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RESUMO

SANTOS, Wadson de Menezes. Emissoes de N2O na cultura da soja inoculada com
diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. 2021. 81f. Tese (Doutorado em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

A soja (Glycine max [L.] Merr.) devido ao seu teor de proteina nos graos, necessita de elevado
aporte de nitrogénio (N), que € fornecido pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) pela
inoculagdo de estirpes de Bradyrhizobium spp. recomendadas para soja no Brasil. Essas estirpes
de bactérias possuem capacidade de desnitrificacdo diferentes entre si, o0 que pode afetar as
emissoes de N>0O. Conhecer essa caracteristica de cada uma das estirpes mais utilizadas no
mercado pode se tornar uma estratégia para mitigar as emissoes de N>O na cultura da soja. Este
trabalho teve como objetivos avaliar a eficiéncia agrondmica e as emissdes de N2O na cultura
da soja pela inoculacdo de estirpes de Bradyrhizobium spp. com diferentes capacidades
desnitrificantes. Foi realizado um experimento in vitro, dois experimentos em campo, O
primeiro entre os anos de 2017 e 2018, e o segundo em 2020 na Estacdo Experimental da
Embrapa Agrobiologia, um outro experimento em casa de vegetacao foi realizado entre 2019 e
2020, todos na Embrapa Agrobiologia, no municipio de Seropédica, RJ. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, com cinco repeti¢des, € 0s tratamentos consistiram na
inoculag@o das sementes de soja com estirpes de Bradyrhizobium spp. recomendadas no Brasil,
que sao a CPAC 7 (Bradyrhizobium diazoefficiens), CPAC 15 (Bradyrhizobium japonicum),
29 W e SEMIA 587 (Bradyrhizobium elkanii), mais o tratamento Controle (sem bactéria) e Solo
(sem planta). No experimento in vitro o delineamento foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticoes. Nos experimentos em campo, a estirpe 29W apresentou em geral elevada massa
seca de nddulos, altas taxas de FBN e balango positivo de N para o solo. A SEMIA 587
aumentou a produtividade em relacdo ao Controle, ndo diferindo das demais estirpes no
experimento 2017/2018, ja no experimento 2020 ndo houve efeito (p<0,05) da inoculagao com
Bradyrhizobium spp. O N é acumulado em maiores propor¢des nos graos da soja, e as folhas
senescentes e os nddulos sao as partes da planta que mais contribuem com N para o solo. Nos
experimentos em campo nao houve efeitos das estirpes nas emissdes de N>O, sendo o preparo
do solo e a decomposi¢ao dos residuos no final do ciclo e pds-colheita os fatores que mais
influenciaram as emissdes. Os fatores de emissdo (FE) foram menores que o valor de 1%
estabelecido pelo Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC), exceto para o
tratamento Controle e a CPAC 15 no experimento de campo 2020. Em condi¢des de casa de
vegetacdo a CPAC 7, SEMIA 587 e 29W apresentaram elevada FBN, e a CPAC 7 reduz as
emissoes de N20 na cultura da soja, resultado que foram comprovados com os genes de
desnitrificacdo observados nos ndédulos. No experimento in vitro o acetileno inibiu a 6xido
nitroso redutase (nosZ), permitindo uma maior emissao de N>O.

Palavras-chave: Oxido nitroso redutase. '>N. Fixac#o bioldgica de nitrogénio.



ABSTRACT

SANTOS, Wadson de Menezes. N20O emissions in soybean culture inoculated with different
strains of Bradyrhizobium spp. 2021. 81p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science)
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Soybean (Glycine max [L.] Merr.) is the main Brazilian agricultural crop. Due to its high protein
content (40%), it needs a high supply of nitrogen (N), which is provided by biological nitrogen
fixation (BNF) by inoculating with it strains of Bradyrhizobium spp. recommended for
soybeans in Brazil. These strains have different denitrification capacities that can affect N>O
emissions. The management of these strains can become a strategy to mitigate N>O emissions
the production of soybean. This study aimed to evaluate agronomic efficiency and N>O
emissions in soybean by inoculation of strains of Bradyrhizobium spp. with different
denitrifying capacities. An in vitro experiment was carried out, two field experiments were
conducted, the first between the years 2017 and 2018, and the second in 2020 at the Embrapa
Agrobiologia Experimental Station, another greenhouse experiment was carried out between
2019 and 2020 at Embrapa Agrobiologia, both located Seropédica, Rio de Janeiro. The
experimental design was a randomized block, with five replications, and the treatments
consisted of inoculating soybean seeds with strains of Bradyrhizobium sp. recommended in
Brazil, which are CPAC 7 (Bradyrhizobium diazoefficiens), CPAC 15 (Bradyrhizobium
Jjaponicum), 29 W and SEMIA 587 (Bradyrhizobium elkanii), more Control (without bacteria)
and Soil (without plant) treatment. In the in vitro experiment, the design was completely
randomized, with five replications. In field experiments, strain 29W generally presented a high
nodule dry mass, these results were also reflected in high BNF rates and positive N balance for
the soil. SEMIA 587 increased productivity compared to Control, not differing from the other
strains in the 2017/2018 experiment, whereas in the 2020 experiment there was no effect
(P<0.05) of the inoculation with Bradyrhizobium spp. N is accumulated in greater proportions
in soybeans, and senescent leaves and nodules are the parts of the plant that most contribute N
to the soil. In the field experiments, there was no effect of the strains on N>O emissions, with
soil preparation in the field and in the pot and the decomposition of residues at the end of the
cycle and post-harvest are the factors that most influenced the emissions. EFs were less than
1% established by the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), except for Control
treatment and CPAC 15 in the 2020 field experiment. Under greenhouse conditions, CPAC 7,
SEMIA 587 and 29W presented high BNF, and CPAC 7 reduces N>O emissions in soybean,
results that were proven with the denitrification genes observed in the nodules. In the in vitro
experiment, acetylene inhibited nitrous oxide reductase (nosZ), allowing a greater emission of
N>O.

Key words: Nitrous oxide reductase. ’N. Biological nitrogen fixation.
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1. INTRODUCAO

A mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa (GEE) é atualmente uma das
principais preocupagdes politicas e cientificas, devido a sua relagdo com o aquecimento global
e as mudangas climéticas (TORTOSA et al., 2015). O 6xido nitroso (N2O) € um importante gas
de efeito estufa, e apresenta um potencial de aquecimento global 296 vezes maior que o didxido
de carbono (COy) e uma vida 1util de 120 anos (MIHRE et al., 2013). A concentracao de N>O
atmosférico aumentou de 270 ppb no periodo pré-industrial (1000-1750) para 330 ppb em 2017
(WMO, 2018).

Em escala global, a agricultura é a maior fonte de N>O (4,1 Tg N-N,O ano)
contribuindo com 60% de todas as emissdes antropogénicas desse gas (UNEP, 2013; CIAIS et
al., 2014). Os processos microbioldgicos responsaveis pela emissao de N2O nos solos agricolas
sdo a nitrificacdo, e principalmente a desnitrificacio (THOMSON et al., 2012; RUSER;
SCHULZ, 2015). A aplicacao de N-fertilizantes € a principal fonte de N>O, sendo responsavel
pela emissdo da metade do N>O antropogénico global (SHCHERBAK et al., 2014; UCHIDA;
VON REIN, 2019).

A simbiose entre leguminosa e rizébio é uma alternativa eficaz e sustentdvel para
substituir a fertilizacdo nitrogenada em culturas de leguminosas (TORTOSA et al., 2015; ZILLI
etal., 2019). A atmosfera é composta por 78% de N», porém para este N entrar no sistema solo-
planta em formas disponiveis as plantas € necessario que ocorra a fixacao biolégica de N2 (FBN)
ou a fixagc@o quimica, através da producao industrial de fertilizantes pelo processo Haber-Bosch,
ou ainda, em menor propor¢do, através de descargas elétricas atmosféricas (FOWLER et al.,
2013). Enquanto a fixacdo quimica requer uma grande quantidade de energia f6ssil, para se
alcancar as condicdes de temperatura e pressdo para quebra da ligacdo trivalente da molécula
de N>, a energia na FBN vem da fotossintese realizada pelas plantas, o que evita a emissao de
cerca de 4,5 kg CO; f6ssil por kg de N produzido industrialmente (ROBERTSON; GRACE,
2004).

A soja (Glycine max [L.] Merr.) é a principal leguminosa cultivada no mundo
representado 77% de todo N> fixado globalmente entre as culturas de leguminosas (HERRIDGE
et al., 2008). A expansdo da soja para dreas tropicais com solos deficientes em nitrogénio esta
ligada a sua alta capacidade de fixar N> em simbiose com Bradyrhizobium spp. (HUNGRIA et
al., 2015), podendo acumular mais de 300 kg N ha'!. Estima-se que no Brasil a fixacdo média
seja de 80%, nao requerendo a aplicagdo de N-fertilizante (CREWS; PEOPLES, 2004;
HERRIDGE et al., 2008). Isso foi possivel devido ao melhoramento genético associado a
selecao de estirpes eficientes para a soja (ALVES et al., 2003).

Porém, além de fixar nitrogénio algumas estirpes de Bradyrhizobium spp. inoculadas na
soja tém a capacidade de desnitrificar e produzir NoO (INABA et al., 2009; ITAKURA et al.,
2013; ZILLI et al., 2019). Em condi¢d@o de anaerobiose o Bradyrhizobium spp. pode utilizar o
nitrato (NO3) como aceptor final de elétrons para obter energia (INABA et al., 2012;
SIQUEIRA et al., 2017). A desnitrificacao se inicia com a reducao do NOs™ a nitrito (NO2") pela
enzima nitrato redutase codificada pelos genes nap/nar. Em seguida, o NO;™ € reduzido a 6xido
nitrico (NO) pela nitrito redutase (nir), e na sequéncia ocorre a reducdo de NO para N>O pela
enzima 6xido nitrico redutase (nor). Por tltimo, o N>O € reduzido a N> pela enzima 6xido
nitroso redutase (nos) (BUENO et al., 2012). A atividade da hidrogenase durante a FBN € outro
fator que pode influenciar nas emissdes de N2O, pois estirpes sem atividade de hidrogenase
(Hup®) produzem maior quantidade de hidrogénio (H2) que pode estimular os desnitrificadores
e aumentar as emissdes de N2O (FLYNN et al., 2014).



Entre as estirpes utilizadas como inoculantes da soja no Brasil, a CPAC 7 (=SEMIA
5080) de Bradyrhizobium diazoefficiens tem todos os genes necessarios para desnitrificacdao
completa para No. A CPAC 15 (=SEMIA 5079), de Bradyrhizobium japonicum, pode
desnitrificar até N>O, pois ndo tem o gene nosZ. E as estirpes 29 W (=SEMIA 5019) e SEMIA
587, ambas Bradyrhizobium elkanii, nao desnitrificam, pois carecem dos genes que codificam
a subunidade catalitica das redutases desnitrificantes (ZILLI et al., 2019). Destas estirpes
apenas a CPAC 7 apresenta hidrogenase ativa (Hup™) (BODDEY; HUNGRIA, 1997).

A desnitrificacdo pelas estirpes de Bradyrhizobium spp. pode ser realizada dentro dos
nédulos, ou quando as estirpes estdo em vida livre, no solo (HIRAYAMA et al., 2011;
OBANDO et al., 2019). Devido estas diferencas genéticas que determinam a capacidade de
desnitrificacdo ou nao entre as estirpes, alguns resultados de pesquisa sugerem que as estirpes
capazes de desnitrificar o N2O até N> poderiam ser exploradas na inoculacdo da soja como
estratégia de mitigacdo de emissdes de NoO (ITAKURA et al., 2013; UCHIDA; AKIYAMA,
2013).

A soja ao fixar o N> também pode estimular as emissdes de N>O pelo aumento da entrada
de N no solo, fornecendo N adicional para a nitrificagdo e desnitrificacao pela decomposi¢dao
de residuos da colheita, sendo os nddulos a principal fonte de N>O em pds-colheita
(ALMARAZ et al., 2009; INABA et al., 2009). Dessa forma, o impacto da cultura na producao
do N2O tem potencial, o que dependerd das condi¢des de decomposicao do residuo, mas resta
a ddvida sobre o quanto as estirpes comerciais interferem na magnitude das emissdes.

A metodologia mais comumente empregada para quantificar as emissdes de N>O de
culturas agricolas utiliza o fator de emissdo (FE) de 1%, ou seja, 1 kg de N-N>O € produzido
para cada 100 kg N de residuos deixados no campo ap6s a colheita (IPCC, 2006). No entanto,
apesar da cultura da soja ser a mais importante em drea plantada no Brasil, praticamente ndao
existem avaliacdo das emissdes de N>O nesta cultura em diferentes regides do territério
nacional. Mesmo em termos globais, existem criticas quanto as avaliagOes realizadas que
variam no periodo de monitorado, frequéncia de amostragens, € quanto ao contexto em que 0O
plantio € realizado (rotac@o de culturas ou diferentes sistemas de preparo do solo etc.). Além
disso, vdrias avaliacdes das emissdes de N>O da cultura da soja ndo incluem o tratamento
controle (sem residuos) e quantificam o total de N dos residuos deixados no campo, sendo dificil
obter uma estimativa mais préxima da realidade (IPCC, 2006; UCHIDA; AKIYAMA, 2013).

Visto a importancia socioecondmica da cultura da soja, existe a preocupagao quanto aos
impactos ambientais que esta pode gerar, requerendo-se estudos de campo mais detalhados,
sobre as emissdes de N2O na soja com vistas a estabelecer estratégias de mitigacao.

Assim, as hipéteses cientificas deste trabalho foram:

a) As emissdes de N2O na cultura da soja podem ser mitigadas pela inoculacido de
estirpes de Bradyrhizobium spp. que desnitrificam totalmente o nitrato até No.

b) A decomposicao de residuos da soja € a principal fonte de N>O ao longo do ciclo
da cultura.

¢) O fator de emissdo direta de N>O da soja nas condi¢des edafocliméticas brasileiras
€ menor do que o fator default de 1% proposto pelo IPCC (2006).

d) A inoculacdo com Bradyrhizobium spp. na soja aumenta o desempenho agrondmico
da cultura.

Com base nas hipdteses desta tese, o objetivo geral foi avaliar o desempenho
agrondmico e o potencial mitigador das emissdes de N>O na cultura da soja pela inoculacdo de
estirpes comerciais de Bradyrhizobium spp. que apresentam contrastantes potenciais de
producdo de N2O.



Os objetivos especificos foram:

a)
b)
c)

d)

Avaliar a eficiéncia agrondmica e a contribui¢io da FBN pela inocula¢do das
estirpes de Bradyrhizobium spp. recomendadas para a cultura da soja no Brasil.
Monitorar as emissdes de N>O ao longo do ciclo da cultura da soja inoculada com
diferentes estirpes comerciais de Bradyrhizobium spp.

Determinar o fator de emissao de N>O e avaliar o balango de nitrogénio no cultivo
de soja em ambiente tropical.

Avaliar como as emissdes de NoO variam na cultura da soja em funcdo da presenga
dos genes responsaveis pela desnitrificacdo nos nédulos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia da Cultura da Soja

A soja foi introduzida no Brasil em 1882 vinda dos EUA, porém seu cultivo até 1980
foi restrito a regido Sul do Brasil por se tratar de cultivares adaptadas a clima temperado. A
expansdo da soja para a regido do Cerrado foi possivel gracas ao desenvolvimento de cultivares
adaptadas a baixas latitudes, pois estas novas cultivares sdo menos sensiveis a variagdes do
fotoperiodo. Além disso, o desenvolvimento de pesquisas de manejo da fertilidade do solo
tornou possivel o cultivo nos solos dcidos e pobres do Cerrado. Nos anos 90, a soja avangou em
direcdo ao centro norte do pais e, nos anos 2000, expandiu-se para o norte do pais
(CATTELAN; DALL’AGNOL, 2018).

Atualmente, os principais paises produtores de soja sao Brasil, Estados Unidos, China e
Argentina, dos quais o Brasil € responsdvel por 50% da produ¢do mundial. No Brasil, a soja é
cultivada em mais de 38,5 milhdes de hectares, com uma producdo de 135,9 milhdes de
toneladas na safra 2020/2021. Esta cultura € a mais importante do pafis, tanto pela drea plantada
e volume de producdo, como também pelo grande volume de exportagdes, que foi de 74,1
milhdes de toneladas em 2020 (CONAB, 2021).

Dentre os fatores que fazem com que a soja seja uma das principais culturas agricolas
no mundo € o seu alto valor nutricional, composto principalmente por 40% de proteina e 20%
de 6leo (BONATO et al., 2000). Por essas caracteristicas apresenta alta demanda de nitrogénio,
estudos estimam que para produzir 3.000 kg de graos de soja por hectare sdo necessarios 240
kg de N, dos quais 195 kg sdo retirados da lavoura pelos graos (HUNGRIA et al., 2001). A
maioria dos solos brasileiros apresentam baixa disponibilidade de N, portanto a producao de
soja sem uso de N-fertilizante apenas € possivel gracas a contribuicdo da FBN, através da
inoculagdo com bactérias diazotréficas selecionadas. Este processo € capaz de suprir as
necessidades de N da planta, fazendo com que a soja brasileira se torne competitiva no mercado
externo (HUNGRIA et al., 1994, 1999; HUNGRIA et al., 1997; URQUIAGA et al., 2018).
Ensaios relacionados ao cultivo de soja com manejo intensificado e alto nivel tecnolégico
apontam rendimentos superiores a 6.800 kg ha™!', com estimativa de 380 kg de N exportado nos
graos, indicando que a FBN € capaz de suprir a demanda de N mesmo que se duplique a atual
produtividade média de graos (URQUIAGA et al., 2018). Em geral, um levantamento realizado
no Brasil indica que a dependéncia do N da soja derivado da FBN varia entre 69 a 94%
(HUNGRIA et al., 2005a).

2.2 Bactérias Diazotroéficas Utilizadas como Inoculantes da Soja no Brasil

Os primeiros ensaios de melhoramento da soja no Brasil foram realizados com
inoculacdo das sementes e sem aplicacdo de N-fertilizante, considerando que as primeiras
variedades introduzidas no Brasil tinham a capacidade de fixar N, dentre as diversas avaliacdes
realizadas, uma delas era de nodulagdo. Em 1950 foi iniciada no Rio Grande do Sul pela atual
FEPAGRO (Fundagao Estadual de Pesquisa Agropecudria) pesquisas para a selecao de estirpes
e a producdo de inoculantes, principalmente para soja, as quais eram depositadas na cole¢cdo
SEMIA (se¢do de microbiologia agricola). De 1968 a 1975 a estirpe SEMIA 587 isolada pela
FEPAGRO na regido de Santa Rosa-RS, passou a ser recomendada como inoculante de soja.
Em 1979, a SEMIA 587 voltou a ser recomendada, juntamente com a SEMIA 5019 (=29W),
isolada na atual Embrapa Agrobiologia, ambas estirpes classificadas como Bradyrhizobium
elkanii. A partir de 1992, foram recomendadas mais duas estirpes, a SEMIA 5079 (=CPAC 15)
e a SEMIA 5080 (=CPAC 7), provenientes da atual Embrapa Cerrados, ambas classificadas
como Bradyrhizobium japonicum (FREIRE; VERNETTI, 1999). Atualmente, a SEMIA 5080
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foi reclassificada como Bradyrhizobium diazoefficiens (DELAMUTA et al., 2013). Estas duas
estirpes sdo as mais utilizadas pelos agricultores na regido do Cerrado, principal regidao
produtora de soja do Brasil (HUNGRIA; MENDES, 2015).

Atualmente, estima-se que os inoculantes de soja a base de Bradyrhizobium spp. sejam
aplicados nos quase 37 milhdes de hectares cultivados no Brasil. As quatro estirpes
recomendadas sdo utilizadas sozinhas ou em combinagdo, sendo comercializadas no Brasil mais
70 milhdes de doses anualmente (SANTOS et al., 2019).

A economia de N-fertilizante alcancadas pela FBN no Brasil excede os 12 milhdes de
toneladas de N mineral por ano, avaliado em mais de US $ 13 bilhdes (HUNGRIA; MENDES,
2015; SANTOS et al., 2019; ZILLI et al., 2019). Além dos beneficios econémicos, o uso de
bactérias diazotréficas como inoculantes das culturas é uma politica incentivada pelo governo
federal por mitigar as emissdes de gases de efeito estufa (BRASIL, 2012).

2.3 Fixacao Biologica de Nitrogénio

Bactérias diazotréficas sdo membros da ordem bacteriana Rhizobiales da classe a-
Proteobacteria que t€m a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (N»), através da simbiose
com raizes de leguminosas, ou em vida livre (SANCHEZ et al., 2011).

A percepcao de que os exsudatos radiculares das leguminosas desencadeiam a producao
de sinais do fator nodal rizobial, que por sua vez sdo reconhecidos por receptores das plantas.
Toda essa sinalizag¢do levard a formacao de nddulos radiculares, dentro dos quais as bactérias
se diferenciam formando bacteroides (OLDROYD; DOWNIE, 2008). Estas sao as células
bacterianas especializadas em fixar N> e converter em NH3, que € usado pela planta para a
sintese de aminoécidos e proteinas (POOLE et al., 2018).

Na FBN, € a enzima nitrogenase que catalisa as reacdes por possuir sitios que facilitam
as trocas de alta energia dos elétrons. A nitrogenase é um complexo enzimdtico capaz de
catalisar a reducao de N> a aménia (NH3), sendo composta por dois componentes que sao
nomeados de acordo com a sua composi¢ao metdlica, o componente dimérico menor conhecido
como ferro proteina (Fe) (dinitrogenase redutase), que recebe elétrons da ferredoxina e hidrolisa
a adenosina trifosfato (ATP) reduzindo o componente heterotetramérico maior, conhecido
como proteina ferro-molibdénio (FeMo) (dinitrogenase), que contém o sitio catalitico da
enzima, reduzindo diretamente o N2 a NHz (DIXON; KAHN, 2004; CHERKASOV et al.,
2015).

Pelo menos dois ATP sdo necessdrios para cada transferéncia de elétrons, assim, pelo
menos 16 ATP sdo necessarios para fixar uma tnica molécula de N2, de acordo com a Equacgdo
1 (BURRIS et al., 1993; HOFFMAN et al., 2013; IGARASHI et al., 2003; DIXON; KAHN,
2004). Seis dos oito elétrons reduzem o N2, enquanto os outros dois produzem um subproduto
inevitdvel, o hidrogénio (CHERKASOV et al., 2015).

N2+8e +8H"+ 16 ATP — 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi (1)

Cerca de 25 a 60% da energia fornecida para a nitrogenase € utilizado para a formacao
de H», porém alguns rizébios, contém a enzima hidrogenase que € capaz de clivar o H, formado
e gerar elétrons para a reducao do N», aumentando a eficiéncia da FBN (TAIZ; ZHANG, 2017).
As hidrogenases provavelmente evoluiram antes do processo de fixagdo de N>, quando a
atmosfera terrestre tinha uma concentracdo mais elevada de H», fazendo com que parte dos
microrganismos desenvolvessem a capacidade de usar o H> como fonte de energia (VIGNAIS;
BILLOUD, 2007).



2.4 Mecanismo Bioquimico da Respiracao Aerobica e Desnitrificacao

Assim como na respiracdo aerdbica, a cadeia de reagdo da desnitrificacdo € dividida
entre 0 compartimento periplasmatico e citoplasmadtico, e permite a geracdo de uma forca
préton-motriz através da membrana bacteriana, que € explorada para a sintese de ATP (KRAFT
etal., 2011).

A desnitrificacdo e a respiracao aerdbica dependem do mesmo maquindrio respiratorio,
que consiste na desidrogenase do NADH (complexo 1), o “pool de quinonas”, o complexo bcl
(complexo III) e o citocromo c. Além disso, todos os desnitrificadores também sao capazes de
realizar a respiracdo aerébica (CHEN; STROUS, 2013). Assim, € possivel especular que os
componentes da construcdo do processo de desnitrificagdo foram utilizados e/ou rearranjados,
dando origem a evolu¢do do sistema respiratdrio aerébico em um momento em que a
concentracdo de oxigénio (O2) na atmosfera da Terra aumentou como resultado da atividade
fotossintética (CASTRESANA; SARASTE, 1995; DUCLUZEAU et al., 2009).

O complexo bacteriano I da respiracdo aerdbica consiste em uma estrutura de até 14
subunidades, codificada pelos genes nuoABCDEFGHIJKLMN (YIP et al., 2011; YAGI;
MATSUNO-YAGTI, 2003). Os elétrons sdo transportados a partir do NADH para a flavina
mononucleotideo (FMN), que segue por grupos de ferro-enxofre e, finalmente, alcancga o “pool
de quinona” (SAZANOV et al., 2006). Esse transporte de elétrons causa uma mudanca
conformacional na membrana do complexo I levando a translocacdo de quatro prétons sobre a
membrana celular por par de elétrons e a redu¢do das quinonas leva a remog¢ao de dois prétons
do citoplasma liberando-os no periplasma (EFREMOV et al., 2010; HUNTE et al., 2010;
MITCHELL, 1975).

O complexo bcl (complexo III) transmite os elétrons das quinonas para dentro da
membrana do citocromo ¢ no periplasma (BERRY et al.,, 2000). E na oxidase terminal
(complexo 1V), os elétrons do citocromo c ou das quinonas sdo transferidos para o Oz. A oxidase
terminal sdo proteinas integrais de membrana que reduzem Oz em um centro ativo binuclear
composto por uma heme de alta rotacdo (a3, o3 ou b3) e um ion de cobre (CuB). Os quatro
prétons necessdrios para a reducdo do O; para dgua (H0) sdo extraidos do citoplasma e
contribuem para a forca motriz de prétons (IWATA et al., 1995; SVENSSON-EK et al., 2002).

Na desnitrificagdo, a redutase do nitrato atua como um complexo enzimdtico que
catalisa o primeiro passo da desnitrificacao, que € a redu¢ao do NO3  a NO>". Esta enzima pode
estar localizada no citoplasma (nar) ou no periplasma (nap) (RICHARDSON et al., 2001). No
caso da nar mais energia é gerada devido o consumo adicional de prétons no citoplasma
(BERTERO et al., 2003), enquanto que, na nap a energia s6 € conservada pela acdo do
complexo I (RICHARDSON et al., 2000; SIMON et al., 2008).

Os sensores principais para efetuar a mudanga da respiragdo aerdbica para
desnitrificacdo sdo proteinas que regulam a transcricdo de genes em resposta a fatores
ambientais, como uma proteina de ligagdo ao DNA sensivel ao Oz, chamada FNR que mede o
nivel decrescente de O> usando um grupo ferro-enxofre (RICHARDSON et al., 2009).

Quando a proteina reguladora FNR detecta uma baixa concentracao de O, outro sensor
do nitrato detecta a presenca de NO3 no periplasma e, para a redu¢cdo do NO3 do lado
citoplasmatico da membrana, € ativado o transporte do NOs3™ através de transportadores narK1,
em seguida os elétrons do “pool de quinona” s@o retransmitidos para o sitio ativo da enzima por
uma série de aglomerados de ferro-enxofre (COELHO et al., 2011; NAJMUDIN et al., 2008),
que reduz o NO3™ a NO», que volta ao periplasma via transportadores narK2 (MOIR; WOOD,
2001; WOOD et al., 2002).

No espacgo periplasmético, duas enzimas nao homoélogas catalisam a reducdo do NO»”
em NO: a redutase do nitrito cd1 codificado por nirS, e a cobre redutase do nitrito codificada
por nirK. Por sua vez, o citocromo ¢ e/ou pequenas proteinas de cobre como a pseudoazurin
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(Paz) podem servir como doadores de elétrons para ambas as enzimas (SHAPLEIGH et al.,
2006; MOIR et al., 1993; KOUTNY et al., 1999). Na sequéncia as duas moléculas de 6xido
nitrico sdo combinadas e reduzidas pela 6xido nitrico redutase (nor) formando N>O, sendo os
elétrons originados das quinonas (HINO et al., 2012; FIELD et al., 2011).

O passo final da desnitrificacdo, é a reducdo do NoO em N> realizada pela 6xido nitroso
redutase (nos), que aceita elétrons do citocromo ¢ ou do “pool de quinonas”. A enzima contém
dois centros de cobre (CuA e CuZ) e os elétrons sdo transmitidos do primeiro para o segundo,
onde a reduc@o do N2O realmente ocorre, o CuZ contém quatro dtomos de cobre ligados por
dois dtomos de enxofre, e € inativado pelo O, (POMOWSKI et al., 2011). A cada reacao de
reducdo ocorre a formagdo de uma molécula de HoO (RICHARDSON et al., 2009).

A desnitrificagdo e respiracdo aerdbica podem se combinar em uma tunica cadeia
respiratdria hibrida, em que o 6xido nitrico € dismutado em oxigénio e nitrogénio, € a parte
final da cadeia prossegue aerobicamente via complexo IV (CHEN; STROUS, 2013; ETTWIG
et al., 2010).

Do ponto de vista energético, o Oz é um receptor de elétrons melhor que o NO3", tanto
por razdes bioenergéticas como cinéticas. A cada par de elétrons liberados da respiragdo
aerdbica, quatro prétons sao translocados no complexo I, dois prétons sdo translocados durante
areducdo e re-oxidacdo das quinonas (no complexo III ou IV) e quatro prétons sao translocados
pelo complexo IV. No total, até dez prétons sdo translocados através da membrana, que forma
uma for¢a motriz de prétons para gerar ATP. Na desnitrificagdo, no maximo seis prétons sao
translocados por par de elétrons se o NADH for usado como doador de elétrons (CHEN;
STROUS, 2013).

Até mesmo a redutase do 6xido nitrico, que pode ser considerado como uma forma de
complexo IV ndo contribui para a forca motriz de prétons. Isso € causado pelo fato de que,
apesar do alto potencial do NO o sitio ativo da redutase do 6xido nitrico € uma base muito fraca
para "puxar” os protons do citoplasma (FLOCK et al., 2012).

A maior parte da energia € perdida na parte final da via de desnitrificagdo, onde os
aceitadores de elétrons de alto potencial NO e N>O ndo contribuem para gerar forca préton-
motriz. Do ponto de vista do organismo, ndo importa se reduz o0 NO3™ a NO2” ou N2O a Ny, a
quantidade de energia gerada é igual. Quando os desnitrificadores sdao capazes de fazer a
dismutacdo do NO, a quantidade de energia gerada aumenta. Nesse caso, 7,3 prétons sdo
translocados por par de elétrons (CHEN; STROUS, 2013).

2.5 Relacao entre o Processo de FBN e a Desnitrificacao

A eficiéncia energética da FBN pode ser estimada a partir da respiracao celular, em que
a oxidacdo de uma molécula de glicose produz até 36 ATPs, e a respiracdo anaerdbica
(desnitrifica¢do) produz uma quantidade significativamente inferior de ATP, fazendo diminuir
o desempenho da FBN (CHERKASOV et al., 2015; DELGADO et al., 2007; STROHM et al.,
2007).

O oxigénio € necessdrio para a respiracdo dos bacteroides, porém por ser um forte
aceptor de elétrons pode danificar irreversivelmente a nitrogenase. Assim, para manter uma
condi¢do microaerofilica no interior dos nddulos, ocorre o controle do fluxo de O através de
uma barreira de difusdo no coértex nodular, e pela presenca da leghemoglobina que atua
transportando o O2 em baixas concentragdes no ndédulo (10-50 nM Oz) (DOWNIE, 2005;
MINCHIN et al., 2008; PREISIG et al., 1993).

Em condic¢do de anaerobiose ocorre a desnitrificacido que ndo é governada pelo processo
da FBN, mas € o resultado de uma estratégia de sobrevivéncia, principalmente durante periodos
de insuficiéncia de O2 (ZABLOTOWICZ; FOCHT, 1979; ZHONG et al., 2009). Em teoria, os



processos de FBN e desnitrificagdo devem ocorrer espacial e temporalmente separados, dadas
as distintas disponibilidades de O> requeridas (SAITO et al., 2014).

Os pré-requisitos definidos para a desnitrificacdo sdo condi¢des de anaerobiose, a
presenca de NO3™ como aceptor de elétrons, e disponibilidade de carbono utilizado como fonte
de energia para o processo. Em solos de zonas himidas as condi¢cdes andxicas predominam, e
as demandas quimicas e microbianas de O excedem a sua oferta, pois a difusdo de Oz na dgua
é de cerca de 10* vezes mais lenta do que no ar (LUCINSKI et al., 2002).

Portanto, quando os solos sdo alagados o metabolismo microbiano e o equilibrio dos
elementos e compostos sdo alterados, desencadeando uma série de transformacoes,
principalmente, quimicas e microbioldgicas que levam a um novo estado de equilibrio
(GONCALVES et al., 2008). Nesse ambiente, os microrganismos anaerébicos, que utilizam os
compostos oxidados do solo como receptores de elétrons na respiragdo apresentam a seguinte
sequéncia de transferéncia de elétrons de acordo com o potencial de oxirreducdo (Eh): o
primeiro aceptor é o NO3™ (Eh = 200 a 400 mV); 6xido de manganés (MnO) (Eh =200 a 300
mV); hidréxido de ferro (Fe(OH)2) (Eh = 200 a -100 mV); sulfato (SO42) (Eh = < -200 mV) e
por ultimo o carbono (CH20),, sendo reduzidos, respectivamente, a N», Mn*2, Fe*?, sulfeto e
metano (PONNAMPERUMA, 1972). Essas moléculas tém um potencial de reducdo menor que
o oxigénio (VAN SPANNING et al., 2007).

Em geral as proteinas necessdrias para a desnitrificacdo sdo produzidas apenas sob
condi¢des anaerdbicas, e se células crescidas anaerobicamente forem expostas ao Oz, entdo as
atividades das proteinas sdo inibidas (VAN SPANNING et al., 2007). A desnitrificacdo do NO3
€ considerado o sistema respiratorio de maior rendimento energético em ambientes anaerdbicos,
ap6és o consumo de oxigénio. A energia livre € 7% inferior a respiragdo aerdbica, porém a
sintese de ATP na desnitrificagdo é muito menor. A seguir sdo apresentadas as Equacgdes da
respiracdo aerdbica (2) e desnitrificagdo (3), respectivamente (STROHM et al., 2007):

CeH1206 + 6 O2 — 6 CO2 + 6 H>O (AG® = 2,870 kJ por mol glicose) 2)
5 CeH1206 + 24 NOs + 24 HY — 30 CO; + 12 N> + 42 H,O (AG® = 2,670 kJ por mol glicose)  (3)

Com vimos, a FBN é um processo que demanda grandes quantidades de energia, e que
a fonte de ATP utilizada € advinda da respirag¢do celular em condi¢do de ambiente aerdbico
(PAJARES; BOHANNAN, 2016), porém, em condi¢des andxicas na zona rizosférica, ocorre a
respiracdo anaerdbica em que bactérias diazotréficas capazes de desnitrificar utilizam como
aceptores finais de elétrons os 6xidos de nitrogénio, como o NO3™ (KLOOS et al., 2001; INABA
etal.,2012; ITAKURA etal., 2013; BEDMAR et al., 2013). Os ATP gerados na desnitrificagao
sdo utilizados como fonte de energia para a continuidade da FBN em leguminosas, mantendo o
funcionamento dos bacteroides dentro do nédulo (DELGADO et al., 2007). A desnitrificagao
permite que as bactérias sobrevivam e se multipliquem no interior dos nédulos, como também
em vida livre (ZUMFT, 1997; SIMON et al., 2008).

Os dados apresentados demostram que a fixacdo de N> e a desnitrificacdo, dois
processos que sao antagodnicas no ciclo do nitrogénio, tem fungdes complementares nas células
de bactérias diazotréficas (LUCINSKI et al., 2002).

2.5.1 Desnitrificacdo como mecanismo de desintoxicacao nos nédulos

As bactérias que sdo capazes de desnitrificar aumentam sua flexibilidade metabdlica,
pois permitem elas crescerem na auséncia de O». Por outro lado, existe o risco potencial que as
concentracoes livres dos intermedidrios toxicos, como NO> e NO, atinjam niveis que sdo letais
para a célula (KATO et al., 2010; SASAKURA et al., 2006; SANCHEZ et al., 2010; SHIMODA
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et al., 2009). Devido a ordem sequencial de reagdes durante a desnitrificacdo, os produtos da
reacdo sdo substratos para a proxima enzima até chegar em N>, porém nem todas as bactérias
apresentam todo o conjunto de genes ligados a desnitrificacdo, podendo ocorrer o actimulo
destes compostos em alguma situacdo (VAN SPANNING et al., 2005; RICHARDSON et al.,
2009).

O NOy e o NO inibem significativamente a atividade da nitrogenase nos bacteroides
(CASELLA et al., 1988; KATO et al., 2010; SANCHEZ et al., 2010; SALAS et al., 2020). A
presenca da leghemoglobina (Lb) ligada ao NO>™ ou NO dentro dos ndédulos de soja formam o
complexo nitrosileghemoglobina (NO-Lb), que pode funcionar como um mecanismo para
prevenir a inibi¢do da nitrogenase. Mesmo assim, o actimulo de NO-Lb pode resultar na
inibicao de atividade da nitrogenase, ja que a ligagdo do NO a Lb pode inibir competitivamente
a ligagcdo com o Oz, diminuindo assim a oferta de Oz disponivel para os bacteroides, reduzindo
a fixacdo de No (MATHIEU et al., 1998).

Foram observados que a diminui¢do na producdo de NO em nddulos resulta no aumento
nas taxas de N» fixado (SHIMODA et al., 2009; SANCHEZ et al., 2010; TOMINAGA et al.,
2010). A atividade da nitrogenase e a expressdao dos genes nifH e nifD, que codificam as
proteinas Fe e FeMo, respectivamente, foram afetadas em nédulos produzidos por B. japonicum
sem Oxido nitroso redutase, que acumula o NO produzido através da desnitrificacdo, mas a
nitrogenase nao foi afetada por um mutante deficiente da nitrito redutase respiratéria, onde a
produgio de NO™ pela desnitrificacdo estava bloqueada (SANCHEZ et al., 2010).

O efeito negativo do NO sobre a nitrogenase € evitado quando o B. diazoefficiens é
inoculado em plantas de soja, devido a expressdo do gene norC, conferindo assim a prote¢ao
da fixac@o de N durante periodos de alagamento (SALAS et al., 2020).

2.6 Desnitrificacao das Estirpes de Bradyrhizobium spp. Inoculadas na Soja

Os desnitrificadores sdao encontrados entre bactérias, archaea e eucariotos. No entanto,
até agora a maioria dos organismos desnitrificantes isolados e estudados pertencem ao filo das
proteobactérias (Alpha, Beta e Gamma) (CABELLO et al., 2004; HEYLEN et al., 2006;
HAYATSU et al., 2008; JONES et al., 2008; KERN; SIMON, 2009; RISGAARD-PETERSEN
et al., 2006; GREEN et al., 2010). Entre as bactérias fixadoras de N>, a capacidade de
desnitrificacdo tem sido indicada em vdrios géneros: Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium, Azospirillum, Nitrospirillum, Burkholderia, Herbaspirillum,
Rhodopseudomonas, Glucoacetobacter, entre outros (ISOLDI; KOETZ, 2004).

Na Tabela 1 sdo apresentados os genes de desnitrificacdo presentes no genoma das
quatro bactérias recomendadas para inoculagdo da soja no Brasil, como também a presenca ou
auséncia de atividade da hidrogenase (BODDEY; HUNGRIA, 1997; ZILLI et al., 2019).



Tabela 1. Genes de desnitrificacdo no genoma de bactérias usadas como inoculantes na soja,
identificados usando Genomas Microbianos Integrados (IMG) (https://img.jgi.doe.gov/) e
o servico de anotacdo de genomas procaridticos baseados em RAST/SEED
(http://rast.nmpdr.org/rast.cgi).

Niimero de acesso Grupo de genes de redutase

Estirpes Espécies NCBI Hup desnitrificantes no genoma
15 genes - narA, nirV, nirK,
B. norD, norQ, norB, norC,
CPACT diazoefficiens ADOU00000000.2 + norE, nosX, nosL, nosY, nosF,
nosD, nosZ, nosR
7 genes - napA, nirV, nirK,
CPAC 15 B. japonicum CP007569.1 - norD, norQ, norB, norC, norF,
norE
29 W B. elkanii NZ_SEMAO010000 i 5 genes - narK, narG, narH,
00 narl, narl
.. 4 genes - narG, narH, nar],
SEMIA 587 B. elkanii AJIK00000000.1 -

narl

Os quatro principais genes necessdrios para a desnitrificacdo estdo em negrito; atividade da hidrogenase (Hup):
ativa (+), ausente (-). (Adaptado de ZILLI et al., 2019; BODDEY; HUNGRIA, 1997).

Entre as estirpes de bactérias utilizadas como inoculantes da soja no Brasil, o B.
diazoefficiens (CPAC 7) é uma fixadora de N> de crescimento lento, e Gnica bactéria que possui
atividade da enzima hidrogenase (Hup*), como também a que apresenta todos os genes capazes
de codificar as enzimas necessdrias para a desnitrificacdo completa. Nesta estirpe, a
desnitrificacdo depende dos genes narA, nirVK, norDQBCE, e nosXLYFDZR codificadores
de nitrato, nitrito, 6xido nitrico e 6xido nitroso redutase, respectivamente. Enquanto, a estirpe
B. japonicum (CPAC 15) possui o conjunto de genes suficientes para a redugdo até o N>O, que
sao napA, nirVK, norDQBCFE. Ja as estirpes de B. elkanii (SEMIA 587 ¢ 29W) nao t€ém
capacidade de produzir 6xidos de N através da desnitrificacdo, jd que estas estirpes carecem
dos genes que codificam a subunidade catalitica das redutases desnitrificantes (SAMESHIMA -
SAITO et al., 2006a; ZILLI et al., 2019). Dada a filogenia dos genes de desnitrifica¢do, é
possivel que alguns géneros de a-Proteobacteria perderam os genes de desnitrificagdo durante
o processo de evolucdo, como a B. japonicum perdeu o gene nos, € os B. elkanii que perderam
o nir, nor € nos (SAMESHIMA-SAITO et al., 2006a).

2.7 Influéncia Direta da FBN nas Emissoes de N2O pela Simbiose com Estirpes de
Bradyrhizobium spp. na Soja

Bactérias capazes de realizar a desnitrificagdo completa, isto €, a conversao de NO3™ até
N> sdo escassas (UCHIDA; AKIYAMA, 2013). A maioria delas ndo possuem, ou nao
expressam o conjunto completo de enzimas necessdrias para realizar cada uma das etapas da
desnitrificacio (BEDMAR et al., 2005). De 250 estirpes de Bradyrhizobium spp. isolados de
nédulos de soja cultivados na Argentina, apenas 41 foram considerados verdadeiros
desnitrificadores (FERNANDEZ et al., 2008). A maioria das espécies de rizobios analisadas
até agora contém nap, a localizacdo desta enzima no periplasma pode ser uma adaptagdo
evolutiva para proteger a nitrogenase dos danos produzidos pelos 6xidos de nitrogénio
(DELGADO et al., 2007).

Experimentos em cultura pura com adi¢ao de NO3™ mostraram que estirpes de bactérias
fixadoras de N2 sem o gene nosZ produziu N2O, enquanto bactérias com o gene nosZ foi capaz
de reduzir NO3™ até N> (SAMESHIMA-SAITO et al., 2006b). Raizes de soja noduladas com
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Bradyrhizobium spp. que tem nosZ pode utilizar NO3™ fornecido externamente para produzir N»
(HIRAYAMA et al., 2011). A presenca deste gene tem o potencial de reduzir ndao s6 o N.O
derivado da decomposi¢ao dos nédulos, mas também N>O derivado de N-fertilizantes (INABA
etal., 2012).

Os resultados de Itakura et al. (2013) com mutantes de linhagens de B. japonicum, atual
B. diazoefficiens (DELAMUTA et al., 2013) com atividade da o6xido nitroso redutase
aumentada (nosZ**) mostraram que a inoculagdo da estirpe com nosZ** reduziu as emissodes de
N20 na poés-colheita em 43 e 54% na drea do lisimetro e campo, respectivamente. Ambos
estudos foram conduzidos em Andossolo com 98% das estirpes de Bradyrhizobium do tipo
selvagem sem o gene nosZ (controle). No entanto, dentro da escala de laboratério, a estirpe
nosZ* mostrou claramente maior potencial de reducdo de NoO mesmo quando comparado a
estirpe nao mutante com gene nosZ* (ITAKURA et al., 2013). Em condigdes anaerdbicas ocorre
um aumento da produgdo de N>O pelos nédulos radiculares, especialmente quando as plantas
de soja foram inoculadas com mutantes sem nosZ (TORTOSA et al., 2015).

Apés a senescéncia das plantas os bacteroides presentes nos ndédulos podem se
diferenciar e serem liberados no solo para sobreviver saprofiticamente (KONDOROSI et al.,
2013). Mesmo em condig¢des de vida livre, as bactérias diazotréficas e desnitrificantes utilizam
o NOs3 como aceitador final de elétrons sob condi¢Oes de restricio de O (GARCIA-
PLAZAOQOLA et al., 1993). A inoculacdo de bactérias no cultivo de leguminosas podem
aumentar certos grupos de bactérias no solo, Zilli et al. (2013) estimou uma populacéo de 10°
células por grama de solo logo ap6s a colheita da soja.

O produto final da desnitrificagdo por Bradyrhizobium spp. varia com a linhagem
estudada (SAMESHIMA-SAITO et al., 2006a). Esses nédulos de soja poderiam eliminar N>O
no solo e, assim, diminuir a emissdo de N>O dos campos de soja para a atmosfera (HENAULT;
REVELLIN, 2011).

2.7.1 Influéncia da atividade da hidrogenase nas emissoes de N2O

A maioria das estirpes de rizobios parecem nao ter a enzima hidrogenase (Hup’), ou ter
baixa atividade Hup (URATSU et al., 1982; BAGINSKY et al., 2002). Nestas situac¢des, o H>
se difunde para fora do nédulo no solo, tem sido calculado que para cada hectare sdo produzidos
cerca de 5.000 litros de H» por dia durante pico de crescimento, representando 240.000 L de H»
a0 longo de toda época de crescimento para uma cultura de leguminosa fixando 200 kg N ha!
(DONG et al., 2003).

Apesar das altas taxas de liberacdo de H> dos nddulos, pouco ou nenhum H; sai da
superficie do solo (CONRAD; SEILER, 1979), a maior parte é oxidado dentro de alguns
centimetros de distancia dos nédulos (LA FAVRE; FOCHT, 1983). A rapida oxidagdo do H»
estd associada a fixacdo de COz no solo (DONG; LAYZELL, 2001; STEIN et al., 2005), e ao
aumento na biomassa microbiana (POPELIER et al., 1985).

Quando H» € oxidado, 60% dos elétrons produzidos sdo utilizados no consumo de O e
40% na fixacao de CO2 (DONG; LAYZELL, 2001). O Hz € oxidado pela hidrogenase que doa
elétrons em uma cadeia respiratoria terminada por O fornecendo energia para processos
celulares e assimilacdo de CO2 (GRAHAM et al., 2011). Culturas de leguminosas tém a
capacidade de aumentar o estoque de carbono do solo (HUSSAIN et al., 1988), conseguido em
parte devido a notdvel fixacdo de CO> observada nos solos expostos ao H> (DONG; LAYZELL,
2001).

A captagdo aprimorada de Oz em solos expostos ao H> pode criar um ambiente anaerébio
em torno dos nddulos liberadores de H», promovendo o processo da desnitrificagdo, levando a
producdo de NoO (SAHRAWAT; KEENEY, 1986; FLYNN et al., 2014). Também foi
demonstrado que vdarios oxidantes de H> contém genes nitrificantes e desnitrificantes (FLYNN
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et al., 2014). Isso pode explicar as mudangas que s@o vistas nas concentracdes de Hz, CO», O>
e N20 do solo exposto ao H» (DONG; LAYZELL, 2001).

O numero de cépias do gene nirK foi maior em solos tratados com H» indicando que o
aumento na producdo de N2O foi devido ao processo de desnitrificagcdo, € o solo analisado
proximo aos ndédulos apresentaram maiores taxas de emissao de N>O em relagdo ao solo distante
dos nédulos (ZHANG et al., 2009).

Este aumento nas emissdes de N>O causado pelas estirpes sem atividade de hidrogenase
(Hup’), poderiam ser minimizados com o uso de estirpes com hidrogenase ativa (Hup*) que
produzem menos H> reduzindo a estimulagdo realizada pelo H> aos microrganismos
desnitrificadores (FLYNN et al., 2014; ZILLI et al., 2019).

2.8 Influéncia Indireta da FBN nas Emissoes de N2O pela Decomposicao de Residuos da
Soja

A fixagdo de bioldgica de N> afeta indiretamente as emissdes de N>O por inserir formas
de N que podem sofrer nitrificacdo e desnitrificagdo nos solos (UCHIDA; AKIYAMA, 2013;
ZILLI et al., 2019). Além de hospedar bactérias diazotréficas capazes de desnitrificar, a soja
produz residuos de baixa relagdo C/N que sdo prontamente decompostos com a liberacdo de
grandes quantidades de N mineral no solo (SHAH, 2014), sendo o NOs™ encontrado em maior
proporc¢ao nos solos cultivados com soja representando entre 60 e 70% do total de N-inorganico
(SIQUEIRA NETO et al., 2011), a disponibilidade do NO3™ e C organico no solo fornecidos
pela decomposicao dos residuos, juntamente com a restricdo de Oz geram as condigdes
necessarias para a desnitrificacio (ROCHETTE; JANZEN, 2005; CHEN et al.,, 2013),
aumentando o potencial de produ¢do de N2O (BAGGS et al., 2000; INABA et al., 2009). Esse
processo pode ser realizado por microrganismos do solo ou também pelos rizobios inoculados,
desde que eles abriguem os genes necessarios (INABA et al., 2012).

A decomposi¢ao do nédulo no final do ciclo da soja foi indicada como a principal fonte
de N2O derivado de N fixado dos nddulos (INABA et al., 2009; ITAKURA et al., 2013).
Aproximadamente de 68 a 94% da emissao total de N2O atribuida ao ciclo completo da soja
ocorreram durante o periodo de formagao dos grios até a maturacdo, que compdem somente
11% do ciclo de vida da planta (YANG; CAI 2005; CIAMPITTI et al., 2008).

Durante o ciclo da cultura da soja ocorrem baixas emissdes de N>O durante os primeiros
estdgios da cultura, sugerindo que foram os baixos niveis de NOs™ que ndo favoreceram as
emissoes, devido a grande absor¢do de N que ocorre nas fases iniciais de crescimento das
plantas, mesmo em condi¢Oes 6timas para a emissdao de N2oO (CIAMPITTI et al., 2008).

Assim, a fixacdo de N> pode influenciar diretamente a produ¢do de N>O em sistemas
agricolas por microrganismos diazotréficos associados a planta ou como saproéfitas no solo,
como também indiretamente pelo aumento da concentragdo de N no solo, ou mesmo,
estimulando outros desnitrificadores (ZILLI et al., 2019).

2.9 Fator de Emissao do N20 na Cultura da Soja

Os estudos sobre o fluxo de gases passaram a ter destaque devido a necessidade de
quantificar as emissdes de gases de efeito estufa pela decomposicdo dos residuos culturais da
soja (SIQUEIRA NETO et al., 2011). Em uma visido mais geral do sistema de produ¢do, a maior
fonte de GEE na producdo de soja é a decomposi¢ao de residuos culturais (36%), seguido de
uso de combustivel (19%), aplicacdo de fertilizantes (16%), calagem (13%), pesticidas (7%),
sementes (8%), e eletricidade consumida nas fazendas (<1%) (RAUCCI et al., 2015).

O Painel Intergovernamental de Mudancas Climéticas (IPCC) nas diretrizes de 1997
atribuiu um fator de emissao de 1,25% para o N>O emitido a partir da FBN para as culturas de

12



leguminosas (IPCC, 1997). Porém, apds a revisdo de diversos trabalhos que avaliaram a
emissao de N>O na cultura da soja em condi¢des de campo, a FBN foi excluida como uma fonte
direta de N>O na ultima diretriz do IPCC para inventérios de N»>O, apontando que as emissdes
de N2O derivadas da FBN ndo eram significativas para as culturas de leguminosas, porque foi
considerado que nao haviam provas cientificas suficientes para incluir a FBN como fonte de
N20. Em vez disso, foi recomendado que as emissdes de N2O das leguminosas fossem
consideradas com base na decomposicao do residuo da colheita (ROCHETTE; JANZEN, 2005;
IPCC, 2006).

Ainda assim, tem-se adotado o fator de emissdo de 1%, que € o mesmo utilizado para
fertilizantes sintéticos, para mensurar a emissdo de N>O pela decomposi¢do de residuos de
leguminosas e nao leguminosas (IPCC, 2006). Apesar disso, ainda ha discussdo sobre a real
emissao de N>O em leguminosas no campo, especialmente pela soja (COSENTINO et al.,
2015).

Em nivel global, a contribui¢do das leguminosas fixadoras de N2 nas emissdes de N2O
sdo mal documentados (SIQUEIRA et al., 2014). Na maioria dos estudos, as emissdes de
residuos de soja foram analisadas no contexto de rotagdo de culturas ou diferentes sistemas de
preparo do solo, tornando dificil atribuir as emissdes de N>O aos residuos que permanecem no
campo (RAUCCI et al., 2015). Além disso, os fatores de emissdo utilizados para a elaboragdo
dos inventdrios de emissao de N>O s@o os obtidos em zonas de clima temperado e extrapolados
para as zonas tropicais, o que ndo condiz com a realidade. Diante disso, sdo necessario estudos
para definir e certificar fatores de emissdao mais adequados para as condigdes brasileiras
(ALVES et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos em campo na Estacao Experimental da Embrapa
Agrobiologia nos anos agricolas de 2017/2018 (outubro de 2017 a julho de 2018) e 2020
(janeiro a agosto de 2020) em 4reas diferentes, outro em casa de vegetacdo, entre os anos 2019
e 2020 (setembro de 2019 a marco de 2020), utilizando a cultura da soja (Glycine max (L.)
Merr.) e tendo a inoculag@o com estirpes comerciais de Bradyrhizobium spp. como tratamentos.
Além desses experimentos com plantas, também foi realizado um experimento in vitro com as
estirpes utilizadas como inoculantes da soja.

O ensaio in vitro foi realizado para confirmar a capacidade de cada estirpe em
desnitrificar. O ensaio em casa de vegetacdo, com condicdes mais controladas (solo
homogéneo, controle de irrigacdo e dos residuos deixados no sistema) foi realizado com foco
principal nos efeitos das estirpes nas emissdoes de N2O. E os estudos de campo foram
caracterizar as emissoes de N>O na cultura da soja, incluindo o periodo pds-colheita, e verificar
o desempenho das estirpes inoculadas para a producdo de graos, além de possiveis efeitos nas
emissdes de N>O.

3.1 Delineamento Estatistico

O experimento in vitro foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
enquanto os experimentos em casa de vegetacdo e em campo, o delineamento experimental foi
em blocos ao acaso (DBC), com 5 repeticdes, sendo os tratamentos compostos pela inoculagao
da soja com quatro estirpes recomendadas para a cultura no Brasil, utilizadas individualmente.
Dessa forma, os tratamentos foram: 1 - CPAC 7 (Bradyrhizobium diazoefficiens); 2 - CPAC 15
(Bradyrhizobium japonicum); 3 - 29 W (Bradyrhizobium elkanii); 4 - SEMIA 587
(Bradyrhizobium elkanii); 5 - tratamento Controle (sem bactéria); 6 - tratamento Solo (sem
planta), no caso dos experimentos em casa de vegetacdo e campo. O experimento in vitro foi
conduzido em frascos com cultura pura (Controle), e meio de cultura com as respectivas
bactérias (inoculantes), comparados sob as condi¢des com e sem acetileno.

Nos experimentos em campo cada parcela foi composta por oito linhas de plantio com
espacamento de 50 cm, nas dimensdes de 4 m x 6 m, o tratamento Solo foi representado por
camaras instaladas ao redor do experimento.

3.2 Experimento In Vitro

Os tratamentos foram submetidos a condi¢do com e sem acetileno, permitindo verificar
se existe ou ndo maior producao de N>O, devido a inibi¢do causada a enzima 6xido nitroso
redutase (nosZ) pelo uso do acetileno (CH2) (YOSHINARI; KNOWLES, 1976;
SAMESHIMA-SAITO et al., 2004).

As bactérias foram fornecidas pelo Centro de Recursos Biolégicos Johanna Dobereiner
(CRB-JD) da Embrapa Agrobiologia, ja crescidas e com colonias isoladas em meio 79 sé6lido
(FRED; WAKSMAN, 1928). A producdo do inoculante foi feita a partir dessas colOnias,
transferidas para um Erlenmeyer preenchido com 50 mL de meio 79 liquido (FRED;
WAKSMAN, 1928), previamente esterilizado, e em seguida colocado para crescimento sob
temperatura de 30 °C e agitacdo de 150 rpm em incubadora. Apds atingirem densidade ptica
(DO a 600 nm) entre 0,800 e 1 nm foram transferidos 3 mL do meio com cada uma das bactérias
para 10 frascos de cromatografia de 20 mL, que receberam 0,5 mL de uma solucdo 10 mM de
KNO:s (nitrato de potdssio). Em seguida, a atmosfera dos frascos (“headspace”) foi substituida
por Argdnio, a fim de criar um ambiente limitado em oxigénio. Em metade dos frascos, injetou-
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se um volume de 0,5 mL de acetileno para produzir uma concentra¢do préxima de 3% no
headspace.

Ap6s 4 horas de incubagdo em estufa a 30 °C foram coletados, com auxilio de uma
seringa, 10 mL do gés de cada frasco. Em seguida, esse volume foi transferido para outro frasco
de cromatografia de 10 mL, apds a realizacio de vacuo. A concentragdo de N2O produzida pelas
bactérias foram determinadas por cromatografia gasosa com deteccao de N>O em detector de
captura de elétrons.

As concentragdes de N2O nos frascos com e sem acetileno foram comparadas para cada
estirpe de Bradyrhizobium spp., considerando-se que a maior concentracido de N>O nos frascos
tratados com acetileno em comparagdo com os frascos sem acetileno indica a capacidade de
reduzir N2O até N».

3.3 Experimento em Casa de Vegetacao

O experimento foi conduzido em vasos com 8 kg de solo em casa de vegetagdo (Figura
1) da Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RlJ.

Figura 1. Visdo geral do experimento de soja sob inoculagdo com diferentes estirpes de
Bradyrhizobium spp. em casa de vegetacdo. Foto: Wadson de Menezes Santos.

O solo utilizado para o experimento foi oriundo de um Argissolo Vermelho-Amarelo
coletado na profundidade de 0 a 20 cm em 4rea onde a soja nunca havia sido cultivada. Apds
secagem ao ar € peneiramento em malha de 8 mesh, retirou-se uma amostra composta para
andlises quimicas, estes resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo do experimento em casa de vegetagdao no municipio
de Seropédica, RJ.

pH MO Ca Mg Al P K
(H0) -gkgl- e cmole dm™ —emememees e mg dm™ ------
52 12,4 1,07 0,68 0,3 3,77 27,29

(OMO: matéria organica. Métodos de andlise: pH (Potenciometria); MO (Colorimetria); Ca e Mg (Absor¢io atdmica); P
(Colorimétrico) e K (Fotometria de chama); Al (Titulagdo) (Embrapa, 1997).

Foi realizada a calagem dois meses antes do plantio, aplicando-se a dose equivalente a
1.000 kg ha! de calcdrio dolomitico (PRNT = 80%). A adubacdo de plantio correspondeu a
aplicacdo de 35 kg ha! de P na forma de superfosfato simples, 50 kg ha! de K na forma de
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cloreto de potdssio, e 50 kg ha! de formulado de micronutrientes FTE BR12, utilizando-se
como referéncia a recomendacdo do Manual de Calagem e Adubacido do Estado do Rio de
Janeiro (CAMPOS et al., 2013). Apds a adubacdo o solo foi homogeneizado com auxilio em
betoneira, € o volume de 6 litros do vaso foi preenchido com 8 kg de solo. Foi determinada a
capacidade de campo do solo, com o intuito de poder controlar o grau de saturacdo dos poros
do solo com dgua, que € uma varidvel de referéncia importante para as emissodes de N>O.

Os inoculantes de cada estirpe de Bradyrhizobium spp. foram obtidos no Centro de
Recursos Bioldgicos Johanna Dobereiner (CRB-JD) da Embrapa Agrobiologia, produzido em
veiculo liquido, e continham aproximadamente 10° UFC mL!.

As sementes da cultivar BRS 284 (tipo de crescimento indeterminado e grupo de
maturacdo 6.3) foram inoculadas e semeadas no dia 20 de setembro de 2019 adicionando quatro
sementes por vaso, e nove dias apos a emergéncia foi realizado o desbaste deixando duas plantas
por vaso. Para otimizar a FBN foram aplicados via foliar no estddio V3 o equivalente a 35 g
ha! de Mo, e 3,5 g ha'! de Co.

Devido a necessidade de realizar avaliacdes destrutivas como nodulacdo, fixacao
bioldgica de nitrogénio, acimulo de nitrogénio na planta e 0 monitoramento do teor de nitrato,
amonio e umidade do solo, foi adicionado mais um vaso por repeticao.

Na ocasido do plantio da soja, também foram semeadas, com trés repeti¢des, as plantas
testemunhas: feijao ndo nodulante (Phaseolus vulgaris), sorgo (Sorghum bicolor) e milho (Zea
mays) (Figura 2), as quais foram utilizadas como referéncia da abundancia natural de §'°N do
N disponivel no solo, também foi determinado o §'°N do solo sem planta.

Figura 2. Plantas ndo fixadoras de nitrogénio utilizadas como testemunhas no experimento em
casa de vegetacao.

s e 8 S E——

3.4 Descricao das Areas dos Experimentos em Campo
Os experimentos de campo (Figura 3) foram conduzidos na Estacdo Experimental da

Embrapa Agrobiologia “Terraco” localizada no municipio de Seropédica (RJ), cujas
coordenadas geogréaficas sdo 22°45' S, 43°40' W e altitude média de 26 m.
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Bradyrhizobium spp. no experimento em campo 2020. Foto: Wadson de Menezes Santos.

O solo das areas experimentais foi o Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico (SANTOS
et al., 2013), cuja condi¢do de fertilidade, para cada um dos dois experimentos, € apresentada
na Tabela 3. O tipo de clima da regido, segundo a classificagdo de Kdoppen € Aw, com verao
umido e inverno seco, apresentando temperatura média de 24,6 °C e precipitacio média de
1.300 mm por ano, sendo julho e agosto os meses mais secos. Foi utilizado nos experimentos
um sistema de irrigag@o por aspersdo para elevar a umidade do solo durante os estddios mais
importantes do desenvolvimento da cultura, quando necessério. Durante o periodo experimental
os dados de precipitacdo, temperatura e umidade relativa do ar foram registrados pela Estag¢ao
Meteoroldgica Automética de Superficie da Ecologia Agricola que localizada a um raio 1,8 km
da drea experimental, no municipio de Seropédica, RJ.

Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo na profundidade de 0-20 cm das 4reas experimentais
nos experimentos 2017/2018 e 2020 no municipio de Seropédica, RJ.

Safra pH MO Ca Mg Al P K
(H0) -gkgl- s cmol. dm? mg dm™ ------
2017/2018 5,8 14,1 3,66 0,48 @ND 4,56 73,98
2020 53 18,9 2,26 1,14 0,09 3,51 44,32

(DMO: matéria organica; @ND: nio detectdvel. Métodos de andlise: pH (Potenciometria); MO (Colorimetria); Ca e Mg
(Absorc¢do atdmica); P (Colorimétrico) e K (Fotometria de chama); Al (Titulacdo) (Embrapa, 1997).

3.5 Implantacio e Conducio dos Experimentos em Campo

Para ambos os experimentos, a correcdo do solo das dreas experimentais foi realizada
ap6s a passagem da grade aradora e enxada rotativa, seguida da aplica¢do de 1.000 kg ha'! de
calcério dolomitico (PRNT = 80%) e 500 kg ha! de gesso agricola, que foram incorporados a
20 cm por gradagem, sendo os plantios realizados apds dois meses da corre¢ao do solo. No caso
do experimento 2020, foi feito o plantio da cultura do milho em drea total para extrair N do solo
para tentar potencializar a nodulacio da cultura da soja plantada em sucessdo, e para permitir
verificar a existéncia de dreas heterogéneas de forma a orientar o posicionamento das parcelas
experimentais da soja.

Para o primeiro experimento, executado na safra 2017/2018, foi semeada manualmente
no dia 30 de outubro de 2017 a cultivar de soja TMG 7062 IPRO (tipo de crescimento
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semideterminado, grupo de maturagdo 6.2). Apés a emergéncia, foi realizado o desbaste
deixando uma populacio final de 400.000 plantas ha™.

No segundo experimento, antes do plantio da soja, realizou-se a semeadura manual do
milho hibrido AG 1051 no dia 23 de agosto de 2019, com espagamento de 60 cm entre linhas e
com densidade de semeadura de 80.000 plantas ha™'. Previamente no sulco de plantio, foram
aplicados 35 kg ha! de P na forma de superfosfato simples, e 33 kg ha'! de K na forma de
cloreto de potéssio. O milho foi colhido em 5 de novembro de 2019, com ensiladeira acoplada
ao trator, sendo toda a parte aérea do milho retirada da drea experimental. Apds trés meses da
area em pousio, o solo foi preparado da mesma forma do experimento 2017/2018 com grade
aradora, enxada rotativa, seguido da abertura dos sulcos de plantio. A soja foi semeada
manualmente no dia 21 de janeiro de 2020, utilizando-se a cultivar M5917 TPRO (tipo de
crescimento indeterminado e grupo de maturagdo 5.9), e apds a emergéncia foi feito desbaste
para uma populacio média de 220.000 plantas ha'. A adubaciio de plantio em ambos
experimentos foi realizada no sulco de semeadura, aplicando-se 35 kg ha™! de P na forma de
superfosfato simples, 33 e 50 kg ha'! de K como cloreto de potdssio nos experimentos
2017/2018 e 2020, respectivamente, e 50 kg ha™! do formulado de micronutrientes FTE BR12.
As adubacdes do milho e da soja seguiram as recomendag¢des do Manual de Calagem e
Adubacio do Estado do Rio de Janeiro (CAMPOS et al., 2013).

A inoculagdo foi realizada com inoculante turfoso com a aplicacdo de 5 mL de solucdo
acucarada a 10% por kg de sementes de soja, seguida de homogeneizagdo, e aplicacao de 10 g
do inoculante turfoso (tratamentos) por kg de sementes, com nova homogeneizagao, e deixada
secar a sombra. No experimento de 2020 também foi realizado aplicac@o do inoculante liquido
via pulverizagio no sulco de semeadura na dose de 30 mL kg! de sementes. Os inoculantes
continham aproximadamente 10° células g!, e foram fornecidos pelo Centro de Recursos
Biolégicos Johanna Dobereiner da Embrapa Agrobiologia.

Para melhorar o desempenho da FBN foi aplicado no estddio V4 via foliar, o equivalente
a5,6 gha!de Coe 56 gha'! de Mo.

Ap6s a colheita manual das plantas da drea util, foi passado o implemento triturador
(TCP 160) acoplado a um trator para simular uma colheita mecéanica das plantas das bordaduras
para a continuidade do monitoramento de N>O e das varidveis acessOrias nitrato, amonio e
umidade do solo.

3.6 Avaliaciao das Emissoes de N20 na Soja

No experimento em casa de vegetacdo as coletas de N2O foram realizadas utilizando
uma camara estdtica formada pelo proprio vaso (Figura 4) em que as plantas se encontravam,
configurando a base da camara, que tinha na parte superior uma canaleta de borracha no formato
de calha para ser preenchida com 4dgua e permitir o selamento com a tampa durante a incubagao.
Ap0s a adicao da dgua na canaleta a cdmara era fechada utilizando outro vaso semelhante como
tampa, sendo o gas coletado e analisado simultaneamente utilizando o Analisador Ultra Portatil
de Gases de Efeito Estufa (Los Gatos Research — LGR, USA). O analisador foi ajustado para
quantificar a concentragao de N>O a cada segundo, e em um tempo total de coleta de 3 minutos
por camara era possivel estimar a taxa de acumulacao do gas. Para o célculo dos fluxos de N2O
foi considerado os 2 minutos finais (120 pontos analisados) da amostragem, sendo o primeiro
minuto descartado para considerar o tempo que o gds percorre a mangueira até ser analisado.
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Figura 4. Camaras, coleta e andlise de N>O utilizando o Analisador Ultra Portatil de Gases de

Efeito Estufa (CRDS). Foto: Wadson de Menezes Santos.

Os fluxos de N2O nos experimentos em campo foram monitorados utilizando uma
camara estatica (ALVES et al., 2012) por parcela experimental, inseridas na linha de plantio
mantendo-as até o final do experimento com as amostragens realizadas manualmente (Figura 5
e 6). O monitoramento foi iniciado com o plantio da soja, sendo continuado apds a colheita,
visando verificar a contribui¢do dos residuos em decomposicdo para as emissoes de N2O. As
plantas do interior das camaras foram cortadas rende ao solo, e suas vagens debulhadas, sendo
os residuos posteriormente devolvido as camaras.

S/ ) 3'; : ’_ 

quando a coleta de gés foi realizada com seringas. Foto;

A o il
Figura 5. Camara estdtica manual
Wadson de Menezes Santos.
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Além das camaras instaladas nos tratamentos, cinco camaras sem a presenca de plantas
de soja ou residuos foram instaladas ao redor do experimento para quantificar os fluxos de N>O
provenientes do solo para servir de referéncia para estimar as emissoes dos residuos.

A camara foi composta por uma base e uma tampa que eram acopladas no momento da
amostragem dos fluxos de N>O emitidos do solo. A base da camara consistia em uma estrutura
de metal retangular (40 x 60 cm) com altura de 7,5 cm, com uma canaleta (3 cm de largura e
2,5 cm de altura) na parte superior, sendo a base inserida no solo até a altura da canaleta. No
experimento de 2020, a base foi alterada, utilizando-se uma com paredes de 25 cm de altura,
que foi inserida 7,5 cm no solo.

A tampa da cdmara do experimento 2017/2018 consistia em uma caixa de polietileno
com as mesmas dimensdes da base, e altura de 45 cm, revestida com espuma e manta refletiva.
Na parte superior da tampa foi posicionada uma vélvula com uma conexdo de quatro vias
fixadas na parte de dentro da tampa para permitir acessar o conteido da atmosfera da camara
no ato da amostragem. No experimento de 2020 foi utilizada uma tampa de polietileno com 23
cm de altura, e para avaliar as emissdes de N>O do solo com as plantas maiores, um extensor
com 25 cm de altura foi colocado entre a base e a tampa. O extensor metdlico apresentava as
mesmas dimensdes da base, e também era composto por uma canaleta na parte superior. Apos
a colheita, para avaliar as emissdes dos residuos, o extensor foi retirado, € no experimento
2017/2018 a tampa foi substituida por outra de bandeja de polietileno retangular (40 x 60 cm)
com 10 cm de altura, seguindo o mesmo modelo de dispositivo utilizado nas tampas anteriores.

Foram instalados em cada cAmara uma ventoinha de computador (10 x 10 cm) ligada a
uma bateria de 12V para permitir a homogeneizagdo do ar no interior da camara durante a
incubacao.

Antes da amostragem, as ventoinhas eram acionadas e as canaletas das bases
preenchidas com 4gua e a tampa pressionada sobre a canaleta, permitindo a vedagdo entre a
base e a tampa durante o periodo de incubacdo. As amostragens foram realizadas entre as 8:00
e 10:00 horas da manha, horario que melhor representa a média do fluxo didrio de N.O (ALVES
et al., 2012). Apds o fechamento da camara, uma seringa de 60 mL era acoplada a vélvula de
trés vias do tipo “luer lock™ existente na tampa para retirar um volume de 50 mL de gis. As
primeiras amostragens foram realizadas imediatamente ap6s o fechamento das camaras e as
demais amostragens apds 20, 40 e 60 min de incubac¢do. No inicio e fim da incubacao dos gases
foram tomados os dados de temperatura no interior da cAmara com termdometro digital.

Posteriormente, as seringas foram acopladas a uma bomba de vacuo para transferir 20
mL do gds para frascos de cromatografia. As andlises das concentragdes de N>O foram
realizadas usando um cromatégrafo a gas (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) equipado
com detector de captura de elétrons (JANTALIA et al., 2012).

No experimento 2020, utilizou-se um analisador portatili de N>O que utiliza a
espectrometria laser de cavidade ressonante (CRDS) (Analisador Ultra Portitil de Gases de
Efeito Estufa, Los Gatos Research — LGR, Califérnia, USA). No momento da coleta, a tampa
era acoplada a base, e o analisador era conectado ao espago interno da ciAmara por meio de uma
mangueira conectada na valvula de trés vias existente na tampa (Figura 6).
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Figura 6. Camara estatica manual, coleta com o Analisador Ultra Portatil d Gases de Efeito
Estufa (CRDS). Foto:Wadson de Menezes Santos.

Os fluxos de N2O (ug N-N2O m? h'') foram calculados a partir do aumento linear da
concentracdo de N>O ao longo do tempo de amostragem (DE KLEIN et al., 2014), utilizando a
equacdo FN2O = dC/dt (M/Vm) (V/A), onde dC/dt é a mudanca de concentracdo de N>O (uL
L) na cAmara ap6s o tempo de incubacdo (horas); V e A sdo respectivamente o volume da
cAmara (L) e a drea de solo coberta pela cAmara (m?); M é o peso molecular do N2O e Vm é o
volume molecular na temperatura de amostragem (VAN DER WEERDEN et al., 2016).

O fator de emissdo (FE) foi calculado para os experimentos de campo pela diferencga
entre a emissdao de N>O acumulada do tratamento com planta e o Controle, sem planta, dividido
pelo N acumulado nos residuos (IPCC, 2006). E a intensidade de emissdo é a quantidade
acumulada de N>O emitida dividida pela produtividade de graos.

Para o célculo da emissdo acumulada e a intensidade de emissdao de N2O os dados foram
divididos em duas épocas, a primeira considerando todo o periodo experimental (Total) e a
segunda o periodo de decomposi¢@o dos residuos (Residuos) a partir de 80 e 79 DAP (dias ap6s
o plantio) nos experimentos de campo 2017/2018 e 2020, respectivamente, quando foi realizada
a primeira coleta das folhas senescidas. Como no experimento em casa de vegetacdo nio foi
quantificada a senescéncia das folhas, considerou-se as emissdes dos residuos a partir dos 86
DAP, quando também percebeu-se o inicio do aumento nos fluxos de N>O.

As amostragens no experimento de campo 2017/2018 foram realizadas em média a cada
trés dias durante o ciclo da cultura (42 coletas), e a cada nove dias ap6s a colheita, com aumento
da frequéncia apds eventos de precipitacdo (13 coletas) correspondendo a um periodo
experimental de 247 dias. No experimento de campo em 2020 foram realizadas 17 coletas no
periodo de crescimento da cultura, em média a cada 6 dias, e apds a colheita foram 20 coletas
com maior frequéncia no inicio da pds-colheita e eventos de precipitacio com periodo total de
avaliacdo de 220 dias.

No experimento em casa de vegetacdo foram realizadas 22 coletas durante o ciclo da
cultura e mais 22 apds a colheita. Na maioria das coletas, os vasos haviam sido irrigados no dia
anterior a coleta para favorecer as emissoes de N2O pelo processo de desnitrificacdo, compondo
um periodo de avaliacOes de 181 dias.

3.7 Monitoramento dos Teores de Nitrato, Amonio e Umidade do Solo

Para o monitoramento dos teores de nitrato, amonio e umidade do solo no experimento
em casa de vegetacdo foram realizadas amostragens de solo na profundidade de 0-10 cm, as
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quais foram executadas em vaso extra, sempre que mudangas na magnitude dos fluxos de N,O
eram observadas.

Nos experimentos em campo as amostragens também foram na profundidade de 0-10
cm por parcela com frequéncia semanal durante o ciclo da cultura, e a cada coleta de gds apds
a colheita.

Os teores de nitrato foram determinados por espectrometria de UV, o amodnio pela
reacao colorimétrica de Berthelot, e a umidade gravimétrica determinada em 20 g de solo, sendo
seca em estufa a 105 °C até se obter massa constante.

No final dos experimentos foram determinadas a densidade do solo a partir de amostras
indeformadas por parcela no caso dos experimentos em campo, ou de amostras retiradas dos
vasos, no caso do experimento em casa de vegetacdo. As amostras foram secas em estufa por
48 horas a 105 °C. Com esses dados foram calculados o espaco poroso saturado por dgua
(EPSA), dividindo-se o contetido volumétrico de dgua pela porosidade total. O teor volumétrico
de agua é definido pela umidade gravimétrica multiplicado pela densidade do solo. A
porosidade total (%) € igual a [1- (densidade do solo / densidade de particulas)] x 100. A
densidade de particulas considerada foi 2,65 kg dm= (KIEHL, 1979).

3.8 Nodulacao e Fixaciao Biologica de Nitrogénio

A avaliacdo da nodulacio ocorreu aos 43 DAP em ambos 0s experimentos em campo
sendo coletadas cinco plantas na parte central da segunda linha de plantio de cada parcela. Em
seguida, foram separadas a parte aérea da raiz no nivel da superficie do solo, depois as raizes
foram lavadas e os nddulos destacados. Ap6s este procedimento, os nddulos, raizes e parte aérea
coletadas foram acondicionadas em sacos de papel, os quais foram levados para secar em estufa
com circulacdo forcada de ar a 65 °C até peso constante, e em seguida foram determinadas suas
respectivas massas secas. Nestas coletas, foram determinados o teor de N total das respectivas
partes da planta pelo método de digestao umida de Kjeldahl.

A coleta das plantas para quantificar a fixacdo bioldgica de nitrogénio ocorreu quando
estas alcancaram o estddio R5.5 “meio enchimento de graos”, fase em que ocorre 0 maximo
aciumulo de nitrogénio na planta, o que ocorreu aos 62 DAP no experimento em casa de
vegetacdo. As plantas foram amostradas em trés dos cinco vasos extras, sendo a parte aérea € a
raiz separadas. Apos a lavagem das raizes, os nédulos foram destacados e separados. Amostras
da parte aérea das plantas testemunhas (Phaseolus vulgaris, Sorghum bicolor e Zea mays) foram
coletadas, e em seguida todo o material coletado foi colocado para secar em estufa com
circulacdo forcada de ar a 65 °C para determinagcdo das massas secas. Amostras do solo ndao
plantado também foram retiradas para determinagio da abundancia natural de '°N (§'°N), sendo
secadas e posteriormente pulverizadas em moinho de rolos para subsequente anélise.

Nos experimentos em campo, plantas no estidgio R5.5, ou aos 87 e 70 DAP nos
experimentos 2017/2018 e 2020, respectivamente, foram coletadas. A coleta correspondeu a
parte aérea das plantas, em 2 m lineares na drea central das parcelas, sendo 1 m em cada uma
das duas linhas centrais, para determinacdo de massa fresca. Do total das plantas coletadas,
foram subamostradas cinco plantas, cujas vagens foram destacadas, sendo também realizada a
avaliacdo de nodulacdo, com determinacao da massa seca e teor de N dos nédulos e raizes como
jéa descrito anteriormente. Na ocasido da amostragem, também foram coletadas dentro da area
experimental, com 5 repeticdes, as plantas testemunhas Sorghum bicolor, Eleusine indica,
Urochloa brizantha e Commelina difusa no experimento 2017/2018, e para o experimento de
2020, foram coletadas as plantas Sorghum bicolor, Eleusine indica, Oryza sativa, Digitaria
sanguinalis e Ipomoea acuminata. Assumiu-se que sao plantas ndo fixadoras de N, utilizadas
para determinar a marcagio de §'°N do solo.
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As subamostras de parte aérea e vagem dos experimentos em campo, € as suas
respectivas plantas testemunhas foram secas em estufa com circulacdo for¢ada de ar a 65 °C até
peso constante, e foram determinados a massa seca das subamostras tornando possivel estimar
a massa seca da amostra em 2 m lineares, e também uma estimativa por hectare.

Em seguida todo o material vegetal coletado no campo e casa de vegetacdo foi moido
em moinho de facas tipo Wiley (<0,85 mm), e também em moinho de rolos, até a amostra ser
transformada em pé fino, conforme descrito por Arnold e Schepers (2004). A abundancia
natural de >N (8'°N) foi determinada com o auxilio do espectrdmetro de massa de razdo
isotépica de fluxo continuo (Finnigan Delta V) acoplado a um analisador elementar (Carlo Erba
EA 1108). Amostras de sementes do lote utilizado no plantio foram pesadas, trituradas e moidas
finamente para andlise de N-total e 8'°N, para deduzir a participacio do N da semente na
abundancia de 3"°N da planta, conforme descrito por Okito et al. (2004).

O célculo da contribuicdo do N derivado da FBN (%Ndfa) foi baseado na Equacao de
Shearer e Kohl (1986) (Equacgao 4):

%Ndfa = 100 x (815N planta de referéncia - 315N leguminosa) / (§15N planta de referéncia - B)  (4)

Onde B é uma constante relacionada ao processo de discriminagio isotépica de "N
quando se utiliza somente a parte aérea da planta para quantificar a FBN, aqui considerada
como sendo -1,3 §"°N (UNKOVICH et al., 2008).

3.9 Senescéncia das Folhas dos Experimentos em Campo

Na entrelinha de cada parcela uma faixa de solo de 1 m? foi coberta com tecido tule para
que os residuos aéreos da soja fossem depositados e recolhidos. As coletas dos materiais
senescentes ocorreram aos 80, 97, 105 e 188 DAP no experimento 2017/2018, e aos 79, 86 e
94 DAP no experimento 2020.

A massa seca total dos residuos depositados ao longo do ciclo da cultura foi quantificada
apos secagem em estufa com circulagdo forcada de ar a 65 °C, assim como o conteido de N
existente apdés moagem em moinho de facas de ago inoxidavel tipo Wiley (<0,85 mm), e
determinac¢do do teor de N total pelo método de digestdo Kjeldahl.

3.10 Produtividade de Graos

O experimento em casa de vegetacao foi colhido em 24 de dezembro de 2019, em trés
vasos por tratamento, e foram determinados os seguintes parametros: nimero de vagens e graos
por planta, nimero de graos por vagem e massa de graos por planta, padronizados a 13% de
umidade determinado pelo método da estufa (MAPA, 2009).

Os experimentos de campo realizados em 2017/2018 e em 2020 foram colhidos
manualmente em 12 de mar¢co de 2018 (133 DAP) e 29 de abril de 2020 (99 DAP),
respectivamente. Para estimar a produtividade de graos foi utilizada uma area ttil de 3 m?2 por
parcela (1,5 m das 4 linhas centrais, descartando-se 1 m em cada bordadura). Os graos colhidos
foram pesados, sendo em seguida a massa corrigida para a umidade padrdo comercial de 13%
determinado pelo método da estufa (MAPA, 2009), e os resultados foram calculados para
apresentacdo em kg de grios ha™!. Foram determinadas as massas secas dos residuos da colheita
apods secagem em estufa com circulagdo forcada de ar a 65 °C, e também foram analisados o
teor de N nos graos e residuos pelo método de digestdao Kjeldahl.
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3.11 Balanco de Nitrogénio na Soja dos Experimentos em Campo

Os dados do teor de N juntamente com de massa seca de todas as partes da planta
quantificadas separadas, foram utilizados para estimar a quantidade de N acumulada pela
cultura da soja, considerando a massa seca multiplicada pelo teor de N de suas respectivas
partes, que ap6s somados resultaram no actimulo total de N na soja estimados em kg ha™..

A partir dos resultados de %Ndfa foi possivel quantificar a contribui¢ao da FBN em kg
ha'! de N para cada tratamento de estirpe, multiplicando o %Ndfa pelo N acumulado na planta
de soja. O N exportado pela soja foi considerado como sendo o N acumulado nos graos, e o N
residual foi estimado pela diferenca entre o N acumulado na planta e o N exportado nos graos.
O N derivado do solo foi estimado como a diferenga entre o total de N acumulado na planta e
o total de N derivado da FBN. E por fim, o balanco de N do solo foi calculado pela diferenca
entre o N residual e o N derivado do solo na planta.

3.12 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) e PCR em Tempo Real (qPCR)
3.12.1 Coleta e preparo das amostras de nédulos e solo para extracao de DNA

Nos experimentos em campo 2020 e em casa de vegetacao foram coletados os nédulos
de duas plantas de soja por parcela, que foram destacados, lavados em 4gua, e em seguida
armazenados em potes (50 mL) contendo silica gel. Nesta ocasiao também foi coletado o solo
rizosférico e armazenados em freezer.

Ap6s secagem em silica, os nédulos foram desinfestados em hipoclorito de sédio (0,5%)
por 10 min, e em seguida enxaguados trés vezes com dgua destilada e autoclavada. Apds a
secagem em capela de exaustdo com fluxo de ar ligado, os nédulos foram macerados com o
auxilio de nitrogénio liquido em gral e pistilo, € 100 mg da amostra foram pesados em
microtubos de 2 mL para a extragdo do DNA total.

3.12.2 Extracao de DNA dos nédulos e solo

Para a extracdo de DNA dos nédulos com CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990) foram
utilizados 900 pLL do tampao [2% de brometo de hexadeciltetrametilamonio (CTAB); 1,42 M
NaCl; 100 mM Tris-HCI pH = 8,0; 20 mM EDTA pH = 8,0; 2% polivinilpirrolidona (PVP); 5
mM 4cido ascérbico e 4 mM 4cido dietiditiocarbamico (DIECA)] pré-aquecido a 65 °C. As
amostras foram colocadas em banho-maria por 20 min e foram homogeneizadas suavemente
por quatro vezes nesse periodo. Em seguida, as amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente, e adicionou-se 3 uL. de RNAse (20 mg mL!) e 5 pL de Proteinase K (1 mg mL™")
com posterior incubagdo a 37 °C por 30 min.

Apoés esse periodo, adicionou-se 500 pl. de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1),
misturado por inversao suave até formar uma emulsdo e submetida a centrifugacao a 14.000
rpm por 10 min, em seguida foi adicionado isopropanol em volume correspondente a 70% do
volume do sobrenadante da fase aquosa, as amostras foram invertidas suavemente e colocadas
no gelo por 15 min, depois centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
descartado, e ao pellet de DNA formado foi adicionado 500 pL de dlcool 70% com posterior
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante, e o pellet foi colocado para
secar por 2 h em capela de exaustdo com fluxo de ar ligado, apds a secagem o DNA foi
reidratado com 50 pL. de TE pH = 8,0.
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Para a extracdo do DNA das amostras de solo rizosférico foi realizada em subamostras
de 250 mg utilizando o DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen) de acordo as especificacdes do
fabricante.

O rendimento das amostras de DNA em ng uL™! foi mensurada por absorbancia (A) no
comprimento de onda de 260 nm, e a qualidade do DNA extraido foi dada pela relagao
(A260/A280 nm), sendo os valores entre 1,8 e 2,0 considerados adequados (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001; AZEVEDO et al., 2003), avaliados em espectrofotdmetro utilizando o
equipamento NanoDrop® Spectrophotometer 2000c, em seguida as amostras de DNA foram
padronizadas a concentracdo de 10 ng pL™! para os nédulos, e 4 ng pL! para o solo.

As amostras que ndo se enquadraram no parametro de qualidade do DNA foram
realizadas a purificagdo das amostras, adicionando 500 pLL do tampao de precipitacio AW1 e
filtrado em coluna (Spin Columns 2 mL - DNeasy® Plant Mini Kit/Qiagen) apés centrifugacio
por 2 min a 8.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado, e em nova coluna foi adicionado 500
pL do tampdo de precipitagio AW2 e realizado nova centrifugacdo (2 min/8.000 rpm), e
destacado o sobrenadante. Apds a secagem em capela de exaustao por 2 h o pellet de DNA foi
reidratado com 50 pL. de TE pH = 8,0.

A integridade do DNA gendmico extraido foi observada em gel de agarose 1% (m:v)
em tampao TAE 1x, submetido a eletroforese (70 V/90 min), corado com brometo de etideo,
foto-documentado e registrado pelo programa KODAK® Gel Logic 100 Image System.

3.12.3 Condicoes da reacao da PCR dos nédulos

As condicdes das reacdes realizadas em termociclador para todos os pares de iniciadores
(primers) para amplificagdo dos genes 16S rDNA, norC e nosZ sao descritos da Tabela 4. As
sequéncias dos genes norC e nosZ' relacionados ao processo de desnitrificacdo presentes no
genoma de bactérias do género Bradyrhizobium spp. foram alinhadas e as regides similares para
as diferentes espécies foram selecionadas para desenhar os iniciadores especificos para cada
gene. O primer nosZ? foi selecionado na literatura, e apresenta a caracteristica de ndo
especificidade.
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Tabela 4. Sequéncia dos primers e condi¢des das reagdes de PCR para o gene 16S rDNA, e os genes de desnitrificagdo norC e nosZ.

Genes

Primers

Sistema de reacao (15 pL)

Condicoes de reacao

Referéncia

16S
rDNA

27F: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" Amp2: 5’-
AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’

3,0 pL. do tampao (5x); 1,50 pLL de MgCl, (25
mM); 0,3 pL de ANTP (10 mM); 0,9 pL de cada
primer (F+R, 10 mM); 0,1 uL. da enzima Taq
Polimerase (5 U); 6,30 uL de H>O livre de
nucleases; 2 pL. da amostra de DNA bacteriano
(10 ng pL)

95°C por 5 min; 35 ciclos:

95°C por 45 s, 60°C por 1

min, 72°C por 1 min e 30
s; 72°C por 5 min

FURUSHITA et
al. (2003)
WANG et al.
(1993)

norC

BradyAzoNorC154-173f: 5°-
CGSGGCAAGCAYGTSTGGGA-3’ BradyAzoNorC337-
356r: 5’- TGAAYTGMGGCATCTGNCGSC-3’

3,0 pL. do tampao (5x); 1,25 pL de MgCl, (25
mM); 0,3 pLL de ANTP (10 mM); 0,5 pL de cada
primer (F+R, 10 mM); 0,1 uL. da enzima Taq
Polimerase (5 U); 7,35 ul de H,O livre de
nucleases; 2 ul. da amostra de DNA bacteriano
(10 ng pL)

95°C por 5 min; 35 ciclos:

95°C por 30 s, 66°C por 30

s, 72°C por 30 s; 72°C por
5 min

Este trabalho

nosZ!

BradyAzoNosZ-333-354f: 5°-
CTGGGGCCWGACSAACGAARGC-3’ BradyAzoNosZ-
114-1134r: 5°- GTCSCGYGGYTTGATCTTGTC-3’

3,0 pL. do tampao (5x); 1,50 pL de MgCl, (25
mM); 0,3 pL de ANTP (10 mM); 0,9 pL de cada
primer (F+R, 10 mM); 0,1 uL da enzima Taq
Polimerase (5 U); 6,30 puL de H,O livre de
nucleases; 2 pl. da amostra de DNA bacteriano
(10 ng pL)

95°C por 5 min; 35 ciclos:

95°C por 45 s, 60°C por 1

min, 72°C por 1 min e 30
s; 72°C por 5 min

Este trabalho

nosZ?

nosZ-F:5’-CGYTGTTCMTC GACAGCCAG-3’ nosZ-
1622R:5’-CGSACCTT STTGCCSTYGCG-3’

3,0 uL do tampdo (5x); 1,2 pL. de MgCl, (25
mM); 0,3 pL de ANTP (10 mM); 1,8 puL de cada
primer (F+R, 10 mM); 0,105 pL da enzima Taq

Polimerase (5 U); 5,195 puL. de H>O livre de
nucleases; 1 pL. da amostra de DNA bacteriano

(10 ng pLY); 0,6 pL de Tween 20 2% (v:v)

98°C por 2 min; 35 ciclos:

98°C por 10 s, 60°C por 30

s, 72°C por 20 s; 72°C for
5 min

MAO et al.
(2011)

nosZ": primer especifico para Bradyrhizobium spp.; nosZ*: primer geral.
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Utilizou-se 15 pL do produto da PCR para eletroforese (90 V/90 min) em gel de agarose
2%, em seguida corado com brometo de etidio e visualizado em fotodocumentador. As amostras
amplificadas seguiram para o sequenciamento do DNA.

3.12.4 Condicoes da reacao da qPCR dos ndédulos e solo

As condicdes de reagcdo e sequéncia de primers utilizados para os genes 16S, nirK e
nosZ sao apresentados na Tabela 5. Foi realizada uma quantificacdo do nimero de copias com
base na curva padrio de cada gene, obtidas por diluicdes plasmidiais que variaram de 10% a 107,
cuja eficiéncia de amplificagcdo para o 16S foi 95,8% (R? = 0,99), para o nirK foi 99,96% (R? =
0,99) e nosZ 100,8% (R? = 0,98), para o controle negativo foi utilizado dgua livre de nucleases.
As amostras foram aplicadas em duplicata em placas MicroAmp™ Fast Optical 0,1 mL
(Thermo Fisher Scientific, EUA) de 96 pocos, e analisadas no equipamento QuantStudio 3
(Applied Biosystem, EUA), na modalidade fast, com configuracdo para excitacdo de Sybr
Green.

O ndmero de cépias obtido a partir da qPCR foi normalizado para obtencdo do valor
correspondente a 1 g das amostras de nédulos e solo.
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Tabela 5. Sequéncia dos primers e condi¢des das reagdes de qPCR para o gene 16S rDNA, e os genes de desnitrificacdo nirK e nosZ.

Tamanho do
fragmento (pb)

Sistema de reacao (10 pL)

Condicoes de reacio

Referéncia

500

3,0 uL do tampao (5x); 1,50 uL.
de MgCl, (25 mM); 0,3 puL de
dNTP (10 mM); 0,9 pL de cada
primer (F+R, 10 mM); 0,1 puL da
enzima Taq Polimerase (5 U);
6,30 pL. de H>O livre de
nucleases; 2 pL. da amostra de
DNA bacteriano (10 ng pL')

95°C por 2 min; 35 ciclos:
95°C por 30 s, 59°C por 1 min

RITALAHTI et
al. (2006);
LANE (1991)

473

4,5 pL SYBR® Green (Qiagen);
0,4 pL de cada primer (F+R, 10
mM); 0,3 pLL de Tween-20 2%
(v:v); 0,9 uLL de H>O livre de
nucleases; 3,5 pLL da amostra de
DNA bacteriano (nédulo 10 ng
uL e solo 4 ng puLh)

95°C por 20 s; 45 ciclos: 95°C
por 3 s, 62°C por 20 s, 72°C
por 45 s; 95°C por 1 s, 60°C
por 205,95 °Cpor 1 s

HALLIN;
LINDGREN
(1999);
THROBACK et
al. (2004)

Genes Primers
165 tRNA 1055yF: 5°- ATGGYTGTCGTCAGCT-3’
1392R: 5’- ACGGGCGGTGTGTAC-3’
K FlaCu: 5’-ATCATGGTS CTGCCGCG-3’
mr. R3Cu: 5’-GCCTCGATCA GRTTGTGGTT - 3’
nosZ-2F:5’-CGCRACGGCA
nosZ. ASAAGGTSMSSGT-3’ nosZ-2R:5’-

CAKRTGCAKS GCRTGGCAGAA-3’

267

4,5 pL SYBR® Green (Qiagen);
0,8 puL de cada primer (F+R, 10
mM); 0,2 pLL de Tween-20 2%
(viv); 0,2 pLL de H»O livre de
nucleases; 3,5 pLL da amostra de
DNA bacteriano (nédulo 10 ng
uL'e solo 4 ng uLh)

Touchdown PCR: 95°C por 5
min; 6 ciclos: 95°C por 30 s,
65-60°C (-1°C a cada ciclo)

por 30 s, 72°C por 30; 34
ciclos de 95°C por 15 s, 60°C
por 15 s, 72°C por 30 s

HENRY et al.
(2006)
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3.13 Analises Estatisticas

Antes da andlise de variancia (ANOVA) dos dados, as pressuposi¢des de normalidade
e homogeneidade dos erros foram submetidas aos testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett,
respectivamente. Quando necessario, os dados foram transformados (vx ou Vx+1). Apés
ANOVA, as médias foram comparadas pelo teste LSD de Fisher com probabilidade de 5%. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2020).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises preliminares do DNA dos nédulos (dados nao mostrados) indicaram que as
estirpes inoculadas possivelmente ndo colonizaram os ndédulos nos dois experimentos de
campo. No experimento 2017/2018 foi utilizando a técnica de MLSA (Multilocus Sequence
Analysis) pela andlise conjunta dos genes housekeeping, e no experimento 2020 essa inferéncia
foi obtida pela auséncia nos ndédulos dos genes de desnitrificacio (nirK e nosZ).
Diferentemente, no experimento em casa de vegetacdo em que os nddulos formados foram
compativeis com a presenca e/ou auséncia dos genes de desnitrificacao (nirK, norC e nosZ)
com as estirpes inoculadas, provavelmente ocorreu devido a alta quantidade de células de
Bradyrhizobium spp. inoculada por massa de solo (8 kg vaso!). Aparentemente, em condicdo
de campo, estirpes nativas de Bradyrhizobium spp. foram mais competitivas que as estirpes
inoculadas recomendadas para a soja no Brasil.

O sucesso da inoculagdo de rizobios pode ser limitado por varios fatores, incluindo as
condi¢des ambientais, o nimero de células aplicadas, a presenga de rizobios indigenas (nativos)
como potencial competidores por sitios de nodulagdo, e o método de inoculacdo (BOGINO et
al., 2008). Em estudo realizado com a soja em Mogambique, por exemplo, foi observada grande
variabilidade na eficdcia simbidtica, em que dez isolados indigenas apresentaram melhor
desempenho simbidtico que a estirpe comercial USDA 110 (B. diazoefficiens) (CHIBEBA et
al.,, 2017). Em geral, espera-se que as estirpes usadas em inoculantes comerciais sejam
competitivas com rizobios indigenas, porém embora apresentem baixa eficiéncia simbiodtica, as
estirpes indigenas sdo altamente adaptadas as condi¢des ambientais locais (AL-FALIH, 2002;
GRONEMEYER et al., 2014).

4.1 Emissoes de N20 no Experimento em In Vitro

Os resultados observados nas condi¢Oes in vitro demonstraram que as estirpes de B.
elkanii (SEMIA 587 e 29 W) nao produziram N>O em vida livre (Figura 7) pelo fato de nao
possuirem genes de desnitrificagdo (Tabela 1 e 8) (ZILLI et al., 2019). O estudo realizado por
Nascimento (2011) também em condi¢des de incubagdo in vitro descobriu que a SEMIA 587 e
a 29 W apresentaram baixas emissoes de N2O comparadas a CPAC 7 e a CPAC 15, e que a
adicao de acetileno a estas estirpes aumentaram as emissoes de N>O. A capacidade das bactérias
de reduzir as emissdes de N2O apods a adicdo de NOg3™ in vitro sugere que elas podem mitigar as
emissoes de N2O em solo fertilizado com NO3;™ (USYSKIN-TONNE et al., 2019).

Contudo, no estudo de Obando et al. (2019) observou-se que a SEMIA 587 e a SEMIA
5019 apresentaram capacidade de produzir N>O. O presente estudo realizado em casa de
vegetacdo também foi observado elevadas emissdes de N>O destas estirpes (Tabela 8).
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Figura 7. Emissdao de N>O de diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. em condi¢des
controladas in vitro. As médias foram comparadas entre os tratamentos com e sem acetileno
para cada estirpe pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade. CV=26,1%.

As estirpes CPAC 7 e CPAC 15 produziram N>O, sendo que a adi¢do do acetileno a
CPAC 7 inativou parcialmente a enzima 6xido nitroso redutase (nosZ), aumentando a produgao
de N2O. A CPAC 7 sem acetileno ainda resultou em alta producdo de N>O, apontando um
escape desse gds mesmo com o conjunto completo de genes de desnitrificacio, possivelmente
devido ao tempo de incubacao que ndo foi suficiente para a redu¢do completa do N>O a No.

Por outro lado, confirma-se que a estirpe comercial CPAC 15 tem potencial para
emissao de N>O, mas que a presenga de CPAC 7 pode diminuir esse impacto por reduzir N>O
a Na.

4.2 Nodulacao e Componentes da Produtividade no Experimento em Casa de Vegetacao

Os resultados da nodulacdo e dos componentes de produtividade sdao apresentados na
Tabela 6. As plantas inoculadas com as estirpes de Bradyrhizobium spp. aumentaram a massa
seca de ndédulos. Os resultados de Guimaraes et al. (2008), Okito et al. (2004) e Araujo et al.
(2018) indicaram que a inoculagdo da soja com as estirpes 29 W e SEMIA 587 aumentaram a
nodulaciao em relagdo a CPAC 7 e CPAC 15, porém no presente estudo nao houve diferenca
entre estirpes.

A inoculagdo da soja com a estirpe CPAC 7 proporcionou maior nimero de vagens por
planta em relac@o ao Controle e a inoculacdo com a estirpe 29 W, e maior niimero de graos por
planta comparadas ao Controle e a SEMIA 587, ndo diferindo dos demais tratamentos. Para a
massa seca de parte aérea e massa de grdos por planta ndo houve efeitos (p<0,05) dos
tratamentos. Esses resultados mostram que a inoculacdo resulta em beneficios para produgio,
embora tenha havido certa vantagem pelo uso de B. diazoefficiens e B. japonicum em lugar de
B. elkanii.
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Tabela 6. Massa seca de nédulos e parte aérea no estddio R5.5 (meio enchimento de graos),
massa graos por planta e componentes da produtividade, como nimero de vagens e graos
por planta, e niimero de graos por vagem avaliados apds a colheita da soja (cv. BRS 284)
inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. no experimento em casa de

vegetacao.
MS de nédulos MS$ d’e parte M. de graos N de N~de N~de
Tratamentos aérea vagens/ graos/ graos/
-mg plantal -  -gplanta'-  -gplanta’!- planta vagem planta
CONTROLE 239b 11,9 a 49 a 20 ¢ 2,5a 48 ¢
CPAC7 506 a 11,0a 53a 24 a 24 a 57 a
CPAC 15 485 a 11,8 a 5,4 a 23 ab 2,4 a 54 ab
SEMIA 587 561 a 11,0 a 5,1a 22 abc 2,4 a 52 be
29W 635a 11,0a 54a 21 bc 25a 52 abc
Média 485 11,3 5,2 22 2.4 53
CV (%) 21,8 4,2 8,1 9.4 6,3 7,7

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

No estudo de Guimaraes et al. (2008) a inoculag¢do da soja com a CPAC 15 aumentou o
acimulo de massa seca de parte aérea da soja em relacdo as demais estirpes utilizadas neste
trabalho.

4.3 Fixacao Biolégica de Nitrogénio no Experimento em Casa de Vegetacao

A inoculacdo da soja aumentou em média 58 e 487% o N acumulado na planta e a
fixacdo bioldgica de nitrogénio, respectivamente. A abundéancia natural de >N do solo estava
em niveis satisfatérios, acima de 5 8'°N (Tabela 7), permitindo boa estimativa da FBN, tal como
nos ensaios do campo.

No estudo de Guimaraes et al. (2008), que avaliou as mesmas quatro estirpes deste
estudo em casa de vegetacao, foi encontrado em plantas de soja inoculadas com a estirpe CPAC
7 um maior acimulo de N na parte aérea, e também valores mais negativos da abundancia de
SN em plantas inoculadas com as estirpes de B. elkanii (29 W e SEMIA 587) em relacdo a
inoculacdo com as estirpes CPAC 7 e CPAC 15. No trabalho conduzido em casa de vegetacio
de Araujo et al. (2018), na média das coletas de parte aérea da soja, a inoculagdo com a estirpe
29W (-2,50%0) apresentou valores mais negativos de 8'°N do que com a inoculacdo com as
estirpes CPAC 7 (-1,72%0) € a USDA 46 (-2,04%o).

A estirpe CPAC 15 (B. japonicum) é destacada por sua capacidade saprofitica e alta
competitividade, pois possui mais genes associados a metabdlitos secunddrios, transporte de
nutrientes, aquisi¢do de ferro e metabolismo do 4cido indol-3-acético (AIA), potencialmente
correlacionados com essas caracteristicas que garantem maior eficiéncia de nodulacdo do que
a estirpe CPAC 7 de B. diazoefficiens. Esta ultima, possui mais genes relacionados ao
metabolismo de aminoécidos e captagdo de hidrogé€nio, potencialmente correlacionados com
maior eficiéncia na fixacdo de nitrogénio (SIQUEIRA et al., 2014). Estas duas estirpes sdo as
mais utilizadas pelos agricultores da regidao do Cerrado, principal regido produtora de soja do
Brasil (HUNGRIA; MENDES, 2015).
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Tabela 7. Aciimulo de nitrogénio, abundancia natural de 8'°N e nitrogénio derivado do ar
(%Ndfa) de parte aérea por planta de soja (cv. BRS 284) inoculada com diferentes estirpes
de Bradyrhizobium spp. avaliadas no estddio R5.5 (meio enchimento de graos), e
abundincia natural de 8'°N (%¢) de plantas e solo utilizados como referéncia no
experimento em casa de vegetagao.

N acumulado N Ndfa
Tratamentos 1
---- mg planta™ ---- === %0 === - Y0 ---
CONTROLE 159 b 7,95 a 12 ¢
CPAC7 257 a 2,85¢ 61 a
CPAC 15 256 a 3,81b 52b
SEMIA 587 246 a 3,03 ¢ 59 a
29W 244 a 2,76 ¢ 62 a
Média 232 4,08 49
CV (%) 11,2 9,4 7,4
P?:;g‘;lzzl:ll; lﬁfgs Sorghum bicolor  Zea mays Solo Me; ;z:té%())
%0 CV (%)
7,67 ¢ 9,46 b 9,72 ab 10,54 a 5,2

Referéncia 8'°N; Semente 3'°N = 1,473%0; Médias seguidas das mesmas letras na coluna ou linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

As diferencas observadas entre as plantas-referéncia sao significativas, porém de pouco
relevancia tendo em conta as altas taxas de FBN estimadas para a soja. As gramineas
apresentaram maior §'°N em relacio a leguminosa (Phaseolus vulgaris), que apesar de ndo fixar
N> por ndo ser nodulante, apresenta sementes maiores que podem ter influenciado a marcagao
final da planta crescida em solo limitado em N mineral. Resultados semelhantes foram
observados por Guimaraes et al. (2008) em estudo conduzido em casa de vegetacao utilizando
como plantas referéncia a soja nio nodulante, sorgo e arroz, onde observou valores de §'°N que
variaram entre 6,1 e 8,8%0 na parte aérea. Além do efeito das sementes, os autores alertam para
pequenas variacdes da abundincia de >N temporais ou espaciais que podem explicar essas
diferencas entre diferentes espécies usadas como controle da técnica de abundancia natural de
15N para cdlculo da FBN.

Neste ensaio em casa de vegetacdo, a contribui¢do da FBN ficou abaixo do esperado,
provavelmente pelo efeito na mineralizacdo do N do solo com o destorroamento e peneiramento
para uniformizacao do estudo em vasos. Valores entre 90 e 98% de Ndfa em condi¢des de casa
de vegetagio ja foram encontrados em outros estudos (GUIMARAES et al., 2008; PAUFERRO
et al., 2010). Pauferro et al. (2010) observaram valores de Ndfa de 87 e 91% para as estirpes 29
W e CPAC 7, respectivamente. As espécies de Bradyrhizobium spp. apresentam diferencas no
seu metabolismo, podendo assim influenciar na quantidade de N fixado pela planta (EVANS et
al., 1982).

4.4 Emissoes de N20 no Experimento em Casa de Vegetacao

Ao longo do periodo de monitoramento das emissdes de N2O (Figura 8b) houve duas

fases de aumento nos fluxos de N>O, que ocorreram entre os primeiros dias de cultivo até os 16
DAP com o maior pico de 367 ug N m? h'! ocorrendo no segundo dia de cultivo atribuido ao
tratamento Solo (sem planta). A emissdo média desse periodo foi de 136 ug N m? h'l. O
aumento nos fluxos foi provavelmente determinado pelo estimulo a mineraliza¢dao de N do solo
em funcdo da desagregagao com o preparo do solo para o experimento, observados pelo elevado
teor de amonio no solo (Figura 8c), e confirma o efeito nas %Ndfa encontradas nas plantas. O
preparo do solo tem impactos significativos nas propriedades do solo, disponibilidade de N
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mineral, além de reduzir a abundancia do gene nosZ (WANG et al., 2019), devido a sua baixa
tolerancia ao oxigénio (XU et al., 2016; SUENAGA et al., 2018).

No periodo inicial, o EPSA (Figura 8a) estava acima de 70% proporcionado pelas
irrigagdes, contribuindo para o aumento da atividade microbiana, principalmente dos
desnitrificadores devido a condicao de anaerobiose (QIN et al., 2019).

Aos 16 DAP os fluxos de N>O diminuiram apresentando pouca variagdo que se estendeu
até os 78 DAP, periodo que compreendeu o desenvolvimento vegetativo e inicio da fase
reprodutiva da cultura, caracterizado pela maior absor¢do de N do solo e acimulo nos tecidos
vegetais. Esse periodo também se caracterizou pela diminuicao do teor de amonio (Figura 8c¢),
e baixa concentracdo de nitrato no solo (Figura 8d) nos vasos que foram semeados a soja. O
tratamento Solo (sem planta) apresentou actimulo de nitrato, indicando a falta de dreno, porém
com baixa desnitrificacao ja que este tratamento apresentou baixos fluxos de N2O. A presenca
da planta representa fonte de poder redutor pela exsudacao e reciclagem de tecidos senescidos,
os quais favorecem processos heterotréficos como a desnitrificagdo. A sincronizagdo entre a
mineralizacao de N e a absorc@o de N pelas plantas parece ser o principal desafio para reduzir
as emissoes de N2O (GOMES et al., 2009).

Aos 78 DAP houve aumento nas emissdes de N>O, periodo que coincide com o inicio
da senescéncia dos nddulos, seguido da deposi¢do de folhas e morte de raizes. Esta fase se
estendeu até os 152 DAP, quando a maior parte dos residuos de baixa relagdo C/N ja tinham
sido decompostos, persistindo os materiais vegetais de maior relacio C/N como raizes e caule,
e por isso observou-se redugdo significativa nos fluxos de N>O. O inicio da senescéncia dos
nddulos geralmente ocorre entre 5 e 11 semanas de cultivo (PUPPO et al., 2005) ou quando
atingem cerca de 6 a 7 mm de didmetro (OHYAMA et al., 2011). A decomposi¢io dos nédulos
e das folhas por apresentarem baixa relacdo C/N sdo as principais fontes de N responsaveis por
emitirem N2O (CIAMPITT]I et al., 2008; SHAH, 2014).

No estudo realizado por Consentino et al. (2015), ao compararem as emissdes de N2O
durante o crescimento da cultura da soja nodulante e ndo nodulante ndo observaram efeitos na
quantidade de N>O emitida. Contudo, outros estudos relataram elevadas emissdes de N>O na
soja nodulante em relacdo a ndo nodulante no final do ciclo da cultura (KIM et al., 2005;
CIAMPITTI et al., 2008; INABA et al., 2009). As emissdes de N>O no final do ciclo da soja
podem ser explicadas pela decomposi¢do dos nédulos da soja, ja que ha actiimulo de N no solo
ap6s ter sido decompostos (KAYE et al., 2007; SANCHEZ:; MINAMISAWA, 2019). Assim,
aparentemente, a degradacdo dos nédulos € um fator chave para a emissao de N>O (INABA et
al., 2009; 2012). Emissdes de N>O foram observadas também em condi¢des saprofiticas e em
simbiose nos nédulos de soja (OBANDO et al., 2019).

No entanto, considerando-se apenas as emissdes de N>O no final do ciclo da cultura, as
plantas inoculadas com a estirpe CPAC 7 e o tratamento Solo mostraram uma tendéncia de
menores fluxos de N>O. Para os demais tratamentos, houve periodos de maiores fluxos de N>O.
Inicialmente, a inoculagdo com 29 W resultou em altos fluxos, comportamento observado
também em outros momentos com a inoculagdo da CPAC 15, e também no Controle e com a
SEMIA 587, esta tltima com fluxos altos de N>O durante o maior periodo do monitoramento.
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Figura 8. Irrigacdo, temperatura do ar, umidade relativa e espago poroso saturado por dgua
(EPSA) (a), fluxos de N>O e detalhe da época de aumento dos fluxos (b), teores de amonio
(c) e nitrato (d) no solo durante o periodo de 181 dias apds o plantio da soja cultivar BRS
284 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. no experimento em casa de
vegetacdo. As barras de erro representam o erro padrdo das médias.

Quanto a emissdo acumulada de N>O para a soja cultivada em vasos sob condi¢do de
casa de vegetacdo (Tabela 8), a estirpe CPAC 7 reduziu as emissdes de N2O em relacio a 29
W, SEMIA 587 e ao Controle, nao diferindo dos demais tratamentos. Resultados semelhantes
foram observados para a emissdo acumulada dos residuos, no qual a CPAC 7 foi ainda mais
eficiente reduzindo as emissdes comparadas a CPAC 15, e ndo diferindo das emissdes de fundo
quantificadas no Solo (sem planta).
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Tabela 8. Emissdo acumulada de N>O (mg N-N>O ha!), e presenca nos nédulos dos genes
(PCR) norC e nosZ relacionados com a desnitrificacdo no genoma de diferentes estirpes de
Bradyrhizobium spp. inoculados na soja (cv. BRS 284) no experimento em casa de
vegetacdo. Sinal positivo (+) indica presenca e negativo (-) indica auséncia do gene.

Emissao acumulada Genes de desnitrificacao
Tratamentos Total Residuos 1 2
g N-N;O ha' — norC nosZ'/nosZ
SOLO 841 ab 20 ¢
CONTROLE 1146 a 532 ab - -
CPAC7 697 b 97 ¢ + +
CPAC 15 805 ab 359b + -
SEMIA 587 1401 a 577 a - -
29W 1458 a 564 a - -
Média 1058 358
CV (%) 5.9 38,7 NO—=MN.0 N0 =N

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade; nosZ':
primer especifico para Bradyrhizobium spp.; nosZ*: primer geral.

As estirpes 29 W e SEMIA 587 ndo apresentam genes ligados ao processo de
desnitrificacdo (Tabela 8 e Figura 9), e por isso as emissdes de N>O devem ser originadas de
outros microrganismos desnitrificadores do solo (Figura 10) (MANIA et al., 2020). A estirpe
CPAC 15 possui a capacidade de desnitrificar o NO3z™ até N>O, pois nao possui 0 gene nosZ
responsavel pela reducdo do N2O a N». Por outro lado, a estirpe CPAC 7, que possui todos os
genes de desnitrificacdo, pode ter sido responsavel por reduzir parte do N>O formado no solo
até N» (ZILLI et al., 2019), como é demonstrado nos resultados da quantificacdo do nimero de
coOpias dos genes de desnitrificagdo dos nddulos na Figura 9, e do solo na Figura 10. Até mesmo
a emissdo de N2O nos tratamentos com estirpes que ndo desnitrificam podem ser explicados
pela presenga dos genes de desnitrificagdo no solo, sendo estes responsaveis pelas emissoes
observadas (Tabela 8).
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Figura 9. Nimero de copias dos genes 16S, nirK e nosZ relacionadas com a desnitrificacdo
presentes nos nédulos da soja cultivar BRS 284 no experimento em casa de vegetacao
inoculadas com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. * representa a auséncia do nirK,
e ** representa a auséncia do nosZ. 16S CV=13,4%, nirK CV=2,5%.
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Figura 10. Nimero de cépias dos genes 16S, nirK e nosZ relacionadas com a desnitrificacio
presentes no solo cultivado com soja, cultivar BRS 284 no experimento em casa de
vegetacdo inoculadas com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. 16S CV=1,9%, nirK
CV="7,1%, e nosZ CV=1,6%.

Apesar da desnitrificagdo da CPAC 15 resultar como produto final o N>O, esta estirpe
apresentou emissoes intermedidrias, sendo até menores que as estirpes de B. elkanii que nao
desnitrificam. A possivel explicac¢do seria que microrganismos do solo, que tém a capacidade
de realizar a desnitrificacdo completa, possuem preferéncia em reduzir N2O em detrimento ao
NOys', pelo fato do nosZ ser mais competitivo na obtenc¢do de elétrons que a napA, e assim
atuariam mitigando o N>O produzido mesmo por outros microrganismos (MANIA et al., 2020;
GAO et al., 2021). Além disso, concentracdes mais altas de N>O induzem ao aumento da
populacdo de bactérias que contém o gene nosZ (QIN et al., 2019).

Outra explicagado para os resultados deste estudo estd relacionada a presenca da enzima
hidrogenase. As estirpes 29 W, SEMIA 587 e CPAC 15 ndo possuem hidrogenase ativa (Hup
) (BODDEY; HUNGRIA, 1997), e por isso produzem maiores quantidades de H» pela
nitrogenase, que € liberada no solo, estimulando a atividade de desnitrificadores capazes de
oxidar H» para produzir energia, podendo causar o aumento da emissao de NoO (FLYNN et al.,
2014).

A CPAC 7 além de realizar todas as etapas da desnitrificacdo, também possui
hidrogenase ativa (Hup™) que € capaz de reciclar o Hz produzido pela fixacdo de N> (BODDEY;
HUNGRIA, 1997; TAIZ; ZHANG, 2017), reduzindo o estimulo aos microrganismos
desnitrificadores do solo. Estes atributos da CPAC 7 tornam esta estirpe de grande potencial
para mitigar as emissdes de N>O na cultura da soja.

Em estudo recente, com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp., Obando et al.
(2019) observaram que as estirpes E109, SEMIA 587, SEMIA 5019 (=29 W) e a CPAC 15
apresentaram maior producido de N>O tanto em condi¢c@o de vida livre quanto em simbiose
comparadas com a USDA 110 e CPAC 7, que t€ém o gene nosZ. Apesar dos genes de
desnitrificacdo nao serem identificados in silico ou in vitro para as estirpes SEMIA 587 e
SEMIA 5019, as mesmas mostraram capacidade de produzir N>O. Os autores atribuem esses
resultados a uma possivel incapacidade de amplificar os genes de desnitrificagdo destas estirpes
devido ao polimorfismo dos genes (JATON et al., 2010), como também a uma possivel
limitacdo da metodologia de PCR que pode ter afetado a amplificacdo desses genes nas
condi¢Oes experimentais deste estudo. Em outro estudo, Ferndndez et al. (2008) revelaram que

37



alguns isolados de Bradyrhizobium spp., apesar de ndo possuirem genes de desnitrificagao,
produziram N>O. E possivel que existam vias alternativas envolvidas na desnitrificacio e
emissoes de N>O de B. elkanii, porém nenhum estudo mostrou possibilidades relacionadas a
isso.

Nas avaliacOes feitas neste estudo, ndo foi possivel detectar a presenga dos genes nirK,
norC e nosZ nas estirpes de B. elkanii (Tabela 8 e Figura 9), e nem producio de N2O in vitro
(Figura 7), o que indica que outros microrganismos do solo seriam a explicacdo para a atividade
desnitrificadora encontrada (Figura 10). No estudo de Inaba et al. (2012), observou-se que 59%
das emissdes de N>O foram de outros microrganismos, enquanto o Bradyrhizobium spp.
representou 41% das emissdes totais. Populacdes de nematdides, protozodrios, bactérias e
fungos foram aumentados na rizosfera da soja com nédulos em decomposi¢ao, e alguns destes
organismos sdo capazes de desnitrificar e emitir N2O (INABA et al., 2009).

Diversos estudos baseados na presenca do gene nosZ como explicagdo para a reducao
das emissdes de N2O sdo encontrados na literatura. Um experimento em cultura pura mostrou
que bactérias fixadoras de N> desprovidas do gene nosZ produziram mais NoO do que as
bactérias com o gene nosZ, as quais produziram N> em meio contendo NO3™ (SAMESHIMA-
SAITO et al., 2006a). Estirpes com nosZ t€m potencial para reduzir o N>O derivado de outras
fontes diferentes dos nédulos (HIRAYAMA et al., 2011; INABA et al., 2012; MANIA et al.,
2020). Em soja nodulada com a estirpe USDA110 (B. diazoefficiens) carregando o gene nosZ,
verificou-se reducio das concentragdes de N>O fora do ndédulo, em concentragdo atmosférica
(0,34 ppm) (SAMESHIMA-SAITO et al., 2006b).

Assim, diversos estudos t€ém apostado na ideia de se obter efeito de mitigacdo das
emissoes de N>O pelo o uso de bactérias fixadoras de N> portadoras do conjunto de genes
necessarios para a desnitrificacdo completa, especialmente pela presenca do gene nosZ
(ITAKURA et al., 2008; HENAULT; REVELLIN, 2011; ITAKURA et al., 2013; SHIINA et
al., 2014; AKIYAMA et al., 2016).

No estudo realizado por Itakura et al. (2013) com estirpes de B. diazoefficiens, observou-
se a redugdo das emissdes de N>O da estirpe com o gene nosZ* (6xido nitroso redutase), ¢ da
estirpe nosZ** (mutante com aumento da atividade da 6xido nitroso redutase) inoculadas na
soja avaliadas em pds-colheita em um Andossolo dominado por 98% das bactérias sem o gene
nosZ:. Porém, ao inocular a estirpe contendo o gene nosZ** em um Fluvissolo dominado por
estirpes nativas com nosZ* nao foram observados redugio significativas das emissdes de N2O.

Nos solos cultivados com soja, a maior propor¢do de bactérias desnitrificantes carece
do gene nosZ, ja que a propor¢do de bactérias sem nosZ pode ser um fator importante no
controle das emissoes de N>O do solo (FERNANDEZ et al., 2008; PHILIPPOT et al., 2011).

A maioria do conhecimento atual sobre desnitrificacdo em Bradyrhizobium spp. baseia-
se em estudos da estirpe USDA 110 (B. diazoefficiens) (BUENO et al., 2009; SANCHEZ et al.,
2010; TORRES et al., 2017). Estudos com as estirpes de Bradyrhizobium spp. recomendadas
para a soja no Brasil e Argentina se fazem necessarios por se tratar de grandes produtores
mundiais, nos quais a aplicacdo de inoculantes sdo realizados em grandes escalas, podendo
assim trazer impactos significativos na mitigacdo das emissdes de N2O na soja (OBANDO et
al., 2019).

E necessdrio considerar a reducdo das emissdes N>O como uma caracteristica
importante, além da efici€ncia da fixacdo de N», ao utilizar e desenvolver novos inoculantes
para producdo de leguminosas (MANIA et al., 2020; GAO et al., 2021). A integracdo de
solucdes microbianas para melhorar o desempenho agrondmico das culturas e reduzir as
mudancas climdticas tem sido alguns dos objetivos da agricultura moderna sustentdvel
(WOLIY et al., 2019; KAVADIA et al., 2020).
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4.5 Nodulacao nos Experimentos em Campo

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da nodulagdo realizada em duas
épocas nos dois experimentos em campo. No experimento 2017/2018 as plantas dos tratamentos
Controle (sem inoculag@o) e inoculadas com CPAC 15 apresentaram as menores médias para a
massa seca de nddulos aos 43 e 87 DAP, enquanto as plantas inoculadas com a estirpe 29W
apresentaram as maiores médias de nodulagdo nos dois experimentos e épocas de avaliacao.

Tabela 9. Massa seca de nddulos, raiz e parte aérea por planta de soja da cultivar TMG 7062
no experimento 2017/2018 e cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com
diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. avaliadas em duas épocas.

Experimento 2017/2018
Noédulos Raiz Parte aérea
Tratamentos 43 DAP 87DAP 43DAP 87DAP 43 DAP 87 DAP
------ mg planta’! g planta’!

CONTROLE 4d 151b 09a 1,8a 33b 12,8 a
CPAC7 49 ¢ 709 a 1,1a 20a 42 a 13,8 a
CPAC 15 12 cd 187 b 1,0 a 1,7 a 39ab 12,8 a
SEMIA 587 141b 794 a 1,0 a 1,8 a 3,8 ab 15,0 a
29 W 242 a 955a 1,0 a 2,0 a 4,1a 15,6 a

Média 89 559 1,0 1,9 39 14,0

CV (%) 35,3 34,6 15,2 26,1 12,7 19,2

Experimento 2020
Noédulos Raiz Parte aérea
Tratamentos 43 DAP 70 DAP  43DAP 70 DAP 70 DAP 87 DAP
------ mg planta’! g planta’!

CONTROLE 218 b 810 ab 22a 1,6 ab 7,5a 248 a
CPAC7 181b 715b 23a 1,8a 7,6 a 233a
CPAC 15 223 b 771 b 23a 1,6 ab 8,0a 255a
SEMIA 587 187 b 829 ab 2,3a 1,3b 84a 227 a
29 W 347 a 1132 a 2,3a 1,5 ab 84a 23,1a

Média 231 851 2,3 1,6 8,0 23,9

CV (%) 23,2 29,6 6,2 21,9 12,4 15,9

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

Em alguns estudos em casa de vegetacao, observou-se que a inoculagdo com as estirpes
de B. elkanii (29 W e SEMIA 587) apresentou maiores valores de massa seca de nédulos que
as estirpes CPAC 7e CPAC 15 (GUIMARAES et al., 2008; ARAUJO et al., 2018). Resultados
semelhantes também foram observados no estudo de Zilli et al. (2021) no Cerrado de Roraima
em dois anos agricolas em dreas de primeiro ano de soja, avaliados aos 60 dias apds a
emergéncia. Outro exemplo € o estudo de Pauferro et al. (2010), em que a média de quatro
cultivares de soja inoculadas com a estirpe SEMIA 5019 (=29 W) para massa seca de nédulos
foi superior a observada para a inoculagdo com a SEMIA 5080 (=CPAC 7).

A nodulagdo das estirpes testadas foi considerada adequada, uma vez que a massa de
nédulos esteve entre 100 e 200 mg planta™ que é o suficiente para garantir o fornecimento de
N requerido por uma planta de soja para seu desenvolvimento normal (HUNGRIA et al., 2007).
Todos os tratamentos ficaram dentro dessa faixa aos 87 DAP no experimento 2017/2018, e nas
duas épocas de avaliacdo no experimento 2020.
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Para massa seca de raiz nao houve efeito da inoculagao (p<0,05), porém entre as épocas
as médias aumentaram dos 43 para os 87 DAP no experimento 2017/2018, porém no
experimento 2020 as médias diminuiram na avaliagdo aos 70 DAP em relacao aos 43 DAP, o
que pode ser explicado por uma possivel decomposicio de parte das raizes pelo fato da cultivar
MS5917 apresentar um ciclo mais precoce que a TMG 7062.

Em relacdo a massa seca de parte aérea apenas o Controle apresentou menor média em
relacdo aos tratamentos CPAC 7 e 29 W no experimento 2017/2018. Em estudo conduzido por
Araujo et al. (2018) as plantas de soja inoculadas com as estirpes 29 W e SEMIA 587
apresentaram maior acimulo de massa seca de parte aérea comparado com as estirpes CPAC 7
e CPAC 15, sendo que esta ultima apresentou a menor média.

O experimento 2020 apresentou as maiores médias gerais em relacdo ao experimento
2017/2018, exceto para a massa seca de raiz aos 87 DAP, com destaque principalmente para
uma massa seca de nédulos com médias 160 e 52% superiores as observadas no experimento
2017/2018, nas duas épocas de avaliacio. E possivel que a aplicacio adicional de inoculante no
sulco de semeadura no experimento de 2020 tenha favorecido a nodulagdo, porém chama a
atencdo a elevada massa de nddulos do tratamento sem inocula¢do (Controle), que parece
apontar para outro fator que seria a presenca de Bradyrhizobium spp. no solo oriundo de
experimentos antigos ou a possivel presenca de estirpes nativas. As estirpes de Bradyrhizobium
spp. podem permanecer no solo como saproéfitas e nodular a soja, reduzindo ou mesmo
impedindo a verificacdo dos beneficios da inoculagdo pelo tamanho da populagdo estabelecida
de rizébios do solo (HUNGRIA et al., 2017; AMBROSINI et al., 2019; ZILLI et al., 2021). No
estudo de Zilli et al. (2010) foi observada uma média de 40,6 mg planta! para o Controle (sem
inoculagdo) aos 35 dias apds a emergéncia na média de dois anos agricolas na regido do Cerrado
em Roraima.

Outra situagdo possivel € a contaminac¢ao do Controle pelo escoamento superficial da
dgua das chuvas podendo levar sedimentos com bactérias para as parcelas sem inoculagdo.

Os dados de acimulo de N na soja (Tabela 10) parecem corroborar com os dados de
nodulacdo, pois em ambos os experimentos, o total de N acumulado nas diferentes partes da
planta foram superiores com a inoculagdo da estirpe 29W. Em 2017/2018, essa situagdo ficou
bem marcante, com menores acumulagdes de N pelas partes das plantas inoculadas com a
estirpe CPAC 15.

Para o acimulo de N nas raizes a CPAC 15 apresentou a menor média entre as estirpes
inoculadas. Resultados semelhantes também foram observados para a parte aérea, pois o
tratamento com a CPAC 15 esteve entre os que menos acumularam N.

Esses dados estdo de acordo com os observados por Araujo et al. (2018), no qual a
inoculag@o com a estirpe 29 W, e também com a estirpe SEMIA 587, apresentou maior acimulo
de N nas raizes e nddulos em relacio as inoculacdes com as estirpes CPAC 7 e CPAC 15.

No experimento de 2020, a inoculagdo com a estirpe 29 W resultou em incremento
significativo no N acumulado nos nédulos, e quanto ao N acumulado nas raizes, a inoculacdo
com a estirpe CPAC 7 resultou em maior média que a estirpe SEMIA 587. Por outro lado, nao
houve efeito significativo da inoculagido quanto ao acimulo de N na parte aérea (p<0,05).

Como se verificaram contrastes entre os tratamentos quanto a producao de matéria seca
e acumulacdo de N pelas plantas, ou em partes das plantas, fica a divida se a avaliacdo da
presenca das estirpes inoculadas nos nddulos foi eficiente, pois se uma estirpe pré-existente, ou
mesmo nativa, fosse dominante, os diferentes tratamentos deveriam se comportar de forma
semelhante.
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Tabela 10. Actimulo de nitrogénio nos nédulos, raiz e parte aérea por planta de soja da cultivar
TMG 7062 no experimento 2017/2018 e cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas
com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. avaliadas em duas épocas.

Experimento 2017/2018
Nodulos Raiz Parte aérea

Tratamentos 43 DAP 87 DAP 43 DAP 87 DAP 43 DAP 87 DAP

mg planta’

CONTROLE 0,2d 7,6 ¢ 6,2b 11,9 bc 79b 207 b
CPAC7 2,2¢ 31,8b 92a 16,6 ab 94 ab 388 a
CPAC 15 0,6 cd 9,2¢ 4,7 ¢ 8,0c 84 b 249 b

SEMIA 587 59b 33,3 ab 83a 15,4 ab 92b 387 a

29W 11,2 a 44,4 a 92a 19,0 a 118 a 435 a
Média 4,0 25,3 7,5 14,9 93 333
CV (%) 34,6 34,5 14,5 27,2 20,0 22,3
Experimento 2020
Nodulos Raiz Parte aérea

Tratamentos 43 DAP 70 DAP 43 DAP 70 DAP 43 DAP 70 DAP

mg planta™!

CONTROLE 7,8b 29,8 b 21,3a 15,0 ab 238 a 733 a
CPAC7 11,4b 42,3 ab 239a 18,7 a 219a 682 a
CPAC 15 9,1b 32,7 ab 21,3 a 14,7 ab 253 a 777 a

SEMIA 587 84b 37,0 ab 22.5a 129b 250 a 692 a

29 W 15,6 a 51,0a 25,7 a 16,9 ab 260 a 663 a
Média 10,5 38,5 229 15,6 244 709
CV (%) 17,4 39,7 15,0 20,7 15,3 16,2

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.
4.6 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio nos Experimentos em Campo

No experimento 2017/2018, os resultados de contribuicao da FBN para as diferentes
partes das plantas foram semelhantes, situagdo em que a inoculagdo com a estirpe CPAC 15 e
o Controle tiveram as menores médias (Tabela 11). Estes tratamentos também apresentaram
elevada abundancia de "N que se refletiram em menores taxas de fixacdo de N> (%Ndfa). As
estirpes de B. elkanii, SEMIA 587 e 29 W juntamente com a CPAC 7 apresentaram as maiores
taxas de fixacdo de No».

No experimento 2020, nao foram observados efeitos significativos para o N acumulado
na parte aérea e vagem, porém para abundincia de §'°N na parte aérea, o tratamento SEMIA
587 apresentou maior §'°N, assim como as vagens, sem diferir do Controle, o que significou as
menores quantidades de N fixadas nesse experimento. O tratamento que mais fixou N2 foi
aquele com a inoculagio da estirpe 29 W, indicado pela mais baixa abundéncia natural de °N,
principalmente nas vagens.

No estudo de Zilli et al. (2021), utilizando as mesmas estirpes deste trabalho, separadas
e em combinagdes diferentes em dois anos agricolas, a inoculacdo aumentou a %Ndfa apenas
no primeiro ano de cultivo, ndo apresentando diferengas entre estirpes em ambos 0s anos.

Em relagdo as plantas-referéncia amostradas no experimento 2017/2018, usadas como
indicadoras da abundéncia natural de "’N do N disponivel do solo para a soja, o Sorghum bicolor
apresentou maior 8'°N em relacio a Commelina difusa, sendo que as demais plantas nio tiveram
diferencas significativas (p<0,05). No experimento 2020, Sorghum bicolor e a Eleusine indica
apresentaram maior 8'°N que Oryza sativa, tratamentos que ndo diferiram dos demais.

41



Em experimentos de campo, variacdes na abundancia natural de '°N sio esperadas entre
as plantas testemunhas, devido as diferentes capacidades de exploracdo e absor¢do de N do solo
entre as espécies de plantas, assim como a distribui¢ao espacial das plantas coletadas nos blocos
da 4rea experimental.

As plantas que realizam FBN como a soja apresentam valores de abundancia de §'°N
proximo ao N» atmosférico, que € considerado como zero unidades de 5!°N (0,00 %o). Presume-
se que a nao fixacdo de N> das plantas de referéncia crescendo no mesmo local irdo acumular
N derivado exclusivamente do solo, que é levemente enriquecido em >N em comparacdo com
o do ar devido ao fracionamento isotopico que ocorre durante as muitas transformacdes do N
no solo (HOGBERG, 1997; BODDEY et al., 2000; HOBBIE; OUIMETTE, 2009). De modo
que a diferenca entre a abundancia de §'°N entre a soja e as plantas de referéncia podem ser
interpretadas quantitativamente como a contribuicdo da FBN (ARAUJO et al., 2018).

Tabela 11. Acimulo de nitrogénio, abundéancia natural de 3PN e nitrogénio derivado do ar
(%Ndfa) de parte aérea e vagem por planta de soja cultivar TMG 7062 no experimento
2017/2018 e cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com diferentes estirpes de
Bradyrhizobium spp. avaliadas no estadio R5.5 (meio enchimento de graos), e abundancia
natural de 8'°N de plantas referéncia.

Experimento 2017/2018

N acumulado 3N
Tratamentos Parte aérea Vagem P?rte Vagem Ndfa
aérea
------ mg planta’! ------ %o ---- Jp ----
CONTROLE 116 b 91b 4,13 a 344 a 59¢
CPAC7 203 a 185a 1,61 bc 1,04 b 79 ab
CPAC 15 133b 116 b 2,96 ab 2,10 ab 69 bc
SEMIA 587 206 a 181 a 1,15¢ 0,81b 82a
29 W 236 a 199 a 1,55¢ 0,92 b 80 ab
Média 179 155 2,28 1,66 74
CV (%) 25,2 26,3 24,0 31,6 11,0
Plantas referéncia §'°N
. . e . Commelina Média (%o)
Sorghum bicolor Eleusine indica Urochloa brizantha diffusa 11.506
%0 CV (%)
13,71 a 11,52 ab 10,96 ab 9,83 b 19,2
Experimento 2020
N acumulado 3N Ndfa
Tratamentos Parte aérea Vagem Parte aérea Vagem
------- mg planta™! ------ %o ---- Jp ----
CONTROLE 265 a 468 a 1,82b 1,36 a 79 ¢
CPAC7 245 a 437 a 1,61b 0,56 ¢ 83 b
CPAC 15 274 a 503 a 1,69 b 0,95b 81 be
SEMIA 587 264 a 427 a 332a 1,63 a 73d
29 W 230 a 433 a L,LI5b -0,07d 88 a
Média 256 454 1,92 0,88 81
CV (%) 22,0 18,4 32,6 28,4 2,9
Plantas referéncia 6 "N
Continua...
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Continuagdo da Tabela 11.

Experimento 2020
Eleusine Sorghum Digitaria Ipomoea Oryza Média (%o)
indica bicolor sanguinalis acuminata sativa 12,33
%0 CV (%)
13,33 a 13,06 a 12,35 ab 12,10 ab 10,82 b 9,8

Semente do experimento 2017/2018 & >N = 1,26%0; Semente do experimento 2020 § "N = -1,09%0; Médias
seguidas das mesmas letras na coluna ou linha ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de
probabilidade.

Alguns trabalhos apontam que a proporcao de N derivada de fixacdo variaram de 35 a
86%, os valores mais altos vieram de estudos conduzidos no Brasil, onde estirpes de
Bradyrhizobium spp. adaptadas foram selecionadas para as condi¢des tropicais, onde o
conteido de N mineral do solo ¢é relativamente baixo (ALVES et al., 2003; HUNGRIA et al.,
2005a, b; SALVAGIOTTI et al., 2008). Estima-se que globalmente, apenas a soja represente
77% da FBN de todas as culturas de leguminosas (HERRIDGE et al., 2008).

4.7 Produtividade e Acimulo de Massa Seca nos Experimentos em Campo

O acimulo de massa seca de diferentes partes da soja e a produtividade de grdos, na
ocasiao da colheita, sdo observados na Tabela 12. No experimento 2017/2018, o tratamento
inoculado com a estirpe SEMIA 587 proporcionou maior acimulo de material senescente em
relacdo ao inoculado com a estirpe 29 W e o Controle, e maior produtividade de graos que o
Controle, sendo que os demais tratamentos nao diferiram entre si. As folhas senescentes tendem
a aumentar com o tempo, pois as folhas translocam os fotoassimilados para o enchimento dos
graos até a maturidade fisioldgica, e em consequéncia disso as folhas senescem e se desprendem
das plantas.

O baixo efeito da inoculacdo na produtividade da soja estd ligado a considerdvel
nodulacdo e FBN apresentadas no tratamento sem inoculagcao (Controle), efeito que foi maior
na produtividade no experimento 2020, em que a massa de nédulos foi proporcional a maioria
dos tratamentos inoculados (Tabela 9 e 11). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de
Zilli et al. (2021) que ndo observaram efeitos da inoculacdo na produtividade de graos, FBN e
massa seca de ndédulos no segundo ano de cultivo, devido ao aumento da populacdo de
Bradyrhizobium spp. ocasionado pelo cultivo anterior.
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Tabela 12. Massa seca de nddulos, raizes, folhas senescentes em diferentes épocas de coleta, residuos da colheita, e produtividade de graos de soja
cultivar TMG 7062 no experimento 2017/2018 e cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com diferentes estirpes de Bradyrhizobium

Spp.
Experimento 2017/2018
, ) Folhas senescentes R. colheita .
Tratamentos  aizes  Nodulos ——eroris 97DAP __ 105DAP 118 DAP Total 133DAp L rodutividade
kg ha™!
CONTROLE 720 a 61b 109 b 86 b 89 b 539b 823 ¢ 3673 ab 2348 b
CPAC7 691 a 284 a 125b 114 ab 87b 882 a 1209 ab 3170 b 3498 ab
CPAC 15 782 a 75b 104 b 164 ab 90 Db 778 ab 1136 abc 3496 ab 3414 ab
SEMIA 587 731 a 318 a 153 ab 177 a 174 a 854 ab 1359 a 3533 ab 3821 a
20W 801 a 382a 181 a 122 ab 94 b 607 ab 1005 bc 3943 a 3082 ab
Média 745 224 135 133 107 732 1106 3563 3233
CV (%) 26,1 34,6 30,6 21,7 53,0 32,9 21,2 12,6 28,5
Experimento 2020
, , Folhas senescentes R. colheita .
Tratamentos ~ aizes  Nodulos ——=gorry 86 DAP 94 DAP Total 99 DAP Produtividade
kg ha'!
CONTROLE 354 ab 178 ab 66 a 577 a 800 a 1478 a 1750 a 3842 a
CPAC7 404 a 157 b 106 a 706 a 703 a 1555 a 1670 a 3868 a
CPAC 15 346 ab 170 b 65 a 653 a 731 a 1486 a 1867 a 4323 a
SEMIA 587 283 b 182 ab 57 a 589 a 732 a 1413 a 1877 a 4249 a
29 W 339 ab 249 a 107 a 815a 599 a 1564 a 1893 a 4309 a
Média 345 187 80 668 713 1499 1811 4118
CV (%) 21,9 29,6 77,5 41,4 29,8 13,6 11,9 12,6

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.
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Diferencas significativas na massa seca de raiz da soja somente foram observadas no
experimento 2020, em que a inoculag@o com a estirpe CPAC 7 proporcionou média maior que
a observada com a inoculagdo da estirpe SEMIA 587. Para a massa de nddulos, a inoculagao
com 29 W resultou em melhor desempenho dessa varidvel nos dois experimentos. E importante
destacar que nddulos e raizes somam quantidades de N subterraneas que induzem emissdes de
N0 na cultura da soja, enquanto, folhas senescentes, caules e cascas somam quantidades de N
na superficie com mesma acao indutora, embora a contribuicdo dos residuos subterraneos seja
maior (MACHADO et al., 2021).

O material vegetal senescente foi constituido principalmente de folhas e peciolos que se
desprendiam naturalmente das plantas ao senescer. No experimento 2020, ndo houve efeito de
tratamento (p<0,05) nas diferentes épocas de coleta e no total acumulado, como também para
os residuos da colheita e produtividade de graos.

A quantidade de material senescente no experimento de 2020 aumentou ao longo das
coletas, devido a uniformidade da senescéncia com o avango da fase reprodutiva da planta.

Apesar do experimento 2020 ter sido composto por uma populacdo menor de plantas
por hectare, este apresentou maior acimulo médio de folhas senescentes 1.499 kg ha! devido
a uniformidade na senescéncia. Até a colheita realizada aos 99 DAP, todas as folhas ja tinham
desprendido das plantas, fato que proporcionou uma menor quantidade de residuos da colheita,
efeito esse favorecido pela aplicacdo de herbicida dessecante e pela falta de chuvas 3 semanas
antes da colheita, o que resultou em baixa umidade relativa do ar (Figura 12a). Ao contrario, no
experimento 2017/2018 (Figura 11a) houve abortamento de parte das vagens em fun¢ao das
altas temperaturas e umidade relativa elevada na fase reprodutiva, proporcionando a perda na
uniformidade de maturacdo pela menor quantidade de vagens que funcionam como dreno
(JIANG:; EGLI, 1993; LIU; JENSEN; ANDERSEN, 2004; LIU, et al., 2011). Isso influenciou
no maior acimulo de residuos da colheita e consequentemente menor acimulo de material
senescente e produtividade de graos deste experimento. Porém, ao somar o total de residuos da
parte aérea depositado no solo, o experimento 2017/2018, com maior populacdo de plantas,
apresentou maior quantidade de residuos ou 4.669 kg ha™!, contra 3.310 kg ha™' em 2020.

4.8 Acimulo e Exportacao de Nitrogénio nos Experimentos em Campo

No experimento 2017/2018, o actimulo de N (Tabela 13) nas partes subterraneas das
plantas foi influenciado pela inoculagdo, sendo que a inoculac@o com a estirpe 29 W aumentou
a quantidade de N nas raizes e nédulos da soja, ndo diferindo da inoculagdo com a SEMIA 587,
e com a inoculacdo com a estirpe CPAC 7 para o N acumulado nas raizes. No experimento de
2020, a inoculagdo com a estirpe CPAC 7 resultou em maior acimulo de N nas raizes em
relacdo a uso da SEMIA 587, sendo que os demais tratamentos nao diferiram entre si.
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Tabela 13. Acimulo de nitrogénio nos ndédulos, raizes, folhas senescentes em diferentes épocas de coleta, residuos da colheita, e graos de soja
cultivar TMG 7062 no experimento 2017/2018 e cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com diferentes estirpes de Bradyrhizobium

spp.
Experimento 2017/2018
Raizes Nédulos Folhas senescentes R. colheita Griios
Tratamentos 80 DAP 97 DAP 105 DAP 118 DAP Total 133 DAP
kg ha™!
CONTROLE 4,8 bc 3,0c 1,7b 1,3b 1,4b 8,4Db 129b 65,3b 143 b
CPAC7 6,6 ab 12,7b 2,0 ab 1,9 ab 1,4b 14,6 a 20,0 a 52,4 b 240 a
CPAC 15 32¢ 37c¢ 1,8Db 2,6 a 1,4b 13,8 ab 19,7 a 472 Db 216 ab
SEMIA 587 6,2 ab 13,3 ab 2,5ab 29a 2,8a 14,0 ab 22,3 a 473D 241 a
29 W 7,6 a 17,8 a 29a 2,0 ab 1,6 b 10,0 ab 16,4 ab 92,7 a 206 ab
Média 5,7 10,1 2,2 2,1 1,7 12,2 18,2 61,0 209
CV (%) 27,2 34,5 30,7 19,0 53,3 37,2 25,6 29,2 27,3
Experimento 2020
Raizes Nédulos Folhas senescentes R. colheita Griios
Tratamentos 79 DAP 86 DAP 94 DAP Total 99 DAP
kg ha'!
CONTROLE 3,3 ab 6,6 b 1,1a 9,6 a 14,1 a 24,8 a 6,9b 254 a
CPAC7 4,1a 9,3 ab 1,6 a 11,0a 114 a 24,0 a 6,40 215 a
CPAC 15 3,2 ab 7,2 ab 1,0a 10,0 a 12,1 a 23,1 a 7,5 ab 226 a
SEMIA 587 2,8b 8,1 ab 1,0 a 10,1 a 13,3a 243 a 69D 239 a
29 W 3,7 ab 11,2 a 1,5a 12,1 a 10,0 a 23.6a 8,3a 208 a
Média 3,4 8,5 1,2 10,5 12,2 24,0 7,2 228
CV (%) 20,7 39,7 67,9 16,6 37,4 15,3 13,9 16,6

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.
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Diferencas no total de N depositado no solo pela senescéncia das folhas foram
observadas somente no experimento de 2017/2018, sendo o tratamento Controle o que
apresentou as menores quantidades, embora semelhantes estatisticamente ao observado com a
inoculagdo da soja com a estirpe 29 W. O total de N depositado no solo pela senescéncia das
folhas foram menores que o observado por Zotarelli et al. (2012) que verificaram uma entrada
de 30 kg N ha'! de folhas senescentes de soja algumas semanas antes da colheita, especialmente
no experimento de 2017/2018. Como discutido anteriormente, diferencas proporcionadas pelo
ciclo da cultura, densidade de plantas e por efeitos climéticos, assim como a presenca de pragas,
podem justificar esses contrastes com experiéncias anteriores. Isso explica também a grande
quantidade de N encontrada nos residuos de colheita, aos 133 DAP no experimento de
201772018, cerca de 10 vezes mais do que o quantificado no experimento de 2020 com metade
do estande de plantas.

No experimento 2017/2018, a inoculacdo com as estirpes SEMIA 587 e CPAC 7
resultou em maior exportacdo de N pela colheita, comparada ao Controle, ja que estas estirpes
proporcionaram elevadas produtividades. No experimento de 2020, o efeito de tratamento nao
foi observado, o que também j4 foi observado em outros ambientes (ZILLI et al., 2021). Devido
ao alto teor de proteina nos graos de soja, em torno de 40%, altas quantidades de N sao
exportadas nos graos. Estima-se que, em média, 215 kg de N s@o exportados de cada hectare de
soja colhidos no Brasil (ARAUJO et al., 2018), o que estd préximo do observado nos dois
experimentos no presente estudo, em média, 209 e 228 kg ha! nos experimentos 2017/2018 e
2020, respectivamente. Esta varidvel depende da produtividade (Tabela 12) e do teor de N nos
graos que foi em média 6,4% no experimento 2017/2018, e 5,5% no experimento 2020. Araujo
et al. (2018) observou um teor de N de 6,5% nos graos de soja.

Os residuos da colheita no experimento 2017/2018 contribuiram com maior quantidade
de N para o solo cultivado com soja, seguidos das folhas senescentes. Da porcao subterranea,
os nddulos contribuiram com a maior propor¢cdo de N. No experimento 2020 houve mais N
acumulado no material senescente, seguido pelos nédulos, residuos da colheita e por dltimo a
raiz.

4.9 Balanco de Nitrogénio nos Experimentos em Campo

A inoculagdo da soja resultou em maior acumula¢do de N na planta no experimento
2017/2018, porém esse efeito nao foi observado no experimento seguinte, em 2020 (Tabela 14).
Considerando a média dos resultados dos dois experimentos, cada tonelada de graos produzida
implicou em um acimulo de 80,5 (+5,4) kg de N na planta, o que € muito pré6ximo do
encontrado por Zotarelli et al (2012) para cultivares plantados no Parand. No experimento
2017/2018, o Controle proporcionou menor acumula¢do de N, ndo sendo diferente do
tratamento inoculado com a estirpe CPAC 15, e o mesmo aconteceu em relagdao ao N derivado
da FBN (Tabela 11), indicando que nesse primeiro experimento, o acimulo de N na planta era
mais dependente do processo de fixacdo de N». No experimento 2020, a contribui¢ao da FBN
foi acima dos 70% em todos os tratamentos, e talvez isso justifique a auséncia de diferenca
entre tratamentos na acumulacdo de N na planta.

Em 2017/2018, os tratamentos inoculados apresentaram um maior acimulo de N nos
tecidos da soja provenientes da FBN, com média de 231 kg ha™!, e que representou um aumento
de 64% em relacdao ao Controle. No experimento de 2020, a quantidade média de N derivada
da FBN foi de 219 kg N ha™!, mas neste caso, a inoculagiio ndo promoveu diferengas no total de
N da planta. Por outro lado, o tratamento Controle foi o que mais dependeu do N do solo no
experimento de 2017/2018, porém diferente apenas do tratamento com a estirpe SEMIA 587,
em termos estatisticos (Tabela 14). No experimento de 2020, o tratamento Controle seguiu
como um dos mais dependentes pelo N do solo, porém o tratamento com a estirpe SEMIA 587
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foi o que mais acumulou N do solo. A utilizacdo de N do solo é um processo normal para as
plantas, mesmo para aquelas que podem fixar muito N2, como a soja. De fato, havendo N
mineral no solo em quantidade suficiente para atender a demanda da planta, o sistema fixador
de N2 praticamente cessa, muito embora uma oferta inicial de N mineral no solo possa promover
condic¢des para alta nodulacdo e desempenho da FBN para a cultura (COOPER; SCHERER,
2012). De acordo com Alves et al. (2003), o uso de preparo do solo para o plantio da soja
justificaria maior disponibilidade de N mineral no solo e um atraso na formacao dos nédulos
da soja e uma menor %Ndfa na planta em comparacio a um sistema onde se usa o plantio direto,
embora a quantidade total de n6dulos na fase de enchimento de griaos acabe se equiparando nos
dois sistemas, tudo isso para plantas inoculadas com produto comercial no plantio.

O balango de N do sistema € um aspecto relevante quanto ao papel da FBN em cultivos
de leguminosas. Em ambos os experimentos, o tratamento controle resultou em maior retirada
de N do sistema pelos graos do que a FBN foi capaz de aportar. A situagdo foi mais critica no
experimento de 2020, quando apresentou alta produtividade, mas a %Ndfa foi inferior ao
necessdrio, resultando em uma perda de 21 kg N ha™! do solo. As plantas inoculadas com a
estirpe CPAC15 também incorreram em similar resultado, com balangos negativos de N, pouco
abaixo de 10 kg N ha'! nos dois anos de experimentagio. Em contrapartida, a inoculacio com
a estirpe 29W proporcionou maior incremento em N na planta para ser depositado no solo na
forma de residuos, além de apresentar alta FBN, o que resultou em um balango positivo de 68
e 15 kg ha! de N adicionados ao solo nos experimentos 2017/2018 e 2020, respectivamente.

A soja € a cultura que mais acumula N nos graos, e responsavel pela maior exportacao
desse nutriente do sistema. De acordo com estudo de Alves et al. (2006) o total de N acumulado
nos graos de soja correspondeu a cerca de 83 a 86% do total de N acumulado na parte aérea. As
quantidades de N derivadas da FBN foram elevadas, com variacdo entre 176 e 193 kg ha'! de
N. A grande quantidade de N alocada nos graos e exportada com a colheita resultou em um
balango de N negativo para a cultura da soja, em torno de -8 kg ha!. No segundo ano, o balango
de N para a cultura foi positivo e representou uma entrada de N para o sistema de 10 kg ha™,
que foi relacionado a menor produtividade da cultura e a alta contribuicdo da FBN.

No presente estudo, percentuais de FBN, similares ou um pouco mais baixos que os de
2020, foram suficientes para equilibrar a exportacdo de N nos grdos no experimento de
2017/2018, mas no experimento 2020, os percentuais de FBN tiveram que ser maiores devido
a maior exportacdo de N nos gros, que incrementou de 209 para 228 kg N ha™! (Tabela 13)
enquanto que o N acumulado na planta reduziu de 304 para 271 kg N ha'! (Tabela 14), ou seja,
no primeiro experimento, a soja apresentava, em média, um indice de colheita de N menor do
que no experimento 2020, e em média o balango de N foi positivo no primeiro e negativo no
segundo experimento. Quando o indice de colheita de N for superior a %Ndfa, o balango de N
do solo serd negativo (ALVES et al., 2003).

Quando a exportacdo de N nos graos colhidos é maior que as entradas de N, promovera
a perda de C do solo, tornando o sistema insustentdvel ao longo do tempo (URQUIAGA et al.,
2005).
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Tabela 13. Nitrogénio total acumulado, nitrogénio derivado da fixag@o bioldgica de nitrogénio
(FBN) e do solo, nitrogénio depositado no solo e balan¢o de N pela FBN de soja cultivar
TMG 7062 no experimento 2017/2018 e cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas
com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp.

Experimento 2017/2018
N acumulado N derivado N derivado N depositado Balanco
Tratamentos pela soja da FBN do solo no solo de N
kg ha’!
CONTROLE 229b 141b 88 a 86 b 2¢
CPAC7 332a 260 a 71 ab 92b 20 be
CPAC 15 290 ab 208 ab 81 ab 74 b 8¢
SEMIA 587 330 a 271 a 59b 89 b 30b
29W 340 a 273 a 67 ab 135a 68 a
Média 304 231 73 95 22
CV (%) 19,5 22,0 25,5 20,1 63,0
Experimento 2020
N acumulado N derivado N derivado N depositado Balanco
Tratamentos pela soja da FBN do solo no solo de N
kg ha™!
CONTROLE 295 a 233 a 63 ab 42 a 21 cd
CPAC7 259 a 216 a 43 cd 44 a 1 ab
CPAC 15 267 a 217 a 50 be 41 a -9 be
SEMIA 587 281 a 206 a 75 a 42 a -33d
29W 255 a 223 a 31d 47 a 15a
Média 271 219 52 43 9
CV (%) 13,6 13,9 18,5 12,6 -122,6

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

A determinagdo da proporcao de N derivado da FBN e a exportagdo de N nos grios
colhidos, determina se a FBN na soja contribuiu em N para o solo, ou promoveu a perda de N
do solo. Portanto, € importante quantificar as entradas via FBN e a exportacdo para julgar a
sustentabilidade da cultura da soja (ARAUJO et al., 2018).

Salvagiotti et al. (2008) ao revisar diversos trabalhos, constataram actimulo de N nos
grios de soja entre 122 e 184 kg ha'!, e a FBN desde 0 a 337 kg ha'! de N, com média de 111
kg ha'! de N. Os valores mais baixos de FBN foram associados a solos com alto teor de nitrato,
ou elevada acidez do solo. A FBN atingiu o potencial mdximo quando foram usadas tecnologias
como, inoculantes, variedade de soja de alto rendimento, e quando niao houve limitagdes de
agua e outros nutrientes. O saldo de N para o solo foi negativo em cerca de 80% de todos os
trabalhos, com média de -40 kg N ha™'. E importante mencionar, no entanto, que o balanco de
N depende de boas estimativas de N nas diferentes partes da planta, e um dos maiores desafios
€ quantificar o N que entra no solo pelo sistema radicular. Utilizando-se a técnica de tragcador
isotépico com °N, tem-se verificado que a contribuicio da FBN é frequentemente subestimada
porque o N incluido nas raizes, nédulos, exsudatos e rizodeposi¢ao ndo sdo contabilizados em
sua totalidade (UNKOVICH; PATE, 2000). Estima-se que 24% do N total da planta estejam
alocados nestas partes subterraneas, compondo raizes mais finas e exsudados de raizes que ndo
sao recuperados com a amostragem convencional do solo (ROCHESTER et al., 1998). Como a
técnica isotdpica € de dificil aplicagdo e vem sendo criticada, esse € um assunto que ainda esté
em aberto.
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4.10 Emissao de N20 nos Experimentos em Campo

Ao longo do ciclo da soja que finalizou aos 133 e 99 dias apds o plantio (DAP), nos
experimentos 2017/2018 e 2020, respectivamente, observou-se que os maiores fluxos de N>O
ocorreram até os 30 DAP. O maior pico deste periodo foi atribuido ao tratamento onde a
inoculacdo foi feita com a estirpe 29 W com 484 ug N m? h! em 2017/2018, e ao Controle nio
inoculado, com 544 pg N m? h'! em 2020. Estes altos fluxos iniciais devem-se, provavelmente,
ao preparo do solo, que proporcionou o aumento da mineralizagdo de N, representado pelo
aumento dos teores de amonio e nitrato do solo (Figura 11d e 12d) na primeira semana de
cultivo. Como o dreno pelas plantas era praticamente inexistente e foi necessario realizar
irrigacdes entre os eventos de precipitacdo, houve condi¢des que favoreceram a nitrificagcdo e
desnitrificacdo, esta ultima indicada pelo aumento do EPSA (Figura 11a e 12a). A umidade do
solo elevada com alta disponibilidade de N mineral é uma combinacio para alta emissdao de
N>20 nos solos (LIU et al., 2017; KUANG et al., 2019). Com o preparo do solo, a incorporagao
dos residuos vegetais ao solo aumenta as emissdes de NoO (HUANG et al., 2004), ja que a
mineralizacdo da matéria organica fresca pode fornecer N mineral para a desnitrificagdo (LIU
et al., 2010), especialmente nas primeiras duas semanas apds o evento (BAGGS et al., 2000).

O nivel de umidade do solo interfere na composicao da comunidade de microrganismos
desnitrificadores do solo, sendo Bradyrhizobium um dos géneros predominantes, respondendo
por cerca de 50% do total nos tratamentos com 50%, 75% e 100% do EPSA, indicando que sua
viabilidade aumenta substancialmente se a umidade do solo for maior que 50% do EPSA (QIN
et al., 2019). Logo, a umidade mais alta do solo favorece o crescimento e dispersdo do
Bradyrhizobium spp. (BARTHELEMY-DELAUX et al., 2014), conferindo uma vantagem
adaptativa a esse género com representantes capazes de desnitrificar (SAEKI et al., 2017; QIN
et al., 2021).
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Figura 11. Precipitacdo, irrigacdo, temperatura do ar, umidade relativa e espaco poroso
saturado por dgua (EPSA) (a), fluxos de N2O e detalhe da época de aumento dos fluxos (b),
teores de amonio (c) e nitrato (d) no solo durante o periodo de 247 dias apds o plantio da
soja cultivar TMG 7062 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. no
experimento 2017/2018. As barras de erro representam o erro padrdao das médias.
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Figura 12. Precipitacdo, irrigacdo, temperatura do ar, umidade relativa e espaco poroso
saturado por dgua (EPSA) (a), fluxos de N>O e detalhe da época de aumento dos fluxos (b),
teores de amonio (c) e nitrato (d) no solo durante o periodo de 220 dias apds o plantio da
soja cultivar M5917 inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. no
experimento 2020. As barras de erro representam o erro padrao das médias.

As camaras de monitoramento de emissdes de N2O do solo, sem a presenca da planta e
residuos da soja, apresentaram a mesma tendéncia de emissao dos demais tratamentos no inicio
de ambos monitoramentos, indicando que € mais um efeito das atividades de preparo do solo e
de desnitrificadores presentes no solo, do que algum efeito do Bradyrhizobium spp. inoculado.
Depois desse periodo inicial, houve uma redugdo nos fluxos de N2O e do N mineral na fase
vegetativa e inicio da fase reprodutiva da soja no experimento 2017/2018. No experimento
2020, houve duas fases de aumento nos fluxos médios de N2O com 88 e 100 ug N m? h'! aos
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31 e 51 DAP, respectivamente, devido ao leve aumento no nitrato e elevadas precipitacdes no
periodo, seguido da estabilizacdo dos fluxos pela maior absor¢do de N e precipitacdes mais
escassas (ZHANG et al., 2011; GIAMBALVO et al., 2018).

A partir dos estadios reprodutivos quando a planta ja acumulou todo o N necessdrio para
finalizar o enchimento de grios, algumas partes da planta iniciam a senescéncia, principalmente
dos nédulos que liberam o nitrogénio organico que é mineralizado para amonio (NH4"), seguido
pela nitrificac¢do e desnitrificacdo que produzem N>O (ITAKURA et al., 2013). Esse efeito ndo
foi detectado no N mineral, possivelmente pela dificuldade de amostragem de sitios especificos
onde o processo ocorre, mas pode se observar que a partir dos 90 e 72 DAP, nos experimentos
2017/2018 e 2020, respectivamente, houve uma tendéncia de aumento nos fluxos de N>O, que
sao observados nos detalhes das Figuras 11b e 12b. O experimento de Inaba et al. (2012) com
5N indicou que as emissdes de N2O vém do nitrogénio fixado nos nédulos, sendo a sua
decomposicio a principal fonte de N>O na rizosfera da soja (SANCHEZ; MINAMISAWA,
2019).

A fase de enchimento de graos € o periodo mais importante para as emissdes de N>O de
todo o ciclo de crescimento da soja, representando de 68% até 94% das emissoes totais (YAN;
CAL, 2005; CIAMPITTI et al., 2008).

O periodo monitorado apds a colheita que compreendeu dos 133 aos 247 DAP, e dos 99
aos 220 DAP nos experimentos 2017/2018 e 2020, respectivamente, os fluxos de N>O se
intensificaram, principalmente aos 156 ¢ 169 DAP no experimento 2017/2018 com fluxos
médios de 106 e 124 pg N m? h'!, respectivamente. Estes fluxos estdo ligados as precipitacdes
ocorridas apés 12 dias sem chuvas ocasionando o aumento do EPSA, e dos teores de nitrato no
solo. Com a diminui¢do do EPSA mais oxigénio é difundido nos poros do solo, levando o
aumento da nitrificacdo, portanto, produzindo mais NO3’, que por sua vez pode levar a produgdo
de N>O ou N por desnitrificagdo apés o umedecimento do solo (LI et al., 2013).

As demais coletas neste experimento apresentaram baixos fluxos, mesmo com os altos
teores de nitrato (Figura 11d), o que se explicaria pela baixa umidade do solo na ocasido das
amostragens. De acordo com Bueno et al. (2017) para o processo de desnitrificagcdo do
Bradyrhizobium japonicum o mais importante é a condi¢cdo de anaerobiose do que a
disponibilidade do nitrato para ocorrer a expressao da enzima nitrato redutase, embora sem o
NOs7, ndo se esperam emissoes elevadas.

No experimento de 2020, apds a colheita ocorreram picos atribuidos ao tratamento
Controle de 156 e 65 ug N m? h! aos 100 e 104 DAP, respectivamente, os demais tratamentos
tiveram o mesmo comportamento do Controle, e a partir de entdo os fluxos foram reduzindo ao
longo dos dias, e mantendo-se estdveis até o final do monitoramento.

Gomes et al. (2009) observaram os maiores fluxos diarios de N>O no solo imediatamente
apos eventos de precipitacdo, principalmente no 18° e 25° dia ap6s a colheita, quando o EPSA
era alto, a disponibilidade de oxigénio no solo era baixa, sendo que o teor de NO3 nido foi
limitante. De acordo com Ciampitti et al. (2008) o periodo de maiores emissdes de N>O foram
cerca de 20 dias antes e 20 dias ap6s a colheita. Os fluxos de NoO na soja também foram
monitorados por Shah (2014) que observaram duas fases de aumento nos fluxos, a primeira aos
25 dias ap6s a formagao dos nédulos seguido da diminui¢ao dos fluxos apds 5 dias, e a segunda
no inicio da maturidade fisioldgica da soja.

A emissao acumulada de N2O no experimento 2017/2018 foi maior no periodo apds a
colheita representando 38% da emissdo total, e as emissdes dos primeiros 30 DAP
representaram 28%. No experimento 2020 a fase mais importante passou a ser até os 30 DAP
que representou 59% das emissdes totais, seguido do periodo de pds-colheita com 21%,
indicando que qualquer forma de manejo que minimizem os impactos do N>O deve ser adotada
nestes periodos. O periodo pods-colheita representou apenas 30% da duracdo total do
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experimento, e as emissdes desse periodo representaram 28% das emissdes totais de N>O
(CIAMPITTI et al., 2008).

A adicdo de residuos de leguminosas para o solo estimula a atividade microbiana e,
dessa forma, aumenta as emissdes de N2O devido a mineralizacio rdpida de N de residuos de
leguminosas resultando no aumento no N mineral do solo (NH4* e NO3) fornecendo substrato
para a producdo de N20. O aumento do consumo de oxigénio disponivel durante a
decomposicdo das leguminosas aumenta a ocorréncia de micrositios anaerdbicos e, portanto, a
producdo de N2O por desnitrificacdo (KHALIL; BAGGS, 2005; CIAMPITTI et al., 2008).

Quanto aos fatores que condicionam a emissdao de N>O, observa-se que os teores de
amonio (Figura 11c e 12c¢) pouco influenciaram nos picos de emissdo, o que indica que a
principal fonte de N>O foi o processo de desnitrificacdo. Durante todo o periodo de estudo os
teores variaram entre 7 ¢ 33 mg kg™!, e de 0,3 a 16 mg kg™! de solo, nos experimentos 2017/2018
e 2020, respectivamente, apresentando comportamento semelhante para todos os tratamentos.
No experimento 2017/2018 o teor médio de amdnio no solo foi de 18 mg kg™, bem maior que
no experimento 2020 que foi de 2,4 mg kg™ de solo. O processo de nitrificagdo ficou nitido no
inicio do experimento e ap0s a colheita pela existéncia de maiores concentragdes de nitrato no
solo nestas fases.

No estudo de Yang e Cai (2005) foram observados aumentos nas taxas de mineralizacio
e nitrificagdo, o que ocorreu devido ao inicio da senescéncia das plantas e, da decomposi¢ao
das raizes e nddulos da soja no solo.

Quanto ao nitrato no solo no experimento 2017/2018, os teores variaram entre 0,03 e 17
mg kg'!, e no experimento 2020 estiveram entre 0,09 e 11 mg kg™ durante o ciclo da soja, sem
diferencas entre os tratamentos. Apds a colheita as concentracdes se elevaram até 132 mg kg™!
no experimento 2017/2018, e 59 mg kg™! no experimento 2020. Na média dos tratamentos com
planta, os aumentos nos teores de nitrato no solo dos experimentos de 2017/2018 e 2020,
respectivamente, foram 4,3 e 11,6 vezes o observado no tratamento sem planta (Solo), apos a
colheita da soja.

Os resultados indicam que a possivel transferéncia de N para o solo pela cultura da soja
durante as fases vegetativas e reprodutivas ndo € suficiente para elevar significativamente as
concentracdes de N mineral do solo, pois esse efeito é constatado somente apds a colheita. As
quantidades de N na massa vegetal deixada no sistema apds a colheita foram mais expressivas
no experimento de 2017/2018 do que em 2020, liberando uma maior quantidade de N no
primeiro ano, que foi convertido para a forma nitrica.

Os efeitos da inoculagdo ndo foram significativos para a emissdao acumulada de N>O
que considera todo o periodo experimental (Tabela 15), nem para a emissao relativa ao periodo
em que se iniciou a deposi¢do dos residuos (a partir da fase de deposi¢do das folhas
senescentes). Excecdo € feita para o total de N>O acumulado no experimento 2020 em que o
tratamento sem inoculacdo (Controle) apresentou emissdo maior que o tratamento com
inoculagdo com a estirpe SEMIA 587, e para o periodo de emissdes dos residuos quando o
Controle foi superior a inoculagao com a estirpe CPAC 7, ndo diferindo dos demais tratamentos.

De acordo com a andlise de qPCR nos nédulos (Figura 13) da soja do experimento 2020
nao foram observados a presenga dos genes de desnitrificagdo nirK e nosZ, indicando que as
emissdes de N>O foram proporcionadas pelos microrganismos desnitrificantes do solo, ja que
foram observados a presenca dos genes nirK e nosZ no solo (Figura 14). Desta forma, podemos
concluir indiretamente que a inoculagdo com as estirpes comerciais niao foi eficiente para
colonizar os nédulos da soja.
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Tabela 14. Emissio acumulada de N>O (g N-N>O ha'!), intensidade de emissdo (g N-N2O kg
grios!) e fator de emissdo (%) da soja cultivar TMG 7062 no experimento 2017/2018 e
cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com diferentes estirpes de
Bradyrhizobium spp.

Experimento 2017/2018
Emissao acumulada Intensidade de emissao Fator de emissao
Tratamentos Total Residuo Total Residuo Total Residuo
--- g N-N;O ha™! --- -- g N-N,O kg grios™! -- %
SOLO 2048 a 1065 a - - - -
CONTROLE 2198 a 1483 a 1,07 a 0,70 a 0,100 a 0,456 a
CPAC7 2096 a 1246 a 0,61 ab 0,35b 0,166 a 0,198 a
CPAC 15 2592 a 1588 a 0,88 ab 0,50 ab 0,730 a 0,702 a
SEMIA 587 2094 a 1518 a 0,57b 040D 0,042 a 0,518 a
20 W 2267 a 1266 a 0,73 ab 0,41b 0,146 a 0,164 a
Média 2215 1361 0,77 0,47 0,237 0,408
CV (%) 36,5 34,9 45,0 41,1 40,8 23,4
Experimento 2020
Emissao acumulada Intensidade de emissao Fator de emissao
Tratamentos Total Residuo Total Residuo Total Residuo
--- g N-N;O ha™! --- -- g N-N,O kg grios™! -- %
SOLO 1980 b 555b - - - -
CONTROLE 3424 a 1040 a 0,91 a 0,27 a 3,351 a 0,874 a
CPAC7 2597 ab 553 b 0,70 ab 0,15b 1,479 a -0,027 a
CPAC 15 2810 ab 677 ab 0,69 ab 0,16 b 1,918 a 0,221 a
SEMIA 587 2272 b 637 ab 0,52b 0,14b 0,742 a 0,150 a
29 W 2383 ab 604 ab 0,55b 0,14b 1,001 a 0,018 a
Média 2578 678 0,674 0,172 1,698 0,247
CV (%) 32,8 23,0 15,8 30,2 115,6 23,1

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.
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Figura 13. Numero de copias dos genes 16S, nirK e nosZ relacionadas com a desnitrificacdo
presentes nos nddulos da soja cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com
diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. * representa a auséncia do nirK, e ** representa
a auséncia do nosZ. 16S CV=2,2%.
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Figura 14. Nimero de cépias dos genes 16S, nirK e nosZ relacionadas com a desnitrificacio
presentes no solo cultivado com soja, cultivar M5917 no experimento 2020 inoculadas com
diferentes estirpes de Bradyrhizobium spp. 16S CV= 3,6%, nirK CV= 5,2%, e nosZ CV=
3,2%.

Para a intensidade de emissao, que indica a quantidade de N>O emitida por kg de graos
produzidos, foram identificadas diferengas entre tratamentos, se destacando o Controle que
esteve entre os tratamentos com maiores intensidades de emissao. No experimento 2017/2018
o Controle foi superior a inoculagdo com a SEMIA 587 para todo periodo avaliado (Total), e
foi maior que a inoculagdo com CPAC 7, SEMIA 587 e 29 W se considerado o periodo a partir
da deposicdo de residuos (Residuo), e os demais tratamentos ndo diferiram entre si.

No experimento 2020, o Controle apresentou maior intensidade de emissao total que os
tratamentos com as estirpes de B. elkanii (SEMIA 587 e 29 W). Para o periodo que compreende
as emissOes de residuos, a intensidade de emissdo dos tratamentos inoculados se traduziu na
capacidade de reduzir a intensidade de emissdo de N>O, o que de certa forma pode significar
que a inoculagdo € uma medida de mitigacao de emissoes.

Ao avaliar o sistema de producdo de soja no Mato Grosso, Raucci et al. (2015)
observaram que a decomposicao de residuos da soja é a maior fonte de GEE, correspondendo
a 36% de todos os GEE emitidos no sistema. A emissao de N>O pela decomposi¢ao dos residuos
de soja s@o compardveis com os efeitos de fertilizantes sintéticos (CHEN et al., 2013), sendo
que as leguminosas contribuem nas emissdes de N>O com uma média global de 1,29 kg N-N>O
ha! ano! (JENSEN et al., 2012).

Nao houve diferencgas significativas para o fator de emissdao (FE) no experimento
2017/2018. Os valores do FE calculados para o periodo total de monitoramento variaram entre
0,042 e 0,518%, e para o periodo iniciado com a deposi¢ao dos residuos estiveram entre 0,164
e 0,702%, apesar da grande variacao dos dados. As médias ficaram abaixo de 1,00 % (0,3+3%)
indicados pelo IPCC para elaboracao dos inventdrios de gases de efeito estufa (IPCC, 2006),
exceto, no experimento 2020 em que o Controle apresentou elevado FE total (3,35%), porém
sem efeitos significativos tanto para o FE total, quanto para o FE dos residuos.

Ao revisar diversos trabalhos, Uchida e Akiyama (2013) calcularam FEs para a
decomposicdo de residuos da soja que variaram de 0 a 10%, com média de 1,3% + 2,7%, e
mediana de 0,2%, sendo o FE médio calculado para as emissdes de N2O ligeiramente superior
ao padrao especificado nas diretrizes do IPCC. Porém, os FEs de N>O da soja disponiveis na
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literatura e utilizados nos célculos utilizaram estimativas do N dos residuos, obtidas por
férmula. Outro problema que se observa nessa meta-andlise é a consideracao de artigos que
apresentam grande intervalo de tempo entre as coletas de N>O, e avaliacdes restritas ao periodo
de pos-colheita. Nosso estudo € o primeiro a quantificar todo o N dos residuos da soja, inclusive
folhas senescentes, raizes e nédulos, além de avaliar todo o ciclo da cultura e em pds-colheita,
trazendo estimativas mais proximas da realidade.

Para melhorar as estimativas dos inventarios de gases de efeito estufa seria necessario a
determina¢do dos FEs em diferentes zonas climaticas de acordo com a cultura, manejo e tipo
de solo, porém este ainda € um desafio devido ao grande volume de dados necessdrios
(THOMSON et al., 2012). Outro desafio € prever a magnitude e fatores determinantes das
emissoes de N>O apds a adic@o de residuos culturais ao solo (CHEN et al., 2013; RAUCCI et
al., 2015).

Existem algumas estratégias para mitigar a emissao de N>O em leguminosas, como o
consorcio com ndo leguminosas, as quais podem absorver o N que € excretado pelas raizes das
leguminosas (HAUGGAARD-NIELSEN; JENSEN, 2001), e a sucessao de culturas, que pode
aproveitar o N proveniente dos residuos culturais da leguminosa (GOMES et al., 2009). Mais
recentemente, tem se estudado o uso de bactérias fixadoras de N com o aumento da atividade
redutora de N>O, expressado pelo gene nosZ como estratégia de mitigagdo (UCHIDA;
AKIYAMA, 2013), um assunto que motivou o presente estudo.
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5. CONCLUSOES

O desempenho agrondmico da cultura da soja foi positivamente influéncia
independentemente da estirpe comercial utilizada, sendo quatro comerciais, registradas no
MAPA, sendo elas a CPAC 7, CPAC 15, SEMIA 587 e 29W.

Pelos resultados obtidos neste estudo, a inoculacdo da soja com a estirpe 29 W
proporciona melhor desempenho agrondmico, principalmente pelo fato de apresentar elevada
fixacdo de N2 e contribuir com balanco de N positivo para o solo.

A maior parte do N acumulado pela soja é exportado pelos graos, e em condi¢des ideais
de cultivo as folhas senescentes sdo a principal via de retorno de N para o solo, seguido dos
nédulos, residuo da colheita e raizes.

Nas condi¢des experimentais de campo nao ha efeito entre as estirpes na redugdo das
emissoes de N»O, e o principal fator que contribui para o aumento das emissdes no cultivo de
soja € o preparo do solo e a decomposi¢do dos residuos no final do ciclo e pds-colheita.

O fator de emissdo em geral nas condi¢des edafoclimaticas do estudo sao menores que
o apresentado pelo IPCC, e o aumento da produtividade € um fator importante para aumentar a
sustentabilidade do sistema de cultivo da soja por proporcionar menor quantidade de N->O
emitido por kg de graos produzidos.

Em condi¢des de ambiente controlado de casa de vegetacdo a CPAC 7 que possui todos
os genes para uma desnitrificacdo completa e tem hidrogenase ativa reduz as emissoes de N>O
da soja, e possui elevado desempenho agrondmico.
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6. CONSIDERA COES FINAIS

A soja cultivada no Brasil é considerada um sistema mitigador das emissdes de NoO
devido ao amplo uso da inoculagdo com Bradyrhizobium spp. que garante um elevado
desempenho da fixacdo bioldgica de nitrogénio fazendo dispensar a aplicagao de fertilizantes
nitrogenados. Este estudo mostrou que um balanco positivo de N para o solo pode ser alcancado
com a cultura, especialmente pela inoculagao da estirpe 29W (B. elkanii).

Este estudo demonstrou também que € possivel mitigar ainda mais as emissdes de N2O
pela decomposicao de residuos da cultura, desta vez pela inoculagdo da estirpe CPAC 7 (B.
diazoefficiens) que € capaz de desnitrificar totalmente o NOs3™ até N, estirpe conhecida por
produzir baixa quantidade de H> (Hup™). O efeito mitigador foi verificado no experimento em
condig¢des controladas em casa de vegetacdo, porém em campo esse efeito nao foi observado,
possivelmente pela inoculagdo nao ter sido eficiente para nodular a soja com as estirpes
comerciais, dando espacgo para estirpes pré-existentes no solo. Estudos para identificar se os
nédulos foram colonizados pelas estirpes inoculadas se fazem necessarios para confirmarmos
esta hipotese.

Considerando a alta relevancia socioecondmica da cultura soja no Brasil, e os impactos
que o cultivo da soja gera nas emissoes globais de N>O, a determinagdo do fator de emissao foi
uma contribui¢do importante para determinar os reais impactos do cultivo de soja no Brasil
servindo de subsidio para a elaboracdo dos inventdrios nacionais de gases de efeito estufa.
Porém, mais estudos sdo necessarios para determinagdo do fator de emissdo de N>O que abranja
regides produtoras de soja.
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