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Apresentacéo
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necessidade de interagao entre a comunidade cientifica e a académica. A
Jornada também possibilita experimentar a vivéncia no mundo cientifice,
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Avaliacao da capacidade de complexac¢ao
da solucao do solo comparando
sistemas de plantio direto e convencional

Tatiana Marianowski'; Maria Josefa Santos Yabe?; Julio Cezar Franchini?
*Académica da UEL,; 2Docente UEL; *Embrapa Soja.

Introdugao

Na busca por sistemas de manejo que diminuam a perda de solo e favo-
recam o aproveitamento da dgua, o sistema de plantio direto {PD) pode
ser considerado como uma das técnicas mais eficiente de conservacéo do
solo, pois a manutengd@o da matéria organica na superficie do solo dificulta
a agao microbiana, em virtude do menor contato com o solo, resultando
em uma decomposicdo mais lenta, afetando diretamente a fertilidade do
solo (Roth & Vieira, 1983; Wutke, 1993).

Por sua vez, no sistema de plantio convencional (PC), caracterizado pelo
preparo do solo com aragdo e gradagem, ha a incorporagdo de residuos
vegetais, o que reduz a protecdo do solo. O solo descoberto estimula a
atividade microbioldgica acelerando assim, a mineralizagao da materia
organica (Salinas et al., 1997).

Durante a decomposi¢do e a mineralizagdo dos residuos vegetais, ocorre
liberagéo de compostos orgénicos hidrossoliveis que, em tdltima analise,
séo acidos orgénicos de baixe peso molecular (Franchini et al.,, 2001).
Esses compostos orgdnicos possuem grupos funcionais, principalmente
carboxilicos e fendlicos, que participam em varias reagdes quimicas no
solo, como a complexagdo organometalica (Schnitzer, 1991; Franchini et
al., 2001, 2003).

O uso de eletrodo seletivo para ions cobre (ESI-Cu), como técnica analitica
em estudos de complexagdo organica, na solucéo do solo, permite estimar
a capacidade de complexagao dos compostos organicos através da quan-
tificagdo da alteragdo de atividade de jons Cu?* adicionados, uma vez que
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esse metal apresenta as maiores constantes de estabilidade entre os metais
presentes na solu¢do do solo, como Ca?* e Mg (Martell & Smith, 1995).
%

Dessa maneira, para o presente estudo, foi utilizado eletrodo seletivo de
ions cobre com o objetivo de determinar a capacidade de complexagao
do carbono organico solivel da solugao do solo, em experimento de longa
duragdo, comparando sistemas de plantio direto e convencional.

Materiais e Métodos

Para avaliar o efeito do manejo na capacidade de complexagao da solugéo
do solo, foram coletadas amostras na fazenda experimental da Embrapa
Soja em Londrina, da camada de 0-10 cm de profundidade, em sistemas
de PD e PC de um Latossolo Vermelho distroférrico (Embrapa, 1999).

Asolucao do solo foi obtida através da agitagdo do solo e 4gua deionizada
na relagéo 1:1, mantida por 1 h em banho-maria nas temperaturas de 50,
60 e 70°C, centrifugada e filtrada. A capacidade de complexagao da solugéo
do solo foi estimada utilizando-se o ESI-Cu.

Resultados

A analise quimica dos solos reflete os efeitos dos sistemas de manejo
com relagio aos teores de carbono, pH, nutrientes (Ca, Mg, K) e CTC.
Geralmente, ocorre maior acimulo de carbono, ao longo do tempo, no
sistema de PD, em relacdo ao sistema de PC, o que leva ao aumento da
concentragio do COS na solugdo do solo, resultando em maior comple-
xacao de metais, como Al, Ca e Mg.

No presente estudo, o carbono organico sollvel na solugéo do solo foi ex-
traido em temperaturas crescentes, entre a temperatura ambiente (25°C) e
70°C. Os resultados indicam maiores teores de carbono orgéanice soluvel no
PD em relagéo ao PC, com diferengas aumentadas entre estes em fungao
de temperaturas mais elevadas (Tabela 1).

Nos extratos de solos obtidos nas diferentes temperaturas, foram realizados
os estudos de complexagio de Cu?* (Figura 1). Os resultados indicam que a



i Jornada Académica da Embrapa Soja 15

Tabela 1. Concentragdes de carbono organico soluvel em sistemas de
manejo do solo em diferentes temperaturas.

SISEMas .o Temperaturas (°C) ...oeoveeecveveorecieeee
25 50 60 70
.................................... COS (g L‘1)
PC 4,7 94 58,4 80,2
PD 11,1 18,8 108,8 1742

atividade de ions Cu® (log, Cu?*) diminuiu proporcionalmente ao aumento da
temperatura de extragdo, sendo este efeito intenso para o solo sob PD, em
concordancia com os tecres de carbono soltvel observados nos extratos.
De maneira geral, as solugdes dos solos obtidas, tanto para o sistema de
PD quanto para o PC, diminuiram a atividade de ions Cu?.

No entanto, para o PC observa-se este efeito apenas para as temperaturas
de 60 e 70°C, estando de acordo com a quantidade de COS extraido nas
diferentes temperaturas, Para as temperaturas de 25 e 50°C, as quantida-
des de COS extraido ndo foram suficientes para complexar com os ions
Cu®. Por sua vez, no sistema de PD, por apresentar uma quantidade maior
de COS para todas as temperaturas, o teor de carbono sol(vel extraido foi
suficiente para diminuir a atividade de ions Cu®.



16 Embrapa Soja. Documentos, 276

log,Cu®

2k

At

log,Cu?*

S5t

’/
st .//
&
-

-7

4
-log[Cu?]

Figura 1. Avaliagio da atividade de ions Cu® na solug&o do solo, sob diferentes
sistemas de manejo (PD e PC) e temperaturas (25, 50, 60 e 70°C).
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Consideragdes Finais

O aumento da temperatura de extragdo da solucdo do solo aumentou a

quantidade de COS, intensificando a diferenga na capacidade de comple-
xagao nos sistemas de manejo do solo.

O sistema de PD apresentou maior diminuigdo na atividade de fons Cu?
emrelagdo ao PC, indicando maior capacidade de complexa¢ao de metais
na solugdo do solo.

O uso do eletrodo seletivo de ions Cu?, para o estudo de reagdes de com-
plexagéo organometalica, auxilia o entendimento das rea¢Ges nas fases

solida e liquida do sclo, bem como na escolha dos sistemas de manejo
do sclo,
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Uso de contrastes ortogonais aplicados a
dados de controle do pulgao
(Aphis gossypii Glover) da cultura do pepino

Tiago Flor de Santana'; Silvano César da Costa*;, Maria Cristina Neves de
Oliveira?, 'Estudante do curse de Matematica da Universidade Estadual de Londrina
- UEL; ?Professor do Departamento de Estatistica e Matematica Aplicada da UEL;
3Pesquisadora da Area de Biometria e S6cio Economia da Embrapa Soja.

Introdugao

Em geral, na pesquisa cientifica, o procedimento & o de formular hipéteses
e verifica-las, diretamente, ou através de suas conseqiiéncias. Para tanto,
& necessario um conjunto de cbservagdes ou dados, e o planejamento de
experimentos &, entdo, essencial para indicar o esquema sob o qual as hi-
péteses possam ser testadas. Nessa fase, pararealizar de forma adequada
esses procedimentos, os cuidados v&o desde a escolha do tamanho e da
forma de parcela, até a definigZo do delineamento experimental e do método
de comparagdes das médias de tratamentos que comprove as hipdteses
agrondmicas e estatisticas (Banzatto & Kronka, 1995; Oliveira, 2005).

A utilizagdo de métodos estatisticos para testar as hipoteses formuladas
é devida a presenca, em todas as observagdes, de efeitos de fatores ndo
controlados que causam a variagao. Conforme Banzatto e Kronka (1995)
tais efeitos, que sempre ocorrem, ndo podem ser conhecidos individual-
mente e tendem a mascarar o efeito do tratamento em estudo.

Freglientemente, face aos resultados de uma pesquisa, deseja-se conhe-
cer, dentre 0 elenco de tratamentos, aguele que se destacou, de modo que
ocorra a indicagao do mais eficiente. Existem situagbes em que alguns
delineamentos experimentais mais complexos, coma os fatoriais desba-
lanceados, exigem que os tratamentos sejam comparados entre grupos
(Cochran & Cox, 1957). E muito importante a defini¢do do método que ird
agrupar esses tratamentos e, dentre os inimeros métodos existentes, os
contrastes ortogonais sdo indicados para validar tais tratamentos.
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Objetivo

O objetivo deste trabalho foi aplicar o método de contrastes ortogonais para
avaliar o efeito de tratamentos sobre o controle de pulgdes na cultura de
pepino, identificando 0 melhor grupo de comparagéo.

Desenvolvimento
Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos de um estudo de controle
de pulgdes em cultura de pepino (Banzatto & Kronka, 1995).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos e seis repetigdes. Os tratamentos foram: a) testumunha,
b) Azinfos etllico, ¢) Supracid 40CE dose 1, d) Supracid 40CE dose 2 e g)
Diazinon 60CE.

O modelo matematico para o delineamentc em estudo é o que segue:
Y,=m+T +e,

em que:

ij é o efeito da variavel resposta para o tratamento i e a repeticéo

m é o efeito da média geral;

T. ¢ o efeito do tratamento /;

e. € o efeito residual N = (0,0%).

if

As hipdteses consideradas nesse experimento para comparar os efeitos
de tratamento foram;

HO: o$ = 0, os tratamentos possuem o mesmo efeito;

HA: a§ = 0, pelo menos dois tratamentos possuem efeitos diferentes.

O pacote estatistico usado para a analise dos dados foi o ‘Statistical Analysis
System’ - SAS (vers3o 8.2), Os procedimetos do SAS foram o ‘proc means’,
‘proc univariate’ e ‘proc gim’.

Os metodos estatisticos utilizados foram a analise exploratéria, que avaliou
as estatisticas descritivas que, por sua vez, permitiram avaliar as pressupo-
sigdes requeridas para a realizagao da analise de variancia (ANOVA), e 0
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teste t, que comparou os efeitos dos contrastes crtogonais. Os testes que
permitiram avaliar a normalidade dos residuos, a aditividade do modelo e
a homogeneidade de variancias foram, respectivamente, o de Shapiro &
Wik (1965), por meio da estatistica W, o de Tukey (1949), com a estatistica
F e o de Burr e Foster (1972), usando a estatistica Q.

Resultados

A analise exploratoria (Tabela 1) indicou grande variabilidade entre os pro-
dutos utilizados para o controle do pulgéo, na cultura do pepino (CV=30,73
+ %). Ainda nessa tabela, observou-se que nio foram atendidos tedos os
requisitos para a realiza¢do da ANOVA. O valor do coeficiente de curtose
foi maior que zero, os dados ndo devem ser estudados de acordo com a
distribuigdo normal (Shapiro & Wilk, 1965). As variancias dos tratamen-
tos indicaram heterogeneidade irregular, em fungao da grande variagéo
entre a amplitude dos valores dos tratamentos (Burr & Foster, 1972)e o

Tabela 1. Estatisticas descritivas e testes de pressuposicdes da andlise de
varidncia com dados originais e transformados.

Dados
Estatisticas descritivas C Transformados
Originals  ,stancia. p=0229)

Coeficiente de vdriagédo 30,7361 6,9583
Coeficiente de assimetria -0,4167 0,2996
Coeficiente de curtose 33,2428 -0,2534
Shapiro-Wilk: W 0,8960 0,9746
Prob (W) 0,0067 0,6711

N&o-Aditividade: F 6,1474 0,1003
Prob {F) 0,0205 0,7541

Hartley: valor calculado 155,5880 4,7845
dvalor critico 16,3000 16,3000

Burr-Foster: valor calculado 0,4952 0,2346

valor critico 0,3900 0,3900
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modelo ndo aditivo (Tukey, 1349). Devido a esses resultados, foi utilizada
a transformagao poténcia (p=0,229), para estabilizar a normalidade dos
residucs, da homogeneidade das variancias dos tratamentos e da aditivi-
dade do modelo. Apds o uso da transformagéo, observaram-se mudangas
significativas nos resultados das estatisticas descritivas, o coeficiente de
variagédo foi reduzido (CV=6,95%) e todas as pressuposi¢des para esse
modelo matematico foram atendidas (Tabela 1).

Salienta-se que a ANOVA, sem os critérios de independéncia e normali-
dade atendidos, pode incorrer a erros e apresentar grupos de contrastes
significativos, equivocadamente (Tabelas 2, 3 e 4).

Com base nos resultados da ANOVA, pode-se rejeitar a hipdtese de
igualdade dos tratamentos (F=119,90). Partindo desses resultados,
utilizou-se o teste de contrastes ortogonais para avaliar a eficiéncia dos
tratamentos estudados. Pelo método dos contrastes ortogonais, obser-
vou-se que houve resposta significativa entre os dois primeiros grupos
de contrastes.

Na comparagéo dos produtos Supracid dose 2 e Diazinon contra a teste-
munha e Azinfos, o teste t indicou grande significancia entre essa com-
paragao (t=21,72). No segundo grupo, com a testemunha e o Diazinon
contra os tratamentos Azinfos, Supracid doses 1 e 2, a significancia foi
menor (t=2,35). As demais comparagdes ndo apresentaram respostas
significativas. Outros grupos de contrastes podem ser obtidos para maior
compreensio da pesquisa (Tabela 2, 3 e 4).

Tabela 2. Analise de varidncia para os dados originais e transformados.

Causas de Criginais Transformados
variagao GL Quadrado Teste Pr(F) Quadrado Teste Pr(F)

médio F médio F
Tratamento 4 5786314,80 81,73 0,0001 10,2113 119,90 Q,0001
Residuo 25 7074574 0,0851

Total 29
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Tabela 3. Analise de variancia dos contrastes dos ortogonais.

23

Dados originais

Dados transformados

Contrastes Quadrado  Teste Quadrado Teste
GL  “redio F PR T edio F PrF)
C4, G5 VS Gy, C2 1 19425660 274,58 0,000t 40,1788 471,78 0,0001
C1,C5VS Gy, C3, Ca 1 348351471 4924 00,0001 0,4689 551 00272
C2, C5 VS C1, C4 1 180401,67 255 01229 0,0533 063 0,4360
C1,C3, C5vS Ca, €y 1 55683,08 0,79 0,3834 0,1441 169 0,2052
Total 4
Tabela 4. Valor das estimativas dos contrastes.
. Dados originais
Parametros - -
Estimativa Erro padréo Teste t Pr(t)

Cs, Cs VS Cq, Gz -5690,00 343,37 -16,57 0,001

€1, C5 VS Cp, Ca, C4 2851,00 406,29 7.02 0,0001

Cy, C5 VS Cy, Ca -548,33 343,37 -1,60 0,1229

Cy, C3, C5 VS Cp, Cy 806,00 908,49 0,89 0,3834

Total 4

Parametros - Dados transformados
Estimativa Erro padrao Teste t Pr{t)

Ca, C5 VS Cq, C2 -8,18 0,37 -21,72 0,0001

C1, C5 VS Gy, Ca, Gy 1,04 0,44 2,35 0,0272

Cp, C5 VS Cq, G4 0,29 0,37 0,79 0,4360

Cq, Ca, C5 VS C3, C4 1,29 0,99 1,30 0,2052

Conclusoes

Pelo presente trabalho, conclui-se que:

- coeficientes de assimetria e curtose maiores que zero indicam a presenga
de variabilidade experimental;

- auséncia de normalidade dos erros distorce os resultados do teste de
compara¢ao de médias e homogeneidade de variancias;
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- atransformacgao de dados néo deve ser utilizada para reduzir o coeficiente
de variagao, e sim para transformar os dados, de modo que atendam os
requisitos para a andlise de variancia;

- 0 estudo de contraste ortogonal é eficiente para comparar grupos de
tratamentos.
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Balango energético das culturas de girassol
e soja para produgao de biocombustivel

Paulo Henrique Nardon Felici'; Rafael M. e S. Coronato?; Décio Luiz

Gazzoni®; Ricardo Ralisch?. 'Bolsista de Mestrado UEL / Embrapa Soja; ?Bolsista
de Iniciagdo Tecnologica industrial - CNPQ; *Pesquisador, Embrapa Soja; “Professor,
Agronomia UEL.

Introdugao

Atualmente, existe um crescente interesse da sociedade mundial por fontes
alternativas de energia, principalmente aquelas que contribuem para reduzir
a emissao de gases de efeito estufa, caracteristica das fontes tradicionais
de energia fossil. O uso de biocombustiveis é visto, hoje, como uma alter-
nativa viavel de uso, segundo Urquiaga et al. (2005). Ainda de acordc com
0 esses autores, pouca atengdo vem sendo dada acs estudos de balango
energético, os quais estabelecem a relagdo entre o total de energia contida
no biocombustivel e o total de energia investida em todo o processo de
produgdo, incluindo-se as etapas agricola e industrial.

O balango energético é o parametro mais adequado para definir a viabili-
dade técnica de um programa de bioenergia. Para ser positivo, o balango
energético depende de diversos fatores, em especial do rendimento da
cultura e do menor consumo de fertilizantes nitrogenados, que demanda
grande quantidade de energia para sua produg¢ado. Assim, alguns dos de-
safios da pesquisa agropecuaria sdo aumentar a produtividade da cultura
e o teor de é6leo do gréo, bem como promover a ulilizagdo da adubagao
verde e a fixagdo simbidtica como fonte de N.

Varios estudos realizados no exterior, envolvendo biocombustiveis, principal-
mente na Europa e nos Estados Unidos, apontam para balangos energéticos
negativos. Pimentel & Patzek (2005) calcularam que s&o necessarias, apro-
ximadamente, 6597 kcal de energia fossil para produzir um litro de etanol
de milho, nos Estados Unidos. Entretanto, um litro de etancl tem o valor
energético de 5130 kcal, resultando em um balange energético negativo de
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1467 kcal, portanto um balango energético negativo de 29%. Nao foi con-
siderada, nesse estudo, a energia gasta no transporte para distribuicdo do
etanol que, segundo DOE (2002), é estimada em 331 kcal. L. Sheehan et
al. (1998) relataram um saldo negativo na conversio de soja em biodiesel,
pois a obten¢do de 1MJ de biodiesel exige 1,24 MJ de energia fossil.

A energia consumida no sistema de produgdo de uma cultura ndo é de
facil determinagéo, pois depende de muitos fatores. E necessério estimar a
energia consumida em todo o processo produtivo, desde a fabricagéo de ma-
quinas e implementos, a produgdo de insumos, a semeadura, o manejoe a
colheita, até o transporte do produto agricola ac local de processamento.

O consumo de combustivel nas operagbes agricolas pode apresentar
variagdo em uma mesma operagio, pois depende dos fatores clima, to-
pografia, tipo de solo, profundidade de trabalho, tamanho e forma da area
de trabalho, habilidade do operador e outros. No Brasil, que &€ um pais de
dimenses continentais, é dificil considerar valores exatos de gastos, por
isso tomam-se como base valores medios.

O objetivo deste trabalho foi efetuar um levantamento dos gastos de
energia nos sistemas de produgdo de girassol e soja para fabricagdo de
biodiesel.

Materiais e Métodos

As operagbes do sistema de predugdo da matéria prima, que redundam
em gastos energéticos, sdo descritas na Tabela 1.

Para o calculo da energia necessaria na fabricagdo das maquinas e dos
implementos, dos fertilizantes e dos agrotéxicos, bem como o valor ener-
gético do 6leo diesel, e a energia contida na semente de girassol e na de
soja, adotaram-se os valores de Pimentel & Patzek (2005), que fornecem
a energia necessaria para a produgdo de cada unidade do insumo empre-
gado na produgéo.

Adotou-se o sistema de semeadura direta e os cédlculos consideraram os-
gastos de energia na pré-semeadura, na semeadura, no manejo, na colheita
e no transporte da produgao e na fase industrial.
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Tahela 1. Atividades que requerem gasto de energia no cultivo de girassol
e soja no Brasil.

Pré-Semeadura| Semeadura Manejo Cotheita Transporte
Mao-de-obra | Mao-de-obra | Mio-de-obra | M&o-de-obra | Mao-de-obra
Trator Trator Trator Colhedora | Caminhao
Pulverizador Sementes . .. Trator? -
Plantadora / N|trogemo1 . -
Dessecante | " 0\ o (cobertura)' |Pulverizador?
. . Adubacdo | Pulverizador | Dessecante? -
Mlcronutrl?nte Nitrogénio B - ~
(Boro) (semeadura)’ Inseticida
Calagem Fosforo Herbicida - -
Trat. sementes Potassio - - -
Inoculagao?® - Mlggr;uﬂlgpte - -
Combustivel | Combustivel | Combustivel | Combustivel | Combustivel
- - Fungicida - -

' N#o utilizado na cultura de soja
? N&o utilizado na cultura de girassol

Assumiu-se, de acordo com Pimentel & Patzek (2005), que uma pessoa
trabalha 2.000 horas ano™ e seu gasto energético equivale ao uso de 8.000
litros de oleo ano™. O célculo da depreciagdo de maquinas e equipamentos
foi baseado em dados de Pimentel & Pimentel (1996).

Knowles & Bukantis {1980) calcularam o gasto de 8,6 horas de mao-de-
obra ha™', para a cultura de girassocl € 7,1 horas ha' para a cultura de soja,
considerando todas as etapas de produgdo. No sistema de semeadura
direta da soja, que demanda 6,3 horas de mio-de-obra ha' ', a redugdo
de 0,8 horas ha', que equivale a 11% do total, é referente a uma menor
demanda de mao-de-obra no manejo do solo.

Nas condigdes dos EUA, Knowles & Bukantis (1980) estimaram um gasto
de 180 e 38,8 litros de dleo diesel ha!, para as culturas de girassol e s0ja,

! Informagdo pessoal A.C. Roessing, Pesquisador Embrapa Soja, 2006.
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respectivamente. No Brasil, estudos de Roessing et al. {1981) estimaram
umgasto de 54 litros de éleo diesel ha, no sistema de semeadura direta, e
demonstraram que esse sistema economizou cerca de 70% de dleo diesel
em relag&o ao sistema convencional. Para a soja, adotou-se o valor de 66
litros!, referentes ao trator New Holland 135 TM, 93 kW Transmissao de
24 x 12 velocidades e tragdo auxiliar.

Castro & Oliveira (2005) recomendam a adubag&o de girassol, utilizando
doses entre 40 a 60 kg ha' de nitrogénio e, em solos com médio teor de
fosforo e potassio, deve-se utilizar 18 kg ha'e 33 kg ha™', respectivamen-
te, estimando uma produtividade de 2000 kg ha'. Para a cultura de soja,
conforme Embrapa (2005), adotou-se a propor¢do 0-20-20 (NPK), para
uma produtividade de 3000 kg ha.

Blamey et al. 1997, citados por Pimentel & Patzek (2005), estimaram o uso de
1t ha' de calcério na cultura de girassol. Para a soja, adotou-se 2 tha'\.

Adubagdes de boro com 1 kg ha' em solos arenosos e de 3 kg hat em
solos argilosos, tém sido consideradas como adequadas para efiminar as
deficiéncias desse micro-elemento em cultivares sensiveis (Blamey et al.
1979, citados por Castro & Oliveira 2005).

Silveira et al. (2005) estimaram variagao de 3,0 kg ha' a 4,5 kg ha' na
quantidade de semente de girassol. O calculo de sementes para soja foi
baseado na formula Q=(1000xPxD) x 1,1 (GxE)"' onde P= 10,4g (peso
de 100 sementes), D= 14 (nimero de plantas por metro), G=80% (% de
emergéncia em campo) e, E= 0,4 m (espagamento utilizado).

Blamey et al. 1997, citados por Pimente! & Patzek (2005), consideram
um gasto de 3,0 kg ha' de herbicida, valor confirmado por Brighenti', O
gasto com inseticida foi estimado em 1,0 kg ha', de acordo com Corso'".
Conforme planilha de custos (2004/05) fornecida por A. C. Roessing', tem-
se para herbicida: POS 1, Classic; 0,07 litros (soja), POS 2, Select 240
0,40 litros e para inseticida: Dimilin 0,03 litros, Baculovirus 1 dose (soja),
Endossulfan 350 CE 1 litro.

! Informagdo pessoal A.C. Roessing, Pesquisador Embrapa Soja, 2006.
" Informacdo pessoal A. Brighenti, Pesquisador Embrapa Soja, 2006.
" informacdo pessoal I. C. Corso, Pesquisador Embrapa Soja, 2008.
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Foi considerado um valor médio de 270 km e 154 km, para o transporte do
magquinario, do combustivel, da semente e do escoamento da produgéo
de girassol e soja, respectivamente.

Os gastos, no processamento industrial, foram estimados segundo
Pimentel & Patzek (2005), sendo calculados os gastos com a energia
para transformagao do grao em 6leo e a posterior transformagéo do éleo
em bicdiesel.

Resultados e Discussao

Na cultura do Girassol, em média, para cada tonelada de grao s&o pro-
duzidos 400 kg de 6leo, 250 kg de casca e 350 kg de torta, (Oliveira &
Vieira 2004). FonsecaV considera que 1,0 kg de dleo de girasso! ou de
soja contem 9.000 kcal de energia.

De acordo com esses valores, necessitam-se 2,5 kg de grdos de girassol
para produzir 1 kg de 6leo. Para uma produtividade média de 2 tha™ de graos
obtém-se 800 kg de dleo ha!, com valor energético de 7.200.000 kcal ha'.

ATabela 2 estima em 2.855.000 kca! a energia (féssil ou renovavel) gasta
para produzir 2000 kg ha*de girassol.

Na cultura de soja, em média, para cada tonelada de gréos, sdo produzidos
180 kg de 6leo e 820 kg de torta, sendo a quantidade de casca desprezivel.
Portanto para uma produgéo de 3000 kg ha!, obtém-se uma produgéo de
540 kg de 6leo ha', com valor energético de 4.860.000 keal ha™'.

Os resultados estimados de entradas na indGstria de produgéo de biodiesel
s&o demonstrados na Tabela 3.

O total estimado de energia fossil gasta para produzir 800 kg de biodie-
sel de girassol e 540 kg de biodiese! de soja, foram de 1.610.000 kcal e
1.670.000 keal, respectivamente.

Na Tabela 4, para o girassol, consideraram-se a produtividade de 2000 kg
ha' e as proporges 40% 6leo, 35% de torta e 25% casca que, multipli-

Vinformagdo pessoal N.A.N. Fonseca, Professora Associada, Dept. de Zootecnia,
Universidade Estadual de Londrina, 2005.
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Tabela 2, Entradas e Saldas de energia na produgéo de girassol e soja por
hectare no Brasil.

Fator Girassol Soja
Quantidades Kkcalx 1000  Quantidades kcal x 1000

Mao-de-obra 8,6 horas 344 6,3 horas 252
Maquinario 20 kg 360 20 kg 360
Combustivel 54 litros 540 66 litros 6860
Nitregénio 40 kg 640 - -

Fésforo 18 kg 72 20 kg 83
Potassio 33 kg 107 20 kg 63
Calcario 1000 kg 281 2000 kg 562
Boro 3kg 11 1kg 4
Sementes 4 kg 32 50 kg 400
Herbicidas 3 litros 300 0,47 litros 47
Inseticidas 1 litro 100 2,03 litros 203
Transporte 270 km 68 174 km 44
Graos 2000 kg - 4000 kg -

Total de entradas - 28585 - 2678
Saida . - 7200 - 6480

Tabela 3. Entradas de energia para produgdo industrial de 800 kg e 540 kg
de biodiesel de girassol e s0ja, respectivamente.

Entradas Girassol Soja
Quantidades kecal x 1000  Quantidade  kcal x 1000
Eletricidade 137.75 kWh 137 145.8 kWh 145
Vapor 688.775 kcal 688 729.000 kcal 729
Agua de limpeza 81.633 keal 81 86.400 kcal 86
Calor no espago interno 77.550 kcal 77 82.080 keal 82
Calor direto 224.490 keal 224 237.600 kcal 237
Perdas 133.061 kcal 133 162.000 kcal 162
Aco Inoxidavel 6 kg 86 54 kg 77
Ago 11 kg 129 10 kg 117
Cimento 29 kg 55 30 kg 57

Total - 1.610 - 1.670
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Tabela 4. Saidas de energia do sistema de produgao

Fatores Girassol Soja
Quantidade kcal x 1000 Quantidade  kcal x 1000
Casca Incluido natorta Incluido natorta  desprezivel  desprezivel
Oleo 800 kg 7.200 540 kg 4.860
Torta 1.200 kg 4.800 2.480 kg 5.840
Total 2.000 kg 12.000 3.000 kg 14.700
Agricola 2.855 Agricola 2678
Entradas Industrial 1,610 Industrial 1.670
Total - 4.465 - 4.348
Balango éleo 800 kg 2735(1:1,61) 540 kg 512 (1:1,12)
Balango geral - 7.535 (1. 2,69) - 10.352 (1: 3,38)

cando pelo poder calorifico de cada fragao, resultam em 9000 kcal, 4000
kcal e 4000 kecal, respectivamente. Para a soja, adotou-se a produtividade
de 3000 kg ha, 18% de 6leo e 82% de torta.

Consideragbes Finais

Verifica-se um balango energético final positivo de 7.535.000 kcal ha™ em
girassol e 10.352.000 kcal ha' para soja. Isto significa que, na cultura do
girassol, para cada unidade de energia que entra no sistema, séo produ-
zidas 2,69 unidades de energia, sendo essa relagio de 3,38:1 para a soja.
Considerando a utilizago da torta, a soja demonstra melhor desempenho
energético, por apresentar maior produtividade; porém, analisando apenas
a obtengdo de 6leo, o girassol mostra-se mais eficaz (2735.000 kcal ha™' x
512.000 kcal ha' da soja), por possuir maior teor de 6leo no grao.
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Balango energético na cultura da mamona
para a produgao de biocombustivel

Rafael Machado e Silva Coronato'; Paulo Henrique Nardon Felici?; Décio

Luiz Gazzoni®; Ricardo Ralisch?. 'Bolsista de Iniciagdo Tecnolégica Industrial
- CNPQ; *Bolsista de Mestrado UEL / Embrapa Soja; *Pesquisador, Embrapa Soja;
‘Professor, Agronomia UEL.

Introdugao

Existem diversas culturas oleaginosas, potenciais fornecedoras de dleos
vegetais para a produgdo de biodiesel. Precisamos avaliar qual dessas
culturas é mais viavel para esse fim. Um dos métodos para realizar tal
avaliagdo & através do balango energético, que compreende a relagao
entre a energia investida na produgéo do combustivel e a energia obtida
na sua combustio. O balango energético indica a viabilidade econdmica
e ambiental para cada cultura, (Almeida Neto et al., 2006).

A energia consumida no sistema de produgdo de uma cultura néo & de
facil determinagio, pois depende de muitos fatores. E necessario estimar a
energia consumida na produgao e na operagéo de tratores e equipamentos,
na producdo e na aplicagéo de agrotéxicos e fertilizantes, no transporte
de implementos e insumos, a energia contida no combustivel, bem como
a despendida pelo operador, (Roessing et al., 1980).

A mamoneira, provavelmente originada da Asia, possui, em média, 49%
de olec no grao, é resistente a seca e possui alta adaptabilidade para
fotoperiodo e clima, sendo uma alternativa para gerar emprego e renda,
principalmente no Norte e Nordeste do Brasil.

Objetivo

Realizar o balango energético na cultura da mamona, comparando o sis-
tema de cultivo manual e o sistema de cultivo mecanizado, considerando
os processos de produgéo agricola e industrial do biodiesel.
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Materiais e Métodos

As atividades que exigem gasto energético na produgéo agricola e no
transporte para a cultura de mamona, estao descritas na tabela 1.

Tabela 1. Atividades que requerem gasto de energia no cultivo de mamona

no Brasil.

Pré-semeadura Semeadura Manejo Colheita Transporte
Mao-de-obra  Mao-de-obra Méo-de-obra Mao-de-obra Mao-de-obra
Trator® Trator? Trator? Colhedora®  Caminh3o
Pulverizador? Sementes  Desbaste' Combustivel? Combustivel
Fungicida Adubo N-P-K Capina '’ - -
Combustivel? Combustivel’ Herbicida - -

- -~ Inseticida - -

- - Adubo N - -

- - Combustivel? - -

' NZo utilizado no cultive de mamona mecanizada
? Nao utilizado no cultivo de mamona manual

Para o célculo da energia gasta com a produgao de fertilizantes e agroté-
Xicos, assim como o valor energético do diesel consumido, utilizou-se 0s
estudos de Pimentel & Patzek (2005), que fornecem a energia consumida
em kcal por unidade de produto. O calculo da energia contida na semente
foi baseado nos estudos de Almeida Neto et al. {2006).

Segundo Pimentel & Patzek (2005), uma pessoa trabalha em meédia 2.000 ho-
ras por ano e seu gasto energético equivale a 8.000 litros de Oleo diesel. Com
base nesses estudos, estimou-se o gasto energetico com mé&o-de-cbra.

A quantidade de homens necesséaria na semeadura é de 40 homens.ha', no
cultivo manual, e trés homens.ha, no cultivo mecanizade', em uma jornada
de 8 horas, considerando ainda que, 8000 litros de dleo diesel equivalem a
20.000.000 kcal Pimentel & Patzek (2005), séo gastos 3.200.000 e 240.000
kcal por dia, respectivamente para cultivo manual e mecanizado.

! Severino S.L., Pesquisador, Embrapa Algoddo. Informagdo Pessoal, 2006
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O calculo da depreciacdo de maguinas e equipamentos baseou-se em
estudos de Pimentel e Pimente! (1996).

Para o cuitivo manual ndo ha gaste com combustivel, porém, no cultivo
mecanizado sio necessarios 120 litres.ha”', que equivalem a 1.200.000
kcal, segundo estimativas médias de um consumo de 12 litros.hora™, em
uma magquina agricola'.

A adubagdo em mamoena varia conforme o sistema de cultivo. Para o
cultivo manual, as proporgdes sdo 50 kg de N (1/3 na semeadura e 2/3
em emergéncia), 60 kg de P e 40 kg de K, ambos na semeadura", para
uma produtividade de 1200 kg ha’', o que demanda uma energia de
1.169.000 kcal Pimente! & Patzek (2005), No cultivo mecanizado utiliza-
se: 80 kg de N, fornecidos parceladamente de modo similar ac manual,
60 kg de P e 40 de KV, para uma produtividade de 1800 kg.ha' que
demanda 1.649.000 kcal Pimente! & Patzek (2005). Segundo estudos
de Almeida et al. (2006) os gastos para estas quantidades de adubo
seriam 1.122.000 e 1.550.000 kcal respectivamente para cultivo manual
e mecanizado. Estas variagbes devem-se, provavelmente, as diferentes
formas de produgdo do adubo. Desconsideraram-se estas diferengas
neste trabalho.

Aquantidade de semente varia conforme o sistema de cultivo. Para o cultivo
manual, a quantidade de sementes foide 17,5 kg.ha' (peso 100 sementes
= 70 gramas) e para o mecanizado, 7,5 kg.ha' (peso 100 sementes = 30
gramas). O calculo considera germinagao de 80% e populagéo de 20.000
plantas.ha'.

O uso de herbicida ocorre apenas no cultive mecanico. Considerou-se o
_uso de diuron 1,6 kg ia = 3,2 L. ha'. Aquantidade de inseticida para cultivo
manual &€ 1,9 kg.ha, sendo 0,2 kg de endosulfan e 1,7 de carbosulfan,
utilizado no tratamento de semente. Para o cultivo mecanizado, utiliza-se
maior quantidade de inseticida (6 kg.ha").

* Abj-Saab, O. J. G. Docente do departamento de agronomia, Universidade Estadual
de Londrina. Informagado Pessoal, 2006

" Severino S. L. Pesquisador, Embrapa Algodao. Informagédo Pessoal, 2006
¥Severino S. L. Pesquisadar, Embrapa Algoddo. Infermacgdo Pessoal, 2006
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No transporte da maquinaria, do combustivel, da semente e do escoamen-
to da producéo, estimou-se uma distancia média de 250 km (Pimentel &
Patzek, 2005). O veiculo considerado foi caminhao movido a diesel.

O balango final energético foi calculado subtraindo a energia gasta nas
produgbes agricola e industrial, da energia obtida com a produgao dos
graos, 6leo e subprodutes.

O calcule dos gastos industriais foi caleulado com base nos estudos de
Pimentel e Patzek (2005}, e esse processo corresponde a extracao do dleo
do grao e sua posterior transformacgao em bicdiesel.

Resultados e Discussiao

Em média, para cada tonelada de graos de mamona produzida sao obtidos
490 kg de éleo e 510 kg de torta (Azevedo, 2001).

Sao necessarios 2,04 kg de mamona para a produgic de 1 kg de dleo.
Considerando-se que 1 kg de 6leo de mamona contém 9.000 kcal, tém-se
588 e 882 kg de 6lec.ha?, 0 que correspondem a 5.292.000 e 7.938.600
kcal, para os sistemas manual e mecanizado, respectivamente.

De acordo com a Tabela 2, a estimativa de energia fossil gasta para pro-
duzir 1200 e 1800 kg.ha' de mamona, foi 5.149.000 e 4.615.00 kcal para
0s sistemas manual e mecanizado, respectivamente.

Aguantidade de energia f6ssil gasta para produzir 588 e 882 kg de biodiesel
de mamona no sistema manual e mecanizado, € 1.182.000 e 1.772.000
kcal, respectivamente.

No calculo da Tabela 4, considerou-se a produtividade de 1200 e 1800 kg.
ha' de mamona, para os sistemas manual e mecanizado, respectivamente.
As propor¢des sdo de 49% de éleo, 51 % de torta e poder calorifico de
9.000 kcal.I'' para éleo e 4.000 keal kg para torta.
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Tabela 2, Entradas e saidas de energia por hectare, na produgado de
comparando o0s sistemas manual e

mamona no Brasil,

mecanizado.
Fator Manual Mecénica
Quantidade  kcal x 1000 Quantidade  kcal x 1000

Mao de obra 40 homens.dia® 3200 3 homens.dia™ 240
Maquinario 20 kg 360 20 kg 360
Combustivel - - 1201 1.200
Nitrogénio 50 kg 800 80 kg 1.280
Fosforo 60 kg 240 60 kg 240
Potassio 40 kg 129 40 kg 129
Sementes 17.5kg 24 7.5kg 11
Herbicida - - 3.2kg 349
Inseticida 1,9 kg 190 6 kg 600
Transporte 250 km 206 250 km 206
Graos 1.200 kg - 1.800 kg -

Total de entrada - 5.149 - 4615
Saida (6leo) - 5.292 - 7.938

' Considerou-se, também, a mAo-de-obra com desbaste e capina manual.

Tabela 3. Entradas de energia para produg&o industrial de 588 e 882 kg de
biodiesel de mamona no sistema manual € mecanizado,

respectivamente.
Entradas Sistema manual Sistema mecanizado
Quantidade kcal x 1000  Quantidade keal x 1000

Eletricidade 101.952 101 152.928 152
Vapor 506.249 506 759.373 759
Agua de limpeza 59.864 59 89.796 89
Calor no espago interno 56.803 56 85.204 84
Calor direto 164.759 164 247,138 248
Perdas 97.845 98 146.767 147
Ago Inoxidavel 4.2 63 6.3 94
Ago 7.8 95 11.7 142
Cimento 21 40 315 60
Total - 1182 - 1772
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Tabela 4. Saidas de energia do sistema de produgao.

Fatores Sistema manual Sistema mecanizado
Quantidade keal x 1000 Quantidade kcal x 1000
Casca Incluido na torta Incluido na torta  Incluide na torta Incluido na torta
Oleo 588 kg 5.292 882 kg 7.938
Torta 612 kg 2.448 918 kg 3.672
Total 1200 kg 7.740 1800 kg 11.610
Agricola 5.149 - 4615
Entradas Industrial 1.182 - 1772
Total 6.331 6.387
Balango éleo 588 kg -1039 (1: 0,83) 882 kg 1551 (1: 1.24)
Balango final 1409 (1: 1,22) 5223 (1:1,82)

Considerag¢oes Finais

Verifica-se um balango energético positivo para mamona de 5.233.000 kcal
para o cultivo mecanizado e 1.409.000 kcal.ha' no sistema manual. Isto
indica que no sistema mecanizado, para cada unidade que entra, produz-
se 1,82. No sistema manual, produz-se 1,22. Porém, se considerarmos
apenas a energia contida no 6leo, teremos um balango negativo para o
sistema manual de 1.039.000 kcal ha, significando uma retirada de 0,83
unidades de energia do sistema para cada unidade investida.
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Introdugao

Os combustiveis fosseis poluem o ambiente, causando o efeito estufa.
Q petrolec e finito € mal distribuido no planeta (UBA, 1999), citado por
Almeida Neto et al. (2006).

Diversas s3o as culturas produtoras de 6leo para a produgéo de biodiesel.
Algumas séo mais eficientes que outras. Um método de se avaliar as cul-
turas mais eficientes é através do balango energético, que compreende a
relacéo entre a energia investida na produgédo do bioccombustivel (input) e
a energia obtida na sua combustao (output). O balango energético indica
as viabilidades econémica e ambiental para cada cultura de acordo com
Almeida Neto et al. (2008).

A canola no Brasil, esta sujeita a restricdes climaticas e apresenta proble-
mas de colheita, Ainda assim, pelo seu alto teor de éleo (40% a 46%), é
considerada uma importante fonte para a produgdo de biodiesel.

O cultivo da canola acontece na primavera, sendo uma alternativa de
renda e diversificag&o agricola no periodo de inverno para as regides que
cultivam trigo no sul do Pais.

Objetivo

Realizar o balango energético na cultura da canola, considerando os pro-
cessos de produgdo agricola e industrial do biodiesel.
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Materiais e Métodos

As atividades que exigem gasto energético (input) na produgéo agricola e
no transporte para a cultura de canola, est2o descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Atividades que requerem gasto de energia no cultive de canola

no Brasil.

Pré-semeadura Semeadura Manejo Colheita  Transporte
Mao-de-cbra  M&o-de-obra Mao-de-obra Mao-de-obra Mao-de-obra
Trator Trator Trator Colhedora Caminhao
Pulverizador  Adubagao Adubagao Combustivel Combustivel
Dessecante Sementes Inseticida - -
Herbicida Combustivel Pulverizador - -
Combustivel - Micronutriente - -

- - Combustivel - -

Para o célculo da energia gasta com a produgao de fertilizantes e agro-
toxicos, o valor energético do diesel consumido e a energia da semente,
utilizaram-se os estudos de Pimeritel & Patzek (2005), que fornecem a
energia necessaria para a produgéo de cada unidade do insumo empre-
gado na produgéo.

Segundo Pimentel & Patzek (2005), uma pessoa trabalha em media 2.000
horas por ano € seu gasto energético equivale a 8.000 litros de 6leo diesel.
Com base nesse dado estimou-se o gasto energético com méo-de-obra.

Em canola, tem-se um gasto de 0,56 horas.ha' de mao-de-obra, segundo \
) Tomm (1999), o que equivale a um gasto de 20.000 kcal.

'O célculo de depreciagdo de maquinas e equipamentos teve como base
estudos de Pimente! e Pimentel (1996).

Para combustivel, em canola, sdo necessarios 64 litros.ha* que equivalem
a uma entrada de energia de 640.000 kcal (Chastain, 2006).

Aadubag&o considerada foi de 60 kg N, dividido em 20 kg na semeadura
e 40 kg em cobertura (Embrapa 1995) e 60 kg de Pe 30 kg de K, segundo
Tomm (2003). A produtividade esperada para essas condigdes é de 2200
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kg.ha'. O consuma energético para esses insumos foi estimado com base
nos estudos de Pimentel & Patzek (2005), segundo o qual, o gasto total
com os fertilizantes € de 1.297.000 kcal.ha, enquanto Chastain (2006)
estimou um gasto médio de 1.303.000 kcal.ha'. Segundo Almeida Neto
et al. (2006), o gasto com fertilizantes foi de 1.248.000 kcal.ha'. Essas
variagbes devem-se, provavelmente, as diferentes formas de produgéo

do adubo, mas, por ndo representarem grandes variagdes, considerou-se
o valor médio. ‘

Acanola foi semeada utilizando 4 kg de sementes por hectare e densidade
de 40 plantas por metro quadrado (Tomm, 2003)

O principal herbicida utilizado foi o glyphosate, na quantidade de 2 litros
do produto comercial ha''. Quanto ao inseticida, considerou-se o Carbaril,
2,7 litros. ha™, no combate a vaquinha (Tomm, 2003},

No transporte da maquinaria, do combustivel, da semente e do escoa-

mento da produgéo, considerou-se uma distancia de 270 km (Pimentel &
Patzek, 2005).

Os gastos com proceésamento industrial foram estimados segundo Pimente!
& Patzek (2005), com base na energia consumida para transformar o grag
em oleo e posterior transformagao do 6leo em biodiesel.

Resultados e Discussao

Em meédia, para cada tonelada de grdos produzidos, sdo obtidos 400 kg
de 6leo e 600 kg de torta (Tomm, 2003). Considerando que 1 kg de dleo
de canola contem 9.000 keal.

De acordo com esses valores, sdo necessarios 2,5 kg de grios de canola
para se produzir 1 kg de 6leo de canola. Sua produtividade média de 2200

kg.ha' de graos, oferecem 880 kg de 6leo.ha, com valor energético de
7.920.000 kcal.ha.

De acordo com a Tabela 2, a estimativa da energia fossil gasta para produzir
2200 kg.ha de canola foi de 2.851.000 kcal.

A quantidade de energia féssil gasta para produzir 880 kg de biodiesel de
canola € 1.771.000 kcal.
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Tabela 2. Entradas e saldas de energia na produgZo de canola por

hectare no Brasil.

Fator Quantidade kcal x 1000
Mao-de-obra 0,56 h 20
Magquinario 8.4 kg 152
Combustive! 641 640
Nitrogénio 60 kg 960
Fésforo 60 kg 240
Potassio 30kg 97
Sementes 4 kg 32
Herbicida 2 kg 218
Inseticida 2,7kg 270
Transporte 270 km 222
Gréos 2200 kg -
Total de entrada - 2.851
Saida {dleo) - 7.920

Tabela 3. Entradas de energia para produgdo industrial de 880 kg de

biodiesel de canola.

Entradas Quantidade kcal x 1000
Eletricidade 151.83 151
Vapor 757.85 757
Agua de limpeza 89.695 89
Calor no espago interno 85.607 85
Calor direto 246.538 246
Perdas 146.067 146
Ago Inoxidavel a5
Ago 142
Cimento 60
Total - 1771

No calculo da Tabela 4, considerou-se a produtividade de 2200 kg.ha™,
obtendo-se 40% de ¢leo, 60 % de torta e poder calarifico de 9.000 kcal L+

para o éleo e 4.000 kcal kg para a torta.
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Tabela 4. Saidas de energia do sistema de produgao.

Balango energético final

Fatores Quantidade keal x 1000
Casca Desprezivel Desprezivel
Oleo 880 kg 7.920
Torta 1320 kg 5.280
Total 2200 kg 13.200

Agricola 2.851
Entradas ndustrial 1.771
Total 4622
Balango dleo 880 kg 3288 (1:1.7)
Balanco final 8578 {(1: 2,84)

Consideragdes Finais

Verifica-se um balango energético positivo para canola de 8.578.000 kcal,
ha'. Isto indica que, para cada unidade de energia que entra no sistema
sdo produzidas 2,84 unidades de energia.
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Efeito da localizacao de armadilhas na
captura de percevejos da soja, em sistema
de semeadura direta e convencional
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A soja (Glycine max (L.) Merrill}, & hoje umas das principais culturas do
Brasil, segundo maior produtor mundial, onde as vendas de seu complexo
agroindustrial representam cerca de 24% das exportagdes do agronegoécio
brasileiro (Conab, 2006).

Dentre as pragas de importancia econdmica, destacam-se 0s percevejos
pentatomideos. Estes, por se alimentarem diretamente das vagens, atin-
gindo os gréos de soja, afetam diretamente a produgéo, a qualidade das
sementes e ainda transmitem doengas (Belorte et al., 2003). Atualmente, as
espécies mais abundantes na cultura sdo o percevejo marrom (Euschistus
heros (Fabt.)), o percevejo verde (Nezara viridula (L.)) e o percevejo verde-
pequeno (Piezodorus guildinii (West.) (Cividanes & Parra, 1994).

Em sistemas convencionais, praticas como a aragdo e a gradagem mini-
mizam o problema causado por algumas pragas, que passam, pelo me-
nos, uma fase de seu ciclo no solo ou na superficie deste (Bianco, 1984).
Com a adogao do sistema de semeadura direta, e consequentemente,
a ndo-movimentacgao do solo, muitos insetos-pragas, incluindo algumas
espécies de percevejos, tiveram seu desenvolvimento e sobrevivéncia
favorecidos. Entretanto, o sistema também favoreceu o desenvoivimen-
to e a persisténcia de fungos, bactérias e virus, agentes controladores
dessas pragas.

Na agricultura organica, o controle dos insetos-pragas deve ser efetuado
com medidas alternativas que preservem o equilibrio do agroecossistema.
Dentre essas alternativas, destaca-se o uso de armadilhas, visando reduzir -
a populagdo dos insetos. Essas armadilhas s&o usadas com sucesso para
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algumas pragas como Diabrotica speciosa (Ger.), em feijoeiro (Ventura et
al., 2005), moscas-das-frutas, em citrus (Paiva, 2004). Na soja, resultados
obtidos por Corréa-Ferreira et al. (2003) mostraram o elevado nimero

de captura e o potencial de uso no manejo dos percevejos sugadores de
graos.

Com o objetivo de estudar o efeito de localizagdo das armadilhas, na
quantidade de percevejos capturados, comparou-se armadilhas instaladas

na borda e no meio da lavoura, em dois sistemas de semeadura, direto e
convencional.

O trabalho foi realizado na Fazenda Experimental da Embrapa Soja, em
Londrina - PR, safra 2005/06. Em areas adjacentes, com soja em semea-
dura direta e convencional, foram instaladas armadilhas Pet com agua + sal
(27g/)) (Corréa - Ferreira & Choucino, 2002), na borda e no meio das areas.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(borda e meio) e 10 repetigées, para cada sistema. Semanalmente, a so-
lugdo era trocada e os percevejos capturados eram retirados e levados ao
Laboratério de Controle Biologico da Embrapa Soja, onde eram contados
e registrados por espécie e sexo.

Foram realizadas oito coletas entre o inicio do florescimento (R1) e a ma-
turagdo da soja (R8), onde capturou-se, em semeadura convencional, um
total de 2878 percevejos e, em semeadura direta, 1375. As espécies de
percevejos mais abundantes, nos dois sistemas foram E. heros, P, guil-
dinii @ Thyanta perditor (Fabr.), além de outras espécies que ocorreram
em menor abundancia, como N. viridula, Edessa meditabunda (Fabr.),
Dichelops melacanthus (Dallas) e Chinavia spp. Também foi capturado,
em numero significativo, a espécie Neomegalotomus parvus (West.) da
familia Alydidae (Tabela 1).

Constatou-se uma maior captura de percevejos adultos, sendo coletadas
apenas quatro ninfas, em todas as avaliagdes. Resultado semelhante foi
descrito por Hoffmann-Campo et al. (2003), que afirmaram que 0 com-
portamento desses insetos explica esses resultados. Segundo esses au-
tores, as armadilhas devem ser normalmente instaladas na bordadura da
lavoura, desde o periodo inicial da cultura, com a finalidade de captiurar a
populagdo colonizante.
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Tabela 1. Numero total de percevejos capturados nas armadilhas Pet,
instaladas na soja, em diferentes sistema de semeadura, na

safra 2005/06.
Pentatomidae Alydidae
3 9 .
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Direta 749 290 228 25 11 5 0 67 1375
Convencional 2222 335 23 45 47 .10 7 189 2878

No experimento realizado, nas armadilhas instaladas no meio da area, foi
coletado um total de 2079 percevejos e, naquelas instaladas nas bordas,
o total foi de 2174, mostrando que para o periodo reprodutivo da soja (R1
— R8), a coleta também é eficaz no meio da area, podendo as armadilhas
serem distribuidas em toda a drea e ndo somente na bordadura.

Na semeadura convencional, a quantidade de percevejos coletada aumen-
tou até o final do desenvolvimento de vagens (R4), quando coletou-se, em
média, 51,30 percevejos na borda e 36,70 no meio por armadilha, decli-
nando a partir dai até a altima coleta, quando capturou-se apenas 2,00 no
meio e 2,10 percevejos por armadilha, na borda da area. A presenga dos
percevejos nas duas primeiras coletas (R1 — R2) foi maior nas armadilhas
instaladas no meio da area sendo posteriormente coletados em maior
numero naquelas instaladas nas bordas (Fig. 1).

Na semeadura direta, a quantidade de percevejos capturados aumentou
até o enchimento de gréos (R6), quando coletou-se, em média, 14,10 na
borda e 22,60 percevejos/armaditha no meio, diminuindo até a matura-
¢ao (R8), quando o ntmero capturado foi de 1,60 na borda e no meio da
area. A abundancia dos percevejos nas duas localizagbes (borda e meio)
apresentou um comportamento alternado ao longo do desenvolvimento
da soja (Fig. 2).
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Figura 1. Numero total de percevejos capturados nas armadilhas, instaladas no
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Figura 2. Nimero total de percevejos capturados nas armadilhas, instaladas
no meio e na borda da area de soja, em semeadura direta, na safra
2005/06.
Nessa area, houve uma grande quantidade de plantas daninhas, que se

instalaram a partir de R5 e se mantiveram até o final do desenvolvimento

da soja.

Esse fato pode ter influenciado o comportamento dos percevejos,

mascarando a real localizagio desses na area.

Dos percevejos capturados, as fémeas sempre foram mais abundantes que
os machos, tanto na semeadura direta quanto na convencional. Entretanto,

na area

convencional as fémeas foram mais capturadas na borda e os
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machos mais abundantes no meio (Fig. 3A), variando de 0,60 a 4,00 vezes
mais na borda e 0,75 a 9,33 no meio.

Este comportamento ndo se repetiu na semeadura direta, onde machos
e fémeas foram mais abundantes em armadilhas instaladas no meio (Fig.
3B), variando de 1,62 a 4,89 nas armadilhas instaladas na bordae 0,37 a
3,56 vezes maior a captura nas armadilhas no meio.
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Figura 3. Numero total de fémeas e machos capturados em armadilhas Pet, ins-
taladas no meio e na borda de cultivo de soja convencional (A) e direto
(B), na safra 2005/06.

Para o periodo reprodutivo da soja, os resultados mostraram que, paraa
captura de percevejos, a disposi¢io das armadilhas pode ser feita de ma-
neira aleatdria, instaladas nas bordas e no meio da lavoura, pois a captura
dos insetos foi eficiente em ambos os locais. Entretanto, foi observada
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diferenga na captura dos percevejos entre o tipo de semeadura, sendo
coletados, em maior densidade, na convencional do que na direta.
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Efeito de produtos organicos na atividade
alimentar de Euschistus heros (F.) e
Nezara viridula (L.) (Hemiptera:
Pentatomidae), em vagens de soja

Mariana Campona Nonino’; Beatriz Spalding Corréa-Ferreira®. 'Bolsista Mestranda
UEL / Embrapa Soja; 2Pesquisador Embrapa Soja.

Sistemas organicos objetivam criar agrossistemas sustentaveis sob aspec-
tos ecoldgicos, econdmicos e sociais, além de preservar a diversidade das
espécies, 0 manejo conservacionista do solo, o uso minimo de insumos
externos, a eliminagao de produtos quimicos e priorizar a agricultura familiar
e os direitos dos trabalhadores {Peres, 2004).

Dentre os cultivos orgénicos que mais cresceram no Brasil, destaca-se a
cultura da soja, onde somente no Estado do Parana, na safra 2003/04, o
nimero de produtores era 625, os quais cultivaram mais de 4,5 mil hectares,
com uma produgdo de mais de 9 mil toneladas (Seab, 2006).

Um dos grandes desafios encontrados na produgo orgéanica de soja, €
o controle de insetos-pragas, pois a cultura & atacada por dezenas de
espécies, com potencial de dano e partes atacadas variando para cada
espécies (Garcia, 2000).

Dentre essas espécies, o percevejo marrom (Euschistus heros (Fabr.)) e o
percevejo verde (Nezara viridula (L.)), séo de grande importancia econd-
mica, pois, ao se alimentarem diretamente das vagens, atingem os graocs,
afetando a produgio e a qualidade das sementes, além de transmitirem
doengas (Belorte et al., 2003).

Segundo Miles (1972), citado por Nunes & Corréa - Ferreira (2002), os
percevejos, ao se alimentarem, injetam saliva contendo enzimas digestivas.
O excesso de saliva ao redor dos estiletes solidifica-se e forma uma bainha
na superficie da vagem. Segundo Panizzi et al. (1995), citado por Nunes
& Corréa - Ferreira (2002), essas bainhas tém sido usadas para indicar a
atividade alimentar desses insetos.
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Além do controle biolégico, o uso de métodos alternativos vem sendo
usado com sucesso ha algum tempo. Estudos com aplicagao de extratos
vegetais como o Nim (Azadirachta indica) e o alho (Allium sativum) ja foram
registrados na literatura (Abreu Jr., 1998). Entretanto, o uso de produtos
a base de “pos de rocha”, sdo mais recentemente investigados. Com o
objetivo de estudar o efeito de produtos organicos na atividade alimentar
dos percevejos-pragas, testou-se a nivel de laboratério, quando aplicados
em vagens de soja.

O trabalho foi realizado no Laboratéric de Controle Bioldgico da Embrapa
Soja, em Londrina, PR, através de testes de dupla e multipla escolha para
as espécies de percevejos E. heros e N. viridula.

Para ambos os testes, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos: Bicalho (120ml/ha), Protesyl (5%), Nim (5%) e
Protesyl + Nim (5%), realizados com 10 (dupla escolha) e 15 repetigbes
(multipla escolha).

Utilizou-se os percevejos, N. viridula e E. heros, com idade de 10 e 24 dias,
respectivamente, que foram celetados ao acaso na criagdo da Embrapa
Soja. Apés um periodo de jejum de 24 horas, foram colocados em placas
de Petri de vidro (9cm), sendo ofertadas duas vagens de soja, da cultivar
Parana, em estadio R6, sendo uma tratada (imers&o em produto) e uma
testemunha (imers&o em agua) e deixados em alimentac¢do por 48 horas.
Os insetos foram mantidos em incubadora, com condigdes controladas de
temperatura (24°C £ 0,5), umidade (65% ) e fotoperiodo (14h:10h).

Para os testes de mdltipla escolha, foram utilizados percevejos de N. viridula
e E. heros, criados em laboratdrio, com idade de 20 e 24 dias respectivamen-
te, coletadas ac acaso na criagio da Embrapa Soja, e deixados em jejum
por 24 horas. Apos, foram colocados em placas de Petri de vidro (14cm),
sendo ofertadas cinco vagens de soja, cultivar Parang, em estadio R,
sendo quatro tratadas (imers&o nos diferentes produtos) e uma testemunha
(imers&o em agua) por 48 horas. Os insetos foram mantidos em incubadora,
sob condigdes controladas, semelhante ac teste de dupla escolha.

Para ambos os testes, apds o periodo de alimentagdo, as vagens foram
individualizadas e submetidas, por 20 minutos, ao corante fucsina. Bepois
foram lavadas em agua corrente para leitura, em microscépio estereoscopio
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(10 a 15x), das bainhas alimentares (flanges) deixadas pelos percevejos,
em alimentagéo, nas paredes dessas vagens. Os resultados médios foram
comparados pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para os testes de dupla escolha, com N. viridufa, nao se obteve diferen-
¢a entre os tratamentos, embora observou-se, em geral, maior nimero
de picadas nas vagens testemunhas, em relagéo aquelas tratadas, com
excecao das vagens com Nim que apresentou uma preferéncia maior. O
menor nimero de picadas foi encontrado no Protesyl, com valor médio de
14,30 (Fig. 1A).

~Mesmo nao sendo comparados estatisticamente, os produtos Protesyl e
Protesyl + Nim foram os que apresentaram melhor desempenho, provo-
cando uma maior repeléncia a essa espécie de percevejo (Fig. 1A).

No teste de miltipla escolha para N. viridula, também n&o se obteve dife-
renga estatistica entre os tratamentos e a testemunha. Entretanto o produto
que apresentou o menor nimero de bainhas nas vagens foi 0 Bioalho
(5,36), seguido do Protesyl + Nim (6,14). Vagens tratadas com Protesyl
ndo apresentaram repeléncia, obtendo-se um maior nimero de bainhas
alimentares do que a testemunha (Fig. 1B).

Nos ensaios realizados, E. heros apresentou comportamento alimentar
diferenciado, em relagdo aos produtos avaliados. No teste de dupla esco-
Iha, as vagens tratadas com Protesyl + Nim apresentaram menor niimero
de bainhas alimentares (11,70) diferindo significativamente da testemunha
(18,10). Os demais produtos nao diferiram da testemunha: entretanto, todos
apresentaram um menor nimere de bainhas (Fig. 2A).

No teste de miltipla escolha, obteve-se diferenga significativa entre os
produtos, sendo Protesyl + Nim, Nim e Bioatho os produtos que causaram
maior indice de repeléncia aos adultos de E. heros. As vagens fratadas
com Protesyl ndo apresentaram repeléncia, porque o niimero de bainhas
alimentares estatisticamente igual ao da testemunha (Fig. 2B).

Segundo Garcia (2000), uma das a¢des do éleo de Nim € inibigdo da ali-
mentagao. Os resultados obtidos, corrocboram com o autor uma vez que,
para E. heros, vagens tratadas com Nim apresentaram baixa quantidade
de bainhas alimentares. Quando misturado ao Protesyl, a repeléncia foi
maior para E. heros, nao apresentando resultados semelhantes para N.



56 Embrapa Soja. Documentos, 276

A EControle ETratado
40
B 30
o8
BE
C.E g 10
=
04 . , , y
Protesyl+  Nim Bioalho Protesyl
Nim
Tratamentos
B ey
9, A
3 8 = ]
€ 7 ]
T gl ] :
2 ¢ 9% o
g s %99 A
o 4 K2 o
3 3 %%% 2
XS %99 oA
c 2| % -
z ) 927 A
Testemunhal Protesyl ' Nim IProtesyl+l Binalho I

Nim
Tratamentos

Figura 1: Namero medio de bainhas alimentares de N. viridula, apds 48 horas de
alimentacao em vagens de soja (R6), tratadas com diferentes produtos,
ou ndo tratadas, em testes de dupla {A) e muitipla escolha (B).

viriduia, nos testes de multipla escolha, mas com bons resultados no teste
de dupla escolha. Entretanto, vagens tratadas com Protesyl ndo causaram
efeito de repeléncia aos adultos de E. herose N. viridula. O Bioalho, produto
comercial a base de alho, também mostrou-se eficiente na repeléncia dos
percevejos de ambas as espécies.

Dessa forma, observou-se que as duas espécies de percevejos se com-
portaram de maneira diferente nos experimentos, quanto a sua atividade
alimentar. Protesyl + Nim, Nim e Bioalho foram os produtos que apresenta-
ram efeito repelente aos percevejos embora haja necessidade de estudos
mais detalhados.
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Figura 2. Numero médio de bainhas alimentares de E. heros, ap6s 48 horas de
alimentagdo em vagens de soja (R6), tratadas com diferentes produtos,
ou nao tratadas, em testes de dupla (A) e multipla escolha (B). {(Médias
nos tratamentos, com mesma letra nao diferem entre si pelo teste de -
Tukey, 5% de probabilidade).
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Efeito de fungicidas misturados a
dieta artificial sobre o consumo e
digestdo de alimento pela lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis (Hubner)

Antonio Alberto dos Santos'?; Lenita Jacob Oliveira?; Daniel Ricardo Sosa-
Gomez?, Sérgio Henrique da Silva?; M. C. Salvador??. 'Estudante-Centro Universitario
Filadélfia, bolsista Embrapa Soja; 2Embrapa Soja, neto@cnpso.embrapa.br; *Estudante-
FAFICOP.

Introdugio

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hilbner, é encontrada em
todos os locais de cultivo, sendo o desfolhador mais comum da soja
no Brasil, ocorrendo desde o sul de Goias até o Rio Grande do Sul,
podendo causar um desfolhamento de até 100%. (Hoffmann-Campo
et al., 2000).

O fungo Nomuraea rileyi € muito importante para a cultura da soja, visto
que ataca a lagarta A. gemmatalis em condi¢des de alta umidade e tem-
peraturas amenas. Este patdégeno tem propiciado um controle satisfatorio
concorrendo para diminuir o uso de defensivos na cultura da soja. {Correa
& Smith, 1975).

As aplicagbes de fungicidas na cultura da soja tém se tornado freqilentes a
partir do final da década de 90. Apesar do volume crescente, em fung¢éo da
ferrugem asiatica, o efeito direto dessas aplicagbes sobre insetos-pragas e
seus inimigos naturais ainda é pouco conhecido. A aplicagao de agrotéxicos
pode ter efeitos perniciosos sobre fungos entomopatogénicos, interferindo
no seu papel de agente de controle natural, ocasionando surtos de pragas.
Em muitos sistemas agricolas, os fungos entomopatogénicos sdo impor-
tantes agentes de controle natural de insetos-praga (Sosa-Gomez, 2005).
Esse autor concluiu que a maioria dos fungicidas com agéo eficaz contra
a ferrugem asiatica da soja inibiram a germinagao de N. rilfeyi e podem
prejudicar o controle natural de lagartas.
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Sosa-Gomez et al. (2006) observaram que os fungicidas Systhane, Folicur,
Impact, Domarck e Opera tiveram algum efeito negativo sobre A. gemma-
talis,

Objetivo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de fungicidas utilizados para
controle da ferrugem asiatica, sobre o consumo alimentar da lagarta-da-
soja.

Material e Método

O ensaio foi realizado em laboratério (25°C e 14h de fotofase), com deli-
neamento experimental inteiramente casualizado e 30 repetigbes. Foram
avaliados quatro fungicidas do grupo triazol, tetraconazol (DomarK),
tebuconazol (Folicur), flutriafol (Impact), miclobutanii (Systhane); um do
grupo estrobilurina, azoxistrobina (Priori) € uma mistura dos dois grupos,
epoxiconazol+piraclostronina {Opera). Os fungicidas Domarck e Opera
foram utilizados na proporgdo de 0,0149 L de p.c./ mL de dieta e os
demais na proporgao 0,0597 L de p.c./ mL de dieta). Como testemunha,
utilizou-se dieta artificial sem fungicidas. Lagartas neonatas foram coloca-
das em copos com 10 mL da dieta. No inicio do 3° instar, as lagartas foram

individualizadas e observadas diariamente, sendo as pupas pesadas com
24h de idade.

Os copos utilizados foram pesados antes e, logo apés receberem a dieta
fresca. No final do ensaio, os copos contendo os restos de dieta foram se-
cos em estufa e novamente pesados. Aconverséo do peso fresco da dieta
inicial para peso seco foi feita através de um fator de corregéo, calculado a
partir de cinco copos controle de cada tratamento, mantidos sem lagartas,
pesados antes e apos secagem em estufa. O consumo de dieta, durante o
periodo no qual as lagartas ficaram individualizadas, também foi avaliado,
através da diferenc¢a de peso seco da dieta inicial e final.

As fezes produzidas durante o periodo foram recolhidas, secas em estufa
e pesadas.
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Resultados e Discusséo

O consumo de dieta misturada aos fungicidas flutriafol (Impact) e miclobu-
tanil (Systhane) foi significativamente menor do que na testemunha (dieta
pura). Nota-se, ainda, que para esses fungicidas o peso de alimento
digerido pelas lagartas e peso de fezes produzidas também foi menor
(Tabela 1). Entretanto, a proporgéo de alimento digerido {(40%)’ quando a
dieta foi misturada ao flutriafol nio foi diferente da proporgao digerida na
testemunha (42%).

A maior média de peso seco de fezes ocorreu no tratamento epoxicona
zol+piraclostrobina (Tabela 1). Entretanto, a proporgéo de dieta digerida
nesse tratamento foi de 51% da dieta ingerida.

Em relagao ao peso de pupa, apenas os tratamentos tetraconazol
(DomarcK), miclobutanil (Systhane), e flutriafol (Impact), diferiram signifi-
cativamente da testemunha, mostrando uma menor média de peso.

0 efeito negativo de flutriafol e miclobutanil sobre a lagarta da soja tam-
bém foi evidenciado por Sosa-Gomez et at. (2006), que observaram uma
alta mortalidade de lagartas de A. gemmatalis alimentadas com dieta
misturada com flutriafol {(57%) e, que das pupas resultantes das lagartas
sobreviventes, 44% apresentavam algum defeito; em relagéo ao segun-
do fungicida, a viabilidade das lagartas foi de 90%, mas 55% das pupas
resultantes eram defeituosas. Esses autores observaram, ainda, que
a fase larval das lagartas alimentadas com dieta misturada a flutriafol,
tetraconazo! e tebuconazol foi mais longa do que daquelas alimentadas
com dieta pura.

Tanto o ingrediente ativo flutriafol quanto o miclobutanil interferiram nega-
tivamente no consumo, afetando, ainda, o desenvolvimento do inseto.

O efeito direto de fungicidas utilizados para controle da ferrugem asiatica
sobre a lagarta-da-soja pode afetar, de forma indireta, a dindmica da po-
pulagio e os danos causados por esta praga em lavouras de soja tratadas
com esses fungicidas. Esses efeitos devem ser melhor investigados em
condigBes mais proximas as de campo.
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Processo de criagcao para pegas graficas

Claudinéia Sussai de Godoy'; Gilceana Soares Moreira Galerani?; Ana Luisa C. '
L. Cavalcante?®. *Aluna de graduagio de Desenho Industrial-UNOPAR, neiasussai@
yahoo.com.br; 2Embrapa Soja; *Professora de Ergonomia da Unopar.

Introducao

O design & uma atividade que tem as suas origens na pré-historia, com as
primeiras representagées visuais. Entretanto, somente no final do século
XIX é gue comega a ganhar autoconsciéncia.

Formado em desenho industrial com habilitagde em projeto de produto
ou projeto visual, o profissional de design € uma pessoa voltada para a
comunicagio e a producao de objetos, livros, revistas e espagos que tém
relagdo com o elemento homem, interagindo com o meio e desenvolvendo
produtos que estabelecem uma ligagao direta com o usudrio e o seu modo
de vida.

Nao se pode projetar uma cadeira para ter somente a fun¢do de decorar,
deixando de lado fatores que compdem o processo de desenvolvimento,
como a funcionalidade, a durabilidade e a estética. Parece muito facil pro-
jetar um cartaz com ferramentas da informatica, e nao se preocupar com
as questdes praticas, estéticas e simbdlicas.

Para que o produto se torne um objeto competitivo, o designer trabalha
com etapas metodologicas, que devem ser respeitadas para que o de-
senvolvimento criativo se torne eficaz. Esse processo se da de diversas
maneiras, sobre o olhar de varios autores, no qual todos seguem a mesma
linha de raciocinio.

Dividido em quatro etapas, pode-se classificar da seguinte forma: delimi-
tagdo do problema, acumulo de dados, incubagéo e iluminagéo e, por fim,
verificagio.

1. Delimitagdo do problema: & necessaric que se tenha bem claro o
objetivo a ser alcangado, a fim de que o resultado obtido alcance as
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necessidades identificadas. E uma etapa importante no processo, pois
sera a base de desenvolvimento e qualquer falha pode gerar um resul-
tado equivocado.

2. Acimulo de dados: Uma coleta de informagdes, em forma de pesqui-
sa, é necessaria nesta etapa, para visualizar o problema de modo mais
abrangente possivel. Segundo Melo (2003), é importante destacar o
usuario final, também chamado de publico-alvo, e conhecer seu perfil &
um fator basico para saber em que terreno se esta pisando.

3. Incubagdo e iluminagdo: Apds a delimitagdo do problema e da coleta
de dados, & necessério um tempo para que a mente processe tal volume
de informagdo. Assim, a novas informagdes sdo experimentadas pela
mente, criando a proposta que pode ser explorada. O cérebro continua
trabalhando no problema em questao, mesmo enquanio se esta coma
atengao voltada para um outro assunto. E neste momento que surgem
varias idéias, que vém a mente como respostas as indagacbes feitas, e
as respostas que se procuram s30 oMo ouro, que precisa ser desco-
berta e lapidado.

4, Verificagdo: Depois da iluminagio, surge a necessidade de avaliar a
idéia. A solugdo encontrada é melhorada e adaptada e, caso a proposta
se torne inviavel, deve-se refazer as etapas quantas vezes forem ne-
cessarias, pafa que se chegue a um resultado satisfatério.

O processo de criagao facilita o design nas criagbes de suas pegas graficas,
gue visa atingir um bom resultado final. Apés a aprovagéo final do projeto
pelo cliente, inicia-se mais um processo, ¢ qual chamamos de arte-final,
que seria a preparacdo da pega para sua produgdo. Sendo peca grafica
ou peca industrial, todas passaréo por esse processo, respeitando a res-
pectiva categoria.

Desenvolvimento

O produto a ser desenvolvido € um cartaz para o Dia das Criangas, que
constitui em uma peg¢a de comunicagao interna, por propor a participagao
dos funcionarios da Embrapa Soja na arrecadagdo de brinquedos. As
criangas presenteadas serdo as da Pastoral do Conjunto Saltinho, e a pega
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de comunicagao interna € parte de um projeto que visa integragdo com
a comunidade da cidade de Londrina, onde a instituigdo esta instalada.
O objetivo é despertar a solidariedade e o comportamento social de cada
funcionario.

Na delimitagdo do problema, ficou esclarecido que o publico alvo seriam
os funcionarios e estagiarios. O modo de impresséo do produto seria jato
de tinta, de baixo custo. E o objetivo principal do produto seria despertar
a participagéo do préprio publico-alve.

O actimulo de dados foi feito com materiais ja demandados por outros
projetos da instituigio, como revistas e brinquedos infantis.

A verificagéo da idéia foi baseada no estudo da semidtica, que podera
esclarecer pontos entre a relagdo de imagem verbal e n&o-verbal.

Aimportancia da leitura da imagem é essencial para um bom desempenho
da criagao de pegas graficas, pois as imagens impdem presengas que nao
podem ser ignoradas ou subestimadas em sua potencialidade comunicativa.
Assim, afirma Buoro em seu livro: “Ainda mais, porque é fato comprovado
que n&o ha quem passe impune pela imagem, recusando-se a ser afetado
por sua presenga ou perceber os significados mais profundos nela envol-
vidos”. (Buoro, 2002, p. 84).

Com isto, a semidtica &, resumidamente, o estudo dos signos, que sig-
nifica tudo aquilo ou todo aguele que significa, de um modo simplista.
(Oliveira, (2005). Signo é algo que representa alguma coisa para alguem
em determinado contexto. Portanto, & inerente a constitui¢gao do signo,
o seu carater de representagao, de fazer presente, de estar em lugar de
algo, de ndo ser o préprio algo. O signo tem o papel de mediador entre
algo ausente e um intérprete presente. Dentro da estrutura da semidtica,
existem divisdes para facilitar a compreensao da leitura, do icone, do
indice e do simbolo. Neste projeto, o produto serd representado somente
em simbolo que, conforme Niemeyer (2003) ¢ a esséncia da associagao
de algo pré-existente.

Baseado no estudo da semidtica, o conceito partiu da idéia de trabalhar
com desenhos coloridos. Os simbolos serdo visiveis neste projeto, serdo
apresentados por meio da ilustragao de um caderno de colorir com riscos
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faceis; como o publico (funcionarios), em sua maioria, s&o pais ou tém
criangas em casa, esses desenhos poderdo, inclusive, tornarem-se um
presente da instituicdo para 0s menores.

Verificagao da idéia e do conceito

1. A representagdo do menino sorrindo, como
simbolo principal do cartaz, simboliza todas
as criangas que serdo presenteadas.

2. A janela é o simbolo dos caminhos que se
abrem para todos, tanto para as criangas
quanto para os doadores que, ao fazerem
a doacgao, estardo se abrindo para uma boa
acéo.

3. E, por fim, os bragos, que fecham o conceito
que todas as criangas estardo sempre de
bragos abertos para receber qualquer agac
de carinho, esperanc¢a e conforto, pois elas
simbolizam a perspectivas de um futuro me-
Ihor.

4. Apbs concluidas as etapas de criagao, a proposta é apresentada ao
cliente, que podera solicitar ajustes.

5. Proposta final.

Dia das Cri
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Consideragodes Finais

Seguindo as etapas de um processo criative, potencializam-se as solugoes
que possibilitam atingir os objetivos finais, por meic da minimizagao de
esforgos e riscos. Questdes praticas, estéticas e simbodlicas, com respeito
a linguagem das imagens, que fundamentam a criagéo de uma pega que
atenda tanto as necessidades do cliente quanto do consumidor final. Esse
relaciogamento harmonioso com método e processo criativo € essencial
para a eficacia da comunicagéo visual.
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Grau de humificagdo e estoques de
matéria organica em sistemas de
manejo do solo e rota¢ao de culturas

Leticia Carlos Babujia'; Julio César Franchini®; D. M. B. P. Milori?; Eleno Torres?.
'Estudante de graduagdo do Curso de Quimica da UEL; 2Embrapa Instrumentagio
Agropecuaria, S&o Carlos, SP; *Pesquisador da Embrapa Soja.

Introdugido

O sistema de plantio direto (PD) tem sido amplamente adotado no Brasil,
com uma amplia¢&o da area de 2,02 milhées de ha em 1992 para quase
22 milhdes de ha atualmente (FEBRAPDP, 2005). Em comparagéo com
o plantio convencional (PC), que envolve o preparo do solo com aragéo e
gradagem, o PD aumenta a retengéo de umidade do solo, diminui a osci-
lagéo de temperatura e a erosio pela agua e vento, melhora a estrutura
g, com 0 tempo, aumenta a matéria organica do solo (MOS), muitas vezes
resultando em maiores produtividades das culturas (Castro Filho et al.,
1981;2002; Derpsch etal., 1991; Bayeretal., 2002: Sistiet al., 2004). Além
disso, o PD pode representar um importante papel na redugdo do aqueci-
mento global pelo fornecimento de um maior dreno para o CO, atmosférico
& por economizar até 40% do trabalho humano e de combustiveis fosseis,
em comparagao com o PC (Derpsch et al., 1991; Bayer et al., 2002; FAQ,
2004). A manutengao dos resfduos culturais sobre a superficie do solo e
o decorrente aumento da MOS so considerados como os responsaveis
pelos efeitos benéficos do PD. No entanto, existem ainda poucas infor-
magbes sobre a qualidade da MOS acumulada no solo no sistema de PD.
Recentemente o uso da fluorescéncia induzida por laser (FIL) tem demons-
trado ser uma técnica promissora para estimativa do grau de humificacao
da MOS, com grandes implicagdes para o entendimento da dinamiga da
MOS em sistemas agricolas (Milori et al., 2006).
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Objetivos

Avaliar os estoques de C e N e o grau de humificagcio da MOS em siste-
mas de manejo do solo e de culturas em experimento de longo prazo na
regido norte do Parana.

Materiais e Métodos

O estudo foi conduzido na Fazenda Experimental da Embrapa Soja, em
t ondrina, Parana, sobre Latossolo Vermelho distroférrico, muito argiloso
(71% argila, 16% silte e 12% areia). C experimento foi iniciado em abril
de 1989, e era constituido sob dois sistemas de manejo: plantio direto
continuo (PD) e plantio convencional com arado de discos (PC) e dois
sistemas de rotagdo de culturas: rotagdo R1- tremogo/mitho/aveia/soja/
trigo/sojaltrigo e rotagdo R2- trigo/soja. O delineamento experimental
& em blocos casualizados com quatro repeticdes. Em agosto de 2005,
durante os cultivos de tremogo e de trigo, respectivamente, haviam sido
previamente cultivados em R1 e R2, foram coletadas amostras de solo
deformadas e indeformadas, nas camadas de 0-5, 5-10, 10-15, 15-25,
25-35 e 35-50 cm de profundidade. As amostras indeformadas foram
coletadas para determinagéo da densidade do sclo utilizada para o
calculo dos estoques de C e N, expressos em Mg/ha. E as amostras
deformadas, para determinacao de C e N. As repeticoes experimentais,
de aproximadamente 500 mg, foram prensadas em pastilhas de 1 cmde
diametro e 2 mm de espessura para estudos de fluorescéncia induzida
por laser (FIL). A area dos picos de fluorescéncia a 530 nm foi dividida
pelo teor de C nas amostras para a estimativa do grau de humificacdo
(H.,) da MOS. Mais detalhes sobre a tecnica e condigdes analiticas séo
descritos por Milori et al. (2006).

Resultados e Discussao

Os estoques de C e N foram alterados pelos sistemas de manejo do solo
e de culturas (Tabela 1). Considerando os tegres de N em todo o perfil de
solo (0-50 cm) foi observada a seguinte ordem decrescente de estoques
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de N: PDR1 > PDR2 > PCR1 > PCR2. Os contrastes entre tratamentos
permitiram avaliar os efeitos dos sistemas de manejo e de culturas sobre
os estoques de N no solo. Neste sentido, foram observados aumentos nos
estoques de N quando o PD foi comparado ao PC, tanto em R1 (680 kg/ha)
quanto em R2 (1720 kg/ha). Por outro lado, foram observadas redugdes
nos estogues de N no solo quando R2 foi comparada a R1 dentro de um
mesmo sistema de manejo. Assim, o estoque de N foi reduzido em 1300
kg/ha em R2 em relagdo a R1 no PC, enquanto no PD essa redugéo foi
de apenas 260 kg/ha. Quando comparadas as médias dos sistemas de
culturas, verifica-se um decréscimo de 780 kg/ha de N em R2 em relagao
a R1. As médias dos sistemas de manejo do solo indicaram um aumento
de 1200 kg/ha de N no PD em relagdo ao PC, o que significa, considerando
o periodo de 15 anos, uma taxa média de aumento de N de 80 kg/ha/ano.
De modo geral, constata-se que o uso de R2 reduziu os estoques de N,
particularmente quando associado ao PC.

Os estoques de C, por sua vez, se comportaram de forma inversa &
observada para os estoques de N (Tabela 2). Quando considerados os
estoques totais (0-50 cm) foi observada a seguinte ordem decrescente:
PDR2 > PCR2 > PDR1 > PCR1. Esse ordenamento indica que o acimulo
de C esteve associado com sistema R2. O PD também desempenha papel
importante na determinagéo dos estoques, porém o uso de R1 reduz o
estoque de C em relacéo ac PC com o uso de R2. As médias de sistemas
de culturas indicaram um actmulo de 522 kg/ha/ano de C em R2 em
relagéo a R1. No caso dos sistemas de manejo do solo o acumulo médio
foi de 403 kg/ha/ano do PD em relagdo ao PC. O grau de humificagao
da MOS também foi influenciado pelos sistemas de manejo do solo e de
culturas (Tabela 2).

O H, tendeu a aumentar da camada superficial para as camadas mais
profundas do solo, em fung&o da adigdo de restos culturais na superficie
do solo. Em relagéo aos sistemas de manejo do solo, observa-se que o
H, foi maior no PC em relagfo ao PD, indicando que a MOS no PC ¢
mais recalcitrante do que no PD. Esse comportamento pode ser atribuido
ao aumento da decomposicdo da MOS Iabil com as operagles de preparo
do solo, de modo que a fragdo recalcitrante remanescente passa a com-
preender uma fragéo maior do estoque de MOS. No caso dos sistemas de



it Jornada Académica da Embrapa Soja 73

Tabela 2. Grau de humificagdo da MOS em sistemas de manejo do solo e
rotagio de culturas.

Grau de humificagdo (Hyf)
PCR1 PCR2 PDR1 PDR2Z R1 R2 PC PD

Camadas (cm)

0-5 22 21 18 17 19 20 22 18
5-10 27 23 23 21 2 25 25 22
10-15 25 24 24 25 24 24 24 24
15-25 34 26 28 28 27 31 30 28
25-35 49 37 43 40 3¢ 46 43 42
36-50 57 52 56 36 44 57 55 45

PC: plantio convencional; PD: plantio direto; R1: tremogo/milho/aveia/sojaltrigo/sojaftrigo/soja;
R2: trigo/soja.

culturas, o H, . indicou maior humificagdo da MOS em R1 emrelagdo a R2,
principalmente nas camadas mais profundas do solo. A presencga de plantas
de cobertura e adubagédo verde em R1, aumenta a taxa de decomposigdo
da MOS, contribuindo para o aumento do grau de humificagéo da MOS, em
relagdo a R2 que apresenta apenas culturas comerciais. Esses resultados
580 consistentes com aqueles obtidos em outras areas experimentais e
com o uso de outras técnicas (Milori et al., 2002; 2006; Bayer et al., 2002),
mostrando a coeréncia das observacdes.

Conclusobes

Os eétoque's de C e N no solo séo influenciados pelos sistemas de manejo
do solo e das culturas, com o N e o C sendo aumentados com a maior in-
tensidade na rotagéo e na sucessdo de culturas, respectivamente. Quando
comparados tanto no plantio direto quanto no convencional. O sistema
de manejo do solo determina o estoque de N enquanto o estoque de C é
mais influenciado pelo sistema de manejo das culturas. O menor grau de
humificag&o em plantio direto indica maior suscetibilidade a decomposigdo
da MOS acumulada no sistema.
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Distribuicdo de carbono e estabilidade de

agregados em amostras indeformadas de

diferentes sistemas de rotacao de culturas
em plantio direto

Thalita Aline Silvério Molitor'; Eleno Torres?; Julio César Franchini®. 'Estudante de
graduagao do Curso de Quimica da UEL; 2Pesquisador da Embrapa Soja.

Introdugao

A matéria organica do solo (MOS) & a principal responsavel pela formagao e
estabilidade de agregados, que por sua vez, determinam maior resisténcia
do solo a eros&0 e uma estrutura mais adequada para o estabelecimento
e desenvolvimento das culturas. O manejo inadequado, com excessivo
revolvimento, pode causar uma rapida deterioragéo da estrutura devido a
desorganizagio do ambiente do solo e o conseqiiente aumento na oxidagao
da MOS. Aagregacéo do solo e a dinamica de formagéo de agregados sao
importantes em varios aspectos: protegéo da fisica da MOS, fornecimento
adequado de agua e oxigénio para as raizes, fornecimento de microhabitats
para a macro e microfauna do solo e formagéo de poros de maior diametro
que favorecem a infiltrag&o de &gua reduzindo o escorrimento superficial
e a eros5o. A adogio de sistemas de manejo com menor revolvimento do
solo tem sido indicada para a recuperagdo dos teores de MOS e da esta-
bilidade estrutural de solos degradados pelo uso do plantio convencional
(Castro Filho et al., 2002; Madari et al., 2005). No entanto, existem poucas
informag&es sobre o efeito dos sistemas de rotag8o de culturas em plantio
direto sobre a estabilidade estrutural do solo.

Objetivo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de sistemas de rotagao
de culturas em plantio direto sobre a dinamica de agregagao e distribuigdo
de carbono em agregados.
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Desenvolvimento

A dinamica de agregagéo foi avaliada em experimento de longa duragao
estabelecido na fazenda experimental da Cooperativa COPACOL, em
Cafelandia, PR. Foram amostrados tratamentos sob plantio direto conti-
nuo desde 1991 com as seguintes rotagdes de culturas: 1) trigo/soja/tri-
go/sojaltrigo/sojaltrigo/soja e 2) nabo/milho/aveialsojaitrigo/soja/trigo/soja.
Em agosto de 2005, foram coletadas amostras indeformadas de solo nas
camadas de 0-5 e 5-10 cm. As amostras foram coletadas em recipientes
plasticos com dimensdes de 11 cm x 11 cm x 3 cm (largura, comprimento
e altura, respectivamente). Os blocos foram saturados durante 20 minutos
e transferidos para a peneira superior de um conjunto constituido por pe-
neiras com abertura de malha decrescente, 8,00; 4,00; 2,00; 1,00 e 0,50
mm. As peneiras estavam contidas em um recipiente com agua e foram
submetidas a oscilagio vertical de 5 cm numa taxa de 30 ciclos por minutos,
durante 30 minutos. A seguir, ¢ solo retido em cada peneira foi separado.
A fragéo < 0,50 mm foi passada por peneira de malha de 0,053 mm e a
suspensao resultante foi floculada com CaCl2. Todas as fragbes foram
secadas, pesadas, moidas e analisadas quanto ac seu teor de carbono
(C) por oxidag&o com dicromato em meio &cido. A massa dos agregados
foi utilizada para o céiculo do didmetro médio geométrico (DMG) segundo
Schaller & Stockinger (1953).

Resultados

A estabilidade de agregados foi alterada pelos sistemas de rotagdo de
culturas (Figura 1). O sistema de rotagéo 2 apresentou maior proporgao
de agregados nas classes > 2,00 do que o sistema 1, independente da
profundidade avaliada. Nas classes < 2,00 a posig&o entre os sistemas
foram invertidas. As classes mais alteradas pelos sistemas de rotagéo de
culturas foram as de agregados > 8,00 mm e de 0,5-0,053 mm. A distribui-
¢ao de agregados proporcionou os seguintes valores de DMG: 1,21; 1,24;
1,39 e 1,41 mm, para os sistemas 1 e 2, nas profundidades de 0-5 e 5-10
cm, respectivamente (Figura 2). A estabilidade de agregados expressa pelo
DMG dos agregados foi 14% maior no sistema 2 em relagdo ao 1. Deste
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Figura 1. Distribuicdo das classes de agregados em sistemas de rotagao de
culturas em plantio direto. 1: trigo/soja; 2: nabo/milhofaveia/sojastrigo/
soja/trigo/soja. Profundidades: 0-5 € 5-10 cm.
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Figura 2. Di&metro médio geométrico (DMG) em sistemas de rotag8o de culturas
em plantio direto. 1: trigo/soja; 2: nabo/milhofaveia/sojaltrigo/soja/trigof
soja. Profundidades: 0-5 e 5-10 cm.

modo, a monocultura trigo/soja proporcionou uma redugéo do DMG dos
agregados em relagao a rotagdo de culturas.

Adistribuico do C entre as classes de agregados seguiu a mesma tendén-
cia observada para a estabilidade das classes, sendo, portanto, maior a
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quantidade de C no sistema de rotacdo 2 em relagio ao sistema de rotagao
1, independente da profundidade considerada (Figura 3).

35 1—

Carbono (g/kg)

-4 2{0-5) —a—2(5-10):"" <

15 , ‘ —— : ‘

800 400 200 1,00 05 »0,053 <0,053
Fragdes (mm)

Figura 3. Distribuigdo de carbono nas fragbes de agregados em sistemas de
rotagao de culturas em plantio direto. 1: trigo/soja; 2: nabo/miltho/aveial
sojaltrigo/sojaftrigo/soja. Profundidades: 0-5 e 5-10 cm.

Independente do sistema de rotagdo o teor de carbono nas fragdes
>1,00 mm aumentou com o diametro das fragdes indicando que para
estas fragdes o C & o principal responsavel pela formagao dos agrega-
dos. O comportamento do sistema de rotagdo 2 demonstra que a maior
diversidade de espécies contribuiu para a melhoria na estabilidade de
agregados. Esse comportamento pode estar associado com as alteragdes
induzidas pelo carbono no ambiente fisico e bioldgico que contribuem
para a estabilizagdo dos agregados. Para as fragdes < 1,00 o teor de
C aumentou com a diminui¢do do didmetro da fragdo. Esse comporta-
mento sugere que para estas frages, outros mecanismos, além da-
gueles relacionados ao carbono, estéo envolvidos na estabilizagéo dos
agregados. O sistema 2 acumulou em média 24% a mais de carbono
nas fragdes > 1,00 do que o sistema 1. A estabilidade de agregados e
a distribuigdo de carbono indicam que a rotagdo de culturas foi mais
efetiva na estabilizacao de agregados e no acumulo de carbono do que
a sucesséo trigo/soja.
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A coleta de blocos indeformados de solo para determinag&o da estabilida-
de de agregados permitiu a identificagdo de duas classes potencialmente
afetadas pelo manejo: > 8,00 e 0,5-0,053 mm. Avantagem deste método é
que ele néo altera a disposi¢do natural dos agregados no solo como outros
métodos que fazem pré-sele¢ao de agregados no campo e acaba selecio-
nando agregados de maior didmetro (Madari et al., 2005). Outra vantagem
do método, foi a possibilidade de observar de forma clara a participacéo
do C na estabilizagdo de agregados > 1,00, que por outros métodos tem
sido atribuida apenas a agregados > 4,00.

Consideragdes Finais

A estabilidade de agregados é favorecida pelo aumento do carbono e da
diversidade de espécies em sistemas de rotagdo de culturas em plantio
direto.
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Estoques e origem de carbono em
sistemas de rotagao de culturas
apos 20 anos de plantio direto

Thais Portantiolo Correa Porto?; Julio César Franchini?; ElenoTorres?, 'Estudante
do curso de quimica da UEL; ?2Embrapa Soja, franchin@cnpsc.embrapa.br

Introdugéo

‘No Estado do Parana, o sistema de plantio direto chega a ser utilizado
em 70% das areas agricolas. Particularmente no Centro-oceste do estado,
regido de forte atuagdo da Cooperativa Agricola Mourdense (COAMO),
aproximadamente 500.000 ha sao cultivados sob o sistema de plantio direto.
A Embrapa Soja vem conduzindo experimento de rotagéo de culturas em
plantio direto na regido desde 1985. Esse tipo de experimento ¢ de extre-
ma importancia para ¢ entendimento da dindmica da matéria organica no
plantio direto, pois fornece informagdes de longo prazo. Aadogao do plantio
direto associada ao uso de sistemas de rotagao de culturas, incluindo mitho
e leguminosas de inverno, tem proporcionado aumentos nos estoques de
carbono do solo na Regido Sul do Pais (Bayer et al., 2002; Sisti et al., 2004).
No entanto, informagées desse tipo sao incipientes no Parana.

Objetivo

Avaliar os estoques de carbono e sua origem em sistemas de rotagéo de
culturas apos 20 anos de plantio direto na regido centro-oeste do estado.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido na Fazenda Experimental da Cooperativa Agricola
Mourdoense, em Campo Mourdo, PR (24°03'S e 52°22'W, 616 metros
de altitude). O local apresenta precipitagdo media anual de 1400 mm e
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temperatura média anual de 20,5 °C. O solo no local foi classificado como
Latossclo Vermelho distroferrico, muito argiloso (710 E'g/Kg argila, 220
E'g/Kg silte e 70 E'g/Kg areia). O experimento foi iniciado em abril de
1885, quando a area previamente cultivada com cafeeiros (desde 1971)
foi preparada com o revolvimento do solo para a implantagdo dos sistemas
de rotagio de culturas e inicio do sistema de plantio direto. O experimen-
to é constituido de 12 sistemas de rotacdo de culturas envolvendo soja,
milho, trigo, aveia, nabo forrageiro, ervilhaca, tremogo e outras espécies.
Para este estudo, em maio de 2005 foram selecionados dois sistemas
de interesse: R1 (tremogo/milho/faveia/sojaltrigo/soja/trigo, cinco ciclos
em 20 anos) e R2 (trigo/soja, 20 anos). O delineamento experimental foi
blocos casualizados, com quatro repeticbes. Em maio de 2005, quando a
soja havia sido previamente cultivada nas trés rotagdes, foram coletadas
amostras deformadas e indeformadas nas camadas de 0-5, 5-10, 10-20,
20-30, 30-40 e 40-50 cm de profundidade. As amostras indeformadas foram
coletadas em trincheiras (0,5x0,5x0,6 m) com cilindros de ago de 100 cm?.
Trés amostras foram coletadas por camada e secas a 105°C por 72 h para
determinacgdo da densidade do solo. As amostras deformadas compostas,
para determinagdo de C e abundancia isotépica (*C), eram constituidas
de cinco subamostras, por parcela, coletadas com trado do tipo holandés.
As amostras foram secas ao ar e peneiradas a 2 mm. Subamostras foram
moidas novamente para didmetro <0,15 mm. Aligquotas contendo entre
200 a 400 mg de C total foram analisadas quanto a abundancia de “C
usando um espectrometro de massa de razdo isotdpica de fluxo continuo
(Finnigan DeltaPlus mass spectrometer) acoplado a analisador de C (Carlo
Erba EA 1108).

Resultados

A abundancia natural de *C dos residucs C3 pode variar entre —-27,0 a
—-28,0, para espécies como soja, trigo, tremogo e aveia, enquanto para
as espécies C4, como o milho, fica em torno de —12,0 (Sisti et al., 2004).
No presente estudo a diferenga na abundancia de *C entre a camada
superficial e a de 40-50 cm foi de, aproximadamente, 5 %o menos ne-
gativa, variando de -21,9 a -16,6 para R1 e de -22,7 a —-16,8 para R2
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(Tabela 1). Esses dados sugerem que nos Ultimos 20 anos a vegetag&o
foi predominantemente C3 na area experimental, porém houve uma gran-
de propor¢éo de plantas C4 antes do periodo experimental. Referéncias
histéricas descrevem que a regido de “Campos de Mourao” era bordejada
de matas atlantica e de araucarias, porém a vegetagéo predominante era
de pastagens naturais e cerrado nativo, o que justificaria uma marcagéo
tao negativa do carbono nas camadas mais profundas do solo.

As diferencas em 8C (3 letra grega delta, que significa desvios em rela-
¢ao ao padrao) entre rotagdes eram esperadas, em fung&o da presenca
de mitho, uma planta C4, em R1 e a presenga de apenas espécies C3 em
R2 (Tabela 1). O fato do 8"*C ser mais enriquecido em R1, nas camadas
de solo até 20 cm, em relagdo a R2, indica incorporag@o de residucs da
espécie C4 na matéria organica do solo. Abaixo de 20 cm as diferengas
entre as rotagdes foram praticamente inexistentes.

Utilizando ¢ procedimento de Balesdent et al. (1990), foi possivel estimar
a abundancia de *C no carbono da MOS do solo na area no inicio do ex-
perimento ha 20 anos, para R1(tremogo/milho/aveia/soja/trigo/soja/trigo) e
R2(trigo/soja). As regressbes entre 3**C e 1/C para as rotagbes séo apre-
sentadas na Figura 1. A regress&o para R2 rendeu um valor de intercepto
de —28,3 para a abundancia de *C nos residuos das culturas do sistema,
soja e trigo, o que esta de acordo com os valores médios observados por
Sisti et al, (2004). Para a R1 o valor de intercepto foi —27,2, demonstrando
a contribui¢io do residuo de C4 (ML, milho verao em R2, cinco vezes em
20 anos), para o valor de 813C da mistura de espécies nesta rotagzo.

A estimativa de §®C da matéria organica do solo antes do inicio do ex-
perimento foi obtida no cruzamento das regressdes de R1 e R2 e indicou
um 8C de —-16,1. Esse valor de §C para a matéria organica antes do
experimento e dos residuos em cada rotagéo (-27,2 e -28,3 para R1 e R2,
respectivamente), foram utilizados para estimar a proporgéo de C derivado
das misturas de residuos em cada rotagao.

Para R1 e R2 o carbono dos residuos contribuiu com 46% e 54% do carbono
total na camada de 0-5 cm, respectivamente. A contribuigéo foi reduzida
rapidamente com a profundidade, representando apenas 6%, para ambas
as rotagbes na camada mais profunda avaliada (40-50 cm). A contribuigéo
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Figura 1. Regressdes da reciproca da concentragdo de C (C em g kg de solo)
versus a abundancia de *C para as amostras de solo coletadas até 30
cm de profundidade sob 2 sistemas de rotagdo de culturas (R1-TM/ML/
AVITR/SJTR/S) e R2-TRISJ) em plantio direto,

dos residuos foi sempre maior em R2 em relagdo a R1, o que indica menor
conservacao relativa de C na ditima.

Em relagdo aos estoques de C nas rotagbes, observa-se que R1 contri-
buiu para a redugéo da matéria organica do solo em relagéo a R2 (-334
kg/ha/ano em 20 anos) (Tabela 1).

Conclusao

A presenca de leguminosa de inverno em sistema de rotagéo de culturas
contribuiu para a redugio do estoque de C no solo em sistema de plantio
direto consolidado.
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Scarabaeoidea em fragmentos florestais,
Londrina, PR

Vanesca Korasaki'?; George Gardner Brown?; José Lopes®. 'Departamento de
Agronomia, vanesca@cnpso.embrapa.br; *Departamento de Biclogia Animal e Vegetal,
Universidade Estadual de Londrina; 2Embrapa Sofa.

Introducgao

Besouros da superfamilia Scarabaeoidea so utilizados como grupo indica-
dor em estudos sobre diversidade de insetos, também sendo considerados
importantes em estudos de impacto de fragmentagao florestal, uma vez
que o alimento de grande parte desse grupo (raizes, residuos vegetais,
fezes e carcacgas) é produzido por organismos fortemente afetados por
este processo (arvores, primatas e outros mamiferos de grande porte
e passaros); [Lovejoy et al. (1986), citado por Thomazini & Thomazini
(2000)]. Esses besouros também participam na reciclagem de nutrientes
do solo, no controle de alguns parasitas de vertebrados € na dispersao de
sementes Klein, (1989).

Excrementos e carcagas de animais sdo recursos alimentares que con-
centram grande quantidade de energia. Por isso, séo utilizados por varios
grupos de artrépodes, entre eles muitos besouros, principalmente os
Scarabaeidae (Medri & Lopes, 2001b). Desta forma, um método apropriado
para monitorar a abundancia de insetos dessa familia consiste em colocar
armadilhas de queda iscadas com excrementos, carcagas ou frutos em
decomposi¢éo, as quais sdo enterradas Favila & Halffter, (1997).

Este trabalho teve como objetives: identificar as espécies existentes em
diferentes fragmentos florestais; verificar a flutuagao populacional dos
Scarabaeoidea, ao longo do ano; separar grupos com diferentes habitos
alimentares; e verificar a relagdo desses parametros com o grau de inter-
feréncia antropica dos fragmentos.
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Material e Metodos

O trabalho foi realizado em trés fragmentos florestais, em Londrina,
PR, com diferentes tamanhos e nivel de interferéncia antrépica: Parque
Estadual Mata dos Godoy (MG), com area de 680 ha, Parque Municipal
" Arthur Thomas (AT) que possui 85,5 ha e o Horto Florestal da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), com 10 ha, em Londrina, PR.

O fragmento MG, considerado mais conservado neste estudo, localiza-se
fora do perimetro urbano de Londrina, possuindo cobertura vegetal continua
em boas condigbes de preservagio e exemplares de fauna e flora tipica do
Norte do Parana. O Parque AT, considerado de nive!l intermediario de inter-
feréncia antropica, localiza-se dentro do perimetro urbanc e é composto de
vegetacio secundéria remanescente da floresta original. O Horto da UEL,
considerado mais perturbado apresenta vegetagdo secundaria e recebeu
diversos reflorestamentos para auxiliar a recomposigéo da sua fiora.

O clima da regido, segundo Képpen, é do tipo Cfa, ou seja, subtropical
tmido, com chuvas em todas as estagdes, podendo ocorrer secas no
periodo de inverno (Mendonga, 2000). A temperatura média do més mais
quente & superior a 24°C e a do més mais frio, inferior a 14°C; a media de
pluviosidade anual &€ de 1686 mm.

As coletas foram realizadas com armadilhas de solo, do tipo “pitfall trap”
e consistiram de um recipiente plastico de 23,0 cm de altura e 9,5 cm de
diametro. Na borda superior de cada recipiente, foi acoplado um pequeno
frasco, servindo como porta-isca. A tampa do recipiente da isca foi crivada
de furos para permitir a exalagao do odor da isca em decomposigdo e, em
cada armadilha, foi adicionado 200 mi de formalina a 1% v/v.

Em cada fragmento, foram instaladas dez armadilhas, com quatro tipos
de isca (carne, banana e sardinha apodrecidos e fezes), além das tes-
temunhas (n=2 de cada tratamento}. As armadilhas permaneceram sete
dias no campo em cada més, durante o periodo de setembro de 2005 a
julho de 2006. Os Scarabaeoidea coletados foram montados em alfinetes
entomoldgicos, separados em morfo-espécies, identificados até o nivel
de género, sendo que uma amostra de cada morfo-espécie foi enviada a
taxonomista para identificagio da espécie.
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Resultados e Discussao

Foram coletados 7304 espécimes de Scarabaeoidea, sendo 3324 deles
(46%) na MG, 2562 (35%) na UEL e 1418 (19%) em AT.

Adistribuicio dos besouros, durante o periodo de coletas (Figura 1), revela
um pico de abundéancia em todos os fragmentos no més de novembro, quan-
do normalmente ocorre a emergéncia e as revoadas destes insetos. Nos
meses de inverno, houve redugao da captura dos Scarabaeoidea, devido
a condicao climéatica mais seca e fria, tipica da regi&o Norte do Parana.

Em todos os ambientes de coleta, a maioria das espécies obtidas foi
representada por poucos individuos. Segundo Halfter (1991), essa distri-
buicdo em que poucas espécies sdo muito abundantes e muitas espécies
s30 representadas por um numero restrito de individuos & caracteristica
de florestas tropicais. Embora os resultados obtidos na atual pesquisa
mostrem essa tendéncia, o uso de atrativos em iscas, pode mudar arti-
ficialmente a abundancia de espécies mais atraidas e moveis (Medri &
Lopes, 2001a).
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Figura 1. Numero total de besouros da superfamilia Scarabaeoidea, coletados
em armadilhas de solo iscadas ou ndo, em cada um dos fragmentos de
mata (Londrina, PR), durante o perlodo de setembro de 2005 a julho de
20086.
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Das iscas usadas, sardinha e carne em decomposigéo tiveram atratividade
parecida, ambas sendo responsaveis pela coleta de 3411 (47%) e 3115 (43%)
do total, respectivamente. As fezes suinas, bananas fermentadas e a teste-
munha tiveram baixa atratividade (Figura 2). No entanto, quando se distribui
por més a atratividade entre carne e sardinha variou, sendo que, nos meses
de setembro, outubro e maio a carne atraiu mais besouros (Figura 3).

O género Dichotomius totalizou 95 individuos, sendo 54 na MG, 36 na UEL
e 5 no AT. Nesse género, 31 espécimes (33%) foram capturados emisca de
banana fermentada, 27 em fezes (28%), 17 em carne (18%), 15 em sardinha
(16%) e 5 na testemunha (6%). Esses resultados mostram a preferéncia
desse género por frutos em decomposicdo, além da sua capacidade de
usar outros recursos {onivoria), quando frutos néo estao disponiveis no
ambiente. O género Trox ocorreu apenas na MG e na UEL, totalizando 19
individuos da mesma espécie. O género Coprophanaeus apresentou 143
individuos, Deftochifum 579, Onthophagus 37, Helocephalus 7, Canthon
69, Thichiflum 14, Canthidium 45, Scybalocanthon 69 e Eurysfernus 59
individuas, entre outros.

O género Coilodes foi 0 mais numeroso, totalizando 5550 (76,10%) dos
individuos totais, coletados entre setembro e abril. Coilodes sp.1 ocorreu
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Figura 2. Numero total de besouros da superfamilia Scarabaeoidea, coletados
em armadilhas de solo escada ou ndo, nos trés fragmentos de mata
(Londrina, PR), durante o periodo de setembro de 2005 a julho de
2008,
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Figura 3. NUmero de besouros da superfamilia Scarabaeoidea coletados em
armadilha de solo com dois tipos de iscas, nos trés fragmentos de
?atzaog_sondrina, PR), durante o perlodo de setembro de 2005 a julho
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em todas as iscas e fragmentos, totalizando 1019 individuos, dos quais
619 na isca de carne (61%), 327 em sardinha (32%), 52 em fezes suinas
(5%), 17 em banana fermentada (2%) e dois na testemunha (<1%). Na MG,
foram 31 exemplares (3%), no AT 385 (38%) e na UEL 603 (59%).

Portanto, os Scarabaeiodea foram mais abundantes no fragmento flores-
tal mais conservado, confirmando o potencial destes invertebrados como
indicadores ambientais. O uso de came e sardinha apodrecida parece ser
o melhor para coletar Scarabaeoidea, porém diversos tipos de isca devem
ser usados para coletar outras espécies, se o estudo pretende avaliar a
diversidade desses animais no ambiente.
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Macroinvertebrados de solo em
fragmentos florestais, Londrina-PR

Vanesca Korasaki'?; George Gardner Brown? José Lopes®, Amarildo Pasini';
Sabrina Dicnizio Pereira'?. 'Departamento de Agroenomia, vanesca@cnpso.embra-
pa; *Departamento de Biologia Animal e Vegetal, Universidade Estadual de Londrina;
2Embrapa Soja.

Introdugao

A conservacio da biodiversidade é um dos grandes desafios atuais, em
fungéo do elevado nivel de perturbagéo antrépica aos ecossistemas naturais
e a fragmentagdo destes sistemas (Viana & Pinheiro, 1998). O crescente
interesse nesta area de pesquisa é devido a constatagdo de que, hoje, a
maior parte da biodiversidade se encontra localizada em pequenos frag-
mentos florestais.

O Estado do Parana sofreu uma grande devastacdo de sua cobertura
vegetal nativa e, na regido Norte, restam apenas alguns fragmentos de
florestas circundados por terras cultivadas ou pastagens (Medri & Lopes,
2001).

A macrofauna compreende os maiores invertebrados que vivemno solo e
s80 visiveis a olho nu, com o tamanho do corpo maior que 1 cm {Lavelle
et al., 1997) efou com didmetro do corpo acima de 2 mm (Swift et al,,
1979). Sua diversidade e abundancia podem ser usadas como indicado-
res de impactos ambientais e da qualidade do ambiente (Paoletti, 1999).
Dentre estes, as minhocas se apresentam como bons bioindicadores,
sendo que algumas espécies sdo sensiveis a perturbagbes e podem de-
saparecer, enquanto outras se adaptam e se multiplicam em ambientes
perturbados.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as populagdes de macroinver-
tebrados de solo e seu uso como bioindicadores de perturbagéo, em trés
fragmentos florestais com diferentes niveis de interferéncia antrépica em
Londrina-PR.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado em trés fragmentos florestais, em Londrina, PR,
com tamanho e nivel de interferéncia antropica diferentes: Parque Estadual
Mata dos Godoy {(MG), que apresenta area de 680 ha, Parque Municipal
Arthur Thomas (AT), que possui 85,5 ha, e Horto Florestal da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), com 10 ha, em Londrina, PR.

O fragmento MG, considerado o mais conservado neste estudo, localiza-se
fora do perimetro urbano de Londrina e possui cobertura vegetal continua
em boas condigbes de preservagao, incluindo exemplares de fauna e flora
tipica do Norte do Parana. O Parque AT, considerado de nivel intermediario
de perturbacgéo, localiza-se dentro do perimetro urbano e é composto de
vegetagao secundaria remanescente da floresta original. O Horto da UEL,
considerado o mais perturbado, apresenta vegetagao secundaria e recebeu
diversos reflorestamentos para auxiliar na recomposigéo da sua flora.

O clima da regido, segundo Kdppen, & do tipo Cfa, ou seja, subtropical
umido, com chuvas em todas as estagdes, podendo ocorrer secas no
periodo de inverno (Mendonga, 2000). A temperatura média do més mais
quente é superior a 24° C e a do més mais frio, inferior a 14° C, a média
pluviométrica anual é de 1686 mm.

As coletas foram realizadas pelo Método do TSBF (Anderson & Ingram,
1993), que consiste na retirada de blocos de solo de 25 x 25 cm. Em cada
area, foram coletados 25 monadlitos, sendo 20 na profundidade de 0-10 cm
e cinco de 0-30 cm (divididos em camadas de 10 cm). Os blocos na maior
profundidade foram coletados na diagonal da area, que possuia extensio
de 1600 m?. Entre cada mondlito foi mantida uma distancia de 10 m. As
coletas foram realizadas na época seca (agosto) e chuvosa (dezembro)
de 2005. Toda a macrofauna foi quantificada, identificada e pesada em
balanca de precisdo. Para verificar a diversidade foi aplicado o Indice de
Shannon e de diversidade de grupos taxondmicos.

Resultados e Discussio

Os dados acumulados de chuva da época seca (junho a agosto) somam
114,6 mm e da época de chuva (outubro a dezembro) somam 503,3 mm.
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AT apresentou a maior densidade de minhocas, tanto na eépoca seca (477
individuos. m2) como na época Umida (1218 individuos. m?). Na época
chuvosa, 70% das minhocas estavam na camada de 0-10 cm, enquanto
que, na época seca, apenas 15% das minhocas estavam nesta camada.
_Observou-se o mesmo fenémeno em MG, mas na UEL as minhocas foram
mais abundantes na camada superficial em ambas as épocas de coleta
(Figura 1).
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Figura 1. Densidade (individuos. m?) de minhocas em trés fragmentos e diferentes
Erofgndidades do solo, em agosto (seca) e dezembro (chuva) de 2005,
ondrina, PR.

MG apresentou a menor densidade de minhocas. Nessa mata encontra-
ram-se apenas espécies nativas (Urobenus brasiliensis, Urobenus sp.,
Glossoscolex spp. e Fimoscolex sp.) € pequenas, indicadoras de ambientes
mais preservados. Em contraste, na UEL e no AT, encontraram-se princi-
palmente espécies exdticas (Amynthas gracilis e Pontoscolex corethrurus),
indicadores de ambientes perturbados. Além destas, encontrou-se tambem
outras espécies exéticas (Dichogaster spp.), e as nativas U. brasiliensis,
Fimoscolex sp., Glossoscolex sp. e Belladrifus sp.
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O Indice de Shannon néo diferiu entre os fragmentos para a época seca,
mas diferiu entre as coletas (seca e umida). Na época timida, os frag-
mentos MG e AT tiveram maior diversidade que a UEL. Em MG, também
houve menor variagdo entre as épocas de coleta (Tabela 1). Em relacdo
a diversidade de grupos por profundidade (Tabela 2), MG foi o fragmento
que apresentou maior estabilidade entre as coletas na época seca e imida
(especialmente, nas profundidades de 0-10cm e 10-20cm), correborando
os dados do Indice de Shannon.

Na coleta da época seca, o0 maior nimero de macroinvertebrados foi en-
contrado em AT, principalmente devido as formigas, que representaram

Tabela 1. Densidade de Macroinvertebrados (individuos. m'z), em trés
fragmentos de floresta, em agosto e dezembro de 2005,

Londrina, PR.
Densidade de macrofauna (Individuos.m™)
Classificagao Agosto/2005 Dezembro/2005
MG AT UEL MG AT UEL -
Aranae 54 38 35 31 13 9
Chilopoda 104 63 81 108 42 13
Coleoptera Adulto 68 40 76 198 59 50
Coleoptera Larva 67 65 47 80 131 59
Diplopoda 71 17 48 52 4 42
Diplura 27 13 8 24 8 1
Diptera 375 80 47 30 24 14
Formicidae 996 1900 1265 777 330 223
Gastropoda 29 4 10 15 2 5
Hemiptera 32 21 28 14 9 5
Isoptera 550 612 331 508 267 38
Oligochaeta 26 648 447 37 1222 159
Pseudoesconidae 5 5 4 1 0 1
Outros 120 112 216 122 91 88
Total 2523 3618 2640 1998 2201 708
H’ 163a 164a 163a 1,40b 1,26b 0,78c

* Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente pelo Indice de Shannon.
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Tabela 2. Média de diversidade da macrofauna (n° de grupos/ordem
taxonémica) em trés fragmentos de floresta, em agosto e
dezembro de 2005, Londrina, PR.

Média de diversidade

Profundidade Agosto/2005 Dezembro/2005
MG AT UEL MG AT UEL
0-10cm* 10,65 10,55 10,95 10,75 7,85 68
10-20 cm** 4.8 6,2 6,4 5,4 3.8 3,0
20-30 em™* 54 3.8 56 26 2,0 2,8
* Média de 25 repetigdes
** Média de 5.repetig6es

mais de 52% do total de individuos. Na época imida, o fragmento de AT
também teve a maior densidade, devido as minhocas, que representaram
mais de 55% dos macroinvertebrados encontrados. Com excec¢édo do
fragmento UEL, Coleoptera e Oligochaeta tiveram maior abundancia na
época de chuva e todos os demais grupos tiveram maior abundancia na
época seca (Tabhela 1).

O grupo Chilopoda e Aracnida {Pseudoescorpionidae e Aranae), impor-
tantes predadores no solo e serapilheira, tiveram maior densidade em
MG, seguidos por AT e UEL (Tabela 1). Portanto, os fragmentos melhor
conservados apresentam maior niimero de artropodes predadores.

Concluséao

A diversidade de minhocas e total de macroinvertebrados do solo sao
bons indicadores de interferéncia antrépica. No presente estudo, MG foi
confirmado como o fragmento mais conservado, podendo ser usado como
referéncia de ambiente nativo, em estudos sobre impacto ambiental de
transformagao de ecossistemas naturais em outros tipos de uso do solo
(por exemplo, sistemas agropecuarios).
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Introdugao

Este trabalho apresenta a fase preliminar da caracterizagao fisica da bacia
hidrografica dos Ribeirdes dos Cagados e das Abbdboras, cujo objetivo
& organizar uma base de dados gerada a partir de técnicas de geopro-
cessamento. Nesta fase, os dados fisicos da bacia hidrografica, como a
drenagem, os limites e a hipsometria, foram convertidos do meio analogico
para ¢ digital.

Portanto, a comunicagdo atende aos primeiros resultados da etapa de
organiza¢do dos dados fisicos da bacia hidrografica dos Ribeirdes dos
Cagados e das Abéboras em ambiente computacional, utilizando Sistemas
de Informagao Geografica — SIG, em desenvolvimento no Laboratério de
Agrometeorologia da Embrapa Soja.

Localizagao

As nascentes dos Ribeirées dos Cagados e das Abdboras estio localiza-
das na area da Embrapa Soja, no Distrito de Warta. Seus cursos seguem
rumo leste e, como rios de segunda ordem, sdo afiuentes diretos do Rio
Tibagi.

A principal caracteristica de uso do Ribeirdo dos Cagados na Embrapa
Soja é abastecer a represa que serve de fonte de agua para irrigagéo do
campo experimental. Para ambos os ribeirdes, destaca-se o esforgo de
adequagao ambiental, visando manter Areas de Preservagio Permanente
e Reserva Legal.
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As coordenadas de abrangéncia da bacia compreendem as longitudes de
51°14’ e 50°56’ oeste, € as latitudes de 23°03' e 23°14’ sul, situando-se
entre os municipios de Londrina, Sertanépolis e |bipora (Figura 1).
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Figura 1. Localizag3o da bacia dos RibeirGes dos Cagados e das Abéboras.

Materiais e Métodos

Os dados das curvas de nivel foram organizados a partir das cartas topo-
graficas, em escala de 1:50.000. Foram utilizadas as folhas de Sertandpolis
(8F-22-Y-D-l11-2) e de Urai (SF-22-Z-C-I-1) ambas elaboradas pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE.
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Para a conversdo das feigdes tematicas dos mapas analégicos, foram
utilizados uma mesa digitalizadora e o software de geoprocessamento
SPRING 4.1, disponivel na pagina eletronica do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais — INPE.

As cartas topograficas foram ajustadas na mesa digitalizadora, de modo
a compor a visdo total da bacia e os seus limites. Em seguida, foi criado
um banco de dados denominado como RIBCAB, contendo todos os para-
metros geodésicos das cartas topograficas originais, como o sistema de
projecao cartografica, as coordenadas do retangulo envolvente do projeto,
o modelo elipséide da Terra, entre outros. Também foram criados planos
de informacgao (Pls) para representar, de mode individualizado, cada uma
das feicdes das cartas topograficas, como as curvas de nivel, o limite da
bacia e a hidrografia.

Por intermédio da interpretagio dos interflivios e dos leitos fluviais, de-
limitaram-se os divisores das bacias, tragando uma nova linha sobre as
cartas. A digitalizagdo dessa nova feigo e das demais constantes nos
mapas (hidrografia e curvas de nivel) consistiu basicamente em tragar um
novo desenho para o meio digital, porém, constantemente assegurando
para a minimizagao de erros que sdo inerentes num processo de conversao
de dados e fundamentais para aproximacgdo da exatiddo sobre qualquer
calculo ou andlise de dados espaciais.

Assim, a primeira etapa de organizag&o dos dados fisicos da bacia hidro-
grafica dos Ribeirdes dos Cagados e das Aboboras foi concluida, sendo
possivel a organiza¢ao e a elaboragdo de outras cartas tematicas digitais
derivadas dessa base, como exemplo a carta de declividade, gue apresenta
o grau de inclinagao de relevo e pode servir como um dos indicadores da
aptidao agricola da terra.

Resultados e Discussao

Depois de digitalizados, os dados fisicos da bacia hidrografica dos Ribeirdes
dos Cégados e das Abdboras, outros dados complementares puderam ser
obtidos por meio de consultas ao SIG.

Abacia que compreende os dois ribeirdes possui uma area total de 19.294
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ha e perimetro de 83,6 km. O curso do Ribeirdo dos Cagados apresenta a
extensdo de 31 km e o do Ribeir&o das Abodboras com 29,5 km.

Totalizada a extensa@o dos demais afluentes inscritos nas duas bacias,
obteve-se a soma de 254 km de rede hidrogrdfica. Com esses dados
preliminares e sem considerar a natureza do leito fluvial, pode-se inferir
que o minimo necesséario para atender a legislagdo que trata da Area de
Preservacdo Permanente e recomposi¢ao da mata ciliar ocuparia aproxi-
madamente 8% da area total.

Referéncias

CAMARA, G.; SOUZA, R. C. M.; FREITAS; U. M.; GARRIDO, J. SPRING:
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Analise estrutural do plasmidio simbiodtico
de Rhizobium tropici CFN299

Daisy Rickli Binde'; Mariangela Hungria?; Ligia Maria de OCliveira Chueire?; Ismael
Hernandez Lucas®; Marisa Fabiana Nicolas?*; Ana Tereza Ribeiro Vasconcelos*; Luiz
de Paula Gonzaga*; Esperanza Martinez-Romero?; Fernando Gomes Barcellos®;
Miriam Francisca da Silva®. 'Bolsista de Especializagao da Embrapa Soja; 2Embrapa
Soja; *Centro de Fijacién de Nitrogeno, UNAM, Cuernavaca, México; ‘Laboratério
Nacional de Computagdo Cientifica; 5Bolsista ProDoc CAPES; *Bolsista de AT do
CNPq.

Introducéao

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € usado em larga escala na América
Latina, pelo seu baixo custo e alto valor nutricional, sendo a fonte mais
importante de proteina para a populagao. Hoje, o Brasil é o segundo maior
produtor do mundo dessa leguminose, A cultura ocupou 4,8 milhdes de
hectares em 2001/2002, mas o pais apresenta um dos niveis mais baixos
de produtividade, sendo de apenas 834 kg/ha (Hungria et al., 2003).

Para obtengéo de altas produtividades, € indispensavel a reposi¢é&o de
nutrientes essenciais & planta e o emprego de tecnologia na cultura. O
nitrogénio € um elemento essencial para o crescimento das plantas e
a sua reposicao é fundamental. Uma alternativa ¢ o uso de fertilizantes
nitrogenados que contudo, apresentam alto custo e sobre tudo, poluem
significativamente as aguas, alterando seu equilibric. Em contrapartida,
a inoculagdo com bactérias do género Rhizobium, apresenta baixo custo
€ ndo possue carater poluente. Além disso, o uso de inoculantes evita a
gueda da produtividade, preservando assim a fertilidade do solo (Hungria
etal., 2003).

Para o aumento da produtividade é necessaria a busca por estirpes cada
vez mais eficientes e competitivas com relagio as caracteristicas de eficién-
cia e competitividade na fixagao bioldgica do nitrogénio (FBN). A prospec¢éo
de genes (por meio do seqlienciamento gendmico) relacionados a caracte-
risticas de eficiéncia e competitividade na FBN em estirpes superiores de
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rizébios (como as utilizadas atualmente nos inoculantes comerciais) tem
sido uma estratégia para o entendimento dos fatores relacionados a FBN
e para o desenvolvimento de metodologias para a seleg&o e obtengao de
estirpes de rizébios cada vez mais promissoras.

Objetivo

| Realizar o seqUenciamento do plasmideo simbiético (pSym) da estirpe CFN
299 de Rhizobium tropici, procurando genes relacionados a competitividade
e eficiéncia no processo de fixagdo bioclogica do nitrogénio.

Material e Métodos

Construgdo de bibliotecas genémicas do pSym da estirpe CFN 299
de R. tropici

Extragdo de DNA gendémico

O DNA dos pSym da estirpe CFN299 foi fornecido pelo Centro de Fijacién
de Nitrégeno — Universidade Nacional Autdnoma de México, Cuernavaca,
México.

Construgdo de bibliotecas

O preparo da biblioteca “shotgun” envolveu a purificagido do DNA e a frag-
mentacéo aleatéria do mesmo, por meio mecanico (nebulizagéo), gerando
fragmentos de 500 pares de bases (pb) a 2 kb. Apos a fragmentagao, as
extremidades foram reparadas pelo uso do fragmento enzimatico Klenow da
DNA polimerase de Escherichia coli e fosforilados com uso da enzima PNK
(polinucleotideo quinase). Os fragmentos de 500 pb a 2 kb foram separados
em gel de agarose “low meiting” 1%, grau analitico (Invitrogen). Apos recu-
peragao, 0s mesmos foram ligados ao vetor pUC18 (digerido com a enzima
de restricdo Smal e desfosfatado com a enzima BAP) (GE Healthcare) com
. o uso da enzima T4 DNA ligase. Apés a ligagdo, o material foi utilizado
para transformagao de células de E. coli estirpe TOP10 (Invitrogen), pela
metodologia de eletroporagao. As células foram inoculadas em meio LB
(sem antibiético) por mais ou menos 1 hora e em seguida semeadas em
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meio LA contendo ampicilina (100 pg.mL") (Sigma} e 50 mg.mL* de X-Gal
e 0,1M de IPTG, e cultivadas durante a noite a 37°C.

Seqiienciamento

Colénias brancas individuais (clones recombinantes) foram inoculadas
em meio “Terrific Growth” (Sigma) e ampicilina (100 pg.mL"), cultivadas’
a 37°C, 150rpm, por uma noite. Apos o cultivo, foram obtidos “pellets” por:
centrifugagio a 4.000 rpm, por 8 minutos. '

O DNA foi extraido pelo método de lise alcalina (Sambrook, 1987). O
DNA purificado foi seqlienciado utilizando o “kit" “DYEnamicTM ET dye
terminator cycle sequencing (MegaBACETM)" (GE Healthcare). Foram
realizadas duas reagdes de seqiienciamento, uma com o primer “Universal”
(5’GACGTTGT AAAACGACGGCCAGT3') e a outra com o “Reverso’
(5’'TTTCACACAGGAAA CAGCTATGAC3'), para a obtengdo das seqi-
éncias dos fragmentos. Os produtos das reagdes foram analisados em
seqlienciador automatico (MegaBace1000, GE Healthcare).

Montagem do genoma e Analise da ORFs obtidas

As leituras obtidas foram submetidas a analise de bicinformatica, realizada
no LNCC com o programa SABIA, que integra varios programas de dominio
publico: “phred”, “phrap”, “Consed”, “phrapview” e permite a identificagdo
de “CDSs" (conding sequencer) como os programas “Glimmer”, BLAST,
KEGG, COG, INTERPRO e PSORT.

Resultados e Discussio

O seqlienciamento do pSym ja permitiu a cobertura do genoma em 12
vezes, faltando apenas alguns intervalos entre os CDSs para completar
o plasmidio. Os resultados obtidos estao apresentados nos quadros 1, 2
e 3.
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Quadro 1. Numero de leituras

Numero total de [eitura ‘ 8.769
Numero de leituras sem vetor (210% vetor) 6.931
Numero de leituras com 10-80% de vetor 1.434
NoOmero de leituras com mais de 80% de vetor 404

Quadro 2, Nimero de bases

Namero de bases depositadas (pb) - 8.360.378 (100%)
excluindo vetores e bases de baixa (12,29 vezes o tamanho
qualidade ‘estimado do genoma)
Niumero de bases com qualidade = 20 (bp) 4.492.065 (47,12%)
NUmero de basés com qualidade 230 (bp) 3.499.634 (36,71%)

Quadro 3. Cobertura do genoma

Comprimento estimado do genoma (pb) 680.000
Cobertura do Genoma 762.908 (112,18% do
comprimento estimado)

Cobertura do Genoma usando contigs > 3Kb 417,266 (61.36 % do
comprimento estimado)
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Diversidade genética baseada no PCR-RFLP
dos genes 16S-rRNA E recA de rizébios
capazes de nodular o feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) em solos virgens
dos Cerrados

Fabio Plotegher'; |&da Carvalho Mendes?; Mariangela Hungria®. 'Bolsista de IC do
CNPq; 2Embrapa Cerrados, Planaltina, DF; *Embrapa Soja.

Introdugiao

Atualmente, o feijio (Phaseolus vulgaris), faz parte da base de alimentagao
de cerca de 300 milhdes de pessoas, especialmente na América Latina,
no sul e leste da Africa. O Brasil &, atualmente, o maior produtor e consu-
midor mundial de feijéio, contudo, os rendimentos médios nacionais s&o
bastante baixos, de apenas 789 kg/ha, na safra 2005/2006. O baixo nivel
de tecnologia empregado na cultura e o cultivo em solos pouco férteis,
especialmente pobres em nitrogénio (N,), contribuem, fortemente, para
esse cenario. Conseqilentemente, o suprimento adequado de N, pela
simbiose com bactérias diazotréficas representaria uma alternativa para
incrementar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de evitar a
contaminag&o dos recursos hidricos pelo nitrato e de contribuir para uma
menor emissdo de gases causadores do efeito estufa. Para o estabeleci-
mento de uma simbiose efetiva, é necessario, porém, maior conhecimento
da diversidade dos rizébios nativos de cada local.

Aregido dos Cerrados é, hoje, responsavel pela maior produgo de gréos
no Brasil. Alguns estudos sobre a diversidade genética de rizobios micros-
simbiontes do feijoeiro, em areas sob cultivo com essa leguminosa, foram
conduzidos e indicam diversidade genética e simbidtica bastante elevada
(Mostasso et al., 2002). Contudo, pouco se conhece sobre a diversidade
de rizobios em areas virgens dos Cerrados, bem como sobre o impacto do
estabelecimento da agricultura nessa populagdo nativa. Como o feijoeiro
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é considerado planta promiscua para nodulagio, este trabalho tem por
objetivo caracterizar geneticamente rizébios capturados por essa legumi-
nosa em areas virgens dos Cerrados e comparé-los com as populacdes
de dreas sob cultivo,

Materiais e Métodos

Foram coletados nédulos das raizes de feijoeiro em diversas areas dos
Cerrados nunca cultivadas anteriormente. Procedeu-se ao isolamento das
bactérias desses nédulos, sendo obtidos 186 isolados. A capacidade de
nodulagio e fixagdo bioldgica do N, desses isolados foi confirmada em
experimento feito com vasos de Leonard em casa-de-vegetacdo.

O DNA das bactérias foi extraido, quantificado ¢ amplificado pela técnica
de PCR (“polymerase chain reaction”) com o “primer” BOX-A1R, segundo
Kaschuk et al. (2006). Como padrdes em todas analises, foram utilizadas
sete estirpes representativas das espécies de rizébios que nodulam o
fefjoeiro. Considerando um nivel de similaridade de 70%, foram obtidos
99 petfis distintos.

O DNA dessas 99 bactérias foi amplificado com “primers” (fD1'e rD1) que
codificam a regido do gene ribossomal 16S rRNA, segundo Germano et
al. (2006). Os produtos dessas amplificagdes foram submetidos a meto-
dologia de RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) = PCR, com
trés enzimas de restrigdo, Rsa |, Msp I, Hae Il

A partir do novo dendrograma, foram selecionados 33 isolados. O DNA
dessas bactérias foi amplificado com os “primers” para a regido do gene
recA descritos por Payne et al. (2005): Bur 1 (5GATCGA(AG)AAGCAGT
CGGCAA - 3') e Bur 2 (5' - TTGTCCTTGCCTG(AG)CCGAT - 3') (Payne
etal. 2005). A seguir, os isolados foram analisados por RFLP - PCR, com
trés enzimas de restrigdo: Rsa |, Hinf | e Hae lll.

Em todas as analises, o polimorfismo foi avaliado, usando o software
BIONumerics (Applied Mathematics, Bélgica) com o algoritmo UPGMA

(unweighted pair — group with arithmetic mean) e o coeficiente de
Jaccard.
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Resultados e Discussiao

A andlise das regides repetitivas e conservadas do DNA, normalmente lo-
calizadas nos espagos intergénicos, pela amplificagéo com o “primer” BOX
‘A1R - PCR detectou um nivel de diversidade genética, pois praticamente
cada estirpe apresentou um perfil Unico e, em um nivel de similaridade de
70%, 99 perfis distintos foram obtidos (dados n&o mostrados). Aanalise de
BOX — PCR detecta variabilidade entre estirpes e a diversidade genética
elevada detectada neste estudo pode estar relacionada & adaptagéo as
condigdes ambientais estressantes dos Cerrados, com temperaturas ele-
vadas, longos periodos de estiagem, solos extremamente &cidos e pobres
em nutrientes, entre outros.

Na analise por RFLP — PCR da regido do gene ribossomal 165, que in-
dica variabilidade em nivel de género/espécie, considerando o nivel de
similaridade de 70%, contabilizam-se sete espécies distintas. Houve pre-
dominancia de uma espécie (Figura 1), bastante distinta das estirpes-tipo
representativas das espécies de rizébios que nodulam o feijoeiro. Mesmo
em relagdo aos demais isolados dos Cerrados posicionados em outros
agrupamentos, a similaridade genética com as estirpes-tipe foi baixa.
Como o gene 165 rRNA tem sido considerado como referéncia para a
taxonomia de bactérias (Garrity & Holt, 2001), esses resultados sdo um
forte indicativo de novas espécies ainda ndo definidas de bactérias diazo-
tréficas nos Cerrados. Outro gene que pode fornecer bastante informagéo
sobre a posi¢do taxondmica das bactérias é o recA (Payne et al., 2005). Na
anélise por RFLP — PCR dessa regido génica, também houve predominio
de uma espécie (Figura 2). Houve congruéncia elevada entre os genes
16S rRNA e recA. Na comparagdo com o banco de dados do Laboratério
de Biotecnologia de Solos da Embrapa Soja, que contém mais de 400
rizébios microssimbiontes de feijoeiro provenientes de areas cultivadas
dos Cerrados, os isolados deste estudo mostraram perfis distintos de BOX
— PCR e de RFLP — PCR do 165 rRNA e de recA, indicando expressiva
alteragdo genética na populagéo com a entrada da agricultura. '
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Figura 1. Agrupamento polifasico dos produtos de PCR-RFLP do gene 16S-rRNA
com trés enzimas de restrigio dos rizébios microssimbiontes do feijoeiro
isolados de solos dos Cerrados.
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Figura 2. Agrupamento polifasico dos produtos de PCR-RFLP do gene RecA com
trés enzimas de restrigdo.

Considera¢des Finais

Adiversidade genética elevada detectada neste estudo representa um forte
indicativo de que muitas espécies de bactérias diazotréficas simbidticas
nativas dos Cerrados ainda nao foram descritas, ressaltando a necessi-
dade de preservacgdo de areas ainda nao cultivadas, pois essas bactérias
podem representar uma fonte importante de genes para a agricultura e
para o meio ambiente.
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Criacao e organizacao do banco de dados
da colegao de culturas de bactérias
diazotréficas e promotoras do crescimento
de plantas da Embrapa Soja

Susan Higashi*; Mariangela Hungria. 'Bolsista de IC do CNPQ; ?’Embrapa Soja.

Introducgao

A preservacao e a utilizagdo dos recursos microbioldgicos exigem a manu-
teng3o de colegdes de culturas. Assim, as colegdes de culturas microbianas
surgiram devido a necessidade de armazenamento e organizagao dos
recursos genéticos microbianos. Portanto, as cole¢es de cultura atuam
como centros de conservagao ex-situ de recursos genéticos microbianos,
sendo essenciais na exploragdo da diversidade genética e metabdlica
microbiana como, por exemplo, nas atividades de bioprospecgdo. As co-
lecbes de cultura podem atuar como colegdes de servigo, onde, além da
preservacio dos recursos microbioldgicos, oferecem oportunidades de
envio de material bioldgico para instituicdes de pesquisa, universidades,
indtistrias, entre outros; e de informagGes (taxondmicas, fisioldgicas, de
isolamento, entre outras) que facilitem a utilizagio dos recursos microbia-
nos (Barata, 2006).

No entanto, para que as informagdes existentes nas colegdes de cultura
possam ser utilizadas, elas devem ser devidamente organizadas em banco
de dados, necessitando, assim, registro e documentagio (Heuser, 2004).
Os bancos de dados de colegdes de culturas devem conter informagdes
do nome do organismo, do numero da linhagem, do nimero em outras
colegdes, do historico, do tipo de organismo, das restricbes, das condigdes
de crescimento, dos dados de isolamento (data, nome e localidade), dos
dados taxonémicos (caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas), das refe-
réncias bibliograficas, e do nome, endere¢o e assinatura do depositante
(Sette, 2006).
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O Laboratorio de Biotecnologia dos Solos da Embrapa Soja esta desen-
volvendo, atualmente, um projeto para a implementagao de uma colecdo
de culturas de bactérias de importancia agroindustrial: diazotréficas e
promotoras do crescimento de plantas. Para a implementag&o, desta
coleg&o, sera necessaria a criagdo de um banco de dados, que organi-
zara as informagdes relativas as culturas bacterianas. Desta forma foram
desenvolvidas atividades no sentido de implementar este banco de dados
para a coleg&o de culturas da Embrapa Soja.

Objetivos

Implementagdo do banco de dados para a colegio de culturas de bactérias
diazotroficas e promotoras do crescimento de plantas.

Materiais e Métodos

A metodologia adotada seguiu-se conforme os itens:
1. Fez-se um levantamento dos dados que seriam depositados no banco.

2. Estabeleceu-se a estrutura do banco de dados, criando as seguintes
tabelas:

a. 29 tabelas entidade; e
b. 3 tabelas relacionamento.

3. Construiu-se o banco de dados usando o sistema de gerenciamento de
banco de dados (SGDB) MySQL 5.0.16.

Resuuados

Inicialmente, foi realizado um levantamento e um estudo das estruturas
utilizadas atualmente nos bancos de dados de colegdes de culturas, e a
estrutura implementada pode ser visualizada na Figura 1,

A seguir, deu-se inicio a organizag3o dos primeiros dados, para a constru-
¢ao prévia do banco de dados, o que é essencial para verificar se a estrutura
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proposta € adequada. Desta forma, foram utilizados os dades referentes a
148 estirpes de bactérias diazotroficas simbidticas (rizébios) exisientes na
colegdo de cultura do Laboratério de Biotecnologia dos Sclos da Embrapa
Soja (Menna et al., 2006 e Germano et al., 2006).
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Introducgao

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.). O rendimento médio nacional é bastante baixo, devido, a
pouca tecnologia empregada na cultura e ao cultivo em solos pobres,
especialmente em N. Consequientemente, o suprimento adequado de N,
pela simbiose com bactérias diazotréficas, representa uma alternativa
para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de evitar
a contaminacio dos recursos hidricos pelo nitrato e diminuir a emissao
de gases de efeito estufa. A eficiéncia do processo de fixagdo biolbgica
do nitrogé&nio pela cultura do feijoeiro tem sido considerada baixa. Tal fato
é atribuido a problemas relacionados a nodulagéo, pela dificuldade de in-
trodugdo de melhores estirpes e baixa tolerancia a estresses ambientais,
como temperaturas elevadas e deficiéncia hidrica. Através de um progra-
ma de selecao de estirpes mais eficientes no processo de fixagéo de N,
e com boa capacidade saprofitica e competitiva, foi identificada a estirpe
PRF 81 de Rhizobium tropici, recomendada desce 1998 para a produgéo
de inoculantes comerciais destinados a cultura do feijoeiro (Hungria et al.,
2000, 2003). Como o Brasil &, hoje, o pais que mais utiliza inoculantes
com rizobios, torna-se importante desenvolver estudos de genéticos com
estirpes brasileiras. A relevancia desses estudos genéticos é ainda maior
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no caso do microssimbionte do feijoeiro, cultura que necessita de impulso
tecnologico para incrementar rendimentos a um baixo custo.

Viprey et al., 2000 propuseram uma estratégia de obtencgsio parcial do
genoma, que pode ser denominada de “panorama gendmico”, baseada
no seqilenciamento de, aproximadamente, 10% a 15% do genoma. Esses
autores conseguiram identificar, utilizando essa estratégia, muitos genes im-
portantes da estirpe NGR234, atualmente classificada como Sinorhizobium
fredii. Essa mesma técnica sera utilizada para obter o panorama genémico
da estirpe PRF 81 R. fropici.com o objetivo de detectar genes relacionados
as altas capacidades competitiva e saprofitica, e a eficiéncia de fixaggo
N, dessa estirpe.

Material e Métodos

Extragdo do DNA gendmico

As celulas da estirpe PRF 81 foram obtidas apés crescimento em meio de
cultura LB, centrifugagéo a 10.000 g por 20 minutos e estocagem a —-70°C.
O DNA das bacteérias foi extraido pelo método usual descrito por Sambrook
et al. (1989) e utilizado para a construgao das bibliotecas de “shotgun”.

Construgdo de bibliotecas “shotgun”

A purificagdo do DNA gendmico foi realizada conforme descrito por
Fleishmann et al. (1995) e a fragmentagido do DNA ao acaso, por meio
mecanico (nebulizagao). Apds a fragmentagéo, as extremidades serdo
reparadas e fosforiladas pelo uso do fragmento Klenow da DNA polimera-
se de Escherichia coli. Fragmentos com tamanho entre 1,0 -3,0 kb foram
separados em gel de agarose “low melting”. Ap6s a recuperagéo destes
fragmentos a partir do gel de agarose, foi realizada a ligagio ao vetor
pUC18, digerido com a enzima de restrigdo Smal, e desfosforilados (BAP),
e posterior ligagio com T4 DNA ligase. Apés a ligagao, o materia! foi utilizado
para transformagéo de células de E. coli estirpe Top10, através da técnica
de eletroporagéo. As células foram plaqueadas em meio LB (Sambrook et
al.,1989) contendo ampicilina (250 pg. mL") e crescidas durante a noite a
37°C. Os clones recombinantes produzidos foram, entéo, transferidos para
placas do tipo ELISA de 96 pogos, contendo meio liquido “Terrif Broth, TB"
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(Invitrogen™), suplementado com ampicilina (250 pg. mL") e glicercl a 8%
e armazenados a -70°C.

Seqlienciamento dos clones

As colénias individuais das bibliotecas obtidas foram inoculadas em meio
“Terrific Grow” acrescido de ampicilina (250 pg. mL") e foram crescidas com
agitagéo de 300 rpm, por 16 horas, a 37°C. O DNA foi extraido pelo método
usual de rompimento alcalino. O DNA purificado foi ressuspenso em agua e
verificado em gel de agarose a 0,8%, conforme descrito por Sambrook et al,
(1989). Para o seqilenciamento, utilizou-se 0 “kit” “DYEnamic™ ET dye termi-
nator cycle sequencing (MegaBACE™)” (Amersham Pharmacia Biotech). As
reagdes de PCR foram realizadas com os “primers” "Universal” e “Reverso”
(Invitrogen), para se conseguir a amplificagéo dos genes. Os produtos da
reacgao foram analisados em um seqilenciador automatico (MegaBace 1000,
Amersham), pelo método dos terminadores fluorescentes.

Montagem e bioprospecg¢do automaética de genes

As segliéncias obtidas foram submetidas e armazenadas no Laboratério
Nacional de Computagao Cientifica (LNCC). As “ORFs” (“open reading
frames™), ou “CDSs" (coding DNA sequences) foram submetidas a uma
analise por ferramentas de bioinformatica e integradas a um “software”
SABIA: System of Automated Bacterial Integrated Annotation, que integra
a montagem e a anotagdo de genomas (Almeida et al., 2004a,b).

Resultados

O seqiiénciamento dos clones resultou no depdsito de 10.046.403 pares de
bases (pb), que corresponderiam a 1,44 vezes o genoma, com 43,45% das
bases com qualidade 220, 34,84% de bases com qualidade 230 e somente
3,57% de bases com vetores (dados ndo apresentados). Inicialmente foi
previsto o seqiénciamento de 10% a 15% do genoma da estirpe PRF 81,
estimado em sete milhdes de pb, mas a cobertura real obtida correspondeu
ao dobro do previsto (Tabela 1).

O projeto previa a identificagdo de umtergo dos genes, estimados em 1.500,
mas foram identificadas 2.161 CDSs, das quais, 1208 foram validadas, 691
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Tabela 1. Panorama genémico da estirpe de PRF 81 de Rhizobium tropici.

Parametro Situagao
Numero total de leituras 9.026
Numero total de leituras sem vetores (<=10% vetor) 8.431
N°de bases depositadas (bp) excluindo vetor, 10.046.403 (100%)
incluindo bases de baixa qualidade  * Cobertura = 1,44

vezes

Numero de bases com qualidade >=20 (bp) 4.526.803 (43,45%)
Numero de bases com qualidade >=30 (bp) 3.629.712 (34,84%)
Numero tota! de “contigs” 2.789
Tamanho médio dos “contigs” 1.303.99
Cobertura por “contigs" phrap (pb) 2.097.134
NOmero medio de leituras em um “contig” 3,24
Qualidade media das bases nos “contigs” phrap 23,04

Cobertura do genoma (estimado em 7.000.000 pb),
considerando-se a soma dos “contigs” (pb)

Cobertura do genoma 31,07%

2.175.048

foram classificadas como hipotéticas conservadas e 262 como hipotéticas.
Foram identificados genes putativos, em todas as classes funcionais. O
maior namero de CDSs validados foi relacionado ac metabolismo de ami-
noacidos, de carboidratos e do metabolismo secundario. Contudo, 60,4%
das CDSs n&o puderam ser classificadas em categorias KEGG (Figura
1}). Também foram identificados genes de nodulagio (nodA, nodC, nodi,
nodQ, nodS, nodT, nodU, nofG} e fixagao do N, (nifA, nifN, nifR, nifS, nifX,
nifW, fixA, fixB, fixC, fixL).

Obteve-se um elevado numero de CDSs relacionadas a biodegradagéo
e xenobidticos, particularmente do benzoato, bem como a presenga de
CDs relacionadas a quimiotaxia e sintese de flagelos. Essas CDs devem
estar relacionadas a adaptabilidade e a capacidade competitiva elevada
da estirpe PRF 81. E importante destacar, também, a presenga de quatro
proteinas de secregdo do tipo Il (trés relacionadas a “pilli” e uma a “fimbrae”),
seis do tipo 1l {biocssintese de flagelos) e quatro do tipo IV (proteinas de
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Classificagéo Categorias KEGG W

Figura 1. Distribuicdo percentual das CDSs de R. tropici PRF 81, segundo a base
de dados KEGG.

transferéncia de conjugagéo fraG —similaridade elevada com Sinorhizobium
meliloti € R. elli, irb1 — similaridade com NGR 234 e R. elli; trbD, maior
similaridade com R. elfi e virB6, presente em R. elfi e 8. meliloli). Essas
proteinas de secreg¢ao indicam similaridade elevada entre os mecanismos
de infecgdo para a formagao de nédulos e patogenicidade.

Conclusoes

Aestratégia de obtengao parcial de um genoma mostrou-se viavel, permitin-
do aidentificagdo de genes importantes na estirpe PRF 81 (FSEMIA 4080),
de Rhizobium ftropici, economicamente importante, pois & recomendada
para o uso em inoculantes comerciais na a cultura do feijoeiro.
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Introdugao

No Brasil, o feijoeiro (Phaseolus vuligaris L.} ocupa lugar de destaque na
agricultura, destacando-se como um predute de mercado interna, cujos
graos representam uma fonte importante de proteinas e de minerais para
a populagao.

O feijoeiro, a exemplo de outras leguminosas, apresenta a capacida-
de de associagdo simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio da
ordem Rhizobiales. Uma das principais caracteristicas da simbiose no
feijoeiro é a elevada promiscuidade da planta hospedeira com diversos
microssimbiontes. A caracterizagao das propriedades morfologicas das
bactérias representa um primeiro passo para o levantamento da biodi-
versidade, fundamental para o conhecimento das comunidades nativas
de rizébios.

Este trabalho teve como objetivo a caracterizagao morfolégica de isolados
de rizébios, obtidos a partir de nédulos de feijoeiro coletados em diversos
locais do Estado de Santa Catarina.

Material e Métodos

Foram coletados nodulos de raizes de feijoeiros, a partir de plantas, colhi-
das ao acaso, e amostras de solo, em 34 areas do extremo/meio ceste e
do planalto sul catarinense.
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No laboratério, dez nédulos foram retirados ao acaso, procedendo-se o
isolamento e obtengdo de culturas puras de bactérias, de acordo com
metodologia descrita por Vicent (1970). Para isso, os nédulos foram
desinfestados superficialmente durante 1 minuto em alcool (95%), 5
minutos em hipoclorito de sodio comercial e lavados em agua desti-
lada/esterilizada por cinco vezes; em seguida, foram macerados com
uma pinga flambada e, com uma alga de platina, repicados em meio
de cultura YM contendo o corante vermelho congo. Todas as estirpes
foram caracterizadas quanto a produgdo de muco, transparéncia, cor,
tamanhe, borda, elevagdo e crescimento, aos trés e sete dias de cres-
cimento. Também foi observada, a partir do quinto dia de crescimento,
a acidificagdo ou alcalinizag&o do meio YM contendo o indicador de pH
azul de bromotimol.

O solo foi classificado conforme o mapa de classificagio dos solos de Santa
Catarina (Embrapa, 2006) e as andlises quimicas determinadas segundo
0s metodos propostos por Tedesco et al. (1995). A caracterizagdo quimica
dos solos pode ser visualizada na Tabela 1.

Resultados e Discussio

Foram obtidos 117 isclados em cultura pura com caracteristicas tipicas
de rizébios. Foi constatado grande variabilidade morfolégica em diversos
caracteres, com énfase para a produgao de muco. Os isolados apresen-
taram crescimento rapido, sendo possivel realizar a caracterizagéo em
apenas trés dias. Os grupos predominantes foram aqueles que apresen-
taram coldnias de cor branca opaca em YMA e produgdo moderada de
muco. Aproximadamente 97% dos isolados apresentaram reagio acida
em meio YMA contendo azul de bromotimol; quanto a coloragdo 89% dos
isolados apresentaram coldnia branca opaca, 8,5% translicida e 2,5%
rosa (Tabela 2).

Estes isolados estdo sendo analisados, atualmente, com o uso de mar-
cadores moleculares, como o BOX A1R — PCR e o RFLP - PCR do gene

ribossomal 16S, 0 que possibilitara a realizagio de estudos de diversidade
e taxonomia,
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Tabela 2. Morfologia das colénias e reagdo de acidificagio/alcalinizagéo
em meio YMA de rizébios de feijoeiro do estado de Santa
Catarina. Caracterizagdo realizada aos trés dias de crescimento.

A Produgio Reagéo em Numero de
Cor Transparéncia de muco meio YMA isolados

Branca  Opaca Abundante Acida 7
Moderada Acida 79
Basica 2
Pouca Acida 14
Basica 1
Neutra 1
Translicida Abundante Acida 1
Moderada Acida 9
Rosa Opaca Pouca Acida 3
Total 117
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Introdugdo

O género Bradyrhizobium inclui bactérias que formam simbioses especificas
com determinadas leguminosas, tais como soja (Glycine max), feijgo-fava
{Phaseolus lunatus), amendoim (Arachis hypogaea), feijao caupi (Vigna un-
guiculata), Crotalaria junceae, Acacia sp., Lupinus sp., siratro (Macroptiliurm
atropurpuretim) e com a nao leguminosa Parasponia sp. (You et al., 2002).
Atualmente, existe um grande conhecimento sobre a genética das espécies
B. japonicum (Fischer, 1994) e B. elkanii (Dobert et al., 1994) simbiontes de
soja, no entanto, relativamente muito pouco se conhece sobre a genética
das demais espécies, bem como as que nodulam distintas leguminosas.

Como em muitas outras bactérias, a andlise da diversidade e taxcnomia
do género Bradyrhizobium tem sido derivada, principalmente, da analise
das segliéncias nucleotidicas do gene ribossomal 16S (16S RNAr), O uso
desse gene se deve a constatagéo de que ele é suficientemente conserva-
do, 0 que permite 0 estabelecimento de relagées evolucionarias universais,
mas com variabilidade suficiente para permitir a classificagdb taxondmica
(Menna et al., 2006).

A andlise dos genes de nodulagdo, tais como os genes nodABC, também
tem sido utilizada para determinar a diversidade genética e verificar possi-
veis eventos de transferéncia lateral de genes entre bactérias capazes de
estabelecer simbiose, sendo que sua analise tem demonstrado um elevado
grau de similaridade genética entre estirpes simbiontes de uma mesma
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planta hospedeira (Hungria & Stacey, 1997). Ao contrario de Rhizobium,
em B. japonicum, um gene adicional, nodY, precede o operon nodABC.
Este mesmo gene tem sido identificado em B. elkanii e, devido a sua
baixa homologia ac gene nodY de B. japonicum, tem sido denominado
nodK (Dobert et al., 1994). Estudos tém demonstrado que os genes nodY
ou nodK, podem estar relacionados a especificidade a Glycine max em
espécies de Bradyrhizobium (You et al., 2002).

No Brasil, diferentes instituicGes de pesquisa sfo depositarias de colegbes
de culturas de rizébios, provenientes de distintas leguminosas, sendo que a
“Colegdo de Culturas SEMIA™ do Centro de Pesquisa de Fixagao Biolégica
do Nitrogénio, da Fundag&o Estadua! de Pesquisa Agropecuaria do Rio
Grande do Sul {(FEPAGRO), é aresponsavel pela manutengéo e distribuicao
dessas estirpes. Embora essa colegdo seja um reservatorio de estirpes
de rizébios, resultantes de programas de selegdo durante décadas, muito
pouco se conhece sobre a diversidade e as relagbes genéticas existentes
entre as mesmas e suas respectivas plantas hospedeiras, em regides
tropicais. Dessa Coleg¢édo, 68 estirpes foram previamente analisadas por
Menna et al. (2006) e os resultados, com base no seqiienciamento do gene
16S RNAr, indicaram uma diversidade genética elevada, com indicativos
de possiveis novas espécies.

O estudo dos genes de nodulagao e fixagdo, assim como de outros genes
relacionados a simbiose, podem levar a identificacdo de novas espécies,
bem como a determinagdo de como esses genes séo e estdo sendo difun-
didos na natureza, estabelecendo assim, bases moleculares para o conhe-
cimento sobre os processos evolutivos que levam a elevada diversidade
nos tropicos. Desse modo, o estudo de colegdes permitira identificar genes
determinantes da especificidade hospedeira e da eficiéncia no processo
de fixagao bioldgica do nitrogénio, bem como o desenvolvimento de mar-
cadores moleculares para o uso em programas de selegao de estirpes.

Objetivo

Caracterizar a diversidade genética de 76 estirpes de Bradyrhizobium,

através da anglise do gene ribossomal 16S e dos genes de nodulagio
nodYA ou nodKA.
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Desenvolvimento

Estirpes utilizadas

Foram analisadas 76 estirpes, provenientes da FEPAGRO, denominadas
SEMIA (Secgao de Microbiologia Agricola), isoladas de 24 distintas legumi-
nosas. Trinta dessas estirpes foram previamente classificadas com base nas
seqléncias do 165 RNAr, como pertencentes ao género Bradyrhizobium
(Menna et al., 2006).

Extracio do DNA e amplificagdo por PCR da regido do DNA, que co-
difica para o gene 16S RNAr e nodYA ou nodKA

A extragdo do DNA foi realizada conforme descrito por Menna et al. (2006).
O gene ribossomal 163 RNAr foi obtido de 46 estirpes, utilizando os “pri-
mers” fD1 e rD1 conforme descrito por Weisburg et al. (1991), ja os genes
nodYA ou nodKA foram amplificados de todas as estirpes, utilizando os
“primers” nodKup e nodAp4, conforme descrito por Sterner e Parker (1999).
Posteriormente os produtos de PCR obtidos foram precipitados, utilizando
o protocolo descrito por Menna et al. (2006). Apds a precipitagéo, a concen-
tracdo do DNA de cada amostra foi verificada em gel de agarose a 1.5%,
ajustada para 40 ng DNA pL* e mantida a -20°C.

Seqlienciamento e anailise dos gene 165 rRNA e nodYA ou nodKA

Os produtos de PCR obtidos de cada estirpe (80 ng por reagio) foram
seqlienciados conforme descrito por Menna et al. (2006}, sendo que para
o0s genes nod YA ou nodKA foram utilizados os mesmos “primers” descritos
para a amplificagdo. As seqliéncias obtidas foram reunidas em “contigs”
utilizando os programas phred e phrap. Posteriormente, uma arvore filo-
genética foi construida com o coeficiente de Neighbour Joining e analise

de “bootstrap” com 2.000 repetigdes. '

Resultados e Discussio

Andlise filogenética das seqﬁénbias do gene ribossomal 165 RNAr

Aarvore filogenética resultante, apés a analise das seqiiéncias do 16S RNA,
dividiu as estirpes em dois grupos principais. Esses grupos foram relacio-
nados aos génerosfespécies de Bradyrhizobium japonicum e B. efkanii,
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Assim como reportado per Menna et al. (2006), foi possivel observar alguns
agrupamentos distintos, com estirpes apresentando discrepancia de até
1% nas sequéncias nucleotidicas em relagio as estirpes-tipo, sugerindo
que essas podem estar relacionadas a novas espécies e, desse modo,
foram classificadas como “sp.”. -

Os resultados demonstraram, também, uma elevada promiscuidade quanto
a planta hospedeira, com estirpes estabelecendo simbiose com legumino-
sas pertencentes a distintas tribos e até mesmo a distintas subfamilias, mas
nao foi possivel observar uma correlagdo evolucionaria entre as estirpes
€ suas respectivas plantas hospedeiras.

Anilise filogenética dos genes nodYA ou nodKA

A-presenc¢a dos genes nodY ou nodK, precedendo o operon nodABC, é
exclusiva do género Bradyrhizobjum. Estudos tém demonstrado que, de-
vido a baixa homologia existente entre as sequiéncias dos genes nodY e
nodK, aproximadamente 30%, esses podem ser utilizados para a distingso
entre B. japonicum e B. elkanii (Dobert et al., 1994). Em nosso estudo, a
analise das seqliéncias dos genes nodYA de Bradyrhizobium japonicum e
nodKA de B. elkanii, revelou uma elevada diversidade genética e dividiv as
estirpes em trés grupos principais. O grupo | reuniu a maioria das SEMIAs
analisadas e a estirpe de referéncia B. japonicum (USDA110). Todas as
estirpes pertencentes a esse grupe foram relacionadas, com base na
andlise do 16S RNAr, & espécie de B. japonicum ou Bradyrhizobium sp. O
grupo Il reuniu 25 SEMIAs e a estirpe de referéncia B. elkanii (USDAS4).
Com base na analise do gene 16S RNAr, as estirpes pertencentes a esse
grupo foram classificadas como B. elkanii ou Bradyrhizobium sp.

Com base nas seqliéncias do 16S RNAr, o grupo IIl reuniu as estirpes
classificadas como B. e/kanii, no entanto, as seqéncias obtidas, apés a
amplificagdo com os “primers” descritos por Stener e Parker (1999), ndo
apresentaram similaridade aos genes nodKA de B. efkanii, ou mesmo a
nodYA de B. japonicum. Dados similares foram observados por You et al.
(2002), os quais analisando estirpes de Bradyrhizobium isoladas de dife-
rentes espécies de Crotalaria e Vigna, utilizando a técnica de hibridizagéo,
observaram a formagao de um agrupamento distinto, formado por estirpes
incapazes de nodular soja e siratro. Assim como relatado em nosso traba-
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Iho, essas estirpes diferiram, significantemente, das seqiiéncias obtidas
previamente para os genes nodY ou nodK, fato que levou os autores a
sugerirem a presenga de um novo gene precedendo os genes nodABC.

Nao foi possivel observar correlagao entre a planta hospedeira e os agru-
pamentos formados, no entanto, todas as estirpes pertencentes ao grupo
Il sdo simbiontes de leguminosas n&o relacionadas & soja, sugerindo que,
assim como relatado por Yeou et al. (2002}, a presenga dos genes nodY ou
nodk pode estar relacionada a especificidade a soja.

Consideragodes Finais

Os resultados obtidos demonstraram elevada diversidade genética entre
as estirpes de Bradyrhizobium simbiontes de distintas Jeguminosas princi-
palmente quanto acs genes de nodulagéo nodY/KA. Muitos pesquisadores
concluem gque ha uma diversidade genética elevada entre as estirpes de
Bradyrhizobium e, desse modo, ndo deveriam ser nem mesmo agrupadas
em um uanico género.

Surge entdo, uma grande necessidade de caracterizar essas estirpes de
forma apropriada, a fim de identificar novas espécies, bem como genes
determinantes da especificidade hospedeira e da eficiéncia no processo
de fixagio biologica de nitrogénio.
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Introdugdo

A disponibilidade de nitrogénio (N) é um dos fatores nutricionais limitantes
a produgéo agricola, bem como para a manutengao de ecossistemas. Afi-
xacao bioldgica de nitrogénio (FBN) constitui a principal via de incorporagao
do N a biosfera. A simbiose com rizobios eficientes no processo de FBN
pode resultar no fornecimento de todo o N necessario ao desenvolvimento
de diversas leguminosas, tais como a soja (Hungria et al., 1994).

O métedo qu\e vem sendo empregado com maior sucesso no Brasil paraa -
selecdo de estirpes adaptadas para a cultura da soja consiste na inocula-
¢do de uma 4rea, sucedida por um periodo de adaptagéo e o reisolamento
das bactérias de nodulos radiculares e verificagdo da eficiéncia dessas
estirpes.

Uma das estirpes que foi obtida utilizando tal metodologia foi a CPAC 402,
Por apresentar caracteristicas contrastantes entrelagdo a inicialmente ino-
culada (como acidificagdo em meio YM acrescido de azul de bromotimol,
elevada producdo de mucopolissacarideos e eficiéncia superior na FBN
e nodulacdo), esta estirpe foi caracterizada geneticamente. Atraves da
andlise de genes ribossomais e simbidticos, constatou-se que se tratava
de uma estirpe de Sinorhizobium fredii provida de genes simbitticos de
Bradyrhizobium japonicum (dados néo apresentados)
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A estirpe CPAC 402 foi isolada de nodulo de planta de soja que havia
sido inoculada com a estirpe de B. japonicum CPAC 7, em um solo dos
Cerrados ausente de estirpes bacterianas nativas capazes de nodular e
fixar nitrogénio na soja. Desta forma supde-se que essa possa ser uma
estirpe nativa do solo dos Cerrados que tenha adquirido a capacidade de
nodular e fixar o nitrogénio em plantas de soja através da transferéncia
lateral de genes a partir da estirpe de B. japonicum inoculada.

Objetivos

Caracterizar a estirpe CPAC 402 de S. fredii quanto aos paré@metros de
produgio de melanina, PCR multiplex dos genes nolXWBTUV de S. fredii
e RSa de B. japonicum, amplificagdo por PCR e caracterizagao do gene
ribossomal 23S e obteng&o do perfil plasmidial.

Material e Métodos

Caracterizagdo da produ¢io de melanina

A produgao de melanina foi identificada em algumas espécies bacterianas,
inclusive em rizébios, sendo inicialmente descrita em estirpes de Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli. A estirpe CPAC 402 de Sinorhizobium fre-
dii foi testada quanto a tal capacidade, juntamente com estirpes padrées
das espécies S. fredii, B. japonicum e B. elkanii, segundo a metodologia
descrita por Cubo et al. (1988). Para tanto, as bactérias foram crescidas
(3 a 4 dias para as estirpes de crescimento répido e 7 dias para as de
crescimento lento) em meio TY, suplementado com L-tirosina (600pg/ml)
e CuSO, (40pg/ml). A presenga de um pigmento escuro e difuso apds a
adigdo de 0,05mL de SDS 10% em TBE e incubagdo por 24 horas é o
indicativo da produgdo de melanina.

PCR multiplex
Pastorino et al. (2003} desenvolveram uma metddologia sensivel e alta-
mente eficiente que possibilita a discriminagao entre S. fredii, B. japonicum

e S. xinjiangensis em uma Unica reagio de PCR (PCR multiplex), que foi
adotada nesta caracterizagdo. Os primers sdo baseados nas sequéncias
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dos genes noXWBTUV de S. frediie RSa de B. japonicum e a identificacéo
é feita através da presenca/auséncia de uma banda de 730kb ou de 90G
kb, respectivamente,

Amplificagdo do gene ribossomal 233

Variagbes no tamanho e nimero de fragmentos amplicados do gene ribos-
somal 23S s30 amplamente utilizados na identificagdo de estirpes (Parker,
2002). Assim, baseando-se em seqiléncias deste gene depositadas em
bancos de dados, Balatti (2005, comunicag3o pessoal) desenvolveu um

" par de primers especificos para a amplificagéo deste gene em estirpes do
género Sinorhizobium, utilizados neste trabalho.

Obtengido do perfil plasmidial

Para analisar a estirpe CPAC 402 quanto & presenga e niimero de plasmi-
deos, uma metodologia de lise das células diretamente no pogo do gel foi
adotada. Para tanto, foram obtidas culturas em meio TY das estirpes HH
103, USDA 205 e CPAC 402 de S. fredii, SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de 8.
japonicum e SEMIA 5019 e SEMIA 587 de B. elkanii. Apés a lavagem das
células, as mesmas foram resuspensas em uma solugdo de resuspensao
contendo Tris-ficoll, lisozima, RNAse e tampao de corrida e logo aplicadas
no poge do gel de agarose.

A eletroforese foi feita em gel de agarose 0,5% em TBE, porém com uma
camada (de cerca de 3mm de espessura) de gel de agarose 0,5% + SDS
15% em TBE, disposta atras do pente acrilico utilizado para formar os po-
cos do gel. O SDS auxilia na lise das células e esta metodologia garante
a integridade do DNA plasmidial.

Resultados e Discussao

Producdo de melanina

As estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (B. japonicum) e SEMIA 587 e
SEMIA 5019 (B. elkaniiy apresentaram resposta negativa (dados ndo mos-
trados), corroborando com os dados obtidos por Cubo et al. (1988).

Segundo Cubo et al. (1988), na estirpe USDA 205 de S. fredii, a produgéo de
melanina parece estar relacionada com a presen¢a de um pequeno plasmi-
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deo ndo-simbidtico; a estirpe HH 103 da mesma espécie também apresentou
tal habilidade. No entanto, n&o foi detectada a produgéo de melanina pela es-
tirpe CPAC 402, assim como a estirpe SMH 12. A correlagdo entre produgéo
de melanina e atividade simbiética ainda nao foi estabelecida, porém varias
implicagdes bioldgicas sio sugeridas (Mercado-Blanco et al., 1993).

(usonas |

Figura 1. Detecgéo daprodugdode

melanina por estirpes de

ot S. fredii.

PCR multiplex

AFigura 2 apresenta os respectivos produtos obtidos pela reagdo de PCR
multiplex. A estirpe CPAC 402 apresentou tanto a banda caracteristica da
espécie S. fredii (de 730 kb) quanto o preduto de amplificagdo de seqiién-
cias RSa (de 900kb). Goetifert et al. (2002), através do seqiienciamento
dailha simbidtica da estirpe USDA 110 de B. japonicum ressalta o grande
nimero de copias de seqiiéncias RSa nesta regido, o que foi posteriormente
confirmado por Kaneko et al. (2002), que realizou o seqiienciamento do
genoma completo da mesma estirpe. Assim, a hipbtese de transferéncia

M,
w
w
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: Figura 2. PCR multiplex. M: marca-
dor de peso molecular; 1:
SEMIA 134; 2:CPAC 402;
3:SEMIA 103; 4:SEMIA
135; 5:SEMIA 5079; 6:
SEMIA 5080; 7:SEMIA
SRR 5019; 8:HH 103; 9:USDA
Bl vl L e e 205; 10:USDA 257.
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lateral da ilha simbiética de estirpe inoculante de B. japonicum para a es-
tirpe CPAC 402 é novamente evidenciada.

Amplificagdo do gene 23S rRNA

Os produtos de PCR das estirpes de S. meliloti e S. fredii apresentaram
tamanhos variaveis, entre 506 e 344kb’ Como pode ser observado na
Figura 3, tanto as estirpes de B. japonicum quanto a estirpe USDA 5019
de B. elkanii ndo apresentaram produto de amplificagéo. A estirpe CPAC
402 de S. fredii apresentou uma banda de mesmo peso molecular que a
estirpe HH 103 da mesma espécie e das estirpes SEMIA 103, SEMIA 134
e SEMIA 135 de S. meliloti. Variagdes no tamanho entre cépias distintas
do gene ribossomal 23S sdo a provavel explicagéo para as multiplas ban-
das encontradas na estirpe SEMIA 6161 e USDA 257, como previamente
descrito por Laguerre et al. (1996).

il

M1 23 456 7 8 910 11
i o ‘J

Figura 3. Produtos de amplificagdo por PCR utilizando primers especificos para
regido do gene ribossomal 23S rRNA do género Sinorhizobium. M:
marcador de peso molecular; 1:SEMIA 6161; 2:SEMIA 103; 3:SEMIA
134; 4:SEMIA 135; 5:SEMIA 5079, 6:SEMIA 5080; 7:SEMIA 5019; 8:
CPAC 402; 9; 9.8; 10:USDA 257; 11:HH 103.

Obtengido do perfil plasmidial

Como pode ser visto na Figura 4 e corroborando com experimentos
anteriores, as estirpes estudadas de B. japonicum e B. elkanii ndo
possuem plasmideos. A estirpe CPAC 402 apresentou quatro plasmi-
deos, assim como a estirpe USDA 205; no entanto, o quarto plasmideo
apresentado no perfil possui tamanho menor do que o0 menor plasmideo
da USDA 205.
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Fi‘gura 4. Perfil plasmidial das estirpes: 1:HH 103; 2:USDA 205; 3:CPAC 402; 4:
SEMIA 5079; 5:SEMIA 5080; 6:SEMIA 587 e 7:SEMIA 5019,

Consideragdes Finais

A transferéncia lateral de genes simbidticos possui grande importancia,
pois capacita a bactéria a explorar um novo nicho ecolégico. Além disso,
a ocorréncia de tal processo abre novas perspectivas ao estudo da taxo-
nomia dos rizébios. Os resultados obtidos com o presente estudo permi-
tiram a identificacdo da ocorréncia da transferéncia horizontal de gentes
simbidticos a partir de estirpe inoculada para rizébio nativo dos solos dos
Cerrados (CPAC 402), bem como demanstrar as caracteristicas mistas
desta estirpe. O conhecimento da ocorréncia desses eventos permitira o
desenvolvimento de novas estratégias para a busca de estirpes de rizébios
mais eficientes e competitivas na FBN.
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Introdugiao

Com o seqliénciamento de varios genomas bacterianos tem sido iden-
tificada uma alta percentagem de genes resultantes de eventos de
transferéncia horizontal de genes (“horizontal gene transfer’, HGT), o
que tem gerado amplas discussdes sobre conceitos basicos em relagio
a evolugdo e especiagdo em bactérias (Gogarten & Towsend, 2005). A
identificagdo da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre
bactérias em ambientes naturais tem possibilitado um melhor entendi-
mento dos mecanismos de evolugdo, adaptagio e ocupagdo de novos
nichos ecoldgicos.

Acumulam-se, também, evidéncias de que a HGT entre diferentes espécies
de bactérias pode ocorrer em todas as categorias funcionais de genes,
inclusive os ribossomais, considerados como altamente conservados e
utilizados, hoje, como a principal ferramenta da taxonomia. Com isso, um
quadro com espécies bem definidas de procariotos parece cada vez mais
distante, ocorrendo a sobreposi¢do generalizada de varias regides gend-
micas entre espécies distintas (Gogarten & Towsend, 2005).

N&o ha praticamente informagZo sobre eventos de HGT entre bactérias nos
solos brasileiros. Uma situagdo comum e com alta probabilidade de HGT
pode residir nos processos de introdugdo e estabelecimento, no solo, de
populagdes de estirpes exégenas de Bradyrhizobium japonicum e B. efkanii
pela inoculagio de sementes de soja (Glycine max L. Merr.}. Atualmente,
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populagdes de estirpes inoculantes estéo estabelecidas em grande parte do
territério nacional, em cerca de 22 milhdes de hectares e tém sido estimadas
em 102 a 10° células viveis g de solo. Torna-se fundamental, portanto,
identificar eventos de HGT entre as estirpes exdgenas e as populagdes
nativas de rizébios do solo. Neste trabalho sdo mostradas evidéncias de
HGT em solos dos Cerrados, com a descrigdo de duas estirpes nativas de
rizébios contendo genes simbidticos de estirpes de B. japonicum utilizadas
como inoculantes.

Objetivos

Caracterizar genotipicamente estirpes de rizébios, isoladas a partir de né-
dulos de soja, com o objetivo de identificar a ocorréncia da transferéncia
horizontal de genes simbiéticos a partir de estirpes utilizadas nos inocu-
lantes para estirpes de rizébios nativas dos solos dos Cerrados.

Material e Métodos

As estirpes de rizébios utilizadas estao descritas na Tabela 1. As estirpes
foram isoladas a partir de nddulos de soja em Planaltina, DF, de uma area
cultivada com essa leguminosa ha 15 anos. A area era, originalmente,
ausente de rizobios capazes de se associar simbioticamente com a soja
e recebeu inoculantes contendo exclusivamente as estirpes de B. japoni-
cum SEMIA 566 ou SEMIA 586 (Boddey & Hungria, 1997; Santos et al.,
1999).

Inicialmente, as estirpes foram avaliadas quanto 3 eficiéncia do processo
de fixag&o biolégica do N,, em experimento conduzido em substrato estéril
e condi¢ces controladas de casa-de-vegetagdo, em blocos ao acaso, com
trés repeti¢des. Foram determinados os parametros de nodulagéo (nimero
e massa de nédulos), crescimento das plantas {massa da parte aérea) ¢
capacidade de fixagéo do N, (N total acumulado na parte aérea), segundo
Santos et al. {1999). Os dados foram submetidos & anélise estatistica
(Tukey, p<0,05). Para as avaliagbes morfolégicas (morfologia das coldnias)
e fisiologicas (taxa de crescimento e reagéo alcalina ou acida in vitro), as
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Tabela 1. Estirpes de rizébios analisadas.

Estirpes Sorogrupoe Observagdes
SEMIA 566 566 Isolada de inoculante norte-
americano em 1966.

CPAC 15 (=SEMIA 5079) 566 Variante natural da SEMIA 566
. adaptada aos solos de Cerrados e
com maior capacidade de fixagao
de N, do que a parental.

S 127, S 340, S 370, S 372, 566 Variantes naturais da SEMIA 566,

5478, 5480, 8516 obtidas pelo mesmo processo de
selegdo da CPAC 15. ,

SEMIA 586 586 Estirpe recebida da Australiaem
19686.

CPAC 7 (=SEMIA 5080) 586  Variante natural da SEMIA 586,

adaptada aos solos dos Cerrados
e com maior capacidade
competitiva do que a parental.

CPAC 390, CPAC 392, 586 Variantes naturais da CPAC 7,
CPAC 394, CPAC 402, obtidas pelo mesmo processo de
CPAC 403, CPAC 404 selegdo da CPAC 7.

estirpes foram crescidas por sete dias em meio com extrato de levedura e
manito! contendo vermelho Congo ou azul de bromofenol. A caracterizagao
genética das estirpes foi realizada peta metodologia de rep-PCR (“polyme-
rase chain reaction”), pela amplificagio do DNA das bactérias com “primers”
(REP e BOX-A1R) que reconhecem regides repetitivas e conservadas do
DNA, normalmente intergénicas, segundo as metodologias descritas por
Santos et al. (1999) e Versalovic et al. (1994), respectivamente. O gene
ribossomal 16S foi amplificado e caracterizado por PCR-RFLP (“restriction
fragment length polymorphism”) e seqitenciamento, conforme descrito por
Germano et al. (2006) e Menna et al. (2006), respectivamente. Os genes
nodY, nodA, nodC e nifH foram analisados comparativamente quanto aos
perfis de PCR-RFLP e pelas seqtiéncias nucleotidicas, segundo Laguerre
et al. (2001).
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Resultados e Discussao

Os resultados das avaliagbes da eficiéncia na fixagédo biolégica do N,
demonstraram que a maioria das estirpes variantes naturais da SEMIA
566 apresentou valores superiores em todos os parametros avaliados, em
relagéo & estirpe parental, 0 que ndo ocorreu com as variantes da estirpe
SEMIA 586, uma vez que essas foram selecionadas para maior competi-
tividade (dados ndo apresentados).

As 17 estirpes foram comparadas por rep-PCR e os resultados sao apre-
sentados na Figura 1. Com excegdo da CPAC 402 e da S 127, as estirpes
pertencentes ao mesmo sorogrupo foram agrupadas com um nivel de si-
milaridade superior a 85%, indicando um grau elevado de relagdo genética
dentro de cada sorogrupo. Além disso, a S 127 apresentou caracteristicas
tipicas de Bradyrhizobium in vitro, enquanto a CPAC 402 acidificou o meio
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Figura 1. Agrupamento das estirpes de rizébios com base nos marcadores BOX
A1R e REP, utilizando o algoritmo UPGMA {unweighted pair-group
method, with arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard.
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e apresentou grande producgao de muco. ACPAC 402 e a S 127 também
apresentaram perfis bastante distintos na analise de PCR-RFLP do 1658
rDNA (dados ndo apresentados), indicando que essas estirpes nio per-
tencem a espécie B. japonicum.

Pelo seqilienciamento total dos genes 165 rRNA, foi possivelidentificar que
a 5 127 apresenta similaridade de bases com a espécie B. efkanii, enquanto
a3 CPAC 402 com Sinorhizobium fredii. O seglienciamento dos genes sim-
bidticos relacionados & nodulagdo (nod) e fixagdo do N, (nif), nodY, nodA,
nodC e nifH das estirpes S 127 e CPAC 402 foi realizado, buscando infor-
magdes sobre possiveis transferéncias laterais de genes. A estirpe S 127
de B. elkanii apresenta o gene nodC originario de B. japonicum, engquanto
0s demais genes analisados sao enddgenos da propria espécie. Os genes
nod da CPAC 402 de S. fredii s3o originarios de B. japonicum, mas foram
identificadas duas cépias do gene nifH, uma endégena de S. fredii e outra
originaria de B. japonicum.

Consideragoes Finais

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que genes simbidticos foram,
provavelmente, transferidos horizontalmente das estirpes inoculantes de
B. japonicum, dos sorogrupos SEMIA 566 e SEMIA 586, para duas outras
espécies de rizobios nativos dos solos dos Cerrados, Sinorhizobium fredii
e Bradyrhizobium efkanii. O entendimento dos mecanismos de HGT e
seu efeito na simbiose com a cultura da soja é essencial para a busca de

novas estratégias para a obtengédo de estirpes de rizébios mais eficientes
e competitivas.

Referéncias

BODDEY, L. H.; HUNGRIA, M. Phenotypic grouping of Brazilian
Bradyrhizobium strains which nodulate soybean. Biology and Fertility of
Soils, v. 25, p. 407-415, 1997;

GERMANO, M. G.; MENNA, P.; MOSTASSO, F. L.; HUNGRIA, M. RFLP
analysis of the RNA operon of a Brazilian collection of bradyrhizobial strains



144 Embrapa Soja. Documentos, 276

from thirty-three legume species. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 58, p. 217-229, 2006.

GOGARTEN, J. P.; TOWSEND, J. P. Horizontal gene transfer, genome
innovation and evolution. Nature Reviews, v. 3, p. 679-687, 2005.

LAGUERRE, G.; NOUR, S. M.; MACHERET, V.; SANJUAN, J.; DROUIN,
P.: AMARGER, N. Classification of rhizobia based on nodC and nifH gene
analysis reveals a close phylogenetic relationship among FPhaseolus vuigaris
symbionts. Microbiology, v. 147, p. 981-993, 2001.

MENNA, P.; HUNGRIA, M.; BARCELLOS, F. G.; BANGEL, E. V.; HESS,
P. N.; MARTINEZ-ROMERO, E. Molecular phylogeny based on the 16S
rRNA gene of elite rhizobial strains used in Brazilian commercial inoculants.
Systematics and Applied Microbiology, v. 29, p. 315-332, 2006.

SANTOS, M. A.; VARGAS, M. A. T.; HUNGRIA, M. Characterization of
soybean Bradyrhizobium strains adapted to the Brazilian savannas. FEMS
Microbiology Ecolegy, v. 30, p. 261-272, 1999.

VERSALOVIC, J.; SCHNEIDER, M.; DE BRUWJIN, F.; LUPSKI, J. R.
Genomic fingerprinting of bacteria using repetitive sequence-based poly-
merase chain reaction. Methods of Molecular Cell Biology, v. 5, p. 25-40,
1994.



if Jornada Académica da Embrapa Soja 145

Avaliacao da resisténcia de genétipos de
soja dos grupos de maturacaoMe N a
percevejos sugadores de semente

José Perez da Graga'?; Oriverto Tonon?; Lenita Jacob Oliveira?; Clara Beatriz
Hoffmann-Campeo? 'Fundagio Faculdades Luiz Meneghel, Bandeirantes-PR; 2Embrapa
Soja.

Introdugao

Os insetos-praga constituem importante fator de reducgdo da produtividade
em diversas espécies vegetais cultivadas. No caso da soja, os percevejos,
em especial as especies Piezodorus guildinii, Euschistus heros e Nezara
viridula, representam uma séria ameacga a produgdo e a qualidade da
semente, dependendo da densidade populacional e da época de ataque
a cultura (Hoffmann-Campo et al., 1898).

O ataque de percevejos, durante a fase de formac¢io de graos, pode cau-
sar enrugamento e deformagdes, além de retengdo foliar ou presenga de
hastes verdes no momento da colheita (Gazzoni, 1998; Corréa-Ferreira
& Panizzi, 1999).

As pragas da soja tém sido controladas, principalmente, por inseticidas
quimicos, mas varias outras técnicas, como o controle biolégico e a resis-
téncia varietal, também tém sido pesquisadas. Apesar da importancia dos
inseticidas no controle de pragas, o uso indiscriminado é ecologicamente
nocivo, por causar resisténcia em pragas principais e surtos de pragas
secundarias, além disso, proporcionam efeitos adversos em organismos
benéficos, residuos indesejaveis nos alimentos, danos diretos aos aplica-
dores, e aumento no custo de produgao.

A utilizagdo de cultivares resistentes a insetos é, provavelmente, o Unico
método de controle que pode atender, concomitantermente, aos requisitos
de garantia de qualidade na produg&o, custo comparativo menor e maior
facilidade de utilizagéo da tecnologia A substituigdo de um controle quimi-
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co com inseticidas, por um controle natural de percevejos na cultura soja,
potencializa a adog3o desta tecnologia em larga escala e no médio prazo
(Gazzoni, 1994).

A utilizagdo de gen6tipos com essas caracteristicas de defesa (resisténcia)
a insetos pode diminuir a incidéncia das pragas, resultando em menor
perda de produgao. Alguns gendtipos de soja, na presenga de percevejos,
tém se mostrado promissores, apresentando menor dano apés o ataque
(Hoffmann-Campo et al., 2000).

Objetivos

Verificar a suscetibilidade de diversos genétipos de soja aos percevejos
sugadores de semente.

Material e Métodos

No campo experimental da Embrapa Soja, vinte e 23 cultivares do Programa
de Melhocramento (Tabela 1), separadas em dois grupos, N (tardio) e M
(Semi-precoce), foram avaliadas na presenca de infestag&o naturai de-
percevejos (P. guildinii, E. heros e N. viridufa). As parcelas experimentais
constaram de quatro linhas de 4 m de comprimento, separadas por 0,50 m
de espacamento, num total de 6 m2, Durante os 21 dias ap6s infestagao,
foram feitas de uma a trés aplicagfes de inseticida para a manutengéo da
infestacdo abaixo do nivel de dano. Ao final do ensaio foi realizada a coleta
dos graos das linhas centrais para a andlise da qualidade e a produgao. A
andlise de qualidade da semente foi visual, calculando a porcentagem de
sementes sobre o total colhido, separando as em boas, médias e ruins,
conforme o sintoma do dano por percevejo. Foram avaliados a porcenta-
gem de gréos e produgéo.

Resultados

Porcentagem de sementes boas, médias e ruins nos grupos de ma-
turagioMe N
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Tabela 1. Genétipos testados e numero de aplicagdes de inseticidas para
o controle de percevejos sugaderes de sementes.

Grupo M N° de aplicagbes Grupo N N° de aplicagbes
BRI01-22379 1 BRI 01-15067 2
BRI01-22430 1 BRI01-21523 1
BRI01-20552 1 BRI01-21851 2
BRI01-895 1 BRI01-18344 1
BRID1-7346 1 BRIQ1-7316 2
BRI98-18797 1 BRI01-11556 2
BRI98-641 1 BRQ96-3065 1
BRQ95-115 1 BRQ95-799 3
EMBRAPA-48 3 BRS-134 2
BRS-134 1 BRS-215 2
DOWLING 1 BRI03-3887 2

BRI03-5376 2

Os resultados do grupo (M) sdoc mostrados na Figura 1A. Para esse gru-
po, 0 maiar € o menor percentual de sementes boas (%SB) foi observado
nos gendtipos BR0O1-895 e BRI01-20552. Para semente média (%SMj},
observou-se o oposto, com a maior %SM, sendo produzido pela cultivar
BRI01-20552 € a menor por BRI01-895. A maior porcentagem de semente
ruim {%SR) foi verificada em BRIS8-641. e a menor na cultivar Dowling.

Em relagéo aos resultades referentes ao grupo N (Fig. 1B), observou-se
que a BRQ96-3065 apresentou maior %SB que BRI01-21523. A maior
%SM foi atribuida a BRIQ1- 11556 e a menor BRQ96-3065. A maior %SR
foi observada em BRI01-21523 e a menor em BRQ96-3065.

Segundo os niveis de danos cbservados em cada um dos tratamentos do
grupo M foi realizada uma aplicagdo de inseticida (Tabela 1), exceto na par-
cela testemunha, Embrapa-48, ande foram feitas trés aplicagées. O nimero
de aplicagdes de inseticidas foi maior no grupo N, onde a maicria dos ge-
nétipos recebeu duas pulverizagGes. Entretanto, os gendtipos BR01-21523,
BR01-18344 e BRQ 3065 ndo atingiram o nivel de dano e foram pulverizados
apenas uma vez. A linhagem BRQ85-799 necessitou de trés pulverizagdes
devido o nivel do dano ter atingido valores superiores ao permitido.
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Figura 1. Porcentagem de sementes boas, médias e ruins de soja, em gendtipos
dos grupos de maturagéo M (A) e N (B).

Produgio de grios e Porcentagem nos genétipos do grupos de ma-
turacaoMe N

Os resultados da Figura 2A para os materiais do grupo M, evidenciam que
a maior producao foi obtida pela cultivar BRS-134 (2.474 kg/ha), e a menor
para BRI01-20552 (1.512 kg/ha). O maior porcentual de-gréos (%SB +
%SM) ocorreu na cultivar Dowling € o menor na linhagem BRI98-641.
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Figura 2. Produgio (kg/ha) por parcela e porcentagem de graos (% SB + %SM)

Os dados referentes ao grupo N estio descritos na Figura 2B. A cultivar
BRS-134 foi a mais produtiva (2.430 kg/ha) € a menos produtiva foi BRS-215
(1.512 kg/ha). A maior porcentagem de gréos foi verificado pelo genétipo
BRQ96-3065 e a menor em BRI01-21523.

Os dados obtidos sugerem que para o grupo M, o genétipo mais promis-
sor como fonte de resisténcia foi BRI01-895, g por produzir mais de 2.000
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kg/ha e com porcentagem de gréos acima de 80%. No grupo N, apenas
dois gendtipos produziram acima de 2.000 kg, BRS-134 e BRQ96-3065,
tendo esse tltimo apresentado a maior % SB, com apenas uma aplicagao
de inseticida.
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Introdugdo

A mancha foliar de mirotécio em soja, causada por Myrothecium roridum,
foi descrita no Brasil, em 1980 (Almeida et al., 1980) e, recentemente, em
algoddo (Chitarra & Meyer, 2004).

Isolados mantidos em meio de cultura, como BDA, apresentam diferentes
coloragéo e morfologia micelial.

Segundo Lima et al. (1997), foram detectadas variabilidade morfoldgica e
variagbes na atividade de isoesterase entre isolados de M. roridum, obtidos
de leucena e meldo. Aparentemente, essas caracteristicas mostravam a
ocorréncia de variabilidade genética do patégeno, como observado por
Graga, J. P. (Comunicacdo pessoal, 2005).

Embora a utilizagio de avaliagbes morfologicas e isoenzimaticas sejam
uteis, métedos moleculares tém propercionado melhores resultados no
estudo da diversidade genética entre isolados.

Este trabalho objetivou avaliar a diversidade genética de isolados de M.
roridum, obtidos de soja, algod&o e meldo, utilizando marcador molecular
tipo RAPD (Random Amplified pelymorphic DNA) e comparagdes quanto
aotamanho de fragmentos amplificados da regido ITS (Internal Transcribed
Spacer).
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Material e Métodos
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Vinte e trés isolados obtidos de plantas de soja, algod&o e meldo (Tabela 1}
foram utilizados para anélises morfolégica e molecular. Isolados desenvolvidos
em meio de BDA (batata-dextrose-agar) foram incubados a 26°C e, posterior-
mente, repicados a partir de um tinico conidio, originando culturas monos-
poricas, utilizadas neste trabatho. Os conidios foram raspados da superficie
da coldnia desenvolvida e utilizados para avaliagao do tamanho fongitudinal.
Trinta conidios foram avaliados, descartando-se a maior e a menor leitura.

Tabela 1. Origem dos isolados de Myrothecium roridum.

Isolado Local de coleta Material de isolamento
1 MA-20 Balsas-MA Folha soja
2 MA-67 Tasso Fragoso-MA Folha algodao
3 MA-72 Riachio-MA Bractea algodao
4 MA-73 Riachao-MA Folha soja
5 MA-74 Riachdo-MA Folha algodao
6 MA-75 Tasso Fragoso-MA Folha algodéo
7 MA-76 Tasso Fragoso-MA Maca algodao
8 MA-77 Tasso Fragoso-MA Folha soja
9 MA-81 Riachao-MA Folha soja
10 MA-82 Tasso Fragoso-MA Folha algod&o
" MA-83 Tasso Fragoso-MA Semente soja
12 MA-84 Tasso Fragoso-MA Semente soja
13 781 Monte Carmelo-MG Folha soja
14 782 UFRPE-Recife-PE Raiz melao
15 783 UFRPE-Recife-PE Raiz meléo
16 784 UFRPE-Recife-PE Fruto meldo
17 785 UFRPE-Recife-PE Fruto meldo
18 787 PA Soja
19 789 MT Soja
20 790 MT Soja
21 791 TO Soja
22 792 BA Soja
23 793 MG Soja
24 794 GO Soja
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Cadaisolado foi cultivado em meio liquido e o micélio formado, apds lavado,
foi utilizado para exitragdo de DNA, (Almeida et al., 2003). O DNA de cada
amostra foi mantido a — 20°C até ser utilizado em RAPD (Williams et al.,
1990}, com o uso de primers decameros ou para amplificagdo da regido
ITS, utilizando primers descritos por White et al. (1997).

Resultados e Discussio

Este trabalho constitui a primeira demonstragao cientifica da diversidade ge-
neética de isolados de Myrothecium roridum, no Brasil, por meio de métodos
meleculares. Vinte e trés isolados obtidos de algodao, soja e meldo foram
agrupados em nove grupos, de acordo com os coeficientes da matriz de
similaridade, estabelecenda um corte de 80% de similaridade genética.

Os grupos A, B, C, F e G foram constituidos com apenas um isolado, en-
quanto os grupos D e E possuem 15 e 3 isolados, respectivamente (Fig.
1). Os ceeficientes de similaridade do grupo D variou de 80 % a 100%,
enquanto a variagdo no grupo E foi de 81% a 100%.

As diferengas observadas mostram que a maioria dos isolados de soja,
algodao e meldo possuem alta similaridade. No entanto, ha trés isolados
de soja (MA-20, MA-73, MA-83} e um de melao (781) que apresentam
baixa similaridade com os demais. Os isolados do Maranho (grupos D e
E) apresentam alta similaridade.

Aamplificagso da regiso ITS mostrou gque o tamanho do fragmento de DNA
amplificado pelos primers ITS1 e ITS4, que corresponde a regido entre os
genes 165 e 23S e inclui 0 gene 5,8 S foi de 620 pb. Estudos adicionais
com digestao por enzimas de restricdo estdo em andamento.

As médias das avaliagbes de comprimento dos conidios estdo entre as
médias citadas para este género. No entanto, os isolados 783 e MA-77
apresentaram o maior (8,64 pm) e o menor (5,94 pm) comprimento, res-
pectivamente.

Os dados obtidos sugerem que, ha significativa diversidade genética entre
os isolados de M. roridum, o que deve ser considerado num programa de
melhoramento genético.
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Figura 1. Dendbgrama obtido através dos perfis de bandas gerados com RAPD
para 24 isolados de Myrothecium roridum. O célculo de similaridade foi
realizado utilizando o coeficiente de DICE (UPGMA).
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Figura 2. Tamanho médic de conidios de diferentes isolados de Myrothecium
roridum, desenvolvidos em meio de batata-dextrose-agar.
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Introdugao

A cultura da soja se beneficia do processo de fixagao biologica do N,
(FBN), dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados. Atualmente, qua-
tro estirpes de Bradyrhizobium sdo recomendadas para a formulagéo de
inoculantes comerciais no Brasil, duas pertencentes a espécie B. elkanii,
a SEMIA 587 (recomendada no periodo de 1968 a 1975 e apds 1979) e
a SEMIA 5019 (=29W), recomendada desde 1979 e duas estirpes de B.
japonicum selecionadas pela Embrapa Cerrados, a SEMIA 5079 (=CPAC
15) e a SEMIA 5080 (=CPAC 7), que vém sendo recomendadas desde
1992.(Hungria et al., 2006). A estirpe SEMIA 5079 pertence ao mesmo
sorogrupo da SEMIA 566 e, no Brasil, essas estirpes apresentam baixa
competéncia saprofitica, contudo, logo depois se estabelecem no solo
fortemente (Hungria et al., 2008).

A importancia de determinagio dos genes da estirpe SEMIA 5079, de
alta competitividade e eficiéncia de fixagdo do N, reside em que, com o
langamento de cultivares de soja mais produtivas, uso de novas praticas
agricolas e o cultivo em solos inoculados anteriormente, torna-se neces-
sario selecionar estirpes mais eficientes e competitivas, bem como isso
ira facilitar a identificaco das estirpes estabelecidas nos solos brasileiros,
para futuros estudos em FBN.
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Realizar o seqilenciamento completo de um genoma de bactéria, porém,
é um processo caro e demorado, que estd muito além da capacidade
da maioria dos laboratérios. Uma estratégia alternativa seria a de se-
glienciamento parcial de genomas. Esta demonstrado, por exemplo, que
informagbes importantes e representativas da estrutura e do conteudo do
genoma de Sinorhizobium fredii NGR234 puderam ser obtidas a partir do
seqiienciamento parcial € ao acaso de bibliotecas de DNAdo tipo “shotgun”
(Viprey et al., 2000).

Para o desenvolvimento deste trabalho, o objetivo foi de realizar a cober-
tura de 10% a 15% do genoma da estirpe SEMIA 5079, procurando genes
relacionados a capacidade saprofitica, & competitividade e a eficiéncia do
processo de fixagao biolbgica do N,

Material e Métodos

Apartir dos péletes obtidos de células da estirpe SEMIA 5079, crescidaem
meio de cultura Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), centrifugagéo a
10.000 g por 20 minutos e estocagem a -70°C, o DNA gendmico das bac-
térias foi extraido pele método usual descrito por Sambrook et al. {1989).

O preparo da biblioteca “shotgun”, conforme descrito por Fleishmann et al.
{(1995), envolveu a purificagio do DNA e fragmentagéo ao acaso, por meio
mecanico (nebulizagio). O DNA misturado com glicerol a 50% e NaOAc
3M foi nebulizado por 30 segundos a uma presséo de 2 kgf cm?, a fim
de obter fragmentos de 500 pares de bases (pb) a 3 kb. A fragmentagao
foi confirmada em gel de agarose a 1%. A seguir, as extremidades foram
reparadas e fosforiladas pelo fragmento enzimatico Klenow da DNA po-
limerase de Escherichia coli. Os fragmentos foram separados em gel de
agarose “low melting” (g.a.). Apds a recuperagao dos fragmentos a partir
do gel de agarose, os mesmos foram colocados para se ligarem ao vetor
pUC18 digerido com a enzima de restricdo Smal-BAP e defosforilados
com a enzima T4 DNA ligase. Apos a ligagao, o material foi utilizado para
transformagéo de células de E. cofi estirpe DH10B, através da técnica
de eletroporagio. As células foram plaqueadas em meio Luria-Bertani
(Sambrook et al., 1989) contendo ampicilina (100 pg.mL"), IPTG e X-gal
e as bactérias foram crescidas durante a noite a 37°C.
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No processo de seqgiienciamento, coldnias brancas individuais (clones re-
combinantes) foram incculadas em placas de crescimento de cultura com
96 pogos contendo meio “Terrific Grow - TB" (Invitrogen™). As bactérias
foram crescidas com agitagdo de 150 rpm, a 37°C, "overnight”. As placas
de crescimento de cultura foram utilizadas para estoque em glicerol (80%)),
sendo entdo reinoculadas. Apés o crescimento, foram obtidos péletes por
centrifugagio a 4.000 rpm, por 8 min. O DNA foi, entdo, extraido pelo
método de rompimento alcalino. Apés o rompimento da parede celular
das bactérias, os restos de parede celular, polissacarideos e proteinas
remanescentes foram seletivamente precipitados com KOAc 3M (acetato
de potassio estocado a 4 °C, pH 4,7-4,9). O sobrenadante foi filtrado por
filtros dltiplos (MultiScreen, Millipore) para obtengdo do DNA que atraves
da filtragem e purificagéo, foi ressuspenso em agua, verificando a con-
centragdo em gel de agarose a 1%. O DNA precipitado foi seqlenciado
utilizando o “kit" “DYEnamic™ ET dye terminator”. As reagbes de PCR foram
realizadas com os “primers” “Universal’ e “Reverso”, para a amplificagéo
dos genes. Os produtos da reag@o foram analisados em um seqlienciador
automatico (MegaBace1000, Amersham), pelo método dos terminadores
fluorescentes.

As leituras obtidas foram submetidas & analise de bioinformatica, realizada
no LNCC, com o “software” para SABIA (System of Automated Bacterial
Integrated Annotation), que integra varios programs de dominio publico
para a montagem e a anotagao de genomas (Almeida et al., 2004).

Resultados e Discussao

Foi validada uma biblioteca, totalizando 2.198 leituras, 88% com boa
qualidade, possuindo menos de 10% de vetores. Foram lidas 24 placas,
que resultaram em 2.470.301 pares de bases (pb), 1.036.812, as quais
com qualidade igual ou superior a 20 (Tabela 1). Estimando o genoma
em 9.000.000 de pb, essas bases de bea qualidade seriam suficientes
para cobrir cerca de 11,5% do genoma. Contudo, pela natureza da bi-
blioteca “shotgun”, em que varios fragmentos correspondem a seqiién-
cias idénticas, a cobertura obtida, até o presente momento, & de 6,63%
(Tabela 1).
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Tabela 1. Leituras e cobertura obtidas no genoma de B. japonicum SEMIA
5079 (CPAC 15).

Parametro Situagéo

Nimero de bases depositadas (bp) (sem vetor) 2.470.301 (100%)
Nimero de bases com qualidade >=20 (bp) 1.036.812 (39,43%)
Numero de bases com qualidade >=30 (bp) 744,334 (28,31%)
Numero de bases de vetor (bp) 158.931 (6,04%)
Média do tamanho das leituras {bp) 1123,89
Namero total de leituras 2.198
Namero de leituras de bases sem vetor (<=10% 1.939
vetor)
Numero de leituras de 10-80% de bases de vetor 211
Numero de leituras com mais que 80% de bases 48
com vetor
Tamanho estimado do Genoma (bp) 9.000.000
Cobertura do Genoma 597.517

{6,63% do tamanho

estimado do genoma)

Abusca de genes putativos com ferramentas da bicinformética ja resultou
em 560 “contigs”, definindo, cada um, no minimo uma ORF (“open reading
frame”) ou “CDS” (coding DNA sequence). Comparando com o genoma
ja seqiienciado da estirpe USDA 110 de B. japonicum, em que foram en-
contradas 8.317 CDSs (Kaneko et al., 2002), o nimero ja detectado nessa
etapa inicial do panorama gendmico é equivalente a, no minimo, 6,7% dos
genes putativos da SEMIA 5079. Ja foram identificados, nesta estirpe, genes
putativos que codificam enzimas do metabolisme do N, como a glutamato
sintetase e a urease, do metabolismo dos acidos graxos, do metabolismo
do Fe, como a bacterioferretina e receptores de Fe, que podem estar
envolvidos, tanto com a capacidade competitiva, através da produgéo de
sideréforos, como com a absorgdo do Fe, genes condificando a sintese
de flagelos, entre outros. Também foram identificados genes de nodulagéo
{nodl, nodN) e fixagdo de N, (fixG, fixK2, fixJ, fixL, fixN, fixO, fixP, fixQ).
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Conclusio

A estratégia alternativa de seqiienciamento parcial de genomas por
“shotgun” mostra-se eficiente para a prospecgao de genes de interesse,
relacionados a fixagao do N,, & capacidade saprofitica e & competitividade
da estirpe SEMIA 5079.
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Producio de fitoalexinas e suscetibilidade
de diversos genétipos de soja ao
tamandua-da-soja Sternechus subsignatus
em casa de vegetagao
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Introducao

A soja é hospedeira de um namero consideravel de insetos-pragas, no
Brasil (Hoffmann-Campo et al., 2000). Os mais freqlientes e capazes
de causar danos severas na soja s8o Anticarsia gemmatalis {Hubner),
Euschistus heros (Fabricius), Nezara viridufa (Linnaeus) e Piezodorus
guildinii (\Westwood) (Panizzi & Correa-Fereira, 1997). Entretanto, existem
outros insetos que, embora tenham distribuig&o mais restrita, também
possuem alta capacidade de causar danos a cultura.

O tamandua-da-soja (Sternechus subsignatus Boheman) comegou a ser
observado em lavouras de soja, a partir de 1973, em algumas areas da
regido tradicional de cultivo da soja (RS, SC e PR). Com a expanséo da soja
para outros locais, a praga comegou também a preocupar os agricultores
dessa regido, tendo sido observada em algumas lavouras dos estados
do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e, em maior intensidade, no Oeste
da Bahia. Em geral, os maiores ataques tem sido verificados nas regides
mais frias. Nestas, onde é feita a semeadura direta da scja sem rotacdo de
culturas, o desenvolvimento de espécies de coledpteros é facilitado, pois
passam longo periodo em hiberna¢ao no solo, como o tamandua-da-soja
(Hoffmann-Campo et al.,1990). Como tanto os adultos quanto as larvas
podem danificar a planta, o potencial de danos é grande, principalmente
quando a populago é alta e ocorre na fase inicial de desenvolvimento da
cultura. Nessa situagao, pode haver perda total da favoura.
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Os adultos sdo gorgulhos de aproximadamente 8 mm de comprimento,
coloragao preta e listras amarelas no pronoto e nos élitros, formadas por
pequenas escamas, (Hoffmann-Campo et al.,1991) Para realizar a postura,
a féemea faz um anelamento na haste principal, cortando toda a epiderme,
onde deposita seus ovos. As larvas se desenvolvem no interior do caule,
no local do anelamento, onde se forma uma galha que ultrapassa o seu
diametro.

Materiais e métodos

Os ensaios foram realizados na safra 2005/06, em casa-de-vegetagéo
(temperatura média de 26+2°C e umidade relativa de 83+2%), testando-se
BR 16, PI227687, PI171451, BRQ96 3065, Vigoja, BRS 134, BABR03-1211
e BABRO04-682, em situagdo de livre-escolha (ensaio 1) e confinamento
(ensaio 2). Nos dois ensaios, o delineamento foi inteiramente casualizado,
com 10 repetices e a cuitivar BR 16 foi utilizada como padréo de sus-
cetibilidade. No ensaio 1, cada parcela foi constituida por uma caixa de
amianto, medindo 6,4m?, coberta com gaiola telada contendo duas plantas
de cada um dos genétipos testados. Para a realizag&o dos experimentos,
os adultos foram coletados em areas com infestagdo da praga no municipio
de Mau4, PR, sendo as infestagdes realizadas 40 dias apbs a semeadura
da soja. Em cada gaiola foram colocados nove casais de S. subsignatus,
sendo os mesmos retirados 10 dias apos a infestagdo. No ensaio 2, cada
repeticdo constou de um vaso de 8L, com trés plantas do mesmo genotipo
e coberto com gaiola telada para conter trés casais, mantidos assim por
oito dias. Cerca de 20 dias apods a infestagdo, nos dois ensaios, 0s danos
por alimentagéo (raspagens de 1 a 5 cm hos ramos e caule ou trifoliclo
cortado) e as posturas foram contados.

Paralelamente, foi instalado um ensaio com os mesmos gendtipos para
avaliar as concentragbes de flavondides (rutina, genistina, daidzina e glici-
tina), assim como identificar aqueles com maior capacidade de responder
ao ataque da praga, produzindo fitoalexinas (gliceolinas). Para isso, caules
com e sem danos em anel foram cortados 24, 48, e 72 horas apos o ataque
do inseto; os caules coletados foram pesados e macerados com 5ml da
solugdo de MeOH aquoso (80%), filtrados e secos na capela. Os extratos
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obtidos foram analisados através de técnicas cromatograficas, sendo as
amostras ressolubilizadas em 1ml de MeOH 80%. Uma aliquota de 20 pl
foi injetado no cromatografo liquido de alta performance (HPLC), para a
identificagdo das substancias de defesa.

Resultados e Discussao

Confirmando estudos anteriores {Oliveira & Hoffmann-Campo, 2004) o
teste de livre-escolha foi mais eficiente para discriminar os genétipos. Em
relagdo ao numero de posturas, todos os genétipos foram semelhantes
ao padrdo (BR 16), mas a Pl 171451 apresentou maior nimero de ovos,
diferindo de BABR03-1211 ¢ BABR04-682 (Tabela 1). Nesses dois Gltimos
genoétipos, também se observou um menor niimero de danos, quando
comparados com o padrdo (‘BR 16’} e aos demais gendtipos. Quando se
avaliou o somatdrio dos danos (dano total), a cultivar Vigoja foi o genétipo
preferido pelo inseto e observou-se a mesma tendéncia, ou seja, o inseto

Tabela 1. Numero .d'e posturas e danos causados por Sternechus
subsignatus, em diversos genotipos de soja, em situagao de
livre-escolha e confinamento.

Livre-escolha Confinamento
Gendtipo Nun;)ero por caixa Nurgero por vaso
anos por 2en ancs por 2
Posturas a!imentacao‘ Dana total Posturas alimentacéo‘ Dano total
BR 16 0,8810,44 ab 4,50:£0,37 ab  5,2510,65 ab 7.78t1.96 7,101,666 18,7011,51
BRQ 96-3065 0,8010,36ab 3,3010,47b  4,10%0,57 be 4,30+1,07 10,1041,44  157010,30
BRS 134 1,33£0,4%ab 4,67+047ab 557¢0,90ab 5444159  9,20:1,32 16,8911,43

BABR 04-682 0,30:+0,30b 200£0,37¢  2,30:0,80c - - -
BABR031211 0,20:0,13b  1,90:0,23¢  2,10:028¢ - < - -
PL171 451 15610562 4.70:0,56ab 6,700,932 6,804168  85041,21 16,80£1,92
Pl 227 687 0,40:0,222b 4,10:0,55ab 4,50:058ab  3,30%1,12  7.80+1,57 12,80#0,84
Vigoja 1,00:044 ab 533:024a 6504045ab  7,90:166 6308117 1570161
Valor de F 2,80" 10,76 ** 9,74™ 7.312ns  1.010ns  2076ns

¥ Dano por alimentagdo (raspagens de 1 a 5 cm nos ramos efou caule} + trifoliolo cortado +
postura

2 Dano total= dano por alimentagao e postura+planta morta
Prohabilidade de F; * 0,01; ** <0,001; ns ndo-significativo ou <0,05.
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preferiu 0s demais genétipos em detrimento a BABR03-1211 e BABR04-
682. Em situagéo de confinamento, néo houve diferenca significativa entre
os gendtipos testados.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que os gendtipos testados
produziram compostos induzidos apés o ataque de S. subsignatus, uma
vez que as testemunhas n&o apresentaram a produgio de gliceolinas,
as fitoalexinas da soja. Vinte e quatro horas apés a infestacdo ja houve a
produgéo de fitoalexinas (gliceolina), em todos os gendtipos. A variedade
Vigoja e a linhagem BRQ 96-3065 apresentaram resposta ao coleéptero
em todos os tratamentos (48h e 72h) em todas'as repetices. Devido &
mortalidade das plantas, em fungdo do ataque do inseto as Pl 1711451
e Pl 227687 n&o sdo apresentadas. Quanto maior foi o tempo de dano
maior o pico de gliceolina. Como exemplo, na Figura 1 s&o apresentados
0s cromatogramas da cultivar Vigoja, em todos os tratamentos.

Tabela 2. Produg&o de fitoalexinas (gliceclinas) em diversos genétipos, de
soja em caules obtidos em 24h, 48h e 72h apds o dano causado
por Stemechus subsignatus.

Genétipo Testemunha 24 horas 48 horas 72 horas

1" 2" 3" 47 2T 3T 4T 2T 3T {7 7 3
BRQ 96-3066 - - - + + 0 + + o+ + o+ o+
Pl 171451 - - = + + 0 0 0 0 0 0 0
PI227687 - - = + + 0 0 0 O 0 0 0
VIGOJA - - = + o+ o+ + o+ o+ + O+ o+

{-) Plantas que nao apresentaram gliceolina

(+) Plantas que apresentam gliceclinas

(0) Plantas danificadas e mortas pelos danes causados pela praga
'/ Repetigfes:1,2e 3
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Testemunha
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Figura. 1 Cromatogramas do cultivar Vigoja em todos os tratamentos, destacando
0s picos de gliceclinas
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Tolerancia ao Cowpea mild mottle virus e
sua concentracdo relativa em soja

Tatiana Mituti'; Alvaro Manoel Rodrigues AlmeidaZ. *Graduanda de Biologia, Centro
Universitario Filadélfia, Londrina, PR; 2Embrapa Soja, amra@cnpso.embrapa.br

Introdugido

Os organisimos patogénicos associados & soja, tais como fungos, bacterias
e virus, podem causar sérias perdas na produgao dessa legumincsa. Nos
tltimos anos, surgiram varios organismos prejudiciais a esta cultura, den-
tre eles a podridio parda da haste, o oidio e a necrose da haste da soja
(Cowpea mild mottle virus). Em margo de 2003, em Palotina, PR, foram
coletadas plantas da cv. CD 206 com intensos sintomas de necrose da
haste, dos peciolos e dos brotos, redugao do porte e até morte de plantas
{Almeida et al., 2002).

Através de analises bioldégica e molecular, foi confirmada a presenca de
um carlavirus semelhante aquele identificado como Cowpea mild moltle
virus (CPMMV), que causa a doenca denominada de Necrose da Haste da
Soja (VNHS). O CPMMV tem se espalhado rapidamente para as diversas
regides produtoras de soja, no Brasil, e & transmitido por mosca branca
{Bemisia tabaci).

O trabalho teve como objetivo verificar o nivel de sintoma da planta cor-
respondente a concentragdo relativa do virus, determinada através da
técnica de ELISA indireto, e a influencia da temperatura no aumento da
concentragdo viral.

Material e Métodos

Plantas de sojadas cvs. BRSMT Pintado e BRS 133, consideradas resisten-
tes, e CD 206 e BRS 136, consideradas suscetiveis, foram inoculadas com
suspensao viral, obtida a partir da maceragao de tecido foliar sintomatico,
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na presenga de tampao fosfato de potassio 0,01M, pH7, utilizando carvio
vegetal finamente moido como abrasivo, Apds a inoculagéo; as plantas
foram lavadas e mantidas em casa-de-vegetagdo, em temperatura de
28°C. As avaliagdes, quanto ao nivel de sintoma (1 a 4), foram feitas 20
dias ap6s a inoculagéo. O mesmo experimento foi repetido em condiges
de baixa temperatura (média 20°C).

As folhas do trifélio imediatamente acima das folhas primarias, inoculadas,
e as folhas do terceiro trifolio foram utilizadas, isoladamente, para o teste
de Elisa.

O teste de ELISAindireto (Koenig, 1981) foi feito utilizando anti-soro obtido
pela imunizagdo de coelhos com preparagdes purificadas do CPMMV. A
imunoglobulina G (IgG) foi obtida apés purificagéo do anti-soro. A diluigdo
da IgG foi de 1:300. O extrato vegetal foi utilizado na diluigéo de 1:2500.
Amostras de folhas de soja sadia foram utilizadas como controle negativo.
As placas foram submetidas a leitura de absorbancia em 405 nm, apés 40
minutos da aplicagéo do substrato (p-nitrofenilfostato).

Em outro experimento, procurou-se avaliar a concentragéo viral da planta
aos 8, 16 e 32 dias apds inoculagdo. O follolo central de todos os trifélios,
de cada planta inoculada, foi coletado e utilizado na analise.

Resultados e Discussio

Através do teste de ELISA, o VNHS foi quantificado, e, nos primeiros tri-
félios obtiveram-se as absorbancias de 0,425, 0,257, 0,092 e 0,142, nas
cultivares BRSMT Pintado, BRS 133, CD 206 e BRS 136, respectivamente.
Nos trifdlios mais novos, a absorbancia foi de 0,565, 0,454, 0,362 e 0,370,
em BRSMT Pintado, BRS 133, CD 206 e BRS 138, respectivamente.

As plantas assintomaticas das cvs. BRSMT Pintado e BRS 133 possuiam
maior concentragéo de virus do que as plantas das cvs. suscetiveis (CD
206 e BRS 136). Assim, essas cultivares foram denominadas como tole-
rantes ao CPMMV. Também constatou-se que, em baixas temperaturas,
o nivel dos sintomas aumentou nas plantas suscetiveis e nas tolerantes.

Outro fato importante observado foi a maior concentragio relativa de virus
nos trifélios mais novos.
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No experimento de diferentes épocas de coleta das folhas, constatou-se
o inicio do declinio da concentragdo relativa de virus aos 16 dias apds a
inoculagdo das plantas.

O virus causador da necrose da haste da soja & transmitido pela mos-
ca-branca {Bemisia tabaci);, no entanto, o controle do vetor € inviavel. A
melhor alternativa de controle & através de cultivares resistentes/toleran-
tes. AvaliagBes de campo mostraram que algumas cultivares séo assinto-
méticas, enquanto outras apresentam recuperagdo. Dentre as cultivares
assintomaticas, verificou-se a tolerancia de BRSMT Pintado e BRS 133.

Cultivares assintomaticas ndo podem ser consideradas resistentes, ne-
cessitando diagnose para confirmagéo da presenga de virus. A concen-"
tragio viral tende a diminuir nas plantas infectadas. Plantas suscetiveis
n3o apresentaram recuperacdo e, entre 350 gendtipos do banco ativo de
germoplasma testados, nenhum foi resistente ou imune ao CPMMV. '
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Introducgao

Adversidades climaticas, como o aumento de temperatura e periodos de
estiagem cada vez mais frequente tem representado um serio problema a
produgao agricola em todo o mundo. No Brasil, a seca tem afetado consi-
deravelmente a cultura de soja, promovendo perdas significativas.

A adogio de estratégias moleculares visando & obtengéo de plantas com
maior tolerancia a seca tem sido utilizada, com sucessao, em espécies como
Arabidopsis thaliana (Kasuga et al., 1999), trigo (Pellegrineschi, et al., 2002),
tabaco (Kasuga et al., 2004) etc. Entretanto, um fator importante nestas
estratégias € a utilizagio de construgbes génicas que possuam regides
promotoras ativadas somente no momento do estresse.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia de indugéo do pro-
motor rd29A estresse induzido obtido de A. thaliana em plantas de soja,
ap6s déficit hidrico.

Materiais e métodos

A indugdo do promotor rd29A foi analisada em material proveniente da
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cultivar BR16, sensivel a seca, transformada com a construgfo rd29A:GUS
em ensaio histoquimico e fluorimétrico de acordo com Lacorte (1999).

No ensaio histoquimico o material utilizado correspondeu as plantas
nomeadas P1234, P1251 e P1263A (Fig. 1). De cada planta foi coletado
um foliclo, € como controle positivo, foi coletado um foliclo de uma planta
transformada com a construgdo 35S:GUS. Os foliolos foram divididos em
oito partes correspondendo aos tempos 0, 30, 60, 80, 120, 150, 180 ¢ 210
minutos de desidratagbo celular em estufa a 37°C para a indugéo do pro-
motor rd29A. Ao final de cada tempo, foi adicionado o tampéo de reagéo
X-GLUC, e a placa contendo as amostras foi incubada a temperatura de
37°C, aproximadamente 16 horas.

Para o ensaio fluocrimétrico, foram coletados trés foliolos da planta rd29A:
GUS nomeada 440. Os foliolos foram novamente divididos nos tempos
de desidratagio celular, colocados em placa de Petri e levados a estufa
a 37°C para a indugdo do promotor rd29A. Posteriormente, foi feita a
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Figura 1. Atividade de GUS em foliolos da planta 440 expressa em pmoiMU ug
proteina™ min' apés os tempos de desidratagdo celular.
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maceracao do tecido vegetal utilizando tamp&o de extracdo. A leitura das
amostras foi realizada em fluorimetro, assim como a determinagdo da
concentrag&o de proteina total em cada extrato e o célculo da atividade
especifica de GUS.

Resultados e discussio

Através do ensaio histoquimico foi possivel verificar a indug&o do promotor
rd29A em tecido foliar das plantas P1234, P1251 e P1263A sob condi-
¢des de desidratagdo celular. Diferengas de coloragdo entre os tempos
de indugéo e entre as plantas também foram observadas e podem estar
relacionadas ao tamanho das amostras e a idade foliar. Entretanto, nimero
de copias do inserto, assim como o local de inserg&o no genoma, podem
influenciar diretamente os niveis de express&o do transgene (Reddy et al.,
2003; Somers & Makarevitch, 2005).

O promotor rd29A foi ativado nos primeiros trinta minutos de desidratagao
celular e mostrou aumento crescente até noventa minutos, apos esse
periodo houve uma diminuigdo e a expressdo maxima ocorreu em 180
minutos (Figura 1). De acordo com Yamaguchi-Shinozaki et al. (1993)
a indugdo maxima do promotor rd29A em A. thaliana ocorre em duas
fases, entretanto anélises mais precisas estao sendo realizadas em soja.
Os resultados observados também indicam que o promotor rd29A de A.
thaliana € reconhecido pelos mecanismos de percepgéo de déficit hidrico

presentes em soja e demonstra a rapida indugio do promotor rd294 em
situagbes de déficit hidrico.

Considerando a complexidade do mecanismo de resposta ao déficit hidri-
co, o controle da expressdo génica é uma caracteristica importante para
a transferéncia genética quando relacionado a fatores de transcricio que
controlam a expressdo de uma série de genes em resposta a seca, como
DREB1A. A utilizagao de um promotor estresse induzido como rd294 pode
diminuir efeitos negativos promovido pelo uso de promotores constitutivos
tomo 35S, assim como, promover a tolerancia & seca permitindo o aumento

nonivel de expressdo apenas em condigdes de déficit hidrico, sem redugao
da produtividade da cultura.
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Introducgao

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja e um dos poucos
com potencial para aumentar a produgéo no futuro, dado a existéncia de
areas ainda nao cultivadas e a crescente demanda mundial por predutos
de soja. Entre os problemas que afetam a produgao de soja no Brasil, a
ferrugem asiatica, doenga causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd
& Syd., tem causado enormes danos econémicos. Perdas de produtividade
maiores que 75% ja foram observadas quando nenhuma medida de controle
da doenga foi aplicada (Yorinori et al., 2005).

Até o momento, ndo existem cultivares de soja resistentes a ferrugem asia-
tica e, o que torna é imprescindivel a identificagéo e o desenvolvimento de
cultivares resistentes. Quatro genes de resisténcia a ferrugem asiatica foram
descritos na literatura: Rpp1, Rpp2, Rpp3 e Rpp4 (Hartwig e Bromfield,
1983; Hartwig, 1986). Genes de resisténcia também foram identificados
em outros gendtipos, como a FT-2, uma cultivar brasileira (Arias et al,,
2004). Quando a doenga foi primeiramente detectada no Brasil todos estes
genes eram efetivos. Entretanto, em 2003, um isolado de P. pachyrhiziin-
fectou plantas portadoras dos genes Rpp7, Rpp3 e pelo locus identificado
na cultivar FT-2. Atualmente, dos genes descritos na literatura, somente
o Rpp2 e o Rpp4 permanecem efetivos (Arias et al., 2004). Em trabalho
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desenvolvido na Embrapa Soja, os genes Rpp2 e Rpp4 foram mapeados
nos grupos de ligagdo J e G, respectivamente (Silva et al,. 2006a; Silva et
al,. 2006b). Entretanto, os marcadores que foram descobertos flanqueando
esses genes estio a distancias muito altas dos respectivos foci para se-
rem utilizados na selegdo assistida por marcadores (SAM), em programas
de melhoramento. O objetivo deste trabalho foi saturar com marcadores
microssatélites os grupos de ligagdo J e G nas regides de localizagdo dos
genes Rpp2 e Rpp4, possibilitando utiliza-los na SAM.

Materiais e Métodos

Para o mapeamento dos genes Rpp2 e Rpp4 foram utilizados cruzamentos
entre a cultivar “BRS-184" e as Pls 230970 e 459025, respectivamente.
Das plantas F,, foram obtidas populagtes segregantes F,, compostas por
130 e 80 individuos, para o mapeamento dos genes Rpp2 e Rpp4, respec-
tivamente. Tais populagdes foram inoculadas com o fungo P. pachyrhizi e
avaliadas fenotipicamente quanto a resisténcia, mediante a identificagao
de lesBes RB, caracteristicas de gendtipos resistentes, e de lesdes TAN,
caracteristicas de gendtipos suscetiveis.

Trifblios dos gendtipos parentais e dos individuos das populagdes segregan-
tes foram submetidos a extragdo de DNA, amplificagao de microssatélites
e & analise dos fragmentos amplificados (Cervigni 2004). Inicialmente, os
primers de microssatélites foram testados nos parentais para verificar po-
limorfismo. Foi utilizada a estratégia de bulks segregantes. Os marcadores
polimérficos entre os bulks foram testados nas populagbes F, e a informa-
¢do genotipica gerada foi cruzada com a informagéo fenotipica oriunda da
avaliagio de resisténcia para a confirmagéo da ligag&o.

A proporgdo de segregagdo para os marcadores e para a resisténcia a
doenga foi analisada pelo teste do 2 Para a analise de ligagao, o progra-
ma GQMOL.
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Resultados

Para a saturacao do grupo de ligagdo J na regido de localizagio do gene
Rpp2 foram testados entre os parentais os primers Sat_366, Satt244,
Satt620, Satt621, Sct_001, Sat_255 e Sat_361, dos quais foram polim&rfi-
cos 0s primers Sat_366, Satt620, Sct_001, Sat_255. No grupo de ligagéo G
na regido de localizagdo do Rpp4, foram testados os marcadores Sct_199,
Satt472, Satt612, AF162283 e Sat_143, sendo polimdrfico apenas o mar-
cador AF162283.marcadorAF162283. Nao houve distorgdo de segregagéo
significativa para nenhum dos loci de microssatélites, analisados de acordo
com o teste do x? (P>0,05). A andlise de ligagdo mapeou o locus Rpp2 a
7,3 ¢cM do marcador Satt255 e a 5,6 cM do marcador Satt620, no grupo de
ligacdo J. Olocus Rpp4 foi mapeado a 1,3cM e 12,3 cM dos microssatélites
Satt288 e AF162283, respectivamente, no grupo de ligagdo G.

GLJ] GLG
Satt529 Satt012
}r'{g Cn Sat_093
110 EM Sct_001 9, cM
7’34 " Sat_255 Satt199
C
I
Rpp2 6,54cM Satts17
5,62 cM 2,50 <M Satt503
Satt620
4,80 cM 14,49 cM
Sat_366
Satt288
1,89 cM Rpp4
22,51 cM 12,76 cM
AF162283
Sattsa7

12,30 cM

Satt191

Figura 1. Mapas dos grupos de ligagdo (GL) J e G evidenciando as regides de
localizagad dos genes Rpp2 e Rpp4. (lado esquerdo: distancias em cM
e lado direito: marcadores microssatélites identificados).
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Consideragodes Finais

Os marcadores identificados neste estudo apresentaram distancias menores
dos respectivos genes de resisténcia do que as encontradas anteriormente,
sendo estas satisfatérias para a utilizagdo dos mesmos em programas de
melhoramento. O préximo passo sera a analise destas populagGes com
outros marcadores, como RFLP, SCAR e AFLP, para a obten¢gdo de um
mapa mais saturado. Outros genes de resisténcia a ferrugem asiatica foram
recentemente identificados pela equipe de Melhoramento da Embrapa Soja
os quais estdo sendo mapeados. Com 0 mapeamento desses genes de
resisténcia, a introdugdo conjunta dos mesmos em cultivares comerciais
sera grandemente facilitada pelo uso da SAM,
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JIRCAS; Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
- CNPq, Financiadora de estudos e Projetos - FINEFP e Empresa Brasileira
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Introdugao

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Sydow & Sydow, & atualmente a doenga mais devastadora que afeta a pro-
ducdo de soja em regides tropicais e subtropicais (AVRDC, 1992). Desde
seu aparecimento no Brasil, em 2001, esta doenga tem causado serias
redugdes nos rendimentos da cultura. Perdas de produtividade maiores
que 75% ja foram observadas quando nenhuma medida de controle da
doenga foi aplicada (Y&rinori et al., 2005).

Até o momento, ndo existem cultivares resistentes a ferrugem asiatica no
Brasil e o Gnico método de controle da doenga € a aplicagéo de fungici-
das, 0s quais $&0 nocivos ao meio ambiente e oneram substancialmente
a produgdo. Portanto, é imprescindivel a identificagio de materiais e o
desenvolvimento de variedades resistentes. Quatro genes de resisténcia
a ferrugem asiatica foram descritos na literatura: Rpp?, Rpp2, Rpp3 e
Rpp4 (Bromfield e Hartwig 1980, Mclean e Bith 1980, Hartwig e Bromfield
1983, Hartwig 1986). Genes de resisténcia também foram identificados em
cultivares brasileiras, como a FT-2 (Arias et al., 2004). Quando a doenga
foi primeiramente detectada no Brasil todos estes genes eram efetivos.
Entretanto, em 2003, uma nova raga de P. pachyrhiziquebrou a resisténcia
conferida pelos genes Rpp1, Rpp3 e pelo locus da cultivar FT-2.

A alta variabilidade genética do fungo causador da doenga e a tendéncia
de quebra rapida de resisténcia s&o as principais causas da atual neces-
sidade de se encontrar novas fontes de resisténcia ou tolerancia. Estudos
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moleculares prévios mostraram que genétipos originados do Japac e do
nordeste da China apresentam alta diversidade genética entre si e uma
relagéo distante com genotipos brasileiros (Yamanaka et al., 2005). Assim,
esses materiais poderiam contribuir para aumentar a variabilidade genética
da soja no Brasil. O objetivo deste estudo foi identificar fontes de resisténcia
ou tolerancia a ferrugem asiatica entre genotipos de soja (Glycine max) de
origem japonesa e chinesa.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido na estagao experimental da Embrapa Soja,
em Londrina, Parana, de novembro de 2005 a maio de 2006. Foram ava-
liadas de 5 a 16 repetigbes de 225 variedades provenientes do Nordeste
da China, 38 variedades japonesas e 5 variedades de resposta conhecida
a ferrugem asiatica, para serem utilizadas como padréo de resisténcia e
suscetibilidade: a cultivar suscetivel BRS154 e as variedades portadoras
de genes de resisténcia P1200492 (Rpp1), P1230970 (Rpp2), Pl462312-
Ankur (Rpp3) e Pi458025 (Rpp4). Os gendtipos chineses foram previamente
caracterizados quanto a 20 caracteristicas importantes como peso de 100
graos, teor de proteina e lipidios, periodo de florescimento e maturagao, re-
sisténcia a doengas e insetos, entre outros (Yamanaka e Okabe, 2005).

As sementes foram germinadas em camara de germinagao e transplantadas
para vasos plasticos em casa de vegetagao. A inoculagdo foi realizada em
estagio V4 mediante a aplicagdo de uma suspenséo de esporosem dgua + -
0,5% de tween20, em uma concentragio de 105,000 esporos/mL. Dezenove
dias apds a inoculagé@o as plantas foram avaliadas quanto a: coloragio
das lesdes, sendo a coloragio castanho-clara (do inglés light tan ou TAN),
caracteristica de gendtipos suscetiveis, e a coloragdo marrom-avermelhada
(do inglés reddish-brown ou RB), caracteristicas de genétipos resistentes;
percentual de esporulagio analisado através de uma tabela diagramética
(Godoy, 2005); grau de esporulacao, sendo os gendtipos classificados
como portadores de ngnhuma, pouca ou muita esporulag3o, e; presen¢a
ou auséncia de amarelecimento precoce e abscis&o foliar. Para confirmar
os resultados desta avaliagao, um segundo experimento foi montado em
camara de crescimento utilizando as sementes dos gendtipos avaliados
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no primeiro experimento e classificados como resistentes ou tolerantes.
Os mesmos critérios e procedimentos adotados no primeiro experimento
foram utilizados no segundo.

Resultados

Os resultados do primeiro experimento mostraram que nenhum dos 263
genétipos apresentou imunidade ou fenétipo com lesGes RB sem formagéo
de esporos e urédia (Tabela 1). Entretanto, foram identificados seis gen6-
tipos chineses e um japonés que apresentaram lesbes RB com formagao
de esporos e urédia e dois gendtipos chineses que apresentaram lesbes
TAN, mas n3o tiveram amarelecimento precoce e absclsdo prematura de
folhas devido & doenga (Tabela 1). Os outros 254 genétipos foram susceti-
veis a ferrugem, apresentando os sintomas tipicos da doenca e lesdes tipo
TAN (Tabela 1). No segundo experimento, algumas das variedades nao
puderam ser avaliadas por dificuldade de germinag&o e indisponibilidade
de sementes. Os resultados da avaliagdo do primeiro experimento foram
confirmados em relagéo a coloragéo de lesdes para todas as variedades,
exceto a QingDou (Tabela 2). Em relagéo & quantidade de lesdes e ao
grau de esporulagéo, houve diferengas entre o primeiro e o segundo ex-
perimento para todas as variedades avaliadas (Tabela 2). Tais diferengas
podem ser certamente atribuidas a diferengas de press&o de in6culo entre
os dois experimentos. Em relagio ao amarelecimento precoce e abscisao

Tahela 1. .Reac;éo de 38 variedades japoneéas e 225 variedades chinesas
ao fungo P. pachyrhizi.

N° de variedades

Categoria Japdo  China
Auséncia de lesdes (reagdo imune) 0 0
Presenga de lesGes RB, sem urédias e esporulagao 0 0
Presenca de lesbes RB, com urédias e esporulagéo 1 6
Presenga de lesdes TAN, sem amarelamento e abscis&o foliar 0 2
Presenca de lesdes TAN, com amarelamento e absciséo foliar 37 217

Total 38 225
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foliar prematura, foram confirmados todos os resultados (Tabela 2). Entre
as variedades classificadas como resistentes e tolerantes foi possivel iden-
tificar duas que foram mais promissoras: a DaLiZi, por apresentar lesGes
RB de baixa esporulagio e a LuPiDou por apresentar poucas lestes TAN
de moderada a alta esporulagdo sem contudo amarelecimento precoce e
abscisao foliar prematura. Estes resultados indicam que tais variedades
poderao serimportantes fontes de resisténcia vertical e tolerancia, respec-
tivamente. Entretanto, para confirmar o potencial de tolerancia apresen-
tado pela LuPiDou, avaliagdes de produtividade com e sem a aplicagao
de fungicidas em situagéo de infecgdo com ferrugem asiatica deverao ser
realizadas.

Conclusao

Amaioria dos gendtipos selecionados para avaliagdo foram caracterizados
como suscetiveis para Phakopsora pachyrhizi. Entretanto, foram encon-
trados materiais importantes sob o ponto de vista de seu potencial como
fonte de resisténcia ou tolerancia. Espera-se que estes gendtipos ajudem
a aumentar a variabilidade genética existente nas cultivares brasileiras
mediante sua utilizagdo em programas de melhoramento.
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Introdugao

A maioria das plantas selvagens e cultivadas produz metabdlitos secun-
darios constitutivos ou induzidos por estresses externos que atuam na
sua defesa contra pragas. As substancias constitutivas fazem parte da
estrutura da planta, enquanto as induzidas, denominadas fitoalexinas, sao
produzidas apés ser elicitadas por agentes estressantes externos. Essas
substancias s&o primariamente fungitdxicas, podendo afetar negativa-
mente outros organismos como 0s nematdides e os insetos. Em soja, as
fitolexinas mais comuns sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo
dos isoflavondides.

Os isoflavondides s@o comuns em leguminosas sendo as isoflavonas ge-
nisteina, daidzeina e gliciteina e seus glicosideos 0s mais freqlientemente
em soja. As concentra¢bes de genisteina e daidzeina foram marcadamente
diferentes quando se comparam cultivares de soja (Carrdo-Panizzi et al,
1999). Esses compesios sao primariamente constitutivos, mas depois de
serem danificadas por percevejos, observou aumento significativo de sua
produg@o em vagens imaturas (Piubelli et al., 2003). Isoflavondides com
caracteristica de fitdalexinas sdo relativamente comuns em soja, sendo as
gliceolinas (pterocarpanos) e o coumestrol (coumestrans) os mais citados,
principalmente em relagéo a protegdo da planta. Apos o atague de nema-
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téides de cisto (Heterodera glycines) et raizes (Huang e Baker, 1991) e
da falsa-medideira (Pseudoplusia includens) em folhas de soja (Liu et al.,
1992), observou-se a produgio de gliceolinas, que foi maior nas cultivares
resistentes do que nas susceptiveis. O composto fendlico denominado acido
salicilico tem sido citado como fater impertante na indugio de resisténcia
a viroses e bacterioses (Nawrath et al., 2006). O objetive deste trabalho
foi identificar compostos quimicos induziveis por estresses causados pela
ferrugem asiatica em seu estadio infeccioso, comparando gendtipos resis-
tentes, tolerantes e suscetiveis submetidos ou nae a doenga.

Materiais e Métodos

Nos testes, utilizaram dois gendtipos de soja, Pl 230970 e Pl 459025, que
possuem genes de resisténcia a ferrugem asiatica; uma cultivar considerada
tolerante, BRS 231, e uma suscetivel a doenga, BRS184. As plantas foram
cultivadas em camara de crescimento (24°C, fotofase=12h) e 21 dias apds
a semeadura, quande se encontravam no estadio V3-V4 de crescimento,
foram inoculadas com esporos de ferrugem, contendo 24.000 esporos/ml
em solugdo de agua + espalhante adesivo tween, foi pulverizada sobre
as plantas. Nas testemunhas, foi aplicado apenas agua + fween. A tltima
folha completamente expandida de cada genétipo foi retirada a um e cinco
dias apés a aplicagdo de fungo ou agua. Foram resfriadas em nitrogénio
liguido e armazenadas a -80°C, para posterior andlise. A confirmagao da
infecgao por ferrugem foi realizada trés semanas apos a inoculagio. Aca-
racterizagdo dos gendtipos, os tratamentos e ¢ estadio de desenvolvimento
da soja quando se realizou a infecgdo € no momento da coleta das folhas
para analise sdo apresentados na Tabela 1.

Para a realizagdo das andlises cromatograficas, os foliolos foram descon-
gelados, moidos e pesados, sendo uma aliquota de 500 mg submetida a
extragao com 90% de metanol (MeQH) em &gua, o extrato obtido mantido
em ultra-som por 20 minutos, filtrado e seco sob fluxo de nitrogénio gasoso.
Cada amostra seca foi re-solubilizada em 1mL de MeOH 80% e filtrado, uti-
lizando filtro de seringa “Acrodisc”; 20uL dessa solugdo foram injetados em
um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia - HPLC {Shimazu, Model SPD-
M10A VP) equipado uma coluna especifica para andalises de flavondides
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Tabela 1. Caracterizagdo dos genttipos, tratamentos e o estadio de
desenvolvimento da soja no momento da infecgdo e da coleta
das folhas para analise.

Estagio de

- Reagéo & . Estagio de
Gendtipo Tratamento desenvolvimento - .
ferrugem na inoculago desenvolvimento
PI230970 Resistente Rop2  C/ esporos V3-V4 V3(1dai)-V3(5dai)
S/ esporos V3-V4 V3(1dai)-V4(5dai)
P14590256 Resistente Rpp4  C/ esporos V3 V3(1dai)-V3{5dai)
S/ esporos V3 V3(1dai)-V3(5dai)
BRS231  Tolerante C/ esporos V3-V4 V3(1dai)-V4(5dai}
S/ esporos V3-v4 V2{1dai)-V4(5dai)
BRS184  Suscetivel C/ esporos V4 V3(1dai)-V4(5dai)
S/ esporos V4 V3(1dai)-v4(5dai)

* Estagio das amostras coletadas (ultimas folhas adultas abertas). dai: dia apds inoculagao

(fase reversa do grupo octadesil: CLS-ODS-C18-M). O fluxo do solvente
foi de 1 mL/min e a absorbancia do espectro foi medida a 260nm e 280nm.
Os compostos foram eluidos em um sistema de gradiente linear composto
por 2% de acido acético (HOAg, solvente A), e da mistura de MeOH: HOAC:
agua (18:1:1, solvente B). Padrées das isoflavonas conjugadas genisteina,
daidzeina e gliciteina (glucosil, malonil e acetil) e as respectivas agliconas
foram também injetadas, assim como o padrao de &cido salicilico e a mis-
tura dos trés isdmeros mais comuns das gliceolinas.

Resultados e Discussao

Nos cromatrogramas, néo foram detectadas grandes diferengas entre os
tratamentos. O acido salicilico que esta relacionado a resisténcia sistémi-
ca adquirida (SAR) néo foi detectado em nenhum dos extratos. Porem, o
flavono! canferol e seus glicosideos foram detectados em todos cultivares
e todos os tratamentos. Glicosideos baseados em quercitina também fo-
ram detectados em todas as cultivares e tratamentos, incluindo BRS 184.
Entretanto, essa substancia nio foi observada nos quatro tratamentos de
BRS 231. Os flavonaides, incluindo as gliceolinas, ndo apresentaram ne-
nhuma relagéo nem com a resisténcia das Pls 230970 e 459025 ou com a
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tolerancia a ferrugem da cultivar BRS 231, por si mesmos, nem tampouco
pelos estadios antecipados de desenvolvimento da ferrugem da soja.

Uma substéncia desconhecida, com espectro tipico de flavona e com tem-
po de retengdo entre 36 a 37min, foi detectada nos extratos de BRS 231
e da Pl 459025 (um dia-agua, um dia-ferrugem e cinco dias-agua). Essa
substancia, entretanto, nao foi observada nos extratos dos outros genétipos
(BRS 184 e Pl 230970), parecendo nao estar relacionada com a ferrugem
da soja. Por outro lado, malonil genisteina, considerado um dos metabdlitos .
intermediario das gliceolinas, foi observado nos quatro tratamentos em um
pico bem resolvido na Pl 458025, ou co-eluindo com o flavono! canferol na
cultivar BR 184. Os demais tratamentos nao apresentaram esse composto.
A produgdo dessa substancia parece nao ter sido induzida e nem estar
relacionada a resisténcia a ferrugem. Ainda, nao foi possivel observar ne-
nhuma relagéo da ocorréncia de malonil genisteina com gliceolinas. Esta
possui trés isoformas (gliceolina |, lll e 1V), todas analisadas neste estudo.
Adgliceclina IV ndo foi detectada, mas as isoformas | e |ll foram detectadas
em pequena quantidade, na maioria das amostras. A gliceolina | foi detec-
tada na linhagem Pl 230970 (com gene Rpp2) no tratamento um dia apés
a inoculagéo, na Pl 459025 (com gene Rpp4), também no tratamento um
dia apés a inoculagdo, e na BRS 184 (suscetivel), no tratamento cinco dias
apés a inoculagdo. Nao se observou gliceolina 1 em nenhum tratamento
sem inoculagdo (agua) e na BRS 231 (tolerante). Observou-se que esse
flavonéide foi preduzido de maneira diferente pelos gendtipos resistenies
a ferrugem asiatica (Pl 230970 e Pl 459025) que possuem genes mais
eficazes contra a ferrugem da soja no Brasil. A produg&o de gliceolina I,
logo apés a inoculagao desses gendtipos, indica que a sua produgdo pode
ter sido induzida pela infec¢édo pelo fungo. Com base nesses resuitados,
é possivel que: (i) a reagdo mediada pela gliceolina |, nas duas cultivares
resistentes, ocorre mais rapidamente do que na suscetivel; (i) a infecgdo
na cultivar tolerante ocorre mais tardiamente, comparada com cultivares
resistentes ou suscetiveis, sendo possivelmente essa a razdo da BRS 231
n&o produzir gliceolina I.

Aprodugao de gliocelina Il foi também em quantidade muito pequena, sendo
detectada nos quatro tratamentos ¢ em todas as cultivares . Entretanto,
observou-se que as diferengas na producgdc entre os gendtipos € nos
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estadios de desenvolvimento foram menos relacionadas a resisténcia a
ferrugem, uma vez que essa também foi observada nos tratamentos nao
inoculados.

Devido & agressividade da ferrugem asiética, esperava-se que os flavo-
néide fitoalexinas pudessem ser induzidos pela doenga em seus estadios
de desenvolvimento mais precoces e que fossem produzidos unicamente
em gendtipos resistentes. Entretanto, isto ndo ocorreu e, para elucidar
completamente o sistema de resisténcia contra a ferrugem da soja, estu-
dos adicionais precisam ser realizados, principalmente no que se refere
ao tempo de resposta das plantas a inoculagéo com o fungo causador da
ferrugem asiatica.
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Introdugao

A produgao mundial de soja cresceu, de 1970 a 2003, cerca de 333%,
passando de 43,7 para 189,2 milhdes de toneladas. Em 2004, o Brasil foi
o segundo maior produtor mundial de soja, atras dos EUA, e a frente
da Argentina, com uma produgéo de 50 milhdes de toneladas ou 25%
da safra mundial, estimada em 216 miihdes de toneladas {Conab,
2005; Embrapa, 2006).

No entanto, alguns fatores diminuem a produtividade da cuitura, destacan-
do-se as doengas causadas pelos nematsides fitoparasitas, em especial
os nematoides de galhas, do género Mefoidogyne. Os prejuizos anuais na
produgao mundial causados por estes patogenos sao estimados em 11%
devido a reducao da quantidade de graos colhidos e 0 aumento dos gastos
com medidas de controle e defensivos agricolas (Barker, 1998).

No entanto, o metodo de controle mais eficiente, pratico e economicamente
viave! ao produtor é o uso de cultivares resistentes (Ferraz, 2001). Assim,
frabalhos de pesqguisas visando identificar genes expressos durante a
relacdo parasitaria de nematéides e a sele¢do de genes de resisténcia a
M. javanica sao desejaveis para aprimoramento e obten¢do de genodtipos
resistentes a estes fitopatégenos, sendo esta uma das principais metas
dos programas de melhoramento.
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Em trabalhos anteriores uma proteina de chogue térmico de baixo peso
molecular com provavel fun¢édo de chaperona molecular foi identificada
em genotipos de soja resistentes e suscetiveis ao M. javanica. O sequen-
ciamento da regido promotora do gene Gmhsp 17.6-L (n° de acesso no
Genbank M11317) em materiais resistentes e suscetiveis apresentou
diferengas, onde uma maior inser¢do de repeticdes AT(n) foi observada
nos individuos resistentes (Fuganti et al., 2004). Um ensaio de protegao
de ribonuclease foi feito visando determinar se a insergao/delecao estaria
causando inativagdo génica em um dos genotipos. No entanto, foi obser-
vado que ambos genotipos apresentam expresséo do gene Gmhsp17.6-L
em tratamentos inoculado e ndo inoculado com o fitoparasita.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi analisar quantitativamente a
expressdc do gene Gmhsp17.6-L, visando identificar se o tamanho da
insercdo poderia estar alterando os niveis de expresséo da proteina e isto
estar relacionado com a resisténcia/suscetibilidade ao nematéide.

Materiais e Métodos

Utilizando a técnica de PCR em tempo real, linhagens de soja resistentes
(gendtipo PI593099) e suscetiveis (cultivar BR$133) ao nematdide de
galhas M. javanica, e uma amostra de individuos resistentes (JF7002,
JF7027 e JF7056) e suscetiveis (256-S, 259-S e 266-S) resultante deste
cruzamento foram analisados quanto a expressio do gene Gmhsp 17.6-L.
As sementes foram colocadas para germinar em cAmara de germinagéo e
apos 7 dias as plantulas foram transferidas para casa de vegetagéo. Em
tubetes de plastico, os materiais foram inoculados com juvenis do nema-
téide, na concentragio de aproximadamente 650 J, por planta.

As coletas de material biolégico foram feitas apés 1, 3 e 6 dias de inocu-
lagédo. Raizes das plantas nos tratamentos inoculado e nao inoculado de
todos os materiais foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido.
RNA total foi extraido, utilizando o reagente Trizol conforme instrugdes do
fabricante. Em seguida foi feita a sintese de cDNA, para a analise de PCR
em tempo real, utilizando primers oligodT. Para confirmagéo da presenca
do nematdide, amostras de raizes foram coradas com fucsina acida, ob-
servadas em lupa e fotografadas.
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Uma curva de eficiéncia foi feita com diferentes concentragdes de cDNA
visando determinar a concentragdo ideal para 0 PCR em tempo real. As
reagdes de PCR para quantificagdo relativa foram preparadas em triplicatas
utilizando um bulk de cDNAs dos trés dias de coleta de raizes nos trata-
mentos inoculado e n3o inoculado, para as diferentes amostras testadas.
O gene rRNA 18S (n° de acesso no Genbank X02623.1) foi utilizado como
controle enddgeno. Todas as andlises de expressao génica foram feitas
utilizando-se o software SDS (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Para
analise dos parentais, a expressdo do parental resistente PIS25099 néo
inoculado, (valor 1) foi utilizado como calibrador e para a analise da popu-
lagio o calibrador utilizado foi a amostra resistente JF7056 néo inoculado
(valor 1).

Resultados e Discussao

A coloragao das raizes com fuscina &cida comprovou que a inoculagao
com o J, do nematdide Meloidogyne javanica foi eficiente, pois em todos
os materiais inoculados a presenga do nematoide foi observada, tanto nos
parentais como nos individuos da populagao.

Os resultados demonstram que comparando-se as amostras resistentes
e suscetiveis, 0 gene possui maior expressao nos genoétipos resistentes
inoculados, tanto para os parentais (Gréafico 1} como para a populagéo
(Grafico 2).

Estes resultados sugerem, portanto, que a presenga das repetigbes AT(n)
na regido promotora do gene Gmhsp17.6-L pode de alguma forma favore-
cer uma maior expressio desta proteina na presenga do nematéide e uma
vez que chaperonas moleculares participam de processos celulares que
promovem a protecéo da célula em situagbes de estresse, este mecanismo
pode estar relacionado com a maior/ menor resisténcia a nematoides.
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Grafico 1. Quantificagdo relativa do gene Gmhsp 17.6-L para os parentais susce-
tivel, BRS133 e resistente, P1595099, nos tratamentos inoculado e ndo
inoculado com juvenis do nematdide M. javanica. . O cDNAutilizado nas
reagdes consistia em bulks das trés datas de coletas apos ainoculagdo
com juvenis do nematdide.
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Grafico 2. Quantificagéo relativa do gene Gmhsp 17.6-L para os individuos susce-
tiveis (2565, 2595 e 2665) e individuos resistentes (JF7002, JF7027 e
JF7056), da populagao resultante do cruzamento BRS133 x PI585099,
nos tratamentos inoculado e ndo inoculado com juvenis do nematbide
M. javanica. . O cDNAulilizado nas reagbes consistia em bulks das trés
datas de coletas apds a inoculag&o com juvenis do nematodide.
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Quantificagao relativa da expressio do
gene xiloglucana endotransglicosilase em
linhagens de soja resistentes e suscetiveis

a Meloidogyne javanica
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Alberto Arrabal Arias?; José Renato Bougas Farias?; Alexandre Lima Nepomuceno?,
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Introdugao

O consumo mundial de soja e seus derivados tém crescido a um ritmo
medio anual de cinco milhdes de toneladas. A produgéo mundial de soja na
safra 2004/2005 chegou a 213,2 milhdes de toneladas (Embrapa, 2006).
Neste cenario os EUA disparam em volume e continuam no topo do ranking
com 85,02 milhdes de toneladas. O Brasil ostenta a privilegiada posigéo de
segundo maior produtor de soja, com 51,09 milhGes de toneladas, cerca
de 28% do total mundial.

Estima-se que, aproximadamente 10 milhées de toneladas da safra bra-
sileira de 2004 tenham sido perdidas devido a fatores abiéticos e biéticos
{Conab, 2005) e dentre estes estio as doencas causadas por nematdides
fitoparasitos. A obtencdo de maiores rendimentos com menores riscos na
produgédo da soja, devido a perdas ocasionadas por nematéides, demons-
tram a urgéncia da necessidade de se tentar amenizar esse problema
através de tecnologias mais aprimoradas (Ferraz, 2001).

Em resultados preliminares de analise de microarranjos de DNA, utilizando
uma biblioteca de ¢cDNA com materiais inoculados com o nematside de
galhas, Meloidogyne javanica, o gene que codifica a enzima xiloglucana
endotransglicosilase (XET) (n° de acesso no GenBank Al495154) foi dife-
rencialmente expresso no parental resistente inoculado. Esta enzima esta
envolvida no processo de espessamento da parede celular que ocorre
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em determinadas plantas submetidas a estresses tais como o ataque de
nematoides e tem sido relatada na literatura como sendo um mecanismo
de defesa, sendo por esta razdo escolhida para o estude de PCR em
tempo real.

Assim, ¢ objetivo deste trabalho foi analisar a expresséo do gene que
codifica a enzima xiloglucana endotransglicosilase (XET) em diferentes
linhagens de soja resistentes e suscetiveis utilizando a técnica de PCR
em tempo real (RT-PCR).

Material e Métodos

Sementes de linhagens parentais de soja resistentes (genatipo PI595099)
e suscetiveis (cultivar BRS133) ao nematoide Meloidogyne javanica e se-
mentes de individuos resistentes (JF7002 JF7027 e JF7056) e suscetiveis
(256-5, 259-S e 266-8) resultantes do cruzamento entre estes parentais
foram colocadas para germinar em camara de germinacgdo. Apos 7 dias
as plantulas foram transferidas para tubetes contendo areia na casa de
vegetacdo e em sequida, foram inoculadas com uma suspensao contendo
1200 juvenis (J2) do nematdide por planta. Raizes de todos os materiais
foram coletadas nos tratamentos de um, trés e seis dias ap6s a inoculagio
e armazenadas a —80°C. Para confirmagio da presenga do nematéide,
amostras de raizes foram coradas com fucsina acida, observadas em lupa
e fotografadas.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol conforme instrugdes
do fabricante. Em seguida, foi feita a sintese de cDNA, utilizando primers
oligodT.

Uma curva de eficiéncia foi feita com diferentes concentragdes de cDNA,
para se determinar a concentra¢éo ideal a ser utilizada nas analises. As
reagfes de PCR foram preparadas em triplicatas, e um controle endo-
geno, o gene rRNA 185 (n° de acesso no Genbank X02623.1) também
foi incluido. A quantificacao relativa foi realizada primeiramente com' os
parentais utilizando bulks de cDNA das trés datas de coleta nos tratamen-
to inoculados e ndo inoculados com © nematdide resultando em quatro
bulks. Posteriormente, a quantificagéo relativa foi feita em individuos da
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populagio, resultando em seis amostras resistentes: JF7002 inoculado e
nao inoculado, JF7027 inoculado e nacinoculado, JF7056 inoculado e ndo
inoculado, e seis amostras suscetiveis: 256-S inoculado e n&o inoculado,
259-S inoculado e ndc inoculado 266-S inoculado e n&o inoculado. Todas
as andlises de expressao génica foram feitas utilizando-se o software SDS
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA).

Resultados e Conclusdes

A coloragdo das raizes com fuscina acida comprovou que a inoculagdo
com o J2 do nematdide Meloidogyne favanica foi eficiente, pois em todos
os materiais inoculados a presenga do nematéide foi observada, tanto nos
parentais como nos individuos da populag&o.

A quantificagao relativa da expresséo do gene XET nos parentais indicou
gue ele se expressava em todos os materiais, porém em diferentes niveis
(Grafico 1).

0 _
mPI595099 inoc WPI595099 ndoinoc [OBRS 133 incc |BRS 133 ndo inac

Grifico 1. Grafico mostrando ¢ parental resistente PI535099 ndo inoculado, utiliza-
do como calibrador (valor 1) e a expresséo do gene da XET, no parental
resistente P1595099 inoculado, parental suscetivel BRS133 inoculado
e nfo inoculado. O cDNA utilizado nas reagfes consistia em bulks das
trés datas de coletas apds a inoculagae com juvenis do nematéide.
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Como os niveis de expressdo no material resistente inoculado foram su-
periores aos outros materiais, uma quantificagéo relativa deste gene nos
individuos da populagéo também foi realizada (Grafico 2).
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Grafico 2. Grafico mostrando a quantificag&o relativa da expressé&o do gene XET
nos individuos da populagéo. A amostra resistente JF7027 n&o inoculada
foi utilizada como calibrador (valor 1). O ¢DNA utilizado nas reagbes
consistia em bulks das trés datas de coleta apds a inoculagdo com
juvenis do nematodide.

Os resultados mostraram que comparando-se as amostras resistentes
com as suscetiveis, os individuos resistentes inoculados apresentaram
maior expresséo do gene da XET, confirmando os resultados obtidos com
as amostras dos parentais.

A enzima xiloglucana endotransglicosilase € responséavel por processos
relacionados com a resposta da planta a infecgio por patégenos como o
espessamento de parede celular. Esta envolvida principalmente em pro-
cessos de modificagio da parede celular, incluindo sintese e degradagéo
de compostos. Aenzima XET catalisa a quebra intramolecular de polimeros
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de xyloglucanas, principal composto de proteinas estruturais da parede
celular como hemicelulose, celulose, pectinas e outras (Campbell e Braam,
1999). Este espessamento da parede dificulta a penetragdo do nematdide
nas células vegetais, evitando a infecgao.

Estes resultados mostraram que a inoculagdo com juvenis do nematéide
pode promover uma resposta da planta a infecgédo, uma vez que o espes-
samento da parede & um mecanismo primario de defesa contra patogenos.
Qutros estudos também serdo realizados comparando-se os tratamentos
em separado, ou seja, a expressdo dos genes sera quantificada nos dias
um, trés e seis apds a inoculagio, a fim de se verificar a existéncia de
diferengas temporais de expressfo génica e se houver, qual 6 momento
exato da indugéo que resulta em aumento da expresséoc da XET.
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Avaliagao da eficiéncia agrondmica de
inoculante liquido contendo
bactérias do género Azospirillum

Lucas de Cassio Marques'; Rubens José Campo? 'Académice de Biclogia da
UNIFIL; 2 Embrapa Sqja.

Introducgio

As bactérias do género Azospirillum, em associagdo com as plantas, pe-
netram no sistema radicular resultando em uma simbiose, que proporciona
melhor nutricdo & planta, especialmente nitrogénio (Drozdowicz, 1997).
Estudos de competitividade entre as estirpes introduzidas com as nativas
no solo tém mostrado que, aumentando a pepulagio da bactéria introduzida
nas sementes através de inoculagio, ocorre um melhor estabelecimento
da estirpe no solo (Baldani, 2006). Nos Gltimos anos, diversas pesquisas
tém sido realizadas, em condigtes de laboratdrio, casa-de- vegetagidoe a
campo, para selecionar novas estirpes e ou espécies de microrganismos
capazes de melhorar a nutricdo das culturas. Os estudos priorizam a inocu-
lagao de estirpes de Azospirillum em milho, trigo e cana-de-agucar. Assim,
o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da aplicagdo de um
inoculante liquido argentino contendo bactérias do género Azospirillum no
aumento do rendimento de grdos da cultura de trigo.

Material e Métodos

Experimentos foram instalados em Londrina, em casa-de-vegetago e a
campo, em Londrina e Ponta Grossa, na safra de trigo de 2005. O deli-
neamento experimental utilizado foi bloco ao acaso, com 6 repetigdes. O
experimento de casa-de-vegetagdo, em vasos de 4,0 kg de solo, com o
mesmo solo de Londrina (Latossolo Vermelho). As caracteristicas quimi-
cas dos solos estudados estdo descritas na Tabela 1. Os experimentos
instalados no campo foram em parcelas experimentais de 4 x 5 m (area
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atil de 2 x 3 m). A cultivar de trigo utilizada foi a BRS 208, com populagéo
de 300 plantas/m?. A adubag&o basica consistiu da aplicagéo de 250 kg/ha
da formula NPK ( 8-28-16). Para atender as doses complementares de N
e a cobertura, utilizou-se como fonte de N a uréia. No perfilhamento foi
coletado um metro linear de plantas para avaliagdo da massa seca da
parte aérea e, a seguir, procedeu-se a aplicag¢do de N em cobertura. As
demais praticas culturais, como controle de plantas daninhas, insetos,
ete, foram efetuadas conforme as recomendag¢des técnicas para a cultura
(Controle..., 2005).

Os experimentos foram constituidos dos seguintes tratamentos:
1. Sem inoculagéo,

2. Sem inoculagdo + 20 kg de N/ha na semeadura + 45 kg de N/ha em
cobertura;

3. Sem inoculacgéo + 10 kg de N/ha na semeadura + 22,5 kg de N/ha em
coberiura;

4. Inoculagdo com o Azospirifium liquido (Argentinay),

5. Inoculagio com o Azospiriflum liquido + 10 kg N/ha na semeadura e
22,5 kg N/ha em cobertura.

A Inoculagio foi realizada com inoculante liquido argentino com bacterias
do género Azospiriflum, aplicado na dose de 10 mL/kg semente, € 0s pa-
rametros avaliados foram massa seca da parte aérea de um metro linear
de plantas colhidas no perfilhamento, teores de N, P e K na massa seca
das plantas, N total na massa seca e, em condigdes de campo, N total nos
gréos e rendimento de gréos. As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Duncan a 5%.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos solos nos locais de instalagéo dos

experimentos.
i pH Al K Ca Mg H+A Y C P
Locais — cacl, cmole /dm’ %__gldm® mgfdm®

Londrina 51 00 026 331 187 32 631 177 49
Ponta Grossa 54 00 012 280 190 34 585 265 2,5
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Resultados

Andlises do inoculante utilizado mostraram que o inoculante Azospirilflum
liquido apresentou uma populagao de bactérias em meio especifico, con-
forme metodologia da RELARE, de 1,85 x 10® celulas/mL..

O experimento de casa-de-vegetagao (Tabela 2) mostrou que a massa seca
da parte aérea do tratamento inoculado foi superior & do tratamento sem
inoculagdo, mas inferior aos tratamentos que receberam 50% da dose de
N e ao tratamento que recebeu 100% da dose de N. Os resultados para
teores de N na massa seca da parte aérea mostraram que a inoculagéo com
Azospirifium, sem adubagdo com N, foi igual ao tratamento que recebeu
50% da dose de N. Verificou-se, ainda, que o tratamento que recebeu a
inoculacéo e 50% de N apresentou a mesma concentrag&o de N do que
o tratamento que recebeu dose integral de N. Para o teor de N na massa
seca, a inoculagédo com Azospirillum resultou em N total na massa seca
superior ac do tratamento sem inoculag¢do, mas inferior aos tratamentos
que foram adubados com N.

Nos experimentos a campo, verificou-se que em Londrina néo foram cons-

Tabela 2. Efeito da inoculagdo com Azospirillum sobre a massa seca da
parte aérea (g/pl), teor de N na massa seca {g/kg) e N total na
massa seca (g/pl) de plantas de trigo em vasos com solo em
casa-de-vegetagdo. Embrapa Soja. 2006.

Tratamentos MSPA* N N
(descritos no material e método) a/pl. g/kg a/pl.
1. Sem inoculagio : 37d" 108c 401d

2. Seminoculagdo + 20 kg N/ha semeadura + 80a 170a 1356a
45kg N/ha em cobertura

3. Sem inoculagao + 10 kg N/ha semeadura + 7.6ab 137b 1021b
22,5kg N/ha em cobertura

4. Inoculagio com Azospirillum 60c 12,1bc 723¢
5. Inoc. com Azospirillum + trat. 3 6,8b 158a 109,1b

CV (%) 12,0 12.3 15,9

* Massa seca da parte aérea em g por planta de trigo.
! Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna n&o diferem do teste de Duncan a 5%.
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tatadas diferengas entre os tratamentos para massa seca da parte acrea
e rendimento de graos, embora algumas diferencgas estatisticas ocorreram
nos demais parametros avaliados (Tabela 3). Para a massa seca da parte
aérea, os teores de N, P e K, ndo diferiram para os tratamentos sem inocu-
lac&o e inoculagdo com Azospirillum, mostrando que n&o houve efeito da
inocutagdo. Nos gréos, verificou-se também que os resultados de teores
de N nos gréos e N total nos gréos nao diferiram para os tratamentos com
e sem inoculagdo com Azospirillum, entretanto, os tratamentos que foram
adubados com N apresentaram maiores teores de N e N total nos graos,
indicando que as plantas responderam com as adubagdes de N.

Tabela 3. Efeito da inoculagdo com Azospirillum sobre a massa seca da
parte aérea (g/pl), teores de N, P, K, na massa seca (g/kg), teor
de N nos graos (g/kg), N total nos graos (kg/ha) e rendimento de
graos de trigo (kg/ha) em solo de Londrina, PR, safra 2005.
Embrapa Soja. 2006.

Tratamentos Tecido Gréos

(descrito material  MSPA N P K N N Rend.
e metodo) (@/pl)  (g/kg) (g/kg) (gkg)  {gkg) (kg/ha) (kgrha)

1 487 297b' 22ab 529ab 222b 37,1b 1657

2 577 357a 25a 594a 266a 505a 1894

3 564 328ab 24a 549ab 246ab 420ab 1712

4 526 298b 20b 519b 233b 384b 1817

5 543 321ab 19b 533ab 244a3b 417ab 1706

CV (%) 260ns 104 13.0 10,8 10.6 234 166ns

'Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna n3o diferem do teste de Duncan a 5%.

Em Ponta Grossa, dos pardmetros avaliados por ocasido da coleta de
plantas, somente houve diferenga estatistica para teores de N € P na
massa seca da parte aérea (Tabela 4). Os tecres de N na massa seca dos
tratamentos com e sem inoculagdo com Azospirifflum ndo diferiram entre sie
foram inferiores aos tratamentos que receberam N da adubag&o. Emrelagdo
aos teores de P na massa seca, o tratamento inoculado com Azospiriffum
apresentou teores de P superiores ao tratamento sem inoculagdo e iguais
aos tratamentos com N.
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Tabela 4. Efeito da aplicagdo de Azospirllum sobre a massa seca da parte
aérea (g/pl), teores de N, P, K, na massa seca (g/kg), teor de N
nos graos (g/kg), N total nos gréos (kg/ha) e rendimento de
graos de trigo (kg/ha) em solo de Ponta Grossa, Pr, safra 2005.
Embrapa Soja. 2006.

Tratamentos Tecido Gréaos

(descrito material  MSPA N p K . N N Rend.
e método) {a/p) gkg gkg g/kg gtkg  kgha  kg/ha

1 464 226b' 15b 401 244 368 1361

2 58,7 261a 22a 433 261 354 1505

3 598 237ab 25a 468 261 414 1582

4 539 221b 23a 433 26,2 40,9 1562

5 538 240abh 24a 411 26,0 38,8 1483

CV (%) 14,7 ns 6.4 111 .94ns 42ns 234ns 220ns

' Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna n3o diferem do teste de Duncan a 5%.

Consideragao Final

A metodologia de andlise efetuada ndo permitiu diferenciar os tratamentos
em condigdes de campo em Londrina e Ponta Grossa. Em casa-de-vegeta-
¢a0, no entanto, constata-se que a inoculagéo com Azospirillum favoreceu
a produgdo de massa seca da parte agrea, teores de N na massa seca e
de N total acumulado na massa seca das plantas de trigo, em relagéo ao
tratamento sem inoculagido. Sugere-se que estudos adicionais em outras
culturas sejam efetuados para melhor avaliagdo da tecnologia.
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Eficiéncia agronémica de
inoculante liquido composto de
bactérias do género Azospirillum

Lucas de Cassio Marques'; Rubens José Campo?. 'Académico de Biologia-da
UNIFIL; 2Embrapa Soja.

Introducgao

As bactérias do género Azospirillum que ocorrem em grande abundahcia
em climas tropicais s&o fixadoras de nitrogénio no solo, formando asso-
ciagbes em diferentes espécies de vegetais (Drozdowicz, 1997). Diversos
estudos relatam que as bactérias nativas e as introduzidas pela inoculagao
nas sementes proporcionam melhor estabelecimento da estirpe no solo.
(Baldani, 2006). Sendo assim inumeras pesquisas tém sido realizadas em
condigdes de laboratério, casa-de-vegetagio e campo, visando selecionar
novas estirpes que proporcionem uma methorar nutrigéo nas culturas de
milho, trigo e cana-de-aglcar, e com grande expectativa de sucesso no uso
de estirpes de Azospirillum. Assim, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito da aplicagdo de um inoculante liquido brasileiro contendo
bactérias do género Azospirillum no aumento do rendimento de gréos da
cultura de trigo.

Material e Métodos

Os experimentos foram instalados em casa-de-vegetagdo em Londrina
e a campo, em Londrina e Ponta Grossa, nha safra de trigo de 2005. O
delineamento experimental utilizado foi bloco ao acaso com 6 repeticses.
O experimento de casa-de-vegetagdo, em vasos de 4,0 kg de solo, com
o mesmo solo de Londrina (Latossolo Vermelho). As caracteristicas qui-
micas dos solos estudados estio descritas na Tabela 1. Os experimentos
instalados em campo foram em parcelas experimentais de 4 x 5 m (area
util de 2 x 3 m). Acultivar de trigo utilizada foi a BRS 208, com uma popu-
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Tabela 1. Caracteristicas guimicas dos solos nos locais de instalagio dos

experimentos.
. pH Al K Ca Mg H+Al Y c P
Locais (CEC|2) cm0|c/dm3 % gldm3 mg/dm3
Londrina 51 0,0 026 331 187 3.2 63,1 177 49

Ponta Grossa 54 00 012 280 1980 34 58,5 265 25

lag&@o de 300 plantas/m?. A adubacgéo basica consistiu da aplicagao de 250
kg/ha da formula NPK (8-28-16). Para atender as doses complementares
de N e a cobertura, utilizou-se como fonte de N a uréia. No perfilhamento
foi coletado um metro linear de plantas para avaliagio da massa seca da
parte aérea e, a seguir, procedeu-se a aplicagdo de N em cobertura. As
demais praticas culturais, como controle de plantas daninhas, insetos, etc,
foram efetuadas conforme as recomendagdes técnicas para a cultura do
trigo (Ccontrole ..., 2003).

Os experimentos foram constituidos dos seguintes tratamentos:
1. Sem inoculagéo;

2. Sem inoculagédo + 20 kg de N/ha na semeadura + 45 kg de N/ha em
cobertura no perfilhamento, fonte uréia;

3. Sem inoculagédo + 10 kg de N/ha na semeadura + 22,5 kg de N/ha em
cobertura no perfilhamento, fonte uréia;

4. Inoculagdo com o Azospirillum liquido (brasileiro);

5. Inoculagdo com o Azospirifflum liquido + 10 kg N/ha na semeadura e
22,5 kg N/ha em cobertura no perfilhamento, fonte uréia.

Ainoculagao foi realizada com inoculante liquido brasileiro com bactérias do
género Azospirillum, aplicado na dose 10 mL/kg semente. Os parametros
avaliados foram massa seca da parte area de um metro linear de plantas
colhidas no perfilhamento, teores de N, P e K na massa seca das plantas,
N total na massa seca e, em condi¢bes de campo, N total dos grios e
rendimento de gréos. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Duncan a 5%.
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Resultados

A analise do inoculante Azospirillum liquido apresentou uma populagdo
de bactérias em meio especifico, conforme metodologia da RELARE, de
8,2 x 108 células/mL.

O experimento conduzido em casa-de-vegetacao (Tabela 2) mostrou que
a massa seca da parte aérea do tratamento inoculado foi superior ao tra-
tamento sem inoculagio, igual aos tratamentos com adubagio com 50%
da dose de N e inoculagéo mais 50% da dose de N e inferior ao tratamento
com dose completa de N. Os resultados para teores de N na massa seca
da parte aérea mostraram valores similares entre 0s tratamentos com dose
maxima de N e o tratamento inoculado com Azospirilium, este nao diferiu
dos tratamentos que receberam 50% da dose de N, inoculado ou ndo. Os
resultados para N total na massa seca mostraram que a inoculagdo com
Azospirillum apresentou N total na massa seca superior & do tratamento
sem inoculagdo, mas inferior aos tratamentos que s6 receberam adubagao
nitrogenada.

Tabela 2. Efeito da aplicagio de Azospirillum scbre a massa seca da parte
aérea de plantas de trigo {g/pl), teor de N na massa seca (g/kg)
e N total na massa seca (g/pl) em vasos com solo em casa-de-

vegetagdo. Embrapa Soja. 2006.

. . MSPA* N N
Tratamentos (descrito no material e método) g/pl. g/kg alpl.
1. Sem inoculagao 37d" 108c 401d

2. Sem inoculagao + 20 kg N/ha semeadura+45 80a 17,0a 13562
kg N/ha cobertura

3. Sem inoculagdo + 10 kg N/ha semeadura + 76ab 13,7b 1021b
22.5 kg N/ha caobertura

4. Incculagdo com Azospirillum 57c 139ab 756¢
5. Inoculagéo cf Azospirillum + trat. 3 6,6bc 132bc 91,3 bc
CV (%) 14,2 12,3 16,2

* MSPA - massa seca da parte aérea de plantas de trigo em g por planta.
' Medias seguidas pelas mesmas letras na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
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Nos experimentos de campo, verificou-se que em Londrina, apesar das
condigbes climaticas terem ocorrido de forma regular efou suplementadas
com irrigagéo quando necessério, os resultados de rendimento de graos
foram muito baixos (Tabela 3). Em Ponta Grossa, dentre os parametros
avaliados por ocasido da coleta de plantas, somente houve diferengas
estatisticas nos teores de fésforo na massa da parte aérea seca (Tabela
4). Os resultados dos parametros avaliados nos graos nao mostraram di-
ferengas entre os tratamentos, ou seja, todos os tratamentos, inoculados
ou nao, e os adubados ou néo, apresentaram resultados similares para
teor de N nos gréos, N total nos gréos e rendimento de graos.

Tabela 3. Efeito da inoculagdo com Azospiriflum sobre a massa seca da
parte aérea (g/pl), teor de N, P, K, na massa seca {g/kg), teores
de N nos graos (g/kg), N total nos graos (kg/ha) e rendimento de
graos de trigo (kg/ha) em solo de Londrina, PR, safra 2005.
Embrapa Soja. 2006.

Tratamentos Tecido Graos
(descrito material MSPA N p K N N Rend.
e método) {g/pl) g/kg gkg glkg a’kg kg/ha kgrha
1 302 283 24 436 283 172 613
2 344 276 24 419 30,2 200 B8B2
3 375 273 27 415 294 199 682
4 399 261 286 39,8 286 222 776
5 372 280 27 407 298 261 876
CV (%) 26,2ns’ 7.4ns 9,0ns 10,0ns 4.2ns 252ns 256ns

' Nao significativo pelo teste de Duncan a 5%.
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Tabela 4. Efeito da inoculagdc com Azospirillum sobre a massa seca da
parte aérea {g/pl), teor de N, P, K, na massa seca {g/kg), teores
de N nos graos {g/kg), N total nos grécs (kg/ha) e rendimento de
graos de trigo (kg/ha) em solo de Ponta Grossa, PR, safra 2005.
Embrapa Scja. 2006,

Tratamentos Tecido Graos
(descrito material MSPA N P K N N Rend.
e método) (g/pl}y okg g/kg g/kg g/kg kg/ha kg/ha

492 232 1,7a' 400 248 437 1658
56,5 263 17a 429 249 410 1597
552 263 16ab 401 253 408 1622
446 240 16ab 415 246 404 1772
516 261 14b 389 246 397 1637
CV (%) 17,7ns 14,3ns 10,2 10,2ns 3,7ns 14,2ns 14,1ns

YMeédias seguidas pelas mesmas letras na coluna, no diferem do teste de Duncan a 5%.

bW

Consideracgao final

A metodologia de analise efetuada n&o permitiu diferenciar os tratamentos
em condigbes de campo em Londrina e Ponta Grossa. Em casa-de-vegeta-
¢a0, no entanto, constatou-se que a inoculagdo com Azospirilium favorece
a produ¢do de maior massa seca da parte aérea, teores de N na massa
seca e N total nas plantas de trigo em comparagéo com o tratamento sem
inoculagdo. Sugere-se que estudos adicionais em outras culturas sejam
efetuados para melhor avaliagio da tecnologia.
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Algumas respostas da soja a diferentes
disponibilidades hidricas do solo

Rafael Victor'; Jeani Delgado Paschoal Moura?, José Renato Bougas Farias®.
'Bolsista CNPg/PIBIC; 20rientador na Universidade Estadual de Londrina; *Embrapa
Soja.

introdugao

O déficit hidrico, fator determinante que impede o desenvolvimento das
plantas, preocupa os produtores que ndo possuem maneiras, gconomica-
mente viaveis, de controla-lo. Segundo Gépfert, citado por Casagrande
et al (2002), observa-se ao longo das safras de ver&o no Brasil, que
grandes perdas na produtividade foram motivadas em decorréncia do
déficit hidrico (71% dos casos), seguido por chuvas excessivas (22%
dos casos).

Para tanto, demonstrar a resisténcia e/ou tolerancia das cultivares de soja
frente ao déficit hidrico se faz necessario. A criagdo de um banco de dados
cominformagdes das cultivares pode ajudar a gerar propostas para um me-
lhor manejo da cultura e para o melhoramento genético da espécie, visando
a minimizagao dos riscos que a natureza coloca sobre a agricultura.

A planta, em solos com deficiéncia hidrica, tem que desenvolver a capa-
cidade de manter-se com certo nivel de agua, principalmente nas horas
mais criticas do dia (onde a demanda evaporativa da atmosfera é elevada),
associado a isto, o sistema radicular deve ser bem desenvolvido. E ob-
servado que a planta desenvolve mecanismos de sobrevivéncia a déficits
hidricos onde estes variam de cultivar para cultivar e dizem respeito a
tolerar, escapar ou evitar o déficit hidrico.

No primeiro, a planta sobrevive a uma elevada deficiéncia hidrica; no
segundo, a planta completa seu ciclo antes do periodo de estiagem; no
terceiro caso, a planta mantém um potencial elevado de agua nos tecidos
(Klar et al., 1985).
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Avaliagbes agrondmicas e fisiolbgicas permitem avaliar o comportamento
das cultivares de soja sob diferentes disponibilidades hidricas do solo.
Com isso, pode-se subsidiar ainda a indicagdo de cultivares que oferegam
menores riscos de perdas na produtividade conforme as caracteristicas
climaticas de cada regido produtora.

O presente trabalho visa apresentar algumas respostas agronémicas e
fisiolagicas das cultivares de soja submetidas a diferentes disponibilidades
hidricas do solo na safra 2005/2006.

Material e Métodos

O experimento desenvolveu-se no campo experimental da Embrapa
Soja, em Londrina-PR (latitude 23° 11° S, longitude 51° 11" W, a altitude
de 566m), na safra 2005/2006. A semeadura foi efetuada no dia 04 de
dezembro de 2005 com dez diferentes cultivares {(BR-16, Embrapa-48,
BRS-133, BRS-134, BRS-183, BRS-184, BRS-214, BRS-232, BRS-245
RR e BRS-247 RR), e a colheita realizada no decorrer do més de abril
de 2006.

As cultivares de soja foram submetidas a distintas cond'i'(;ées hidricas do
solo. Foram avaliadas as respostas agrondmicas e fisioldgicas de cada
cultivar. As condigdes que se efetivaram para que propiciasse diferentes
disponibilidades hidricas no solo foram: Déficit Hidrico no Reprodutivo
(Abrigo}; Condigdes Normais de Campo (N&o-Irrigado) e; Condigdes Otimas
de Umidade (Irrigado).

Para obter niveis mais severos de déficit hidrico, no periodo reprodutivo,
utilizou-se abrigos automaticos para evitar a precipitagdo pluviométrica.
Foram utilizadas 4 repeti¢des e o delineamento de parcelas subdivididas,
ficando a disponibilidade hidrica na parcela e cultivares nas subparcelas.
Nos abrigos, cada subparcela ficou com 4,5 m? de area. As cultivares
ficaram sob condigdes normais de campo até o estadio R1 (inicio do flo-
rescimento). Quando as plantas atingiram R1 (21/01/2006), iniciou-se o
fechamento dos abrigos ao chover, por um periodo de 34 dias.

As subparcelas do descoberto (N&o-Irrigado e [rrigado) foram estabelecidas
com uma area de 24m?. No Irrigado, a suplementag¢éo hidrica foi efetivada
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manualmente com mangueiras orientadas para as parcelas. O potencial
matricial da agua no solo foi mantido emtorno de -0,03 a-0,05 MPa, sendo
controlada a umidade com a ajuda de tensidmetros de mercurio. Tambem
se controlou a umidade do solo através de coletas semanais de solo dentro
de cada parcela com profundidades de 0 a 20 cm e de 20 a 40 cm.

No decorrer do experimento, foram monitorados alguns elementos mete-
orolégicos (temperatura maxima, minima e média do ar, umidade relativa
do ar; precipitagdo pluviométrica e radiag3o fotossinteticamente ativa)
para caracterizar a demanda evaporativa da atmosfera. As avaliacbes
fisiologicas, em campo, se deram em folhas completamente expandidas
do tergo superior da planta, no foliolo central.

Resultados e Discussao

Antes do inicio do fechamento dos abrigos ao chover, houve 13 dias sem
chuva. Portanto, a condigdo de déficit hidrico sofreu um estresse total de
47 dias.

Na primeira data de leitura (18/01/20086), as cultivares, nas distintas con-
digdes hidricas, apresentaram taxa fotossintética similares, por nao haver
iniciado ainda o fechamento dos abrigos.

Na Figura 1 (28 dias de déficit hidrico} observa-se a queda acentuada da
taxa fotossintética nas plantas submetidas ao déficit hidrico. Na média geral
das leituras nas trés disponibilidades hidricas do solo, a cultivar BRS-184,
seguida da BRS-214, apresentavam melhores valores de taxa fotossintéti-
ca. As cultivares BR-16 e BRS-245 RR apresentavam os menores valores
de taxa fotossintética. A variabilidade de parametros fisiologicos é muito
grande, dependendo muito das condigdes ambientais.

O Teor Relativo de Agua (Figura 2) demonstra que a cultivar BRS-184, na
média entre as distintas condicées hidricas do solo, teve um melhor indice
de manutencgdo de agua em seus tecidos. Isso pode explicar, em parte, a
alta taxa fotossintética da cultivar. Porém, o alto teor de agua nos tecidos
da cultivar, comparativamente, tambeém pode estar associado a um siste-
ma radicular bem desenvolvido. A cultivar BRS-232 apresenta uma maior
sensibilidade ao déficit hidrico.
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Taxa fotossintética
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ESTRESSE NO REPRODUTVO  DESGOBERTD NAO RAIGADO DESCQBERTO IRRIGADO

Figura 1. Taxa Fotossintética, observada nas trés condigSes hidricas e dez cul-
tivares de soja, em 02/02/06.
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* Figura 2. Teor Relativo de Agua, observado nas trés condicBes hidricas e dez
cultivares de soja, em 08/02/06.

Analisando o Rendimento de Gréos (Figura 3), nota-se que, na condicéo de
déficit hidrico, todas as cultivares apresentaram uma baixa produtividade.
Percebe-se que o lrrigado teve uma produtividade 31% maior em relagéo
a condigao Nao-Irrigado. A cultivar BRS-184 apresentou rendimento de
grdos maior que as demais, em todas as disponibilidades hidricas.
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Rendimento de gréos (kg ha)
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Figura 3. Rendimento de Graos, observado nas trés condigdes hidricas e dez
cultivares de soja, na colheita.

O Peso Seco de Sementes, obtido das diferentes cultivares sob distintas
condices hidricas do solo, é apresentado na Figura 4. Percebe-se uma
boa ceorrelagio entre peso de sementes e rendimento de gréos em condigdo
6tima de umidade. Porém, em condigédo normal ou com déficit acentuado,
outros componentes do rendimento parecem ter maior importancia, como
numerca de graos por planta ocu nimero de plantas/m?,

Peso seco das sementes de uma planta de média estatura (g)
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Figura 4. Peso Seco das Sementes, observado nas trés condiges hidricas e dez
cultivares de soja, na colheita.
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Avaliacao fisioldgica de cultivares de soja
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Introdugao

De acordo com Hymowitz, citado por Marion (2004), a cultura de soja, cuja
origem € asiatica, apareceu por volta do século XVIl a.C., no nordeste da
China.

No Brasil, segundo Hasse, citado por Marion (2004, p.23), a soja foi intro-
duzida por imigrantes japoneses, por volta de 1908, e seu cultivo se deu
em hortas domésticas no interior do Estado de S3o Paulo, com pequenas
produgdes voltadas a fabricagdo caseira de tofu.

O desenvolvimento da cultura de soja ganhou destaque a partir da década
de 70 e, desde entdo, comegou a se expandir. Tal crescimento é devido ao
haixo custo de sua produgio em relagao ao seu alto valor nutritivo, o que
faz dela uma das melhores e mais baratas fontes de alimento energético,
em termos de caloria por unidade de custo de produgéo.

No atual cenério econdmico, a soja destaca-se entre as demais culturas e
& justamente por isso gue se buscam novas informagdes, visando otimizar
seu cultivo e reduzir os riscos de perdas. Dentre os fatores inerentes a
producdo agricola, o clima tem se mostrado como um fator determinante e
que acaba por reduzir a produtividade da soja devido a deficiéncia hidrica.
Essa, por suavez, apresenta conseqiiéncias mais severas durante as fases
de germinacgao e enchimento de grios.

Conforme Nepomucenco et al. (1993), em experimentos ja realizados na
Embrapa Soja, com diferentes cultivares de soja submetidas a dois niveis
de agua no solo, a campo, com e sem irrigagéo € em casa-de-vegetagao,
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em vasos com 25% e 35% de umidade gravimétrica, os comportamen-
tos obtidos nos dois ambientes foram semelhantes. Taxa fotossintética,
resisténcia estomatal e teor relativo de agua foram as parametros mais
representativos do estado de agua na planta. Observaram ainda que, a
medida que a intensidade do déficit hidrico acentuou, o teor de clorofila,
a taxa fotossintética e o teor relativo de agua reduziram, aoc passo que a
resisténcia estomatal elevou.

O objetivo deste trabalho foi analisar as respostas fisiolégicas de cultivares
de soja a diferentes disponibilidades hidricas no solo, em experimentos
realizados no campao.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Soja, si-
tuada no municipio de Londrina, durante a safra 2004/2005, envolvendo
dez cultivares de soja submetidas a diferentes disponibilidades hidricas
do solo.

No campo, foram avaliadas trés condigdes hidricas as plantas: abrigo
(déficit hidrico na fase reprodutiva), descoberto ndo irrigado e descoberto
irrigado. Para isso, foram utilizados blocos delineados ao acaso, contendo
quatro repetigobes e parcelas subdivididas. Nas parcelas estavam os niveis
de umidade do solo enguanto que nas subparcelas avaliaram-se as dez
culftivares de soja (BR-16, BR-36RCH, Embrapa 48, BRS-133, BRS-183,
BRS-184, BRS-214, BRS-230, BRS-231 e BRS-232).

Nos tratamentos, n&o irrigado e irrigado, cada subparcela foi formada por
oito linhas, com 0,5 m de entrelinhas e com uma area total de 24mz2.

O tratamento déficit hidrico possuia seis abrigos divididos em quatro repe-
tiches. Arepetigéo | esta contida nos abrigos 1 e 2, assim como a repeticao
Il esta contida nos abrigos 3 e 4. Essas repetigdes possuiam 10 subparce-
las, cada uma com 9 m? de area. Enquanto as repeticbes lll e [V estavam
contidas nos abrigos 5 e 6, respectivamente e apresentavam metade da
area das subparcelas das repetigdes | e I, pois as dez cultivares estavam
dentro de um mesmo abrigo.
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Cada parcela possuia um par de tensidmetros de mercurio, sendo um ins-
talado a 15 cm e outro a 30 cm de profundidade. A irrigagéo no tratamento
irrigado se da quando o mercdrio do tensiémetro de 30 cm de profundidade
atinge a altura de 20 cm.

Asemeadura foi realizada em 08 de dezembro de 2004 e a data da colheita
foi no periodo de 23 de margo de 2005 a 15 de abril de 2005.

Os abrigos ficaram ligados, para fechamento automatico ao chover, do dla
24 de janeiro de 2005 a 01 de margo de 2005.

Foi avaliada a taxa fotossintética em diferentes periodos, utilizando-se um
IRGA, da LI-COR, modelo LI-6200. As avaliagdes foram feitas pela manha,
em foliolos do tergo superior da planta, sendo feitas de duas a trés leituras
por subparcela (cultivar).

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra as médias da taxa fotossintética de duas cultivares de
soja, uma menos sensivel (BRS-184) e a outra mais sensivel (BR-16) a
seca, todas realizadas em quatro datas diferentes do més de fevereiro e
submetidas as trés condigées hidricas.

De acordo com os resultados obtidos com a leitura de taxa fotossintética,
pode-se observar methor desempenho da cultivar BRS-184 nos trés niveis
de agua em relagdo a cultivar BR-16.

Pela analise da Figura 1, & importante notar que, a medida que aumentava
o déficit hidrico, a taxa fotossintética da cultivar BR-16 reduzia cada vez
mais. Isso pode ser explicado também pelo fato da mesma se encontrar
em uma das fases mais criticas em relagfo a seca, ou seja, a fase que vai
do inicio da floragéo ao enchimento de graos. Tai fato também pode ser
notado com a BRS-184, se manifestando um pouco mais tolerante na fase
inicial do déficit hidrico e uma queda maior entre a segunda e a terceira
medida de taxa fotossintética.

Nas outras condigdes (descoberto irrigado e descoberto ndo irrigado), ndo
houve mudangas expressivas, Observa-se ainda que no periodo entre a
terceira e a ultima leitura de fotossintese, tanto a BR-16 quanto a BRS-184,
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Taxa fotossintética

-1

-2

micromol.m”s

Abrigo Descoberto ndo | Descoberto irigado
irrigado

Figura 1. Evolugéo da taxa fotossintética observada em duas cultivares de soja,
submetidas a distintas condigbes de disponibilidade hidrica.

apresentaram um pequenc aumento na taxa fotossintética, fato que pode
ser explicado pela ocorréncia de condigdes mais favoraveis as plantas,
como maior radiagéo solar.
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Respostas a avaliagdes agrondmicas
de cultivares de soja submetidas
a déficit hidrico
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'Bolsista da graduagéo da Embrapa; 2Orientador da Embrapa Soja; *Orientador UEL.

Introdugio

Originaria do sudeste asiatico e introduzida por imigrantes japoneses, no
inicio do século XX, a soja se tornou um dos maiores produtos de exporta-
¢&0 e geragao de divisas, contribuindo significativamente para o superavit
da balanga comercial. Apesar de todas as implicagdes ambientais, como,
por exemplo, o desmatamento de grandes areas para a implantagéo de
monocultura, & sociais, como a concentragao latifundiaria, devido ao fato
de a soja ser uma cultura tipica de plantations e, portanto, necessitar de
grandes areas para a devida viabilidade econdmica; e éxodo rural, devido
a implantagao de novas tecnologias no campo, sem as quais é impossivel
o cultivo de soja e que dispensaram uma enorme quantidade de trabalha-
dores do campo, entre ouiras, a soja se tornou o simbolo do agronegécio
brasileiro.

Nesse sentido torna-se importante o aumento de produtividade, visando
obter maiores rendimentos e mencres riscos. Uma das alternativas é o
desenvolvimento de cultivares de soja com maior produtividade. No en-
tanto, as pesquisas realizadas nessa area enfocavam, principalmente o
aumento de rendimento. Praticamente, desconsideravam o problema da
deficiéncia hidrica, resultando em grande sensibilidade ao clima (Pedroso,
2000), sendo o clima ¢ principal fator responsavel pelas oscilagdes anuais
da producéo (Camargo apud Pedroso, 2000).

As secas s30 as principais causadoras da queda de produtividade de soja
no Brasil, e na safra 2004/2005 foram responsaveis por até 80% das perdas
das lavouras (Farias et al., 2008).
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Adeficiéncia hidrica causa sérias conseqliéncias nas fases de germinagéo
e emergéncia, no florescimento e no enchimento de grios (Fageria apud
Cavenaghi, 2002).

Quanto acs pardmetros agrondmicos mais representativos, Fageria (1989)
chegou a conclusdo de que o nimero de vagens por unidade de rea, o
numero de graes por vagem, o peso dos grdos e o indice de area foliar
sdo os principais determinantes da produtividade de soja.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas agrondmicas de dez
cultivares de Soja submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico.

Material e Métodos

As avaliagGes das respostas agrondmicas da soja a diferentes niveis de
disponibilidade hidrica do solo foram realizadas em campo na area expe-
rimental da Embrapa Soja, na safra 2004/2005, sendo avaliado o compor-
tamento de dez cultivares: BR-16, BR-36 RCH, Embrapa 48, BRS-133,
BRS-183, BRS-184, BRS-214, BRS-230, BRS-231 e BRS-232,

Durante todo o ciclo avaliaram-se, semanalmente, os seguintes parametros
agrondmicos: indice de area foliar, estatura de plantas, peso fresco e peso
seco da parte aérea de cinco plantas coletadas por parcela. O estadio de
desenvolvimento foi observado a cada 15 dias.

Na colheita, foram avaliados o nimero de legumes por planta, o niimero
de sementes por legume, 0 peso seco de cem sementes, e 0 rendimento
de gréos.

A semeadura foi realizada em oito de dezembro de 2004 e a colheita entre
os dias 23 de margo e 15 de abril de 2005, dependendo do ciclo da cultivar,
Foram utilizados blocos delineados ao acaso com quatro repeticbes e com
parcelas subdivididas, ficando nas parcelas os niveis de umidade do solo
e nas subparcelas as diferentes cultivares, As plantas foram submetidas
a trés condi¢des de umidade: com irrigagdo manual (determinada sem-
pre pela altura da coluna de mercurio do tensiémetro quando o potencial
matricial da agua no solo se encontrava em torno de -0,03 a —0,05 Mpa);
nao-irrigado, onde foram mantidas as condigbes hidricas naturais; e niveis
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drasticos de déficit hidrico, onde para o controle da ocorréncia destes em
diferentes fases de desenvolvimento da planta, foram utilizados abrigos
méveis automaticos que, de acordo com a programagao prévia, impediram
a precipitagao pluviométrica sobre as parcelas, fechando-se automatica-
mente, na ocorréncia de chuvas, desde o inicio do pericdo reprodutivo até
RS aproximadamente.

Resultados e Discussao

Neste trabalho foram focados resultados das avaliagbes mais
importantes,como, indice de area foliar, nimero de legumes com semen-
tes por planta, estatura, rendimento,

a) Rendimento de grdos (Figura 1): os maiores valores de rendimento de
graos, em todos os cultivares, foram obtidos nas parcelas irrigadas, e
os menores rendimentos foram observados na condigéo com déficit
hidrico (estresse sob os abrigos).No tratamento néo-irrigado, a mais
produtiva foi a cultivar BRS-214; no tratamento irrigado a melhor cultivar
foi a BRS-184; no tratamento de estresse hidrico as cultivares BRS-231
e BRS-214 foram as que se sairam melhores.

Rendimento de gr&os (kg/ha)

ElAbrige
O Nac-irrigado
Himigade

Figura 1. Médias de rendimentos de gréos observadas nas trés condigdes de
disponibilidade hidrica, em dez cultivares de soja.
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b) Peso Seco de graos (Figura 2);: Os maiores valores de rendimentos de
graos, em todos os cultivares, foram obtidos nas parcelas irrigadas, e os
menores rendimentos foram cbservados na condigdo de déficit hidrico
(estresse sob os abrigos), exceto para a cultivar Embrapa 48 em que o
tratamento néo-irrigade foi melhor que o irrigado.

Peso seco de graos (g)
12,0 N
OAbrigo

96 - |l:|NaD|m‘gado
7.2 - ;@ I migado .
4.8

2,4 1

0,0 +L

Figura 2. Médias de peso seco de gréos observadas nas trés condigdes de dis-
ponibilidade hidrica, em dez cultivares de soja.

¢) Area Foliar: na Figura 3 s&0 apresentadas a revolucao da area foliar das
cultivares BR-16 e BRS-241. Independentemente da condig¢éo hidrica,
observa-se um aumento da area foliar até um determinado momento, a
partir do qual ocorre uma queda da area foliar. Para as duas cultivares,
maiores valores de area foliar foram observados na condiggo irrigada,
ao longo de todo o ciclo. A cultivar BRS-214 apresentou maior area foliar
que a BR-16, o que pode ajudar a explicar os maiores rendimentos de
graos obtidos.
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Figura 3. Evolugdo da 4rea foliar observada nas trés cultivares BR-16 em (A) e
BRS-214 em (B), em trés condigdes hidricas.
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Respostas morfofisioldgicas de plantas
transformadas com a construgciao Rd29:
Dreb1A, submetidas ao déficit hidrico
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Introdugio

O melhoramento genético deve ser visto como uma ferramenta tecnolégica
essencial para uma boa qualidade de vida, levando em consideragao as
condigdes que o planeta se encontra e futuramente se encontrara. (Jornal
do meio ambiente, 2005).

A agua constitui, aproximadamente, 90% do peso da planta, atuando em
praticamente todos os processos fisiolégicos e bioquimicos (Embrapa,
2001).

Anecessidade de agua na planta é maior principalmente em dois periodos
de desenvolvimento da soja, germinagdo — emergéncia e floragéo — en-
chimento de gréos.

O Centro Nacional de Pesquisa em Soja (Embrapa Soja) em parceria com
o Instituto Internacional de Pesquisas Agropecuarias do Japao, o JIRCAS
Trabalham no desenvolvimento de uma variedade de soja com maior to-
lerancia a seca. (Anuério brasileiro de Soja, 2005).

Este trabalho consiste em inserir o gene DREB isolado da planta Arabidopsis
thaliana em cultivar de soja suscetivel & seca, no caso a BR16. (Anuario
brasileiro de Soja, 2005).

DREB pertence a uma familia de fatores de transcricdo de Arabidopsis
thaliana conhecida como Dehydration responsive element (DREB) re-
presentado pelos fatores DREB1B, DREB1C, DREB1A (Tomashow et
al., 2001). Esses fatores possuem o dominio AP2 (ap2/EREBP) se liga a
seqiiéncia regulatéria cis atuante de resposta a desidratagéo e ao frio de-
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nominada de elemente DRE. (Baker etal., 1994). O elemento DRE contém
uma seqiiéncia conservada que tem uma importante fungdo como sitio
de regulagdo da expressao de varios genes relacionados com resposta a
estresses abiéticos (Tamashow, 1999).

Considerando o tempo que a soja leva para reagir a escassez de agua,
quando ela comega a abortar flores e legumes, na variedade modificada o
que se pretende e que esse prazo seja mais longo retardando a desestru-
turagdo celular e permitindo que o tempo de espera pela chuva seja maior.
{Anuério brasileiro de soja, 2005)

O objetivo do trabalho foi avaliar resposta morfofisicldgicas de plantas
transformadas com ¢ gene DREB1A submetidas ao deficit hidrico.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo em bloces ao acaso,
com 4 blocos sendo cada tratamento no bloco representado por 3 plan-
tas. As plantas de soja foram submetidas a diferentes condigdes hidricas
no solo, esses divididos em 5% e 15% de umidade antes do periodo de
enchimento de grdos da leguminosa.

Foram utilizadas a cultivar BR18, pelo fato de ser uma das cultivares mais
suscetiveis a seca nos experimentos em campo e a variedade transgénica
dessa cultivar, denominada de P58.

Com o intuito de analisar respostas da variedade P58, transformada com
o gene DREB, quanto a expressao de tolerancia a seca, foram avaliados
diversos parametros, agrondmicos e fisiolégicos e feita uma comparagao
dos resultados obtidos com a cultivar BR16 e a variedade P58 nas diferentes
condi¢des hidricas do solo em gue as plantas foram disponibilizadas.

Entre os parametros avaliados se destaca a pesagem diaria dos vasos
com o objetivo de mante-las com teores de agua determinados para cada
tratamento (5% e 15% de umidade gravimetrica).

Assim que as plantas atingiram a maturacgao, elas foram coletadas e
transportadas para laboratério, onde foram realizados os parametros
agronémicos.
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Entre os parametros fisioldgicos foram realizadas medigbes de taxa fo-
tossintética (aparelho LI6400), eficiéncia fotossintética (HANSATEC) e
teor de clorofila da planta, (Spad 502, Minelta) na fase de enchimento de
graos que é considerada uma das fases mais criticas da soja em relagdo
ao estresse hidrico.

Foram realizadas doze leituras, que se estenderam do principio do més
de margo até o final do més de abril do ano de 2008, seguindo as datas
de, sete de margo, treze de margo, vinte e um de margo, vinte e oito de
mar¢o, quatro de abril, oito de abril, onze de abril, freze de abril, dezessete
de abril, vinte e um de abyil, vinte e quatro de abril, e vinte e sete de abril
do ano de dois mil e seis.

Resultados e Discussao

Com base nas avaliagbes fisiolégicas, pode-se afirmar que a variedade
transgénica, P58, apresentou maior taxa fotossintética do que a cultivar
BR16, tanto em vasos contendo 5% de umidade de sclo, como nos com
15%. A diferenga fica mais nitida quando a planta atinge seus estadios
finais, isso por que ela ja passou pelas fases mais criticas em relagéo ao
estresse hidrico. As plantas mais suscetiveis ao estresse hidrico, tiveram
uma senescéncia mais acelerada, apresentando folhas secas e amareladas
mais rapidamente do que as menos suscetiveis. Um fator que influenciou
nessa maior taxa fotossintética da P58, foi o fato da variedade P58 apre-
sentar maior condutancia estomética do que a BR16, o que indica que a
variedade transgénica manteve seus estdmatos abertos em tempo maior
do que a cultivar BR16.

Comisso a P58 também apresentou maior eficiéncia fotossintética e maior
transpiragdo foliar. '
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