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APRESENTACAO

Neste Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja sdo apresentados os
principais trabalhos de pesquisa executados nesta Unidade, durante o
ano de 2000. Tém por objetivo, informar aos pesquisadores, aos profes-
sores, aos técnicos ligados a extenséo rural e a assisténcia técnica e aos
demais interessados as mais recentes pesquisas em soja, girassol e trigo
desenvolvidas pela Embrapa Soja. Num elenco de nove volumes, estdo
contidos trabalhos relativos aos projetos e aos subprojetos inseridos nos
programas 01 (Recursos Naturais), 02 ( Recursos Genéticos), 04 (Gréos),
12 (Automacéao), 13 (Desenvolvimento), 14 (Informacédo) e 18 (Comuni-
cacdo e Negdocios).

No presente volume sdo apresentados os principais resultados obti-
dos nas areas de Ecofisiologia e Biologia Molecular.

José Renato Boucas Farias

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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MAXIMIZACAO DO APROVEITAMENTO DAS
DISPONIBILIDADES CLIMATICAS PELA SOJA

N° do Projeto: 04.0.94.331 Lider: Alexandre LiIma Nepomuceno
N° de Subprojetos que compdem o projeto: 06

Unidades/InstituicOes participantes: Embrapa Soja; Embrapa Trigo; JIRCAS e
Instituto Agronémico do Parana

Segundo a Associacio Brasileira de Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE),
as exportacdes de graos, farelo e 6leo de soja contribuiram na balanca comercial
brasileira com U$ 4.5, U$ 3.77 e U$ 4.2 bilh6es nos anos de 1998, 1999 e
2000, respectivamente. Nao tao facilmente mensuravel, a contribuicao indireta
da cultura da soja na movimentacao da economia brasileira, seja pela geracao de
empregos, ou seja, pela adicdo de valor a soja industrializada por indUstrias
brasileiras, é de vital importancia para o desenvolvimento do pais. Entretanto,
como a maioria dos produtos agricolas a cultura da soja esta sujeita as variaveis
climaticas e pouco ou quase nada se tem para apresentar como solucdo ao
produtor, sem que haja um aumento do custo de producao. O objetivo principal
do projeto 04.2000.331 é o de buscar novas informacdes no sentido de otimizar
o cultivo e de reduzir os riscos de prejuizos aos quais a cultura da soja esta
sujeita.

Os seis subprojetos componentes do projeto Maximizacdo do aproveita-
mento das disponibilidades climaticas pela soja analisam o problema como um
todo. Nos subprojetos 04.2000.331-01 e 02, as respostas de diversos gendtipos
de soja aos fatores do clima serao avaliados objetivando identificar as diferencas
entre estes genétipos e quais os melhores pardmetros a serem utilizados neste
tipo de estudo. As informacdoes obtidas nestes dois subprojetos visdao fornecer
bases para a tomada de decisdo por parte de melhoristas, assisténcia técnica e
produtores no que diz respeito a escolha de gendtipos menos sensiveis. Estas
informacdes também serdo essenciais na conducao dos subprojetos 04.2000.331-
03 e 06. No subprojeto 03, os gendtipos identificados como sensiveis e toleran-
tes a seca sado analisados ao nivel de expressdo génica. Objetiva-se com isso
identificar e clonar genes envolvidos em mecanismos fisioldgicos de resposta
aos fatores ambientais. Estrategicamente é imprescindivel que o Brasil se man-
tenha competitivo nesta drea uma vez que genes envolvidos em varios proces-
sos fisiolégicos estdo sendo identificados e patenteados, e serdo alvos da co-
branca de royalties no futuro. O enfoque sistémico viabilizado pelo uso de mode-
los de simulacao de crescimento e de desenvolvimento da soja permite integrar
os efeitos de diferentes condicdes edafoclimaticas sobre o comportamento da
cultura, criando ferramentas eficazes para suporte a tomada de decisbdes e a
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estudos complementares. Entretanto, modelos de simulacdo sé se tornam via-
veis apds calibracdo. Assim sendo, o subprojeto 06 utiliza as varidveis estuda-
das nos subprojetos 01 e 02 para calibrar modelos de simulacdo (e.g. CROPGRO,
SARRA) objetivando a obtencao de modelos precisos e confidveis que expres-
sem de forma satisfatéria a realidade.

Finalmente, no subprojeto 04.2000.331-04 busca-se maximizar o uso dos
recursos do ambiente, através da alteracao de praticas de manejo (e.g. densida-
de, espacamento), uma vez que muitas destas praticas ndao foram testadas e
desenvolvidas para os genétipos utilizados hoje. Enquanto que, no subprojeto
04.2000.331-05 objetiva-se testar novas estratégias no combate as perdas de-
vido as adversidades climaticas. Uma série de produtos tem sido desenvolvidos,
testados e introduzidos no mercado agricola dizendo basear seu modo de acao
na alteracao de processos fisiolégicos e bioquimicos no sentido de ativar os
mecanismos de defesa das plantas. Neste subprojeto, entdo, sdo testadas a
eficiéncia e a viabilidade de utilizacdao destes produtos ao nivel de lavoura.

A busca de solucoes para outras demandas e prioridades de pesquisa
também poderao ser beneficiadas pelos conhecimentos e/ou tecnologias a se-
rem geradas pelo presente projeto. Dentre essas pode-se destacar o manejo do
solo, da cultura, de pragas e doencas, sistemas de producéao e rotacao de cultu-

ras, assim como, estudos econémicos e estratégicos.

1.1. Bases Agrondmicas e Fisiolégicas
das Respostas da Soja a Dispo-
nibilidade Hidrica
(04.2000.331-01)

Norman Neumaier’, Alexandre L. Nepomuceno’,
José Renato Boucas Farias’,
Alexandre José Cattelan',

Tetsuji Oya', Nelson Delattre' e
Osmar Rodrigues?®

O maior fator de risco e de insucesso
na exploracao da cultura da soja é a vari-
abilidade na ocorréncia de adversidades
climaticas. As secas (71% dos casos) sdo
o principal evento sinistrante no PROAGRO,
seguido por chuva excessiva (22% dos
casos), granizo e geada (dados de 1993).

' Embrapa Soja
2 Convénio JIRCAS/Embrapa Soja
3 Embrapa Trigo

(Embrapa Soja. Documentos, 164)

Além dos eventos exclusivamente clima-
ticos, ocorrem perdas por ataques de pra-
gas e de doencas (0,20% dos casos, nas
safras de verdo e por 0,05% dos casos,
nas de inverno). Apesar dos grandes pre-
juizos advindos da ocorréncia de secas,
pouco ou quase nada se tem para apre-
sentar como solucao ao produtor, sem
aumentar seu custo de producdo. Tudo
isto justifica a busca de novas informa-
coes no sentido de otimizar o seu culti-
vo, possibilitando a obtencao de maiores
rendimentos e menores riscos.

A avaliacao da tolerancia de gené-
tipos ao défice hidrico tem sido feita, de
forma indireta, através da avaliacao final
do rendimento de grdos ou de outras ca-
racteristicas agron6émicas. A busca de
parametros que permitam uma avaliacao
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direta da capacidade da planta em tole-
rar a seca, tem grande interesse ao pro-
cesso de selecdo, no melhoramento de
plantas. A resisténcia estomatica, taxa
fotossintética, osmoregulacao, capacida-
de de translocacao de fotoassimilados,
numero de estématos, teor relativo de
agua, etc., podem vir a ser ferramentas
importantes para a diferenciacao de
gendtipos com condicdes de tolerar peri-
odos de deficiéncia hidrica. O objetivo do
presente estudo é o de caracterizar as
respostas agronémicas e/ou fisiolégicas
das cultivares de soja da Embrapa em
resposta a diferentes intensidades de
défices hidricos, em distintas fases do
desenvolvimento. Com isso, busca-se a
identificacdo das caracteristicas que con-
ferem aos gendtipos maior tolerancia ou
sensibilidade a seca, visando gerar co-
nhecimento basico e subsidios aos pro-
gramas de melhoramento genético e ao
setor produtivo, contribuindo para a re-
ducao dos riscos climaticos e dos prejui-
zos decorrentes dos défices hidricos.
No primeiro ano do estudo (2000)
foram instalados dois ensaios a campo.
Foram avaliadas respostas fenoldgicas,
morfolégicas, agrondmicas e fisiolégicas
de dez cultivares de soja. Num dos en-
saios, em delineamento de blocos com-
pletos casualizados com parcelas subdi-
vididas, os tratamentos foram (nas par-
celas) niveis de disponibilidade hidrica:
1) Irrigado (potencial matricial de agua,
no solo, mantido entre -0,03 e -O,05MPa,
com irrigagcGes manuais); 2) Nao Irrigado
e (nas subparcelas) as cultivares BR 16 e
37; Embrapa 48 e 59 e BRS 132; 133;
134; 183; 184 e 185. Num outro experi-

mento complementar foram testadas as
mesmas dez cultivares sob abrigos moé-
veis automaticos e sem nenhum supri-
mento de 4gua (Estressado), por 32 dias,
a partir do florescimento (R2). Os resul-
tados desse primeiro ano de ensaios mos-
tram que, possivelmente, por 2000 ter sido
um ano sem muitos défices hidricos, as
diferencas no rendimento, entre os trata-
mentos Irrigado e Nao irrigado, foram pe-
quenas (3,8%). A auséncia do suprimen-
to de agua apés o florescimento (trata-
mento Estressado) causou uma reducao
média de 71% nos rendimentos. A culti-
var mais produtiva, tanto na condicao
Irrigada como na Nao Irrigada foi a BRS
134, enquanto que a menos produtiva
foi a BR 16. J4, no experimento comple-
mentar com o tratamento Estressado, as
cultivares mais produtivas foram BR 37,
BRS 183 e BRS 184 que reduziram seus
rendimentos em cerca de 66%, quando
comparados aos seus rendimentos obti-
dos na condicao Irrigada. As menos pro-
dutivas, sob défice, foram Embrapa 59 e
BRS 185 que reduziram seus rendimen-
tos em mais de 75%.

A taxa fotossintética mostrou-se
muito sensivel ao défice hidrico. Sua re-
ducao média no tratamento Estressado
foi de cerca de 57%, quando comparado
com o tratamento Irrigado. Mesmo o tra-
tamento Nao Irrigado, quando compara-
do ao tratamento Irrigado, apresentou um
areducao de 7,7 % na taxa fotosintética.
Nos tratamentos Irrigado e Nao Irrigado
as taxas fotossintéticas medidas no de-
correr do ciclo da cultura mantiveram-se
em torno de suas médias, entretanto para
o tratamento Estressado os valores da

(Embrapa Soja. Documentos, 164)
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taxa fotossintética decresceram a medi-
da que o défice se prolongava. Apenas
duas cultivares apresentaram reducdes
menores que 50%, e foram a BRS 132 e
a BRS 183 (Figura 1.1). A resisténcia
estomatica seguiu um padrao inverso ao
da taxa fotossintética.

O teor relativo de dgua na folha (TRAF)
foi drasticamente reduzido, no tratamen-
to Estressado, para as cultivares BR 16 e
BRS 184, principalmente, nos estagios
mais adiantados do défice. Algumas cul-
tivares, como a Embrapa 48 e BRS 134,
mantiveram seus TRAF em niveis altos,
mesmo sob défice hidrico. Isso, ndo acon-
teceu com a cultivar BR 16, cujo TRAF
decresceu continuamente a medida que
o défice se prolongava (Figura 1.2). O
TRAF é uma caracteristica fisioldgica
importante na avaliacao do estado hidrico
da planta. Sob condicées normais de de-

Taxa fotossintética, Londrina, 1999/2000

0
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FIG. 1.1. Variacdo percentual da taxa fotos-
sintética (A) de dez cultivares de
soja submetidas a défice hidrico du-
rante o periodo reprodutivo (Estres-
sado), em comparacao com o trata-
mento Irrigado, na safra 1999/2000,
em Londrina, PR. Embrapa Soja.
2001

(Embrapa Soja. Documentos, 164)
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manda evaporativa da atmosfera (DEA),
valores de TRAF préximos de 90-95%
indicam que a planta estd bem suprida
de agua. Este bom suprimento pode es-
tar relacionado a um sistema radicular
profundo e eficiente ou simplesmente a
mecanismos de economia de agua na
parte aérea da planta.

A area foliar (AFMax) maxima, medi-
da entre 69 e 83 dias apds a semeadura
(DAS), foi reduzida em 6,8% no trata-

(a) Teor relativo médio de agua na folha, Londrina,
1999/2000
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——-BR 37

—aA— Embrapa 48
—e— Embrapa 59
—0—BRS 132
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FIG. 1.2. Variacdo percentual do teor relati-
vo de agua na folha (TRAF) em trés
datas de amostragem (a) e varia-
cdo percentual média do TRAF (b)
de dez cultivares de soja submeti-
das a défice hidrico durante o peri-
odo reprodutivo (Estressado), em
comparacdo com o tratamento Irri-
gado, na safra 1999/2000, em Lon-
drina, PR. Embrapa Soja. 2001.



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2000

mento Nao Irrigado e 74,5% no trata-
mento Estressado, quando comparada a
AFMax obtida no tratamento Irrigado. As
cultivares que se destacaram com rela-
cao a massa seca de plantas em R8, em
qualquer das condicées hidricas testadas
foram a BRS 133 e BRS 134.

O ndmero de legumes por planta tam-
bém seguiu a mesma tendéncia, ou seja,
o tratamento Estressado reduziu em 78%
esse componente do rendimento, quan-
do comparado com o tratamento Irriga-
do. As cultivares tenderam a apresentar
diferentes estratégias para enfrentar a
seca. Sob condicao de défice hidrico, as
cultivares BR 16, BR 37, Embrapa b9,
BRS 133 e BRS 134 emitiram um nume-
ro bem reduzido de legumes e pratica-
mente nao apresentaram abortamento de
legumes. As BRS 132 e 183 emitiram
um grande numero de legumes e, quan-
do submetidas ao défice hidrico, apresen-
taram abortamento de cerca de 58% dos
mesmos. Sob condicdoes hidricas 6timas,
ou préoximo destas, a cultivar Embrapa
48 emitiu um grande nimero de legumes
mas apresentou uma alta taxa de
abortamento. As cultivares BR 16 e BRS
132, sob condicbes 6timas, apresenta-
ram niveis médios de abortamento. Os
resultados preliminares obtidos indicam
que outras cultivares, como BR 37, BRS
133, BRS 184 e BRS 185, sob condi-
coes de disponibilidade hidrica 6tima,
emitiram uma quantidade de legumes
muito semelhante aquela que mantiveram
até o final do seu ciclo, isto é, sob condi-
cOes Otimas, apresentaram baixo
abortamento de legumes. Essa pode ser
uma estratégia interessante do ponto de

~
~

vista do uso eficiente de energia na plan-
ta, com vistas a producéao de altos rendi-
mentos.

O numero de sementes por vagem
(NSV) no tratamento Estressado foi re-
duzido, em média, 25,4% quando com-
parado com o tratamento Irrigado. As
cultivares que mais reduziram o NSV, em
resposta ao défice hidrico, foram BRS
185, Embrapa 59 e BR 16, com redu-
coes de 30% ou mais, enquanto que as
que menos sofreram reducado, nesse com-
ponente do rendimento, foram Embrapa
48, BRS 132 e BRS 183.

O tamanho da semente (peso de 100
sementes) ndo apresentou redugao quan-
do as plantas foram submetidas ao défice
hidrico, exceto, uma pequena reducao,
nesse componente, nas cultivares
Embrapa 48 (10%), BRS 134 (6%) e BRS
184 (4%). O restante das cultivares apre-
sentaram um aumento do peso de 100
sementes. Nas cultivares BRS 132, BR
37 e BRS 183 esse aumento esteve pou-
co acima dos 20%. Estes resultados in-
dicam que o peso de 100 sementes, ape-
sar de ser uma caracteristica genética
definida entre limites estreitos em cada
cultivar, € um componente do rendimen-
to que ainda apresenta uma razoavel fle-
xibilidade para compensar perdas ocorri-
das nos componentes do rendimento que
foram definidos em etapas anteriores, no
ciclo da cultura.

Os resultados aqui relatados sao
oriundos de subprojeto parcialmente fi-
nanciado pelo CNPq e contaram com o
apoio técnico e financeiro do JIRCAS. Os
resultados aqui apresentados sdo de um
ano de experimentos apenas e, portan-

(Embrapa Soja. Documentos, 164)



to, preliminares. Por esse motivo, reco-
menda-se cautela na interpretacdo e no
uso desses resultados.

o0

1.2. Bases Agronémicas e Fisiolégicas
das Respostas da Soja as Condi-
cdes Térmicas e Fotoperiddicas
(04.2000.331-02)

Norman Neumaier’, Celso Wobeto?,
Alexandre L. Nepomuceno’,
José Renato B. Farias', Tetsuji Oya®,
Nelson Delattre' e Osmar Rodrigues*

O potencial produtivo das novas cul-
tivares de soja, lancadas a cada ano, €
muito superior (5 a 6 Mg/ha) a produtivi-
dade conseguida na pratica (1,52 a
2,80Mg/ha, na média dos Estados na
safra brasileira de 1998/99). As diferen-
cas entre as produtividades reais e as po-
tenciais sdo devidas, principalmente, ain-
fluéncia do ambiente. Assim, a base para
o0 aumento da produtividade para niveis
préximos do potencial, € a maximizacao
do uso das disponibilidades ambientais
pela soja. A temperatura e o comprimen-
to do dia (fotoperiodo) constituem impor-
tantes sinais do ambiente capazes de
sensibilizar as plantas provocando respos-
tas moleculares, fisiolégicas e agrondémi-
cas das mesmas. A caracterizacdo das
respostas ao ambiente e o entendimento
dos mecanismos envolvidos sdo a chave
para a maximizacao do uso das disponi-

Embrapa Soja

FAPA, Entre-Rios, Guarapuava
Convénio JIRCAS/Embrapa Soja
Embrapa Trigo

AR RN

(Embrapa Soja. Documentos, 164)
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bilidades climaticas por gendtipos de soja.
Deficiéncia hidrica, a maior responsavel
pela diminuicao das produtividades, estéa
sendo estudada em outro subprojeto
(04.2000.331-01). O objetivo geral do
presente subprojeto é o de caracterizar
as respostas agronOmicas e fisiolégicas
da soja as condicdes térmicas, fotoperio-
dicas e de radiacdo luminosa, buscando
entender os mecanismos envolvidos nes-
tas respostas. Com este entendimento
serd possivel: melhor compreender o
florescimento tardio da soja sob dias cur-
tos; determinar as reais causas do tom-
bamento fisiolégico (tombamento e mor-
te da plantula de soja supostamente cau-
sado por temperaturas muito elevadas na
superficie do solo) e; caracterizar o de-
senvolvimento da soja sob condicdes de
baixa radiagdo luminosa que normalmen-
te acompanha as condicGes de excesso
de chuva. Como resultados espera-se
ampliar o conhecimento para subsidiar o
desenvolvimento de cultivares melhor
adaptadas as condicbes especificas de
ambientes-alvo, restritos ou nao, e para
o atendimento de demandas pontuais de
agricultores, assisténcia técnica publica
e privada, departamentos comerciais de
cooperativas, 6rgaos ou empresas de
securitizacao agricola, etc.

Durante este primeiro ano do subpro-
jeto (2000), os esforcos foram concen-
trados no estudo das respostas da soja a
radiacao solar. Foram executados dois
experimentos a campo, um em Londrina
(Embrapa Soja) e outro em Guarapuava
(FAPA, Entre-Rios), visando caracterizar
a resposta da soja a diferentes niveis de
radiacdo solar, durante o periodo reprodu-



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2000 73>

tivo. Em ambos os experimentos foram
usadas coberturas de sombrite sobre as
parcelas para a obtencao dos diferentes
niveis de radiacdo solar (radiacao fotos-
sinteticamente ativa, RFA).

No experimento de Londrina, foram
testados trés tratamentos, em blocos ao
acaso, com quatro repeticdes. Os trata-
mentos constaram de: (1) testemunha
(100% da RFA) e; (2) 45% da RFA, por
20 dias a partir do florescimento (R1) ou;
(3) por 25 dias durante o enchimento dos
graos (RbH). A cultivar teste foi a Embrapa
48. O experimento foi semeado em 26/
11/1999 e colhido em 25/03/2000. Du-
rante o desenvolvimento do experimento
foram efetuadas avaliacdes fenoldgicas,
fisiolédgicas e agronémicas. Os tratamen-
tos nao influenciaram a altura de plantas
e o numero de nés no caule. As plantas
submetidas a 1T00%RFA apresentaram
numero de vagens significativamente
maior do que as plantas submetidas aos
tratamentos com restricdo da RFA. O nu-
mero de grdaos por vagem foi significati-
vamente maior nos tratamentos 100%RFA
e 45%RFA em R1. O numero de graos
por planta foi maximo no tratamento com
100%RFA e minimo no tratamento
45%RFA em R5. Os dados referentes a
resposta dos componentes do rendimen-
to a baixa disponibilidade de RFA demons-
tram os efeitos das baixas intensidades
dessa radiacao, principalmente durante
o enchimento de graos, na diminuicédo dos
rendimentos. A restricdo da RFA incidente
no dossel vegetal causou decréscimo na
fotossintese, tanto em R1 quanto em Rb
(Figura 1.3). O tratamento com 45%RFA,
por 20 dias, apds o florescimento nao

restringiu o rendimento, enquanto que, a
mesma restricdo, por 25 dias, durante o
enchimento dos graos, causou significa-
tiva diminuicdo de 22% do rendimento
(Figura 1.3). Assim, esses resultados pre-
liminares indicam que intensidades subati-
mas de RFA durante o enchimento dos
graos afetam negativamente o rendimen-
to da soja, indicando que, a disponibili-
dade de altas intensidades de RFA, nes-
sa fase, é essencial para garantir altos
rendimentos. O enchimento dos graos

(a) Taxa de assimilagéo de CO,,
Londrina, 1999/2000
Somb R1 Somb R5

A &

25 -
M AN
b \// N4 .

15 —e— 100%RFA H
\J

30

A (umol CO2 m?.s™)

—a— 45%RFA em R1
—a— 45%RFA em R5
10 T T T T
26/12 15/1 4/2 2412 15/3 4/4
Data de amostragem

(b) Rendimento, Londrina, 1999/2000
5

Mg/ha

100%RFA 45%RFA em R1 45%RFA em R5

FIG. 1.3. Taxa de assimilacdo de CO, - A (a)
e rendimento de grdos (b) da culti-
var de soja Embrapa 48 submetida
a duas condicoes de luminosidade
(100%RFA e 45%RFA) em dois
periodos de desenvolvimento da
cultura (R1 e R5), em Londrina.
Mesma letra indica diferencas nao
significativas (Tukey, P<0,05).
Embrapa Soja, Londrina, PR, 2001.

(Embrapa Soja. Documentos, 164)
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constitui a dltima etapa da formacao do
rendimento quando a demanda por pro-
dutos da fotossintese é maxima. Por isso,
nesse periodo, limitacoes como baixa RFA
afetam negativamente a fotossintese e,
consequentemente, o rendimento.

No experimento de Guarapuava, em
delineamento de blocos ao acaso com
parcelas subdivididas, foram testados,
nas parcelas, trés niveis de RFA (100%;
70% e 45% da RFA) e, nas subparcelas,
quatro gendtipos (Embrapa 59, BRS 132,
0C12158 e OC127837). O experimento
foi semeado na mesma data de semea-
dura em Londrina, isto é, em 26/11/1999
e colhido no més 04/2000. Durante o

TABELA 1.1. Taxa de assimilacao de COz (A) e resistén-

desenvolvimento do experimento foram
efetuadas avaliacdes fenoldgicas, fisio-
I6gicas e agronémicas. A taxa de assimi-
lacéo de CO, (A) mostrou reducéo signi-
ficativa nas parcelas submetidas a
45%RFA e a 70%RFA (Tabela 1.1). Na
comparacao entre gendtipos, OC12158
apresentou taxa de assimilagdo de CO,
menor que a dos outros genétipos (Ta-
bela 1.1). A resisténcia estomatica foi sig-
nificativamente reduzida nos tratamentos
de 45%RFA e 70%RFA. O genétipo BRS
132 apresentou resisténcia estomatica
menor que a dos outros gendtipos (Tabela
1.1). A partir do enchimento de graos (R5),
a massa seca total foi significativamente
maior sob 1T00%RFA, em
comparacao aos outros dois

cia estomatica (RS) de quatro genétipos de
soja submetidas a trés niveis de radiacdo
fotossintéticamente ativa (RFA) durante o
periodo reprodutivo, em Entre-Rios,
Guarapuava, PR. Embrapa Soja, Londrina,
PR, 2001

Caracteristica

Tratamentos
A RS

Niveis de radiac@o (RFA) ...cooiniiiiiii e

100%RFA 24,47 A 0,172A

70%RFA 21,41 B 0,113 B

45%RFA 18,96 C 0,113 B

CV% 8,7 17,8

DMS (Tukey 5%) 2,99 0,037
(7= 0 o 7 1T oo S

Embrapa 59 23,81AB 0,149A

BRS 132 24,32A 0,112 B

0C12158 17,57 C 0,126 AB

0C127837 20,75 BC 0,143AB

CV% 18,43 30,2

DMS (Tukey 5%) 3,55 0,036

Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem signifi-

cativamente (Tukey, P<0,05).

(Embrapa Soja. Documentos, 164)

niveis. Na maturacao (R8),
os gendtipos Embrapa 59 e
0C12158 apresentaram
massa seca total significa-
tivamente maior do que o
gendtipo OC127837. Ni-
veis subdétimos de RFA fa-
voreceram a ocorréncia de
doencas de final de ciclo,
DFC. Essa resposta foi de-
pendente do gendtipo. A
duracao dos periodos vege-
tativo, reprodutivo e ciclo
total, nao foi influenciada
pelos niveis de RFA. A al-
tura de plantas, tanto em
R1 quanto em Rb5, e o cres-
cimento pds-florescimento
ndao foram influenciados
pelos niveis de RFA, entre-
tanto, ambas as caracteris-
ticas diferiram entre gené-
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tipos. O acamamento foi significativamen-
te maior nos tratamentos com restricao
de RFA. ‘Embrapa 59’ apresentou acama-
mento préximo do maximo, seguido do
gendétipo OC127837. As restricdes na
RFA causaram reducdes significativas no
rendimento dos gendtipos. As reducdes
nos rendimentos, causadas pela maior
restricdo de radiacédo (45%RFA), variaram

s

de 25,6% para ‘Embrapa 59’ a 67,3%
para OC127837. Os gendtipos Embrapa
59 e BRS 132 apesar de terem seus ren-
dimentos reduzidos, nas maiores restri-
coes de RFA, foram menos sensiveis as
baixas radiacbes do que os gendtipos
0C12158 e OC127837 (Tabela 1.2).
Esses resultados preliminares indicam
que niveis subétimos de RFA podem es-

TABELA 1.2. Rendimento de graos e reducdo percentual do rendimento (em relacao

ao tratamento 100%RFA), de quatro genétipos de soja submetidos a
trés niveis de radiacdo fotossintéticamente ativa (RFA) durante o
periodo reprodutivo, em Entre-Rios, Guarapuava, PR. Embrapa Soja,
Londrina, PR, 2001

Tratamentos
Niveis radiacao - RFA

Rendimento de graos (Mg/ha) % Reducdo

100%RFA
70%RFA
45%RFA

CV%

DMS (Tukey 5%)

2,680 A 0,0
2,187 B 18,4
1,606 C 40,1
9,2
0,264

Genétipo Rendimento de graos (Mg/ha) % Reducdo (45%RFA)
Embrapa 59 2,267 A 25,6
BRS 132 2,342 A 27,6
0C12158 2,429 A 42,8
0C127837 1,592 B 67,3
CV% 4,2
DMS (Tukey 5%) 0,262

Interacdo Gen x RFA

Rendimento de grdos (Mg/ha)

Genoétipo 100%RFA 70%RFA 45%RFA
Embrapa 59 2,574aB 2,311abA 1,916bA
BRS 132 2,753aAB 2,282 bA 1,993bA
0C12158 3,065aA 2,467 bA 1,754 c A
0C127837 2,327aB 1,690 bB 0,761 cB
CV% 9,2 9,2 9,2
DMS (Tukey 5%) 0,456 0,456 0,456

CV=4,2; DMS =0,398 para niveis de RFA dentro de gendtipo.

Valores seguidos da mesma letra mindscula na linha ou maildscula na coluna nado diferem
significativamente (Tukey, P<0,05).

(Embrapa Soja. Documentos, 164)
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tar reduzindo os rendimentos de lavou-
ras de soja. A regiao de Guarapuava apre-
senta maior precipitacdo, menor radiacao
e menor temperatura. Os solos, onde fo-
ram instalados os experimentos, tanto de
Guarapuava quanto de Londrina, apresen-
tam niveis 6timos de fertilidade. Assim,
os menores rendimentos de Guarapuava
(média de 2,16 Mg/ha, comparado com
média de 3,98 Mg/ha em Londrina) po-
dem estar sendo determinados pelas ca-
racteristicas climaticas citadas, atuando
isoladas ou conjuntamente, sobre as cul-
tivares. Além disso, os resultados desse
primeiro ano mostram que existe variabi-
lidade genética, entre os gendtipos, para
adaptabilidade a regides com menores
niveis de radiacao.

o>0>0

1.3. Identificacdo, Clonagem e Se-
glienciamento de Genes Diferen-
cialmente Expressos em Respos-
ta as Variacoes Climaticas em
Soja (04.2000.331-03)

Alexandre L. Nepomuceno', Norman Neumaier’,
José Renato B. Farias’, Tetsuji Oya? e
Osmar Rodrigues

Todas as mudancas fisiolégicas, mor-
folégicas e de desenvolvimento em plan-
tas tém uma base molecular/genética.
Portanto, genétipos que diferem entre si
nas respostas as adversidades climatica

' Embrapa Soja
2 Convénio JIRCAS/Embrapa Soja
2 Embrapa Trigo
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devem apresentar diferencas qualitativas
e quantitativas em expressao génica.
Tentar compreender como alguns destes
controles da expressao génica sao
ativados/desativados e como interagem
entre si é um dos objetivos do subprojeto
04.2000.331-03.

No primeiro ano de execucdo deste
subprojeto dois grupos de experimentos
foram conduzidos focalizando respostas
moleculares ao fotoperiodo e a seca. Os
experimentos de caracterizagdao molecular
de cultivares de soja em resposta ao
fotoperiodo, foram iniciados para coleta
de material biolégico. As cultivares Biloxi
(resposta convencional ao fotoperiodo) e
Paranagoiana (periodo juvenil longo) fo-
ram submetidas a dois fotoperiodos (lon-
go/curto) onde folhas foram coletadas em
varias fases de desenvolvimento. Foi
conduzida a extracao do RNA total des-
tes materiais, que agora esta sendo utili-
zado nas reacodes da técnica “Differential
Display - DD".

Nos experimentos para identificar e
isolar genes que podem apresentar dife-
rencas de expressao durante periodos de
seca foi extraido RNA total de trés culti-
vares de soja (BR-4, BR-16 e MG/BR-46
Conquista) que apresentam respostas
contrastantes ao déficit hidrico quando
submetidas a condicdes de seca. BR-4 e
MG/BR-46 Conquista foram consideradas
como cultivares que toleram periodos
maiores de estresse hidrico, enquanto que
a cultivar BR-16 mostra-se sensivel.

Estresses abiéticos como a seca po-
dem reduzir significativamente rendimen-
tos em lavouras e restringir as latitudes e
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solos onde espécies comercialmente im-
portantes podem ser cultivadas. As im-
plicacGes sdo enormes uma vez que, nao
somente produtores, mas toda a socie-
dade ¢é afetada. A identificacao e a com-
preensao dos mecanismos de tolerancia
a seca sao cruciais ao desenvolvimento
de novas cultivares comerciais mais to-
lerantes ao déficit hidrico. A expressao
de genes (ainda nao caracterizados ou ja
identificados) em gendtipos tolerantes ao
déficit hidrico pode ser usada no estudo
de mecanismos de toleradncia a seca e
para identificar outros gendtipos com
caracteristicas similares. As sequéncias
de genes diferencialmente expressas po-
dem ser usadas como sondas para estu-
dar bancos de germoplasma, em busca
de gendtipos com caracteristicas simila-
res em relacdo a respostas ao déficit
hidrico, ou na analise de geracdes oriun-
das de cruzamentos contendo estes es-
pecificos genes. Estudos de fisiologia de
plantas em resposta a seca podem ser
melhorados quando os diferentes trata-
mentos sao comparados em termos de
expressao génica. Alguns dos genes iden-
tificados podem ter potencial para o uso
em transformacdes génicas de plantas
gue visem aumentar a performance des-
tas para tolerar déficits hidricos.

Para a caracterizacao molecular, os
gendtipos tolerantes e sensivel, depois
de submetidos a estresse hidrico mode-
rado, tiveram suas folhas e raizes cole-
tadas para a extracdao de RNA total. O
RNA total foi utilizado em reacdes de
transcricdo em reverso (RT), onde foram
usados os seguintes primers ancora:

A15T GC*, A2:°T CC?%, A3:*T GG* e

(9) (9) (9)
A4:5T CG?®. O volume final das reagéGes

de RT r()gz):\ra cada tratamento foi de 50ni,
sendo que cada reacao foi composta de:
3nL de RNA (2ng/niL); 10nL de tampéo
(5X); 1.5mL de dNTP (10mM); 2.5nl de
primers ancora (50nM), (A1,A2,A3 ou
A4) e 31.5nL de dgua DEPC. A reacao foi
levada ao termociclador a 65°C por 5min.
Quando a temperatura caiu para 37°C
acrescentou-se areacao 1.5nkL da enzima M-
MLV RT (Life Technologies - GIBCO BRL).
Incubou-se a 37°C por uma hora e depois
a temperatura foi elevada para 99°C, duran-
te bmin. Depois da reacdo RT, foram fei-
tas reacOes de PCR radioativo usando-se
as combinagdes dos primers ancora (A1,
A2,A3 e A4) com os primers randémicos
(10-mer) B1(*GAGCTTGAAC?®), B2
(*GTGCGTCCTC?®), e B7(*CCGTCACTGG?).
O volume final da reacdo de PCR foi de
25nmL com a seguinte composicdo: 4nL
de DNAc; 6.25m. de dANTP (100mM);
2.5n de tampéo (10X); 1.25n de MgCl,
(50mMM); 1L de primers ancora (50mV);
0.5nL de Tag DNA polymerase (5U/nl)
(Life Technologies - GIBCO BRL); 8.7nL
de agua DEPC; 0.3nL de [a-*°P]dATP
(10mCi/mL, 2500Ci/m mol, Amersham
Pharmacia Ltda) e 0.5nL de primer rand6-
mico (50mMM) (B1, B2, ou B7). As tempe-
raturas de amplificacdo utilizadas foram
as seguintes: 2min a 94°C, seguido de
40 ciclos de 94°C por 30s, 42°C por Tmin
e 72°C por 30s. E uma extensao final a
72°C por bmin. Os produtos de PCR fo-
ram separados em poliacrilamida 6%,
onde os diferentes tratamentos foram
comparadas lado a lado. Bandas diferen-
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cialmente expressas foram isoladas, re-
amplificadas e clonadas com o kit pGEM-
T easy vector (Promega Corp.). Apds
clonagem, os fragmentos de cDNAs fo-
ram seqlienciados no seqlienciador au-
tomatico ABI 377 (Aplied Biosystems)
com o uso do kit AB/ PRISM ™ Big Dye
Terminator (Aplied Biosystems).

Foram identificados, clonados e se-
guenciados 28 fragmentos de DNAc di-
ferencialmente expressos. Depois de re-
alizadas buscas em bancos de genes, 15
sequéncias apresentaram alta homologia
com genes conhecidos, nove apresenta-
ram baixa homologia e quatro sequénci-
as nao apresentaram homologia (Tabela
1.3). Das vinte e oito bandas identificadas
como diferencialmente expressas, quin-
ze mostraram homologia com genes co-
nhecidos. Duas bandas diferencialmente
expressas serdo discutidas. A banda
A1B2-1 gerou um fragmento de 306 pa-
res de bases e apresentou-se diferencial-
mente expressa somente em raizes das
cultivares BR-16 e MG/BR-46 Conquis-
ta, em ambas as situacdoes de agua no
solo. Um dos quadros de leitura traduzi-
do do fragmento A1B2-1 mostrou alta
homologia (89%) com um ativador de
transcricdo de A. thaliana mostrando 47
aminoacidos homoélogos. Existem fatores
de transcricdo que sdao normalmente pro-
teinas induzidas a serem expressas du-
rante situacoes especificas de desenvol-
vimento ou interacdo com o ambiente,
Ou que sao expressas somente em teci-
dos especificos no organismo. Estes nor-
malmente sdo chamados de ativadores

(Embrapa Soja. Documentos, 164)

Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2000

de transcricao e podem funcionar direta-
mente sobre a RNA polimerase ou sobre
aregiao promotora do gene. A identifica-
cao e isolamento da seqliéncia promoto-
ra que flanqueia este ativador de trans-
cricao podera ser usada em futuras cons-
trucoes génicas onde se deseja expres-
sdo de proteinas somente em determina-
das partes do organismo, neste caso a
raiz. A banda A1B1-8 representa um frag-
mento de 497 pares de bases que se
apresentou diferencialmente expresso
somente na cultivar MG/BR-46 Conquis-
ta (tida como tolerante a seca) e somen-
te na condicdo de estresse hidrico. O
guadro de leitura traduzido do fragmento
A1B1-8, mostrou alta homologia com
uma subunidade de NADH Desidrogenase
ND4L de Spinacia oleracea com 44
aminoacidos homoélogos (64%). NADPH
desidrogenases, sao enzimas componen-
tes da membrana mitocondrial. Estao di-
retamente envolvidas no transporte de
elétrons na cadeia respiratéria (Fosfori-
lacdo Oxidativa), e consequentemente,
tem papel chave no fornecimento de ener-
gia na célula.

Cada um dos 28 fragmentos identifi-
cados pode ser usado como sonda mole-
cular na andlise de germoplasma e mapea-
mento molecular ou em estudos de fisio-
logia vegetal. Se confirmada a participa-
cao nas respostas a seca, transformacoes
génicas poderao ser feitas objetivando a
criacao novas variedades mais toleran-
tes ao déficit hidrico.

o>0<>-0
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1.4. Manejo dos Recursos Disponiveis
do Ambiente para Producado de
Soja (04.2000.331.04)

Osmar Rodrigues', Alexandre L. Nepomuceno?,
José Renato B. Farias?, Norman Neumaier? e
Tetsuji Oya®

O estado do Rio Grande do Sul é um
dos maiores produtores de soja do Bra-
sil, entretanto, por unidade de area, apre-
senta uma das menores produtividades
do pais. O problema indica a necessida-
de de estudos que avaliem em detalhe as
origens da baixa produtividade neste es-
tado. Dentre as possiveis causas do pro-
blema sao apontados o manejo generali-
zado da cultura as distintas condicdes
edafoclimaticas do estado e a falta de
informagdes mais detalhadas sobre ca-
racteristicas diferenciais importantes das
cultivares de soja disponiveis hoje no mer-
cado. Entre as praticas de manejo gene-
ralizado a cultura, destaca-se a época de
semeadura. Essa variavel é uma das mais
importantes na determinacdo do rendi-
mento em soja. Seu efeito se expressa
através do fotoperiodo e temperatura, os
quais variam com diferentes latitudes e,
dentro da mesma latitude com as épocas
de semeadura diferentes. Na regido do
planalto do RS, as épocas recomenda-
das para semeadura de soja sdo: de 25/10
a 30/11 para cultivares de ciclo precoce;
de 20/10 a 5/12, as de ciclo médio; de
15/10 a 10/12, as de ciclo semitardio; e
de 10/10 a 10/12, as de ciclo tardio. As
definicbes dessas épocas foram basea-
das nas condicodes climaticas, fenoldgicas
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e de colheita. Nessa recomendacao de
épocas para genétipos de diferentes gru-
pos de maturagao, portanto com carac-
teristicas fenolégicas diferenciadas no
tempo e no espaco, ndao foram conside-
rados arranjos especificos das plantas no
espaco para maximizar a utilizacdo dos
recursos disponiveis do ambiente (agua,
luz, temperatura, N, e nutrientes) e/ou
minimizacao de freqlentes estresses
(hidrico e temperatura) caracteristicos nos
principais sistemas de exploracdao no RS.
Por tanto, com o objetivo de gerar co-
nhecimentos que contribuam para explo-
racdo maxima e racional dos recursos
disponiveis do ambiente para possibilitar
o aumento da produtividade da soja no
RS, estd sendo conduzido o subprojeto
04.2000.331-04 na Embrapa Trigo, em
Passo Fundo/RS.

oS>0

1.5. Estratégias para Amenizar Impac-
tos Decorrentes das Adversida-
des Climaticas (04.2000.331-05)

Alexandre L. Nepomuceno’,
José Renato B. Farias', Norman Neumaier’,
Alexandre José Cattelan’, Tetsuji Oya?,
Nelson Delattre’ e Osmar Rodrigues?®

Com o avanco na compreensao dos
mecanismos envolvidos nas diversas res-
postas que as plantas manifestam quan-
do submetidas a periodos de estresse,
varias novas alternativas tem sido pro-
postas no sentido de reduzir as perdas

' Embrapa Soja
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causadas por variacoes extremas do cli-
ma. Entre estas alternativas uma série de
produtos quimicos, biolégicos e orgéni-
cos tem sido desenvolvidos, testados e
introduzidos no mercado agricola. Mui-
tos destes produtos dizem basear seu
modo de acédo na alteracdo de processos
fisiolédgicos e bioquimicos no sentido de
ativar os mecanismos de defesa das plan-
tas. Entretanto, existe uma variabilidade
muito grande nas respostas induzidas por
estes produtos o que fortalece a necessi-
dade de que sejam estudados, em deta-
Ihe, os fatores envolvidos e as condicdes
em que estes produtos devam ou nao ser
utilizados. A importancia deste trabalho
pode ser visualizada basicamente de duas
formas. Primeiro como ferramenta impor-
tante na identificacdo de novas alternati-
vas, economicamente viaveis, que pos-
sam amenizar perdas devido aos estres-
ses ambientais. E segundo, como ferra-
menta de teste que assegura ao produ-
tor a analise precisa do efeito de produ-
tos comercializados como sendo promo-
tores de um aumento de tolerancia aos
estresses ambientais.

No primeiro ano do subprojeto
04.2000.331-05 o produto Thiamethoxan
700 WS foi testado com o objetivo ava-
liar seus efeitos sobre as caracteristicas
agrondémicas e fisiolégicas de plantas de
soja, e a capacidade de favorecer a pro-
dutividade durante situacées de estresse,
principalmente estresses hidricos.

Pesquisadores de empresas privadas
e produtores rurais tem observado efei-
tos fisiolégicos do produto Thiamethoxan
700 WS sobre a cultura da soja e do fei-
jdo. O produto é registrado para o con-

trole de insetos sugadores (Homoptera e
Thysanoptera) e mastigadores (Coleoptera
e Lepidoptera). Entretanto, além do con-
trole desses insetos, tem se observado
empiricamente, um desenvolvimento ve-
getativo mais intenso em plantas de soja
tratadas com o produto o que estaria fa-
vorecendo maiores produtividades. Se-
gundo estes pesquisadores e produtores
(comunicacado pessoal), as folhas das
plantas tratadas se apresentam maiores
e com coloracao verde mais intensa. En-
tretanto, ndo sdo apresentados dados
experimentais sobre os efeitos no rendi-
mento. Na descricdo do produto, também
nao sao descritos efeitos fisiolégicos so-
bre o desenvolvimento da planta.

O trabalho enquadra-se no subprojeto
de busca de alternativas para reduzir per-
das na lavoura de soja devido a estresses
ambientais. Em teoria, se o produto real-
mente aumenta o vigor de desenvolvi-
mento da planta, seja por um sistema
radicular mais agressivo ou por um au-
mento da capacidade fotossintética da
planta, ou por um outro fator, este maior
vigor poderd favorecer uma maior tole-
rancia aos estresses ambientais tais como
baixa fertilidade, déficit hidrico, etc. Para
testar esta hipotese foram instalados ex-
perimentos a campo e em laboratério (cul-
tura de tecidos). Devido a complexidade
dos fatores que podem estar envolvidos
nestas respostas e ao efeito dos fatores
ambientais os resultados apresentados
neste relatério devem ser confirmados com
mais um ou dois anos de experimentacao.

Em experimento com e sem irrigacao
foram feitas cinco avaliacGes, espacadas
em aproximadamente 10 dias cada, ini-
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ciando a partir do estadio Ve finalizan-
do no estadio R,,. Em cada avaliacéo,
10 plantas, em 1m linear, foram coletadas
da area util da parcela. As raizes destas
plantas foram extraidas juntamente com
o solo até a profundidade de 20cm. Pos-
teriormente, as raizes foram separadas
do solo através de peneiragem e lavagem.

Taxa fotossintética e resisténcia esto-
matica foram avaliadas em trés plantas
por repeticdo. Foliolos centrais de trifélios
completamente desenvolvidos, na quar-
ta posicdo a partir do apice da planta,
foram selecionados para estas avaliacdes.
As medicoes foram feitas entre 10:00 e
12:00h em dias sem nuvens com a radi-
acao fotossinteticamente ativa oscilan-
do ente 2000 a 2500mmol.m=2.s",

A umidade no solo foi monitorada
através do uso de tensiobmetros. Nos tra-
tamentos irrigados, sempre que a umida-
de atingia valores £ -0.05 MPa iniciava-
se a irrigacao que era mantida até que a
umidade do solo atingisse a capacidade
de campo (+ -0.02 MPa).

A fertilidade da area onde o experi-
mento foi conduzido foi corrigida de acor-
do com as recomendacodes técnicas com
base na andlise quimica do solo. Os tra-
tamentos foram mantidos livres de inse-
tos. Desta maneira, eliminou-se o efeito
dos insetos no experimento o que pode-
ria causar confundimento entre os efei-
tos inseticidas e fisiolégicos do produto
sobre o desenvolvimento das plantas. O
controle dos insetos foi feito semanalmen-
te através do uso de inseticidas (Endos-
sulfan, e Monocrotofds) de aplicacao
foliar, segundo recomendacdes do fabri-
cante.
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Ensaio preliminar havia sido conduzi-
do na safra 1998/99 onde foram obser-
vados efeitos significativos do produto
sobre a estatura e peso seco de legumes
de plantas de soja. A dose mais elevada
do produto (105gi.a./saca 100kg semen-
te) aumentou a estatura das plantas, em
média 12,5%, em relacdo a testemunha
sem o produto, dependendo da data de
amostragem. Entretanto, devido as con-
dicdes climaticas, em especial a excessi-
va precipitacdo pluviométrica, foram ob-
servadas plantas acamadas nos tratamen-
tos que receberam aplicacao do produto.
Este acamamento acentuado, provocou
a reducao no nimero de vagens em rela-
cao a testemunha. O acamamento pro-
voca uma série de obstaculos para o de-
senvolvimento normal da planta, entre os
quais pode-se citar a reducao na intercep-
tacao da radiacao solar pelas folhas e o
aumento da competicdo entre os legu-
mes de uma mesma planta por carboidra-
tos produzidos durante a fotossintese.
Esta maior competicdo entre legumes
pode ter ocasionado um maior aborta-
mento dos mesmos refletindo, entdo, no
menor nimero de legumes observado nas
plantas que receberam o produto na sa-
fra 1998/99.

Na safra 1999/2000 houve periodos
de déficit hidrico acentuado no inicio do
ciclo, enquanto que no final do ciclo as
chuvas voltaram a ocorrer e a umidade
do solo atingiu niveis préximo do 6timo.
Os resultados desta primeira safra per-
mitiram constatar que o produto atuou
no desenvolvimento das plantas de soja.
Rendimento de graos (Tabela 1.4), esta-
tura (Tabela 1.5), area foliar (Tabela 1.6),
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TABELA 1.4.Rendimento de graos (Kg/ha) de plantas de soja submetidas a
diferentes doses do produto Thiamethoxam 700 WS, na safra
1999/2000, em Londrina, PR. Embrapa Soja, 2001

122 dias apds plantio
Tratamentos

Sem Irrigacédo Com Irrigacdo Média
17,59 i.a/100kg 4243,75ab* 4368,25a * 4306,00ab*
52,bg i.a/100kg 4518,50a 4650,50a 4584,50a
1059 i.a/100kg 3589,50 b 4263,50a 3926,50 b
Testemunha 4015,50ab 4208,00a 4111,75ab

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey 5%.

TABELA 1.5.Estatura (cm) de plantas de soja submetidas a diferentes doses do
produto Thiamethoxam 700 WS, em seis datas de amostragem (média
dos tratamentos com e sem irrigacdo), na safra 1999/2000, em
Londrina, PR. Embrapa Soja, 2001

Dias apés o plantio

Tratamento
38 49 61 68 82 122
17,59 i.a/100kg 20,1™s  32,6™ 48,1™% 58,0 58,8™ 52,8™%
52,59 i.a/100kg 21,0 32,8 50,0 57,1 56,9 52,2
105g i.a/100kg 19,6 35,3 52,4 60,1 56,6 55,5
Testemunha 19,3 32,3 49,1 54,8 52,9 51,2

"$ N&o significativo, pelo teste Tukey 5%.

TABELA 1.6.Area foliar (cm?) de plantas de soja submetidas a diferentes
doses do produto Thiamethoxam 700 WS, em cinco datas de
amostragem (média dos tratamentos com e sem irrigacédo), na
safra 1999/2000, em Londrina, PR. Embrapa Soja, 2001

Dias apé6s o plantio
38 49 61 68 82

17,59 i.a/100kg 252,1™% 604,9"% 778,5™ 1112,6™ 1190,9™*

52,59 i.a/100kg 271,4 551,6 962,9 1388,4 1162,1
105g i.a/100kg 233,0 539,5 833,6 1172,2 904,9
Testemunha 207,5 491,1 804,0 1200,1 975,5

Tratamento

" N&o significativo, pelo teste Tukey 5%.
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e numero de legumes (Ta-
bela 1.7) sdo alguns dos para-
metros que significativamen-

TABELA 1.7.Ndmero de legumes de plantas de soja sub-

metidas a diferentes doses do produto
Thiamethoxam 700 WS, com irrigacdo, em

trés datas de amostragem, na safra
te foram afetados, ou mos- y
. fu - 1999/2000, em Londrina, PR. Embrapa
tram tendéncia d.e sofrer acao Soja, 2001
do produto Thiamethoxan
700 WS. Normalmente os Tratamento Dias apés o plantio
valores destes parametros 68 82 122
aumentaram quando da uti- 17,59 i.a/100kg 35,9™%  43,3"* 41,8a*
lizacdo do produto. Entretan- 52,59 i.a/100kg 35,0 35,2 34,3ab
to, é necessario que estas 105g i.a/100kg 30,8 27,0 34,6ab
Testemunha 33,4 28,3 31,1 b

informacoes sejam confir-

madas em diferentes condi-
coes edafoclimaticas, onde
o cultivo da soja é recomen-
dado no Brasil. Nos trabalhos
em nivel de cultura de tecidos também
foi possivel observar visualmente maior
desenvolvimento do sistema radi-cular
das plantas tratadas com o produto.

o>0>0

1.6. Modelos de Simulacao do Desen-
volvimento da Cultura da Soja em
Resposta as Variaveis do Ambi-
ente (04.2000.331-06)

José Renato Boucas Farias’,
Alexandre Lima Nepomuceno'’,
Norman Neumaier, Tetsuji Oya?,
Ivan Rodrigues de Almeida' e Osmar Rodrigues®

O acumulo de conhecimento cientifi-
co no entendimento dos processos bio-
I6gicos, aliado ao alto nivel tecnoldgico e
ao facil acesso a informatica, confere aos
modelos de simulacdo um papel impor-
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* Médias seguidas pela mesma letra minGscula, na coluna, néo
diferem significativamente entre si pelo teste Tukey 5%.

"> N&o significativo, pelo teste Tukey 5%.

tante, ndo so6 pelo uso académico e cien-
tifico, como também pela aplicacédo pra-
tica dos mesmos, constituindo-se hoje
numa das principais ferramentas do enfo-
que sistémico em pesquisa agricola. Os
modelos de simulacdo das respostas das
culturas aos fatores do ambiente consti-
tuem-se em ferramenta de grande valia
em varias areas do conhecimento agro-
némico, tanto permitindo uma perfeita
descricao e entendimento do conjunto,
como estimando o desempenho das cul-
turas em diferentes areas e situacodes. O
enfoque sistémico, viabilizado pelo uso
de modelos de simulacao de desenvolvi-
mento, permite integrar os efeitos de di-
ferentes condicdes edafoclimaticas sobre
o comportamento da cultura, fornecen-
do subsidios a tomada de decisdes
operacionais e estratégicas, em todos os
niveis do setor agricola brasileiro.

Neste sentido, o presente subprojeto
tem por objetivo geral disponibilizar mo-
delos de previsao de rendimentos e de



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2000

simulacdo do desenvolvimento da cultu-
ra da soja, capazes de constituirem-se em
ferramentas eficazes para suporte a to-
mada de decisOes e a estudos comple-
mentares, auxiliando na definicdo de ati-
tudes operacionais e estratégicas, desde
ao nivel de pais (governamental) até do
produtor rural, contribuindo para o setor
agricola brasileiro tornar-se mais eficien-
te e competitivo. A demanda por mode-
los confiadveis e precisos tende a ser cada
vez maior, principalmente, com os avan-
cos da agricultura de precisao, com os
trabalhos de riscos climaticos, zonea-
mento agricola e monitoramento de sa-
fras em tempo real. Paralelamente, esta
sendo organizado e mantido um banco
de dados com os principais elementos
meteorolégicos, com a descricdo e ca-
racterizacao fisica de diversos tipos de
solos e dados de éarea plantada, produ-
cao e rendimento de graos, em diferen-
tes anos e locais.

Neste primeiro ano de conducao,
atendeu-se especificamente a duas de-
mandas: estimativa de quebra de rendi-
mento em funcao do regime pluviométrico
para uso em indenizacdes de sinistros em
seguros agricolas e ajuste de modelos de
simulacdo de desenvolvimento da cultu-
ra da soja e de estimativa do rendimento
de graos para regioes de baixa latitude,
mais precisos e de facil aplicacéao, para
que possam ser usados em estudos es-
tratégicos na regido de expansao cultura
da soja no Brasil.

Para a quantificacao das perdas de
graos em funcdo do regime de chuvas
foi empregado o modelo CROPGRO (den-
tro do sistema DSSAT - Decision Support

System for Agrotechnology Transfer).
Foram estimados a evapotranspiracao real
média para cada condicao, definindo-se
arquivos climaticos hipotéticos em fun-
cao das reducdes no regime pluviométrico
minimo necessario. As estimativas de
rendimento de grdos foram expressos na
forma de percentual de perdas em fun-
cao do maximo potencial. Considerando
a metodologia empregada, conclui-se que
as perdas de rendimentos de grdos sao
crescentes a medida em que se diminui a
disponibilidade hidrica a cultura da soja,
principalmente, durante a fase de enchi-
mento de grdaos. Os dados obtidos cons-
tituem-se numa estimativa aproximada da
realidade, podendo, em algumas situa-
coes, nao expressar fielmente as intera-
cdes que ocorrem no complexo meio fi-
sico-bioldgico. O efeito direto exclusivo
da precipitacao pluviométrica sobre o ren-
dimento de graos, dificilmente pode ser
estimado com extrema precisao, pois
varios outros fatores podem afetar a res-
posta da cultura da soja a um determina-
do volume de chuvas.

Para o ajuste de um modelo para a
regido dos Cerrados brasileiros, partiu-se
para uma parceria com a Universidade da
Florida e com o USDA-ARS, tomando por
base um modelo desenvolvido e descrito
por Sinclair (1986), o qual estima o de-
senvolvimento da cultura da soja, da
emergéncia a maturacao fisiolégica, atra-
vés dos balancos de carbono, nitrogénio
e agua. Buscou-se ajustar o referido mo-
delo, a fim de possibilitar estimativas de
rendimento de grdos mais préximas aos
valores observados em campo. Para tan-
to, utilizaram-se os dados agron6micos,
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relativos a rendimento de graos
e a fenologia, oriundos da rede
de ensaio do programa de me-
Ihoramento de soja e de outros
trabalhos de pesquisa da
Embrapa Soja, nos estados de
Goias e do Mato Grosso e do
Distrito Federal, durante as sa-
fras 98/99 e 99/2000. Além das
respostas agrondmicas, foram
obtidos, para cada um dos locais,
os dados diarios de temperatura
maxima e minima, precipitacao
pluviométrica diaria e radiacao
solar, além das principais carac-
teristicas fisicas do solo. Selecio-
naram-se, como melhores ajus-
tes, aqueles cujos valores esti-
mados mais se aproximaram dos
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FIG. 1.4. Desvios das observacées de rendimento de

valores observados em campo e apresen-
taram, na andlise de regresséo linear pas-
sando pela origem, valor do coeficiente
angular mais préximo de um. Apds vari-
os ajustes, inclusdo e exclusao de roti-
nas, o modelo passou a estimar satisfa-
toriamente os rendimentos de graos, apre-
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grdos em relacado a linha 1:1 e a reta ajusta-
da pelo modelo passando pela origem.
Embrapa Soja, 2001

sentando desvio médio inferior a 10% e
um valor de coeficiente angular para a
reta ajustada muito préximo a 1 (Figura
1.4), concluindo-se que o mesmo pode
ser empregado para estimar o rendimen-
to de graos da cultura da soja para a re-
gido dos cerrados brasileiros.

o>0>0



GENETICA APLICADA AO MELHORAMENTO
DA SOJA

N° do Projeto: 04.2000.322 Lider: Carlos Alberto Arrabal Arias
N° de Subprojetos que compdem o projeto: 05

Unidades/InstituicOes participantes: Embrapa Soja; BIOAGRO (Universidade Fe-
deral de Vicosa), Vicosa, MG; Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR;
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF; Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, USP, Sao Paulo, SP; Milenia Biotecnologia & Ge-
nética Ltda, Londrina, PR

Desde os primérdios da agricultura, o homem procura melhorar as plantas
com o objetivo de obter maiores quantidades de alimentos. Isso vem sendo feito
pela exploracdo da diversidade existente entre diferentes espécies e também
dentro de cada espécie. As variacoes intraespecificas podem ocorrer em funcao
de variacoes ambientais ou de natureza genética. O melhoramento genético
moderno para uma determinada espécie estd baseado na existéncia de variabili-
dade genética e na possibilidade de se ter acesso a ela, e se fundamenta princi-
palmente em selecao de tipos superiores em populacdes naturais ou populacdes
criadas artificialmente através de cruzamentos dirigidos.

Existe um grande nimero de caracteristicas importantes para a soja, que
devem ser consideradas no melhoramento genético para se obter variedades
superiores. Algumas sao faceis de manejar dentro de um programa de melhora-
mento e entram na rotina de trabalho durante o desenvolvimento do germoplasma.
Outras, podem nao estar disponiveis na soja, ndo havendo variabilidade genética
ou, se existe variabilidade, ndo contam com metodologia de avaliacdo adequada
para que possam ser estudadas e trabalhadas geneticamente. O avanco das
técnicas em genética, incluindo introgressdo de genes de outras espécies em
soja, uso de marcadores moleculares e dos métodos de genética quantitativa,
tem tornado possivel atender a algumas das demandas do melhoramento que
antes seriam impraticaveis.

O principal objetivo deste projeto é dar suporte ao programa de melhora-
mento utilizando as mais modernas técnicas disponiveis em genética. Para aten-
der a essa demanda, o projeto tem como objetivos especificos: auxiliar o progra-
ma na identificacdo de gendtipos com genes de resisténcia a doencas, com
énfase para a mancha parda e nematdides de cisto e de galhas; incrementar o
conhecimento da diversidade genética de fitopatégenos; identificar e incorporar
genes de tolerancia a determinadas moléculas de efeito herbicida no germoplasma
de soja; dar subsidios genéticos para aumentar a eficiéncia na escolha de gendtipos
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que participam de cruzamentos e retrocruzamentos e para armazenar o0 maximo
de variabilidade genética nos Bancos de Germoplasma.

Para atender a esses objetivos propostos, estdo sendo desenvolvidos cin-
co subprojetos. Esses subprojetos tiveram inicio no ano de 2000 e os resultados
referentes ao primeiro ano de atividades serao relatados a seguir:

2.1.ldentificacdo de Marcadores
Moleculares Ligados a Genes de
Resisténcia a Doencas
(04.2000.322.01)

Carlos Alberto Arrabal Arias’',
Alvaro Manuel Rodrigues Almeida’,
Ricardo Vilela Abdelnoor’,
Jodo Flavio Veloso Silva’,
Mayra Kassawara Martins?,
Silvana Regina Rockenbach Marin?,
Renata Jung?®, Rodrigo Luis Brogin?,
Waldir Pereira Dias' e
Romeu Afonso de Souza Kiihl'

No cenario mundial, o Brasil é o se-
gundo maior produtor, atras apenas dos
Estados Unidos, e na frente da China,
desde o ano de 1976, com produtivida-
de de cerca de 2500kg/ha. Esse bom
desempenho deve-se, principalmente, a
solos e climas adequados e a disponibili-
dade de grande quantidade de materiais
genéticos melhorados, adaptados a to-
das as regides do pais. Contudo, com o
cultivo continuo dessa cultura ao longo
dos anos, novos problemas surgem a todo
momento, exigindo desdobramento ex-
tra de pesquisadores, no objetivo de al-
cancar novas tecnologias que possibili-
tem que a cultura mantenha seu alto ni-
vel de produtividade. Um dos principais
problemas que tem se apresentado é o
surgimento de novas doencas e o agra-

' Embrapa Soja
2 Bolsista RHAE
2 Mestrado - Universidade Estadual de Londrina
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vamento de outras de menor importan-
cia, favorecidas, principalmente, pelo
emprego da monocultura da soja especi-
almente nas regides de cerrado. Apesar
da existéncia de varios métodos que po-
dem ajudar no controle da maioria das
doencas, a maneira mais pratica e eco-
némica é por meio do uso de cultivares
resistentes. No entanto, para algumas
doencas, o desenvolvimento dessas cul-
tivares resistentes é prejudicado pela di-
ficuldade de se fazer, com precisao, a
avaliacdo das plantas. Uma das alternati-
vas para identificacdo de plantas resis-
tentes é o uso de marcadores moleculares
para o mapeamento dos genes de resis-
téncia e a utilizacdo das marcas identifi-
cadas na selecdo indireta, aumentando a
eficiéncia do programa de melhoramen-
to. O objetivo desse subprojeto é mapear
os genes da soja que conferem resistén-
cia a mancha parda, causada pelo fungo
Septoria glycines, nematdide de cisto
(Heterodera glycines - NCS) e nematdide
de galhas (Meloidogyne javanica). Popu-
lagdes F, , oriundas de cruzamentos en-
volvendo gendétipos divergentes para cada
doenca estudada foram semeadas em
casa-de-vegetacao para coleta de folhas
e avaliacdo da resisténcia. Estdao sendo
utilizadas técnicas com marcadores RAPD
e microssatélites no estudo sobre a vari-
abilidade existente para essas doencas,
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procurando marcadores que auxiliem no
processo de selecao para essas caracte-
risticas no melhoramento.

2.1.1. Nematoide de cisto

Para o NCS, estdo sendo procurados
marcadores RAPD e microssatélites para
resisténcia as racas 4+ e 14 +. A cultivar
Hartwig, originada do cruzamento da PI
437654 x Forrest era considerada até
entao, fonte de resisténcia a todas as ra-
cas de NCS e utilizada em varios estudos
visando o melhoramento da soja. Entre-
tanto, no ano de 1998, no municipio de
Sorriso, MT, foi identificada uma popula-
cao de nematdides, classificada como
raca 4, mas que foi capaz de se desen-
volver na cultivar Hartwig. Esta nova raca
foi denominada entéo, de raca 4 +. Na PI
437654, fonte de resisténcia da cultivar
Hartwig, essa nova raca nao foi capaz de
se desenvolver. Diante disso, este estudo
passou a investigar, através de marcadores
moleculares, a quebra da resisténcia da
cv. Hartwig ao NCS, raca 4+. Uma po-
pulacdo constituida de 121 linhagens,
provenientes do cruzamento da cultivar
Hartwig x Pl 437654 foi utilizada para
esta investigacao. Devido a complexida-
de do sistema genético envolvido na re-
sisténcia ao NCS, a utilizacao de técni-
cas de mapeamento de QTLs permite
entender melhor o sistema genético en-
volvido na resisténcia a este patdgeno.
Para isto, é necessario primeiramente
identificar marcadores moleculares liga-
dos a QTLs de resisténcia. Neste traba-
Iho, utilizando-se das técnicas de RAPD
e microsatélite produzidos a partir do DNA
da geracao F2 derivada do cruzamento

Hartwig x Pl 437654, foram identificadas
62 marcas que formaram 21 grupos de
ligacdo e mais 32 marcas nao ligadas
(Tabela 2.1). Foi detectada a presenca
de pelo menos dois QTLs ligados a resis-
téncia ao NCS raca 4+ dentro dessa
populacdo. Estes QTLs estdo localizados
nos grupos de ligacdo A2 e G do mapa
genético da soja, equivalentes aos grupos
G1 e G10 da Tabela 2.1, respectivamen-
te. Os marcadores moleculares (2 RAPD
e 4 de microsatélites) explicam até 53%
da variacao observada para a resisténcia
araca 4 +. A eficiéncia de selecao com
estes marcadores chega a até 99,2%,
mostrando-se de extrema utilidade na se-
lecdo de gendétipos resistentes em pro-
gramas de melhoramento. Para essa fi-
nalidade, antes serd necessario quebrar
a ligacao entre uma das principais mar-
cas (Satt 187) e o gene / que confere a
coloracao preta nas sementes.

2.1.2. Mancha parda

Para a mancha parda, esta sendo uti-
lizada uma populacéo F, , oriunda do cru-
zamento FT-2 x Davis. Em setembro de
1999, um total de 116 plantas F, foram
semeadas em casa-de-vegetacao para
coleta do DNA de plantas individuais e
também para avaliacdo da reacédo a S.
glycines. As sementes de cada planta F,
foram colhidas individualmente, produzin-
do sementes F, .. Essas sementes foram
utilizadas para realizar, em setembro de
2000, um experimento em casa-de-ve-
getacao incluindo 20 repeticoes de cada
parental e cinco repeticdes de cada uma
das 116 progénies F,. As avaliagdes para
S. glycines foram realizadas conforme
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TABELA 2.1. Grupos de ligacdo formados a partir da combinacao das marcas de RAPD e
microsatélite obtidos com o DNA extraido da geracdo F2 do cruzamento
Hartwig x Pl 437654. Embrapa Soja, Londrina

Grupos de Ligacao

V09, AKOG6, Satt303, AEO9, Sattb33, Sat094, AHO6, AR10, JO6

G1 = Satt187, AG20

G2 = Sattb16, Satt142

G3 = Satt436, ABO4, ALO3a

G4 = AQ20, Sattb67, Sattb90, AX16a
G5 = AX16a, Satt173, AJ12

G6 = Satt357, Satt202, AO19

G7 = Satt182, ALO3, AX20a, AT18
G8 =

G9 = Satt329, Satt437

G10 = Satt191, M17, H4a

G11 = Satt456, J13, 104, Satt183, Satt480
G12 = AT15, M11

G13 = AGO2, APO6

G14 = ASO02, 101, AW11

G15 = K18, AT06

G16 = AM19, 104a

G17 = ANOG6, BO7

G18 = AH18, AH8, AV09

G19 = AR18, PO8

G20 = AEO9a, R14

G21 = AKOba, Ag05

Marcadores ndo ligados: Satt135, Satt373, Satt181, Satt511, Satt440, Satt588, Satt108,
Satt477, Satt358, Satt228, Sattl62, Satt591, Satt192, AT15a, 105,
AlO5a, AN14, A04, B0O1, B03, 011, AX20, H4, B09, H1l1l, AX16,
AG20, ABO4a, AGO05a, 113, ABO7, AF16

descrito no subprojeto 04.2000.322-04.
Marcadores microssatélites estdao sendo
utilizados nesse estudo. Primeiramente,
selecionou-se marcas moleculares com
base em sua posicao nos mapas de liga-
cao disponiveis para a soja. Procurou-se
testar um numero equitativo de marcas
por grupo de ligacao. Aquelas marcas que
produziram polimorfismo nos gendtipos
parentais foram testadas na populacao
segregante. Em posse dos dados fenotipi-
cos e de marcas para cada planta da po-
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pulacdo, estao sendo realizadas analises
de variancia e de regressao para cada mar-
ca, procurando marcas significativas para
o carater, com potencial para serem utili-
zadas na selecao de gendtipos resistentes.

2.1.3. Nematdéide de galha

Para o nematdide de galhas, foram
utilizadas duas populacdes de 120 plantas
F,., oriundas dos cruzamentos Coodetec
201 (resistente) x BRS 133 (suscetivel)
e PI 595099 (resistente) x BRS 133. As
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avaliacoes do nivel de resisténcia foram
feitas conforme descrito no subprojeto
04.0.98.333-03 (Levantamento, identi-
ficacao e controle de nematéides forma-
dores de galhas em soja). Foram testa-
dos “primers” de microsatélites, localiza-
dos em regides gendbmicas que conte-
nham genes de resisténcia escolhidos
com base no mapa genético da soja. Fo-
ram estudados 20 locos de microssaté-
lites na amplificacdo do DNA oriundo das
120 plantas, localizados nos grupos de
ligacdo D1b+W e F da soja. Entre os 20
locos analisados, oito foram polimérficos
nos parentais BRS133 e Coodetec 201 e
apenas trés geraram bandas claramente
distintas para uso na populacao. Para o
cruzamento Pl 595099 x BRS 133 foram
encontrados quatro locos polimdrficos e
todos foram utilizados na populacao. No
cruzamento envolvendo a Coodetec 201,
dois locos (Satt 266 e Sat 133) apresen-
taram associacdo significativa (P<0,01)
com a média para numero de galhas nas
analises de variancia, explicando 7,5% e
6,1% da variacao fenotipica, respectiva-
mente. No cruzamento envolvendo a Pl
595099, nao foi encontrada associacao
significativa para os locos estudados.

o0

2.2. Variabilidade Genética de Patdge-
nos de Soja (04.2000.322.02)

Alvaro M.R. Almeida’, Silvana R.R. Marin’,
Mauro C. Pinto', Luis C. Benato' e
Nilson Valentin’

' Embrapa Soja

A expansao da cultura da soja no
Brasil, ao longo dos anos, foi sempre as-
sociada a um aumento na incidéncia de
doencas. Embora, para algumas enfermi-
dades a ocorréncia seja varidvel com o
ano, para outras as epidemias sao anuais
e resultam em severas perdas para os
produtores. O controle dessas doencas é
normalmente atingido através da incor-
poracao de genes de resisténcia. No en-
tanto, a liberacdo de uma nova cultivar,
supostamente resistente a raca predomi-
nante de um patégeno, nao é garantia de
que a mesma se mantera resistente quan-
do cultivada numa regiao distante daquela
onde a mesma foi gerada. Isso ocorre de-
vido a variabilidade genética do patégeno.

Técnicas moleculares permitem ava-
liar a diversidade genética desses patége-
nos de maneira rapida, baseando-se na
analise do DNA total ou DNA ribossomal.
Com o uso dessas técnicas pode-se de-
terminar a alteracdo na populacao de cer-
tas racas, no campo, ao longo dos anos.
Isso permitird acompanhar o efeito da
introducdao de um novo gendtipo na so-
brevivéncia de certas racas e no apareci-
mento de outras.

Nem sempre, entretanto, os estudos
sdo feitos para determinar a variabilida-
de genética de isolados de um mesmo
fungo. Vérias vezes, dentro da fitopatolo-
gia, encontra-se dificuldade na identifi-
cacao de uma espécie fungica. Essas téc-
nicas também podem auxiliar nos traba-
Ihos de taxonomia.

Este estudo procurou: 1) caracterizar
a variabilidade genética dos principais
patdgenos de soja no Brasil, determinan-
do a similaridade entre isolados da mes-
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ma espécie, associando-se caracteristicas
morfolégicas e de patogenicidade; 2)
identificar marcadores moleculares asso-
ciados a genes para resisténcia a virus,
em soja e culturas associadas em rota-
cao e sucessdo e, 3) avaliar o efeito da
incorporacao de genes de resisténcia so-
bre a variabilidade genética de patdgenos
de soja, ao longo dos anos.

2.2.1. Avaliacdao da diversidade genéti-
ca e caracterizacao biolégica de
isolados de Cercospora kikuchii

Cinquenta e oito isolados de C.
kikuchii foram obtidos a partir de semen-
tes e folhas de soja, infectadas, oriundas
das diversas regioes produtoras (Tabela
2.1). Um isolado de Cercospora sojina foi
utilizado para comparacoes, em todas as
etapas do trabalho. Os isolados foram
selecionados a partir da uniformidade do
desenvolvimento morfolégico, multiplica-
dos em meio liguido e mantidos a 27°C,
em regime de 12h de luz, por 2 semanas.
O micélio foi precipitado por centrifugacao
e utilizado com tampao de extracao con-
tendo CTAB para obtencdo de DNA to-
tal. O método de RAPD foi utilizado usan-
do-se “primers” decameros.

Fragmentos de DNA amplificados fo-
ram analisados por eletroforese horizon-
tal em gel de agarose 2%. Os dados ob-
tidos foram coletados na forma de pre-
senca ou auséncia de bandas. As distan-
cias genéticas, entre os isolados, foram
calculadas com base no complemento do
coeficiente de similaridade (Nei & Li),
gerado pela matriz de similaridade. Com
base nas distancias genéticas obtidas, foi
elaborada uma anaélise de agrupamento,
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pelo método de ligacdo da média nao
ponderada, utilizando o programa NTSYS.
Os fragmentos de cada reacao foram tra-
tados com enzimas de restricdo e a se-
guir procedeu-se a eletroforese em gel
de agarose 3%.

Cento e vinte e oito bandas polimérfi-
cas foram obtidas com 12 “primers”. O
dendograma permitiu separar 2 grandes
grupos, baseando-se na distadncia gené-
tica entre os isolados (Fig. 2.1). No gru-
po 1, ha 9 isolados enquanto que o gru-
po 2, mais numeroso, agrupou 50 isola-
dos. No grupo 1 a distancia genética va-
riou de 0,7 a 0,54. No grupo 2 os valo-
res variaram de 1 a 0,6, mostrando que
nesse grupo houve menor diversidade
genética entre os isolados. Nesse grupo,
37 isolados apresentaram 81% de simi-
laridade. Nado se observou relacao entre
um determinado isolado e uma regido
geografica. O isolado 449 aparece fora
dos dois agrupamentos, por ser uma es-
pécie diferente (C. sojina), utilizada como
controle. Um fato interessante foi a pre-
senca de isolados geneticamente proxi-
mos ocorrendo em regides geograficas
distintas, provavelmente disseminados
por sementes, ao longo dos anos.

Uma andlise adicional foi feita pelo
tratamento de fragmentos de DNA ribos-
somal com enzimas de restricoa (PCR-
RFLP). As amplificacdes foram feitas com
“primers” especificos (ITS1 e ITS4). Pro-
dutos da amplificacdo foram analisados
em gel de agarose a 1,2%. Apenas um
fragmento de 564 pb foi amplificado.

Caracteristicas bioldgicas e bioquimi-
cas também foram determinadas, na ca-
racterizacao dos isolados. Devido a cor-
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FIG. 2.1. Dendograma com as distancias genéticas relativas observadas entre cinquenta e
oito isolados de C. kikuchii, obtidos através da amplificacdo ao acaso de DNA

polimérficos (RAPD)

relacdo entre o teor de cercosporina e a
severidade, procurou-se avaliar a patoge-
nicidade de tres isolados com alta, mé-
dia e baixa producao desse composto. A
analise do teor de cercoporina foi feita a
partir de micélio produzido em meio liqui-
do. O micélio fresco foi lavado e leve-
mente macerado em agua destilada. O
inéculo foi aplicado com atomizador De
Vilbiss com pressdo de 4Kgf/cm?, até
ponto de escorrimento, em plantas da cul-
tivar BR 37 com a primeira folha tri-
foliolada desenvolvida. As avaliagdes fo-

ram feitas 2 e 4 semanas apds anotan-
do-se a porcentagem de area foliar lesio-
nada (AFL). Com relacdo a producédo de
cercosporina os isolados de Imperatriz
(MA) e Cruz Alta (RS) apresentaram os
maiores valores (83uM/L e 54uM/L), res-
pectivamente. Os dados de patoge-
nicidade foram parecidos para os teores
médio e alto (15% e 25% de AFL, res-
pectivamente). Mas o isolado de menor
concentracao foi também o menos agres-
sivo, na avaliacdo de severidade (10%
de AFL).
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Considera-se que os isolados de mai-
or concentracdo de cercosporina pode-
rdo ser utilizados nos testes de selecao
de gendtipos tolerantes ou resistentes a
C. kikuchii. Da mesma forma, é necessa-
rio considerar a diversidade do patégeno
na selecao de gendétipos de soja.

2.2.2. Avaliacao da diversidade genéti-
ca de Macrophomina phaseolina
isolado de soja e culturas associ-
adas

Raizes de plantas de soja coletadas
em diferentes regidoes produtoras foram
utilizadas para isolamento de M. phaseolina.
De cada raiz foram retirados 5 fragmen-
tos. O fungo, desenvolvido em BDA, foi
posteriormente transferido para novas
placas, utilizando-se um microesclerécio
por isolado. Posteriormente, cada um dos
55 isolados foi desenvolvido em meio li-
quido de BD por 2 semanas, a tempera-
tura ambiente. O micélio foi coletado e
apods lavado parcialmente foi seco em pa-
pel de filtro. O DNA foi extraido utilizan-
do-se CTAB e quantificado em espec-
trofotémetro com luz UV. Marcadores
moleculares associados a diversidade ge-
nética foram obtidos por RAPD e os da-
dos analisados pelo programa NTSYS. No
estudo de avaliacao de diversidade ge-
nética entre isolados de soja, utilizou-se
19 “primers” os quais originaram 74 ban-
das polimérficas. Em outro estudo, onde
se compararou a diversidade genética de
isolados de diferentes espécies vegetais
em rotacao ou sucessao de cultura, utili-
zou-se 22 “primers” os quais originaram
227 bandas polimérficas.
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No dendograma constata-se que as
similaridades variaram de 100 a 25%, com
a formacao de 3 grupos (Fig. 2.2). O gru-
po 1 é constituido por 19 isolados, o gru-
po 2 por 33 isolados, e o grupo 3 por 3
isolados. No grupo 1 a similaridade ge-
nética variou de 75 a 100%. No grupo 2
a similaridade foi menor, variando de 85
a 100%, enquanto no grupo 3 a amplitu-
de de variacdo da similaridade foi de 5%
(variacdo de 95 a 100%). Nesse estudo,
foi constatado que numa mesma raiz pode
exisitir isolados geneticamente distintos.
O isolado da planta n° 5, do fragmento
n° 5, do Estado de MS (P5/F5-MS), apre-
sentou baixissima similaridade (35%) com
os outros isolados de fragmentos da
mesma raiz. Os outros isolados das plan-
tas da mesma regido geografica ficaram
agrupados nos grupos 1 e 2. Também se
pode observar que nao houve agrupamen-
to por origem geografica dos isolados.

A comprovacao da baixa diversidade
genética, entre os isolados analisados, foi
confirmada pelas andlises de PCR-RFLP
do DNA ribossomal, com amplificacdo de
uma unica banda com 563 pb. A diges-
tdo dessa banda ndo apresentou nenhum
padrdo de difereca entre os isolados. Essa
baixa diversidade genética deve estar as-
sociada a auséncia de uma alta pressao de
selecdo sobre o fungo. E importante des-
tacar que todos os gendtipos de soja tes-
tados para resisténcia mostraram-se
suscetiveis. Um outro fato é a intrinsica
capacidade deste patdgeno em sobreviver
e se multiplicar saprofiticamente em res-
tos de cultura, fator que deve contribuir
para uma reduzida pressao de selecao.
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FIG. 2.2. Dendograma com as distancias genéticas relativas observadas entre cinquenta e
oito isolados de Macrophomina phaseolina, obtidos de diferentes espécies hospe-
deiras, através da amplificacao ao acaso de DNA polimérficos (RAPD)

Devido aos resultados obtidos, ques-
tionou-se sobre a possibilidade de se en-
contrar maior diversidade entre isolados
de outras culturas, associadas ou nao, a
soja. Raizes de trigo, milho, girassol, fei-
jado, caupi e sorgo, além de duas amos-
tras de solo foram utilizadas para obten-
cao desses isolados. Marcadores molec-
ulares foram obtidos por RAPD. Os re-
sultados mostram a separacdo de dois
grandes grupos a nivel de 65% de simi-

laridade (Fig. 2.3). A excecéo dos isola-
dos de caupi e feijdo, os demais isolados
vieram de espécies utilizadas em rotacao
OouU sucessao com a soja, na mesma area.
Isso pode explicar o agrupamento. No en-
tanto, o método ainda permitiu a visuali-
zacao de diversidade genética desse fun-
go, fato que deve ser melhor estudado
nas avaliacOes de gendtipos resistentes.

o>0<>-0
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FIG. 2.3. Dendograma com as distancias genéticas relativas observadas entre cinquenta e
oito isolados de Macrophomina phaseolina, obtidos de diferentes espécies hospe-
deiras, através da amplificacdao ao acaso de DNA polimérficos (RAPD)

2.3. Caracterizacdao do Germoplasma
Ativo de Soja com Marcadores
Moleculares Tipo AFLP e Micros-
satélites (04.2000.322.03)

Carlos Alberto Arrabal Arias’,
Ricardo Vilela Abdelnoor’,
Ana Lidia Variani Bonato?,

Silvana Regina Rockenbach Marin?,
Isaias Olivio Geraldi®, Eberson Sanches Calvo?,
Leones Alves de Almeida’ e
Romeu Afonso de Souza Kiihl'

O melhoramento genético de plantas
vem dando contribuicdes inestimaveis para
a producao de alimentos. Entretanto, o

' Embrapa Soja

2 Doutorado pela ESALQ / USP

3 ESALQ/USP

4 Milenia Biotecnologia & Genética Ltda
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progresso com melhoramento genético
esta condicionado a existéncia de variabi-
dade genética. Esta, por sua vez é medi-
da principalmente pelas diferencas fenoti-
picas entre as plantas. Recentemente, as
técnicas de marcadores moleculares tem
permitido a avaliacdo da variabilidade ge-
nética diretamente ao nivel de DNA. Es-
sas medidas tem encontrado aplicacoes
na organizacao e manutencao de bancos
de germoplasma, na escolha de parentais
para cruzamentos, € no monitoramento
de programas de retrocruzamentos.
Desde a aprovacao da Lei de Prote-
cao de Cultivares (LPC) e a possibilidade
de protecdo das variedades desenvolvi-
das por seus obtentores, observou-se um
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aumento acelerado do nivel de competiti-
vidade dos programas de melhoramento,
o que foi promovido pela entrada das
grandes empresas internacionais no mer-
cado de sementes. Mudancas profundas
ocorreram nas relacées entre os varios
programas de melhoramento de soja de-
senvolvidos no Brasil e, atualmente, cada
obtentor fica responsavel pelos testes de
valor de cultivo e uso (VCU) e de distingti-
bilidade, homogeneidade e estabilidade
(DHE), para fins de registro e protecao,
respectivamente. Assim, cada variedade
lancada tera de representar alguma novi-
dade para o meio produtivo e tera de ser
distinta das demais variedades ja reco-
mendadas. Com o aumento do ndmero
de variedades lancadas a cada ano e com
o elevado nivel de parentesco que existe
entre variedades de soja, é natural que a
distincdo de novos genétipos torne-se
cada vez mais dificil, exigindo a utiliza-
cao de marcadores moleculares.

As distancias genéticas obtidas com
base em marcadores, servirdo de subsi-
dio aos melhoristas desta espécie para
uma manutencao mais racional do banco
de germoplasma, através de identifica-
cao de colecdes nucleo que representem
a variabilidade existente na amostra da
populacao analisada. Além disso, sera de
grande importancia para o planejamento
de cruzamentos e para a identificacao de
variedades com base no DNA (DNA
fingerprinting).

Este subprojeto tem como objetivo a
busca de marcadores moleculares efici-
entes para caracterizar gendtipos de soja
e a caracterizacao molecular, com o au-
xilio de marcadores tipo microssatélites

e AFLP, de variedades de soja ja reco-
mendadas no Brasil e também de aces-
sos do banco de germoplasma de soja
mantidos pelo programa de melhoramento
genético da Embrapa Soja.

2.3.1. Variedades recomendadas

Para avaliar a similaridade genética
entre cultivares de soja brasileiras, 317
cultivares liberadas no periodo de 1962
a 1998 foram analisadas utilizando a téc-
nica de AFLP, com seis combinacdes de
primers EcoRl/Msel. Em seguida foram
estimados os coeficientes de similarida-
de genética de Nei & Li e realizado o agru-
pamento das cultivares pelo método
UPGMA. Foram calculados também os
coeficientes de parentesco entre 100
cultivares, liberadas entre 1984 e 1998,
os quais foram correlacionados com os
coeficientes de similaridade obtidos pe-
los marcadores. A analise de AFLP reve-
lou a ocorréncia de aproximadamente 394
bandas, sendo 78 delas polimdrficas, com
um ndimero médio de 13 bandas por com-
binacdo de primer. Os coeficientes de si-
milaridade genética variaram de 0,17 a
0,97, com média de 0,61. Observou-se
uma freqiiéncia maior (56,8%) de coefi-
cientes acima de 0,60, enquanto que
apenas 9,7% foram iguais ou menores
que 0,50, refletindo o alto grau de simi-
laridade genética entre as cultivares.
Apesar disso, os coeficientes de similari-
dade permaneceram constantes ao lon-
go de trés décadas, indicando que o grau
de similaridade genética entre as cultiva-
res nao tem aumentado. A anélise
bootstrap indicou que as 78 marcas
polimérficas foram suficientes para ava-
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liar a similaridade genética entre as 317
cultivares de soja, devido ao coeficiente
de variacao relativamente baixo (7,74 %).
A interpretacdo do dendrograma foi difi-
cultada pelo grande numero de cultiva-
res utilizadas. Mesmo assim foi possivel
detectar agrupamentos de cultivares for-
mados de acordo com o esperado atra-
vés da genealogia dos mesmos. No en-
tanto, verificou-se em alguns casos que
cultivares com altos coeficientes de si-
milaridade genética alocaram-se em dife-
rentes grupos. Um novo dendrograma,
composto por apenas 63 cultivares, per-
mitiu uma melhor interpretacao dos agru-
pamentos. A correlacao cofenética foi de
0,60 e 0,70, respectivamente, nos
dendrogramas compostos por 317 e 63
cultivares. Os coeficientes de parentes-
co entre 100 cultivares variaram de O a
1, com média de 0,21, sendo esta muito
préxima de outros dados relatados para
cultivares brasileiras e norte-americanas,
e considerada alta. Porém, nao detectou-
se correlacao significativa entre os coefi-
cientes de parentesco e de similaridade
genética (r = 0,12). Os resultados indi-
caram que apesar da alta similaridade ge-
nética entre as cultivares avaliadas os
marcadores AFLP foram considerados
eficientes para sua estimacao.

2.3.2. Acessos do BAG

Com base nas informacdes sobre os
acessos do Banco Ativo de Germoplasma
de soja da Embrapa Soja (BAG soja), fo-
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ram selecionados, durante o ano de 2000,
700 acessos para o estudo da diversida-
de genética. O processo de extracdo de
DNA desses acessos e o inicio das anali-
ses moleculares ainda nao pdde ser inici-
ado em 2000, em funcao da falta de re-
cursos, incluindo reagentes e pessoal. Em
2001, se procurarda realizar essas ativi-
dades em parceria com o Bioagro da Uni-
versidade Federal de Vicosa (UFV) e com
o auxilio financeiro de Associacdes de
Produtores de Sementes.

2.3.3. Selecao de marcadores

Para promover uma selecao de
marcadores multialélicos, foram selecio-
nados, em 2000, 20 linhagens de soja,
com diferentes graus de parentesco, de-
finidos com base na analise por AFLP ’s.
Alguns marcadores moleculares, como os
microsatélites, apresentam a caracteris-
tica de poderem ser multialélicos, o que
facilitaria muito esse tipo de trabalho.
Esses gendtipos tiveram seus DNAs ex-
traidos e estdo sendo submetidos as ana-
lises moleculares com marcadores tipo
microsatélites para verificar a presenca
de multialelismo. Esse trabalho também
esta sendo realizado em parceria com o
Bioagro (UFV). Ja foram encontradas al-
gumas marcas multialélicas e a expecta-
tiva é que, ja em 2001, essas marcas
sejam utilizadas para caracterizar novos
lancamentos da Embrapa Soja.

oS>0
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2.4. Genética Quantitativa Aplicada
ao Melhoramento da Soja: Diver-
sidade Genética e Resisténcia a
Doencas (04.2000.322-04)

Jodo Flavio Veloso Silva', Carlos A.A. Arias’,

José Tadashi Yorinori', José F.F. de Toledo’,

Marcelo F. de Oliveira', Rodrigo L. Brogin? e
Claudio C. Portela®

A competitividade na busca de recur-
Sos para a pesquisa vem aumentando a
cada ano. Metodologias que auxiliem na
escolha dos gendtipos parentais para
novos cruzamentos e na avaliacao de
plantas na fase inicial do avanco de ge-
racoes apos o cruzamento deverao tra-
zer grandes beneficios para o programa.
Todas essas metodologias visam aumen-
tar o dominio sobre a variabilidade gené-
tica existente na soja e que, na grande
maioria dos casos, nao podem ser traba-
Ihadas facilmente em funcao do comple-
X0 controle genético e da grande influén-
cia ambiental sobre o carater. Dos carac-
teres de importancia para a soja, maior
énfase serd dada para rendimento de
graos, resisténcia a mancha parda (Septoria
glycines) e resisténcia a Meloidogyne
Jjavanica. A mancha parda é uma das prin-
cipais doencas do complexo “doencas de
final de ciclo” e tem se agravado muito
nos Ultimos anos a ponto de estimular o
controle quimico. Meloidogyne javanica,
uma das principais espécies de nematoéide
de galha, ocorre de forma generalizada
no Brasil e normalmente sé é detectada
quando a populacdao de nematdides atin-

' Embrapa Soja

2 Mestrado em Genética e Melhoramento pela Universidade Esta-
dual de Londrina

% Bolsista recém-doutor pelo CNPq

giu densidade suficiente para provocar
perdas significativas. Assim, para tornar
a variabilidade genética desses caracteres
mais acessivel para uso dentro de pro-
gramas de melhoramento, este subprojeto
tem como objetivos: averiguar a eficién-
cia do uso de marcadores moleculares
para medir a diversidade genética entre
genotipos elites de soja; aplicar a metodo-
logia para avaliacdo da reacao de linha-
gens de soja para a mancha parda nas
fases iniciais do desenvolvimento da plan-
ta; estudar o mecanismo genético envol-
vido no controle da resisténcia de culti-
vares a mancha parda nos estadios inici-
ais de desenvolvimento da soja; e estu-
dar o mecanismo genético envolvido no
controle da tolerancia da soja aos nema-
téides de galha com énfase para
Meloidogyne javanica.

2.4.1. Divergéncia genética

No ambito do subprojeto 04.2000.
322-03, tem-se desenvolvido trabalhos
com marcadores moleculares tipo AFLP
para caracterizar todas as variedades re-
comendadas no Brasil e conhecer a dis-
tancia genética entre elas. Com base nes-
se trabalho, foram selecionadas 16 vari-
edades classificadas em diferentes gru-
pos de divergéncia. Essas variedades fo-
ram utilizadas para produzir 19 combina-
coes hibridas. Os 16 gendtipos parentais
e as geracOes F2 derivadas de cada
combinacao hibrida foram semeados em
16/10 e 13/11/2001 segundo um deli-
neamento inteiramente casualizado com
20 plantas de cada parental e 60 plantas
F2 de cada combinacao hibrida. Foram
avaliados peso total de grdos, dias para
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o florescimento e para a maturacao, al-
tura de planta na floracdo e maturacéao e
nuimero de nés. Serdo obtidas estimati-
vas da varidncia genética para cada com-
binacao hibrida e realizadas comparagdes
com as distdncias moleculares. Esses re-
sultados dardo subsidios para geneticistas
e melhoristas que trabalham com soja,
sobre como as distdncias moleculares
entre gendtipos podem ser utilizadas para
calcular o potencial genético de cruza-
mentos, auxiliando na escolha dos
parentais.

2.4.2. Resiténcia a mancha parda

Para estudar o controle genético da
resisténcia da soja a mancha parda
(Septoria glycines), foram realizados dois
experimentos em casa-de-vegetacao (se-
meaduras em 30/11/1999 e 25/01/2000)
com avaliacoes nos estadios iniciais do
desenvolvimento da soja. O material ge-
nético incluiu duas variedades resisten-
tes a mancha parda (FT-2 e Dourados) e
duas suscetiveis (Davis e Parana), além
das geracoes F2 e F3 derivadas dos cru-
zamentos entre elas. Uma suspensao con-
tendo 5 x 10° esporos de S. glycines foi
utilizada para a inoculacao no estadio V3/
V4 de desenvolvimento da soja. Apds a
inoculacao, foi avaliado o nivel de infec-
cao nos trés primeiros trifélios, utilizan-
do-se uma escala de notas de zero a dez.
O padrao da distribuicdao de freqiiéncias
de individuos para as notas foi continuo,
nao sendo possivel evidenciar a presen-
ca de genes maiores. Serao ajustados
modelos genéticos as médias e varidncias
das geracodes procurando identificar quais
os efeitos genéticos predominantes, qual
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a herdabilidade desse carater quando ava-
liado em geracoes precoces do melhora-
mento e qual a melhor estratégia de me-
lhoramento a ser aplicada para o desen-
volvimento de novas variedades.

2.4.3. Resisténcia a Meloidogyne
Jjavanica

O controle genético da resisténcia a
Meloidogyne javanica também foi estu-
dada segundo métodos quantitativos. A
metodologia de avaliacao utilizada foi
desenvolvida e adaptada para avaliacoes
rapidas, realizadas durante os primeiros
estadios de desenvolvimento da soja e
com vantagens quanto ao aproveitamento
de espaco em casa-de-vegetacao. Para
esse estudo, os gendtipos Pl 595099 e
Coodetec 201, resistentes, foram cruza-
dos com BRS 133 (Embrapa 133), paren-
tal suscetivel.

A resisténcia a M. javanica nos
gendtipos estudados foi herdada de ma-
neira quantitativa. A ocorréncia de segre-
gacao transgressiva no cruzamento en-
tre Coodetec 201 e PI 595099, ambas
resistentes ao nematdide, indica que os
genes controladores do carater nesses
gendtipos parentais ndo sdo os mesmos,
podendo estar situados em locos diferen-
tes ou em alelos diferentes de um mes-
mo loco. O nimero médio de galhas por
planta dos genétipos parentais nos cru-
zamentos BRS 133 x Pl 595099 e BRS
133 x Coodetec 201 foram significativa-
mente diferentes (p<0,01). O ndmero
médio de galhas das plantas F, do cruza-
mento BRS 133 x Coodetec 201 aproxi-
mou-se mais da média do progenitor re-
sistente do que da média aritmética en-
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tre os pais, sugerindo que, na resisténcia
a M. javanica, proveniente de Coodetec
201, ha efeito de dominancia. Para os
cruzamentos BRS 133 x PI595099 e
Coodetec 201 x PI 595099, as médias
das geracées F, e F, foram praticamente
iguais, ha forte indicacdo de nao existén-
cia de efeito de dominancia na resistén-
cia vinda de PI595099.

De acordo com os testes de média, a
heranca da resisténcia no cruzamento
BRS 133 x Coodetec 201 foi controlada
por efeitos aditivos [d], de dominéancia
[h], no sentido da resisténcia, e epistaticos
[il, do tipo aditivo por aditivo. No cruza-
mento BRS 133 x PI 595099, a heranca
foi controlada por efeitos aditivos e
epistaticos entre os genes condicionantes
do carater, sendo que efeitos de dominan-
cia nao estdo presentes. Por fim, no cru-
zamento Coodetec 201 x Pl 595099,
verificou-se que a heranca foi controlada
por efeitos aditivos e epistaticos e que
também nao houve efeito de dominéancia.

Nos modelos de variancia, os efeitos
aditivos e interacdes gendtipo x microam-
biente predominaram em todos os cruza-
mentos. A presenca de efeitos aditivos,
nos testes de média e de variancia, mos-
tra que ha ganho genético quando é feita
a selecao de plantas resistentes a M.
javanica nos cruzamentos estudados.
Entretanto, como efeitos de dominéancia
e epistaticos no sentido da resisténcia
também estdo presentes no cruzamento
BRS 133 x Coodetec 201, a selecao deve
ser feita preferencialmente em geracoes
mais avancadas, ja que os gendtipos ain-
da estarao segregando nas geracoes pre-
coces. Além disso, o modelo de varidncia

foi insuficiente para detectar todos os
efeitos presentes (c? significativo) nos
cruzamentos BRS 133 x PI 595099 e
Coodetec 201 x PI 595099. Como ja fo-
ram detectados efeitos genéticos compli-
cadores, como a interacao gendétipo/
microambiente, ficou evidente que os
modelos sdo complexos, com efeitos nao
aditivos envolvidos.

Embora os modelos genéticos de
médias e varidncias tenham mostrado que
a heranca da resisténcia a M. javanica é
complexa, incluindo vérios efeitos gené-
ticos nao aditivos, como dominéancia,
epistasia e interacao gendtipo por micro-
ambiente, a distribuicdo de freqgliéncias
construida com a média das familias F,
apresentou algumas classes distintas de
gendtipos, os quais sugerem a presenca
de alguns genes maiores determinando a
resisténcia.

Assim, alguns modelos com nimero
de genes conhecidos e que respeitem as
informacdes obtidas através dos testes
de médias e variancias, foram sugeridos
para explicar os padroes de segregacao.
No cruzamento entre BRS 133 e Coodetec
201, dois genes dominantes e aditivos
controlam a resisténcia, sendo a heranca
condicionada por efeitos aditivos, de
dominancia e epistaticos do tipo aditivo
por aditivo. Nesse cruzamento, a sele-
cao deve ser feita com base nas médias
das familias, e em geracdes mais avan-
cadas. No caso de BRS 133 x PI 595099
e Coodetec 201 x PI 595099, um mode-
lo com dois genes complementares, com
auséncia de dominancia, em que a resis-
téncia é determinada por gendtipos
homozigéticos para os alelos dos dois
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genes, foi testado e aceito. Por ultimo, no
cruzamento Coodetec 201 x Pl 595099,
uma das familias mostrou resisténcia ain-
da superior a de Pl 595099, com ndme-
ro médio de galhas menor que o limite
inferior do intervalo de confianca (95 %)
do numero de galhas apresentado por esse
parental, mostrando que os genes de re-
sisténcia nesses materiais sao diferentes.

As estimativas da herdabilidade foram
altas para todos os cruzamentos, indican-
do que uma grande porcentagem da vari-
acao no numero de galhas entre as pro-
génies F,, foi devida a causas genéticas,
0 que possibilita ganhos com selecao.

o>-0>0

2.5. Desenvolvimento de Soja Transgé-
nica com Genes de Interesse ao
Melhoramento (04.2000.322-05)

Silvana R. Marin', Solange Lugle?,
Julio Pedroso®, Norman Neumaier', Tetsuji Oya*,
Carlos Alberto Arrabal Arias’,
José Renato Boucas Farias’ e
Alexandre Lima Nepomuceno'’

O advento das técnicas de Biologia
Molecular e Engenharia Genética vem
proporcionando uma nova realidade em
varias areas da Agronomia e Biologia. O
melhoramento genético de plantas é uma
das areas que mais tem sido beneficiada
por estas novas metodologias. Além de
facilitar a introducao pontual de genes
de interesse em um determinado gendtipo,
a engenharia genética quebra a barreira

' Embrapa Soja

2 Fapeagro

3 Mestrado - Univesidade Estadual de Londrina
4 JIRCAS (acordo JIRCAS/Embrapa Soja)
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entre espécies. Hoje é possivel a criacao
de novas variedades de plantas nao so-
mente com caracteristicas agronémicas
até entdo inexistentes no germoplasma
daquela espécie, mas também é possivel
introduzir nestas novas cultivares carac-
teristicas antes inimagindveis de serem
introduzidas por melhoramento classico.
Jé existem plantas geneticamente modi-
ficadas expressando genes de outras es-
pécies de plantas, de animais e mesmo
genes humanos, como é o caso das plan-
tas geneticamente modificadas para pro-
duzir insulina humana. A agricultura ja
esta sendo revolucionada com estas plan-
tas geneticamente modificadas, o exem-
plo mais conhecido no momento sao as
variedades de soja com resisténcia ao
herbicida glifosato, que hoje dominam
aproximadamente 50% da area plantada
de soja no mundo. O potencial desta
tecnologia é enorme e num futuro proéxi-
mo teremos varias plantas geneticamen-
te modificadas sendo comercialmente
utilizadas e apresentando desde caracte-
risticas agron6micas melhoradas até plan-
tas que produzem substancias de impor-
tadncia na medicina, como a insulina hu-
mana e o horménio de crescimento hu-
mano, assim como, na industria, como
os bioplasticos. O objetivo principal do
subprojeto 04.2000.322-05 é o de esta-
belecer um protocolo eficiente de trans-
formacdo de soja via biobalistica no la-
boratério de biotecnologia da Embrapa
Soja e disponibilizar eventos “elite” para
serem utilizados no programa de melho-
ramento genético em soja. A capacitacao
em transformacao eficiente de soja per-
mitird o uso de construcdes génicas de
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interesse que estejam sendo disponibili-
zadas a Embrapa via convénios com par-
ceiros, ou construcdes que estejam sen-
do geradas pela Embrapa através da iden-
tificacdo e desenvolvimento de genes de
interesse em seus projetos de prospeccao
de genes.

No primeiro ano do projeto foi possi-
vel estabelecer e adaptar o protocolo de
biobalistica (gas hélio sob alta pressao)
desenvolvido por Aragéao et al. (2000) no
laboratério de biotecnologia da Embrapa
Soja. O protocolo é uma patente da
Embrapa que aumenta consideravelmen-
te a eficiéncia de transformacao por
biobalistica. Anteriormente, transforma-
cao por biobalistica proporcionava entre
1-2% de plantas transformadas. Hoje,
com o método desenvolvido e patentea-
do pela Embrapa é possivel a obtencao
de uma eficiéncia de transformacao de
cinco a 20%.

A transformacao por biobalistica foi
inicialmente proposta por Sanford et al.,
(1987), objetivando a introducao de ma-
terial genético no genoma nuclear de plan-
tas superiores. A biobalistica utiliza micro-
projéteis em alta velocidade para intro-
duzir acidos nucléicos e outras molécu-
las em células e tecidos in vivo. Para a
utilizacdo deste método, diferentes sis-
temas capazes de acelerar microparticulas
(0,2 a 4mm de didmetro) cobertas com
segléncias de acidos nucléicos a veloci-
dades superiores a 1500km/h foram de-
senvolvidos e construidos. Foi demons-
trado que estas particulas (de ouro ou
tungsténio), penetram a parede e mem-
brana celular de maneira nao letal, alo-
jando-se aleatoriamente nas organelas

celulares. Posteriormente, o DNA é dis-
so-ciado das microparticulas pela acao do
liquido celular, e integrado no genoma
nuclear do organismo receptor. Muitos
destes sistemas de aceleracdo de micro-
particulas sao baseados na geracao de
uma onda de choque com energia sufici-
ente para deslocar uma membrana carrea-
dora contendo as microparticulas cober-
tas com DNA. Os sistemas que utilizam
gas hélio sob alta pressdao tém demons-
trado possuirem um amplo espectro de
utilizacao, e serem mais eficientes para a
obtencao de altas freqliéncias de trans-
formacdo em diferentes espécies vege-
tais.

A construcao génica inicialmente sen-
do utilizada para otimizar o sistema de
transformacao na Embrapa Soja possui
um mutante do gene ahas (que confere
resisténcia a herbicidas da classe das
imidazolinonas) e o gene gus (que expres-
sa a enzima b-glucoronidase, utilizado
como gene marcador). O gene ahas que
expressa a enzima sintetase acida hidro-
xiacética (acetohydroxyacid synthase,
E.C. 4.1.3.18) cataliza uma etapa inicial
da sintese dos aminoacidos isoleucina,
leucina e valina. Normalmente esta enzima
€ inativada por herbicidas da classe das
imidazolinonas. O gene ahas utilizado nas
transformacgdes foi obtido de Arabidopsis
thaliana, onde uma mutacao de ponto na
posicdo 653 pb do gene resultou na subs-
tituicdo de um serina por uma asparagina,
conferindo a este mutante resisténcia aos
herbicidas da classe das imidazolinonas.

Em maio de 2001 foram obtidas as
primeiras plantulas geneticamente modi-
ficadas obtidas por este método na
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Embrapa Soja. Atualmente somente o
gene ahas esta sendo utilizado nas trans-
formacodes, visando a obtencao de even-
tos “elite” que possam ser Uteis ao pro-
grama de melhoramento na criacédo de
cultivares comerciais de soja. Recebem
os disparos com as microparticulas 380
embriées por semana, o que em um més
gera aproximadamente 1500 embrides
atingidos com as microparticulas conten-
do o(s) gene(s) de interesse.

A construcao contendo o gene ahas
e o gene gus, foi fornecida pelo Dr. Elibio
Rech (Embrapa Cenargen) e foi clonada
em E.coli para multiplicacdo do plasmi-
deo. O plasmideo foi extraido e purifica-
do utilizando-se o Kit Wizard Plus
Minipreps DNA Purification System
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(Promega corp.) e quantificado em
fluorimetro.

Nos meses de novembro, dezembro
de 2000 e janeiro, fevereiro e marco de
2001 os disparos foram efetuados, em
soja, utilizando-se os genes ahas e gus a
fim de implementar e otimizar o sistema
de transformacdo na Embrapa Soja. A
partir de abril de 2001, apds a constata-
cao que o sistema de transformacao esta
funcionando (Figura 2.4), iniciaram-se os
disparos com apenas o gene ahas.

Construcoes génicas contendo os
genes de insulina humana e horménio de
crescimento foram fornecidas a Embrapa
Soja que em parceria com a Embrapa
Cenargen, e a Unicamp também estard
transformando soja com este genes.

FIG. 2.4. Multibrotos e plantulas de soja transformadas por biobalistica expressando o gene
gus. Laboratério de biotecnologia da Embrapa Soja, Londrina, PR, Maio, 2001
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ZONEAMENTO AG&’OGLIMA TICO DAS PRINCIPAIS
CULTURAS DE GRAOS DO BRASIL

3.1. Caracterizacdo da Aptidao Clima-
tica de Regibes para o Cultivo de
Soja no Brasil
(01.2000.051-03)

José Renato Boucas Farias’,
Ivan Rodrigues de Almeida’, Anténio Garcia',
Marcos Valdemir Buche?,
Carlos Eduardo Zampar? e Anderson Saquetti?

s

Este subprojeto é componente do
projeto "Zoneamento Agroclimatico das
Principais Culturas de Grdos no Brasil
(01.2000.051)", iderado pelo Dr. Silvan-
do Carlos da Silva, da Embrapa Arroz e
Feijao. Tem por objetivo delimitar as are-
as de menor risco climatico as culturas
do arroz, feijao, soja, milho e trigo, a par-
tir da caracterizagao agroclimatica das dis-
tintas regides produtoras, em funcao das
necessidades climaticas das culturas em
questao. O projeto é composto por
subprojetos que abrangem cada uma das
culturas em estudo, com as acdes sob
responsabilidade dos respectivos centros
de produto (Embrapa Arroz e Feijao,
Embrapa Soja, Embrapa Milho e Sorgo e
Embrapa Trigo). Além desses, participa
do projeto a Embrapa Cerrados (respon-
savel pelo subprojeto de caracterizacao
agroclimatica das regides brasileiras). As
atividades programadas dao continuida-
de ao projeto 04.0.94.065, encerrado em

' Embrapa Soja
2 Bolsista MA/FINATEC

dezembro de 1999. O término deste novo
projeto esta previsto para 2002.

O complexo soja contribuiu com um
superavit consideravel na balangca comer-
cial brasileira. Nao tao facilmente mensu-
ravel, a contribuicdo indireta da cultura
da soja na movimentacdo da economia
brasileira, seja pela geracdao de empregos
ou seja pela adicao de valor a soja indus-
trializada, é de vital importéncia para o
desenvolvimento do pais. Com o atual
cendrio agricola globalizado, incrementos
nos rendimentos e reducao dos custos e
dos riscos de insucesso passaram a ser
exigéncias basicas a competitividade. O
aumento de eficiéncia no uso de recur-
sos e de insumos, a melhora qualitativa
dos produtos agricolas e a preservacao
dos recursos naturais, sdao desafios da
moderna agricultura. Ferramentas que
venham a auxiliar a tomada de decisao
sdo fundamentais para superar estes de-
safios e obter produtos competitivos e
ambientalmente sustentdaveis.

Definindo areas menos sujeitas a ris-
cos de insucessos pela ocorréncia de
adversidades climaticas, o zoneamento
agroclimatico constitui-se numa tecnolo-
gia de fundamental importancia em vari-
as atividades do setor agricola. Isto leva
a exploracdao mais racional da cultura,
bem como ao incremento da producéao e
da produtividade da soja, trazendo ind-
meros reflexos positivos a economia e a
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sociedade brasileiras. Neste sentido o
presente subprojeto tem por objetivo de-
limitar as areas com maior aptidao clima-
tica para o desenvolvimento da cultura
da soja, visando a obtencdo de maiores
rendimentos e menores riscos. Para tan-
to, dar-se-a continuidade aos trabalhos
desenvolvidos no subprojeto 04.0.94.065-
03 - Zoneamento Agroclimatico da cul-
tura da soja no Brasil, encerrado em de-
zembro de 1999, procurando-se definir
de forma mais precisa e atual, as zonas
inaptas, de alto, de médio ou de baixo
risco climatico a cultura, em funcao das
exigéncias bioclimaticas da soja e das dis-
ponibilidades térmicas e hidricas das di-
ferentes regides produtoras brasileiras.
Para isto estdo sendo usados modelos de
simulacdo do desenvolvimento da cultu-
ra, sistemas geograficos de informacao
e geoestatistica, num trabalho envolven-
do varias instituicbes (MA, FINATEC,
Embrapa, ANEEL, INMET, IAPAR).

Face a prioridade estabelecida pelo
Governo Federal na conducao deste tra-
balho, foram realizados os zoneamentos
agroclimaticos da cultura da soja para os
estados de Goias, Tocantins, Parana,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Mi-
nas Gerais, regido oeste da Bahia, sul do
Maranhéo, sul do Piaui e Distrito Federal,
para duas cultivares hipotéticas de soja
(precoce e tardia) e trés tipos de solo por
estado. Foram usadas séries pluviomé-
tricas de varias estacoes por estado con-
tendo, no minimo, 15 anos de dados di-
arios para cada local.

Em todos os estados, com o empre-
go de modelos, foram feitas simulacoes
do desenvolvimento da cultura para vari-
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as datas de semeadura (nove ou doze
periodos de dez dias cada), as quais pro-
curam englobar os periodos recomenda-
dos pela pesquisa. Para a espacializacao
dos resultados, cada valor de ETr/ETm
(Evapotranspiracdo Real/Maxima) obser-
vado durante a fase mais critica ao défi-
cit hidrico (R1-R6, pela escala de Fehr e
Caviness (1977), foi associado a locali-
zacao geografica da respectiva estacao
pluviométrica, para posterior elaboracao
dos mapas, utilizando-se um sistema de
informacodes geograficas (SGl). Para de-
finicdo das areas de maior ou menor pro-
babilidade de ocorréncia de déficit hidrico
na fase mais critica, foram estabelecidas
trés classes, de acordo com arelacao ETr/
ETm obtida: favoravel (ETr/ETm 3 0,65);
intermediaria (0,65 > ETr/ETm > 0,55);
e desfavoravel (ETr/ETm £ 0,55). Poste-
riormente, para cada estado em estudo,
foram elaborados 54 ou 72 mapas de-
correntes da combinacao de nove ou doze
periodos de semeadura, trés tipos de solo
e duas cultivares. Ao todo, foram roda-
das cerca de 80.000 simulacdes, resul-
tado da interacao entre estacdes pluvio-
métricas, cultivares, tipo de solo e datas
de semeadura nos diferentes estados.
Foram definidas as dreas com maior ou
menor probabilidade de ocorréncia de
déficit hidrico durante a fase mais critica
da cultura, caracterizadas como favora-
veis, intermediarias e desfavoraveis, em
funcao das diferentes épocas de semea-
dura, das disponibilidades hidricas de
cada regido, do consumo de agua nos
diferentes estadios de desenvolvimento
da cultura, do tipo de solo e do ciclo da
cultivar. Na Figura 3.1 sao apresentados
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Zoneamento Agrocimatico da Cultura da Sofz no Estado do Mato Grosso
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FIG. 3.1.Zoneamento agroclimatico da cultura da soja, cultivar de ciclo precoce e solo de
média retencdo de agua, para nove épocas de semeadura, no estado do Mato
Grosso. Embrapa Soja, Londrina-PR, 2000
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alguns exemplos de mapas obtidos para
o estado do Mato Grosso, onde cada
mapa apresenta a classificacao das dife-
rentes areas do estado para uma dada
época de semeadura, em funcao do tipo
de solo e da cultivar.

Em 2000, foram revisadas, corrigidas
e elaboradas novas tabelas do zoneamen-
to agroclimatico da cultura da soja para
os estados de Goias, Tocantins, Paran4,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Mi-
nas Gerais, Bahia, Maranhao e Piaui, pro-
curando fazer com que o trabalho expres-
se melhor a realidade observada a cam-
po, ao longo dos anos. As bases de da-
dos agrometeoroldgicos foram revistas e
atualizadas, realizando-se novas simulacdes
e gerando informacdes mais precisas para
os locais onde se verificou algum proble-
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ma. Ainda em 2000, foi praticamente con-
cluida a versao preliminar de um software,
a ser disponibilizado na forma de CD-
ROM, sobre o zoneamento agroclimatico
para a cultura da soja no Brasil, com to-
das as informacoes geradas por este tra-
balho, contendo tabelas e mapas com re-
comendacobes de épocas de semeadura e
de cultivares. Além disto, esse CD-ROM
conterda outras informacdes técnicas so-
bre a cultura da soja, Uteis aos produto-
res rurais, aos 6rgaos financiadores, a as-
sisténcia técnica, as atividades de plane-
jamento rural, as instituicbes de pesqui-
sa e de ensino, aos 6rgaos do governo,
etc. Este trabalho necessita anualmente
ser revisado e atualizado, para que ex-
presse da forma mais atual possivel a
realidade verificada ao nivel de campo.

o>0>0
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