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APRESENTACAO

Sementes: Ciéncia, Tecnologia e Inovagao, surge em meio a uma necessidade
humana iminente e notoéria por alimentos em abundéncia. A escassez, as guerras,
a necessidade por combustivel, o deploravel espirito humano infelizmente estao
propiciando cenas lamentaveis de fome e pobreza nos confins do mundo, principalmente
nos paises subdesenvolvidos, onde os latifundios sdo uma grande atividade agricola
direcionada para a producao de combustiveis, gado ou para exportacao.

Sim, existe a producdo de hortalicas, de ervas, de arbustos, leguminosas,
frutiferas entre tantas outras variedades, porém a atencédo dada a essa producao
para direciona-la para a fome do povo brasileiro ainda esta relegada a uma pequena
minoria dos grandes empresarios. Terras vastas e potencial biotecnol6gico ilimitado
compdem nosso Pais, mas os investimentos em ciéncia e tecnologia ndo condizem
com a imensidao do nosso Brasil.

A expectativa da melhoria da qualidade dos alimentos produzidos mundo afora
passa primeiramente pela Ciéncia, Pesquisa e Inovagao estas trés bases podem
otimizar a producado e suprir a constante demanda crescente mundial por alimentos.
Tudo isso comeca pela semente, pela semente que a sociedade planta na expectativa
de colher um bom fruto um dia talvez, quem sabe, possivelmente, se olharmos mais
para o que esta nas nossas maos, ao N0sso alcance a nossa semente, € menos a que
esta na mao dos outros.

As sementes sao o principio da vida desde que deixamos de ser nbmades, para
comecar a cultivar nosso préprio alimento. Elas representam a origem da civilizagao
como a conhecemos, por seu intermédio fomos capazes de nos instalar em ambientes
antes inexplorados. As sementes representam ainda a capacidade inventiva dos
humanos, selecionando, melhorando, cultivando, propiciando o surgimento de novas
linhagens de novas cultivares, fazendo com que as plantas mostrem seu maior
potencial e que possam, em verdade e por exceléncia, servir a sociedade, alimentar os
individuos, vesti-los, reconforta-los, e suprir a necessidade fisiol6gica de sobrevivéncia.

A biotecnologia, seja classica ou molecular, tem buscado otimizar todos os
processos envolvidos na producado e qualidade das sementes para que as mesmas
sirvam ao seu principal propdésito, que é a utilizacao pela sociedade nos mais variados
ramos agropecuarios. Atualmente esforcos tem sido empreendidos para a manutencéo
dos bancos genéticos de sementes selvagens ou melhoradas, conhecidos como
bancos de germoplasma. E sempre importante ter acesso a esses bancos na busca
pela manutencdo do potencial genético das espécies e a possivel utilizagcdo dos
mesmos futuramente para testes de melhoramento, sejam classicos ou moleculares,
pelos cientistas.

Por falar neles, nés, vocé e eu, leitores e escritores que tanto lutamos pela
ciéncia que tanto tentamos, apesar das imensas dificuldades, desenvolver trabalhos
de exceléncia que possam ser de algum modo aproveitados pela sociedade, aplicados
para o bem-estar humano.

E nesse contexto que se insere os trabalhos apresentados neste livro.



Comecando assim, pela tentativa de entender o mundo com a andlise de bactérias
fixadoras de nitrogénio em cultura de soja, uma das grandes commodities brasileiras,
pelo trabalho intitulado: DISCRIMINACAO ISOTOPICA DO 15N EM N2 FIXADO NA
SOJA EM FUNCAO DE CULTIVARES E ESTIRPES DE BRADYRHIZOBIUM SPP. Em
seguida o livro nos traz discussdes sobre a Grapia ou Garapeira, uma planta com uma
infinidade de usos comerciais ou medicinais, analisando seus aspectos biométricos
para a aplicacéo na selecéo de linhagens com maior eficiéncia produtiva BIOMETRIA
E QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE DIFERENTES MATRIZES DE
APULEIA LEIOCARPA (VOGEL) J.F.MACBR. A qualidade da semente do roxinho,
planta endémica amazonense, € analisada no proximo trabalho s6 que em diferentes
substratos procurando melhores formas para sua producdo CARACTERISTICAS
FISICAS DE SEMENTES E CRESCIMENTO INICIAL DE PELTOGYNE GRACILIPES
EM DIFERENTES SUBSTRATOS. O vigor das sementes é essencial para o seu
sucesso e € disso que trata o Capitulo 4, onde a soja e seu armazenamento séo o foco
do estudo influenciando a capacidade germinativa DESEMPENHO DE SEMENTES DE
SOJA EM FUNCAO DO TAMANHO E PERIODO DE ARMAZENAMENTO. O trabalho
seguinte lida com uma espécie pioneira que pode ser utilizada para reflorestamento,
mas que o conhecimento a respeito do seu potencial germinativo ainda é escasso,
sendo assim foi realizado o trabalho intitulado MATURACAO FISIOLOGICA DE
SEMENTES DE SENEGALIA POLYPHYLLA (DC.) BRITTON & ROSE na expectativa
de trazer respostas para essas questdes. E para concluir a EMBRAPA mostra seu
know-how tratando do tema germinacéo em dois artigos utilizando soja e em seguida
a canela do ceilao, duas variedades de interesse comercial que podem apresentar
dificuldades de manejo germinativo, este sendo favorecido e entendido por estudos
como os aqui descritos: TECNICAS DE UNIFORMIZACAO DE GERMINACAO
E VIGOR DE SEMENTES NA QUALIDADE DE PLANTULAS DE SOJA BRS;
TRATAMENTOS DE SEMENTES, EMERGENCIA E CRESCIMENTO DE PLANTULAS
DE CINNAMOMUM ZEYLANICUM COM SOLUCAO NUTRITIVA, assim é possivel
entender como melhorar a germinacéo de espécies comercialmente estabelecidas,
bem como melhorar a producéo e a perspectiva de espécies ainda desconhecidas,
porém bastante utilizadas.

Com essa breve apresentacdo esperamos situar o leitor a respeito da obra,
além de fazer o mesmo pensar um pouco na problematica mundial, que muitas vezes
envolve uma coisa tdo pequena que ndo damos nem valor, como sao as sementes.
Porém sem elas, sem ciéncia, sem tecnologia e sem inovagéo ndo seremos capazes
de mudar o mundo para melhor.

Meus agradecimentos a cada leitor que acessar esse trabalho e que por um
momento se faca pensar, saia do conforto, realize reflexées significativas e usufrua
este trabalho para todos os seus objetivos. Que todos tenham uma boa leitura.

Igor Luiz Vieira de Lima Santos
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CAPITULO 1

DISCRIMINACAO ISOTOPICA DO 15N EM N2
FIXADO NA SOJA EM FUNGCAO DE CULTIVARES
E ESTIRPES DE BRADYRHIZOBIUM SPP

Karla Emanuelle Campos Araujo
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Departamento de Fitotecnia, Seropédica — Rio de
Janeiro

Carlos Vergara

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Departamento de Solos, Seropédica — Rio de
Janeiro

Robert Michael Boddey

Embrapa Agrobiologia, Seropédica — Rio de
Janeiro

Segundo Urquiaga

Embrapa Agrobiologia, Seropédica — Rio de
Janeiro

RESUMO: A técnica mais utilizada para a
quantificacdo da contribuicdo da fixacéo
biologica de nitrogénio (FBN) em leguminosas
€ a abundancia natural de N. Quando se faz
0 uso dessa técnica, é necessario determinar o
valor ‘B’, que é o valor da abundancia natural do
®N do N na leguminosa derivada da FBN. Essa
determinacao se torna importante para a cultura
da soja, que obtém altas propor¢cdes do seu N, a
partir do processo da FBN, em solos com baixos
teores de N. O objetivo do experimento foi de
conferir a fixagéo de N, de duas estirpes de B.
diazoefficiens, uma estirpe de B. japonicum e
seis estirpes de Bradyrhizobiu. elkanii e a
abundancia natural de N do N, fixado pelas
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estirpes em simbiose com trés cultivares de
soja. Para avaliar o valor ‘B’ da FBN resultante
da simbiose entre as cultivares (cv) de soja
BRS 133, BRS 184, MONSOY9144 e nove
estirpes de Bradyrhizobium, o cultivo da soja
foi realizado em vasos Leonard, utilizando
substrato de areia e perlita na propor¢céo 1:1
(v/v). Quarenta e sente dias ap0s o plantio,
as plantas foram colhidas e calculou-se
valor ‘B’. As cultivares nao diferiram entre si no
valor ‘B’da parte aérea (‘Bpa’). Mas os ‘Bpa’das
plantas inoculados com B. elkanii mostraram
uma tendéncia de abundancia de N ser menos
negativa do que no caso da inoculagdo com B.
diazoefficiens e B. japonicum. Os valores ‘B’da
planta inteira da inoculagdo com B. elkaniiforam
muito semelhantes aos dos B. diazoefficiens e
B. japonicum; e em todos os casos menos de
1 delta (%o) diferente de zero para abundéncia
natural. Este estudo nao apoia a hipotese
de que ha um fracionamento isotopico no
processo da fixagdo de N, pela simbiose soja/
Bradyrhizobium.

PALAVRAS-CHAVE: Abundéancia natural de
5N; valor ‘B’ fracionamento isotopico.
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ISOTOPIC DISCRIMINATION OF *N OF N, FIXED IN SOYBEAN IN THE
FUNCTION OF CULTIVARS AND STYLES OF BRADYRHIZOBIUM SPP

ABSTRACT: The most used technique for the quantification of the contribution of
biological nitrogen fixation (BNF) in legumes is the natural abundance of *N. When
using this technique, it is necessary to determine the value ‘B’, which is the natural
abundance value of ®*N of N in the legume derived from the BNF. This determination
becomes important for the soybean crop, which obtains high proportions of its N, from
the BNF process, in soils with low N contents. The objective of the experiment was to
check the N, fixation of two B. diazoefficiens strains, one B. japonicum strain and six
B. elkanii strains, and the natural *N abundance of N, fixed by the strains symbiosis
with three soybean cultivars. To evaluate the ‘B’ value of the BNF resulting from the
symbiosis between cultivars (cv) soybean BRS 133, BRS 184, MONSOY9144 and
nine strains of Bradyrhizobium. Soybean plants for all treatments were grown under
equal conditions, soybean cultivation was carried out in Leonard pots using sand
substrate and perlite in the proportion 1: 1 (v / v). Forty days after planting, the plants
were harvested and a ‘B’ value was calculated. The cultivars did not differ in the ‘B’
value of the aerial part (‘B,). But the ‘B_’of plants inoculated with B. elkanii showed
a tendency of abundance of *N to be less negative than in the case of inoculation
with B. diazoefficiens and B. japonicum. The ‘B’values of the whole plant of B. elkanii
inoculation were very similar to those of B. diazoefficiens and B. japonicum; and in all
cases less than 1 delta (%.) other than zero for natural abundance. This study does not
support the hypothesis that there is isotopic fractionation in the N, fixation process by
soybean/Bradyrhizobium symbiosis.

KEYWORDS: *N natural abundance; ‘B’ value; Isotopic fractionation.

11 INTRODUCAO

Na safra 2017/2018, no Brasil, um total de 35milhdes de hectares de soja foi
colhido com um rendimento total de 119 milhdes de toneladas (Tg), uma média de
3.300 Mg ha-1 (IBGE-LSPA 2018). A soja é favorecida como commodity devido ao
seu alto teor de proteina de 37 a 40% (~ 6,5% N). Assim, em média, 215 kg de N sao
exportados de cada ha de soja na colheita no Brasil. A proporcéo de N em toda a cultura
(graos, residuos da parte aérea e raizes) derivada da fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN) determina se a cultura faz uma contribuicéo total ou perda do solo. Assim, &
extremamente importante quantificar os insumos da FBN ao julgar a sustentabilidade
da cultura da soja, seja em monocultura seguida de pousio ou seguida por outras
culturas em um ciclo anual.

Atualmente, a técnica mais comumente usada para quantificar a contribuicao da
fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) em leguminosas cultivadas em campo é a técnica
da abundancia natural de '*N, originalmente desenvolvida por Shearer e Kohl (1986).
Descobriu-se frequentemente que o N disponivel nas plantas nos solos € ligeiramente
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enriquecido em N em comparagdo com a atmosfera devido ao fracionamento do
isétopo N durante muitas transformacgdes diferentes do solo N e transformacdes dos
compostos N nas plantas e simbiontes microbianos acompanhantes (HOGBERG 1997;
BODDEY et al 2000; HOBBIE e OUIMETTE 2009). Plantas que dependem totalmente
da FBN apresentam valores de "N de abundancia (5'°N) proximos ao N, de ar, o qual
é definido internacionalmente como unidades delta zero (0,00 %.).

Assume-se que plantas de referéncia nao fixadoras de N, crescendo no mesmo
local acumularéo N do solo de tal forma que a diferenca na abundéancia de N entre
as plantas de leguminosas noduladas e as plantas de referéncia pode ser interpretada
quantitativamente para avaliar a contribuicado da FBN.

Na maioria dos casos, verificou-se que nos sistemas agricolas, ao contrario dos
ecossistemas naturais, as plantas de referéncia apresentam variacdes relativamente
pequenas em sua abundancia natural de >N (UNKOVICH et al. 1994; BODDEY et
al. 2000). Isto deve ser confirmado para cada local por amostragem de diferentes
espécies de referéncia, entdo € razoavel supor que a abundéancia de ®N do N derivado
do solo pela leguminosa sera proxima que o enriquecimento médio das diferentes
plantas de referéncia (UNKOVICH et al. 2008).

Um outro problema na aplicagdo da técnica da abundancia natural de N é
que nas plantas de leguminosas existe um fracionamento isotdpico entre os tecidos
vegetais, de modo que os brotos das plantas sdo geralmente depletados em N e
nédulos enriquecidos (BODDEY et al. 2000; UNKOVICH et al. 2008). Raizes podem
ser ligeiramente enriquecidas ou esgotadas. A diferenca entre a abundancia de *N das
plantas leguminosas e a do N, atmosférico (0,00 %.) € conhecida como o valor “B’. Em
trabalhos anteriores, chamamos os valores de “B’ para o tecido da parte aérea como
“Bpa” e para a planta inteira como “Bp/’ (OKITO et al. 2004). Para avaliar o N total
acumulado ao longo de todo o ciclo da cultura é desejavel colher plantas na fase de
enchimento da vagem média quando a acumulacao de N é maxima (BERGERSEN et
al. 1988; BODDEY et al. 1995), entretanto, nesta fase muitos nddulos sao senescentes
e impossiveis de recuperar completamente. Em tais estudos de campo € impossivel
recuperar todas as raizes e nodulos, entdo, para calcular a contribuicdo da BNF para
a leguminosa, os brotos inteiros das leguminosas e plantas de referéncia sao colhidas
ao mesmo tempo e a proporcéo de N derivada do ar via a FBN (% Ndfa) no tecido da
parte aérea pode ser calculado a partir da equacao (SHEARER e KOHL 1986):

%Ndfa = 100 x [(8"N,f —8"°Nyp)/ (8"°Nyor — B,)|

onde 5N e "N, s&o a abundancia de ®N do tecido da parte aérea das
plantas de referéncia (valor médio) e da leguminosa, respectivamente.

Quando 0% Ndfa é alto, o valor de N "N, & préximo de zero, de modo que
qualquer erro na estimativa do valor de <BS> resultarda em um grande erro na estimativa
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de% Ndfa, especialmente se a abundancia de '*N das plantas de referéncia indicam
que o 6N de N disponivel na planta no solo é baixo. A safra de soja brasileira tem
se mostrado altamente dependente dos insumos da FBN e tem sido estimado que
geralmente a % N derivada do ar via FBN (% Ndfa) pode ser superior a 70 ou 80%
(HUNGRIA et al. 2006; ZOTARELLI et al. 2012).

Varios estudos para determinar o valor ‘B’da soja (OKITO et al. 2004; GUIMARAES
et al. 2008; PAUFERRO et al. 2010) e outras leguminosas anuais (STEELE et al. 1983;
BERGERSEN et al. 1986; YONEYAMA et al. 1986, CADISCH et al., 2000) mostraram
que o valor de ‘BS’ pode ser significativamente diferente quando o mesmo gendtipo
de leguminosa é nodulado por diferentes estirpes de rizébio. Apenas alguns estudos
foram feitos sobre o efeito da ontogenia da planta sobre os valores de “BS” e os
resultados sugerem que o valor de “BS” diminui a medida que as plantas amadurecem
(BERGERSEN et al. 1988; UNKOVICH et al. 1994). Diante dessas questdes, o objetivo
do experimento foi de conferir a fixagdo de N, de duas estirpes B. diazoefficiens, uma
estirpe de B. japonicum e seis estirpes de B. elkanii e a abundéancia natural de >N do
N, fixado pelas estirpes em simbiose com trés cultivares de soja.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica- RJ, foi instalado em 28 de Maio de 2013. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado. Os tratamentos consistiram de plantas de soja
cultivadas com adi¢cdo de inoculante turfoso e sem inoculagéo (controle) de estirpes
de Bradyrhizobium diazoefficiens, Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii
(Tabela 1), em cinco repeticdes. Foram utilizadas sementes do cultivar BRS 133, BRS
184, MONSOQOY 9144 que foram imersas por 30 segundos em alcool etilico (92.8°
I.N.P.M.), por dois minutos no perdxido de hidrogénio (30%) seguida de 10 lavagens
sucessivas com agua destilada autoclavada, para desinfestacdo. Foram semeadas
cinco sementes por vaso, o desbaste foi aos oito dias apés a emergéncia, deixando-se
apenas duas plantas por vaso.

Estirpe Outras nomenclaturas Origem

B. diazoefficiens

CPAC 7 BR 85, SEMIA 5080 Brasileira
USDA 110* BR 116 USA (originalmente Asia)
B. japonicum
USDA 06~ BR 114 USA (originalmente Asia)
B. elkanii
29 W BR 29, SEMIA 5019 Brasileira
USDA 130 BR 122 USA (originalmente Asia)
USDA 94 BR 121 USA (originalmente Asia)
USDA 76~ BR 113 USA (originalmente Asia)
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USDA 31 BR 123 USA (originalmente Asia)
USDA 46 BR 120 USA (originalmente Asia)

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

*= estirpes padrao “type strains”

O cultivo das sementes de soja foi realizado em vasos Leonard (VINCENT,
1970), utilizando substrato de areia e perlita na proporcao 1:1 (v/v) os quais foram
previamente autoclavados por duas vezes (120 °C por 1 h com um intervalo de 24 h),
no plantio foi colocada 300 mL de agua autoclavada nos vasos. Decorridos oito dias,
apos a germinacao a agua contida nos vasos foi substituida pela solugao nutritiva isenta
de N, solucéo de Norris (NORRIS e DATTE, 1976) com um quarto da concentracao
recomendada. Apoés sete dias, substituiu-se essa solugdo por outra com metade da
concentracéo recomendada. Seguido-se sete dias a solucéo foi trocada por outra com
a concentracao recomendada. Depois desse procedimento, a troca da solugao com a
concentracdo recomendada foi realizada a cada sete dias.

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

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

Valor ‘B’ é o valor da abundancia natural de >N do N na leguminosa derivada da
FBN. Para a determinacéo do valor ‘B’para a planta inteira, utilizando-se a técnica de
abundéancia natural de >N usou-se a seguinte formula seguinte:

_ (Ngnod x §'°Nnod) + (N;PA x 8"°NPA) + (N;R x 8"°NR) - (NS x 8'°NS)
b (Nynod + N;PA + N;R = N;S)

Como as plantas foram cultivadas em areia lavada / vermiculita e com solugéo
nutritiva isenta de N, as Unicas fontes de N para as plantas devem ser as sementes e
a FBN. O valor ‘B’ do tecido da parte aérea ‘Bpa’ foi assim calculado Como as plantas
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foram cultivadas em areia lavada / perlita e irrigadas com solug&o nutritiva isenta de
N, as unicas fontes de N para as plantas devem ser as sementes e a BNF. O valor ‘B’
do tecido da parte aérea ‘Bs’foi assim calculado assumindo que 50% da semente N
foi translocada para a parte aérea, sendo o restante encontrado nas raizes e nédulos
(OKITO et al. 2004). Isso foi calculado de acordo com a equacgao:o0 assumindo que
50% da semente N foi translocada para a parte aérea, sendo o restante encontrado

nas raizes e nédulos (OKITO et al. 2004). Isso foi calculado de acordo com a equacéo:

,_(NgPA x 8"°NPA) — (0.5 x NyS x 3'°NS)

Bpa N;PA — (0.5 x NyS)

Onde:

‘Bpl.’: valor ‘B’da planta inteira

B, valor ‘B’da parte aérea
N.nod: N total dos nédulos;

N.PA: N total da parte aérea;

N.R: N total da raiz;

N.S: N total da semente;

O N nod: delta '*N dos nodulos;
0 SN PA : delta >N da parte aérea;
0 ®N R: delta N da raiz.

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

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Massa seca da parte aérea, raiz, nédulos e planta inteira

A auséncia de nb6dulos nas plantas ndo inoculadas mostra que nao houve
contaminacdo deste tratamento com bactérias derivadas dos outros inoculantes e
indica que nao houve contaminag¢ado cruzada de um tratamento com outro. A producao
de massa seca pelas plantas de soja inoculadas com as diferentes estirpes de B.
diazoefficiens, B. japonicum e B. elkanii foram muito superiores as plantas controle,
nao inoculada confirmando a contribuicdo da FBN das simbioses formadas por todas
as estirpes de B. diazoefficiens, B. japonicum e seis das nove estirpes de B. elkani
(Tabela 2). As estirpes USDA 76, USDA 94 e USDA 130 testadas neste experimento
foram as Unicas excecdes, apresentaram baixa eficiéncia, ndo promoveram nodulag¢ao
significativa e os resultados de massa seca foram muito proximos ao do controle.
Desta observagao concluimos que estas estirpes ndo séo capazes de formar simbioses
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efetivas com a cultivares de soja utilizada (BRS 133, BRS 184, Monsoy 9144), ou como
estas estirpes foram estocadas (liofilizadas) ha muitos anos na colecdo da Embrapa
Agrobiologia, perderam sua efetividade.

No acumulo de MS na parte aérea, das raizes e dos nbédulos ndo houve
diferencas significativas entre as trés cultivares de soja (Tabela 2). As estirpes que
mais acumulou MS da parte aérea foram as duas estirpes de B. diazoefficiens, a
estirpe de B. japonicum destacando a estirpe CPAC 7 (B. diazoefficiens) recomendada
para a fabricacdo de inoculantes no Brasil, desde 1992 e a estirpe 29 W de B. elkanii
também uma estirpe recomendada, desde 1979 (Tabelas 2 e 3). As outras estirpes
recomendadas hoje (SEMIA 587 e CPAC 15) nao foram incluidas neste experimento.
Os mesmos resultados foram encontrados para a MS da planta inteira (Tabela 3).
Com isso observou-se que a estirpe USDA 6 estabelece simbiose eficiente, quando
comparada as estirpes atualmente recomendadas pelo ministério da agricultura (CPAC
7,CPAC 15, 29 W, SEMIA 587). Okito et al. (2004) em trabalho realizado, usando a
cv de soja Celeste e coletando as plantas aos 82 dias apds o plantio ndo encontrou
diferenca significativa para acumulo de MS na parte aérea e na planta inteira usando as
estirpes CPAC 7 e 29 W.

Maiores acumulos de MS de raiz, foram vistos quando as plantas foram inoculadas
com as estirpes CPAC 7, USDA 6, USDA 110, 29 W, USDA 46 e USDA 76.

Com relagao ao peso dos nddulos, a estirpe que apresentou maior acumulo de MS foi
a estirpe 29 W, seguida das estirpes CPAC 7, USDA 46 e USDA 110. Estudo realizado por
Okito et al. (2004), mostrou que a estirpe 29 W apresentou maior acumulo de massa seca
de nddulos, enquanto a estirpe CPAC 7 apresentou um menor acumulo de massa seca de
nodulos. Pauferro et al. (2010) e Guimaraes et al. (2008), em trabalho conduzido em vasos
no campo com solo, mostrou que os tratamentos de inoculacdo com as estirpes 29 W e
SEMIA 587 apresentou maiores valores de massa seca de nddulos do que estipres CPAC
7 e CPAC 15.

A nodulagédo USDA 76, a estirpe padréo de B. elkanii, formou poucos ndédulos nas
trés cultivares de soja. Porém, concluimos que a estirpe estocada ha muitos anos na
colecao de Embrapa Agrobiologia perdeu sua capacidade de nodular eficientemente
com soja.

Parte Aérea Raiz Noédulo

Monsoy Monsoy Monsoy
Tratamento BRS 133  BRS 184 9144 Média.. BRS 133 BRS 184 9144 Média.. BRS 133 BRS 184 9144 Média

g massa seca.vaso™

CPAC 7' 3,44 a 310 a 358 a 337 a 069 a 060 a 067 a 065 a 0,31 b 020 b 025 b 025 bc

USDA 110’ 301 ab 265 a 259 bc 275 b 065 ab 054 a 055 abcd 058 ab 027 bc 025 b 026 b 026 b

USDA 62 2,57 b 263 a 215 cd 245 ¢ 060 abc 051 a 041 de 051 bc 019 cd 019 b 015 ¢ 018 d

29 We 2,85 b 271 a 277 b 278 b 067 ab 052 a 0,58 ab 0,59 ab 047 a 0,41 a 03 a 041 a
USDA 313 145 cd 193 b 132 e 157 e 054 bc 054 a 048 bcde 052 bc 018 cd 025 b 018 bc 020 cd

USDA 46° 1,92 ¢ 20 b 186 d 19 d 061 abc 054 a 057 abc 058 ab 0,30 b 034 a 023 bc 029 b
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USDA 76° 0,84 e 127 ¢ 116 e 109 f 057 abc 051 a 051 bed 0,53 bc 0,02 f 003 ¢ 004 d 003 f

USDA 943 097 de 102 c¢c 09 e 09 f 048 c 051 a 043 cde 048 c 0,05 ef 0,04 c 003 d 004 ef
USDA 130° 104 de 08 c¢ 100 e 09 f 048 c 032 b 035 e 0,38 d 0,12 de 0,06 c 006 d 008 e
Média 2,01 2,01 1,92 0,59 0,51 0,50 0,21 0,20 0,17

Néao

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

Tabela 2. Acumulo de matéria seca em plantas de soja cv BRS 133, BRS 184, Monsoy 9144 e
inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 47 dias ap6s o plantio.

Valores médios de 5 repeticObes. Letras iguais na coluna, néao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. 'Bradyrhizobium
diazoefficiens; 2Bradyrhizobium japonicum; ®Bradyrhizobium elkanii.

Eficiéncia nodular

A eficiéncia nodular, foi calculado por (mg Ntotal da planta inteira — Ntotal da
semente por g de MS dos nddulos) (Tabela 3). Como a nodulagéo das estirpes USDA
76, USDA 94 e USDA 130 foi muito baixa e talvez os no6dulos nao foram efetivos,
a eficiéncia nodular para estas estirpes ndo foram tabuladas. Neste experimento
a diferenca em eficiéncia nodular entre as plantas inoculadas por estirpes de B.
diazoefficiens, B. japonicum e B. elkanii foi grande, sendo este pardmetro maior para
as estirpes de B. diazoefficiens e B. japonicum conforme relatada anteriormente pelas
equipes trabalhando na Embrapa Agrobiologia desde 1970 (DOBEREINER et al.,
1970; NEVES et al., 1985; SANTOS et al., 1996; SANTOS et al., 1997; OKITO et al.,
2004; GUIMARAES et al., 2008 e PAUFERRO et al., 2010). Dobereiner et al. (1970)
mostraram que a estirpe CB 1809 (subsequentemente Rumjanek et al. [1993] mostrou
que CPAC 7 é uma re-isolada de CB 1809) foi muito mais eficiente na fixagao de N,
quando comparada a estirpe 29 W. Neste caso a eficiéncia nodular é definida como
a quantidade de N fixado (acumulado na planta inteira) por mg de massa seca de
nédulo. Neves et al. (1985) também mostrou que a concentragéo ureidos na seiva em
plantas de soja inoculadas com CB 1809 foi maior do que para as plantas inoculadas
com 29 W.

Planta Inteira Eficiéncia Nodular

(g massa seca.vaso™) (mg Nt PI-Ntsem)/(MS no6dulo™)

Tratamentos  BRS 133 BRS 184  Monsoy 9144  Média... BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144  Média...

CPAC 7' 443 a 3,90 a 450 a 428 a 494 b 697 a 580a 590 a
USDA 110° 393 ab 3,44 ab 339 b 359 b 486 b 411 b 395b 430 b
USDA 62 335 bc 3,33 bc 271 ¢ 313 ¢ 580 a 589 b 500 a 556 a
29 W3 399 a 364 a 369 b 377 b 254 ¢ 245 ¢ 344 b 281 ¢
USDA 313 2,18 d 2,71 c 198 d 229 d 210 c 256 ¢ 178 ¢c 214 ¢
USDA 46° 283 ¢ 289 bc 266 c 279 c¢ 252 ¢ 230c 276 ¢ 252 ¢
USDA 76° 1,43 e 1,80 d 1,71 d 165 e nd nd nd nd
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USDA 943 1,560 e 1,58 d 1,36 d 148 e nd nd nd nd

USDA 1302 1,64 de 1,20 d 141 d 142 e nd nd nd nd
Média 2,81 2,72 2,60 499 526 523
N&o Inoculado 0,66 0,93 1,16
CV (%) 17 86

Tabela 3. Acimulo de matéria seca em plantas inteiras de soja e eficiéncia nodular nas cv BRS
133, BRS 184, Monsoy 9144 e inoculadas com as estirpes Bradyrhizobium, colhidas aos 47
dias apés o plantio.

Valores médios de 5 repeticbes. Letras iguais na coluna, nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. nd — nao
determinada devido ao baixo peso de nédulos (<0.05 g). 'Bradyrhizobium diazoefficiens;
2Bradyrhizobium japonicum; ®Bradyrhizobium elkanii.

Acumulo de N total na parte aérea, raiz, nédulo e planta inteira

Da mesma maneira que nao houve diferencas significativas entre variedades
da soja referente a sua acumulacdo de MS na parte aérea, raizes ou nos nodulos,
também n&o houve diferengas no acumulo de N total entre as cultivares (Tabela 9).
Houve uma forte influéncia das estirpes de Bradyrhizobium no acumulo de N total nas
plantas, conforme observado para acumulo de MS. A estirpe CPAC 7 destacou-se
como aquela que mais promoveu o acumulo de N da FBN, seguidas pelas outras duas
estirpes de B. diazoefficines e B. japonicum (USDA 06 e USDA 110) e a estirpes 29 W
de B. elkanii.

Tratando-se do N total acumulado nas plantas de soja, as que apresentaram maior
acumulo na parte aérea e na planta inteira, foram as plantas inoculadas com as estirpes
CPAC 7, USDA 110 USDA 6 € 29 W (Tabela 4 e 5). As estirpes que apresentaram maior
acumulo de MS da parte aérea e planta inteira, foram as mesmas que apresentaram maior
N total acumulado, resultado semelhante foi observado por Nishi et al. (1996) com soja,
onde observou que as plantas com maiores quantidades de matéria seca apresentaram
também maior acimulo de N.

Quanto ao acumulo de N total nas raizes e nos nddulos, as estirpes que
apresentaram maiores médias quando comparadas ao tratamento controle foram CPAC
7, USDA 110 (B. diazoefficines), USDA 6 (B. japonicum), 29W e USDA 46 (B. elkanii),
isso mostra que estas estirpes ndo apresentaram diferencas quanto ao N acumulado
nas raizes e nos nddulos, mesmo pertencendo a espécies diferentes. Okito et al. (2004)
observou que a estirpe 29 W apresentou maior acumulo de N total, comparando com a
estirpe CPAC 7, porém apesar dessa constatacao, a média de MS da parte aérea foram
iguais para as duas estirpes.

As menores médias de acumulo de N total foram para as estirpes USDA 76, USDA
94, USDA 130. Este fato provavelmente ocorreu devido a baixa nodulagéo, o que foi
visto também no acumulo de matéria seca. Esse fato pode ser ocasionado por dois
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motivos, sendo eles, a incapacidade dessas estirpes formar simbioses efetivas com
essas cultivares de soja, e/ou essas estirpes terem perdido sua efetividade, ja que foram
estocadas a muitos anos, na colecao da embrapa Agrobiologia.

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

CPAC 7' 134 a 115 a 134 a 128 a 24 a 20 a 283 a 22 a 20 b 14 ¢ 17 ab 17 b
USDA 110! 122 a 99 ab 92 bc 104 b 19 bc 18 abc 15 b 17 b 16 bc 17 abc 17 ab 17 b
USDA 62 101 b 110 ab 80 ecd 97 b 21 ab 17 abc 13 bc 17 b 13 cd 15 bc 10 c 13 ¢

29 W3 101 b 95 b 107 b 101 b 18 bc 15 bc 15 b 16 bc 28 a 21 a 23 a 24 a
USDA46° 68 ¢ 69 ¢ 62 ¢ 66 c 19 b 19 ab 15 b 18 b 16 bc 20 ab 14 bc 17 b
USDA76° 9 f 15 d 18 f 14 f 11 de 9 d 10 cd 10 d 1 g 1 d 2 d 1 d
USDA94 14 ef 19 d 12 f 15 f 9 e 9 d 9 d 9 d 2 fg 2 d 1 d 2 d
USDA130° 31 de 27 d 29 e 29 f 11 de 7 d 8 d 9 d 7 e 3 d 3 d 4 d
Média 71 73 71 17 14 14 13 12 11

Controle 3 5 9 10 10 8 0 0 0

CV (%) 21 23 36

Tabela 4. Acimulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS 133, BRS
184, Monsoy 9144 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 47 dias
apés o plantio.

Valores médios de 5 repeticbes. Letras iguais na coluna, nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. 'Bradyrhizobium
diazoefficiens; 2Bradyrhizobium japonicum; *Bradyrhizobium elkanii.

Planta Inteira
(mg N.vaso™)
Tratamentos BRS 133 BRS 184 Monsoy 9144  Média

CPAC 7' 179 a 148 a 174 a 167 a

USDA 110" 157 ab 133 ab 124 bc 138 b
USDA 62 136 b 142 a 104 cd 127 b
29 W3 148 b 130 ab 145 b 141 b
USDA 313 68 d 92 ¢ 60 e 73 d
USDA46° 104 c¢ 108 bc 91 c 101 ¢
USDA 76° 21 f 25 d 29 f 25 f
USDA 943 26 ef 30 d 22 f 26 f
USDA130° 49 de 38 d 41 ef 42 e
Média 99 94 88
CV (%) 19

Nao Inoculado 13 15 17 15

Tabela 5. Acumulo de nitrogénio total por vaso (2 plantas por vaso) de soja cv BRS 133, BRS
184, Monsoy 9144 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e colhidas aos 47 dias
apos o plantio.

Sementes: Ciéncia, Tecnologia e Inovacao Capitulo 1



Valores médios de 5 repeticbes. Letras iguais na coluna, néo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. 'Bradyrhizobium
diazoefficiens; 2Bradyrhizobium japonicum; ®Bradyrhizobium elkanii

Abundancia natural de '*N na parte aérea, raiz, nédulo e planta inteira

N&o houve diferencas significativas para os valores de abundancia natural de °*N
(d™N) da parte aérea, nédulos e planta inteira entre as diferentes variedades da soja,
mas houve diferencas entre as plantas noduladas pelas diferentes estirpes (Tabela
6). Excluindo as trés estirpes de B. elkanii (USDA 76, USDA 94, USDA 130), onde a
nodulacao foi menos de 0,05 g n6dulos por vaso. A parte aérea das plantas noduladas
com estirpes de B. elkanii, foram mais negativos em d'®N, quando comparadas
com os valores de d"°N das plantas noduladas com B. diazoefficiens, B. japonicum.
Este resultado € consistente com os estudos anteriores, conduzidos pela equipe de
Embrapa Agrobiologia anteriormente (OKITO et al., 2004; GUIMARAES et al., 2008;
PAUFERRO et al., 2010, ARAUJO et al, 2018).

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

Os valores &N das raizes, independente do tratamento de inoculacéo
apresentaram - se todos positivos, igual ao encontrado em trabalhos realizados por
Okito et al. (2004); Guimaraes et al. (2008), Pauferro et al. (2010), e diferente do
encontrado por Araujo et al. (2018), que encontrou valores de 5'°N das raizes negativos.

Todas as estirpes, de uma maneira geral, apresentaram valores de &'°N altos
nos nédulos, se destacando, as plantas inoculadas com as estirpes CPAC 7, USDA
110 e USDA 6 resultados semelhantes foram encontrados por Okito et al. (2004);
Guimaraes et al.(2008); Pauferro et al. (2010), quando testaram as estirpes 29 W e
CPAC 7. Araujo et al. (2018) também encontrou resultados semelhantes quando usou
as estirpes CPAC 7, 29 W e USDA 46 em plantas de soja.

O valor ‘B’ da parte aérea (denominada ‘Bpa’ em paralelo da nomenclatura
utilizada por Okito et al. [2004] que usou ‘B~ ‘B’“shoot”) € o valor ‘B’ util para calcular
contribuicdes da FBN as legumininosas noduladas em campo onde a coleta total
das raizes € impossivel ou extremamente dificil. Os valores médios de ‘B neste
experimento foram aproximadamente da mesma magnitude, negativo entre -1,21
e -4,31 %o daqueles valores encontrados anteriormente pela equipe da Embrapa
Agrobiologia (OKITO et al., 2004; GUIMARAES et al., 2008; PAUFERRO et al., 2010).
Entretanto, nestes trabalhos anteriores encontram se valores para estirpes 29 W e/ou
SEMIA 587 (ambas B. elkanii) significativamente mais negativo dos valores de plantas
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noduladas com as estirpes CPAC 7 (B. diazoefficiens) e/lou CPAC 15 (B. japonicum).
Os valores ‘B’ da parte aérea (‘Bpa’) reflete os da parte aérea, sendo mais negativo
no caso de B. elkanii do que nos tratamentos inoculados com B. diazoefficiens e B.
Japonicum.

Para estimativas do valor ‘B’para a planta inteira ('Bp,.') de plantas noduladas com
estirpes de B. elkanii foram muito semelhante os da B. diazoefficiens e B. japonicum e
em todos os casos menos de 1 unidade de delta (%o) diferente de zero, a abundancia
natural de >N do N, do ar, sugerindo que as simbioses tem pouco tendéncia de mostrar
fracionamento isotopico significativo conforme alegado por Unkovich et al (2013). Este
resultado foi em contraste dos trabalhos anteriores da equipe da Embrapa Agrobiologia
(op. cit.) que encontraram valores mais negativo quando utilizou a estirpe 29 W e valor
menos negativo quando usou a estirpe CPAC 7.

Seovalorde 'Bp,.’ é significativamente menor do que zero, significa que o processo
da fixagdo de N, pela simbiose soja/Bradyrhizobium promove um fracionamento
isotopico na transformacdo de N, para o N fixado. Unkovich (2013) alegou que
nao existe evidéncia com os estudos feitos até agora de apoiar a existéncia de um
fracionamento neste processo, principalmente porque a medicdo do valor absoluto
da abundancia de N é cercada com fontes de erro. Os resultados dos trabalhos
anteriores de Okito et al., (2004), Guimarées et al., (2008) e Pauferro et al., (2010)
mostraram valores negativos e de maior magnitude do que neste presente estudo.
Como nos trabalhos anteriores os valores de 'Bp,.' para as simbioses formadas com
soja pelas estirpes de B. elkanii foram significativamente mais negativos dos valores
daqueles formadas pelas estirpes de B. japonicum, um dos valores tem para ser
significativamente diferente do zero %. (o valor do N, do ar).

Parte Aérea Raiz Nodulo
----------------------------------------- /2
. Monsoy - Monsoy .
Tratamentos  pps 433 BRS184  Monsoyotds  Media BRS 133 BRS 184 9144 Média  prs1as BRS184 9144 Média
651 ab
CPAC7'  -124 ¢ -112 abc -113 abc -1,16 bc 083 ¢ 115 d 122 d 107 d 65 a 660 a 636 ab
USDA {10! -115 ¢ 092 ab -1,00 a -102 ab 067 ¢ 125 od 132 cd 108 d 628 a 640 a 590 b 619 b

USDA 62 -1,32 bc -120 bc -1,16 abed -1,23 cd 059 ¢ 0,71 e 059 f 0,63 e 638 a 707 a 692 a 6,79 a

29 We -1,69 d  -1,62 d -1,44 cde -158 e 177 a 066 e 0,9 e 1,1 d 492 b 472 b 470 ¢ 4,78 c

USDA31¢ -1,46 cd -1,89 cd -1,37 bed -1,41 de 147 d 155 ab 236 a 179 a 415 c 420 b 380 d 405 d
USDA46¢ 131 ¢ 141 cd -149 de 140 de 074 ¢ 068 e 1,60 b 101 d 39 c 449 b 448 cd 432 d
USDA76¢ 085 ab -078 a -1,04 ab 089 a 128 d 1,36 bed 128 cd 131 ¢ 224 d 146 d 173 ef 181 f
USDA9s4s 077 a -080 a 092 a -08 a 13 d 145 bc 151 bc 144 bc 149 e 151 d 145 f 148 f

UsDA{30° 173 d -165 d 172 e 170 f 151 d 176 a 151 bc 159 b 224 d 234 c 237 e 232 e

Média -1,29 1,25 -1,28 1,14 1,23 1,46 4,48 4,53 4,45
DMS 0,34 0,34 0,34 0,20 0,28 0,28 0,28 0,16 0,70 0,70 0,70 0,41
Nao 0,62 0,98 1,56 0,38 0,86 1,04

Inoculado

Tabela 6. Abundancia natural de N (%) em diferentes variedades de soja inoculadas com
estirpes de B. diazoefficiens, B. japonicum ou B. elkanii e colhidas aos 47 dias ap6s o plantio.
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Valores médios de 5 repeticbes. Letras iguais na coluna, néo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. 'Bradyrhizobium
diazoefficiens; 2Bradyrhizobium japonicum; ®Bradyrhizobium elkanii.

Valor ‘B’ (%o)

Parte Aérea’ Planta Inteirat

Tratamentos BRS 133 BRS 184  Monsoy9144 Média BRS 133 BRS 184  Monsoy9144 Média

CPAC7" 140 a -130 ab -129 a -131 a -009 bc -011 cd -0,10 bc -0,10 c
USDA 110" -1,33 a -1,10 a -1,21 a -121 a -0,18 bed -029 cd -019 bc -0,22 cd
USDAG2 -157 ab -141 ab -145 ab -151 ab -032 cd -014 de -0,16 «cd -0,21 cd

29 W3 -2,00 bc -1,95
USDA31® -1,68 b -1,88
USDA46° -1,71 b -1,82
USDA76® -350 ¢ -408 ¢ -323 c -360 ¢ 033 a 03 a 057 a 0,41 a

-169 abc -188 b 002 bc -0,39 bc -023 b 0,20 bc
-367 cd -194 bc 003 bc 005 bc -028 bc 0,07 bc
204 bc -18 b -014 b -001 cd -0,10 bc -0,08 c

T T T

USDA94® -417 d 402 ¢ -376 c¢cd -398 ¢ 0,6 ab 0,31 b 0,13 b 0,20 b
USDA130®° -349 ¢ -594 d -431 d 458 d -046 d -058 e -059 d -0,54 e
Média -2,27 -2,61 -2,51 -0,07 -0,09 -0,10
DMS 0,47 0,47 0,47 0,27 0,34 0,34 0,34 0,19

Tabela 7. Valor ‘B’ em diferentes variedades de soja inoculadas com estirpes de B.
diazoefficiens, B. japonicum ou B. elkanii e colhidas aos 47 dias ap6s o plantio.

Valores médios de 5 repeticbes. Letras iguais na coluna, nado diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de t (LSD) a 5% de probabilidade. 'Bradyrhizobium
diazoefficiens; 2Bradyrhizobium japonicum; ®Bradyrhizobium elkanii. TCorrigido para
5N(%o)e teor de N total de sementes. $Média ponderada corrigido para  *N(%o) e teor
de N total de sementes.

41 CONCLUSOES

N&o ha fracionamento isotopico no processo da fixagédo de N, em cultivares de
soja BRS 133, BRS 184, MONSOY9144 inoculadas com estirpes de B. diazoefficiens,
de B. japonicum e de Bradyrhizobiu. Elkanii.
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