeito do teor de nitrogênio mineral do solo na nodulação

e rendimento da soja

Os dados de massa seca de nódulos e produção de grãos utilizados

na confecção dos gráficos, apresentados nas Figuras 3, 4 e 5, foram obtidos

nas parcelas inoculadas. Excluíram-se os dados do bloco com adubação

orgânica nos gráficos das Figuras 4 e 5 devido à presença de plantas

invasoras. Utilizaram-se os dados de massa seca de nódulos avaliados no

estádio V5 (Figuras 3 e 4). Os dados de N mineral utilizados na confecção dos

gráficos das Figuras 3, 4 e 5 foram determinados no estádio inicial da cultura

(V2).
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FIGURA 3. Efeito do N mineral do solo sobre a massa seca de nódulos.
Dados das parcelas inoculadas. Nodulação avaliada no estádio V5
e nitrogênio mineral no V2. Dados do ano agrícola de 2000/2001.

Observa-se uma relação negativa entre o teor de N mineral do solo e

massa seca de nódulos (Figuras 3 e 4). Os gráficos das Figuras 3 e 4

apresentam coeficientes de correlação de 0,76 e 0,69, demonstrando uma

estreita relação desses atributos. Nos tratamentos onde os teores de nitrogênio

mineral foram mais elevados (N mineral > 12 mg kg-1), a massa e o número de

nódulos foram menores do que àqueles observados onde os teores foram mais

baixos. Trabalhos desenvolvidos na década de 70 e 80 já apontavam para os
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efeitos negativos do nitrogênio mineral do solo sobre a nodulação (Freire et al.

1975; Selbach, 1978; Streeter, 1988). Estes resultados mostram que a

nodulação é reduzida na presença de teores elevados de nitrogênio no solo.
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FIGURA 4. Efeito do N mineral do solo sobre a massa seca de nódulos.
Dados das parcelas inoculadas. Nodulação avaliada no estádio V5
e nitrogênio mineral no V2. Dados dos blocos de adubação
mineral com e sem irrigação do ano agrícola de 2002/2003.

Na Figura 5 observa-se a relação entre o teor de N mineral do solo e

a produção de grãos. Utilizou-se dados de três avaliações do teor de N mineral

do solo (V2, V5 e R2) e a produção de grãos obtidos nos dois cultivos. Os

gráficos mostram uma correlação negativa entre o teor de N mineral do solo e a

produção de grãos em todas avaliações. Os valores de coeficiente de

correlação entre os teores de N mineral do solo obtidos no estádio inicial da

cultura da soja (V2), e a produção de grãos nos anos agrícolas de 2000/2001

(a) e 2002/2003 (b) são maiores. A relação entre estes atributos diminui com o

passar do tempo.

Possivelmente, os teores de N mineral do solo, determinados neste

experimento, afetaram indiretamente a produção de grãos na soja inoculada. A

mobilização do solo e conseqüente favorecimento dos fatores que afetam a

mineralização da matéria orgânica (aeração, contato, umidade), determinaram
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aumento dos teores de N mineral no início do desenvolvimento da soja

prejudicando a nodulação. Com o desenvolvimento das plantas, a demanda por

nitrogênio aumentou. Entretanto, a capacidade do solo em suprir nitrogênio

mineral diminuiu e a nodulação, prejudicada na sua fase inicial, não foi

suficiente para compensar esta demanda pela FBN, mesmo com aparecimento

de nodulação tardia.
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FIGURA 5. Correlação entre produção de grãos e N mineral do solo sob cultivo
de soja. Os dados de N mineral do solo referem-se aos seguintes
estádios fenológicos da cultura da soja: (a,d) V2, (b,e) V5 e (c,f)
R2. Os dados de produção de grãos referem-se aos seguintes
anos agrícolas: (a,b,c) 2000/2001 e (d,e,f) 2002/2003.
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As correlações obtidas no presente trabalho, mostram que o teor de

nitrogênio mineral do solo afetou tanto a nodulação (Figuras 3 e 4) quanto a

produção de grãos (Figura 5) e sua influência é maior nos estádios iniciais da

cultura. Constatou-se que a prática da inoculação de sementes de soja

acarreta em aumento de número e massa de nódulos (Tabelas 5 e 6), que por

sua vez acarreta em aumento da produção de grãos. Ainda é possível afirmar

que o sucesso da inoculação depende de práticas de manejo e/ou preparo do

solo que reduzam o teor de nitrogênio do solo, como o PD e PR, aumentando a

demanda de nitrogênio e estimulando a nodulação e a FBN.

4.4 Sobrevivência e migração, no solo, das estirpes inoculadas

O resultado da avaliação da ocupação nodular, determinada em 40

nódulos por tratamento, selecionados aleatoriamente é apresentado na Tabela

10. Observa-se que todas estirpes sobreviveram no solo após dois anos da

primeira inoculação. Entretanto, as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019

apresentaram melhor habilidade competitiva e de colonização do solo,

mostrada pela maior ocorrência nos nódulos.

TABELA 10. Ocupação nodular da cultivar de soja BRS-156 desenvolvida em
vaso Leonard esterilizado. Inoculado com suspensão de solo
amostrado nos tratamentos do experimento de campo, após dois
anos da primeira inoculação (2000/2001). Valores referentes a 40
nódulos avaliados por tratamento. Média de duas repetições.

Estirpes
SEMIA SEMIA SEMIA SEMIATratamento
587 5019 5079 5080

Ocupação
Múltipla

Não
reagiram CV (%)

Adubação Mineral
PD 24 a 18 b 2 d 8 c 18 6 13,3
PR 24 a 12 b 0 d 6 c 6 4 20,2Inocu-

lado
PC 14 a 10 ab 10 ab 6 b 4 4 17,9
PD 32 a 24 b 1 c 0 c 21 5 15,1
PR 34 a 18 b 4 c 2 c 18 0 21,0

Não
Inocu-
lado PC 27 a 20 b 2 c 0 c 13 4 16,3

Adubação Orgânica
PD 20 b 30 a 8 c 6 c 20 0 17,1
PR 24 a 14 b 8 b 8 b 14 1 13,7Inocu-

lado
PC 16 b 26 a 6 c 8 c 16 0 16,7
PD 27 a 32 a 2 b 2 b 25 2 13,5
PR 30 a 30 a 2 b 3 b 27 2 10,0

Não
Inocu-
lado PC 24 a 25 a 3 b 4 b 16 0 15,1
Valores seguidos pela mesma letra, dentro da mesma linha, não diferem estatísticamente (teste
de DMS, p = 0,05)
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A maior competitividade das SEMIA 587 e SEMIA 5019 é

demonstrada pela maior ocorrência nos nódulos avaliados e a habilidade em

colonizar o solo fica evidenciada pela maior ocorrência destas estirpes nos

tratamentos não inoculados quando comparados ao inoculado.

Observa-se um índice relativamente elevado de ocupação múltipla

dos nódulos avaliados, com predominância dos sorogrupos das estirpes SEMIA

587 e SEMIA 5019. As estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 praticamente só

ocorrem nas parcelas inoculadas, indicando uma baixa sobrevivência no solo.

Em solos com população naturalizada de Rizóbio, as estirpes que predominam

são as três mais competitivas: SEMIA 5019 (29w), SEMIA 566 e SEMIA 587

(Hungria et al.1994; Vargas & Hungria, 1997). Sendo, inclusive, estas estirpes

indicadas para estudos de competitividade com a cultura da soja (Hungria et

al., 1994).

4.5 Tipificação das estirpes inoculadas presentes em nódulos

de soja após a segunda inoculação

O resultado da ocupação nodular, avaliada por soroaglutinação, das

estirpes utilizadas no experimento de campo é apresentado na Tabela 11. Os

nódulos utilizados foram coletados das plantas de soja durante o segundo

cultivo (2002/2003) no estádio fenológico V5. A inoculação resultou na

ocorrência de todas estirpes utilizadas. A não ocorrência das estirpes SEMIA

5079 e SEMIA 5080 nas parcelas não inoculadas, indica que estas

apresentaram baixa sobrevivência. As estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019

apresentaram melhor habilidade competitiva e de colonização do solo. A maior

competitividade é demonstrada pela maior ocorrência nos nódulos avaliados. A

habilidade de colonizar o solo é demonstrada pela maior ocorrência destas

estirpes nos tratamentos não inoculados, quando comparados ao tratamento

inoculado. Trabalhos de Frazier & Fred (1922) e Kamicker & Brill (1987)

indicam que o movimento do rizóbio no solo é limitado, e que essa falta de

movimento pode limitar a ocupação nodular.

Os dados demonstram que a inoculação é uma prática necessária

para aumentar a nodulação. Também permite que estirpes menos competitivas

e/ou com menor sobrevivência consigam ocorrer nos nódulos das raizes de

soja.
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Tabela 11. Ocupação nodular da cultivar de soja BRS-156 avaliada em
diferentes tratamentos do experimento de campo. Referente ao
segundo cultivo (2002/2003). Valores referentes a 40 nódulos
avaliados por tratamento. Média de 2 repetições

Estirpes
SEMIA SEMIA SEMIA SEMIATratamento
587 5019 5079 5080

Ocupação
Múltipla

Não
reagiram CV (%)

Adubação Mineral
PD 27 a 22 b 5 c 5 c 19 0 11,7
PR 25 a 22 a 6 b 3 b 16 0 18,9Inocu-

lado
PC 20 a 19 a 7 b 3 b 10 1 12,9
PD 26 a 24 a 0 b 1 b 14 3 12,8
PR 30 a 23 b 0 c 0 c 18 5 15,2

Não
Inocu-
lado PC 33 a 22 b 0 c 0 c 15 0 16,3

Adubação Orgânica
PD 24 a 20 a 6 b 5 b 15 0 21,2
PR 25 a 14 b 7 c 5 c 12 1 13,6Inocu-

lado
PC 20 a 17 a 9 b 7 b 13 0 15,1
PD 30 a 25 a 0 b 2 b 17 0 16,5
PR 25 a 16 b 0 c 0 c 5 4 19,5

Não
Inocu-
lado PC 27 a 22 a 0 b 0 b 11 2 16,3
Valores seguidos pela mesma letra, dentro da mesma linha, não diferem estatísticamente (teste
de DMS, p = 0,05)



5. CONCLUSÕES

Os dados obtidos e discutidos na presente pesquisa permitem as

seguintes conclusões:

- A inoculação, nos dois primeiros cultivos, determinou aumento na

produção de grãos de soja.

- Estirpes que apresentam baixa sobrevivência no solo dependem

da reinoculação para sua ocorrência.

- O teor de nitrogênio mineral do solo prejudicou o processo de

fixação biológica do nitrogênio, pois quanto maior o seu teor menor o número e

massa de nódulos.

- Os sistemas de manejo e preparo do solo que aumentam a

demanda de nitrogênio determinam maior resposta à inoculação. O melhor

sistema de manejo e preparo do solo, e que apresentou maior produtividade

nos dois cultivos, foi o tratamento inoculado com preparo do solo PD e com

adubação mineral e irrigação.

- As estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 apresentam maior

sobrevivência e competitividade do que as SEMIA 5079 e SEMIA 5080.

- Observa-se migração das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 das

áreas inoculadas para as não inoculadas.
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APÊNDICE 1. Atributos químicos de um PVd (camada de 0-20cm) submetido
a adubação mineral (com e sem irrigação) e orgânica, em três
sistemas de preparo do solo. Amostragem efetuada após a
colheita da soja (maio/2001)

Tratamento pH Altroc. Catroc. Mgtroc. M.O. P K

----- cmolc L
-1 ----- % ----- mg L-1 -----

Adubação Mineral Irrigado

PD 6,0 0,0 8,7 3,9 2,8 3,6 151
Bloco I PR 6,4 0,0 7,3 3,6 2,6 9,7 186

PC 6,1 0,0 9,8 4,7 2,5 5,1 177
PD 5,9 0,0 7,0 3,4 2,6 3,9 175

Bloco II PR 6,1 0,0 7,2 3,5 3,0 2,5 174
PC 6,1 0,0 4,1 1,9 2,6 2,4 175

Adubação Mineral

PD 5,7 0,0 5,0 2,3 3,0 2,8 164
Bloco I PR 6,1 0,0 5,3 2,4 2,8 2,9 199

PC 6,0 0,0 9,5 4,6 2,7 7,1 194
PD 5,6 0,0 4,6 2,1 2,8 1,9 133

Bloco II PR 5,8 0,0 4,8 2,3 2,7 2,2 160
PC 6,0 0,0 4,9 2,3 2,6 2,4 157

Adubação Orgânica

PD 5,4 0,2 4,4 2,5 2,9 7,5 168
Bloco I PR 5,4 0,1 2,4 1,1 3,1 7,0 178

PC 5,4 0,2 4,0 1,9 2,6 3,7 142
PD 5,6 0,0 9,5 4,4 3,0 9,0 178

Bloco II PR 5,5 0,1 5,1 2,5 3,0 8,0 196
PC 5,6 0,0 9,5 4,6 2,7 7,1 194

Campo Nativo 5,2 0,4 6,4 3,0 2,5 1,5 127
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APÊNDICE 2. Análise química da cama de aviário

Determinações         Teores

Umidade - % 22,5
Carbono Orgânico - % 30
Nitrogênio (TKN) - %   1,8
Fósforo total - %              1,1
Potássio total - %              1,9
Cálcio total - %              8,1
Magnésio total - %              0,56
Enxofre total - %              0,40
Cobre total - mg kg-1            61
Zinco total - mg kg-1          454
Ferro total - %              0,11
Manganês total - mg kg-1          448
Sódio total - %              0,76
Boro total - mg kg-1            17
Resultados expressos em material seco a 75ºC.
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APÊNDICE 3. Precipitação e ETo-evapotranspiração de referência deter-
minados no período de julho a junho dos anos agrícolas
2000/2001 (a) e 2002/2003. ETo calculada pela equação de
Penman

50

100

150

200

250

300

350

Precipitação
Eto

a

Meses

m
m

50

100

150

200

250

300

350

Precipitação
Eto

jul     ago     set     out    nov    dez     jan     fev    mar    abr    mai     jun     

b


