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COMPETITIVIDADE NODULAR DE ESTIRPES DE BRADYRHIZOBIUM SPP. EM
CULTIVARES DE SOJA SOB DIFERENTES DISPONIBILIDADES HIDRICAS

Esmael Lopes dos Santos®”, Alexandre Lima Nepomuceno?, Cassio Egidio Cavenaghi Prete’,
Norman Neumaier?, Maria Cristina Neves de Oliveira?, José Renato Bougas Farias?,
Alexandre José Cattelan?

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a competitividade nodular de estirpes de
Bradyrhizobium spp. em cultivares de soja sob diferentes disponibilidades hidricas a campo.
Foi realizada analise conjunta dos dados de duas safras (2006/07 e 2007/08), com dez
cultivares de soja (BR 16, Embrapa 48, BRS 133, BRS 134, BRS 245 RR, BRS 247 RR, BRS
183, BRS 184, BRS 214, e BRS 232), que foram submetidas a trés disponibilidades hidricas
(1 - DHER, déficit hidrico nos estadios reprodutivos; 2 - CNC, condi¢Ges normais de campo e
3 - IRR, irrigado) em delineamento experimental de blocos ao acaso, em parcelas
subdivididas, com quatro repeticdes. Os nodulos foram tipificados pelo método de ELISA,
com antissoros das estirpes SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 587 e SEMIA 5019. As
estirpes inoculadas (SEMIA 587 e SEMIA 5019) foram mais competitivas para nodulacéo em
relacdo as estirpes naturalizadas no solo. A estirpe SEMIA 587 foi a de maior ocupacédo
nodular, inclusive quando houve limitacdo hidrica nos estadios reprodutivos. A SEMIA 5080
(ndo inoculada) foi a que apresentou a menor ocupagdo nodular entre as estirpes analisadas.

Palavras-chave: FBN, estresse hidrico, rizobio e seca.

COMPETITIVENESS OF DUCTILE Bradyrhizobium SPP. IN VARIETY OF
DIFFERENT SOYBEAN UNDER WATER AVAILABILITY

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the competitive nodulation of
Bradyrhizobium spp. strains in soybean cultivars under different water availability. It was
perfomed a joint analysis of pooled data from two crop seasons (2006/07 and 2007/08) with
variations in rain precipitation. Ten soybean cultivars (BR 16, Embrapa 48, BRS 133, BRS
134, BRS 245 RR, BRS 247 RR, BRS 183, BRS 184, BRS 214 and BRS 232), were
submitted to three water availability conditions (1 - DHER , water stress during the
reproductive stages; 2 - CNC, field condition and 3 - IRR, irrigated) in a randomized
complete block design in split plots with four replications. The nodules were classified by
ELISA with antiserum of SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 587 and SEMIA 5019. The
inoculated strains (SEMIA 587 and SEMIA 5019) were more competitive for nodulation
against the naturalized strains in soil. The SEMIA 587 have the highest nodule occupation,
even when there was water stress conditions in reproductive stages. The SEMIA 5080 (not
inoculated) was the one with the smallest nodule occupation among the strains analyzed.

Keywords: FBN, water stress and rhizobia and drought.
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INTRODUCAO

O uso de inoculante com bactérias
fixadoras de nitrogénio do
género Bradyrhizobium spp. é, atualmente,
uma tecnologia indispensavel para a
cultura da soja no Brasil (ZILLI et al.,
2010). A fixacdo bioldgica do nitrogénio -
FBN representa um dos principais fatores
de competitividade da cultura da soja
(ZILLI et al., 2008).

No entanto, a FBN é sensivel ao
estresse hidrico, dependendo da época e da
intensidade que ocorre (SANTOS et al.,
2012). A limitacdo hidrica pode
comprometer a  sobrevivéncia  de
Bradyrhizobium spp., bactéria que ao
entrar em contato com as raizes da soja,
infecta as raizes, via pelos radiculares,
formando os nodulos onde ocorre a FBN.
Pode ainda limitar a formacdo e
longevidade dos nodulos e a sintese
leghemoglobina responsavel pelo
transporte de O,. Além disso, 0 estresse
mais severo pode levar a paralisacdo da
fixacdo (FAGAN et al., 2007), e por
consequéncia comprometer o rendimento e
a composicdo quimica dos graos
(SANTOS et al., 2012).

Conforme Kron et al., (2008), a
sensibilidade da soja as deficiéncias
hidricas, considerando o rendimento de
grdos, tende a aumentar a medida que a
cultura avanca no seu ciclo, apresentando
méaxima sensibilidade durante o periodo
reprodutivo, principalmente na formagéo
de legumes e enchimento de grdos. Neste
periodo, por consequéncia, hd também
maior demanda por N, (nitrogénio) pela
planta (STREETER, 2003).

No entanto, variagbes genéticas em
especies leguminosas quanto a capacidade
para fixar N, sob estresse hidrico tem sido
evidenciada por alguns autores (ASHRAF
& IRAM, 2005; CHARLSON et al., 2009),
e a variagdo nos niveis de umidade nos
ecossistemas, onde leguminosas foram
submetidas para fixar nitrogénio, sugere
variabilidade genética entre as estirpes

quanto a sensibilidade ao estresse hidrico
(MNASRI et al., 2007).

Desta forma, a avaliagdo da
capacidade de ocupacdo dos nddulos pode
fornecer subsidios em relacdo a capacidade
de sobrevivéncia, estabelecimento e
competitividade da estirpe inoculada em
relacdo a outros rizobios presentes no solo
ou com estirpes ja introduzidas
(MARTINS et al., 2003), sob condicdes de
déficit hidrico. Portanto, o objetivo do
trabalho foi avaliar a competitividade
nodular de estirpes de Bradyrhizobium spp.
em cultivares de soja sob diferentes
disponibilidades hidricas a campo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos
nas safras 2006/07 e 2007/08, no campo
experimental da Embrapa Soja, em
Londrina-PR, (latitude 23° 11 S, longitude
51° 11 W e altitude 566m). Seguindo a
metodologia utilizada por Santos et al.,
(2012), as semeaduras dos experimentos
foram realizadas manualmente com o
revolvimento do solo somente nas linhas,
com espacamento de 0,45 cm, deixando
apos o desbaste 12 plantas/m. A inoculacao
das sementes de soja foi realizada
conforme Hungria et al., (2007), com
inoculante turfoso, contendo as estirpes
SEMIA 587 + SEMIA 5019 com
concentragdo minima de 5x10° células
viaveis/grama, numa dosagem de 200g/50
kg de sementes, e o tratamento das
sementes com o fungicida Vitavax-
Thiram®, na dosagem de 250g/100 kg de
sementes. O controle de pragas e doencas
foi realizado de acordo com as
recomendagdes das Tecnologias de
Producéo de Soja para a Regido Central do
Brasil 2006 (EMBRAPA, 2005).

O  delineamento  experimental
utilizado foi o de blocos ao acaso em
parcelas  subdivididas, com  quatro
repeticdes. Nas parcelas, trés
disponibilidades hidricas (1 — DHER,
déficit hidrico nos estadios reprodutivos; 2
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— CNC, condi¢6es normais de campo e 3 — hidrica DHER, foram utilizados abrigos
IRR, irrigado) e em subparcelas, as 10 moveis, com fechamento automatico, para
cultivares de soja, comuns, nas duas safras evitar a precipitacdo pluviométrica sobre as
(BR 16, Embrapa 48, BRS 133, BRS 134, parcelas.

BRS 245 RR, BRS 247 RR, BRS 183, Os dados meteoroldgicos
BRS 184, BRS 214 e BRS 232). As observados no periodo das safras 2006/07
cultivares foram mantidas em condicgdes de e 2007/08 estdo expressos nas Figuras 1 e
campo até o estadio R;, mas apOs este 2, respectivamente.

estddio no tratamento disponibilidade
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Figura 1. Pluviosidade acumulada diariamente, temperaturas méxima, minima e média
diarias, observadas no periodo de conducdo do experimento na safra 2006/07.
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Figura 2. Pluviosidade acumulada diariamente, temperaturas maxima, minima e média
diarias, observadas no periodo de conducdo do experimento na safra 2007/08.

No estadio Rs, foram coletadas raizes e, em seguida, 0os mesmos foram
cinco plantas de cada subparcela, logo apos lavados em agua corrente e secos em estufa
procedeu-se a separagdo dos nodulos das (65°C), com aeracgéo forcada.
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Posteriormente, retirou-se dez nédulos, ao
acaso, de cada uma das subparcela, para
serem analisados por meio da reacdo de
imunoadsorcdo com enzima acoplada
(Elisa). Para esta reacdo, inicialmente,
foram produzidos os antissoros com as
quatro estirpes de Bradyrhizobium spp.
utilizadas, conforme metodologia proposta
por Fuhrmann e Wollum (1985).

Os metodos estatisticos utilizados
constituiram-se  de um  diagnoéstico
exploratorio, seguido da andlise de
variancia (ANOVA). Além da analise de
variancia, aplicou-se também o teste de
comparagbes multiplas de médias de
Tukey ao nivel de significancia de 0,05. Os
dados, quando  necessario, foram

transformados para y=+/x+05, sendo
apresentados nas tabelas os dados
originais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de
variancia (Tabela 1) indicam diferencas
significativas a 5% de probabilidade (P <
0,05) somente para as disponibilidades
hidricas e as safras, para algumas estirpes.
No entanto, ndo houve diferencas
significativas entre as cultivares estudadas,
assim como ndo houve também interac6es
significativas entre os fatores estudados
(Cultivar, disponibilidade hidrica e safras).

O fato de ndo haver diferenga entre
as cultivares, pode ser atribuido a uma alta
especificidade das estirpes inoculadas. Esta
alta especificidade existente € resultado da
busca dos programas de selecdo de
estirpes, pois diferencas quanto a eficiéncia
no processo de FBN entre genoétipos
comerciais sempre foram relatadas
(SANTOS et al.,, 2006; SOUZA et al.,
2008).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia, da ocupacdo nodular das estirpes de
Bradyrhizobium spp., e para a os nodulos que obtiveram reacdo com mais de uma estirpe
(reacdo cruzada) e sem reagdo com 0s sorotipos utilizados. Londrina — PR, 2013

Quadrados médios

Fonte de Variagéo G.L.

SEMIA 587 SEMIA 5019 SEMIA 5079 SEMIA 5080 Reagdo Cruzada Sem reacéo
Bloco 3 0.001ns 0,074ns 0,618ns 0.077ns 0,014ns 0,001ns
Disponibilidade Hidrica (DH) 2 4.456* 0.695 ns 1.100ns 0.923* 0.990ns 3.733*
Residuo (a) 6
Parcelas 11
Cultivar (Cult) 9 1.025ns  1.063 ns 0.821ns 0.117ns 0.201ns 0.709ns
DH X Cult 18 0.494ns 0.238ns 0.358ns 0.099ns 0.282ns 0.387ns
Residuo (b) 81
Subparcelas 119
Safra 1 4.248* 4.529* 0.050ns 0.101ns 4.585* 6.282*
DH X Safra 2 0.752ns 0.260ns 1.728ns 0.080ns 0.158ns 0.877ns
Cult X Safra 9 0.727ns 0.577ns 1.027ns 0.131ns 0.567ns 0.319ns
DH X Cult X Safra 18 0.296ns 0.435ns 0.316ns 0.118ns 0.435ns 0.152ns
Residuo (c) 90
Total 239
CV.% 29,41 24,46 33,46 34,64 41,32 18,54

* significativo a 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns = ndo-significativo pelo teste F.
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Entre as estirpes, houve respostas
diferentes quando houve variagdo na
disponibilidade hidrica (Figura 3), sendo a
SEMIA 587 e SEMIA 5019 as estirpes que
apresentaram maiores porcentagens de
ocupacdo nodular na disponibilidade
hidrica IRR (Irrigado), com diferenca
significativa em relacdo as outras
disponibilidades, mostrando maior
eficiéncia competitiva com outras estirpes
presentes no solo quando houve uma
melhor distribuicdo hidrica. Maehler et al.,
(2003) argumentam que sistemas de
manejo do solo, resultam em maior
infiltracdo e conservacdo da 4agua e
diminuicdo da temperatura no solo e,
também, o uso adequado da irrigacdo pode
constituir-se em praticas complementares
para melhores condi¢des de nodulacédo e da
FBN.

As maiores porcentagens de
nddulos apresentaram reacdo soroldgica
com as estirpes inoculadas, SEMIA 587 e
SEMIA 5019, mostrando-se  mais
competitivas. Hungria et al., (2006),
também sugerem que estas estirpes sao
mais competitivas. Entre as duas estirpes, a
SEMIA 587 mostrou ser mais competitiva,
pois apresentou maiores porcentagens de
ocupacdo  nodular em todas as
disponibilidades hidricas. Estes resultados
demonstram a importancia da reinoculagéo
(ARAUJO & HUNGRIA,  1999;
HUNGRIA et al., 2007), que pode
proporcionar ganhos no rendimento de
grdos da soja, reforcando a recomendacao

dessa pratica, que deve ser efetuada a cada
cultivo.

Quando ndo houve reacédo
soroldgica (sem reagdo) com as estirpes
estudadas, a diferenca estatistica foi com as
maiores porcentagem nos ambientes, onde
houve disponibilidade hidrica CNC e IRR,
e, mesmo n&o tendo sido inoculadas, ainda
assim, as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA
5080 apresentaram reacdo soroldgica
positiva, porém com valores relativamente
baixos. No entanto, observa-se uma
nodulacdo  natural  abundante  em
decorréncia da sobrevivéncia das estirpes
de inoculagbes anteriores, sendo que a
inoculagdo com as estirpes atualmente
recomendadas  contribuiram para o0
aumento na ocupacdo dos nodulos por
essas estirpes (WATKIN et al., 2000).
Resultados semelhantes foram obtidos por
Lima et al., (1998) quando caracterizaram
rizébios  (Bradyrhizobium  japonicum) e
produtividade da soja.

Na analise de ocupacdo dos
nodulos, a soma das percentagens de
nodulos ocupados por cada sorogrupo foi
superior a 100%, pois alguns nodulos
reagiram com mais de um antissoro
(reacdo cruzada), sugerindo a presenca de
diferentes estirpes no mesmo noédulo.
Hungria et al., (2006), com trabalhos
realizados em Londrina constataram que
10,2% dos noddulos foram ocupados por
estirpes com mais de um sorogrupos, no
entanto, no presente trabalho os valores
foram abaixo de 5% e ndo houve diferenca
estatistica entre as  disponibilidades
hidricas.
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Figura 3. Ocupacdo nodular de Bradyrhizobium spp. das estirpes SEMIA 5079, SEMIA
5080, SEMIA 5019 e SEMIA 587 em trés disponibilidades hidricas (IRR, Irrigado; CNC,
Condi¢bes normais de campo e DHER, Déficit hidrico nos estadio reprodutivos) em dez

cultivares de soja, em duas safras (2006/07 e 2007/08). Londrina — PR. * = Médias seguidas de
mesma letra, comparada em cada estipe, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

JA em relacdo as médias de
ocupacdo nodular (Tabela 2), mostra que
houve diferencas estatisticas entre as duas
safras estudadas e as quatro estirpes
estudadas apresentaram as maiores médias
na safra 2006/07, no entanto, os dados de
pluviosidade acumulada, temperaturas
didrias em maxima, minima e média
(Figura 1 e 2) observadas no periodo da
conducdo dos experimentos apresentaram-
se proximos. Variagdo na ocupacao
nodular entre safras distintas, também foi
encontrado por Campos et al. (2001),
quando avaliaram a capacidade
competitiva e a eficiéncia na fixa¢do do N,
das combinacbes das quatro estirpes de
Bradyrhizobium spp. recomendadas

comercialmente (SEMIA 587, SEMIA
5019, SEMIA 5079 e SEMIA 5080) para a
cultura da soja em duas safras.

Nas duas safras as estirpes SEMIA
587 e SEMIA 5019 apresentaram melhor
habilidade competitiva, mostrada pela
maior ocorréncia de nodulos. O fato de
estas  estirpes apresentarem  maiores
porcentagens de ocupacao nodular se deve
também a melhor capacidade de competir
por sitios de nodulacdo no campo pela
espécie Bradyrhizobium elkanii, e pela sua
maior  adaptabilidade as  condi¢cbes
adversas dos solos tropicais (ZILLI et al,
2006), como é o caso da variagdo na
disponibilidade hidrica, além de serem
utilizadas na inoculagéo das sementes.
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Tabela 2. Médias da ocupacdo nodular de estirpes de Bradyrhizobium spp. na anélise
conjunta de duas safras (2006/07 e 2007/08), em trés disponibilidades hidricas (IRR, Irrigado;
CNC, Condig¢des normais de campo e DHER, Déficit hidrico nos estadio reprodutivos) com
dez cultivares de soja. Londrina— PR

Safras SEMIA 587 SEMIA 5019 SEMIA 5079 SEMIA 5080 Reacdo cruzada Sem reacao

2006/07 1543 A! 8,79 A 431 A 0,45 A 2,74 A 17,75 B
2007/08 9,92 B 7,30 B 4,30 A 0,24 A 163 B 23,57 A

CV% = 29,41 24,46 33,46 34,64 41,32 18,54

! = Médias seguidas de mesma letra, comparadas nas colunas, néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.
CONCLUSOES

Quando héa disponibilidade hidrica,
as estirpes inoculadas (SEMIA 587 e
SEMIA 5019) sdo mais competitivas para
nodulacgio em relacdo as estirpes
naturalizadas no solo.

Mesmo com limitacdo hidrica a
estirpe  SEMIA 587 foi a de maior
ocupacdo nodular, mostrando ser a mais
indicada nestas condicoes.

A SEMIA 5080 (n&o inoculada) foi
a que apresentou a menor ocupagao
nodular entre as estirpes analisadas,
demonstrando que as estirpes naturalizadas
apresentam baixa competitividade para a
nodulacéo.
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