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Resumo 
O presente trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de nodulação de soja proveniente de sementes não inoculadas, inoculadas ou co-inoculadas com A. brasilense e B. japonicum. Para isso, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos: T1: testemunha; T2: sementes esterilizadas com solução alcoólica a 70%; T3: sementes inoculadas com B. japonicum; T4: sementes inoculadas com A. brasilense; T5: sementes co-inoculadas com A. brasilense e B. japonicum. As plantas foram conduzidas em vasos que receberam como substrato areia autoclavada, e as plantas foram nutridas via solução nutritiva, com ausência de nitrogênio. As plantas foram avaliadas em V4, determinando-se as trocas gasosas, índice SPAD, número de nódulos, área foliar, massa seca de nódulos, folhas, caule e raiz. Foi observado efeito dos tratamentos para a condutância estomática, área foliar e massa seca de folhas. Também foi observado que todos os tratamentos testados apresentaram nodulação. Conclui-se assim, que a nodulação ocorre mesmo quando não se realiza a inoculação com B. japonicum, e que a co-inoculação das sementes apresentou menores médias, que a inoculação com B. japonicum.
Introdução
O Brasil ocupa lugar de destaque na produção de soja, com menores impactos ambientais quando comparados aos outros grandes produtores. Tal fato, deve-se a utilização de bactérias fixadoras de nitrogênio, com destaque para o Bradyrhizobium japonicum. Esta associa-se à planta formando nódulos nas raízes, onde realizam a quebra da tripla ligação nitrogênio atmosférico (N2), transformando-o numa forma assimilável para as plantas (Fagan et al., 2007). Buscando menores impactos ambientais, iniciou-se os estudos com o A. brasilense. Sua principal ação está na promoção de crescimento vegetal através de estímulos na produção de compostos promotores de crescimento de plantas (Araújo et al., 2012). 
A associação dessas bactérias, a co-inoculação, promove maior nodulação (Fei & Vessey, 2004), devido ao aumento de sítios de colonização nos pelos radiculares em plantas que recebem A. brasilense, visto que esse  é um dos efeitos iniciais dessa bactéria na planta (Cassán et al., 2009). Tal técnica também incrementa as trocas gasosas em soja (Kaschuk et al., 2009).
Contudo, na literatura é demostrado que mesmo quando não se realiza a inoculação das sementes de soja com B. japonicum, são verificados nódulos nas raízes, mesmo em plantas cultivadas em substrato estéril. 

Desta forma o seguinte estudo objetivou avaliar a capacidade de nodulação de soja proveniente de sementes não inoculadas, inoculadas ou co-inoculadas com A. brasilense e B. japonicum.
Material e Métodos
O experimento foi conduzido em condições de cultivo protegido, em estufa do tipo arco com teto revestido com filme de polietileno de baixa densidade de 150 µm de espessura, bem como suas laterais. 
Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repetições, totalizando 20 parcelas experimentais. Os tratamentos foram: T1: testemunha (sementes providas de plantas de soja inoculadas com B. japonicum); T2: sementes esterilizadas com solução alcoólica a 70% por 5 minutos; T3: sementes inoculadas com B. japonicum (1 mL de inoculante para 1 kg de semente); T4: sementes inoculadas com A. brasilense (1 mL de inoculante para 1 kg de semente); T5: sementes co-inoculadas com A. brasilense e B. japonicum. Para cada parcela experimental foram utilizadas cinco sementes que foram distribuídas em vaso com capacidade de 3L, que recebeu como substrato areia autoclavada.  
Para a adubação utilizou-se solução nutritiva de Hoagland, com ausência de nitrogênio, atendendo a necessidade da cultura. Após a germinação foi realizado o desbaste das plantas excedentes, deixando-se duas plantas em cada vaso, as quais foram conduzidas por 30 dias, correspondendo ao estádio V4. Decorrido esse período foram avaliadas: as trocas gasosas através do equipamento IRGA (Infra Red Gas Analyser) modelo LI-6400XT; o índice SPAD com o equipamento SPAD-502 Plus; e as características biométricas representadas por área foliar, número de nódulos e massa seca de nódulos, folhas, caule e raiz, as quais foram determinadas por secagem em estufa de circulação forçada de ar a 65ºC.
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância pelo teste de Fisher, e quando significativo foram comparados pelo teste SNK a 5% de probabilidade.
Resultados e Discussão
Não foram obtidas diferenças significativas para as variáveis índice SPAD, A, Ci e E. A condutância estomática (gs) foi influenciada pelos tratamentos, sendo as menores médias observadas para a testemunha, co-inoculação e inoculação com A. brasilense, todavia, apenas a testemunha se diferenciou das maiores médias (Tabela 1). 
A taxa fotossintética obtida no presente estudo foi inferior ao demostrado em soja, bem como a transpiração foi superior (Kaschuk et al., 2009). Essa condição pode ter ocorrido pelo cultivo ter sido realizado em casa de vegetação, ou ainda a planta ter sofrido com a limitação de N, visto que a única fonte do mesmo era proveniente da fixação biológica. A maior gs é reflexo da elevada transpiração, ocasionado devido o substrato não ter limitação hídrica, corroborando  com Oliveira et al. (2005), onde a redução da condutância estomática é um indicativo de estresse.
Tabela 1: Índice SPAD e trocas gasosas de plantas de soja não inoculadas e inoculadas ou co-inoculadas com A. brasilense e B. japonicum.
	 Tratamento
	SPAD
	A
	gs
	Ci
	E

	
	
	µmol CO2 m-2 s-1
	mol m-2 s-1
	µmol m-2 s-1
	µmol H2O m-2 s-1

	Testemunha
	27,85
	9,44
	0,55 b
	335,66
	7,17

	Co-inoculação
	26,95
	12,28
	0,61 ab
	328,90
	7,53

	B. japonicum
	31,30
	10,79
	0,69 a
	338,25
	8,00

	A. brasilense
	28,95
	11,97
	0,59 ab
	328,36
	7,55

	Semente esterilizada
	28,95
	12,76
	0,69 a
	331,48
	8,06

	CV (%)
	 11,72
	 55,25
	 9,78
	6,02 
	 5,69

	F calculado
	 0,93ns
	 0,17ns
	 4,61*
	 0,18ns
	 2,82ns


Médias seguidas de letras semelhantes na coluna não diferem entre si pelo teste de SNK a 5% de probabilidade. ns: não significativo; * significativo a 1% pelo teste F. A: taxa assimilatória liquida de CO2. gs: condutância estomática. Ci: concentração interna de CO2. E: transpiração foliar.
Para as características biométricas não foram observados efeitos dos tratamentos sobre o número de nódulos, massa seca de nódulos, caule e raiz. A área foliar foi influenciada pelos tratamentos aplicados, contudo, apenas foi observado diferença entre a inoculação com B. japonicum e a co-inoculação. De forma semelhante, a co-inoculação promoveu massa seca de folhas inferior, não sendo inferior apenas à testemunha.
Através do índice SPAD podemos inferir que o teor de nitrogênio foliar não se diferenciou nas plantas até o estádio V4, indicando que mesmo em menor quantidade a nodulação ocorrida (Tabela 2), foi suficiente para fornecer N até o momento da avaliação. Contudo, Fagan et al. (2007), citam que a soja necessita cerca de 30 nódulos viáveis para fornecer N suficiente para suprir a demanda, fato que só ocorreu com a inoculação das sementes com B. japonicum.
Tabela 2: Características biométricas de plantas de soja não inoculadas e inoculadas ou co-inoculadas com A. brasilense e B. japonicum
	 Tratamento
	AF
	NN
	MSN
	MSF
	MSC
	MSR

	
	cm²
	
	---------------------- g planta-1 ----------------------

	Testemunha
	154,95 ab
	14,00
	0,084
	0,95 bc
	0,95
	1,91

	Co-inoculação
	149,42 b
	11,75
	0,078
	0,87 c
	0,78
	1,31

	B. japonicum
	188,74 a
	35,50
	0,141
	1,12 ab
	1,00
	1,66

	A. brasilense
	177,43 ab
	15,25
	0,068
	1,17 a
	1,08
	1,81

	Semente esterilizada
	184,59 ab
	8,75
	0,033
	1,20 a
	1,04
	1,80

	CV (%)
	10,09 
	86,64 
	 60,05
	10,99 
	 15,68
	 27,93

	F calculado
	 4,24**
	 2,06ns
	 2,58ns
	 6,07**
	 2,36ns
	0,96ns 


Médias seguidas de letras semelhantes na coluna não diferem entre si pelo teste de SNK a 5% de probabilidade. ns: não significativo; ** significativo a 5% pelo teste F. AF: Área foliar. MSN: Massa seca de nódulos. MSF: folhas: MSC: caule. MSR: raiz.
Embora de forma não significativa e em pequena quantidade, foram obtidos nódulos nas plantas que não receberam inoculação com B. japonicum, testemunhas e também nas plantas provenientes de sementes esterilizadas, remetendo que as bactérias do gênero B. japonicum podem ser propagadas através de outro meio que não seja a inoculação ou pela população natural do solo, visto que o substrato utilizado foi previamente autoclavado.
As menores respostas pela co-inoculação em área foliar e massa seca de folhas está ligado a menor nodulação, que ocorre devido a competição entre as bactérias por sítios de colonização, semelhantes aos resultados demostrados quando se utilizou a co-inoculação (Bulegon et al., 2016).
Conclusões
Foi observado nodulação nas plantas de soja menos quando não se realizou a inoculação com B. japonicum, sendo necessários novos estudos para evidenciar as formas de sobrevivências e disseminação dessa bactéria. 
As trocas gasosas e características morfométricas apresentaram variações em relação aos tratamentos estudados para condutância estomática, área foliar e massa seca de folhas, com destaque negativo para a co-inoculação. 
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