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Apresentacéao

“Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja” ¢ uma publicaco
anual, onde os pesquisadores relatam os principais resultados e avan-
cos obtidos, ne dltimo ano, em seus projetos de pesquisa e de transfe-
réncia de tecnologia em soja, girassol e trigo. Tem como principal obje-
tive registrar nossa memdria técnica e informar pesquisadores, profes-
sores, assisténcia técnica e demais interessados sobre o andamento
das pesquisas durante a Ultima safra. Muitos desses resultados sdo
oriundos de trabalhos em andamento e, portanto, ainda ndo conclusi-
vos. Sendo assim, a utilizagdo das informacdes contidas nesta publica-
céo deve ser feita com cuidado. As tecnologias prontas para utilizacdo
&4 campo sdo discutidas em reunites especificas e repassadas para a
assisténcia técnica e para os produtores rurais, como Sistema de Pro-
ducédo ou outras publicagdes das séries Documentos ou Circular Técni-
ca, as de carater emergencial sdo divulgadas na forma de Comunicado
Técnico e as resultados de interesse para a comunidade cientifica sdo
publicados em revistas periddicas especializadas, de alcances nacional
g internacional.

Para facilitar o manuseio, a publicacdo foi dividida em nove volu-
mes, contemplando os resultados dos projetos de uma drea especifica
de conhecimento ou de areas correlatas. O presente volume apresenta
08 resultados obtidos em 2002, nas areas de Ecofisiologia e Biologia
 Molecular.

José Renato Boucas Farias

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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GENETICA APLICADA A0 MELHORAMENTO DA

SOJA

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

Unidades/Instituicdes participantes: Embrapa Soja; BIOAGRO (Uni-
versidade Federal de Vicosal, Vicosa, MG; Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, PR; Embrapa Recursocs Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF; Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, USP, S3o Paulo, SP; Milenia Biotecnologia & Genética
Ltda, Londrina, PR

Desde os primérdios da agricultura, o homem procura melhorar as
plantas com o objetivo de obter maiores guantidades de alimentos.
0 melhoramento genético moderno estd baseado na existéncia de
variabilidade genética e na possibilidade de se ter acesso a ela e se
fundamenta principalmente em selecdo de tipos superiores em po-
pulagdes naturais ou populacdes criadas artificialmente. Para dar
suporte ao programa de melhoramento, utilizando as mais moder-
nas técnicas disponiveis em genética, o projeto tem como objetivos
especificos: auxiliar o programa na identificac@o de genétipos com
genes de resisténcia a doencas, com énfase para a mancha parda e
nematdides de cisto (NCS) e de galhas; incrementar o conhecimen-
to da diversidade genética de fitopatdgenos; identificar e incorparar
genes de interesse no germoplasma de soja; e dar subsidios genéti-
ceos para aumentar a eficiéncia na escolha de genotipos parentais e
para armazenar 0 maximo de variabilidade genética no banco ativo
de germoplasma {BAG).

Para atender a esses obhjetivos propostos, foram desenvolvidos cinco
subprojetos, que tiveram inicio no ano de 2000 e término no final de
2002, cujos resultados serdo relatados & seguir:
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1.1 Identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes
de resisténcia a doencas (04.2000.322-01)

Jodo Flavio Veloso Silva; Maurilio Alves Moareira'; Carlos Alberto Arrabal Arias;
Alvaro Manuel Rodrigues Almeida; José Tadashi Yorinori;
Romeu Afonso de Souza Kiihl?

As perdas na producfo brasileira de soja causadas pela ocorréncia de
doencas vém aumentando. Em 1994, elas somaram US$1.269.485.000
e, em 2000, chegou a US$1.388.047.000. A avaliacio tradicional de
plantas, visando a selecéo dos gendtipos resistentes apresenta alguns
inconvenientes. Nesse contexto, este subprojeto tem como objetivos:
ldentificar marcadores moleculares ligados a genes da soja gque confe-
rem resisténcia ao nematoéide de cisto da soja (NCS), Heterodera glycines;
identificar marcadores moleculares ligados a genes da soja que confe-
rem resisténcia ao nematdide de galhas, Mefoidogyne javanica; e iden-
tificar marcadores moleculares ligados a genes da soja que conferem
resisténcia & mancha parda, Septoria glycines.

1.1.1 Nematoéide de cisto da soja (Heterodera glycines)

Para o NCS, véarias regides do genoma contendo genes de resisténcia
ja foram identificadas em trabalhos desenvolvidos nos Estados Uni-
dos. Dessas, duas se destacaram como sendc importantes no contro-
le da resisténcia, uma localizada no grupo de ligacdo A2 e outra no
grupo de ligacao G. Essas regides estd0 mapeando genes de resistén-
cia para as racas 3 e 6 do NCS. Recentemente, em trabalhos desen-
volvidos na Embrapa Soja, foi identificada uma terceira regiao, locali-
zada no grupo de ligacdo D2, gque contém genes de resisténcia as
ragcas 9 e 14 do NCS. Também foram mapeadas duas regides que
conferem resisténcia & raga 3. A existéncia de varios genes de resis-

" BIOAGRO - Universidade Federal de Vicosa
2 Consultor da Embrapa Sofa
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téncia e o aparecimento de novas racas tém justificado o mapeamento
de outros genes de resisténcia.

A cultivar Hartwig, originada do cruzamento da Pl 437654 x Forrest,
era considerada, até entfo, fonte de resisténcia a todas as racgas de
NCS e utilizada em vérios estudos visando o melhoramento da soja.
Entretanto, no ano de 1998, no municipio de Sorriso, Estado do Mato
Grosso, foi identificada uma populacdo do nematdide de cisto, classifi-
cada como raca 4, mas que foi capaz de se reproduzir na cultivar Hartwig.
Essa nova raca foi denominada, entdo, de raca 4 +, a qual na P1 437654,
fonte de resist&ncia da cultivar Hartwig, ndo foi capaz de se desenvol-
ver. Diante disso, este trabalho teve como objetivo a identificacdo de
marcadores RAPD e microsatélites ligados a resisténcia de Glycine max
{L) Merril, cultivar Hartwig, ao NCS raca 4 +.

Utilizou-se uma populacdo de 121 linhagens descendentes de um
retrocruzamento formado pelo parental Pl 437654 com a cultivar
Hartwig. Sementes F,, dessas 121 linhagens foram semeadas junta-
mente com ©s parentais, em casa-de-vegetacdo, para a cbtencdo de
tecido vegetal para a extracao de DNA e também para a multiplicacao
de sementes para o ensaio com o NCS.

0 experimento foi conduzido em casa-de-vegetacao com sete repeti-
cbes de cada uma das 121 linhagens e das diferenciadoras, em vasos
de argila. Em cada vaso, foi deixada apenas uma plantula para avalia-
cdo individual. Oito dias ap6s a semeadura, 2mL da suspensio de ovos
de NCS raca 4 + foram inoculados em cada plantula. As plantas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo por 30 dias. Foi determinado o nume-
ro de f&meas e cistos e o indice de parasitismo (l) para cada planta
comparado ao padrdo de suscetibilidade Lee-68.

Qs testes com as diferenciadoras confirmaram tratar-se daraca4+.0
numero de genes envolvidos na resisténcia ao NCS, raca 4 +, na popu-
lacdo de soja estudada, foi estimado com base nos resultados das 121
linhagens F, ; a média de cada linhagem foi utilizada como valor fenotipico
de uma populagéo F,, pois a avaliacdo de plantas individuais nao forne-
ce estimativa confiavel do valor fenotipico. Na Tabela 1.1, encontram-
se listadas a média do ndmero de fémeas e a reac&o encontrada para
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cada uma das 121 linhagens estudadas. Das 121 linhagens testadas,
foi obtida uma proporcdo de 23:98 (resistentes: suscetiveis), ou seja,
3:13. Com base nesses resultados, a hipdtese mais aceitdvel estatisti-
camente, com prohabilidade de 94% {qui-quadrado 0,0052}, foi a de
que dois genes epistaticos, um dominante e um recessivo, estariam
controlando & resisténcia ao NCS, raga 4 +, no cruzamento Hartwig X
Pl 437654.

Para a analise molecular, foram testades 1000 primers decadmeros
{RAPD) da Operon Technologies e 270 primers de microsatélite, seleci-
onados de regides do genoma da soja. Os primers que apresentaram
polimorfismos entre os parentais resistente e suscetivel foram testa-
dos nas 121 linhagens. Dos 1000 primers testados entre os parentais,
somente b0 apresentaram polimorfismo, ou seja, apenas 5% desses
primers foram analisados na populacdo. No caso de microsatélite, ape-
nas 32 primers mostraram-se pelimérficos, ou seja, 11,8% do total de
primers analisados.

Anélises de regressdo e de variancia, com nivel de significancia P <
0.1, foram utilizadas para verificar quats marcadores estavam associa-
dos com a resisténcia ao NCS, utilizando-se como pardmetro a varia-
¢éo fenotipica encontrada na populagdo F,  estudada.

Foram encontradas duas regides gendmicas que mostraram significa-
tiva associacdo com a resisténcia ao NCS raca 4+ . Essas regides
encontram-se em grupos de ligacao distintos. Uma dessas regides é
definida entre os marcadores Satt187 e AG20, explicando grande
proporgdo da variagcao fenotipica (aproximadamente 60%). Compa-
rando esses dados com o mapa genético da soja, o marcador Satt187
pertence ao grupo de ligacdo AZ2. Segundo a literatura, estd proxima-
mente ligado a um gene de resisténcia ao NCS, o Rhg4. Diante disso,
supoe-se gue este marcador esteja bem préximo a um gene de efeito
maior relacionado & resisténcia ao NCS, pois ha apenas 2% de
recombinacao.

A outra regido encontrada, & definida entre os marcadores H4a e M17,
explicando menor porcdo {aproximadamente 19%), mas sendo tam-
bém ceonsiderada significativamente associada a resisténcia ac NCS
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raga 4 +. Dentro do mapa de ligagao construido, esses primers encon-
tram-se ligados ao primer de microsatélite Satt191 gue, de acordo com
o mapa genético da soja, pertence ao grupo de ligacdo G.

Com base nos resultados acima citados, provavelmente dois QTLs es-
tariam relacionados com a resisténcia ao NCS raca 4 +, um com efeito
maior, localizado no grupo de ligacGo A2, e outro com efeito menor,
localizado no grupo de ligacao G.

Os demais marcadores selecionados Satt516, Satt142 e Satt228 ex-
plicam muito poucec da variagao fenotipica, cerca de 2%, 4% e 2%,
respectivamente.

Para verificar a interacao entre os marcadores, foram realizadas anali-
ses de variancia onde as marcas selecionadas foram incluidas duas a
duas com interacdo entre elas. Dentre todas as combinacdes envolven-
do os seis marcadores, verificou-se que aguelas envolvendo o marcador
produzido pelo primer Satt 187 apresentaram melhor resultado, sendo
o valor de R? de até 56%. Entretanto, esse aumento ndo & muito signi-
ficativo, visto que a utilizacio do marcador produzido pelo primer Satt187
sozinho apresenta um R? igual a 53%.

Na auséncia do marcador produzido pelo primer Satt187, a combina-
cio dos marcadores AG20 e H4a {R? = 20%), ou Satt228 e H4a (R? =
189%]) poderia até ser utilizada.

Uma aplicacdo vidvel para a utilizacdo da combinacao desses marcadores,
principalmente com as associagfes envolvendo os primers Satt187 e
H4a, seria a de monitorar os cruzamentos, ja que marcam duas regides
distintas, podendo, assim, acompanhar a segregacao dos genes envol-
vidos. Marcadores genéticos ligados préximes a importantes genes,
"podem ser utilizados para indiretamente selecionar alelos favoréveis de
forma mais eficiente do gue pela selecdo fenotipica direta.

A eficiéncia de selecao foi também calculada para verificar gual seria a
margem de acerto, caso uma selegio plantas seja feita para a caracte-
ristica em questio, baseada nos marcadores adquiridos. Os resultados
obtidos tanto na andlise de varidncia como na eficiéncia de selecéo
foram semelhantes. Foi verificado dos marcadores analisados, que o
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que mostrou a maior eficiéncia foi 0 marcador Satt187, com 99,2%,
seguindo dos marcadores Satt142, com 74%, Satt516, com 73% e
Satt228 com 62%. O marcadores produzidos com os primers AG20 e
H4a apresentaram menor eficiéncia de seleciio, 40% e 44%, respecti-
vamente. Como esses primers estao ligados ao alelo de suscetibilidade,
a sua menor eficiéncia pode ser explicada pelo fato do alelo de
suscetibilidade ser recessivo.

Outros estudos com marcadores genéticos e anélise de ligacdo e
mapeamento relatam a presenca de dois locos na Pl 437654, ligados
aos grupos A e G onde, juntos, ddo a resisténcia completa do NCS raca
3. Segundo estes resultados, no grupo A2, encontra-se o gene Rhg4,
que estaria relacionado com a resisténcia aoc NCS e que se localiza
préximo ao loco / (que confere coloracdo preta ao tegumento da sola).
No grupo G, encontram-se trés genes rhg1, rhg2 e rhg3, que segundo
a literatura, conferem resisténcia parcial a diversas racas.

Diante desse contexto e com basea nos resultados obtidos neste tra-
balho, pode-se sugerir que nos grupos de ligacio A2 e G do mapa
genetico da soja estaria localizado um loco multialélico conferindo re-
sisténcia ao NCS a algumas racas e, dentre essas, a raca 4+ e que,
possivelmente, a cultivar Hartwig nao tenha herdado todos esses alelos
da Pl 437654, ja que esta continua resistente a todas as racas de
nematodide, inclusive a raca 4 +. Outra possibilidade é que a cultivar
Hartwig perdeu alguns desses alelos durante os retrocruzamentos com
a cultivar Forrest.

Também existe a possibilidade da existéncia, dentro desses grupos
de ligagao, de cluster génico, contendo um intervalo genémico dis-
tinto mas altamente ligado, com genes de resisténcia ao NCS. O
fato de que a existéncia de c/uster génico ja ter sido documentada
em varios patossistemas, inclusive no patossistema Heterodera
glycines-soja. E, do mesmo modo que na hipétese anterior, a guebra
da resisténcia da cultivar Hartwig, estaria relacionada com a nio
transferéncia tota! desses genes, vindos do parental Pl 437654 ou
com a perda de alguns desses alelos durante os retrocruzamentos
com a cultivar Forrest.
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1.1.2 Nematoéide de galha (Meloidogyne javanica)

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados como parentais os
gendtipos de soja BRS 133 (susceptivel) e Pl 595099 (resistente). A
partir desse cruzamento, obtiveram-se 25 linhagens altamente resis-
tentes e 26 de elevada susceptibilidade ac M. javanica.

Em casa-de-vegetagdo, essas geracdes foram avaliadas quanto a resis-
téncia ao nematéide. A populacdo de M. javanica utilizada foi eriginaria
do Centro Nacional de Pesquisa de Soja (Embrapa Soja} e foi multiplica-
da em plantas de soja cv, Doko durante todo o periodo das inoculacoes,
de modo a se dispor sempre de ovos com boa viabilidade.

As plantas foram cultivadas em tubetes plasticos {4,5 x 19 cm]}, con-
tendo substrato esterilizado. Apds trés a quatro dias da emergéncia,
foram inoculadas individualmente com 3.000 ovos de M. javanica. A
avaliacéo foi feita aos 30 dias apos a inoculagdo, contando-se o ndme-
ro de galhas/planta. Plantas com maiores niveis de resisténcia ou
suscetibilidade foram utilizadas para as amplificacOes do DNA.

O DNA foi extraido das populaces resistente, susceptivel e dos parentais
e sua concentra¢io foi estimada utilizando-se as leituras espectrofo-
tométricas a 260 nm e 280 nm.

As reactes de PCR foram realizadas em termociclador Perkin Elmer
9600 e foram constituidas de 3,0 yL de DNA molde {10 ng/ul); 10,8 pulL
de dgua MilliQ; 2,0 yL de tampao de reagdo 10x {100 mM de Tris-HCI
pH 8,3; 500 mM de KCI e 400 uL de dgua milliQ}; 1,0 uL de MgCl, (50
mM); 1,0 uL de desoxinucleosideotrifosfato (2,5 mM}; 0,2 ul de Taqg-
polimerase (5 U/uL) e 1,0 pL dos primers F e R (Research Genetics Inc.-
Map Pairs™), completando um volume final para cada amostra de 20
',uL. Esses passos foram repetidos para cada combinacdo gendtipo x
marcador microssatélite.

Os programas de termociclagem foram compostos de desnaturacéao
inicial a 94°C, por sete minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C, por
um minuto, anelamente a 50°C, por um minuto e extenséo a 72°C, por
dois minutos. Um ciclo de 72°C, por sete minutos foi feito ac final. G
produto da amplificagdo foi resolvido em gel de 0,7% de agarose
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{GibcoBRL} e 1,15% de aditivo clarificador de agarose {Synergel), pre-
parado com TBE 1x {108g tris base, 559 acido bérico e 40 mL EDTA
0,5M pH 8,0} e corado com brometo de etidio (10mg/mL). A aquisicéo
das imagens foi feita utilizando o Sistermna Kodak Digital DC 290.

Os 93 primers utilizados foram previamente escolhidos a partir de ban-
co de dados de DNA de soja e estdo localizados nos 20 grupos de
ligagdc da soja, quatro em cada grupo, com excecdo dos grupos D1b+W
e F, onde foram escolhidos seis e 15 primers, respectivamente. Aten-
cdo maior foi dada ao grupo de ligagdo F, uma vez que nesse grupa
foram detectados QTLs de resisténcia a M. javanica.

Analises de variancia foram realizadas para todas as combinacoes en-
tre os marcadores polimorficos e o ndmero de galhas, obtido com a
média da familia F3 da populacao resistente, como efeitos principais.
Todas as analises estatisticas foram feitas com auxilio do programa de
computador SAS.

O efeito de cada marca melecular polimérfica sobre a resisténcia foi
considerado significativo, quande a probabilidade fosse menor que 1%
{(P<0.01), pelo teste F obtido na analise de varidncia. Marcadores com
probabilidades entre 1% e 10% (0.01 <P <0.10) também foram sele-
cionados para verificacdo de seus efeitos sobre a populacéo de plantas
suscetiveis.

0O mapeamento e a andlise de QTL (locos de caracteres quantitativos)
foram realizados utilizando os proegramas MAPMAKER EXP e
MAPMAKER QTL, respectivamente.

Apds analise de QTL realizada sobre 0s grupos de ligagdo, os fragmen-
tos gerados por marcadores microssatélite que apresentaram efeito
significativo sobre o nimero de galhas foram clonados e seqlienciados.

A partir do fragmento amplificado, o DNA foi purificado e, a seguir,
células de Escherichia coli (cepa XL-blue} foram transformadas via
eletroporacao, utilizando o plasmidio pGEM Easy Vector (Promega Corp.}.
O local de inserto no vetor de clonagem, inativa a regido codante {gene
lacZ) para um a-peptidec, componente da enzima b- galactosidase,
comprometendo a atividade da mesma. Isso permite que os clones
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recombinantes sejam identificados diretamente pela coloracao da cold-
nia, pois as que recebem o inserto {transformadas) apresentam colora-
cao branca enquanto as coldénias sem o inserto {nao-transformadas)
sdo azuis, quando cultivadas em meio de cultura contendo IPTG
{isopropyl-pB-thiogalactopyranoside) e X-Gal {5-bremo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactoside). Esse vetor possui ainda gene para resisténcia a
ampicilina, o que auxilia na selegfo das colénias recombinantes, pois a
bactéria ndo transformada ¢ sensivel ac antibidtico.

Apds a clonagem, os fragmentos de interesse foram seqlenciados em
seqilenciador ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied BioSystem).
As seqgléncias finais foram submetidas a anélise no NCBI Blast, a fim
de verificar sua homologia com genes disponiveis em bancos de dados
(e.g. Gene Bank).

As concentractes do DNA medidas para os parentais BRS 133 e Pl
595099 foide 122 e 123 ng/ml, respectivamente, enquanto que para
os materiais resistentes variou entre 74 a 207 ng/mL {média de 125,0
ng/mL) e para os materiais suscetiveis entre 29 e 832 ng/mL {média de
184,6 ng/mL}.

Entre os 93 locos analisados, os marcadores de microssatélite Satt
155, Satt 236, Satt 509, Satt 202, Satt 266, Satt 290, Satt 543, Satt
423, Satt 564, Satt 192, Satt 418, Satt 584, Satt 041, Satt 434, Satt
571, Sat_128, Sat_132, Soy HSP 176 e Satt 114 foram polimorficos
para 0s parentais BRS 133 e Pl 595099 e todos os 19 locos foram
utilizados para amplificar a populacio resistente.

A analise sobre a amplificacao dos 19 marcadores polimarficos, reali-
zada sobre a populacao resistente, indicou cinco marcas significativas
.{P<0,10): Satt 671, Sat 128, Sat 132, Soy HSP 176 e Satt 114,
pertencentes, respectivamente, aos grupos de ligacido |, B1, O e F.

Essas marcas foram testadas sobre a populacdo suscetivel e dois
marcadores, Soy HSP 176 e Satt 114, do mesmo grupo de ligagao,
confirmaram sua significancia sobre o carater (P<0,05).

Utilizando o programa MAPMAKER QTL, foi realizada anélise sobre as
marcas do grupo de ligacao F e os resultados indicaram a presenca de
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pelo menos um gene localizado préximo ac marcador Soy HSP 176,
com um Lod de 27.5. Toda a extensdo coberta pelos marcadores Satt
114 e Soy HSP 176, distantes em 8,3 cM, apresentou Lod s eleva-
dos, variando de 22,6 a 27,5.

A analise das seqUéncias resultantes do seqitenciamento do fragmen-
to gerado pelo marcador microssatélite Soy HSP 1786, presente nos
individuos suscetiveis e ausente nos resistentes, mostrou homologia
de 98% com uma proteina de choque térmico presente na s0ja; a
seqUéncia analisada consistia em 95 pb, incluindo a seqiténcia dos
primers utilizados.

1.1.3 Mancha Parda (Septoria glycines)

A procura de marcadores para resisténcia & mancha parda foi feita
sobre a populagéo F, , derivada do cruzamento FT-2 x Davis e desen-
volvida na Embrapa Soja. A primeira avaliacio foi realizada em casa-
de-vegetagéo, na safra 2000/2001, incluindo 20 repeticdes de cada
parental e cinco repeticdes de cada uma das 116 progénies F,. A
distribuicdo de freqliéncias para o nivel de infeccdo médio nas folhas
das familias F, aproximou-se da distribuigdo normal, nao sendo possi-
vel a separagédo de classes fenotipicas bem definidas, indicando tra-
tar-se de um carater quantitativo. A herdabilidade para o carater va-
riou de 12,4% a 50,65% para os trifélios avaliados individualmente,
indicando que é possivel obter respostas & selecdo para resisténcia 3
mancha parda.

Outra avaliacdo foi feita com as familias F4 do mesmo cruzamento, em
casa-de-vegetacdo, sob um delineamento inteiramente casualizado, ava-
liando-se seis plantas em cada familia. A semeadura foi feita em se-
tembro de 2001 {safra 2001/02) em vasos de plastico, inoculando-se
0 patdgeno 15 dias depois. Em cada vaso, foi sempre incluida uma
planta da cultivar Davis, suscetivel, considerada como controle. Aos
20, 24, 26, 28, 33 e 40 dias ap6s a inoculacdo, foi avaliado o nivel de
infecgdo na folha unifoliolada, utilizando escala diagramatica com ni-
veis de area foliar lesionada variando de 0% a 75%. A maior diferenca
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entre 0s parentais ocorreu na Ultima avaliacdo {40 dias) com medias de
1,10 e 67,7 para FT-2 e Davis, respectivamente (Tabela 1.3). As ava-
liacdes para S. glycines foram realizadas conforme descrito no subprojeto
04.2000.322-04.

0Os marcadores microssatélites foram selecionados com base em sua
posicdo nos mapas de ligacao disponiveis para a soja. Procurou-se tes-
tar um numero eqlitativo de marcas por grupo de ligacdo. As marcas
que produziram polimorfismo nos gendtipos parentais foram testadas
na populacio segregante. Foram realizadas a extracio, guantificacdo e
reacdo de amplificagdo, com primers microssatélites para os DNA’s
das folhas F2. O resultado foi observado através de luz-ultravioleta e
fotografado. Um total de 170 primers de microssatélite foram testados
nos parentais. Destes, somente 18 foram polimdrficos nos pais e utili-
zados para avaliar a populacdo segregante (Tabela 1.2).

TABELA 1.2. Primers polimorficos testados para a populacdo segregan-

te.

Primer Grupo Primer Grupo
Satt 329 A2 Satt 252 F
Satt 187 A2 Satt 236 G
Satt 233 A2 Satt 570 G
Satt 509 B1 Satt 285 J
Satt 577 BZ2+p Satt 380 J
Satt 307 C2 Satt 475 K
Satt 184 Dla+qg Satt 182 L
Satt 436 Dla+q Satt 143 L
Satt 269 F Satt bg4 N

Em posse dos dados fenotipicos e de marcas para cada planta da popu-
lagdo, foram realizadas analises de variadncia e de regressio para cada
marca, procurando marcas significativas para o carater, com potencial
para serem utilizadas na selecio de genétipos resistentes. No primeiro
ensaio, andlises de varidncia univariadas, utilizande cada marca como
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varidvel classificatdria, ndo detectaram significancia (p<0,05) para
nenhum dos marcadores. Contudo, alguns deles foram levados em
considerac@o por possuirem efeitos aditivos ou de dominéncia com
probabilidade abaixo de 13%. Nesse sentido, destacaram-se 0S
marcadores Satt b03, Satt 577 e Satt 584, com presenca de efeitos
aditives e de dominancia, tanto para a resisténcia como para a
suscetibilidade do carater. Pela analise bivariada, foram detectados dois
casos de interacao entre os marcadores, indicando que ha epistasia, ou
seja, que uma marca é influenciada pela outra, o que aumenta a com-
plexidade do carater estudado.

No segundo ensaio (safra 2001/02), houve significdncia apenas para
os marcadores Satt 436 e Satt 570 {Tabela 1.3), os quais explicaram
6,2% e b,2% da variabilidade do carater, respectivamente. O Satt 436
pertence ac grupo de ligacdoe D1a+q, onde ja foi testada outra marca,
e apresentou efeito de dominéncia para resisténcia, ou seja, os dois
homozigotos apresentaram médias similares e altas para o nivel de
infeccac na folha, o que impede seu uso para selecdo. O marcador Satt
570 (grupo G) apresentou menor média para o gendtipo com alelos
vindos do parental resistente, aumentando a importancia e o potencial
de uso para fins seletivos. O marcador Satt 187 (grupo A2}, embora
nao significativo, apresentou probabilidade relativamente baixa
{(p=0,14}. Nesse grupo de ligagdo {A2), ja houve duas outras marcas

TABELA 1.3. Médias do nivel de infeccdo na folha com mancha parda,
para as parentais e as combinacdes genotipicas obtidas
para os marcadores SSR com probabilidade abaixo de
13% de estarem afetando o carater em soja.

_ﬁgno’tipos
Marcas Grupo M1M1 M2mM2 P% R2%
MIM2
FT-2 - Davis
Parentais - 1,10 - 67,7 - -
Satt438 Dal+gq 10,8 5,0 8,1 2,7 6,2
Satt187 A2 6.8 6.4 10,9 13.8 3,6

Sattb70 G 4,8 10,0 7.0 5,2 5,2
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polimdrficas e ndo significativas, indicando que provavelmente o efeito
do gene envolvido deva ser muito pequeno.

Observa-se que houve interacdo entre marcas x ambientes, pois os
marcadores importantes em cada ambiente ndo foram os mesmos, in-
dicando a complexidade da avaliacao fenotipica, também em consequ-
éncia da interacdo gendtipo x ambiente. Mais avaliagdes fenotipicas
sobre essas progénies serdc necessarias para diminuir esse efeito. Mais
marcas deverao ser estudadas, principalmente no grupo G, onde houve
significdncia, e em outros grupos como B1, B2 e N, com significancias
baixas e para os grupos A1, C1, E, e H, onde houve pouco ou nenhum
polimorfismo com o conjunto de marcas estudadas.

Este trabalho terd continuidade como parte da tese de doutorado do
pesquisador Rodrigo Luis Brogin pela ESALQ/USP em parceria com a
Embrapa em projetos futuros.

SR

1.2 Estudo da diversidade genética de patdgenos de soja
(04.2000.322-02)

Alvaro Manuel Rodrigues Almeida; Fernanda F, Piuga’; Thalita G. Oliveira';
Silvana Regina Rockenbach Marin; Paula Z.R. Ribeiro do Valle?;
Luis Carlos Benato; Mauro Caetano Pinto; Nilson Valentin

A produtividade da soja € funcao de diferentes fatores, entre eles, a
ocorréncia de doencas. A geracao de cultivares procura associar carac-
teristicas agrondmicas desejdveis e resisténcia a doencas. Para isso, €
necessario que haja informacdes quanto a descrigao de genes de resis-
téncia a determinado patdégeno, com posteriores testes-desafio, onde

submetem-se as linhagesn & infeccdo pelo patégeno desafiador. Para
gue o teste tenha maxima eficiéncia, é necesséario que o patdgeno seja

! Estagidria Embrapa Soja/UNOFPAR
? Estagiaria Embrapa Sojas/UEL
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utilizado com a maxima variabilidade possivel, de modo a evitar possi-
veis escapes e conclusbes erréneas.

Para isso, € necessério determinar a variabilidade genética do patégeno,
através de testes de patogenicidade. Essa técnica requer o uso de
método adequado de inoculacdo, sistema de avaliacdo e grande espa-
¢o de trabalho. Uma solucdo é utilizar métodos moleculares, os quais
determinam variabilidades genéticas entre isolados de um mesmo
patdgeno. Essa variabilidade é determinada utilizando o DNA total, in-
cluindo inimeros genes gque ndo possuem associacao com
patogenicidade. Por isso, & necessdria uma etapa adicional que procure
identificar variabilidade na patogenicidade. Este subprojeto procurou
identificar as diversidades de isolados brasileiros de Cercospora kikuchii,
Fusarium solani f.sp. glycines, Sclerotium rolfsii, Corynespora cassiicola
e Macrophomina phaseclina. Os resultados obtidos demonstraram que
todos os patogenos utilizados nos processos de selecdo de cultivares
apresentaram diversidade genética, em maior ou menor escala, indi-
cando que a estratégia de utilizar mistura de isolados constitui maneira
adequada para evitar que as cultivares tenham sua resisténcia quebra-
da prematuramente.

Isolados de um mesmo organismo nem sempre apresentam morfologia
idéntica. E comum isolados do mesmo organismo apresentarem micélio
de coloracdo e aspecto diferente, o que acaba por confundir o pesqui-
sador e exigir testes adicionais de taxonomia. Através de métodos
moleculares que utilizam DNA total e DNA ribossdmico essa tarefa
passou a ter uma nova ferramente auxiliar.

No ano de 2001/02, estudaram-se as diversidades genéticas de
Cercospora kikuchii e Microsphaera diffusa. Qutros oidios coletados de
folhas de Emifia sonchifolia (L.) DC., Sonchus oleraceus L., girassol,
feijao e caupi também foram utilizados.

No caso de C. kikuchii, sementes com mancha plrpura coletadas em
diferentes regides do Brasil foram utilizadas para isolamento do fungo
C. kikuchii. Setenta e cinco coldnias foram isoladas e desenvolvidas
em meio liquido de BD obtendo-se micélio para extracdo de DNA total.
A seguir, procedeu-se & amplificacdo por RAPD, utilizando-se primers
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randdmicos. As avaliacBes das amplificactes foram utilizadas para de-
terminacdo de agrupamentos, de acordo com os coeficientes de simila-
ridade (método Dice). Os isolados foram agrupados em seis grupos,
demonstrando grande diversidade genética entre eles (Fig. 1.1). Isola-
dos mais patogénicos foram associados ao teor de cercosporina, deter-
minada em meioc alcalino (Tabela 1.4), indicando que o método pode
ser utilizado na selecdo de isolados mais patogénicos. Nao se consta-
tou relagdo entre os agrupamentos € o teor de cercosporina. A preocu-
pagde de que outras espécies de Cercospora poderiam causar mancha
purpura em sementes foi avaliada através do sequenciamento das regi-
des ITS1 e ITS2, incluindo o gene 5,85. Dezessete isolados, escolhi-
dos aleatoriamente, dentro dos grupcs de similaridade foram utilizados
para amplificagdo das regides ITS1 e ITS2 do DNA ribossomal. Os
fragmentos amplificados com os primers ITS1 e ITS4 foram purifica-
dos, clonados e seglenciados. As seqgiéncias obtidas foram alinhadas
e comparadas com seqléncia do GenBank (AF 291708). As homologias
variaram de 82% a 100%, provando que todos os isolados coletados
de sementes com mancha purpura pertenciam & espécie C. kikuchii
{Tabela 1.5). A contra-prova foi feita utilizando a seqléncia de um
isolado de C. sojina obtido de folhas de soja coletadas em Imperatriz
{MA). As porcentagens de homologia dos isolados de C. kikuchif com o
isolado de C. sojina variaram de 55% a 78% (Tabela 1.5).
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FIG. 1.1. Similaridade genética entre isolados de Cercospora kikuchii, originarios de
diferentes locais do Brasil, com seis grupos. Dendograma obtido através de
matriz de distancia, utilizando coeficiente de Dice (NTSys ver, 2.0}. Valo-
res representam a porcentagem de ocorréncia em 1000 analises bootstrap.
Apenas valores iguais ou superiores a 50% foram incluidos.
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TABELA 1.4.

25

Relacdo entre patogenicidade e teor de cercosporina determinada
em quatro isolados de Cercospora kikuchii inoculadaes em cinco
gendtipos de soja.

Isolado (teor de cercosporina)

Cultivar Média
179 (6.1*) 169 {12.5) 301 (16.9) 444 (33.0)

1AS-2 1.00A** 1.867A 2.00 B 267 B 1.83 B
Davis 1.67A 3.33A 3.00A 4.67A 3.16A
Sambaiba 1.67A 3.67A 3.67A 5.33A 3.58A
Parana 1.67A 2.67A 3.00A 5.00A 3.08A
Conquista 2.00A 3.00A 3.67A 5.33A 3.50A
Média 1.60c 2.87b 3.07b 4.60a

* Teor de cercosporina medido de acordo com Jens et al., {Phytopathology, 79:213-213, 1989).
**1 = 0%-1% é&rea foliar lesionada (AFL); 2 = 2%-5% AFL; 3 = 6%-10% AFL; 4 =11%-25% AFL:

§ = 26%-50% AFL; 6 = 51% -75% AFL; 7 = >75% AFL (adaptado de James, 1971}

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, nas colunas, e mindscula, na linha, nd¢ diferem enre si
pelo teste de Tukey a 5%.
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1.3 Caracterizaciio do germoplasma ativo de soja com mar-
cadores moleculares tipo AFLP e Microssatélites
{04.2000.322-03)

Carlos Alberto Arrabal Arias; Ana Lidia Variani Bonato';
Silvana Regina Rockenbach Marin; Maurilio Alves Moreira?;
Lecnes Alves de Almeida; Lizandra L. Catteli®

A partir da aprovacéo da Lei de Protegéo de Cultivares, tornou-se pos-
sfvel a protecio daquelas cultivares de soja comprovadamente distin-
tas, homogéneas e estaveis {(DHE). A determinacdo da distingliibilidade
no DHE e a caracterizacdo genética de cultivares e acessos do banco
de germoplasma (BAG} sdo atividades que pedem ser muito beneficia-
das com o auxilio de marcadores moleculares. Os objetivos deste
subprojeto foram caracterizar molecularmente cultivares e outros aces-
sos do banco de germoplasma de soja e selecionar marcadores com
potencial para fins de DHE.

A caracterizacdo molecular de cultivares de soja foi feita com 317
cultivares, liberadas no periodo de 1962 a 1298, com marcadores AFLP,
envolvendo seis combinacdes de primers EcoRl/Msel. Qbtiveram-se 394
bandas, sendo 78 pelimérficas. Foram calculados os coeficientes de
similaridade genética de Nei & Li, que variaram de 0,17 a 0,97, com
média de 0,61. As cultivares foram agrupadas pelo método UPGMA,
envolvendo todo o grupo. Para facilitar a visualizacdo dos agrupamen-
tos, também foi feito um dendrograma composto por apenas 63 culti-
vares. Os agrupamentos disponibilizados aos melhoristas pedem ser
utilizados no planejamento de cruzamentos com maior chance de pro-
duzir cultivares. Das atividades de caracterizacao molecular dos aces-
$0s do BAG, foi possivel organizar cerca de 2640 acessos com infor-
macdes sobre origem e caracteres fenoldgicos, para eleger 700 aces-
sos para a realizacdo deste estudo. Parte desse grupo de acessos,

' Embrapa Trigo
2 BIDAGRO / UFV
¥ Graduacdo pela UNIFIL
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correspondente as cultivares, foi analisada molecularmente até o final
de 2002,

Alguns marcadores moleculares, como os microsatélites, apresentam
caracteristicas interessantes, como o fato de poderem ser multialélicos
e de apresentarem repetibilidade dos resultados, ideais para esse tipo
de trabalho. Com o objetivo de selecionar marcadores microsatélites
multialélicos para fins de diferenciacdo e caracterizacdo de gendtipos
de soja, 17 cultivares, selecionadas com base nos agrupamentos da
analise de AFLP "s do objetivo 1, tiveram seus DNAs extraidos e foram
submetidos as analises moleculares. Dos 13 pares de prirners SSR tes-
tados, apenas o Satt238 e Satt253 ndo apresentaram polimerfismo
para o grupo de 17 cultivares (Tabela 1.6). Esse fato diminui a possibi-
lidade de uso desses dois marcadores em estudos futuros. Todos os
11 pares de primers restantes produziram pelimerfismo, com dois ou
trés alelos moleculares (Tabela 1.7). Esse polimorfismo permitiu  dife-
renciar 15 das 17 cultivares estudadas. Os primers utilizados demons-
traram ter grande potencial para diferenciacdo de cultivares de soja.
Apenas as cultivares MSBR 19 {Pequi} e Cariri RCH ainda ndo foram
diferenciadas pelo conjunto de bandas disponiveis {(Figura 1.2). Esse
fato era esperado, pois, geneticamente, elas sao muito relacionadas.

Outros primers multialélicos foram selecionados com base nos traba-
Ihos realizados em outros subprojetos da Embrapa, principalmente os
relacionados a marcadores para resisténcia a doencas (NCS, nematdides
de galhas e mancha parda) e também nos trabalhos realizados pela
parceria com o Bicagro da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Des-
sas selecdes, foram identificados mais 19 primers multialélicos, os quais
somados acs 11 ja encontrados, totalizam 30 primers.

O conhecimento que vem sendo adquirido sobre o padrac molecular
das cultivares e sobre marcadores microssatélites multialélicos ja
estéd sendo utilizado no processo de desenvolvimento de cultivares
de soja (escolha de parentais com maior ou menor similaridade ge-
nética) e de manutencdo e caracterizacéo de germoplasma para fins
de manutencéo do banco de germoplasma e de disting&o entre linha-
gens e cultivares.



do Brasil. Embrapa Soja. Londrina, PR.

des

dicadas para diversas regi

soja in

Resuftados de Pesquisa da Embrapa Sofa 2002 29
OO0 = - - 0O ~ 0O 0O — = O «— 0
ZLiues
- 000 -0 - 00— 000 — O -
';ooooo‘—ooooooooooo
9/ZNES | © — OO O O — C O = @O O OO0 O
-— O - - - Q00 - 00 0O
-0 0 - OO0+~ 000+« 0 — O
rLLhes O - - 0000~ —-00 00O — —
OO0 00~~~ 0 0000000000
- — - - — 0O C - - —c — | O 0O — «—
£2L 1es
OO0 — 0 0O -0 00CO0OC | — | ©O
- — = = = ™ — - — = — - O — ~ = -
6lg1es
OO0 00000000000 0O0C0C
00O 000 —0 00000 c o oo
L8Lueg
— = = — — O = = - — — — 0O = — — —
£genes - - = — ™= — — — — ¥ &~ — | — | | 1
-— 0 - - 00«0 00— 00— O
fgghnes C O 000~ 000 —0 0000
C 0O -0 00 ~Q 0000 CC «— O «—
- 0 0 - O = - O 0O «— O - 0O — — — QO
cozues
O — O ™ OO0 — — 0 — O «— 000 r—
l o000 0 0Co0oO00C0 00— 00
a9zues i
- —_ - - - - - - - - O - Q -
OO0 00 ~0 00000000000
O 00000~ 0C0 0000000 O
BEZNES | — — — ~ ~ - - e o = o o o —
-0 000 0« 000« — 00O 0
Zrenes
O - == 0000 — — «—
3 - 1
? o
3 s -
“ - [0
R T T
Iy — 3 1 - Q
@ 3 gc -QEO
past o Ol’U OIDD
7 g = SEZ2o0Z2>c0 N @
= St SN =k O @ ¥ o
S |Z2fesze8fg 228888
< lE?2Fe5 5550 28R E
Do 50 5353 =YNE g5 p5a
B G © o o &
- E E o asd m E E o o E
S LU =22 0Z2>2m0m0OOWUUmnn u

TABELA 1.6. Resultados das analises moleculares obtidas com os 13 primers testados sobre as 17 cultivares de




30 Embrapa Sofa. Documentos, 217

TABELA 1.7. Primers, amplitude de fragmentos e ntmero de alelos
detectados a partir das 17 cultivares de soja. Embrapa
Soja. Londrina, PR.

Primers Amplitude de fragmentos Numero de alelos »
Satt 202 236-343 pb 2
Satt 266 349-376 pb 2
Satt 319 105-125 pb 3
Sat_123 245-324 pb 2
Satt 038 103-117 pb 3
Satt 472 —* 3
Satt 114 50-71 pb 3
Satt 238 133pb 1
Satt 242 128-139 pb 2
Satt 276 240-355 pb 3
Satt 527 - 2
Satt 253 - 1
Satt 387 - 2
Satt 133 169-194 pb 2

* Ainda nao foi possivel estimar o tamanho do fragmento.



317

Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2002

elos ap saieanna
L L 9iqos seolounjod sepueq gz 3 $8}1|g)1es0L0IW 3p ssawnd z | wod asieue spde sopnqo souswedniBy z°L B4

JPEPLIB[ILLIS AP D10
0ol LS80 +L0 19°0 [t
| 1 1 1 ' ] 1 ] 1 L ] 1 1 1 1 | 1 1 1 1

og tdexquyg
7ot edodwy
gt vdeaquisg
2IGON] _|
TpUTiA
66 vdeiquuyg

90-AdN ]
i ——

# eduaquig
107 aD
o1
euymsu)-Ld — —
sopeIno(]
LIOPadUI A
visimbuo)

OHY HHED

e —




32 Embrapa Soja. Documentes, 217

1.4 Genética quantitativa aplicada ao melhoramento da soja:
diversidade genética e resisténcia a doencas
(04.2000.322-04)

Carlos Alberto Arrabal Arias; José Francisco Ferraz de Toledo;
Joao Flavio Veloso Silva; Marcelo Fernandes de Oliveira; José Tadashi Yorinori;
Rodrigo L. Brogin'; Claudio C. Portela?; Willyam Stern Porto?

Programas de melhoramento genético eficientes precisam contar com
informacdes basicas, como as genealogias dos parentais usados em
cruzamentos e tipo de heranca dos principais caracteres, para tirar
proveito da variahilidade genética. Com o objetivo de facilitar o acesso
dos programas de melhoramento & variabilidade genética de caracteres
de importancia em soja, feram tracados 0s seguintes objetivos: averi-
guar a eficiéncia do uso de marcadores moleculares como estimadores
da diversidade genética; estudar a heranca da resisténcia 4 mancha
parda nos estadios iniciais de desenvolvimento da soja; e estudar a
heranga da toler@ncia da soja ao nematdide de galha Meloidogyne
Jjavanica. :

1.4.1 Divergéncia genética

No dmbito do subprojeto 04.2000.322-03, tém-se desenvolvido traba-
lhos com marcadores moleculares tipo AFLP para caracterizar todas as
cultivares recomendadas no Brasil e conhecer a distadncia genética en-
tre elas. Esse trabalho foi desenvolvido pela Dra. Ana Lidia Variani
Bonato, atualmente pesquisadora da Embrapa Trigo, como assunto de
sua tese de doutorado produzida na ESALQ / USP.

Com o objetive de averiguar a eficiéncia do uso de marcadores
moleculares para medir a diversidade genética entre gendtipos elites de

" Mestrado em Genética e Metharamento pela Universidade Estadual de Londrina
? Bolsista Recem-Doutor pelo CNPg
? Bolsista Iniciacdo Clentifica pefo CNPg
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soja foram selecionadas, com base nesse trabalho, 16 cultivares clas-
sificadas em diferentes grupos de divergéncia. Essas cultivares foram
utilizadas para produzir 19 combinacdes hibridas. Os 16 genotipos
parentais e as geractes F2 derivadas de cada combinagdo hibrida fo-
ram semeados em 16/10 e 13/11/2000, os parentais mais as geracdes
F3 e F4 foram semeados em 15/10 e 15/11/2001, segundo um deline-
amento inteiramente casualizade com 30 plantas de cada parental e 60
plantas de cada geragcdo F2, na safra 2000/01 e 30 plantas de cada
parental e 30 progénies das geracoes F3 e F4 (cinco e quatro plantas
por progénie, respectivamente} de cada combinacdec hibrida, na safra
2001/02. Esses materiais foram produzidos em casa-de-vegetacéo nos
invernos imediatamente anteriores a instalac3o dos experimentos para
garantir uniformidade no vigoer das sementes. Em todos os experimen-
tos, houve aleatorizacdo individual de plantas { 01 planta = 01 cova =
01 parcela). O espacamento entre covas na linha e entre linhas foi de
20cme 1,5 m, respectivamente, Entre cada linha Util foram semeadas
duas linhas de bordadura com as sementes remanescentes dos experi-
mentos, resultando no espacamento final de 0,50 m entre linhas. Esse
procedimento foi usado para facilitar a locomocdo dentro dos experi-
mentos, necessaria para as coletas de dados ¢ para aumentar a densi-
dade e a competicdo entre plantas.

Nas duas safras, foram avaliados o peso total de gréos, dias para o
florescimento e para a maturacdo, altura de planta na floracdo e
maturacao e namero de nds. As estimativas das varidncias genéticas
aditivas {D} foram obtidas para todas as combinagdes hibridas para
cada uma das épocas de semeadura. Nas tabelas 1.8 a 1.10, estédo as
estimativas obtidas para os caracteres peso de grios, dias para a
maturacado e dias para a floracio, respectivamente, para a safra 2001/
02. As estimativas de D para outubro e novembro, nas diferentes com-
binacdes, variaram bem mais para os caracteres peso de gréos e dias
para maturacdo do que dias para floragdo. A maior herdabilidade do
caradter dias para a floracdo, permite obter estimativas com valores
proporcionalmente similares, nas duas épocas. Pode-se verificar que
0$ cruzamentios com maiores estimativas de D de dias para floracdo
foram os mesmos nas duas épocas de-semeaduras (Tabela 1.10). Para
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TABELA 1.8. Estimativas da variancia aditiva (D) para o carater peso de grios
obtidas para as semeaduras de outubro e novembro, da safra
2001/02, e as distancias genéticas {(DNL} calculadas com base

em marcadores AFLP para cada combinacio hibrida.

Estimativas de D

Combinag¢do hibrida DNL
Outubro Novembro

Embrapa 66 x Embrapa 59 38,33+ 18,23 10,69 £ 16,89 11,10
Pequi x Embrapa 59 159,34 + 39,49 90,42 + 30,54 34,40
Embrapa 59 x Conguista 89,62 + 31,42 107,12 + 34,81 54,70
FT-2 x Embrapa 58 84,79+ 25,18 46,451 20,46 52,50
CD 201 x Mandi 360,26 £ 90,49 70,25 + 33,31 12,70
BR-6 x Pequi 93,27 + 26,99 46,61 +£ 20,58 25,80
Embrapa 47 x BR-16 31,49 = 14,81 13,70+ 16,32 20,80
Conquista x Pequi 53,75+ 30,12 57.86+ 27,756 52,40
Embrapa 58 x Embrapa 59 75,78 £ 22,66 57,47 + 26,10 26,80
Embrapa 48 x Embrapa 47 58,43 + 22,45 -0,68+ 19,99 12,80
Embrapa 61 x Embrapa 48 90,99 + 28,12 65,48 + 26,50 60,00
Embrapa 53 x CD 201 108,90 £ 28,09 46,44 £ 19,76 46,30
BR-16 x Embrapa 59 35,20 + 186,75 15,33 £ 14,88 53,60
Vencedora x Conquista 322,76 + 86,80 1,83+ 22,94 50,00
Pequi x Embrapa 48 207,51 £ 52,31 288,78 £ 68,78 50,00
Vencedora x Apaiari 703,99 + 151,49 21,93+ 2817 17,60
Embrapa 133 x Conquista 77,75 + 32,56 57,00+ 26,41 38,50
Pequi x FT-2 117,88 £ 33,99 25,38 £ 19,81 61,40
CD 201 x Pequi 118,62 £ 36,66 125,85 + 37,07 48,60

peso de graos (Tabela 1.8), as maiores estimativas de D em outubro
ndo séo as maiores estimativas de novembro, demonstrando gue exis-
te interacdo de cruzamento x época de semeadura afetando as estima-
tivas de D para caracteres de menor herdabilidade. Para esses caracteres,
sera muito dificil obter distancias genéticas de qualquer tipo, capazes
de prever a variabilidade a ser gerada nas diferentes épocas.

Na Tabela 1.11, estdo representadas as correlagdes, tomando as 19
combinagdes hibridas, entre a raiz quadrada da variancia genética (DG)
e a distédncia molecular com base em marcadores AFLP (DM}, para os
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TABELA 1.9. Estimativas da varidncia aditiva (D) para o cardter dias para a
maturacado obtidas para as semeaduras de outubro e novembro,
da safra 2001/02, e as distidncias genéticas calculadas com base
em marcadores AFLP para cada combinagéo hibrida,

Estimativas de D

Combinacéo hibrida DNL
QOutubro Novembro

Embrapa 66 x Embrapa 59 3,72+ 3,83 4,81 +1,40 11,10
Pequi x Embrapa 59 60,69+ 8,38 26,95 + 4,58 34,40
Embrapa 53 x Conquista 69,87 £ 9,79 30,83+ 5,49 54,70
FT-2 x Embrapa 59 34,67 + 6,61 25,06 + 4,40 52,50
CD 201 x Mandi 321,47 £ 32,73 142,82+ 17,36 12,70
BR-6 x Pequi 80,47 + 14,37 29,93 £ 5,086 25,80
Embrapa 47 x BR-16 15,68+ 3,74 2,20£0,88 20,80
Conguista x Pequi 24,88+ 11,08 20,27 + 4,46 52,40
Embrapa 58 x Embrapa 59 110,40 + 13,80 29,66 + 4,66 26,80
Embrapa 48 x Embrapa 47 39,68+ 6,79 16,78 £ 3,83 12,80
Embrapa 61 x Embrapa 48 70,32+ 9,09 17,65 + 2,97 60,00
Embrapa 59 x CD 201 91,76 £ 11,78 22,85+ 4,53 46,30
BR-16 x Embrapa 592 48,07 £ 18,81 77.51 + 8,55 53,60
Vencedora x Conguista 150,71 £ 17,64 h9,75 1+ 22,12 50,00
Pequi x Embrapa 48 205,77 £ 21,67 56,92 + 7,87 50,00
Vencedora x Apaiari 271,34 £ 28,40 110,38+ 17,17 17,60
Embrapa 133 x Conquista 89,68 £ 10,41 43,65 £ 7,06 38,50
Pequi x FT-2 126,86+ 15,48 31,91 £ 5,65 61,40
CD 201 x Pequi 118,15+ 15,62 37,38 £ 13,21 48,50

caracteres peso de graos e dias para floracdc e maturacio. Essas cor-
relagdes foram nulas ou muito baixas, com valores proximos de zero e
até negativos, indicando que as distancias moleculares nao foram bons
estimadores do nivel de variabilidade gerada nos cruzamentos para essas
caracteristicas. Algumas combinacbes particularmente apresentaram
comportamentos totalmente contrarios em relacdo a sua disténcia ge-
nética {Figuras 1.3 a 1.5}, como por exemplo as combinagdes CD 201
x Mandi, Vencedora x Apaiari e Vencedora x Conquista. Todas elas
contém parentais com gene para periodo juvenil longo, o qual pode
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TABELA 1.10. Estimativas da variancia aditiva (D) para o carater dias para a
floracdo obtidas para as semeaduras de outubro e novembro, da
safra 2001/02, e as distdncias genéticas calculadas com base
em marcadores AFLP para cada combinacao hibrida.

Estimativas de D

Combinacéo hibrida DNL
Outubro Novembro

Embrapa 66 x Embrapa 59 2,20+ 0,66 0,79 £ 0,27 11,10
Pequi x Embrapa 59 13,68+ 2,73 23,77 + 3,29 34,40
Embrapa 59 x Conquista 10,01 + 2,08 12,31+ 2,00 54,70
FT-2 x Embrapa 59 27,68 £ 3,15 10,15+ 1,76 52,50
CD 201 x Mandi 293,06 = 27,87 151,29 + 15,56 12,70
BR-6 x Pequi 5,68+ 1,68 11,89 2,08 25,80
Embrapa 47 x BR-16 1,73 £ 0,57 2,15 £ 0,58 20,80
Canguista x Pequi 29,61+ 5,62 32,42 + 4,37 52,490
Embrapa 58 x Embrapa 59 6,99 + 1,65 10,96 £ 1,55 26,80
Embrapa 48 x Embrapa 47 4,04 £ 0,89 9,32+ 1,99 12,80
Embrapa 61 x Embrapa 48 6,951+ 1,41 3,87 +1,44 60,00
Embrapa 52 x CD 201 10,65 + 1,96 12,34+ 2,17 46,30
BR-16 x Embrapa 59 6,14+ 1,38 8,48 £ 1,37 53,60
Vencedora x Conquista 100,80+ 11,71 100,28 + 9,95 50,00
Pequi x Embrapa 48 23,52 1+ 4,03 23,06 £ 3,96 50,00
Vencedora x Apaiari 158,98 + 16,12 120,93+ 11,17 17,60
Embrapa 133 x Conguista 16,68 ¢+ 3,06 14,32+ 2,68 38,50
Pequi x FT-2 13,63+ 2,61 26,71 + 3,684 51,40
CD 201 x Pequi 16,90+ 3,17 24,32 £ 3,95 48,50

estar provocando mudancas nas varidncias genéticas desses caracteres,
explicando em parte as correlacdes baixas. A correlagdo sem essas
trés combinacgdes (geral - outliers na Tabela 1.11} aumentou considera-
velmente, variando de 0,39 a 0,64.

Considerando apenas as sete combinacdes hibridas em que participa a
cultivar Embrapa 59, essas correlacées foram de 0,18 e 0,34 em outu-
bro e novembro, respectivamente, para peso de grdos {Tabela 1.5),
bem abaixo das correlacdes de 0,43, em outubro, ¢ 0,60, em novem-
bro, obtidas em 2000/01. Como as estimativas de D da safra 2001/02
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TABELA 1.11. Correlagbes entre a raiz quadrada das estimativas da varidncia
genética aditiva e as distancias moleculares obtidas com marca-

dores AFLP,
Tipo de N Peso Dias p/ maturagdo  Dias p/ floragdo
correlagao’ Out  Nov Out Nov Out Nov
Geral 19 -0,17 0,34 -0,02 -0,02 -0,21 -0,14
Geral - outliers 16 0,39 0,47 0,46 0,54 0,64 0,5
Embrapa b9 7 0,18 0,34 0,42 0,69 0,6 0,5
Pequi 6 -0,03 0,03 0,25 0,186 0,65 0,79
Conquista 4 0,08 0,12 -0,29 -0,41 0,09 0,18

' Geral: inclui todas as combinacdes estudadas; Geral-outliers: exclui as cembinagdes CD 20t x Mandi,
Vencedora x Apaiari e Vencedara x Ceonguista; Embrapa 59, Pequi e Conquista: todas as combira-
cdes com cada uma dessas cultivares,

sdo mais confiaveis, ja que © nimero de geracdes envolvidas foi maior,
a tendéncia é que, de fato, essas correlacGes sejam baixas. Isso foi
confirmado quando foram tomadas as combinagfes envelvendo o
parental Pequi e o parental Conquista {Tabela 1.11), com valores prati-
camente nulos, com excecao das correlacdes envolvendo Pequi para o
carater dias para a floragao, que alcancou correlacdes de 0,65 e 0,79
para as semeaduras de outubro e novembro, respectivamente.

Apesar de todas essas correlactes baixas, a informacdo sobre a rela-
¢do genética em gendtipos de soja pode e deve ser realizada com base
em marcadores moleculares, ja que funcioham como alelos presentes
no genoma e podem estar livres de efeitos seletivos, o que nao vale
para genes diretamente relacionados com caracteres de importancia
para o melhoramento. Ao usar essas informacoes, ndo se deve ter a
pretensdo de gerar maior ou menor variabilidade para caracteres espe-
cificos, pois os resultados deste projeto tém demonstrado que existe
apenas uma tendéncia e que varias excecdes importantes reprovam
essa hipotese. Mais informacdes sobre distancia genética entre gendtipos
de soja com o usc de marcadores SSR estardo brevemente disponiveis
e poderdo ser usadas para fortalecer esses resultados.
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FIG. 1.3. Relacdes entre as distdncias moleculares com base em AFLP e as varidncias
genéticas aditivas obtidas para o caréater peso de grdos em semeaduras
de outubro e novembre para 19 combinagdes hibridas em soja.

Dias para floracdo

16,00 +

Raiz de D

FIG. 1.4. Relacde

s entre as distdncias moleculares com base em AFLP e as variancias

genéticas aditivas obtidas para o carater dias para a floragio em semea-
duras de outubro e novembro para 19 combinagées hibridas em soja.
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FIG. 1.5. Relacdes entre as distancias moleculares com base em AFLP e as varidncias
genéticas aditivas obtidas para o carater dias para a maturacdo em semea-
duras de outubro e novembro para 19 combinagdes hibridas em soja.

R -

1.5 Transformacdo de plantas de soja por biobalistica com
genes de interesse (04.2000.322-05)

Alexandre Lima Nepomuceno; Solange Maria Lugle';
Carlos Alberto Arrabal Arias; Alexandre Magno Brighenti; Norman Neumaier;
José Renato Boucas Farias; Silvana Regina Rockenbach Marin;

Cesar Augusto da Silveira; Eliseu Binneck?; Juliana Molina?;

Noelle Giacomini Lemos?; Renata Stolf?

Nos trés anos do projeto foi possivel estabelecer e adaptar o protocolo
de biobalistica no laboratério de biotecnologia da Embrapa Soja. A

" FAPEAGRO, bolsista do CNPg
2 Bolsista de Pés-doutorado pelo CNPg
¥ Estagidria, Universidade Estadual de Londrina
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biobalistica utiliza microprojéteis em alta velocidade para introduzir aci-
dos nucleicos e outras moléculas em células e tecidos in vivo. Para a
utilizacdo desse método, diferentes sistemas capazes de acelerar
microparticulas (0,2 a 4 mm de didmetro} cobertas com seqiiéncias de
acidos nucléicos a velocidades superiores a 1500 km/h foram desen-
volvidos e construidos. Foi demonstrado gue estas particulas (de ouro
ou tungsténio) penetram a parede e a membrana celular de maneira
nao letal, alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. Posteri-
ormente, o DNA ¢é dissociado das microparticulas pela acdo do liquido
celular, e integrado ao genoma nuclear do organismo receptor. Muitos
desses sistemas de aceleracdo de microparticulas sao baseados na
geracdo de uma onda de chogue com energia suficiente para deslocar
uma membrana carreadora contendo as microparticulas cobertas com
DNA. Os sistemas que utilizam gas hélio sob alta pressdo tém demons-
trado possuir um amplo espectro de utilizacdo e ser mais eficientes
para a obtencao de altas fregliéncias de transformacao em diferentes
espécies vegetais.

Para calibracao do sistema, os disparos foram efetuados inicialmente
em embrides de soja com o gene marcador GUS e o gene ahas (forne-
cido por Elibio Rech, Cenargen, Brasilia) que expressa a enzima sintetase
acida hidroxiacética (acetohydroxyacid synthase, E.C. 4.1.3.18) que
catalisa uma etapa inicial da sintese dos aminoacidos isoleucina, leucina
e valina. Normalmente, essa enzima é inativada por herbicidas da clas-
se das imidazolinonas. O gene ahas, utilizado nas transformacdes, foi
obtido de Arabidopsis thaliana, onde uma mutacdo de ponto na posi-
cao 653 pb do gene resultou na substituicdo de uma serina por uma
asparagina, conferindo a esse mutante resisténcia aos herbicidas da
classe das imidazolinonas.

Apods a calibracdo, os disparos foram reiniciados com a utilizagdo do
plasmidio contendo o gene ahas (pAC321) e o plasmidio contendo os
elementos para expressao do Hormonio Humano de Crescimento, em
sementes de soja (pFas GH)(fornecido por Adilson Leite, Unicamp,
Campinas). Nessa construcao génica, é utilizado um promotor especi-
fico (Faseolina) para expressdo de proteinas em sementes de



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2002 41

leguminosas. Os plasmidios tém sido utilizados inteiros e, ao mesmo
tempo, visando uma co-transformacdo dos embrides.

Foram obtidas véarias plantas em r3 positivas (recombinantes em 3°
geracao) para ahas que agora serao testadas quanto ao numero de
insercoes no genoma transformado. O gene HGH foi presente no genoma
de plantas até a geracao r2.

FIG. 1.6. Eixo embrionario apds retirada dos cotilédones (a). Eixo embrionéario apés
retirada da folhas primarias (b). Embrides distribuidos em placa com meio
MS com a regido apical voltada para o centro da placa, pronta para
bombardemento (c).

FIG. 1.7. Embrides em meio seletivo (MS/IM2Z) (a). Multibrotos em meio seletivo
aptos a aclimatacdo (b). Multibrotos em areia:vermiculita (c).
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FIG. 1.8. Multibrotos em vasos na casa-de-vegatacdo e acelerador de particulas -
processo de biobalistica.

Em 2001, os trabalhos continuaram com o plasmideo pAG1 e tam-
bém com o plasmideo pAC321 (ghas cortado), que foi obtido através
da digestdo do plasmideo com a enzima Xba | que cortou o plasmideo
em dois fragmentos de 5500 pb e 2900 pb, respectivamente. O frag-
mento correspondendo ao gene ahas {5500 pb) foi cortado do gel e
purificado.

Das transformacdes realizadas no periodo de dezembro 2001 a janeiro
de 2002, foram obtidas 11 plantas recombinantes rO (recombinante
geracao 0): plantas 79, 115, 119, 120, 121, 123A, 130, 132, 133A,
136, 145 (apenas o vaso 145 foi positivo para Horménio HGH).

As sementes (r7) dessas 11 plantas (r0) foram etiquetadas, colhidas e
plantadas em dois grupos (Grupo 1, plantas: 79, 115, 119, 120, 121,
123A, 130, 132, 133A, 136 e Grupo 2, plantas: 137, 137A, 138,
138A, 139, 139A, 142, 145, 147, 147A). Denominadas Geracdes r7,
dessas plantas foi extraido DNA, feito PCR e apresentaram o seguinte
resultado: no grupo 1, nenhuma das “filhas” apresentou resultado po-
sitivo no PCR. Foi aplicado herbicida IMAZAPIR, porém, devido a apli-
cacao tardia (a planta ja possuia vagens formadas, estadio de desen-
volvimento R6), nao foi possivel uma analise adequada. Um dos sinto-
mas, que é a nervura posterior da folha avermelhada, foi observado em
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FIG. 1.9. Plantas transformadas por biobalistica e regeneradas com gene ahas.

o
o Pox o9 o
= < < N I AL
o N OO - MO - N®MmONN®OOOO NS DN N SE AR
S O — -~ N NN N O O OOHOMmoOOHOo6Oonw <+ < < <) DI
- M~ - - - - - " - v o - = = = = = - = —~} Q4 @ 49
— —-———

FIG. 1.10. Confirmacédo por PCR da presenca no gene ahas no genoma de plantas
de soja transformadas por biobalistica.
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FIG. 1.11. Folha de soja mostrando sintoma de aplicacdo do herbicida imazapir em
plantas negativas para a presenca do gene ahas.

algumas folhas, porém sem evolucdo. As sementes (r2) de cada planta
(r7) desses vasos foram coletadas individualmente e, mesmo néo ten-
do apresentado resultado positivo para ahas e Hormoénio de Cresci-
mento, em r7, essas sementes foram semeadas e testadas. Nova-
mente, confirmou-se a auséncia dos genes ahas e HGH. Entretanto,
foi possivel observar que a aplicagao tardia (estadio R6) de herbicida
nas plantas possibilitou que as sementes germinassem, mostrando
sintomas de toxicidade por imidazolinonas. Isso sugere que, mesmo
depois de um periodo de seis meses, ainda havia residuos do herbicida
nas sementes.

Do outro grupo, as plantas 137, 137A, 138, 138A, 139, 139A, 142,
145, 147, 147A também foram avancadas para plantas (r2), junta-
mente com a planta 145 que foi positiva para os dois conjuntos de
primers usados: ahas e Hormoénio de Crescimento. Entretanto, somen-
te a progénie da planta 145, plantas: 1, 3,5, 7,8, 10,11, 12, 15, 17,
18, 20, 22, 23, 25 foi positiva para ahas e a planta 5 foi também
positiva para HGH. Todas as sementes (r3) de cada planta (r2) desse
grupo também foram coletadas individualmente.
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FIG. 1.12. Plantas PCR positivas da progénie 145 em r3 ap6s aplicacdo do herbicida
IMAZAPIR: antes (a) e apos desbaste (b).

Diante desses resultados, as sementes (r3) coletadas das plantas r2
dos vasos 79, 115, 119, 120, 121, 123A, 130, 132, 133A, 136 ¢
também as sementes das plantas do vaso 145 positivas, foram
semeadas, avancando mais uma geracao. Foram usadas cinco semen-
tes r3, de cada planta r2.
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Apés 20 dias da semeadura, fei aplicado o herbicida IMAZAPIR {100 g
i.a./ha}, em todas as plantas {periodo V3). Antes da aplicacédo do
herbicida, foi feita extracdo de DNA do tecido vegetal de todas as
plantas 145 positivas em r2, estando agora em r3. A anélise de PCR
constatou a presenca do gene ahas em diferentes niveis de expressao
nas plantas R3, provenientes de sementes de plantas r2 positivas da
progénie da planta 145.

A progénie da planta 145-5 em que foi observada, na geracédo r7 e r2,
além do gene AHAS, a presenca do gene HGH, ndo manteve a sua
expressdo em r3.

Amostras de tecido das plantas r3 positivas {(da progénie 145} foram
coletadas individualmente e serdo analisadas quantc ao ndmero de copias
{southern hibridization}. Progénies das plantas 145-1, 145-3, 145-5,
145-7, 145-10, 145-11, 145-12, 145-15, 145-17, 145-18, 145-20,
145-22, 145-25 PCR positivas para ahas em r3, serdo cultivadas e
analisadas conforme os procedimentes ja citados, observando expres-
sdo do gene ahas na geracdo R4.
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MAXIMIZACAQ DO APROVEITAMENTO DAS DISPO-
NIBILIDADES CLIMATICAS PELA SOJA

Projeto: 04.2000.331 Lider: Alexandre Lima Nepomuceno
N° de subprojetos que compdem o projeto: 05

Unidades/Instituicées participantes: Embrapa Soja; Embrapa Trigo;
Jircas - Japan International Research Center for Agricultural

No altimo anc de execucdo, 0s seis subprojetos componentes do
projeto 04.2000.331 analisaram as respostas da soja ao ambiente.
Nos subprojetos 04.2000.331-01 ¢ 02, as respostas de diversos
genotipos de soja aos fatores do clima foram avaliados objetivando
identificar as diferencas entres gendtipos e quais os melhores
pardmetros a serem utilizades neste tipo de estudo. As infermacgdes
obtidas nestes dois subprojetos visam fornecer bases para a tomada
de decisao por parte de melhoristas, assisténcia técnica e produtores
no que diz respeito a escolha de gendtipos menos sensiveis a adver-
sidades climaticas. Foi possivel identificar uma relativa variacdo em
termos de tolerancia & seca em dez gendtipos estudades durante trés
anos de projeto. Apesar de, no terceiro ano, as produtividades terem
sido prejudicadas devido a ocorréncia de uma forte chuva de granizo
imediatamente antes da colheita. Entretanto, foi possivel observar
que, no minimo, uma alta taxa de desenvolvimento durante cendi-
cbes de seca nos estadios iniciais do periodo reprodutivo foi associa-
da a altos rendimentos. Essas informacdes também foram essenciais
na conducao dos subprojetos 03 e 06. No subprojeto 03, os genétipos
identificados como sensiveis e tolerantes a seca foram analisados ao
nivel de expressdo génica. O produto final gerado € a dispoenibilizagcéo
de genes envolvidos nas respostas a estresses abidticos como a seca
através da criacdo de banco de genes in vivo, in vitro, e in sifico
{www.cnpso.embrapa.br/bioinformatical, permitindo répido acesso e
uso em programas de melhoramento genético classico, por transgenia,
ou assistido por marcadores moleculares. No subprojeto 04 buscou-
se maximizar ¢ uso dos recursos do ambiente, através da alteracéo
de praticas de manejo ja estabelecidas para gendtipos mais antigos.
Entre as metas atingidas esté a determinacao do melhor arranjo espa-
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cial e temporal dos principais gendtipos de soja desenvolvido pela
Embrapa Trigo e recomendado para o RS, assim como, a geracio de
informacdes ecofisiolégicas que auxiliam a criagdo e adaptacio de
gendtipos de soja para semeduras precoce e tardias em ambientes
especificos. Com os resultados do subprojeto 04 foi possivel identifi-
car gue existe margem para alteracfes nas praticas de manejo e com
iss0, potencialmente, obter ganhos em produtividade e reducaoc de
perdas durante situacdes de estresse. No sub-projeto 05 foram testa-
dos dois produtos quimicas com potencial para reduzir perdas devido
a estresses causados por seca. Nos dois primeiros anos foi testado o
produto Thiamethoxan. As observacdes empiricas de produtores e
pesquisadores foram confirmadas, pois o produto apresenta efeitos
significativos positivos sobre a produtividade de scja quando aplica-
do nas doses de 17,6 a 52,5 g i.a./ 100 kg de semente e pode
favorecer o desenvolvimento de plantas submetidas a condicdes de
estresse. Ja o 4cido acetil salicilico {ASA) ndo apresentou nenhum
efeito significativo sobre a capacidade das plantas de soja de supor-
tar, por periodos maiores, situacées de seca. Entretanto, no ano em
que foi testado, ndo houve déficit hidrico significativo, sendo, entao,
interessante que o produto fosse testado novamente. No subprojeto
06 utilizou-se as varidveis estudadas nos subprojetos 01 e 02 para
calibrar modelos de simulag8o objetivando a obtencdo de modelos
precisos e confidveis que expressem de forma satisfatoria a realida-
de. Praticamente todas as metas inicialmente previstas na formula-
cao desse subprojeto foram alcancadas. Devido ao sucesso dos re-
sultados alcancados no subprojeto 06 com a cultura da soja e & pre-
cisdo dos dados obtidos com as simulacdes, o DSSAT passou a ser
usado nos trabalhos de “Zoneamento agroclimatico das culturas de
graos no Brasil”. A maximizacBo das disponibilidades climaticas para
a cultura da soja, além de permitir aumentos de produtividade, possi-
bilita a busca de alternativas e de solucdes para eliminar problemas
ou reduzir perdas de produtividade na cultura durante situagdes de
estresse do ambiente. Os objetivos propostos no projeto “Maximizacdo
do aproveitamento das disponibilidades climaticas pela soja” foram
basicamente todos alcancados. Vérios gendtipos de soja foram ca-
racterizados quanto as suas respostas as variaveis do ambiente, como
condicdes hidricas, fotoperiédicas e de temperatura. Varios genes
diferencialmente expressos foram identificados, clonados,
seglienciados e podem ser acessados e estudados no enderego
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www .cnpso.embrapa.br/bioinformatica. Modelos de simulacdo foram
calibrados e hoje sdo utilizados no zoneamento agricola da cultura da
soja no Brasil. Entretanto, muito ainda deve ser feito € € por essa
razdo que varias das atividades desenvolvidas no projeto 04.2000.331
foram submetidas e aprovadas em outros programas de pesquisa
(Macroprogramas 1, 2 e 3; PRODETAB; CNPq; PADCT}. O projeto
gerou ainda mais de 60 publicagdes em periddicos indexados, em
revistas, em anais de congressos e eventos, etc. Mais de 15 estudan-
tes de Doutorado, Mestrado e Graduagio foram treinados a partir dos
trabalhos executados no projeto. Varias entrevistas & midia foram
prestadas relacionando os resultados do projeto, assim como, véarias
palestras foram proferidas e visitas atendidas em resposta a procura
pelos resultados do projeto, por parte da sociedade, instituicoes par-
ceiras e outros pesquisadores.

Para atender a esses objetivos propostes, foram desenvolvidos cinco
subprojetos, que tiveram inicio no ano de 2000 e término no final de
2002, cujos resultados serdo relatados a seguir:

2.1 Bases agronomicas e fisiolégicas das respostas da soja as
condicdes hidricas (04.2000.331-01)

Norman Neumaier; Alexandre Lima Nepomuceno; José Renato Boucas Farias;
Tetsuji Oya'; Nelson Delattre

O maior fator de risco e de insucesso na exploracdo da cultura da soja
¢ a variabilidade na ocorréncia de adversidades climaticas. As secas
(71% dos casos) foram o principal evento sinistrante no PROAGRO,
.seguido por chuva excessiva (22% dos casos), granizo e geada (dados
de 1993). Apesar dos grandes prejuizos advindos da ocorréncia de
secas, pouco ou guase nada se tem para apresentar como solugéo ao
produtor, sem aumentar seu custo de produgdo. Isto justifica a busca
de novas informacdes no sentido de otimizar o seu cultivo, possibilitan-

T JIRCAS - Japan International Research Center for Agricultural Sciences
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do a obtencdo de maiores rendimentos e menores riscos. A busca de
pardmetros gue permlta‘g*n uma avaliacao da capacidade da planta em
resistir/tolerar a seca, tem grande interesse ao processo de selecdo, no
melhoramento de plantas. O objetivo do presente estudo foi o de ca-
racterizar as respostas agronémicas e/ou fisiolégicas das cultivares de
soja da Embrapa em resposta a diferentes intensidades de déficits
hidricos, em distintas fases do desenvolvimento. Com isso, busca-se,
também, a identificacdo das caracterfsticas que conferem aos gendtipos
maior toleréncia ou sensibilidade & seca, visando gerar conhecimento
basico e subsidios aos programas de melhoramento genético e ao setor
produtive, contribuindo para a reducéo dos riscos climaticos e dos pre-
juizos decorrentes dos déficits hidricos. Durante a duracao do subprojeto,
foram instalados ensaios em casa de vegetacdo e em campo. Foram
avaliadas respostas fenolégicas, morfologicas, agronémicas e fisioldgi-
cas de dez cultivares de soja.

No ensaio de casa de vegetacdo, em blocos completos casualizados
{BCC}, foram testadas duas cultivares tolerantes a seca (BR 4 e MG/BR
46 - Conqguista) e uma suscetfivel (BR 16), em vasos contendo mistura
de areia e de vermiculita. Os tratamentos foram: Estressado PV (5%
umidade gravimétrica {(UG) no periodo vegetativo); Ndo Estressado PV
{15% UG no periodo vegetativo); Estressado PR (5% UG no periodo
reprodutivo); Nao Estressade PR {15% UG no periodo reprodutiva).
Durante a conducdo do ensaio, foram medidos taxa fotossintética, efi-
ciéncia fotossintética, teor relativo de dgua na folha, comprimento de
ralzes e massa verde e massa seca de partes aéreas e de rafzes. Houve
forte inibicac do crescimento e da taxa fotossintética das plantas no
tratamento Estressado em todas as cultivares. O estresse nfo diminuiu
o teor de clorofila por unidade de area da folha no PV, entretanto,
reduziu-o no inicio do PR, com subsequente menor reducio no final do
PR. O estresse reduziu a relagdo Parte Aérea/Raizes das plantas. Sob
défice hidrico, as duas cultivares tolerantes mostraram maior reducéo
do que a suscetivel, durante o PV, porém, menor reducdo durante o
PR. Uma cultivar tolerante mostrou menor reducio no comprimento da
raiz principal durante o PR,
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Os experimentos de campo foram conduzides, na Embrapa Soja, em
Londrina, PR, em duas safras {1999/2000 ¢ 2000/2001, na safra 2001/
2002, experimentos de campo foram executados, porém, seus resulta-
dos considerados perdidos devido a completa destruicdo das parcelas
por intensa chuva de granizo ocorrida uma semana antes da maturacdo).
Nos ensaios, o delineamento foi BCC com parcelas subdividas, os tra-
tamentos foram (nas parcelas) niveis de disponibilidade hidrica: 1) Irri-
gado {IRR| =potencial matricial de d4gua, no sclo, mantido entre -0,03 e
-0,05 MPa); 2) Nao Irrigado {NIRR) e {nas subparcelas) as cultivares BR
16 e 37; Embrapa 48 e 59; e BRS 132; 133; 134, 183; 184 e 185;
Num outro experimento complementar, também em BCC, foram testa-
das as mesmas dez cultivares sob abrigos méveis automaticos e sem
nenhum suprimento de agua {ESTR), por 38 dias, a partir do flores-
cimento. Todas as cultivares sao adaptadas e recomendadas para a
Regido Sul do Brasil, especialmente no Parana. Dentre elas, a BR-16 é
considerada uma cultivar muito pouco tolerante a seca, de acordo com
estudos prévios realizados.

Para a instalacdo dos ensajos de campo, préticas culturais de uso
corrente foram usadas, incluindo adubag¢ido com P e K nas doses de
250 kg ha' da formula 0-28-20 e inoculacdo das sementes com
Bradyrhizobium japonicum na semeadura. Herbicidas e pesticidas fo-
ram aplicados quando necessario. O solo no local do experimento é
classificado como Latossolo Vermelho distroférrico. O volume total
da reserva de agua disponivel para a transpiracdo desse solo foi de
0.15 m® H,O0 m*® e a profundidade de extragdo foi estabelecida como
sendo 0.6 m. As dez cultivares foram semeadas em 11 e 22 de novem-
bro e colhidas em 24 a 27 e 27 de margo, nas safras de 19992/2000
and 2000/2001, respectivamente. Cada tratamento teve quatro repe-
ticbes gue consistiram de oito fileiras de soja de 4 m de comprimento e
espacadas de 0,5 m {6 m x 4 m). A populacdo de plantas foi de
aproximadamente de 40 plantas m?. A irrigacéo foi aplicada manual-
mente, no tratamento irrigado {IRR}, quando ¢ potencial hidrico do solo,
medido por tensibmetros a 30 cm de profundidade, atingiu -0.05 MPa.
As parcelas sob o tratamento ndo irrigade (NIRR) ndo receberam qual-
guer irrigacdo e dependeram exclusivamente da chuva. A duracédo do



52 Embrapa Soja. Documentos, 217

tratamento ESTR foi de um més, logo apds o florescimento {do estadio
R1 ao Rb5, Fehr & Caviness, 1977).

Pode-se considerar que os rendimentos das parcelas irrigadas repre-
sentam o rendimento potencial, os rendimentos das parcelas NIRR re-
presentam os rendimentos seb condigcfes naturais {de chuva) e os ren-
dimentos do tratamento ESTR representam os rendimentos sob estresse’
de seca durante o inicio do periodo reprodutivo.

Para a realizacao de leituras e determinacoes, dez plantas foram perio-
dicamente colhidas de cada repeticdo para determinar o desenvolvi-
mento da &rea foliar e da massa seca de planta. As folhas foram desta-
cadas e a area foliar foi medida em um medidor de area foliar {LI-3100,
Li-Cor, Lincoln, NE. EUA), O material vegetal foi seco a 60° C, por,
pelo menes 48 h, pesado e a massa seca de planta por unidade de area
de solo anotada. Taxas de crescimento da cultura (CGR) foram calcula-
das para trés periodos em 1999/2000, ou seja, da semeadura até o
inicio do florescimenta (I}, trinta dias a partir do inicio do florescimento
(1}, e final do periodo reprodutivo até maturacao {[ll}. Analise de cres-
cimento foi efetuada para o periodo {ll}, ou seja, o periecdo em que o
tratamento ESTR foi aplicado nas parcelas sob os abrigos de chuva. Na
maturacdo, plantas de uma secdo de 1Tm x 2m foram colhida d mao e
trilhadas em uma trilhadeira de parcelas. O rendimento de grios foi
calculado a 13% de umidade.

A cada safra, dados meteoroldgicos diarios foram registrados a cerca
de bOm das parcelas. A quantidade total de chuva recebida pelas plan-
tas de soja em 1998/2000 (471,0 mm) foi aproximadamente a metade
da de 2000/2001 {741,8 mm], entretanto, as parcelas ESTR recebe-
ram aproximadamente a mesma quantidade de chuva nas duas safras
{354,3 e 335,0 mm em 1999/2000 e 2000/2001, respectivamente).
A quantidade de chuva até o florescimento também diferiu entre as
safras {(121,7 mm em 1999/2000 e 256,8 mm em 2000/2001).

Em comparagdo com os tratamentos IRR e NIRR, foi observado um
significative decréscimo na umidade do solo ja aos 7 dias apds o0 inicio
do tratamento ESTR em ambas as safras. Nao existiu diferenca signifi-
cativa entre os tratamentos IBR e NIRR para umidade do solo.
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A irrigacao nao teve efeito significativo no rendimento em ambas as
safras ao se comparar os tratamentos IRR e NIRR. Isto mostra gque nao
ocorreu déficit hidrico que pudesse catusar perdas de rendimento. En-
tretanto, o tratamento ESTR causou substanciais reducdes do rendi-
menteo, 66 a 78% em 19989/2000e 22 a 64% em 2000/2001, respec-
tivarmente. No tratamento ESTR, apesar dos rendimentos nao terem
apresentado diferencas significativas entre cultivares em 1999/2000,
a cultivar BRS 183 mostrou rendimento significativamente maior do
gue BR-16, Embrapa 59 e BRS 134 em 2000/2001. No tratamento
IRR, apesar das diferencas entre cultivares ndo terem sido significati-
vas em 2000/2001, a cultivars BRS 134 apresentou rendimento signi-
ficativamente maior do que BR 16 em 1399/2000. Com base no rendi-
mento de grdos no tratamento ESTR, a cultivar BRS 183 foi considera-
da altamente tolerante a seca enquanto que BR-16, Embrapa 59, and
BRS 134 foram consideradas de baixa tolerancia & seca.

A classificacfo das cultivares, de acordo com o rendimento, no trata-
mento ESTR foi semelhante em ambas as safras. Os coeficientes de
correlacdo entre rendimentos no tratamento ESTR e os rendimentos
relativos ao rendimento potencial {tratamento IRRR) foram 0,64 e 0,69,
respectivamente ({significativo a P<0,05}. As cultivares BRS 134 e
Embrapa 59 apresentaram baixos rendimentos relativos (26% e 36%
para BRS 134, e 22% e 42% para Embrapa 59, em 1899/2000 e
2000/2001, respectivamente}, enguanto seus rendimentos potenciais
foram os maiores e relativamente mais altos entre as cultivares, res-
pectivamente. Contrariamente, apesar do rendimento potencial de BRS
183 nao ter sido tao alto, os rendimentos relativos foram altos {34% e
78% em 1999/2000 e 2000/2001, respectivamente}, o que resultou
em maiores rendimentos no tratamento ESTR. Os baixos rendimentos
de BR-16, no tratamento ESTR, foram devido mais ao seu baixo rendi-
mento potencial do que ao seu rendimento relativo (30% e 48% em
1999/2000 e 2000/2001, respectivamente}. Do ponto de vista do ren-
dimento relativo, BRS 183 foi considerada a cultivar com a mais alta
tolerancia a seca, enquanto que Embrapa 59 e BRS 134 foram conside-
radas de baixa tolerdncia a seca.
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Os valores médios de cada componente do rendimento, para as dez
cultivares, no tratamento ESTR, em relagdo ao tratamento IRRI foram
36 e 61% (ntumero de vagens por unidade de drea}, 75 e 106% {(nume-
ro de sementes por vagem)}, 109 e 87% {tamanho de semente) em
1999/2000 e 2000/2001, respectivamente. A redugio do rendimento
pelo estresse hidrico {seca} no tratamento ESTR foi causado principal- -
mente pela reducéo no namerc de vagens por unidade de 4rea. O trata-
mento ESTR reduziu 0 nimero de sementes por vagem em 1989/2000
e tamanho da semente em 2000/2001, entretanto, aumentou o tama-
nho da semente em 19399/2000 e ndo afetou nimero de sementes
por vagem em 2000/2001.

A reducao do namero de vagens por unidade de area no tratamento
ESTR variou entre cultivares em ambas as safras, porém, nao foram
detectadas diferencas significativas entre as taxas de redugdo. So-
mente BRS 183, a cultivar com a mais alta tolerdncia & seca, mos-
trou relativa menor taxa de reducéo no nimero de vagens em 2000/
2001.

As cultivares com grandes redugdes no tamanho de semente em 1999/
2000 foram Embrapa 48 (valores, no tratamento ESTR, relativos ao
tratamento IRRI, 90%}, BRS 134 {94%), e BRS 184 {37%}, e aquelas
com grandes aumentos foram BRS 132 {126%]), BR 37 {(123%), e BRS
183 {122%). Os valores relativos destes dois grupos foram significati-
vamente diferentes. No outro ano, ndo houve diferenca significativa
nos valores relativos entre cultivares.

As cultivares com grandes redugdes no nimero de sementes por va-
gem em 2000/2001 foram BRS 134 (reducdo de 73% no ESTR em
relacdo ao IRRI) ¢ Embrapa 59 (87%), e a com o maior aumento foi
Embrapa 48 (137%}. Os valores relativos nestes dois grupos foram
significativamente diferentes. Em 2001/2002, nenhuma diferenca sig-
nificativa nos valores relativos entre cultivares foi observada.

A maior tolerancia a seca de BRS 183 resultou de uma menor redugéo
no ndmero de vagens e no tamanho das sementes, quando compara-
dos com as outras cultivares, sob condictes de seca. Por outro lado,
Embrapa 59 mostrou maior reducdo em tamanho de semente e BRS



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2002 55

134 mostrou maijor reducdo em numero de sementes por vagem e
tamanho de semente, em comparagao com outras cultivares.

Na analise de crescimento, correlagcOes significativas foram encontra-
das entre taxa de crescimento da cultura {CGR), durante o inicio do
periodo de desenvolvimento reprodutivo, e rendimento de grdos, inde-
pendentemente da disponibilidade de agua, em 1999/2000, indicando
aimporténcia do periodo para a determinacéo do rendimento. As taxas
de crescimento da cultura dos outros periodos ndo mostram-se relaci-
onadas com os rendimentos. Entretanto, uma relativamente aita {mas
ndo significativa), correlacéo foi observada entre CGR durante o perfo-
do de crescimento vegetativo e rendimento de gréos, nas parcelas ESTR.
0 mesmo ndo aconteceu nas parcelas IRRI.

Os resultados da andlise de crescimento, durante o periodo sem chuva,
em 1999/2000, indicam que a cultivar BRS 183, com aita toleréncia a
seca, € com base no rendimento de grdos, mostrou alta taxa de cres-
cimento relativo {(RGR), e que BR 16, Embrapa 59 e BRS 134, cultiva-
res com baixa toler@ncia & seca, apresentaram baixas taxas de cresci-
mento relativo {(RGR). As diferencas em RGR entre cultivares refletiram
diferencas na taxa de assimilag&o liquida {NAR), mas o indice de &rea
foliar {LAR) ndo diferiu entre cultivares. As redugdes em RGR e NAR
nas parcelas ESTR, comparadas as parcelas IRRI, foram maiores para
BR 16, Embrapa 48, Embrapa 59 e BRS 134, e menores para as culti-
vares BRS 183 e BRS 185. LAR né&o foi afetado pela auséncia de chu-
va, provavelmente porque guando o tratamento de seca foi iniciado a
area foliar ja estava estabelecida.

Neste estudo o ranking das dez cultivares de soja foi semelhante nas
parcelas IRR| e nas ESTR, nas duas safras {r=0,90 e 0,64 nas parcelas
IRRI e ESTR, respectivamente). Nas parcelas IRRI, isso deveu-se ao
fate do rendimento potencial de cada cultivar ter sido alcancado atra-
vés da irrigacdo em cada ano. Sneller e Dombek {1977} relataram que
a correlagdo do ranking de rendimento entre conjuntos de dois anos
nao foi significativa sob condicdo sem irrigacdo mas foi sempre signifi-
cativa sob condico irrigada. Eles enfatizam a utilidade da selecéo para
tolerdncia a seca baseada no rendimento sob condicio de irrigacéo.
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Neste estudo o estavel ranking de rendimentc nas parcelas ESTR po-
dem estar indicando que o efeito da seca de um més, apés o inicio do
florescimento, foi suficientemente grande para ser detectado pela anéa-
lise baseada no rendimento. O rendimento nas parcelas ESTR é o pro-
duto do rendimento potencial pelo rendimento das parcelas ESTR rela-
tivo ao das parcelas IRRI. Portanto, como material para o melhoramen- -
to e para a analise dos mecanismos fisioldgicos de tolerancia a seca, o
rendimento relativo pode ser um bom e importante indice. Altos coefi-
cientes de correlacdo entre rendimento das parcelas ESTR e rendimen-
to relativo foram observados em ambas as safras (r=0,89 e 0.98 em
1999/2000 e 2000/2001, respectivamente), Isso indica que, nesse
estudo, o rendimento em ESTR esteve mais relacionado ao rendimento
relativo do que ao rendimento potencial.

Segundo Sneller e Dombek {1977), uma cultivar € considerada toleran-
te e outra € considerada sensivel quando a diferenga em rendimento
entre as cultivares & significativa em ambiente de seca mas ndo em
ambiente sem seca, ou vice versa e, também, quando a diferenca em
rendimento entre cultivares é significativa em ambos os ambientes e as
cultivares mudam de posicdo no ranking entre ambientes. Aplicando
esse conceito aos rendimentos das parcelas IRRI e ESTR, a cultivar
BRS 183 foi considerada como tolerante 4 seca e BR 16, Embrapa b9
e BRS 134 foram consideradas com baixa tolerdncia. Além disso, BRS
134 foi menos teolerante do que BR 16 porgque seu rendimento nas
parcelas IRR! foi significativamente maior do que o da BR 16. Este fato
é consistente com ¢ rendimento relativo mais alto da BR 16 do que da
BRS 134.

O fato de que correlacdes significativas entre CGRs e rendimentos
foram observadas somente durante o inicio do periodo reprodutivo,
sugere a importancia desse periodo para a determinacao do rendimenta
em soja. Presume-se que isto aconteca porque a soja apresenta um
periodo no qual ambos os crescimentos, vegetativo e reprodutivo, avan-
cam simultaneamente. Além disso, é nesse periodo que a area foliar
atinge seu maximo e a producio de massa seca € mais ativa. Spaeth et

al. {1984) relataram que os indices de colheita foram estdveis em uma
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cultivar, a menos que as plantas tivessem sido submetidas a seca no
final do periodo reprodutivo. Assim, nesse estudo, a cultivar que man-
teve alta producdo de massa seca durante o periodo de estresse foi a
que apresentou maior rendimento. Manter uma alta RGR durante um
periodo de seca parece ser a chave para altos rendimentos, isto é,
tolerdncia & seca. Uma vez que foi encontrada uma alta correlagéo,
porém ndo significativa, entre CGR antes do florescimento e rendimen-
to nas parcelas ESTR, a quantidade de crescimento vegetativo foi con-
siderada afetando o crescimento subsequente, durante o periodo de
ESTR presumivelmente através do desenvolvimento de raizes. Compa-
rando as duas safras, a precipitacdo acumulada em 1998/2000 foi a
metade da de 2000/2001. A escassez de umidade do solo pode ter
restringido a producdo de massa seca antes do florescimento em 1999/
2000 causando um efeito mais forte da seca ap6s o florescimento. O
estresse, talvez, exagerado pode ter mascarado as diferencas em tole-
rancia 4 seca entre as cultivares.

Nos EUA, a PI416937 é conhecida como um gendtipo tolerante a seca.
Suas caracteristicas relacionadas a tolerancia a seca sao alta capacida-
de de ajuste osmético e desenvolvimento abundante de finas raizes
adventicias, em camadas superficiais do solo (Sloane et al., 1990;
Hudak e Patterson, 1996). Entretanto, a caracteristica que deveria ser
mais importante é seu vigoroso crescimento vegetativo comparado a
cultivar testemunha (Hudak e Patterson, 1996). Hirasawa et al. (1994}
mostraram gue altos rendimentos de gréos sob condicdes de seca apos
o florescimento foram conseguidos em plantas de soja que experimen-
taram seca antes do florescimento, porque elas haviam desenvolvido
extensos sistemas de raizes antes do florescimento. Esses relatos indi-
cam claramente que um enfogue centrado na anélise de crescimento
da parte aérea das plantas pode ser insuficiente para explicar tolerancia
a seca. Para se adaptarem a condicao de dias curtos nas baixas latitu-
des, muitas cultivares brasileiras de soja possuem a caracteristica peri-
odo juvenil longo que evita o florescimento precoce, sem um razoavel
crescimento vegetativo (Hartwig e Kiihl, 1979}, Apesar desta caracte-
ristica ser considerada favordvel a tolerancia a seca, a relagao entre
elas é ainda desconhecida.
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Os efeitos do estresse de seca nos componentes do rendimento podem
mudar com ¢ progresso dos estadios de desenvolvimento {(Fukui, 1965;
Saitoh, 1999; Desclaux et al. 2000), Estresse de seca reduz: nimero
de vagens por planta e tamanho da semente quando aplicado a partir
da iniciacéo da flor até o periodo de florescimento; nimero de vagens
por planta quando aplicado no florescimento; nimero de sementes por -
vagem quando aplicado a partir do final do florescimento até o periodo
de enchimento do grdo; e tamanho de semente quando aplicado no
final do periodo de enchimento do grdo. Hida et al. {1995) formularam
trés diferentes conjuntos de cultivares de soja, cada conjunto possuia
um par de cultivares com fenologia similar, porém, com diferentes res-
postas a seca. Diferencas entre as cultivares, em resposta & seca,
existiram no tamanho da semente mas ndo em ndmero de vagens por
planta em todos os casos. As cultivares com pequena reducdo no ren-
dimento em resposta a seca antes do florescimento mostraram peque-
na redugdo no tamanho da semente. Também, nesse estudo, apesar
da redugdo no numero de vagens ter sido maior, as diferencas nas
respostas & seca entre cultivares foi maior nos outros componentes do
rendimento. A reducéo, pelo estresse de seca a partir da iniciacao floral
até o florescimento, no ndmero de vagens e no tamanho da semente &
expressa através da reducdo da producdo de massa seca {Fukui, 1965}.
Portanto, tolerdncia & seca com base no rendimento pode refletir a
producio de massa seca sob déficit hidrico e a resposta do tamanho da
semente a seca. Neste estudo, a BRS 183 mostrou pequena reducio
no rendimento, bem como na producdo de massa seca durante o peri-
odo de ESTR, com menor reducédoc no tamanho da semente, quando
comparada as outras cultivares.

A soja tem a caracteristica de remobilizar carbono e nitrogénio das
folhas e caules para as sementes. Westgate et al. {1989) observaram
que o crescimento constante da semente era mantido mesmo quando a
taxa fotossintética era reduzida pelo estresse de seca. Folhas, caules e
pericarpos reduziam seus teores de carboidratos durante o periodo do
estresse, sugerindo que a remobilizacdc do carbono suportava o cres-
cimento da semente. A redugcdo no tamanho da semente pode ser ine-
vitavel quando a seca tiver uma duracdo maior. Entretanto, a cultivar
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com menor reducdo em tamanho de semente pode ser considerada
superior na capacidade de remobilizacdo. Assim, & possivel especular
gue ambos, o vigor no crescimento vegetativo e a capacidade de
remobilizacdo podem ser importantes caracteristicas fisioldgicas pare a
tolerdncia & seca em soja.

2.2 Bases agrondmicas e fisioldgicas das respostas da soja as
condicoes térmicas e fotoperiodicas (04.2000.331-02)

Norman Neumaier; José Renato Boucas Farias; Alexandre Lima Nepomuceno;
Celso Waobeto'; Tetsuji Ova?; Nelson Delattre; Cesar Augusto Ortiz

A cada ano sio lancadas novas cultivares de soja com potencial de
produtividade {b a 6 tons ha'}) muito superior a produtividade conseguida
na pratica (1,7 a 3,0 tons ha', na média dos Estados produtores de
soja na safra brasileira de 2001/02}. As diferencas entre produtividade
real e potencial sao devidas, principalmente, & influéncia do ambiente.
Assim, a maximizacdo do uso das disponibilidades ambientais pela soja
é a base para o aumento da produtividade para niveis proximos do
potencial. A temperatura e o comprimento do dia (fotoperiodo) consti-
tuem importantes sinais do ambiente capazes de sensibilizar as plantas
provocando respostas moleculares, fisioldogicas e agrondmicas das
mesmas. A caracterizacdo das respostas ao ambiente e o entendimen-
to dos mecanismos envolvidos sdo a chave para a maximizacdo do uso
das disponibilidades climaticas por genétipos de soja. O objetivo geral
do presente subprojeto € o de caracterizar as respostas agronémicas e
fisioldgicas da soja as condigOes térmicas, fotoperiddicas e de radiacéo
luminosa, buscando entender 0s mecanismoes envolvidos nestas res-
postas. Com este entendimento serd possivel: melhor compreender o

! FAPA
? JIRCAS
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florescimento tardio sob dias curtos em soja; determinar as reais cau-

sas do tombamento fisiolégico (tombamento e morte da plantula de

soja livres de patégenos) e; caracterizar 0 desenvolvimento da soja sob

condicOes de baixa radiacdo luminosa que normalmente acompanha as

condicbes de excesso de chuva. Como resultados espera-se ampliar o

conhecimento para subsidiar o desenvolvimento de cultivares melhor-
adaptadas as condicdes especificas de ambientes-alvo, restritos ou nio,

e para o atendimento de demandas pontuais de agricultores, assistén-

cia técnica plblica e privada, departamentos comerciais de cooperati-

vas, 6rgdos ou empresas de securitizacdo agricola, etc.

2.2.1 Caracterizacdo das respostas agrondmicas e fisiclégicas de
gendtipos de soja ao fotoperiodo e temperatura

Para a caracterizacdo das respostas da soja as condicdes termofoto-
peridédicas foram utilizados modelos de simulacdo aplicados a dados de
experimentos anteriores, desenvolvidos em casa de vegetacdo, na
Embrapa Soja. Os experimentos constaram de oito cultivares de soja
semeadas semanalmente por 54 semanas consecutivas, o delineamen-
to experimental utilizade fol ¢ de blocos completos casualizados. As
cultivares foram escolhidas de acordo com o suas caracteristicas de
florescimento. As cultivares foram: Parana (cultivar precoce com com-
portamento de periodo juvenil longe - PJL); OCEPAR 8 {cultivar semi-
precoce com comportamento de PJL); OCEPAR 8 {cultivar semi-tardia
com comportamento caracteristico de PJL); Paranagoiana {cultivar tar-
dia com comportamento caracteristico de PJL); 1AS-5 (cultivar precoce
com comportamento tradicional); Bragg (cultivar precoce com compor-
tamento tradicional}; BR 27 - Cariri (cultivar tardia com comportamento
caracteristico de PJL); e BR 15 - Mato Grosso (cultivar tardia com
comportamento tradicional). A semeadura foi feita em vasos de 5,5 L,
furados na base, contendo uma mistura de Latosole Vermelho
distroférrico (65%), composto orgénico (25%) e areia média lavada
{10%). Foram semeadas oito sementes por vaso. Foi feito desbaste,
deixando-se duas plantas uniformes e saudéaveis por vaso, quando as
plantas estavam em V1 (Fehr e Caviness, Special Report 80, lowa
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State Univ., 1977). A irrigacdo de cada vaso foi feita manualmente
duas vezes ao dia de modo a se atingir, temporariamente, a saturacgo
hidrica do solo. As cultivares foram submetidas ao fotoperiodo natural,
calculado como a duracao do periodo compreendido entre o inicic e o
fim do dia (considerandc -6° de elevacao solar, “civil twilight”} da
localidade (Distrito da Warta, Londrina, PR}, que variou de 11Th31m (21
de junho} e 14h25m (23 de dezembro}. As temperaturas na casa de
vegetacdo, medidas com um termohigrégrafo, foram mantidas entre a
minima de 17,5° C e a maxima de 35,5° C. As leituras foram feitas em
cada uma das duas plantas por vaso e constaram de: datas de emer-
géncia (VE) e florescimento {R1); estadio vegetativo, ndmero de nds no
caule e altura da planta em R1. A partir dessas leituras foram calcula-
dos periodo vegetativo e perfodo reprodutivo. As leituras para cada
repeticdo de tratamento foram representadas pela média das leituras
nas duas plantas de cada vaso.

Pesquisas anteriores indicaram que a resposta da soja & temperatura é
aproximadamente linear. O modelo linear foi testado para variedades
brasileiras de soja e mostrou-se adequado. Para a descricdo do periodo
semeadura-emergéncia, um modelo linear, como funcao da temperatu-
ra, foi ajustado aos dados. Nessa fase, a resposta de todas as cultiva-
res & temperatura foi essencialmente a mesma. A temperatura base, na
qual ndo houve emergéncia foi de 7° C. A temperatura acumulada para
emergéncia foi 65° C. Especificamente para o florescimento, o modelo
linear de plateau de Grimm et al. {1998) mostrou-se adequado, para as
cultivares testadas, com uma resposta de temperatura de saturacao
em 25,8° C. Um modelo exponencial (Sinclair et al., Crop Sci. 31:786-
790, 1991) foi testado para a descricdo das variagdes nas datas de
_florescimento sendo influenciadas pelo fotoperiodo. Essa equagéo des-
creveu bem a resposta ndo linear das cultivares brasileiras ao fotoperiodo.
A temperatura base para o florescimento de todas as cultivares foi de
11° C, o que & consistente com cultivares de soja de grupos de maturacao
elevados nos EUA. As cultivares apresentaram consideraveis diferen-
cas nos seus coeficientes, obtidos no componente do modelo referente
ao fotoperiodo. O comprimento do dia que teoricamente inibiu o desen-
volvimento rumo ao florescimento foi de aproximadamente 1,5 horas
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maior em cultivares com periodo juvenil longo {(PJL) em comparacao
com cultivares tradicionais. Entretanto, o maior efeito entre as cultiva-
res com PJL e as cultivares tradicionais foi a taxa potencial de desen-
volvimento rumo ao florescimento que foi bem menor nas cultivares
com PJL do que nas cultivares tradicionais. O nimero de nds produzido
por cada cultivar foi altamente correlacionado com a temperatura acu- -
mulada. Todas as cultivares produziram nés essencialmente & mesma
taxa, exceto para duas cultivares com PJL. Essas duas excecgbes pro-
varam, novamente, terem uma taxa potencial de desenvolvimento rumo
ao florescimento muito menor do que as outras cultivares, Foi observa-
do, ainda, uma alta correlacdo entre altura de planta e a duracao do
periodo semeadura emergéncia.

2.2.2 Respostas da soja a niveis de radiacdo fotossinteticamente
ativa (RFA)

Nos trés anos do subprojeto (1999/2000, 2000/2001 e 2001/2002},
em Londrina e nos dois primeiros anos (1999/2000 e 2000/2001} em
Guarapuava, PR, foram executados experimentos para ¢ estudo das
respostas da soja a diferentes niveis de radiacao solar. Em Londrina, no
ano de 1999/2000 os tratamentos 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 (R5). A cultivar
teste foi a Embrapa 48. O experimento foi semeado em 26/11/1999 e
colhido em 25/03/2000. No segundo e no terceiro ano {2000/2001 e
2001/2002) os tratamentos em Londrina foram: dois niveis de dois
fatores, em blocos ao acaso, com quatro repeticfes. Os fatores e ni-
veis constaram de: 1) Radiacao solar {a} testemunha {100% da RFA} e
{b) 45% da RFA, por 22 dias durante o enchimento dos graos (Rb); 2}
Cultivar {a) Embrapa 48 e (b) Embrapa 53. O experimento foi semeado
em 22/11/2000 e colhido em 21/03/2000. Da mesma forma que no
ano anterior, a cobertura de sombrite, montada a 1,80 m da superficie
do solo, sobre as parcelas, permitiu a passagem e a incidéncia no dossel
vegetal de 45% da RFA, em média, em R5. Portanto, a reducdo
conseguida na RFA incidente no dossel vegetal foi de 55%, gquando



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2002 63

comparada com a RFA incidente fora do sombrite (100%RFA). Em
2001/2003 o experimento foi semeado em 15/11/2001, porém foi
considerado perdido devido a uma intensa chuva de granizo ocorrida
em 14/03/2002, cerca de uma semana antes da maturacéo (R8).

No experimentos 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, OC12158 e OC127837 no experimento de
1999/2000. Em 2000/2001 as cultivares BRS 132 ¢ OC12158 foram
substituidas por BRS154 e 0C142573. Os experimentos foram seme-
ados em 26/11/1999 e 06/12/2000, respectivamente, e colhidos no
més 04, em ambos os anos. O sombrite foi montade a 1,50 m da
superficie do solo.

Tanto em Londrina quanto em Guarapuava, em todos os anes, durante
o desenvolvimento dos experimentos, foram efetuadas avaliaces
fenclégicas, fisioldgicas e agrondmicas.

2.2.2.1 Londrina

Em 1999/2000, os tratamentos ndo influenciaram a altura de plantas e
o nimero de néds no caule. As plantas submetidas a 100%RFA apre-
sentaram nimero de vagens significativamente maior do que as plan-
tas submetidas aos tratamentos com restrigdo da RFA. O nimero de
grdos por vagem fai significativamente maior nos tratamentos 100%RFA
e 45%RFA em R1. O nimero de grdos por planta foi maximo no trata-
mento com 100%RFA e minimo no tratamento 45%RFA em Rb. Os
dados referentes a resposta dos componentes do rendimento a baixa
disponibilidade de RFA demonstram os efeitos das baixas intensidades
dessa radiacdo, principalmente durante o enchimento de grdos, na di-
minuicdo dos rendimentos. A restricdo da RFA incidente no dossel ve-
getal causou decréscimo na fotossintese, tanto em R1 quanto em R5.
O tratamento com 45%RFA, por 20 dias, apds o florescimento néo
restringiu o rendimento, enquanto que, a mesma restricao, por 25 dias,
durante o enchimento dos grdos, causou significativa diminuigdo de
22% do rendimento.
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No ano seguinte, 2000/2001, a taxa de assimilagéo de CO, {4}, medi-
da na segunda folha completamente desenvolvida, assim como os ni-
veis de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) ndoc mostraram dife-
rencas significativas entre as cultivares testadas, porém, nas parcelas
gue receberam o tratamento 45%RFA, durante os 22 dias em RE,
tanto 4, na leitura de 21/2, quanto RFA, nas leituras de 21/2 e 28/2,
tiveram reducdes estatisticamente significativas. As diferencas foram
mais visiveis em baixas radiacées, pois, nas altas radiacfes ha tendén-
cia de saturacao de luz. A eficiéncia fotossintética (Fv/Fm = rendimen-
to quéntico da fotossintese liquida) das cultivares foi a mesma, em
todas as datas de leitura, exceto em 21/2 na qual a ‘Embrapa 48’
apresentou maior eficiéncia. A Fv/Fm foi significativamente maior no
tratamento de 45%RFA nas duas leituras feitas durante a aplicacao do
tratamento mas, na Gltima data de leitura, ocorrida apds a extincdo do
tratamento 45%RFA, a eficiéncia fotossintética foi maior nas plantas
submetidas ao tratamento 100%RFA. O teor de clorofila das cultiva-
res, estimado pelo indice SPAD, foi semelhante na primeira e nas trés
altimas datas de amostragem mas, da segunda & quinta leitura, foi
maior na cultivar Embrapa 48 do gque na ‘Embrapa 58°. O tratamento
45%RFA apresentou, em todas as datas de leitura, indice SPAD maior
do que o do tratamento 100%RFA. Essa resposta, € uma tipica adap-
tacao da planta submetida a intensidades subdtimas de luminosidade.
A resisténcia estomética (RS) da segunda folha completamente desen-
volvida aumentou de forma drastica ao longo das datas de leitura, indi-
cando, provavelmente o envelhecimento da lamina foliar. Na Gltima
data de leitura a ‘'Embrapa 48" apresentou RS significativamente menor
do que a ‘Embrapa 59'. A RS néo foi influenciada pelos tratamentos de
RFA, exceto, na terceira data de leitura, que coincidiu com o primeiro
dia do tratamento 45%RFA, onde RS mostrou-se maior do que em
100%RFA. Essa, também, € uma tipica resposta a reducdo dréstica da
luminosidade, mas que nao perdurou nas leituras seguintes, indicando
uma adaptacio dos estdématos & nova condigdo de menor RFA. Os
tratamentos ndo influenciaram a altura final de plantas nem ¢ ndumero
de nds no caule, que foram, em média, 49 cm e 12 nds, respectiva-
mente. As cultivares apresentaram diferencas significativas em uma
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série de caracteristicas agronémicas. Na média das radia¢des, a culti-
var Embrapa 48 produziu maior nimero de vagens/planta (cem e sem
grios), bem como maior MS de caule/planta. A ‘Embrapa 59’ apresen-
tou maior nimero de gridos/vagem. As cultivares nao diferiram, entre
si, nas seguintes caracteristicas: nimere de graos/planta; massa seca
{MS) de vagens com graos/planta; MS de graos/planta e indice de co-
lheita aparente {ICA [MS de grios/(MS de graos + MS de caule}l}. Em
contraste com o experimento de 1999/2000, em 2000/2001 néo hou-
ve diferencas significativas entre os tratamentos de radiacéo (100%RFA
e 45%RFA por 22 dias, em R5) nas caracteristicas acima citadas, exceto
para ICA. Houve uma tendéncia (P=0,053) do nimero de vagens va-
zias/planta ser maior no tratamento com restricdo da radiac3o {45%RFA}.
Possivelmente, a restricao da RFA, em Rb, deve ter causado uma me-
nor disponibilidade de fotoassimilados e, conseqguentemente, maior
abortamento de grdos. O ICA, medido numa amostra de dez plantas
em R8, diferiu significativamente entre os tratamentes de RFA. O tra-
tamento sem restricio de radiacdo {100%RFA) apresentou ICA de 0,65,
portanto, maior do que o ICA de 0,60 apresentado pelo tratamento
45%RFA. A &rea foliar {AF) foi medida em 10/01, 07/02, 21/02, 13/
03 e 21/03 e, em nenhuma data houve diferenga significativa entre
cultivares ou tratamentos de RFA, exceto na penultima amostragem,
onde plantas sob o tratamento 45%RFA apresentaram AF significati-
vamente maior do que sob 100%RFA. Esse resultado pode ser uma
indicacdo de que a restricdo de RFA em R5, imposta pelo tratamento
45%RFA, pode ter estimulado um crescimento tardio de &rea foliar.
Ndo houve diferenca significativa, tanto entre cultivares quanto entre
tratamentos na M$S de raiz/planta, medida em 10/01, 07/02 e 21/01/01,
_ apesar de ter havido uma tendéncia da ‘Embrapa 48’ apresentar maior
MS de raiz/ptanta do que a ‘Embrapa 59'. No entanto, a MS de nodu-
los que foi maior, na segunda data de amostragem, para o tratamento
45%RFA, decresceu drasticamente, a partir do inicio do tratamento,
ou seja, da segunda para a terceira amostragem, enguanto que, nesse
periodo, no tratamento 100%RFA, apresentou um leve crescimento.
Os dados referentes a resposta dos componentes do rendimento a
baixa disponibilidade de RFA, em R5, em contraste com o experimento
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de 1999/2000, n3o demonstraram de forma clara os efeitos das baixas
intensidades dessa radiagdo, na diminuicdo dos rendimentos. Ndo hou-
ve diferenca significativa, no rendimento, entre as cultivares testadas.
Entretanto, a reducdo em 55% na RFA, por 22 dias, durante o enchi-
mento dos graos, causou significativa diminuicdo de 21% do rendi-
mento, repetindo a reducéo observada em 1999/2000 (22%). Assim,
ficou consubstanciado que intensidades subdtimas de RFA durante o
enchimento dos gridos afetam negativamente o rendimento da soja,
confirmando que, a disponibilidade de altas intensidades de RFA, nes-
sa fase, é essencial para garantir altos rendimentos. O enchimento dos
graos constitui a ultima etapa da foermagdo do rendimento e, nessa
fase, a demanda por produtos da fotossintese & maxima. Por isso,
nesse periodo, limitacdes como baixa RFA podem afetar negativamen-
te a fotossintese e outros mecanismos fisiolégicos e, consequentemente,
o rendimento.

2.2.2.2 Guarapuava

Na safra 1999/2000, a taxa de assimilacdo de CO, (A) mostrou redu-
céo significativa nas parcelas submetidas a 45%RBFA e a 70%RFA. Na
comparacdo entre gendtipos, OC12158 apresentou taxa de assimila-
¢do de CO, menor que a dos outros gendtipos. A resisténcia estomatica
foi significativamente reduzida nos tratamentos de 45%RFA e 70%RFA.
O gendétipo BRS 132 apresentou resisténcia estomatica mener gue a
dos outros gendtipos. A partir do enchimento de graos (R5), a massa
seca total foi significativamente maior sob 100%RFA, em comparacio
aos outros dois niveis. Na maturacio (R8), os gendtipos Embrapa 59 e
0OC12158 apresentaram massa seca total significativamente maior do
gue o gendtipo OC127837. Niveis subétimos de RFA favoreceram a
ocorréncia de doencgas de final de ciclo, DFC. Essa resposta foi depen-
dente do gendtipo. A duracdc dos pericdos vegetativo, reprodutive e
ciclo total, ndo foi influenciada pelos niveis de RFA. A altura de plan-
tas, tanto em R1 quanto em RB5, e o crescimento pos-florescimento
nao foram influenciados pelos niveis de RFA, entretanto ambas as ca-
racteristicas diferiram entre genétipos. O acamamento foi significativa-
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mente maior nos tratamentos com restricio de RFA. ‘Embrapa 59’
apresentou acamamento préxime do maximo, seguido do gendtipo
0C127837. As restricGes na RFA causaram reducées significativas no
rendimento dos gendétipes. As reducdes nos rendimentos, causadas
pela maior restricdo de radiacdo (45%RFA), variaram de 25,6% para
‘Embrapa 59" a 67,3% para OC127837. Os gendtipos Embrapa 59 e
BRS 132 apesar de terem seus rendimentos reduzidos, com maiores
restricdes de RFA, foram menos sensiveis as baixas radiacdes do que
0s gendtipos 0C12158 e OC127837.

Em 200/2001, exceto para eficiéncia fotossintética, todas as caracte-
risticas relacionadas com a fotossintese, (radiacéo fotossinteticamente
ativa - RFA, taxa de assimilagao de CO, - A, resisténcia estomatica -
RS, teor de clorcfila - SPAD), medidas em 25 e 26/03/01, na segunda
folha completamente desenvolvida, ndo mostraram diferencas signifi-
cativas, entre os gendtipos e entre os tratamentos de 100%RFA,
70%RFA e 45%RFA, esses dois Gltimos aplicados por 38 dias, a partir
do florescimento pleno, e durante o enchimento dos gréos (de 15/02 a
25/03/01}. A falta de resposta deveu-se, provavelmente, as avalia-
¢Oes tardias, feitas apds a extincado dos tratamentos de restricao de
RFA. Caso as avaliagfes tivessem sido feitas durante a aplicacdo dos
tratamentos de restricdo de RFA, muito possivelmente, haveria dife-
rencas significativas, entre esses tratamentos, para as caracteristicas
fisiolégicas relacionadas a fotossintese. No entanto, a cultivar Embrapa
59 apresentou eficiéncia fotossintética significativamente maior do que
QC127837.

Nao houve diferenca significativa entre niveis de radiagdo para massa
seca (MS) de folhas em R1, RS e R&, mas houve entre gendtipos,
nesses trés estadios. Em R1, o gendtipo OC127837 apresentou maior
MS de folhas do que OC142573. Em R5, nos gendtipos OC142573 e
‘Embrapa 59, a MS de folhas foi maior do que em QC127837 e BRS
154. Em R6, OC142573 teve maior MS de folhas do que ‘BRS 154",
Entre os niveis de radiacdo, ndo houve diferenca significativa para MS
de caules, em nenhum dos estadios. Também, ndo houve diferenca
significativa entre genétipos para MS de caules, exceto para Embrapa
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59 e 0C142573, em R1, que apresentaram menor MS de caules do
gue OC127837. Em R8, houve interacdo significativa radiacdo x
gendtipo para MS do caule, onde, em 70%RFA, o0 gendtipo 0C142573
apresentou maior MS de caule do que os gendtipos OC127837 e
Embrapa 59. A MS total em R1, variou significativamente apenas entre
gendtipos, com OC127837 mostrando maior MS total do que ~
0C142573 e ‘Embrapa 59°. Nos demais estadios (R5, RG & R8), ape-
nas os tratamentos de restricdo de RFA causaram diminuicdo significa-
tiva na MS total, portanto, ndo houve diferenca entre os gendtipos. Em
R8. no entanto, houve efeito de interacdo radiacio x gendtipo para
esta caracteristica, onde, sob 70%RFA, OC142573 mostrou maior MS
total do que OC127837 e Embrapa 59.

Apenas os genotipos apresentaram diferencas significativas com rela-
¢80 as DFC. O indice de DFC foi significativamente menor na ‘BRS
154" comparado aos demais gendtipos. A incidéncia de Oidio em
45%RFA foi dependente de gendtipo (dados ndoc mostrados). Essa
mesma resposta foi observada para o ano de 1998/2000, os quais
indicaram que niveis subdtimos de RFA favorecem o aparecimento das
DFC, mas esta resposta € dependente do gendtipo.

Nao houve influéncia do nivel de RFA na duracdo dos periodos
vegetativo, reprodutivo e ciclo total, entretanto, os gendtipos apresen-
taram algumas peguenas diferencas. ‘Embrapa 58’ apresentou menor
periodo reprodutivo do que os demais gendtipos, tanto em valor abso-
luto guanto relativo ao ciclo total.

Os niveis de RFA e genotipos apresentaram diferencas significativas
na altura de plantas, apenas no florescimento {R1). Foram observadas
diferencas significativas para o crescimento pos-tlorescimento {CPF)
entre RFAs e entre os gendtipos, com 100%RFA, 70%RFA e 'Embrapa
59’ apresentando maior CPF do que 45%RFA e, ‘BRS 154 e OC127837,
respectivamente. O indice de acamamento diferiu entre os niveis de
RFA e entre os gendtipos. Nos niveis de 45%RFA e de 70%RFA, o
acamamente foi significativamente maior ao observado no nivel de
100%RFA. Entre os gendtipos, 'Embrapa 59" e OC127837 apresenta-
ram acamamento maior do que 0C142537 e BRS 154.
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O rendimento foi significativamente reduzido com a diminuicdo da dis-
ponibilidade de RFA, 0 mesmo acontecendo com o ICA, indicando que,
em condicbes de radiagdo restrita, o particionamento relativo de
fotoassimilados aos grdos é menor do que em condicGes nao restriti-
vas. Ao contraric do acontecido no ano anterior {1999/2000}, nao
houve diferenca significativa entre os gendtipos. A redugao no rendi-
mento, causada pelo nivel mais baixo de radiagao (45%RFA), foi de
40%, engquanto que para 70%RFA a reducdo foi de cerca de 15%.
Estes resultados praticamente repetem os resuitados do ano anterior e
indicam que lavouras de soja localizadas em regites com niveis meno-
res de RFA podem estar tendo seus rendimentos limitados pela radia-
¢3o0 solar subdtima. Além disso, mostraram que, em um dos anos {1999/
2000}, existiu variahilidade genética para adaptabilidade a regides com
menores niveis de radiacao, o que possibilitaria 0 melhoramento gené-
tico de gendtipos adaptados a esses ambientes-alvo especificos, mas
nido no ano seguinte {(2000/2001) apontando para respostas diferen-
ciadas dos genodtipos em funcdo do ano.

2.2.2.3 Londrina x Guarapuava

Os rendimentos em Londrina {3,98 tons ha' em 19998/2000 e 2,33
tons ha' em 2000/2001, média de 3,16 tons ha') na média, ainda
foram superiores aos de Guarapuava (2,16 tons ha' em 1999/2000 e
2,82 tons ha' em 2000/2001, média de 2,49 tons ha'). Nos experi-
mentos de Londrina apenas as cultivares Embrapa 48 e Embrapa 59
foram testadas, enquanto que em Guarapuava o experimento foi exe-
cutado utilizando outros genétipos. Os solos, em ambos 0s locais, séo
considerados de alta fertilidade. Trés grandes diferencas, entre os lo-
cais, s8o temperatura, precipitacdo pluviométrica e radiacdo solar du-
rante a safra de soja (Figura 2.1). Os dados de chuva acumulada duran-
te as safras de soja mostram que, em Guarapuava, chove bem mais
que em Londrina. Com isso, a radiacado solar acumulada é menor em
Guarapuava e a taxa fotossintética {4} é dependente da RFA (Figura
2.2). Também, as temperaturas medias sdo menores em Guarapuava,
indicando que as temperaturas noturnas também sado menores. Em
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FIG. 2.1. (a) Radiagdo acumulada, calculada ¢como a soma das médias dos decéndios
{MJ/m2) e chuva acumulada, calculada como a soma das precipitacdes
mensais e, (b} temperatura acumulada, calculada pela soma das médias
de decéndios {em °C} e temperaturas médias mensais, nas safras 1999/

2000 e 2000/2001, em Londrina e em Guarapuava, PR. Embrapa Soja,
Londrina, PR, 2003.
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Fotossintese x Radiacéo
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FIG. 2.2. Relacado entre a taxa de assimilagdo de CO, {A, umol.m?.5") e a radiacio
fotossinteticamente ativa (RFA, umol.m2.s"), dados da safra 1999/2000.
Embrapa Soja, Londrina, PR, 2003.

Guarapuava {Entre-Rios), local do experimento, as temperaturas notur-
nas chegam atingir valores menores que 15 °C {informacdc pessoal,
Eng. Agr. Celso Wobeto - FAPA). Assim, os rendimentos menores em
Guarapuava podem estar sendo determinados pelas caracteristicas cli-
maticas citadas, atuando isoladas ou conjuntamente, sobre as cultiva-
res. Os resultados conseguidos até o momento indicam gue, muito
provavelmente, serd possivel, através do melhoramento genético, de-
senvolver cultivares melhor adaptadas as condictes especificas da re-
gido.

2.2.3 Caracterizacdo da{s) causa(s) do tombamento fisiolégico em
so0ja

O tombamento fisioldgico de plantulas de soja, também conhecido como
cancro de calor, tem sido observado na maioria das regides produtoras,
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acontecendo, sempre, apds um periodo de calor intenso. Caracteriza-
se por plantulas tombadas com lesdo de estrangulamento do hipocétilo
e pela auséncia de agentes patogénicos. Para a caracterizacao das
suas causas foram executados trés experimentos.

2.2.3.1 Temperatura e estddios de desenvolvimento

Para a determinacdo das temperaturas que causam o problema, foi
desenvolvida metodologia especifica, com a construcéo de um equipa-
mento que simula a temperatura da superficie do solo através de resis-
téncias elétricas controladas por termostatos digitais. A cada 2-3 dias,
60 sementes da cultivar de soja BRS 133 foram colocadas para germi-
nar em rolos de papel Germitest, umedecidos com &gua destilada, man-
tidos em cAmara BOD, a 26°C, no escuro por 4-5 dias. Plantulas get-
minadas, sadias e de tamanho uniforme foram transplantadas para su-
portes sobre bandejas plasticas com solucdo nutritiva Hoagland com-
pleta, em casa-de-vegetacio. Tratamentos de temperatura de 35°, 40°,
45°, 50° e 55°C foram aplicados ac colo de plantulas, nos estadios
VC e V2, em dois experimentos, respectivamente. Em outro experi-
mento, o colo de plantulas nos estadios VE, VC, V1, V2 e V3 foram
submetidos ao tratamento de 50°C. Simulandc as temperaturas na
superficie do solo, as resisténcias foram colocadas em contato com o
colo das plantulas e o tempo para o aparecimento de lesdes {escaldadura)
efou o tombamento foi anotado, assim como o ndmero de pléntulas
com lesdes no colo efou tombadas. Cada experimento constou de qua-
tro repeticdes e teve a duracdo de trés horas. Para o calculo das médi-
as de tempo, quando néo houve o aparecimento de lesao e/ou tomba-
mento, foi considerado o tempo méaximo do experimento, ou seja, 180
minutos.

Tanto nas plantulas em VC como em V2, as lesGes e o tombamento
apareceram em tempos menores com o aumento das temperaturas e,
todas as temperaturas, exceto 352C, em VC, causaram lesdes no colo.
Nas plantulas em VC, apenas as temperaturas igual ou superiores a
45°C causaram tombamento e, nas plantulas em V2, o tombamento
ocorreu somente nas temperaturas de 50° e 55°C,
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Em outro experimento, todos os estadios (VE a V3], a 50°C, apresen-
taram lesBes no colo e tombamento, porém apenas 25% das plantulas
em V2 e V3 tombaram.

Os resultados indicam que, para plantulas de soja nos estadios VC e
V2, as temperaturas, na superficie do solo, de 45° e de 50°C, respec-
tivamente, ou superiores, causam tombamento fisiolégico e plantulas
em VC, VE e V1 sdo mais sensiveis do que em V2 e V3.

2.2.4 Caracterizacdo dos efeitos do excesso de chuva na fotos-
sintese de folhas de soja

O experimento foi executado, em casa de vegetacdo, para investigar
se a soja responde, como o feijdo, a chuva {Ishibashi et al., Plant Physiol
111:635-640, 1996). O experimento foi semeado na segunda semana
de janeiro, em blocos casualizados com parcelas subdivididas, com os
tratamentos (com e sem chuva) na parcela e cultivares na subparcela.
Os vasos (subparcelas) continham duas plantas cada e foram irrigados
por gotejamento. No-inicio de R5, em 14/03/2001, foi feita leitura da
taxa de assimilagdo de CO, ou fotossintese (A) no foliolo central da
segunda folha completamente desenvolvida das duas plantas de cada
vaso. No dia seguinte (15/03) os vasos do tratamento Com Chuva
receberam 24 horas de chuva artificial {aspersdo). No dia seguinte (1 6/
03) & aplicacdo do tratamento de chuva artificial e acs sete dias apds a
aplicacdo deste, foram feitas novas leituras de A em todos os vasos.
Os resultados indicam quem, para uma mesma RFA (Figura 2.3a}, hou-
ve uma diminuicao significativa de A, imediatamente apos, e, aos sete
dias depois da chuva (Figura 2.3b}. A taxa A diminuiu 29,4% no dia
seguinte ao tratamento de 24h de chuva e, mesmo aos sete dias apds
a chuva, 4 ainda estava 7% menor nas plantas que receberam 24h de
chuva {Figura 2.3b). Duas cultivares, BR 16 e Campos Gerais nao apre-
sentaram diferencas significativas, em A (medidas ap6s 24h de chu-
va), entre os tratamentos Com e Sem chuva, indicando uma possivel
melhor adaptacao a regides mais chuvosas.
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FIG. 2.3. (a} Radiagdo fotossinteticamente ativa e (b) taxa de assimilacéo de CO,
(A média de 8 cultivares), em trés datas, uma antes e duas depois de 24h
de chuva. Auséncia de letras ou letras iguais na vertical denotam diferen-
cas ndo significativas (Tukey, P <0,05). Embrapa Soja, Londrina, PR, 2003.
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2.3 Identificacdo, clonagem e seqtienciamento de genes dife-

rencialmente expressos em resposta as variacdes climati-
cas em soja {04.2000.331-03)

Alexandre Lima Nepomuceno; Eliseu Binneck'; Norman Neumaier;
José Renato Bougas Farias; Jodo Flavio Veloso Silva;
Carlos Alberto Arrabal Arias; Tetsuji Oya?; Silvana Regina Rockenbach Marin;
Noelle Giacomini®; Renata Stolf?; Juliana Molina®; Renata Fuganti®;
Adriane Wendland?®; Aguida Morales®; César Augusto da Silveira

Somente no ano de 2002, o complexo soja contribuiu diretamente com
um superavit de mais de U$ 5 bilhdes na balanca comercial brasileira.
Cada vez mais a tecnologia assume fator de sustentagao da
competitividade agropecuaria, cuja taxa de crescimento, particularmente,
na Gltima década, foi sempre superior a do crescimento global do Pais.
Entretanto, isso ndo permite concluir que o aumento da renda do pro-
dutor e da economia brasileira estardo garantidos. Isto somente sera
possivel pelo continuo aumento da produtividade, aliada a reducéo dos
custos de producéo efou agrega¢ao de valor aos produtos. Para conse-
guir estes resultados, o Brasil deve continuar investindo em biologia e
agricultura avangadas como paises desenvolvidos tem feito. O sub-
projeto ldentificacdo, clonagem e seglenciamento de genes diferenci-
almente expressos em resposta as variagdes climaticas em soja tem
sido conduzido desde a safra 1999/2000 com recursos do PADCT,
CNPq (Plano Sul), IFS {int. Found. for Science, Suécia), JIRCAS {Japan
International Research Center for Agricultural Sciences}) e EMBRAPA.
Até o final do ano 2000 haviam sido identificados mais de cem genes
diferencialmente expressos quando plantas sdo submetidas a condi-
cbes de seca. No ano 2001 o subprojeto introduziu a anélise de expres-
s30 génica em plantas submetidas a diferentes fotoperiodos e a andlise

! Bolsista de Pds-doutorado pelo CNPg

2 JIRCAS - Japan International Research Center for Agricultural Sciences
3 Estagiaria - Universidade Estadual de Londrina

4 Estagidria - Esalg/Firacicaba

5 Estagidria - UNIFIL
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de expressdo em raizes de soja sob ataque de nematéides. O subprojeto
também passou a integrar o Projeto Genoma Funcional de Raizes da
Embrapa (PROGEM/INOVAGEM), recebendo parte dos recursos de cus-
teio e investimento. As andlises de Differencial Display para seca,
fotoperiodo e nematdides e a construcao de bibliotecas de DNA com-
plementar {DNAc) construidas a partir de genes expressos em plantas
de soja submetidas a esses fatores bidticos e abidticos, e o subsequen-
te seqlienciamento dessas hibliotecas permitiu a criacdo de banco de
seqliéncias com mais de 8000 acessos. Cada acesso representa um
gene expresso em plantas de soja. O produto final que se espera serd
uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares de defesa a
estresses bidticos e abidticos. A disponibilizacido de genes envolvidos
nessas respostas estd sendo feita através da criacdo de banco de genes
in vivo e in vitro. As informacdes referentes as seqliéncias dos genes,
assim como, as analises funcionais dos mesmos estdo sendo
disponibilizadas no endereco www.cnpso.embrapa.br/bioinformatica.
Essas informacoes permitem rapido acesso e use em programas de
melhoramento genético por transgenia ou assistido por marcadores
moleculares.

O genoma de uma espécie & a informacdo completa em termos de
sequéncias de DNA de regides que codificam para genes, assim como,
de regides nao codificadoras. Na maioria dos seres eucariotes, como
as plantas e os seres humanos estima-se que aproximadamente 5% ou
menos do genoma correspondem a seqléncias codificadoras de genes
cuja expressdo preduz proteinas e enzimas com atividade biologica.
Ainda néo foi estabelecida a funcio do restante do genoma (95%),
conhecido como DNA lixo, {(Junk DNA). Entretanto, presume-se que
estas seqléncias teriam papel fundamental em eventos evolutivos, assim
como, na regulacdo da expressdo de determinados genes.

O seqlenciamento do genoma completo de uma espécie é conhecido
como Genoma Estrutural e é executade a partir da extragdo do DNA
total da espécie em estudo. Este DNA é, em seguida, fragmentado em
tamanhos menores {pelo uso de enzimas de restricdo, ultra-som,
nebulizador, etc), os quais sdo clonados em vetores {Cromossomo Ar-
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tificial de Levedura - YAC; Cromossomo Artificial de Bactéria - BAC;
plasmidios; bacteri6fagos) para que o seqglienciamento seja feito poste-
riormente em seqlenciadores automatizados (ABI3100, ABI3700, Mega-
Bace). Os fragmentos de seqléncias geradas s3do montados, com o
uso de ferramentas computacicnais geradas pela Bicinformatica, A
cbtencdo e anotacdc do genoma estrutural de uma espécie gera um
mapa fisico de toda a seqliéncia de DNA do genoma. Mapas fisicos,
em conjunto com mapas de ligacdo (gerados pelo uso de RFLP,
Microsatélites, AFLP, etc), sdo ferramentas cada vez mais Uteis em
programas de melhoramento genético assistido por marcadores
moleculares.

A analise de genomas estruturais, através de programas de
Bioinformatica de predicdo como o GenScan, prenunciam a presenca
de genes baseando-se na presenca de seqléncias como: TATAA box;
codons de inicio; cddons de finalizagfo; seqiiéncias sinalizadoras de
separacao {splicing) entre exons e introns. Entretanto, a presenca de
uma regido codificadora ndo necessariamente implica que essa seqléncia
serd transcrita e traduzida, na forma de uma proteina, com funcéio
bioguimica e biolégica. A seqliéncia promotora de um gene, assim como,
a presenca de outras seqlUéncias reguladoras (cis-acting-elements;
enhancers; etc}, é que irdo regular quando, onde e como um gene sera
transcrito, na forma de uma molécula de RNA mensageiro (mRNA) e,
posteriormente, traduzido em uma proteina,

Estima-se gue plantas supericres como a soja tenham entre 80.000 a
100.000 genes, que serdo expressos ou nao, nas diferentes fases de
desenvolvimento efou em respostas ao diferentes fatores, bidticos e
abidticos, a que estas plantas estardo expostas, durante seu ciclo de
vida. Compreender como e quando esses genes serao expressoes, quais
suas interagfes com outros genes e como sdo regulados, sdo os prin-
cipais objetivos da Gendmica Funcional. Enquanto estudos de Gendmica
Estrutural utilizam o DNA como matéria prima na construcdo de biblio-
tecas gendmicas, na Gendmica Funcional a matéria prima para cons-
trucdo de bibliotecas de DNA complementar (cDNA) é 0o mBNA. O mRNA
do organismo em estudo é coletado e transformado em cDNA, atraves
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de uma reacdo de transcricao reversa, in vitro. Posteriormente, o cDNA
gerado & clonado em vetores apropriados, gerando uma colecdo de
todos 05 genes expressos, quando do momento da coleta do tecido do
organismo em estudo. Esta colecdo de genes clonados é chamada de
biblioteca de cDNA. Normalmente, bibliotecas de cDNA s&o construidas
direcionalmente para que a regido mais informativa e mais conservada -
{regido 5} seja seqUenciada. Desta forma, obtém-se, rapidamente, um
nimero elevado de seqiidncias parciais de genes expressos em deter-
minada situacdo. Estas sequéncias parciais sdo chamadas de etiquetas
de seqliéncias expressas, ou EST {Expressed Sequence Tags).

A estruturacdo de bancos de EST tem sido de grande valia na identifi-
cacdo da funcédo bioquimica e biolégica de muitos genes. Genes ex-
pressos codificam proteinas com funcdes estruturais, enzimaticas, de
regulacdo ou de armazenamento. Entretanto, hum contexto mais am-
plo de desenvolvimento do organismo, e interagindo com outras molé-
culas, estes genes participam de processos fisicldgicos que desenca-
deiam, ao final, determinadas respostas bioldgicas. Por exemplo, um
gene identificado como similar a uma ciclina nos d& uma idéia da fun-
cdo bioquimica da proteina, uma vez que ciclinas estdo envolvidas,
diretamente, na regulacdo do ciclo de divisdo celular. Entretanto, se
esta proteina especifica somente é expressa em raizes de soja de culti-
vares resistentes, atacadas por nematoides, e nfio é expressa nas cul-
tivares suscetiveis, este fato pode sugerir que a expressao desta prote-
ina estad diretamente relacionada ao mecanismo de defesa contra o
atague de nematdides.

Apesar de simples, esse exemplo d& uma idéia da importancia dos
bancos de genes onde, por similaridade, pode-se tentar inferir possi-
veis funcdes de um determinado gene. Entretanto, a complexidade de
respostas e mecanismos, criados em milhdes de anos de evolucéo, sao
mais dificeis de serem analisadas de uma maneira ampla. Normalmen-
te, ndo é a expressdo de um ou dois genes, mas a co-expressac de
dezenas ou centenas de genes, expressos em um determinado mo-
mento, interagindo em diferentes niveis, que diferencia uma resposta
biolégica de outra.
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Os recentes avancos, na biologia molecular e na bioinformatica, tém
permitindo que possamos analisar centenas ou milhares de genes ex-
pressos em um mesmo momento, permitindo identificar genes que sdo
ativados, inativados, ou que tém seu nivel de expressdo regulado para
mais ou para menos lup regulation; down regulation) em funcao de
fatores bidticos ou abidticos. Entre as metodologias que mais se desta-
cam hoje estdo a Apresentacdo Diferenciada em gel (Differential Display
- DD), Macro arranjos de DNA (DNA Macroarrays), Anélise Seriada de
Expressdo Génica (SAGE - Serial analysis of gene expression) e Micro
arranjos de DNA (ONA Microarrays). Todas técnicas tem seus pontos
positivos e negativos, levando-se em conta varios fatores, que incluem
os custos de implementacao, as dificuldades de otimizacéo e repro-
dutibilidade dos procedimentos laboratoriais, os volume de dados gera-
dos, etc.

Pl
35

2.4 Estratégias para amenizar impactos decorrentes das ad-
versidades climaticas (04.2000.331-05)

Tetsuji Oya'; Alexandre Lima Nepomuceno; José Renato Boucas Farias;
Norman Neumaier: Alexandre José Cattelan; Nelson Delattre; Claudinei Toledo

Com o avanco na compreensdo dos mecanismos envolvidos nas di-
versas respostas que as plantas manifestam guando submetidas a
periodos de estresse, varias novas alternativas tem sido prepostas no
sentido de reduzir as perdas causadas por variagdes extremas do
clima. Entre estas alternativas uma série de produtos quimicos, biolo-
gicos e organicos t&ém sido desenvolvidos, testados e introduzidos no
mercado agricola. Muitos destes produtos baseiam seu modo de acdo
na alteracio de processos fisioldgicos e biogufmicos no sentido de
ativar os mecanismos de defesa das plantas. Entretanto, existe uma

1 Jircas - Japan International Research Center for Agricuftural Sciences
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variabilidade muito grande nas respostas induzidas por estes produ-
tos, o que fortalece a necessidade de que sejam estudados, em deta-
Ilhe, os fatores envolvidos e as condigdes em que estes produtos de-
vam ou nio ser utilizados. No primeiro e segundo ano do subprojeto
04.2000.331-05 foi testado o produto THIAMETHOXAN enquanto
que no terceiro ano foi testado o produto Acido Acetil Salicilico (ASA)
com o objetivo avaliar efeitos sobre as caracteristicas agrondmicas e
fisiolégicas da soja, capacidade de favorecer a produtividade durante
situacoes de estresse, e a reprodutibilidade dos efeitos em anos con-
secutivos.

No primeiro ano de teste os resultados permitiram constatar que o
produto THIAMETHOXAN atuou no desenvolvimento das plantas. Apos
o segundo ano de testes foi confirmado a acao do produto atuando no
desenvolvimento das plantas, nas condicdes edafociimaticas do expe-
rimento. Varios parametros foram significativamente afetados, ou mos-
tram tendéncia de sofrer acdo do produto THIAMETHOXAN. Normal-
mente, os valores destes parametros aumentaram quando da aplicacdo
do produto, favorecendo um desenvolvimento inicial mais vigoroso em
termos de potencial para suportar periodos de estresse ambiental. Foi
observada também interacio entre dosagens do produto e as condi-
¢coes hidricas da cultura. Assim comoe sob condictes de déficit hidrico o
produto pode favorecer um aumento de produtividade, sob condicdes
de excesso de agua pode favorecer uma reducdoc na produtividade.
Neste aspecto, menores doses poderiam favorecer aumentos de pro-
dutividade na média das situacdes edafoclimaticas, enquanto que, do-
sagens mais elevadas poderiam aumentar o risco de acamamentos,
conseqglentemente, acarretando prejuizos na produtividade. A reducao
desses riscos pode ser testada com o uso de populacfes menores de
plantas e gendtipos menos suscetiveis ao acamamento.

No terceiro ano do projeto foi testado o Acido Acetil Salicilico (ASA). A
presenca do ASA em plantas € conhecida e tem sido demonstrado que
0 seu acumulo apos estresses hidticos e abidticos estaria relacionado
ao aumento das defesas da plantas contra estes estresses. Neste sen-
tido, abriu-se a hipdtese de que aplicacdes artificiais de ASA em plan-
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tas poderiam protege-las contra possiveis estresses do ambiente. Os
resultados indicam efeitos ndo significativos sobre o rendimento e de-
senvolvimento das plantas gue receberam aplicacao de ASA. Somente
peso fresco e peso seco de vagens e peso seco de 100 sementes
foram significativamente diferentes {Tukey 5%}. Entretanto, estas di-
ferencas nag apresentaram correlacao alguma com a aplicacido do ASA
ja que os controles ndo diferenciaram das doses aplicadas. Um ano,
todavia, sdo foi suficiente para avaliar os efeitos do produtc uma vez
que ndo houve problemas sérios de estiagem durante a safra 2001/
2002,

2.5 Modelos de simulac@o do desenvolvimento da cultura da
soja em resposta as variaveis do ambiente
(04.2000.331-086)

José Renato Boucas Farias; Alexandre Lima Nepomuceno; Norman Neumaier;
Thomas R. Sinclair'; Lincaln Zotarelli?; Tetsuji Oya®; lvan Rodrigues de Almeida

Com o atual cenario agricola globalizado, incremento nos rendimentos
e reducéo dos custos e dos riscos passaram a ser exigéncias basicas a
competitividade. Aumento de eficiéncia no uso de recursos e insumos,
melhoria qualitativa dos produtos agricolas e preservacdo dos recursos
naturais sdo desafios da moderna agricultura. O enfoque sistémico
viabilizado pelo uso de modelos de simulacdo de desenvolvimento, per-
mite integrar os efeitos de diferentes condicdes edafocliméaticas sobre
o comportamento da cultura, Sistemas de auxilio & tomada de deciséo
sao fundamentais para superar esses desafios e obter produtos compe-
titivos e ambientalmente sustentéveis.

" USDA/ARS - University of Florida
2 Engenheiro Agrdonomo, Doutorando pela UFRRJ
T JRCAS
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O presente subprojeto teve por objetive geral disponibilizar modelos de
previséo de rendimentos e de simulacio do desenvolvimento da cultura
da soja, capazes de constituirem-se em ferramentas eficazes para su-
porte 4 tomada de decisfes e a estudos complementares, auxiliando na
definicdo de atitudes operacionais e estratégicas, desde ac nivel de
pais {governamental) até do produtor rural, contribuindo para o setor
agricola brasileiro tornar-se mais eficiente e competitivo.

Todos os modelos ajustados foram validados comparando-se os resul-
tados das simulacdes aos valores observados a campo. Para tanto, foi
organizado e mantido atualizado um banco de dados com os principais
elementos meteorolégicos e séries histéricas de area cultivada, produ-
céo e rendimento de grdos, por municipio, de diferentes estados produ-
tores. Toda esta base encontra-se informatizada, prontamente disponi-
vel aos usuarios interessados.

Dando continuidade & parceria estabelecida em 2000 com a Universi-
dade da Florida e com o USDA-ARS, tomando por base um modelo
desenvolvido e descrito por Sinclair (1986}, em 2002 foram concluidos
e definidos os ajustes das novas funcbes para melhor estimativas do
modelo em regides tropicais. O modelo estima o desenvolvimento da
cultura da soja, da emergéncia a maturacio fisioldgica, através dos
balan¢os de nitrogénio, carbono e 4gua. O incremento da &rea foliar é
uma fungdo da temperatura. A biomassa € estimada pela radiacéo so-
lar. E, finalmente, o rendimento de grios depende do aumento linear do
indice de colheita. O modelo também calcula diariamente o balanco de
agua no solo e, quando o solo torna-se suficientemente seco, ha inibi-
cao do desenvolvimento foliar, do acimulo de matéria seca e da fixa-
¢éo do nitrogénio. A fixacdo biol6gica do nitrogénio é sensivel & ocor-
réncia de déficit hidrico, podendo resultar numa significativa influéncia
nos resultados da simulacdo. Niveis insuficientes de nitrogénio causam
inibicdo do desenvolvimento da drea foliar e, persistindo, actmulo de
massa e encurtamento do ciclo. Procurou-se, entdo, adaptar para soja
a proposta de Jamieson e Semonov {2000) para estimar o actmulo
diario de N em trigo, baseado nas exigéncias de nitrogénio para o de-
senvolvimento de nova 4rea foliar e de matéria seca. Porém, o ajuste
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do modelo requer a consideracido da possibilidade de fixacdo de N2
como uma fonte de N. O fato da scja usar a fixagédo de N2 como uma
fonte de N para compensar niveis inadequados de N no solo, pode
inviahilizar ou interferir na simulagdo do balanco de N no sole.

Para ajustar as estimativas do modelo envolvendo N, foram usados os
dados obtidos por Zotarelli (2000), em experimento conduzido na safra
1998/99, sem irrigacao, no gqual o balango de nitrogénio na cultura da
soja foi monitorado ao longo de todo ciclo, tanto em plantio convenci-
onal guanto em semeadura direta. Foram comparadas as estimativas
do modelo com os valores efetivamente observados de matéria seca e
actmulo de nitrogénio, ao longo da estacdo de crescimento, assim
como do rendimento de grdos, na colheita. Resultados obtidos em ou-
tros experimentos, conduzidos durante nove safras {1991/92 a 1999/
2000}, envolvendo 10 cultivares de soja submetidas a dois niveis de
disponibilidade hidrica no solo em cada ano, foram usados, também,
para ajustar e validar o modelo. Para cada safra e nivel de disponibilida-
de de &gua, foram obtidas as estimativas da fenologia, matéria seca e
rendimento de graos. Considerando que o modelo calcula o rendimento
potencial para cada ambiente, os rendimentos simulados foram compa-
rados aquele obtido pela cultivar mais produtiva em cada condicéo
{safra x nivel de dgua). A fenologia desta mesma cultivar foi usada para
ajustar as estimativas fenolégicas do modelo. Em cada safra, foram
coletados dados diarios de temperatura do ar, precipitacao pluviométrica
e de radiacdo solar, em estages automaticas e convencionais, situa-
das em local proximo aos experimentos, além das principais caracteris-
ticas fisicas do solo. Selecionaram-se, como melhores ajustes, aqueles
cujos valores estimados se mostraram mais préximos dos valores ob-
servados em campo e que, também, apresentaram, na analise de re-
gressdo em que forcou-se a passagem pela origem, o valor do coefici-
ente angular mais préximo da unidade.

Como nio foram detectadas diferengas significativas entre os diferen-
tes sistemas de preparo do solo (Zotarelli, 2000), as estimativas do
modelo foram comparadas aos resultados de ambos sistemas, conjun-
tamente. O ponto critico para o novo modelo foi a simulagao do actimulo
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de N pela cultura ao longo do ciclo. Apods os ajustes, verificou-se uma
aproximacdo entre os valores simulades e observados {Figura 2.4},
mostrando a adequacdo do conceito incorporado ae modelo. Os valo-
res simulados de peso da matéria seca ao longo do ciclo também apro-
ximaram-se bastante aos valores observados (Figura 2.5}, verificando-
se uma pequena defasagem entre os tempos de ocorréncia dos valores
maximos. Nesta simulagdo, os rendimentos de grdos ficaram muito
proximos, com um desvio de 3% dos valores observados. Para os dois
niveis de disponibilidade hidrica, em cada uma das nove safras, fo
estimado o rendimento de gréos. Na Figura 2.6, verifica-se que somen-
te trés estimativas apresentaram um desvio superior a 18% dos valo-
res observados. A maioria das estimativas ficou dentro da faixa de
13%. A maior diferenca ocorreu na condicdo irrigada em 1996/97,
onde o rendimento estimado ficou 37% menor que observado. Neste
caso, a simulagio considerou excessiva a irrigacdo em algumas fases e
afetou negativamente a fixa¢ado de nitrogénio resultando, conseqlien-
temente, em baixo rendimento. Experimentalmente, parece que a irri-
gacao excessiva nao afetou o rendimento observado, Apesar disto, o
moedelo ajustado permitiu estimativas satisfatorias do desenvolvimento
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FIG. 2.4. Valores estimados e observados de nitrogénio total (N), ao longo do ciclo,
Embrapa Soja, Londrina, PR, 2003.
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da soja, concluindo-se que o mesmo pode ser empregado para estimar
o rendimento de graos da cultura.
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FIG. 2.5. Peso da matéria seca estimada e observada, ao longo do ciclo. Embrapa
Soja, Londrina, PR, 2003.
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j ZONEAMENTO DE RISCO CLIMATICO NO BRASIL

Projeto: 01.2000.051 Lider: Silvando Carlos da Silva
N°® de subprojetos que compde o projeto: 05

Unidades/InstituicGes participantes: Embrapa Arroz e Feijao, Embrapa
Soja, Embrapa Milho e Sorgo, Embrapa Cerrados, Embrapa
Agropecudria Oeste

O presente projeto teve por objetivo delimitar as areas de menor
risco climatico as culturas do arroz, feijdo, soja, milho e trigo, a
partir da caracterizac3o agroclimatica das distintas regides produto-
ras, em funcéo das necessidades climaticas das culturas em gues-
tdo. O projeto foi composto por subprojetos que abrangeram cada
urma das culturas em estudo, com as acdes sob responsabilidade
dos respectivos centros de produto (Embrapa Arroz e Feijéo, Embrapa
Soja, Embrapa Milho e Sorgo e Embrapa Trigo). Além desses, parti-
ciparam do projeto a Embrapa Cerrados e a Embrapa Informatica
Agropecudaria (responsaveis pelo subprojeto de caracterizacao
agroclimatica das regides brasileiras). As atividades programadas
deram continuidade ac projeto 04.0.94.065 e encerraram-se em
dezembro de 2002. Com o objetivo de completar e melhorar o atual
zoneamento de riscos climaticos do Brasil, os trabalhos terdo conti-
nuidade e serdo incrementados dentro do prejeto em rede
“Zoneamento Agricola do Brasil - Analise de Riscos Climaticos e
Atualizacdo”, j4 aprovado dentro da nova programacéao de pesquisa
da Embrapa com o codigo 01.02.1.05.
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3.1 Caracterizacdo da aptidao climatica de regides para o cul-
tivo de soja no Brasil (01.2000.051-03)

José Renato Boucgas Farias; Ivan Rodrigues de Almeida; Anténio Garcia;
Norman Neumaier; Alexandre Lima Nepomuceno; Haroldo Virgilio’;
Marcos Valdemir Buche?

Na moderna agricultura, incrementos nos rendimentos e reducdo dos
custos e dos riscos de insucesso dependem cada vez mais do uso
criterioso dos recursos. Neste processo, o agricultor deve tomar deci-
sbes em fungdo dos fatores de producéo disponiveis e dos niveis de
risco envolvendo sua atividade, visando a obtencic de uma maior ren-
tabilidade. Dentre os fatores de risco, pode-se considerar como pringi-
pais aqueles referentes s incertezas de mercado e as condigdes clima-
ticas imprevisiveis. Toda e qualquer ferramenta que venha a ajudar o
processo decisdrio é de grande valia ao setor agricola. Diante deste
contexto, definindo areas menos sujeitas a riscos de insucessos devido
a probabilidade de ocorréncia de determinadas condigtes climaticas, o
presente trabalho constitui-se numa ferramenta de fundamental impor-
tdncia para varias atividades do setor agricola. Isto leva & exploracéo
mais racional da cultura, bem como ao incremento da producdo e da
produtividade da mesma, trazendo inimeros reflexos positivos & eco-
nomia e & sociedade brasileiras. Neste sentido o presente subprojeto
teve por objetivo delimitar as &reas com maior aptiddo climatica para o
desenvolvimento da cultura da soja, visando a obtencdo de maiores
rendimentos e menores riscos. Para isto foram usados modelos de si-
mulacdo do desenvelvimento da cultura, sistemas geograficos de infor-
macéc e geoestatistica, num trabalho envolvendo vérias instituicGes
{(MAPA, FINATEC, EMBRAPA, ANEEL, INMET e IAPAR).

Foram realizados os zoneamentos agroclimaticos da cultura da soja
para os estados de Goids, Tocantins, Parana, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Minas Gerais, regido oeste da Bahia, sul do Maranhio,

! Bolsista AT - CNPg
2 Bolsista MAPA/FINATEC
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sul do Piaui e Distrito Federal, para duas cultivares hipotéticas de soja
{precoce e tardia) e trés tipos de solo por estado, definindo-se as areas
com maior cu menor probabilidade de ocorréncia de déficit hidrico du-
rante a fase mais critica da cultura, caracterizadas como favoraveis,
intermediarias e desfavoraveis, em funcéo das diferentes épocas de
semeadura, das disponibilidades hidricas de cada regidoe, do consumo
de dgua nos diferentes estadios de desenvolvimento da cultura, do tipo
de solo e do ciclo da cultivar. Em todos os estados, com o emprego dos
modelos SARRA, BipZon e CROPGRO, foram feitas simulagées do de-
senvolvimento da cultura para vérias datas de semeadura (nove ou
doze periodos de dez dias cada), as quais procuraram englobar os peri-
odos recomendados pela pesquisa. Para a espacializacd@o dos resulta-
dos, cada valor de ETr/ETm (Evapotranspiracio Real/Méaxima) observa-
do durante a fase mais critica ao déficit hidrico {R1-R8), pela escala de
Fehr e Caviness {1977), foi associado a localizagdo geografica da res-
pectiva estacdo pluviométrica, para posterior elaboracdo dos mapas,
utilizando-se sistemas de informacoes geograficas {SGls).

Para definicdo das areas de maior ou menor probabilidade de ocorrén-
cia de déficit hidrico na fase mais critica, estabeleceu-se trés classes,
de acordo com a relacio ETr/ETm obtida: favordvel {ETr/ETm 2 0,65});
intermediaria {0,65 > ETr/ETm > 0,65); e desfavoravel (ETr/ETm <
0,55). Posteriormente, para cada estado em estudo, elaborou-se 54 ou
72 mapas decorrentes da combinagdo de nove ou doze periodos de
semeadura, trés tipos de solo e duas cultivares. Foram rodadas, ao
todo, cerca de 80.000 simulagdes, resultado da interacdo entre esta-
coes pluviométricas, cultivares, tipo de solo e datas de semeadura nos
diferentes estados. Definiu-se as areas com maior ou menor probabili-
dade de ocorréncia de déficit hidrico durante a fase mais critica da
cultura, caracterizadas como favoraveis, intermediarias e desfavora-
veis, em funcio das diferentes épocas de semeadura, das disponibili-
dades hidricas de cada regifo, do consumo de &gua nos diferentes
estadios de desenvolvimento da cultura, do tipo de solo e do ciclo da
cultivar. Cada um dos mapas gerados contém a classificacdo das dife-
rentes areas de um estado para uma dada época de semeadura, em
funcdo do tipo de solo e da cultivar. As épocas favoraveis néo repre-
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sentam, necessariamente, aquelas para obtencao dos maiores rendi-
mentos de grdos, mas sim as de menor probabilidade de perdas por
ocorréncia de deficiéncia hidrica. Nem todos os municipios listados
com periodos favoraveis de semeadura sdo aptos ac cultivo da soja.
Além da disponibilidade hidrica, outros fatores devem ser considerados
para a viabilidade da exploracao da cultura com sucesso numa dada
regido e/ou municipio.

Procurando aproximar cada vez mais os resultados do trabatho com a
realidade observada a campo ao longo dos anos, em 2002, foram revi-
sadas, corrigidas e elaboradas novas tabelas com as indicacdes das
¢pocas de semeadura com menor prebabilidade de risco a expleracao
da cultura soja para os estados de Goias, Tocantins, Parand, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Bahia, Maranhao e Piaui.
As bases de dados agrometeocrolégicos foram revistas e atualizadas,
realizando-se novas simulacdes e gerando informactes mais precisas
para os locais em que se verificou algum preblema. No Ultimo ano,
além das revisOes e atualizacOes realizadas para cada estado, foram
completamente refeitos os zoneamentos para Minas Gerais e Mato
Grosso. Na Figura 3.1 sao apresentados alguns exemplos dos novos
mapas obtidos para o estado de Minas Gerais. Além disto, com o ad-
vento da cultura da soja na regido do arenito no oeste do Paran4, tor-
nou-se necessario um estudo mais detalhado daguele sistema de pro-
ducdo. Apbs varias reunides envolvendo o governo, a assisténcia tec-
nica, as cooperativas, as instituicoes estaduais de pesquisa e represen-
tantes dos produtores, decidiu-se realizar um trabalho fornecendo sub-
sidios para a indicagao especifica para esta condicaa, considerando-se,
principalmente, valores diferentes de capacidade de agua disponivel
{CAD) em funcéo das diferentes condicdes para o desenvolvimento do
sistema radicular e da retengéo de dgua do solo, decorrentes do tipo de
solo predominante e do sistema de producdo, envolvendo integracdo
lavoura-pecuadria, recomendados pela pesquisa para a exploracio de
graos naquela regido. No entanto, os trabalhos preliminares nédo aten-
deram & expectativa, necessitando-se de estudos mais detalhados e
profundos.
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Todos os resultados obtidos foram analisados, comparativamente, com
os dados observados historicamente a campo, a fim de detectar e cor-
rigir eventuais falhas na metodologia empregada. Esta validacio €
realizada até atingir-se uma margem minima de concordancia de 80%.
Obtido isto, s3o elaboradas as cartas (mapas) definitivas. Para tanto,
foi organizado, mantido e atualizade, anualmente, um banco de dados
com darea plantada, produgdo e rendimento de gréos, per municipio,
dos diferentes estados produtores de soja.

A tecnclogia gerada veio atender a uma grande demanda existente,
contribuindo para reduzir os riscos de insucesso da atividade agricola
decorrentes do clima, através da indicacdo mais precisa de épocas de
semeadura para a cultura da soja no Brasil.
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