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SINOPSE.- Num experimento realizado em. Itaguaí, liJ, em casa de vegetação foram estu-
dados, em duas cultivares de soja (IAC 70-25 e 15lineira), os efeitos da inoculação e adição 
ao solo de diferentes fertilizantes nitrogenados (nitrato de sódio, sulfato de amônio, nitrato 
de amônio e uréia), sendo observada a nodulação, a atividade da nitrogenas, o desenvol-
vimento e o teor de nitrogênio das plantas com 35 dias de idade. 

As plantas que foram inoculadas e não receberam nitrogênio tiveram desenvolvimento 
reduzido, comparável à testemunha sem inoculação, porém, foram as que apresentaram no-
dulação mais abundante e maior atividade da nitrogenase, levando-se em consideração a 
massa nodular, o que provocou um aumento no nitrogênio total das plantas no tratamento 
com inoculação. Dentre os tratamentos com nitrogênio, a nodulação foi maior na presença 
de uréia e conseqüentemente a atividade, da nitrogenase foi mais elevada. As plantas que 
receberam nitrato de amônio e uréia destacaram-se no etileno evoluido pelos nodulos e na 
quantidade de nitrogênio total, ambos mais elevados, embora não significativos estatistica-
mente, sugerindo uma sinergia entre a absorção do nitrogênio do solo e a fixação dd nitro-
gênio atmosférico, 

Palavrar ciweea adicionaLs p&a fndice: Nodulação em soja, nitrogenase, inoculação com 
Rhizobiurn. 

INTRODUÇXO 

A fixação simbi6tica de nitrogênio pelas leguminosas 
cresce proporcionalmente ao crescimento total da planta 
e à quantidade de nitrogênio absorvido pela mesma e 
diminui com o aumento do nitrogênio absorvido prove-
niente de fertilizantes quando aplicados em altas doses 
(Alios & Bartholomew 1955). Efeitos deletérios da adi-
ção de nitrogênio ao solo foram também observados por 
McAuIiffe et cd. (1958), Vincent (1965), Kralova et ai. 
(1968)'e Ilarper e Cooper (1971). 

A nodulação também pode ser influenciada de ma- - 
neira variada pela aplicação de nitrogênio. A presença 
de nitrogênio em doses elevadas diminui o número 
(Tliornton 1047, 1965, Beard & Iloover 1971) e o peso 
dos nódulos (Weber 1086, Harper & Cooper 1971). No 
entanto a nodulação poderá ser estimulada com aplica-
ções de doses diminutas desse elemento (Orcutt & Wil-
san 1035, Alios & Bartholornew 1959). 
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Os efeitos acima mencionados poderão ser diferentes 
de acordo com a forma de nitrogênio presente. Aios e 
Bartholomew (1955) notaram que o sulfato de amônio 
diminuiu a fixação simbiótica de nitrogênio, porém, nun-
ca a inibiu totalmente. Mouchova e Apltan.er (1971) 
noticiaram a diminuição no volume de nódulos quando 
este sulfato foi áplicado em doses crescentes. Em tra-
balho conduzido por Beard e Houver (1071), foi nota-
da uma diminuição do niimero de nódulos quando o 
sulfato de amônio foi adicionado antes da floração, não 
sendo observado nenhum efeito se aplicado naquele pe-
ríodo. 

Cartwright (1067) constatou um efeito depressivo do 
nitrato na nodulação, porém, Harper e Cooper (1071) 
mostraram que a influência desta forma varia com o mo-
do de aplicação do adubo, o qual, sendo colocado a 
uma maior profundidade, não se torna tão nocivo. Os 
referidos autores sugerem que grandes teores de nitrato 
nas raízes e parte aérea modificam a nodulação dimi-
nuindo o peso da massa nodular. Tendo em vista os 
efeitos negativos dos nitratos na preservação da eficiên-
cia da inoculação, seria necessário selecionarem-se plan-
tas ou cultivares com grande atividade de nitrato re-
dutase (Liu & Hadley 1071, Harper et ai. 1972), as 
quais teriam maior capacidade de reduzir aquela forma 
oxidada de nitrogênio e conseqüentemente proporcionar 
melhores condições ambientespara o desenvolvimento 
da nodulação. Virtanen et ai. (1947), usando técnicas 
de raízes separadas, demonstraram que a nodulação foi 
inibida nas raízes expostas ao nitrato, mas não foi pre-
judicada na parte do sistema radicular desenvolvida em 
meio sem nitrogênio. Posteriormente, Tanner e Anderson 
(1083) propuseram um mecanismo de ação de nitrato 
absorvido nas raízes o qual impedia o desenvolvimento 
externo dos nódulos. 

Pesq. rsgropec. braa, Sér. Agron., 9:125-129. 1974 

125 



126 	 A.P.RUSCI-IEL,.R.RIJSCIIEL, D.L.DE ALMEIDA e A.R.SUHET 

Pouco se tem estudado sobre os efeitos do nitrogênio 
orgânico na fixação simbiótica. De acordo com• Cart-
wright (1907), a uréia diminui o número de nódulos 
em meio sais minerais Ou mesmo ágar. - 

No presente trabalho, realizado na Seção de Solos do 
Instituto de Pesquisas Agropecuárias do Centro-Sul 
(IPEACS), cm Itaguaí RJ, foram estudados, em soja, 
os efeitos de diferentes formas de nitrogênio na no-
dulação e fixação simbiótica, medidos através da ativi-
dade da nItrogenase (redução do acetileno) e das formas 
convencionais. 

MATERIAL E MirODOS 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, com 
duas cultivares de soja (IAC 70-25 e Mineira). O solo 
usado pertence à Série Itaguaí (Mendes et eL 1954), 
classificado como Podzólico Vermelho-amarelo por Bar-
ros et d. (1958). Sua análise quimica revelou os seguin-
tes resultados: - O ppm de P; 54 ppm de K; 4,1 mE de 
Ca + Mg 4 /lO0 cm' de. solo; O . mE de A 1/100 
cm de solo e pH 5,8. . 

Foram utilizados vasos com capacidade para 1,5 kg 
de solo. .Foi feita uma calagem à razão de 1 g de car-
bono de cálcio por kg de solo o uma adubação básica 
com 200 ppm de fósforo, 50 ppm de potássio, nas for-
mas de superfosfato simples e cloreto de potássio res-
pectivamente, magnésio e os rnicronutrientes B, Cu, Fe, 
Mn,Mo e Zn. . . 

Os tratamentos estudados foram seis:, um testémunha 
sem inoculação; um 'testemunha com inoculação e qua-
tro Outros que além de inoculação receberam uma das 
seguintes fontes de nitrogênio: nitrato de sódio, sulfato• 
de amônio, nitrato de amônio e uréia. 

Foi estabelecido um experimento fatorial 2x6 com de--
lineamento em blocos ao acaso, com três repetições. As 
cultivares foram consideradas como fator variável e os 
níveis de nitrogênio como fator fixo. 

Nos tratamentos que receberam nitrogênio, este foi 
adicionado à razão de 150 ppm, aplicadas, em três ve-
zes espaçadas de dez dias. A primeira adição foi feita 
oito dias após o plantio. Após o desbaste ficaram três 
plantas em cada vaso.' , 

As plaiitas foram colhidas 35 •  dias após o plantio. Ime-
diatamente após a colheita, foi retirada uma'amostra de 
nódulos de cada tratamento e colocada em vidros de 
58, ml hermeticamente fechados. Foi adicionado aceti-
leno a estas - amostras, que foram deixadas incubando 
por 1 hora. Após este período, fi medido o etileno 
formado, em cromatógrafo de gás Perkin Elmer F 11, co-, 
lona de 0,003 x 2 m,' com Poropak R a 90°C, usando 
chama de. ionização de hidrogênio e o gás 'nitrogênio 
cõmo transportador de gases. Estes nódulos foram poste-
riormente secados - a '80°C e pesados, permitindo desta 
forma a uniformização dos dados, ou seja, calcular a 
quantidade de, etileno formado por grama de nódulà. 

As plantas, juntamente com os nódulos, foram secadas 
a 60°C. Após a secagem, foram determinados o número 
dos nódulos e os peses da parte aérea, das raízes e dos 
nódulos, e calculado o peso médio 'de 100 nódulos. 'Foi 
feita a análise da parte aérea 'da plarrta, sendo deter-
minado o nitrogênio percentual pelo processo de semi-
micro Kjeldahl (Bremner 1960, modificado), isto é, di-
gestão em ácido sulfúrido seguida de. destilação, sendo 
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o destilado recebido em ácido bórico e titulado com •  áci-
do clorídrico..... 

Para as observações referentes ao peso de planta 
e nitrogênio da planta, houve uma parcela perdida no 
tratamento testemunha sem inoculação da cultivar IAC 
70-25. Nas observações referentes à nodulação e produ-
ção de etileno, o tratamento testemunha sem inoculação, 
onde não houve nodulação, não foi considerado para fins 
de análise estatística, passando o experimento a contar 
com apenas 10 tratamentos; 

RESVLTAD0S E DiscussXo 

Analisando-se o, peso das plantas (Quadro 1) verifica-se 
que os tratamentos que receberam nitrogênio apresen-
taram maiores pesos. Foram observadas diferenças entre 
os tratamentos que receberam nitrogênio no solo, somen-
te com relação ao nitrato de sódio, o qual apresentou 
plantas com raízes e parte aérea menores, sendo com-
parável ao tratamento com inoculação ao considerar-se 
o peso das raízes e das plantas. Os maiores pesos de 
plantas foram observados nos tratamentos em que o ni-
trogênio foi ap'icado sob forma orgânica ou amoniacal, 
o mesmo acontecendo quando apenas a parte aérea foi 
considerada, destadando-se o tratamento que recebeu ni- - 
trogênio sob forma de uréia. Resultados da análise esta-
tística mostram 'diferenças entre cultivares para o peso 
das raízes, destacando-se a cultivar IAC 70-25 com maior 
peso (Quadro 1). 

Como era de se esperar, o tratamento 'que recebeu 
inoculação na ausência de adubação nitrogenada apre-
sentou maior número e peso de nódulos do que os de-
mais (Quadro 2). Entre os tratamentos que recebéram 
as diferentes fontes de nitrogênio destãeou-se aquele com 
uréia, com maior número e peso 'de nódulos, Por conse-
guinte, a uréia não teve grande poder .inibidor 'na for-
mação, e desenvolvimento 'dos nódulos. 'As plantas do 
tratamento com nitrato de sódio apresentaram número 
de nódulos e massa nodular inferiores aos demais, sendo 
esta última diferença significativa estatisticamente. Quan-
do são observados os pesos médios dos nódulos nota-se 
que os maiores nódulos são encontrados nos tratamentos 
com sulfato de amônio. Maior peso médio de' nódulos 
foi observado, de forma generaTizada, na cultivar IAC 
70-25 (Quadro 2).  

Analisando-se a capacidade de .fixação de. nitrogênio 
medida pelo etileno formado por' grama de nódulo (Qua-
dro 3), não foram encontradas diferenças significativas 
entre as médias calculadas para os vários tratamentos. 
Porém, na análise do etileno total formado .por trata-. 
mento, variável que levou em consideração a massa no-
dular, observou-se a mesma ordem de colocação dos 
tratamentos relatada para número e peso de nódulos, 
isto é, maior evolução de etileno no tratamento que foi 
apenas inoculado, seguindo-se o tratamento que recebu 
uréia, e colocando-se em último lugar o tratamento com', 
nitrogênio em forma de nitrato de sódio. 

O exame da fixação simbiótica de nitrogênio, medida 
através da capacidade do tecido nodular de reduzir o 
acetileno (atividade da nitrogenase), não nos possibilita 
afirmar que existe um efeito inibidor desta capacidade, 
ou a eIa favorável, ,na presença de nitrogênio adicionado 
ao solo. No entanto, a análise das médias sugere que 
os nódulos das plantas dos tratamentos que receberam 
uréia e nitrato de amônio reduziram quantidades de eti- 
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leno na mesma magnitude do etileno reduzido pelos nó-. 
dulos no tratamento que foi apenas inoculado, o que 
evidencia a alta ativi6ade da enzima naqueles nódulos 
(Quadro 3). 

Observando-se os resultados sobre a fixação de nitro-
gênio por tratamento, levando-se em conta a massa no-
dular, pode-se sugerir que mesmo na presença de nitro-
gênio adicionado ao solo, quando este é feito na forma 
de uréia ou nitrato de amônio, é possfvel que a planta 
se beneficie com o nitrogênio j'eniente da simbiose 
RIzizcbium soja (Fig. 1). 
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TRATAMENTOS 

1. Efeilo der tratamento., no nitrognio totat das p'antas 
e na eeouçffo do acetileno pelo peso tota' dos nódulos. 

O nitrogênio pereentual da planta foi a "nica va-
riável que apresentou interação de fontes de nitrogênio 
z cultivares estatisticamente significativa (Quadro 3). 
I'ela análise das médias, as plantas do tratamento tes-
temunha aDresentaram os menores teores de nitrogênio, 
o que era esperado. O comportamento dos tratamentos 
dentro da cultivar L&C 70-25 foi bastante uniforme, 
excetuando-se a testemunha, indicando que percentual-
mente o teor de nitrogênio é da mesma magnitude nas 
plantas que foram apenas inoculadas assim como nas 
plantas que além desta receberam outra fõnte nitroge-
nada. Porém, na soja Mineira, destacam-se com maior 
concentração de nitrogênio as plantas que receberam 
nitrogênio em forma de nitrato, ou orgânica (uréia). 

A interação fontes de nitrogênio x cultivares encon-
trada para a variável teor de nitrogênio na planta sugere 
uma ação diferencial, com possiveis implicações gené-
ticas, para a resposta da planta quanto ao aproveita-
mento simultâneo do nitrogênio proveniente'da ação sim. 
bitica e do. nitrogênio adicionado ao solo. Para con-
clusões ' mais se$uras sobre o comportamento desta va-
riável, faz-se necessário um estudo mais amplo com a 
kclusão de uma gama maior de genótipos. 

A análise da variável nitrogênio total da planta (Qua-
dro 3) indica que existe mais nitrogênio, em peso total, 
nas plantas que receberam nitrogênio adicional, o que,  

era de se esperai devido em parte ao maior peso 'dessas 
plantas ou a uma concentração maior de nitrogênio, 
como foi r° caso do tratamento que recebeü nitrato de 
sódio. Apesar de não ter havido diferenças significativas 
entre os quatro tratamentos qüe receberam nitrogênio, 
destacam-se - entre estes os que levaram nitrogênio em 
forma de uréia e nitrato de amônio. 

Em suma, os resultados obtidos na redução do ace-
tileno, por tratamento, evidenciam maior atividade da 
nitrogenase nos tratamentos com uréia e nitrato de amô-
nio, quando são considerados apenas aqueles que rece-
beram nitrogênio. I5to sugere a existência, naqueles , dois 
tratamentos, de um efeito sinérgico entre a absorção 
do nitrogênio adicionado ao solo e o aproveitamento do 
nitrogênio. atmosférico através da simbiose da planta. 
Pela Fig. 1 é posstvel observar que os tratamentos com 
uréia e nitrato de amônio, além de apresentarem boa 
atividade da nitrogenase, acumularam quantidade maior 
de nitrogênio nas plantas (diferenças não significativas 
estatisticamente). 

Os resultados deste trabalho poderão , abrir novos ca-
minhos ao estudo da fixação simbiótica quando forem 
consideradas a nodulação e eficiência da associação Rhi-. 
zobium-soja, em solos que não respondam à adulação 
nitrogenada, ou a' nodulação em solos ricos em nitro-
gênio, buscando-se desta forma conhecer de maneira 
mais clara o papel da simbiose Rhizobium-planta e tirar 
o máximo proveito desta atividade. 

CONCI-.TJSÓES 

Os resultados evidenciam as seguintes principais conclu-. 
sões:  

1) as plantas dos tratamentos que receberam aduba-
ção nitrogenada em forma de sulfato de amônio, nitrato 
de amônio e uréia, desenvolveram-se mais que as dos 
demais tratamentos 

2) todos os fertilizantes prejudicaram a nodulação, 
porém, não inibiram completamente a função da nitro-
genase nos nódulos desenvolvidos;' as plantas cultivadas 
no solo que recebeu nitrogênio sob forma de uréia tive-
ram menor inibição da nodulação, tendo o nitrato de 
sódio prejudicado em maior escala a nodulação; 

3) em média, os nódulos das plantas cultivadas no 
solo que recebeu sulfato' de amônio foram maiores; 

4) .a atividade da enzima nitrogenase nos nódulos 
das plantas que receberam nitrato de amônio e uréia 
foi semelhante à observada nos nódulos das plantas do 
tratamento testemunha com inoculação; considerando-se 
a massa nodular, o tratamento que levou uréia destacou-
se dentre os que receberam nitrogênio adicional; 

5) as plantas que receberam nitrogênio como ferti-
lizante tiveram aumentado o nitrogênio total em relação 
às que não receberam, destacando-se de forma não sig-, 
nificativa aquelas qu receberam uréia e nitrato de amô-
nio; os resultados sugerem uma sinergia entre a fixa.-
ção do nitrogênio atmosférico e a absorção de nitro-
gênio quando aplicado sob forma orgânica (uréia) ou 
sob forma de nitrato de amônio. 
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In a greenhouse experiment the effects of Rhizobium inoculation and nitrogen fertiliza-
tion (Sodium nitrate, amonium sulphate, amonium nitrate, and urea) were studied for two 
soybean varieties (IAC 70-25 and Mineira). Nodulation, nitrogenase activity by acetilene 
reduction, amount of nitrogen ia plants, and weight of plants were observed. 

The inoculated plants grown in soil freo of nitrogen added did not develop too much, 
and were comparable in weight with that ones not inoculated; however, they presented the 
greatest number and .weight of nodules, and nitrogenase activity when the mass of nodules 
was taked in acount. 

Among treatments whieh received different sourccs of nitrogen, t}ie nodulation was 
heavier in presence of urea and consequently the nitrogenase activity was bigger in that 
particular treatment. Plants from amonium nitrate and urea treatments presented bigher, 
however not significant, etilene evolution and total nitrogen in plants, suggesting a sinergetic 
effect between the nitrogen taked from the sou and the nitrogen fixed from the atmospher 
by the Rhizohium, 
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