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Resumo: A soja destaca-se como a principal oleaginosa produzida no mundo. Durante seu ciclo
de desenvolvimento, o nitrogénio (N) € o nutriente requerido em maior quantidade, o que
evidencia a importancia da fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) para a cultura. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo na soja com diferentes formulagoes
comerciais de Bradyrhizobium japonicum na fixacdo biologica de nitrogénio. O experimento foi
instalado na casa de vegetagao do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), localizado
em Patos de Minas (MG), composto por seis tratamentos (T1: Controle; T2: Formulagao 1; Ts:
Formulacgao 2; T4: Formulagao 3; Ts: Formulacao 4; Te: Formulacao 5) e oito repeti¢des, em DBC.
A cultivar de soja utilizada foi a TEC 7022 IPRO e as aplica¢oes foram realizadas via tratamento
de sementes. As avaliacdes se dividiram em duas etapas, sendo 24 unidades experimentais no
estagio Vi e o restante no estagio R2. As anadlises de nitrato redutase e de ureideos foram
executadas no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (5%). Os
resultados demonstraram que as diferentes formulacdes de Bradyrhizobium japonicum nao
promoveram diferengas significativas para o nimero de nddulos, massa seca de raiz e atividade
de nitrato redutase. Entretanto, houve diferenca significativa para os teores de ureideos nas
folhas, com incremento de 83% na formulacao 4, o que indica melhor eficiéncia na assimilacdo e
transporte do nitrogénio fixado.
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Abstract: Soybean stands out as the main oilseed crop produced worldwide. During its
development cycle, nitrogen (N) is the nutrient required in the greatest amount, which highlights
the importance of biological nitrogen fixation (BNF) for this crop. This study aimed to evaluate
the effect of soybean inoculation with different commercial formulations of Bradyrhizobium
japonicum on biological nitrogen fixation. The experiment was conducted in the greenhouse of the
University Center of Patos de Minas (UNIPAM), located in Patos de Minas, Minas Gerais, Brazil,
and consisted of six treatments (T1: control; T2: Formulation 1; T3: Formulation 2; T4: Formulation
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3; T5: Formulation 4; T6: Formulation 5) and eight replications, in a randomized block design.
The soybean cultivar used was TEC 7022 IPRO, and the applications were performed through
seed treatment. The evaluations were divided into two stages, with 24 experimental units
assessed at the V4 stage and the remaining units at the R2 stage. Nitrate reductase and ureide
analyses were performed at the Center for Research in Plant Physiology and Stress (NUFEP). The
data were subjected to analysis of variance, and the means were compared using the Scott—Knott
test at 5% significance. The results showed that the different formulations of Bradyrhizobium
japonicum did not promote significant differences in the number of nodules, root dry matter, or
nitrate reductase activity. However, there was a significant difference in leaf ureide contents, with
an 83% increase in Formulation 4, indicating greater efficiency in the assimilation and transport
of fixed nitrogen.

Keywords: BNF; Glycine max; nodules; nitrate reductase; ureides.

1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € a principal leguminosa produzida no mundo,
sendo ela responsavel por um a cada quatro ddlares exportados pelo complexo
agroindustrial brasileiro (EMBRAPA, 2021). A relevancia do setor de soja para o Brasil é
evidente tanto pelo notdvel aumento na produgao quanto pelos ganhos obtidos com as
exportagoes e seus derivados, como 6leo e farelo. A soja, além de ser a principal fonte de
6leo para a producdo nacional de biodiesel, ¢ utilizada como alimento, tanto para
atender o mercado interno quanto o externo, em estado natural ou por meio dos seus
produtos processados.

A soja é uma cultura anual que apresenta elevada demanda por nitrogénio (N),
considerado o nutriente requerido em maior quantidade pela cultura. Estima-se que,
para cada 1.000 kg de graos produzidos, sejam necessarios aproximadamente 80 kg de
N (Campo; Hungria, 2000). As fontes de fornecimento desse N sdao o solo, pela
decomposicao da matéria organica, a fixacdo nao bioldgica, resultante de descargas
elétricas, os fertilizantes nitrogenados e o processo de Fixagao Biologica de Nitrogénio
(FBN) (Hungria et al., 2001). A inoculagao de bactérias no tratamento de sementes de soja
¢ indispensavel para a FBN, por meio da associagao simbidtica das plantas da familia
Leguminosae com bactérias pertencentes a diversos géneros como Rhyzobium,
Bradyrhizobium, Azorizhobium, Photorizhobium, Sinorizhobium, comumente denominadas
como rizébios (Hungria et al., 2001).

A partir da falta de N no solo, exsudagdes sao emitidas pelas raizes da soja,
atraindo bactérias do género Bradyrhizobium japonicum que auxiliam no processo de
fixagdo, as quais infectam os pelos radiculares e formam nddulos responsaveis pela FBN.
O nitrogénio atmosférico (N2) é captado e transformado em amoénio (NHs*) devido a
presenca da enzima nitrogenase e faz com que esse N2 seja assimildvel para a planta.
Todavia, a FBN é um processo metabolico de elevado gasto energético para a célula, com
o consumo de 16 ATP’s para produzir duas moléculas de amonia (NHs) a partir de uma
molécula de N2 atmosférico (Taiz; Zeiger, 2004).

A FBN é importante, pois consegue suprir a demanda de nitrogénio de que a
planta necessita, logo proporciona uma economia na utiliza¢ao de adubos e fertilizantes.
Segundo Alves, Boddey e Urquiaga (2003), quando feita a inoculagdo corretamente, a
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simbiose promove uma alta eficiéncia e dificilmente a fertilizacao nitrogenada resulta
em acréscimos na produtividade. Entretanto, em condi¢oes de alta disponibilidade de N
no solo, a planta prioriza a absorgao desse mineral e a atividade dos rizobios diminui,
uma vez que o nutriente estd numa forma prontamente disponivel para a soja, com
menor gasto energético em relagao a FBN (Hungria; Campo; Mendes, 2007).

Apesar da ampla utilizacdo de inoculantes na cultura da soja, as formulagoes
comerciais podem apresentar variagdes na capacidade de sobrevivéncia bacteriana,
nodulacao e fixacdo de nitrogénio. Dessa forma, torna-se importante avaliar o
desempenho fisioldgico dessas formulagdes em condigdes controladas. Diante desse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagao na soja
com diferentes formulagdes comerciais de Bradyrhizobium japonicum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 IMPLANTACAO E CONDUCAOQO

O experimento foi instalado na casa de vegetacao do Centro Universitario de
Patos de Minas (UNIPAM), localizado em Patos de Minas (MG). O local tem as seguintes
coordenadas geograficas: 18°34’ S (latitude Sul), 46°31" W (longitude Oeste) e 815 m de
altitude. Segundo a classificagao de K&ppen, apresenta clima tropical de altitude (Cwa),
com precipitagdo média anual em torno de 1400 mm (Souza et al., 2005), sendo a
temperatura média anual igual a 21,1 °C; a maxima anual, 27,8 °C; e a minima anual, 16,3
°C, conforme dados da Estagao Meteoroldgica de Sertaozinho (EPAMIG) localizada no
municipio de Patos de Minas (MG).

Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados (DBC), composto por seis
tratamentos e oito blocos, totalizando 48 unidades experimentais (Tabela 1). O
experimento foi montado em vasos plasticos com capacidade de cinco litros. Realizou-
se a mistura de solo e areia autoclavado, na proporcao de 9:1, respectivamente. A
adubagao foi realizada conforme a analise de solo e exigéncia da cultura. No momento
do plantio, nao foi usada nenhuma fonte de N, para que nao se tivesse interferéncia na
formacao de nédulos.

Tabela 1: Descricao dos tratamentos utilizados no trabalho intitulado
“Inoculac¢do na soja com diferentes formulagdes de Bradyrhizobium japonicum”, 2025

Tratamento Formulagoes UFC/ml
T1 Controle 0

T2 Formulagao 1* 1,0x10°
T3 Formulagao 2* 7,0x10°
T4 Formulagao 3* 6,0x10°
T5 Formulagao 4* 7,2x10°
T6 Formulagao 5* 1,0x10%

*Produtos comerciais.
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A bactéria contida nos produtos inoculantes do presente trabalho foram do
género Bradyrhizobium japonicum, que possui as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080. O
numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de cada produto foi uniformizado
de acordo com a recomendacao técnica da EMBRAPA de 1,2 milhoes de células por
semente (Ferreira et al., 2011), aplicadas via tratamento de sementes (TS). A variedade
implantada no experimento foi a TEC 7022 IPRO.

2.2 AVALIACOES

As avaliagdes foram divididas em duas etapas, sendo: 24 unidades
experimentais submetidas a avaliagdo no estagio Vi e o restante no estagio R2. Foram
quantificados os nddulos totais, os nddulos ativos, a massa seca de raizes, além das
quantificacdes da enzima nitrato redutase e dos ureideos no Laboratoério do Nucleo de
Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP) do Centro Universitario de Patos
de Minas (UNIPAM) em Patos de Minas (MG).

Para quantificar os nddulos totais foram considerados todos os nddulos da raiz
no estagio Vi e Ra. Para quantificar os nddulos ativos, foram considerados apenas os
nodulos com a coloragao avermelhada em seu interior no estdgio Ro.

Para avaliacdo da massa seca de raizes, realizadas no estagio Rz, elas foram
inseridas em sacos de papel para a secagem em estufa de ventilagao forcada a 75°C até
atingirem peso constante. Apds a secagem, as raizes foram pesadas em balanca de
precisao para obter os resultados da matéria seca de raizes.

Para quantificagdo da atividade da enzima nitrato redutase, foram retirados 200
mg de folhas frescas ao acaso na forma de disco com 0,8 cm de diametro, no estagio Vs
da planta, os quais foram colocados em tubos de ensaio de 15 mL com tampas contendo
4 mL de KNOs (0,25 M) em tampao fosfato. Os tubos de ensaio foram envolvidos em
papel aluminio e mantidos em banho Maria a 35°C durante 2 h, agitados de 5 em 5
minutos. Logo ap0s, foi pipetado 1 mL da solugao de cada tubo de ensaio para baldao
volumeétrico de 50 mL para cada um dos respectivos tratamentos, evitando particulas de
folhas. Em seguida, foi colocado H20 destilada até completar 25 mL do balado e a seguir
1 mL de 4cido sulfanilico. Essa solugdo foi mantida em repouso de 5 a 10 min.
Posteriormente foi adicionado 1 mL de alfanaftalamina e 1 mL do tampao de acetato de
sodio e foi completado volume a 50 mL com H2O destilada. A leitura foi realizada depois
de 10 e antes de 30 minutos no Espectrofotdometro, o qual foi ajustado ao valor zero com
agua destilada, a uma leitura de 540 nm. A estimativa da atividade da enzima nitrato
redutase foi obtida por meio da curva padrao de nitrito (NO:-), ajustada de acordo com
as concentragoes de N na forma de NO:-. A partir das absorbancias, foi ajustado o grafico
(concentragao x leitura), obtendo-se a equagao de regressao linear. Logo apds, de acordo
com esses dados, foi realizado o calculo da atividade da enzima nitrato redutase,
expressos em pg de N-NOz por g de fitomassa verde por hora.

Para a determinagao de ureideos, 200 mg de material vegetal no estagio R:
foram transferidos para tubo falcon e adicionados 10 mL de dgua Milliq. Apos esse
procedimento, o material foi incubado a 45 °C durante uma hora e, posteriormente
centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos, ao final, o sobrenadante foi separado e
armazenado em freezer para posterior avaliagdo. O teor de ureideos (N-Ureideos) foi
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determinado com base no método proposto por Young e Conway (1942); utiliza-se 1 mL
da amostra, que foi adicionada a tubo de ensaio, depois foram adicionados 200 uL de
NaOH 0,5 N. Posteriormente, a solugao foi colocada em banho-maria 100 °C durante 10
minutos. Apos esse procedimento, foram adicionados 400 uL de solugao contendo HCl
0,66N + Cloridrato de Funil-hidrazina 0,33%, a solugao homogeneizada foi levada
novamente para banho-maria a 100 °C durante dois minutos. Apds, foram colocados em
banho de gelo por 15 minutos, ao final foi adicionado 1 mL de solugao contendo
ferrocianeto de potassio 1,67% + HCI 10N. Apos 10 minutos, foram realizadas as leituras
em espectrofotometro a 525 nm. Os teores de ureideos foram obtidos a partir de curva
padrao de alantoina 1 mM, e os dados expressos em mM [ureideos] g [MS].

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 NUMERO DE NODULOS

A contagem de nodulos da primeira avaliacdo (estdgio Vi) nao revelou
diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao controle, evidenciando que as
formulagOes resultaram em uma nodulagao coincidente (Grafico 1).

Estratégias complementares, como a utilizagao de formulagoes ou veiculos que
favorecam a viabilidade e a sobrevivéncia das bactérias, bem como a suplementagao com
fontes especificas de nutrientes, poderiam ser utilizadas para contribuir na maximizagao
da eficiéncia do inoculante e promover uma fixacdo bioldgica de nitrogénio mais
consistente ao longo de todo o ciclo fenoldgico da cultura (Damasio et al., 2025).

Grafico 1: Numero de ndédulos totais na 12 avaliagao - V4 no ensaio intitulado
“Inoculagdo na soja com diferentes formulagdes de Bradyrhizobium japonicum”, 2025
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Na segunda avaliagao (estagio Rz), também nao houve diferenga significativa
entre os tratamentos na contagem de nddulos totais e de nddulos ativos (Gréfico 2). Esse
comportamento pode estar relacionado com algum tipo de estresse submetido durante
a condugao do trabalho, mesmo que em ambiente de estufa, como a influéncia da
temperatura.

De acordo com Hungria e Nogueira et al. (2020), a avaliagdo do ntiimero de
nodulos apresenta melhores resultados em aplicagao de inoculante turfoso, comparado
com inoculante liquido. Essa representatividade da turfa pode ser explicada por sua
aptidao de proporcionar protecao fisica aos rizobios, além da alta capacidade de reter
agua e nutrientes (Balatti; Freire, 1996). Por assim ser, pode ser considerado o uso de
inoculante turfoso em oposigao do inoculante liquido.

Grafico 2: Numero de nédulos totais e ativos na 22 avaliagao - Rz no ensaio intitulado
“Inoculagao na soja com diferentes formulagoes de Bradyrhizobium japonicum”, 2025
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3.2 MATERIA SECA DE RAIZ

A massa da matéria seca da raiz ndo se diferenciou estatisticamente do controle
nem dos tratamentos entre si (Grafico 3). Nesse sentido, é relevante destacar que a
resposta da massa seca na soja a diferentes formulag¢oes de inoculantes pode variar, uma
vez que estd condicionada a varios fatores que envolvem as interagdes estabelecidas com
as estirpes de Bradyrhizobium spp. Além disso, a drea radicular estd ligada a formacao
dos nédulos (Fagan et al., 2015), destacando neste trabalho que os resultados obtidos na
massa de matéria seca de raiz possuem relacao com a contagem dos nédulos.
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Grafico 3: Massa de matéria seca de raiz no estagio Rz no ensaio intitulado “Inoculacao
na soja com diferentes formulac¢oes de Bradyrhizobium japonicum”, 2025

3.0 CV: 12,87%
2.7 2.7
2.5ns 2.5
< P

— 25 23 2.4
5
=
)
29 20
N
it
<
= 15
o
v}
&
@
@
g 1.0

0.5

0.0

Controle Formulagio 1 Formulagio 2 Formulagdo 3 Formulagio 4 Formulagio 5

*ns: nao significativo
3.3. NITRATO REDUTASE

No Grafico 4, observa-se que os tratamentos nao apresentaram diferenca
estatistica significativa em relacao ao controle, apesar da assimilacdo de nitrato ter tido
um incremento de 155% na primeira formulacao testada, em comparagao ao controle.
Isso pode ser explicado, pois, nesse estagio (Vs), a assimilagao de nitrogénio via nitrato
¢ fundamental, ja que a maior parte do N assimilado ¢ oriunda do solo, sem causar
prejuizos a FBN (Soares, 2013).

E relevante considerar que, no presente trabalho, nio foi realizada a adubagao
nitrogenada do solo no momento do plantio. Todavia, houve a atividade da enzima
nitrato redutase, e isso pode ser correlacionado com o N residual proveniente do solo
coletado, uma vez que solo foi retirado de area agricultavel e apresenta nutrientes na
analise de fertilidade.

A nitrato redutase, por ser a primeira enzima da via de redugdo do nitrato,
controla a sua taxa de assimilacdo do nitrato, constituindo um fator importante na
regulacdo do crescimento, desenvolvimento e produgao de proteinas. A assimilagao
dessa enzima é o principal processo pelo qual o nitrogénio atmosférico é convertido em
amonia (NHs) e nitrato (NOs') (Solomonson; Barber, 1990). O nitrato pode ser reduzido
a nitrito (NOy) e depois a amonia (NHs) dentro da planta (EMBRAPA, 2022).
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Grafico 4: Nitrato redutase no estagio V4 no ensaio intitulado “Inoculagao na soja com
diferentes formulagoes de Bradyrhizobium japonicum”, 2025
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3.4 UREIDEOS

A analise de ureideos revelou diferencas estatisticamente significativas dos
tratamentos em relacao ao controle (Grafico 5). Em soja, a principal forma de transportar
nitrogénio sao os ureideos, o que indica que o tratamento com a quarta formulagao
apresentou um incremento de 83% em relagdo ao controle, sendo mais eficiente na
assimilagdo e transporte do nitrogénio fixado, em seguida da primeira formulagao,
segunda, terceira e quinta, que promoveram um aumento de 55%, 50%, 46% e 33%,
respectivamente.

Grafico 5: Ureideos no estagio R2 no ensaio intitulado “Inoculacao na soja com
diferentes formulagdes de Bradyrhizobium japonicum”, 2025
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*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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4 CONCLUSAO

As diferentes formulagdes de Bradyrhizobium japonicum nao promoveram
diferengas significativas para nimero de nddulos, massa seca de raiz e atividade de
nitrato redutase. Entretanto, houve diferenga significativa para os teores de ureideos nas
folhas, com incremento de 83% na formulagao 4, o que indica melhor eficiéncia na
assimilacao e transporte do nitrogénio fixado.
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