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Apresentacdo

“Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja” & uma publicacao
anual, onde os pesquisadores relatam os principais resultados e avan-
¢os obtidos, no dltimo ano, em seus projetos de pesquisa e de transfe-
réncia de tecnologia em soja, girassol e trigo. Tem como principal obje-
tivo registrar nossa memédria técnica e informar pesquisadores, profes-
sores, assisténcia técnica e demais interessados sobre o andamento
das pesquisas durante a Ultima safra. Muitos desses resultados séo
oriundos de trabalhos em andamento e, portanto, ainda ndo conclusi-
vos. Sendo assim, a utilizacdo das informacgdes contidas nesta publica-
cao deve ser feita com cuidado. As tecnologias prontas para utilizacao
a4 campo sao discutidas em reunides especificas e repassadas para a
assisténcia técnica e para os produtores rurais, como Sistema de Pro-
ducao ou outras publicac8es das séries Documentos ou Circular Técni-
ca, as de carater emergencial sdo divulgadas na forma de Comunicado
Técnico e os resultados de interesse para a comunidade cientifica séo
publicados em revistas periddicas especializadas, de alcances nacional
e internacional.

Para facilitar o manuseio, a publicacdo foi dividida em nove volu-
mes, contemplando os resultados dos projetos de uma area especifica
de conhecimento ou de areas correlatas. O presente volume apresenta
os resultados obtidos em 2002, na area de Microbiologia de Solos.

Jose Renato Boucas Farias

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja






Sumario

1 MAXIMIZACAQ DA EFICIENCIA DA FIXACAO
SIMBIOTICA DQ N, (FBN} EM SOJA PELO AUMENTO
DA COMPETICAO E EFICACIA DA BACTERIA
INOCULADA, EM RELACAQ A NATURALIZADA
N[0 2101 X o TR 7

1.1 Avaliacao de estirpes de Bradyrhizobium, inoculantes
microbianos e métados de inoculacdo, em diferentes
regioes do Brasil (04.2001.340-01) ..., 8

1.2 Compatibilidade de aplicacdo de inoculantes com

defensivos agricolas e micronutrientes
{04.2007.340-02) .o 20

2 ASSOCIACOES MICROBIANAS NA NUTRICAO
NITROGENADA DA SOJA ..., 39

2.1 ldentificacéo de estirpes de Bradyrhizobium
japonicum/B. elkanii mais eficientes e competitivas
para a cultura da soja e avaliacdo das respostas a
reinoculacdo em areas com populacdes
estabelecidas distintas de Brayrhizobium
(04.20071.338-01) i 42

2.2 Desempenho simbidtico de cultivares de soja e
busca de marcadores moleculares relacionados a

fixacao bioldgica do nitrogénio (04.2001.338-02) ........ 59
2.3 Microrganismos associativos promotores do
crescimento de soja (04.2001.338-03} ......ovvvveiinnnnn. 75

3 USO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
MAXIMIZAR A CONTRIBUICAO DOS RIZOBIOS
FIXADORES DE NITROGENIO E DOS FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES: CARACTERIZACAO



DA DIVERSIDADE SOB DIFERENTES MANEJOS
AGRICOLAS E AVALIACAO DAS RESPOSTAS A
INOCULACAD . i, 81

3.1 Diversidade microbiana e de Rhizobium e
Bradyrhizobium em solos cultivados com feijoeiro
e soja sob os sistemas de plantio direto e plantio
convencional {02.2001.327-03} ..cciiiviiiiiin i, 82



MAXIMIZACAO DA EFICIENCIA DA FIXACAO
SIMBIOTICA DO N, (FBN) EM SOJA PELO AUMEN-
TO DA COIVIPETICAO E EFICACIA DA BACTERIA
INOCULADA, EM RELACAO A NATURALIZADA NO
SOLO

N° do Projeto: 04.2001.340 Lider: Rubens José Campo
N° de subprojetos que compdem o projeto: 05

Unidades/Instituictes participantes: Embrapa Soja, Embrapa Cerra-
dos, Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecudéria (FEPAGROY, Cen-
tro de Pesquisa Agropecuaria do Oeste

A soja € uma das leguminesas mais eficientes no processo de fixacéo
do N,. No Brasil, as taxas de fixac@o biolégica tém sido estimadas
entre 70% a 85% do N acumutado pelas plantas, representando fixa-
¢ao de 109 a 250 kg de N/ha. A eficiéncia do processo de fixacdo
biclégica do N, (FBN) depende de vérios fatores inerentes a soja¢ &
bactéria, Fatores fisicos do solo, temperatura, umidade e luz solar,
assim como fatores genéticos e nutricionais ligados a planta, a efici-
éncia e a capacidade das estirpes de competir e formar nodulos ou,
ainda, quaisquer fatores gue possam reduzir a populacdo da bactéria
na semente afetam negativamente a fixagdo do N. Os trabalhos de
pesquisa de soja, no Brasil, tém desenvolvido novas tecnclogias de
cultivo de soja, com aumentos sucessivos de rendimento, implicando
em necessidades crescentes de nitrogénio {N). Niveis de rendimento
de soja de 5000 kg/ha {83 sacos/ha) tém sido obtidos, com bastante
freqUéncia, em trabalhos de pesquisa, comprovando a capacidade
produtiva das cultivares ora disponiveis. Entretanto, em lavouras co-
merciais, raramente a soja produz mais que 4000 kg (86 sacos/ha).
Sistematicamente, tem-se observado que baixos rendimentos de soja
estao relacionados com baixos teores de N nos graos, agravando o
problema do baixo teor de proteina dos graocs destinados & industria
de farelo. Assim, torna-se indispensavel a busca de novas linhas de
pesquisa para aumentar a nodulacao, a eficiéncia da FBN, o rendi-
mento de graos e os teores de proteina nos grios. Nesse contexto,
este projeto, constituido de cinco subpro-jetos, tem os seguintes ob-
jetivos: 1) avaliar e selecionar estirpes de Bradyrhizobium mais efici-
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entes para a FBN, em diversas regides produtoras de soja; 2} determi-
nar a competitividade das estirpes na infectividade e ocupacao dos
nodulos da soja por método soroldgico e PCR; 3) identificar e avaliar
métodos e técnicas alternativos de incculacéo que possibilitem a
maximizagdo do fornecimento de N pelo processo de FBN; 4) desen-
volver e avaliar inoculantes comerciais que favorecam uma maior
populacdo e sobrevivéncia da bactéria sementes, aumentando a
nodulacao e a eficiéncia da FBN; 5} avaliar, entre os inoculantes co-
merciais existentes no mercado, quais sdo os mais compativeis com
os defensivos agricolas e micronutrientes recomendados para a soja,
em aplicacdo conjunta na semente; 6) identificar e avaliar métodos
alternativos de aplicar micronutrientes nas sementes que nas redu-
zam a nodulacdo e a eficiéncia da FBN, aumentando os teores de
proteina e o rendimento de graos.

1.1 Avaliacdo de estirpes de Bradyrhizobium, inoculantes
microbianos e métodos de inoculagio, em diferentes re-
gides do Brasil (04.2001.340-01}

Rubens J. Campo; Mariangela Hungria; Leny M. Miura; Everson Laureto:
Rubson N.R. Sibaldelle; José Z. Moraes; Miguel Pereira de Souza

A reinoculacao da soja properciona o aumento da populacdo da bac-
téria introduzida nas sementes da soja, favorecendo a competicdo da
bactéria introduzida com a naturalizada. Isso proporciona melhor
nodulacdo primaria da coroa do sistema radicular da soja e melhores
fixacdo biolégica do nitrogénio {FBN) do ar do solo e rendimento da
soja. A maior populacdo de células nas sementes pode ser conseguida
pela inoculagdo das sementes com estirpes mais eficientes e compe-
titivas, pelo uso de inoculante de melhor qualidade ou pelo uso de
técnicas de inoculacdo que garantam maior populacdo e sobrevivén-
cia das células nas sementes. Assim, o objetivo do presente trabatho
consiste em: {a) avaliar e selecionar a melhor estirpe de Bradyrhizobium
para compor os inoculantes comerciais, (b} avaliar os inoculantes co-
merciais, e {c) identificar e avaliar técnicas alternativas de inoculacao
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que possam promover um maior nimero de células nas sementes,
melhor nodulacdo e FBN e maiores rendimentos de soja. Os experi-
mentos para atender esses objetivos foram realizados em condicdes
de campo, em blocos ao acaso em seis repeticdes e os pardmetros
avaliados para comparar os diferentes tratamentos foram numeroc e
massa de nédulos secos, teores de N nos grdos, N total nos grdos e
rendimento de graos.

As quatro estirpes em uso nos inoculantes (SEMIA 587, SEMIA 5018,
SEMIA 5078 e SEMIA 5080) foram testadas entre si e comparadas
com os pares eficientes obtidos em estudos anteriores e as testemu-
nhas sem inoculacdo e com 200 kg de N. Visandoc atender o primeiro
objetivo do trabalho, as quatro recomendadas foram testadas isoladas
e também comparadas com as combinagdes SEMIA 587 + SEMIA 5019,
SEMIA 5079 + SEMIA 5080 + SEMIA 587 + SEMIA 5080 e os trata-
mentos testemunhas sem inoculacéo e aplicacdo de 200 kg de N/ha. O
trabalho foi repetido em dois solos de populacdo estabelecida de Lon-
drina, PR {Tabela 1.1) e Ponta Grossa, PR (Tabela 1.2) e em dois solos
sem populacdo estabelecida de Jaciara, MT {Tabela 1.4} e Lucas do
Rio Verde, MT (Tabela 1.3). Em Londrina, a reinoculacdo com as estir-
pes SEMIA 587 + SEMIA 5019 apresentou o melhor rendimento de
graos (3.383 kg/ha), ou seja, 21% a mais que a testemunha com N e
9% superior ao tratamento sem inoculacdo. Em Ponta Grossa, o maior
rendimento foi obtido com o tratamento inoculacdo com a SEMIA 587
{2.089 kg/ha), que foi superior em 12,5% ao tratamento sem inoculagao
e 20,0% ao tratamento com N mineral. Nesse local, todos os trata-
mentos foram afetados por veranico, na época do enchimento de graos.
Os resultados preliminares da safra 2000/01 indicavam efeito positivo
da reinoculagdo com a estirpe SEMIA 5079, nos dois locais. Nessa
safra, a combinacdo SEMIA 587 + SEMIA 5019, apresentou melhor
desempenho que as demais. Nos solos sem populacao estabelecida de
Jaciara e Lucas do Rio Verde, os resultados foram muito prejudicados
pelo excesso de chuva na colheita, mas os resultados de nodulacao
mostram que as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5079 apresentaram
melhor nodulacéo que as demais, SEMIA 5079 e SEMIA 5080.
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TABELA 1.1. Efeito da reinoculacdo da soja, cv. BRS 133, com estripes
de Bradyrhizobium na nodulagdo, N na massa seca da
parte aérea da planta, N total nos grdos e rendimento de
grdos. Experimento conduzido em Londrina, PR, safra
2001/02, em solo LRd com populacdo estabelecida de
Bradyrhizobium {6.2x10* células/g solo). Média de seis
repeticbes. Emhbrapa Soja, 2002,

NN MSN NMSPA N grios Rend.?

Tratamentos Pl mg.p!" mg.pl? kg.ha' kg.ha'
1- Test. sem Inoculacao 8,7 7.8 60,6 188 3103
2- 200 kg N/ha’ 6,7 4,7 60,6 170 2795
3- Semia 587 11,7 13,2 62,8 194 3085
4- Semia 50189 11,3 10,7 61,8 196 3163
5- Semtia 5079 13,3 14,8 64,1 197 3077
B- Semia 5080 13,2 15,0 62,4 197 3168
7- Semia 587 +5019 12,3 14,3 61,6 209 3383
8- Semia 5079 +5080 7.3 7.0 61.0 184 3025
9- Semia 587 + 5080 11,8 14,3 59,3 192 3228
CVi%) 27,5 35,2 2,0 12,2 11.4
DMS{5%)? 2.4 3,3 1.0 19,3 292

' N aplicado 50% na semeadura e 50% 35 apos a emergéncia, fonte uréia;

? diterenga entre medias de dois tratamentos, cujo valor & superior a esses valores, para cada coluna,
indica que cs dais tratamentos sdo diferentes entre si a0 nivel de 5% de probabilidade pelo feste ",
? rendimente corrigido para 13% de umidade.

A qualidade de inoculantes experimentais (Tabela 1.5} e comerciais
{Tabela 1.6} foram avaliados em estudos de laboratério, casa-de-vege-
tacdo e a campo. Em condicdes de laboratorio, foram avaliadas as
populacdes de células em meio agar manitol e seletivo, e a ocorréncia
de contaminantes em meios BDA e agar nutritivo, em casa-de-vegeta-
¢a0, as populacbes de células por método de diluicdo em plantas. Os
inoculantes experimentais Masterfix A e Rhizomax B apresentaram
numero de células em agar manitol, meio seletivo e em plantas inferio-
res ao minimo legal {1 x 10° células/g ou ml inoculante). Os inoculantes
comerciais Nitral Urbana e Gelfix apresentaram populaces de células
inferiores ao minimoe exigido. O inoculante Emerge ndc apresentou
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TABELA 1.2. Efeito da reinoculacéo da soja, cv. BRS 133, com estripes
de Bradyrhizobium na nodulacio, N na massa seca da
parte aérea da planta, N total nos grdos e rendimento de
gréos. Experimento conduzido em Ponta Grossa, PR, safra
2001/02, em solo LRd com populacdo estabelecida de
Bradyrhizobium (4,6x10* células/g solo}. Média de seis
repeticbes. Embrapa Soja, 2002,

NN MSN N MSPA N grios Rend.?

Tratamentos Pl mg.pl” mg.pl"  kg.ha' kg.ha"
1- Test. sem Inoculagéo 13,5 32,6 62,1 1156 1856
2- 200 kg N/ha’ 12,2 20,8 63,6 111 1742
3- Semia 587 13,5 32,5 63,4 133 2089
4- Semia 5019 14,5 270 61,5 102 1646
5- Semia 5079 13,0 28,0 62,5 124 1984
6- Semia 5080 13,0 27.8 63,3 106 1670
7- Semia 587 +5019 14,0 27.8 62,7 123 1956
8- Semia 5079+ 5080 15,6 33.3 62,7 123 1947
9- Semia 587 + H08BO 15,2 32,7 62,4 121 1931
CVi(%) 19,2 22,1 2,8 14,5 13,6
DMS(5%)? 2,2 5,3 1.5 13,9 2093

' N aplicado 50% na semeadura & 50% 35 apés a emergéncia, fonte uréia;

? diferenga entre médias de dois tratamentos, cujo valor € superior a esses valores, para cada coluna,
indica que 0s dois tratamentos a0 diferentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste *1",

3 rendimento corrigido para 13% de umidade.

Bradyrhizobium na diluicdo 105, Similarmente ao ano anterior, diversos
inoculantes turfosos ndo apresentaram niveis de contaminantes dentro
dos padrdes minimos de qualidade, demonstrando que 0s processos de
‘esterilizaco de turfas ainda precisam ser melhorados. A avaliacao da
eficiéncia agronémica a campo foi realizada em solo de Londrina, PR,
com populacio estabelecida de Bradyrhizobium e em solo Jaciara, MT
{Tabela 1.7} e Lucas do Rio Verde, MT (Tabela 1.8) e, sem populacéo
estabelecida de Bradyrhizobium. Em condicbes de solo com populacéo
estabelecida, os inoculantes nao diferiram das testemunhas inoculagao-
padrdo e sem inoculacdo (Tabela 1.9), mas em solo sem populagdo
estabelecida foi possivel diferenciar esses inoculantes. No solo sem
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TABELA 1.3. Efeito da reinoculagdo da soja, cv. vitéria, com estripes de
Bradyrhizobium na nodulagcdo, N na massa seca da parte
aérea da planta, N total nos grdos e rendimento de gréos.
Experimento conduzido em Lucas do Rio Verde, MT, safra
2001/02, em solo sem populacdo estabelecida de
Bradyrhizobium (< 1x10' células/g solo). Média de seis
repeticées. Embrapa Soja, 2002, '

NN MSN N MSPA N grios Rend.?

Tratamentos PI.  mg.pl" mg.pt" kg.ha' kg.ha’
1- Test. sem [noculacdo 6,7 42 63,5 62,0 976
2- 200 kg N/ha' 5,3 40 65,5 50,8 778
3- Semia 587 32,3 109 63,1 68,8 1085
4- Semia 5019 30,5 114 63,6 51,2 802
5- Semia 5079 23,0 59 64,2 44,7 701
6- Semia 5080 20,5 78 64,8 63,5 982
7- Semia 587 + 5019 27,0 73 63.9 50,7 795
8- Semia 5079 + 5080 19,8 89 62,6 43,7 692
9- Semia 587 + 5080 30,2 93 62,8 50,8 gog
CVi{%) 17,6 23.0 2,7 33,8 34,3
DMS(5%)? 3,2 14,7 1.4 15,0 239

' N aplicado 50% na semeadura e 50% 35 apoés a emergéncia, fonte uréia;

2 diferenga entre médias de dois tratamentos, cujo valor é superior a esses valores, para cada celuna,
indica gque 0% dois fratamentos sao diferentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "t";

° rendimento corrigido para 13% de umidade.

populacao estabelecida de Jaciara {Tabela 1.7), somente o inoculante
Turfal C foi igual ao padrdo turfoso e no solo de Lucas do Rio Verde
{Tabela 1.8), os inoculantes Rizolig, Turfal C e Noctin foram iguais ao
padrao turfoso.

Para avaliacdo do terceiro objetive do projeto, dois tipos de estudos
foram realizados. O primeiro consistiu em se comparar o método atual
de inoculacdo, aplicacdo de inoculante turfoso na dose de 160 000/
semente, com diversas populagdes de células de Bradyrhizobium, vari-
ando quantidades de inoculantes e tipos de inoculantes. Esse experi-
mento foi realizado em solos sem populacio estabelecida de Jaciara e
Lucas do Rio Verde. Nas Tabelas 1.10 e 1.11, sfo apresentades os
resultados de nimerc e massa de nddulos secos das combinacées de
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TABELA 1.4. Efeito da reinoculacdo da soja, cv. vitéria, com estripes de

Bradyrhizobiurn na nodulacdo, N na massa seca da parte
aérea da planta, N total nos grios e rendimento de gréos.
Experimento conduzido em Jaciara, MT, safra 2001/02,
em solo LRd c¢om populagido estabelecida de
Bradyrhizobium {< 1,0 x 10" células/g solo). Média de
seis repeti¢cdes. Embrapa Soja, 2002,

NN MSN N MSPA N grios Rend.?

Tratamentos Pl mg.pl" mgpl’ kg.ha' kg.ha'
1- Test. sem lnoculacao 16,7 83 60,0 80 1328
2- 200 kg N/ha' 14,5 57 60,6 81 1513
3- Semia 587 26,56 136 63,4 77 1210
4- Semia 5019 25,7 105 62,0 95 1535
5- Semia 5079 25,5 87 63,7 74 1153
6- Semia 5080 19,2 80 62,3 81 1295
7- Semia 587 + 5019 24,0 96 61,5 85 1384
8- Semia 5079 + 5080 25,3 92 62,4 89 1421
9- Sermia 587 + 5080 24,0 108 59,5 75 1256
CV(%) 24,8 31,6 3,9 29,3 28.6
DMS(5 %} 46 24,4 2,0 20,0 317

"N aplicado 50% na semeadura e 50% 35 apos a emergéncia, fonte uréia;

2 diferenga enlre médias de dois tratamentos, cujo valor & superior a esses valores, para cada coluna,
indica que os dois tratamentos sao diferentes entre si ac nivel de 5% de probabilidade pelo teste '1";

% rendimento corrigido para 13% de umidade.

estirpes utilizadas nos inoculantes. Em Jaciara, houve resposta a
inoculagdo até a dose de 700.000 células/semente, com as estirpes
SEMIA 587 + SEMIA 5019 e, para 1.000.000 de células com as
estirpes SEMIA 5079 + SEMIA 5080 (Tabela 1.10). Em Lucas do Rio
Verde, a resposta a inoculacdo foi até & dose de 700.000 células/
semente para as Estirpes SEMIA 587 + SEMIA 5019 e SEMIA 5079
+ SEMIA 5080. Por outro lado, ficou claro que, em ambos os locais,
300.000 células/semente n&o sfo suficientes para obter nodulacdo
méaxima e, por isso, a recomendacdo técnica de 300.000 células/
semente necessita ser alterada. O outro estudo, com quatro experi-
mentos instalados em Londrina, PR, Avaré, SP, Jaciara, MT e Lucas do
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TABELA 1.5, Nimero de células de Bradyrhizobium por g ou ml de
inoculante obtidos em meios de cultura agar manitol, meio
seletivo e em plantas e nimero de contaminantes obtidos
em BDA e agar nutritivo. Embrapa Soja, 2002.

NMP em .

Inoculantes’ Agar MEI.O BDA Ag-a'r

manitol seletivo nutritivo  plantas
Biomax (L) 3.0x10%  2,8x10% 0,0x10° 0,0x10° 7,8x10°
Bioarts (L) 7.2x10%  7,3x10%  0,0x10® 0,0x10° 4,6x10°
Rizolig (L} 5,7x10%  2,5x10° 0,0x10° 0,0x10° 2,8x10°
Rizolik-plus {L) 5,6x10°  2,7x10° 0,0x10° 0,0x10% 1,7x10°%
Masterfix A (L) 1,7x107  3,0x10° 0,0x10% 0,0x10% 1,3x107
Masterfix B {L) 6,0x10%  6,6x10® 0,0x10° 0,0x10% 1,7x10°
Rhizomax A {L}) 1,5x10% 1,0x10° 0,0x10° 1,3x10"™ 1,9x10Q°
Rhizemax B {L}) 2,0x10" 1,2x107 0Q,0x10° 0,0x10% 1,2x107
Noctin {L} 7.6x10°  6,7x10° 0,0x10° 0,0x10° 3,65x10°
Glycine max (T} 4,6x10° 3,6x10* 0,0x10° 3,6x10% 2,4x10°

" Inoculantes avaliados, sendo gue alguns sac comerciais e outros que esldo em testes de eficiéncia
agronémica para registro junte ac MAPA_ (L) iquido e (T) turfoso.

TABELA 1.6. Numero de células de Bradyrhizobium/ g ou ml de
inoculante obtidos em diferentes meios de cultura e
nimero de contaminantes em inoculantes comerciais.

Embrapa Soja, 2002,
Inoculantes Ag_ar MEI-CI Contaminantes
manitol seletivo
587 +5019 (T} 1,4x108 7,3x107 3,1x10°
5079+ 5080 (T) 1,4 x10° 5.0x107 1,7x10°
Biagro {T} 3,1x10° 6,0x10° 0,0x10°
Biomax (T) 2,0x10° 2,5x10° 0,0x10°
Nitral Urbana (T} 6,0x10° 5,7x10% 1.0x10°%
Nitral Urbana (T) 1,0x107 5,0x107 1,6x10®
Emerge (PM) 0,0x10°8 0,0x10° 0,0x10°
Gelfix {L) 2,8x107 3,4x108 3,2x10°
Gelfix (L) 2,4x108 5,2x107 1,6x10°
Cell Tech (L) 4,0x109‘ 3,2x10° 0,0x10°
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TABELA 1.7. Efeito da inoculagdo da soja, cv. Vitdria, com diferentes
inoculantes no nidmero de nddulos obtidos em solos de
primeiro ano de cultivo em Jaciara, MT, safra 2001/02.
Resultados médios de seis repeticdes. Embrapa Soja,

2002.
MSN N N grios Gréos
Tratamentos NN./pl mglpl.  glkg kg/ha k/ha
Sem inoculagio 5,8 47,2 59,3 62,8 1062
IP + 200 kg N/ha 1,8 10,3 69,4 57,2 962

IP 300 000 {587 +5019)? 19,7 108,3 58,9 65,2 1107
IP 300 000 {5079 +5080)° 13,2 74,3 59,6 68,0 1138

Inoculacio padrao (IP)’ 23,7 88,7 60,1 77,7 1298
| com Masterfix A (L} 6,3 45,5 58,7 57,7 285
I com Masterfix B {L) 7,2 59,5 59,3 54,8 929
I com Rizolig (L} 7.8 59,56 59,6 57.3 968
| com Rizopack (L} 7.8 61,5 57,1 61,5 1069
I com Turfal A (L} 7.2 52,8 56,5 73,0 1293
[ com Turfal B (L) 6,8 67,2 58,1 63,2 1093
| com Turfal C (T) 20,2 95,0 59,7 74,5 1268
| com Noctin (L) 9.8 64,2 62,7 63,8 1015
| com Biomax {L) 8,6 51,3 62,6 62,0 980
| com Bioarts (L) 6,0 49,3 62,0 75,5 1215
CV (%) 25,0 28,7 2,5 35.8 36,1
DMS {5%) 2,0 14,3 1,2 18,6 316

! Aplicagao de 200 kg na forma de uréia, sendo 50% na semeadura e 50 aos 35 apos emergéncia;

2 300 ml de agua agucarada {10%) mais de inoculante turfoso: BC.000/semente da SEMIA 587 (populagio
de 3,0 x 10%) mais BO.000 celulas/semente da SEMIA 5018 (populagao de 2,1 x 10%);

% 300 mf de dgua agucarada (10%) mais de inoculants turfoso: 80.000 células/semente da SEMIA 5079
{populagao de 4,3 x 10% mais 80.000 células/semente SEMIA 5080, {populagao de 3,8 x 108,

* 300 ml de agua agucarada {10%) mais 500g/50 kg de semente de inoculante turfoso, composto das
estirpes SEMIA 5079 (populag3o de 4.3 x 10%) e SEMIA 5080 (populagio de 3,8 x 10%);

s diferenga entre médias de dois tratamentos, cujo valor & superior a esses valores, para cada coluna,
indica que os dois tratamentes sdo diterentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "t*.

Rio Verde, MT, teve o objetivo de comparar o método de inoculagao
atual, aplicacdc de inoculante turfoso nas sementes com e sem
fungicidas e micronutrientes com a aplicacfio de doses de inoculante
liguido no sulce de semeadura. Em Avaré e Londrina, as aplicacdes do
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TABELA 1.8. Efeito da inoculacdo da soja, cv. Vitéria, com diferentes
inoculantes no nimero de ndédulos obtidos em solas de
primeiro ano de cultivo de Lucas do Rio Verde, MT, safra
2001/02. Resultados médios de seis repeticdes. Embrapa

Soja, 2002.
- MSN N N grios Graos
Tratamentos NN./pl mg/pl.  glkg kg/ha k/ha
Sem inoculacio 8,2 47,8 60,5 51,5 849
IP + 200 kg N/ha 6.0 20,8 61,7 41,2 672

IP 300 000 {587 +5019)* 24,5 80,0 60,6 50,0 826
IP 300 000 (5079 +5080)® 17,8 36,8 60,0 49,8 830

Inoculagdo padrao {IP)' 23,0 48,3 60,6 55,3 910
I com Masterfix A (L) 13,8 44,3 60,1 34,2 70
| com Masterfix B (L} 15,0 68.5 60,6 56,2 a31
I com Rizolig (L} 23,5 57,0 61,8 41,5 673
| com Rizopack {L) 18,8 46,5 60,8 58,3 959
| com Turfal A {L) 10,7 41,2 59,5 42,2 711
| com Turfal B (L) 10,8 38,0 59,6 31,3 h2h
| com Turfal C (T} 22,7 68,3 60,8 69,3 1133
| com Noctin (L} 26,0 75,0 60,9 52,2 855
| com Biomax {L) 14,0 48,0 59,3 47,5 784
| com Bioarts (L) 19,2 72,7 59,8 44,7 748
CV {%) 15,7 23,0 2,5 33,2 33,2
DMS (5%) 21 97 1,2 128 212

' aplicagao de 200 kg na forma de uréia, sendo 50% no ptantio e 50 aos 35 apés emergéncia,

? 300 ml ge agua agucarada (10%) mais de inoculante turloso: 80.000/semente da SEMIA 587 (populagao
de 3,0 x 10°) mais 80.000 células/semente da SEMIA 5019 {pcpulagdo de 2,1 x 10%;

® 300 ml de agua agucarada (10%) mais de inoculante turfoso; 80.000 células/semente da SEMIA 5079
{populagdo de 4.3 x 10™ mais B0 000 células/semente SEMIA 5080, (populacgédo de 3.8 x 10%);

*300 ml de agua acucarada (10%) mars 5009/50 kg de semente de ingculante turfoso composto das
estirpes SEMIA 5079 (populagio de 4,3 x 10%) e SEMIA 5080 {populagao de 3,8 x 10%;

dlferem;a entre medias de dois tratamentos, cujo valor é superior a esses valores, para cada coluna, indica
que os dois tratamentos s3o diferentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "t".

inoculante liquido e a semeadura foram feitas com maguinas adapta-
das e, em Jaciara e Lucas do Rio Verde, a aplicacdo do inoculante
liquido foi feita por pulverizador costal e a semeadura manualmente.
Em solo de Londrina, com populacéo estabelecida de Bradyrhizobium
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TABELA 1.9. Efeito da inocula¢io da soja, cv. BRS 133, com diferentes
inoculantes no ndmero de nédulos obtidos em solo de
Londrina, PR, com populacio estabelecida de
Bradyrhizobium, safra 2001/02. Resultados médios de
seis repeticbes. Embrapa Soja, 2002.

MSN N N grios Gréos

T .
retamentos NP moipl. _gikg- kghha  kiha
Sem inoculacao 12,5 11,0 56,6 202 3572
IP + 200 kg N/ha' 8,3 6,3 57,1 212 3706

IP 300 000 {687 +5019)° 10,5 10,0 57.8 208 35956
IP 300 000 (5079 +5080)° 11,0 11.3 57.8 204 3524

Incculagdo padrdo {IP)* 11,3 12,0 54,5 193 3542
| com Masterfix A (L) 9,8 10,0 55,6 192 3453
| com Masterfix B (L) 10,5 10,8 55,5 203 36569
| com Rizolig (L} 13,0 11,8 55,5 192 3446
| com Rizopack (L} 10,2 9,3 55,5 201 3623
i com Turfal A (L) 10,5 10,0 55,6 206 37056
| com Turfal B (L) 11,2 11,3 55,4 202 3644
| com Turfal C (T) 12,8 13,7 56,7 197 3471
I com Noctin (L) 14,2 15,0 55,7 201 3610
I com Biormax (L) 10,8 11,5 63,0 2156 3408
| com Bioarts {L} 11,8 11,0 61,5 218 3549
CV {%} 16,4 28,8 2,4 5,9 5.3
DMS {5%)° 1.5 2,6 1,1 9,5 151

' Aplicagao de 200 kg na forma de uréia, sendo 50% na semeadura e 50 aos 35 apos emergencia,

2 300 ml de agua agucarada {10%) mais de inoculante turfoso: 80.000/semente da SEMIA 587 (popuiagio
de 3,0 x 10%) mais 80.000 células/semente da SEMIA 5019 (populagdo de 2,1 x 10%;

% 300 ml de agua a",:ucarada (10%) mais de inoculante turfoso: 80.000 células/semente da SEMIA 5079
{populagdo de 4,3 x 10% mais 80.000 células/semente SEMIA 5080, {populagao de 3.8 x 10%);

4300 ml de &gua agucarada (10%) mais 500g/50 kg de semente de inoculante turfoso composte das
estirpes SEMIA 5079 (populagdo de 4.3 x 10" e SEMIA 5080 (populagic de 3.8 x 10%;

°s diferenca entre medias de dois tratamentos, cujo valor superior a esses valores, para cada coluna,
indica que os dois tratamentos s3o diferentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste 't

de {6,2 x 10* células/g solo), a melhor dose de inoculante aplicada por
aspersao no sulco de semeadura foi a de 1.200 ml, com o uso de
sementes tratadas com fungicidas e micronutrientes, apresentando
resultados similares a testemunha “inoculag@o padrdo” com 500 g de
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inoculante (Tabela 1.12). Em soclo de Avaré, SP, sem populacio
estabelecida de Bradyrhizobium (populagdo inferior a 0,0x102 células/g
solo}, a maior dose inoculante aplicada por asperséo {1.200 ml) apre-
sentou nodulagdo de graos inferior ao padrdo turfoso de 500 g de
inoculante por 50/kg de semente {Tabela 1.13). No solo de Jaciara,
MT, sem populacédo estabelecida de Bradyrhizobium {populacio inferi-
or a 0,6 x 10? células/g solo), a nodulacdo com o inoculante turfoso
padrio foi equivalente & nodulacdo com a aplicacado de 1.200 ml de
inoculante liquido no sulco de semeadura, com as sementes tratadas
com fungicidas e micronutrientes (Tabela 1.14). No solo de Lucas do
Rio Verde, MT, sem populacdo estabelecida de Bradyrhizobium {popu-
lacao inferior a 1,0 x 10" células/g solo}, a nodulacdo com o inoculante
turfoso padréo foi eguivalente a nodulagdo com a aplicacdo de 1.200
ml de inoculante liquido no sulco de semeadura, com as sementes
tratadas com fungicidas e micronutrientes {Tabela 1.15}. Os demais
parametros avaliados, N total nos grdos e rendimento de grios, nao
diferiram entre si. Esses resultados indicam ser possivel substituir a
aplicacdo tradicional de inoculantes nas sementes pela aplicacio do
inoculante no sulco de semeadura com sementes que receberam
fungicidas e micronutrientes. Entretanto, isso implica em aumentar a
dose de inoculante de quatro a seis vezes. Estudos adicionais sao ne-
cessarios para avaliar a viabilidade econémica dessa pratica.

P
T e

1.2 Compatibilidade de aplicacio de inoculantes com defensi-
vos agricolas e micronutrientes (04.2001.340-02)

Rubens J. Campo; Mariangela Hungria; Everson Laureto; Leni Mieko Miura:
Rubson Natal R. Sibaldelli; José Zuca Morais; Miguel Pereira de Souza

O cultivo sucessivo da soja e a sua expansio para diversas regides do
Brasil implicam em maior uso de fungicidas, inseticidas e micronutrientes
nas sementes da soja junto com a inoculacéo. Por outro lado, sucessi-
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vos incrementos na sua produtividade, implicam também no aumento
da demanda de nitrogénio (N) pela planta, que é o nutriente gue ela
mais necessita. A principal e mais barata fonte de N para a soja € a
fixacdo biolégica do N atmosférico {N.} por simbiose e, conseqlente-
mente, torna-se importante melhorar a sua eficiéncia. A eficiéncia da
fixagdo biologica do N, (FBN) atmosférico do solo depende de uma
série de fatores inerentes a bactéria e a planta. Dentre esses, € sabido
que, ao aumentar a populagéo de células viaveis da bactéria na semen-
te, através da inoculacdo, aumenta-se a ocorréncia de nédulos na co-
roa do sistema radicular da soja, onde os nddulos possuem maior efici-
éncia de FBEN.

0 método atual de inoculacao das sementes de soja consiste na aplica-
cdo do inoculante as sementes, logo apés os fungicidas, o0s
micronutrientes Co e Mo e os inseticidas. Isso tem causado redugdo do
namero de células nas sementes, que podem estar causando reducao
na nodulacdo e na FBN. Essa reducdo depende do tipo do inoculante,
do fungicida, do inseticida e dos produtos gue contém os micronutrientes
Co e Mo. Atualmente, existe no mercado uma diversidade muito gran-
de de produtos fungicidas, inseticidas, micronutrientes e inoculantes.
Entretanto, pouco se conhece dos seus efeitos toxicos sobre a bacte-
ria. Assim, este trabalho tem o objetivo de conhecer a intensidade dos
efeitos toxicos dos diferentes fungicidas, inseticidas e micronutrientes
sobre a bactéria, quando aplicados isoladamente e em conjunto nas
sementes e o de buscar alternativas de aplicacdo desses produtos, de
forma que ndo reduzam a populacdo da bactéria nas sementes e, por
conseqiiéncia, a eficiéncia de FBN. No caso especifico de micra-nutri-
entes, serdo efetuados estudos com métodos alternativos de aplicagdo
. do Mo e Co via foliar e do Mo por sementes enriquecidas em Mo, bem
como da validacdo do uso de sementes ricas em Mo, em diversas
lavouras de soja.

Os diferentes principios ativos recomendados para a soja, de fungicidas,
inseticidas e as diferentes fontes de micronutrientes foram testados
isoladamente e em conjunto, para compatibilizar o seu uso com 08
diferentes tipos de inoculantes. A aplicacdo dos produtos fungicidas,
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inseticidas e micronutrientes nas sementes foi imediatamente antes da
inoculacdo. As sementes tratadas e inoculadas foram semeadas em
solos com e sem populacdo estabelecida, para determinacdo da sobre-
vivéncia da bactéria a campo para avaliacdo da nodulacio e da eficién-
cia da FBN.

1.2.17 Micronutrientes

Em solos sem populacédo estabelecida de Jaciara e Lucas do Rio Verde,
MT, avaliou-se o efeito da aplicacdo dos produtos nas sementes sobre
a nodulagao e, em Londrina, PR, em solo com populacdo estabelecida,
avaliou-se a eficiéncia da aplicacdo dos produtos nas sementes e por
pulverizacdo via foliar {V4) sobre o rendimento de grdos. Os
micronutrientes utilizados foram: CoMofix, Ubifol, Grap 180 JE, Nodulus,
CoMo, Comosol 2000, Néctar, Biocrop, CoBaMol, Rizemicro, Glycimol
e Comosol BR4, CoMol HC e CoMol HC cerrado, todos aplicados na
dose recomendada. As testemunhas utilizadas foram: NaMoO, na dose
de 20g de Mo/ha mais CoCl, na dose 2,5 g/ha, aplicados vias semente
e foliar e os "tratamentos controles” sem inoculacao, inoculacio pa-
drdo {IP) e com 200 kg/ha de N. Os produtos CoMofix, Comossol 2000,
Biocrop, Rizomicro Comosol BR4, em Jaciara, e CoMofix, Biocrop,
Comosol BR4 e CoMol HC, em Lucas do Rio Verde, foram os produtos
que menos reduziram nodulagdo, nimero e massa de nédulos secos
(Tabela 1.16). Em Londrina (Tabela 1.17), em &rea com populacéo
estabelecida, os produtos que apresentaram os melhores rendimentos
quando aplicados nas sementes foram (a) Comosol BR4, Biocrop e
Glycimol, {b} foliar Comosol BR4, Grap 180, Biocrop e CoMol BC e na
média dos dois métodos de aplicaco, {c}) Comosol BR4, Biocrop,
Glycimol, e Grap 180. Além dos efeitos do Mo na nodulacio, os efeitos
de duas fontes de cobalto foram avaliados. Em solo sem populagdo
estabelecida da bactéria, Jaciara (Tabela 1.18), as duas fontes de Co,
sulfato e cloreto, reduziram a nodulagdo quando aplicados nas semen-
tes e ndo reduziram guando aplicados via foliar. Em solo de populacdo
estabelecida de Londrina {Tabela 1.18), somente o Cloreto de Co, apli-
cacdo foliar, apresentou efeito positivo sobre o rendimento de grios.
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TABELA 1.16. Efeito da aplicacdo de micronutrientes nas sementes de
soja, cv Conguista, juntamente com inoculante no N° e
massa de nddulos secos. Experimento conduzido em
Jaciara e Lucas do Rio Verde, MT, em solos sem popu-
lacdes estabelecidas de Bradyrhizobium. Embrapa Soja,

2002,
Jaciara Lucas do
Tratamento Rio Verde
N° MSN/mg N° MSN/mg

01 = Sem Incculagio 11 56 9 37
03 = IP + 200Kg N2 16 K3 15 34
03 = IF? 27 118 29 66
04 = SI+Co + Mo® (semente) 13 66 10 41
05 = IP+Co + Mo (semente) 22 95 27 58
06 = IP+Co + Mo {foliar} 24 94 28 62
07 = IP+CoMofix (Nitral Urbana) 25 114 29 59
08 = IP+ Ubifol 24 96 27 55
09 = IP+ Agrocete (Grap 180 JE} 22 o4 27 61
10 = IP+ Nodulus (Bic Soja) 12 59 26 64
11 = IP+CoMo (Stoller) 19 85 24 61
12 = IP+ Comosol 2000 (Nutriplant) 27 111 27 59
13 = IP+ Nectar {Miroguimica) 11 64 19 48
14 = |P+Biocrop {Microquimica) 22 110 28 78
15 = [P+ CoBaMol (RCN-agro) 18 93 24 b4
16 = IP+Rizomicro 21 116 22 40
17 = IP+ Glycimol 20 93 26 59
18 = IP+Comosol BR4 24 106 28 63
19 = |IP+CoMol HC (Basf) 23 a9 28 65
20 = IP+ CoMol HC cerrado {Basf) 20 101 25 63

CV (%)

. DMS (5%)*

' 300 ml de agua agucarada mais 5009 {por 50 kg de semente) de inoculante turfaso, contendo as estirpes
SEMIA 587 + SEMIA 5019, com populagao de células de 1,7 x 10'° por grama de inoculante;

2 N aplicado na fonte Uréia, sendo 50% no plantio & 50% em cobertura aos 30 DAE;

? as fomes dos micronutrientes usadas foram CoCly 6HO e Na,MoC,.2H.0, nas doses de 2.5 gdeCoe 20
g de Mo por ha {75 kg de semente),

4 DMS - Diterenga entre médias de dois tratamentos, cada um com seis repetigBes, cujo valor & superior
aos valores dessa linha, para cada coluna, indica que os tratamentos sac dilerentes entre si 2o nivel de
5% de probabliidade pelo teste “t",

¥ rendimento corrigido para 13% de umidade.
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TABELA 1.17. Efeito da aplicacdo de micronutrientes de diversos pro-
dutos comerciais aplicados via foliar e semente, sobre o
rendimento de grdos de soja {kg/ha), cv. BRS 133. Ex-
perimento conduzido em Londrina, em solo com popula-
cdo estabelecida de Bradyrhizobium. Embrapa Soja.

2002,

Tratamento Semente CI* Foliar Cl Média
01 = Sem Inoculacao - - 2824
0z = 1P - - 3168
03 = IP+200kg N? - - 3499
04 = IP+Co + Mo? 3181 3302 3242
05 = IP+ CoMofix (Nitral Urbana} 3256 3426 3341
06 = IP+ Ubifol 3436 3321 3379
07 = IP+ Agrocete (Grap 180 JE) 3336 35882 3462
08 = IP+ Nodulus (Bio Soja} 3045 3394 3220
09 = IP+CoMo (Staller) 3445 3420 3433
10 = IP+ Comosol 2000 (Nutriplant} 32b4 3233 3244
11 = IP+ Nectar {Miroquimica) 3439 3290 3365
12 = IP+ Biocrop (Microquimica) 3b15H 2 35263 3521
13 = IP+ CoBaMol (RCN-agro) 32862 3316 3289
14 = 1P+ Rizomicro 3450 3437 3444
15 = IP + Glycimol 3508 3 3425 3467
16 = IP+Comosol BR4 35421 3603 1 3573
17 = IP+ CoMol HC (Basf) 3378 35124 3445

18 = IP+CoMol HC cerrado {Basf} 3259 3251 32565

' 300 ml de Agua agucarada mais 500g (por 50 kg de semente) de inoculante turfoso, contendo as estirpes
SEMIA 587 + SEMIA 5019, com populagdo de célutas de 1,7 x 10" por grama de inoculante;

2 N aplicado na fonte Uréia, sendo 50% no plantic e 50% em cobertura aos 30 DAE;

* as fontes dos micronutrientes usadas foram CoCly.6H,0 & Na,;MoQ:.2H,0, nas doses de 25 gde Co e
20 g de Mo por ha (75 kg de semente). As demais fortes de Mo foram calculadas para 20 g de Mo/ha;

* Cl. - classificagdo.

1.2.2 Fungicidas

Trabalhos anteriores mostraram que a aplicacao conjunta de inoculante
com fungicidas nas sementes reduz a nodulagdo e a FBN. Esses resul-
tados mostraram que, dos fungicidas recomendados para a cultura da
soja as combinagbes Carboxin + Thiram, Difenoconazole + Thiram,
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TABELA 1.18. Efeito da aplicacdo de 2,5 g de Co na semente sobre a
nodula¢io e o rendimento de grdos de soja em dois tipos
de solo, Londrina com populacdo estabelecida e Jaciara
sem populacido estabelecida. Londrina, PR. Embrapa

Soja, 2002.

Londrina Jaciara i
Tratamento N.° Rend. N Rend.
. nodulos kg/ha® nédulos kg/ha®
Inoculagdo Padrdo {IP)' 17,2 3349 26,7 1294
IP+ Co {Cloreto de Co} 17.0 3295 15,0 1250
S|+ Co (sulfato de Co) 15,3 3155 22,0 1197
IP + Co {foliar aos 30 D fonte 1) 18,3 3405 25,3 1299
IP+ Co (foliar aos 30 D fonte 2) 16,5 2961 25,7 1056

CV (%) 20,1 10,7 18,6 23,2

DMS (5%}? 2,9 294 3,6 241

eI

' 300 ml de 4gua agucarada mais 500g {por 50 kg de semente) de inoculante turfoso, contendo as estirpes
SEMIA 5079+ SEMIA 5080, com populagio de 1,4 x 107 célulasig de inoculante,

2 DMS - Diferenga entre médias de dois tratamentos, ¢ada um com seis repeticdes, cujo valor é superior
aos valores dessa linha, para cada coluna, indica que os tratamentos sac diferentes entre si 2o nivel de
5% de probakilidade pelo teste 17

? rendimento corrigido para 13% de umidade.

Thiabendazole + Tolylfluanid, Carbendazin + Thiram e Carbendazin +
Captan foram as menos tdxicas. Na pratica, os produtores de soja
utilizam os fungicidas isoladamente ou em aplicagfes anteriores & se-
meadura, embora a recomendacao de fungicidas seja contato +
sistémico, por ocasido da semeadura. Por isso, o objetivo deste traba-
lho foi avaliar os efeitas, em conjunte e isoladamente e, quando em
conjunto, aplicados 15 dias antes da semeadura, na nodulagdo, no
potencial de FBN e na emergéncia das plantulas a campo. Nesta safra,
os experimentos foram realizados em dois ambientes, Jaciara e Lucas
do Rio Verde (Tabela 1.19)}. Os fungicidas foram aplicados nas semen-
tes, conforme as doses recomendadas. Em Jaciara, o Unico tratamento
que ndo reduziu o nitmero de nédulos foi o Carboxin e véarios deles nao
afetaram a massa seca de nodulos. Entretanto, somente os tratamen-
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tos Carbendazin + Thiram e Carboxin + Thiram, aplicados 15 dias
antes da semeadura, apresentaram emergéncia & campo superior a
testemunha sem inoculacdo. Em Lucas do Rio Verde, todos os trata-
mentos reduziram o nlimero de nédulos e os tratamentos Difenoconazole,
Thiram, Tolylfluanid, Difenoconazeole + Thiram e o tratamento
Difenoconazole + Thiram, aplicade 15 dias antes da semeadura, fo-
ram 0s Unicos gque ndo reduziram a massa de nédulos. Por outro lado,
somente os tratamentos Carboxin + Thiram e Carbendazin + Thiram,
aplicado 15 dias antes da semeadura, foram eficientes e apresentaram

emergéncia a campo superior & testemunha inoculacdo-padrao.

1.2.3 Inseticidas

A monocultura da soja ou a simples sucessao soja-trigo, em sistema de
semeadura direta, reduz o controle de insetos de solo de forma natural
e aumenta a ocorréncia do inseto Sternechus subsignatus. A larva des-
se inseto, para se alimentar, raspa e desfia o caule da soja. Se ela
ocorrer no inicio do estadio vegetativo, a planta é totalmente destruida.
Assim, além do controle quimico e do manejo integrado com rotacao
de culturas para contrele do inseto, o tratamento de sementes com
inseticida passou a ser usado pelos agricultores com bastante sucesso.
Entretanto, pouco se conhece dos efeitos que esses produtos possam
estar causando a fixacéo biolégica do nitrogénio {(FBN). Desse mado, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdc conjunta de
inseticidas e inoculante na FBN com a cultura da soja. Os experimentos
foram instalados em blocos ao acaso em seis repeticoes, em solos sem
populacao estabelecida de Bradyrhizebium de Jaciara e Lucas do Rio
verde, MT. Foram avaliados os inseticidas Standak, Cruiser e Gaticho,
todos na dose recomendada. Em Jaciara {Tabela 1.20) o inseticida
Cruiser afetou o namero e os inseticidas Cruiser @ Gadcho afetaram a
massa de nddulos secos. Em Lucas do Rio Verde, os inseticidas Cruiser
e Gadcho reduziram a massa de nodulos mas, juntamente com o
Standak, ndo houve essa reducdo. Os demais pardmetros ndo foram
avaliades em funcdo dos problemas de excesso de chuva na colheita.
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1.2.4 Interacdo inoculante, micronutriente, fungicida e inseticida

Logicamente que seria impossivel estudar interagcdes entre todos esses
fatores. Entretanto, algumas foram testadas, na safra 2001/02, em
solos sem populacdo estabelecida de Jaciara e Lucas do Rioc Verde, MT
{Tabela 1.22). A aplicac@o do inoculante turfoso {A1} aumentou o0 ni-
mero de nédulos de 9,7 nddulos para 29 ndédulos, em Jaciara, e de 8
para 27,8, em Lucas do Rio Verde, e a aplicacdo do inoculante liguido
{A2) aumentou o numero de nadulos 9,7 para 22,8, em Jaciara, e de
8,0 para 14,5 nédulos, em Lucas. De modo similar, aumentou-se, para
esses mesmos tratamentos, a massa de nédulos secos. Ao comparar
os dois inoculantes {A1 e A2}, verifica-se, em Lucas do Rio Verde, que
o inoculante turfoso teve desempenho bem superior ao inoculante li-
quido utilizado. A aplicac8o do inoculante turfoso com os micronutrientes
(Mo + Co) na forma de sal (A1 + B2) e de um produte comercial {A1
+ B3) mostrou que, em Jaciara, o produto comercial afetou a nodulagao
e, em Lucas, nenhuma das formas de aplicar micronutriente nas se-
mentes (sais ou produto comercial) afetaram a nodulacdo. Quando o
inoculante liquido foi utilizado {A2 + B2 e A2 + B3) no solo de Jaciara,
foram os sais que reduziram a nodulacdo e no solo de Lucas nenhum
dos produtos reduziu a nodulagdo, quando em comparagio com a apli-
cacdo dos micronutrientes foliar aos 30 DAE (A1+B1) e {(AZ+B1),
respectivamente para inoculante turfoso e liquido. Quando, além dos
micronutrientes {B2 e B3) aplicaram-se os fungicidas Carboxin + Thiram
{ C} antes da inoculacao com o inoculante turfoso, a reducdo do nume-
ro de nédulos foi significativa para as trés formas de aplicagédo de
micronutrientes para os solos de Jaciara e Lucas. Por outro lado, a
massa de nddulos nao foi afetada quando os micronutrientes foram em
‘aplicacao foliar, aos 30 DAE {A1 + B1 + C), e quando utilizou-se um
produte comercial como fonte de micronutrientes aos invés dos sais,
tratamento (A1 + B3+ C}, em comparacdo com o tratamento (A1 +B1}.
Distintamente da safra anterior, quando, além dos fungicidas, aplicou-
se o inseticida Standak nas sementes antes da inoculacdo com ©
inoculante turfoso, houve reducdo do niumero de nédulos nos dais so-
los, independente da fonte e da forma de aplicagdo dos micronutrientes.
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TABELA 1.22. Efeito da aplicacdo de micronutrientes, fungicidas, inse-

ticidas e da inoculacéo da soja, cv conguista, na nodula-
cdo (numero e massa seca)l, N total nos grdos e rendi-
mento de gridos. Experimento conduzido em solos sem
populacao estabelecida de Jaciara e Lucas do Rio Verde,
MT, safra 2001/02. Média de seis repeticdes. Embrapa
Soja. 2002.

Jaciara Lucas do Rio Verde
Tratamentos
N°N/pl. MSN {mg/pl.}  N°N/pl. MSN {mg/pl.)
Sem inoculacéo 9,7 61 8,0 44
A1 + 200 kg N/ha 15,7 60 22.0 b1
Al + B1 29,0 108 27.8 65
Al + B2 26,2 103 27,2 59
Al + B3 23,7 80 30,5 42
A2 + B1 22,8 88 14,5 55
A2 + B2 24,3 89 11.8 36
AZ + B3 25,8 101 11,2 37
Al +B1 + C 24,5 102 16,5 47
Al + B2 + C 23,0 20 10,7 27
Al + B3 +C 22,7 101 16,3 42
Al +B1 +C+ D 20,3 80 16,8 49
Al + B2 +C + D 16,8 78 13,0 58
Al + B3 +C+ D 16,8 70 14,8 38
Ccv 24,6 22,8 26,3 48,1
DMS {5%)' 4,3 16,1 3,7 18,2

At Inoculante padrae turfoso na dose de 500 g/S0 kg semente.
A2, Inoculagao com Cell Tech na dose 150mI/50 kg semente.

B1. Co + Mo, aplicados foliar acs 30 DAE na dose de 2,5 g de Co, fonte CoCl, .6H, 0 e 20,0 g de Ma na
fonte Na; MoQ, .2H:0;

B2. Co + Mo aplicados nas sementes na mesma dose e fonte de B1;

B3. Co + Mo de uma fonte comercial, aplicados nas sementes na mesma dose de B1;
C. Fungicidas: Carbexin + Thiram, aplicados na dose recomendada nas sementes;
D. Inseticida: Standak, na dose 200 ml/50 kg semente;

! Diteren¢a entre medias de dois tratamentos, cujo valor € superior a esses valores, para cada coluna,
indica que os dois tratamentos sao diferentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "t

? rendimento corrigido para 13% de umidade.
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De acordo com os resultados apresentados, & medida que se adiciona
mais produtos nas sementes ocorre reducdo na nodulacdo, mesmo
guando os micronutrientes sdo aplicados via foliar aos 30 DAE, mos-
trando assim que fungicidas e inseticidas, juntos, devem ser evitados.

1.2.5 Efeito do uso de sementes ricas em Mo na fixacdo bicldgica
do N e rendimento da soja

As cultivares de soja BRS 133 e BRS 183, enriquecidas ou nao com
Mo, foram avaliadas para determinar a necessidade adicional de aplica-
¢do de Mo {20 g Mo/hal, nas sementes ou foliar. foram avaliadas a
campo com os tratamentos sem adicdo de Mo e com aplicacado de 200
kg de N/ha. O Co, dose de 2,5 g/ha, foi aplicado via foliar em todos os
tratamentos. De modo geral, a aplicacao adicional de Mo, via semente
ou foliar, aumentou o rendimento da soja, independentemente dos teo-
res de Mo que a semente possuia {Tabela 1.23). As sementes ricas em

TABELA 1.23. Efeito do uso de sementes ricas em Mo e de aplicagbes
complementares de Mo, no rendimento de griaos de soja,
cv BRS 133 e BRS 154. Embrapa Soja, 2002.

BRS 133’ BRS 1832
Tratamento o £ B bl wa ¢ e s e Al e 3 aolf Lo - DL AR 100 R R
1- 1P 3334 3484 3084 3057
2 -IP + Mo, semente {20g) 3541 36564 3223 3162
3-IP + Mo, foliar {20g) 3415 3423 3162 3260
4-P+ 24+ 3 3440 3529 3080 3200
5-1P + Mo, foliar {10g) em V4 3378 3527 3165 3168
6 - 1P + Mo, foliar (10g) em R1 3406 3597 3036 3077
7-P+5+ 86 3443 3531 3067 30563
8-IP+2+5 3663 3476 3168 3232
9-IP+2+5+6 3602 3602 3118 3207
10 - IP + 200 kg de N 3603 3668 3297 3272
Média 3473 3539 3138 3170

' Sementes de soja BRS 133 com 7 ngMo/g semente (P} e com 91 pgMo/g semente (R).
? Sementes de soja BAS 153 com 24 ugMo/g semente (P) & com 87 pgMorg semente (R).
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Mo (BRS 133, 91 ugMo/g semente ¢ BRS 183, 87 ugMo/g semente,
apresentaram ligeiros aumentos de rendimento em relacdo as semen-
tes pobres em Mo, BRS 7 ugMo/g semente e BRS 183 24 ugMo/g
semente. Esses aumentos ndo foram tdo significativos, como nas sa-
fras anteriores, porque as sementes pobres utilizadas apresentaram
altos teores de Mo, especialmente a BRS 183.



= ASSOCIACOES MICROBIANAS NA NUTRICAO
NITROGENADA DA SOJA

I

N° do Projeto: 04.2001.338 Lider: Mariangela Hungria
N°® de subprojetos que compdem o projeto: 06

Unidades/Instituicdes participantes: Embrapa Soja, Embrapa Trigo,
Embrapa Agrobiclogia

A soja (Glycine max) pode suprir suas necessidades de N pelo pro-
cesso de fixagéo bioldgica do nitrogénio atmosfeérico (N,), realizado
pela simbiose com bactérias pertencentes as espécies Bradyrhizobium
japonicum e B. elkanii. Com os novos patamares de produtividade
atingidos pela cultura no Brasil, porém, torna-se necessario desenvol-
ver diversas linhas de pesquisa para incrementar os niveis de fixacao
biologica encontrados atualmente. Nesse contexto, este projete reu-
ne as instituicdes Embrapa Soja, Embrapa Trigo e Embrapa Agrobiologia
para desenvolver projetos em algumas dessas linhas de pesquisa. Em
relagdo a avaliacdo da reinoculacdo em &reas com populacdes
estabeiecidas de Bradyrhizobium, em 2000/01, no subprojeto
04.2001.338.01 (“identificacdo de estirpes de Bradyrhizobium
Jfaponicum/B. elkanii mais eficientes € competitivas para a cultura da
soja € avaliacdo das respostas & reinoculacio em areas com popula-
cdes estabelecidas distintas de Brayrhizobium”), coordenado pela Dra,
Mariangela Hungria, da Embrapa Sojal, foram conduzidos nove expe-
rimentos, nos sistemas de semadura direta (SD) e convencional (SC),
em solos com no minimo 10° células g de solo, em Londrina e Ponta
Grossa {PR) e Jaciara (MT), com tratamentos que incluiram, além da
inoculagdo, controles nao inoculades, recebendo ou nao fertilizantes
nitrogenados. A reinoculacdo aumentou significativamente o rendi-
mento no MT, indicando a necessidade desse procedimento, particu-
larmente em condicGes de estresse ambiental, como temperatura ele-
vada e baixa umidade do solo. Nos trés locais constatou-se que a
adubacdo nitrogenada da cultura da soja, na semeadura (30 kg ou
100 kg de N}, no florescimento (50 kg ou 100 kg de N) ou no enchi-
mento dos grdos (50 kg de N}, ndo resultou em inctementos no ren-
dimento, sendo, portanto, desnecessaria, pois implica em aumento
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de custo para o agricultor, sem resultar em qualquer retorno econd-
mico. E importante salientar que a falta de resposta & complementacgéio
com fertilizante nitrogenado ccorreu tanto no sistema de SD, como
em SC. Ainda em 2000/C1, no subprojeto 04.2001.338.06 (“Contri-
buicdo do N derivado da fixa¢do bioldgica do nitrogénio para a produ-
tividade da soja e para o balanco de N do sistema solo-planta”, coor-
denado pelo Dr. Segundo Sacramento Urquiaga Caballero, da Embrapa
Agrobiologia), também foi avaliado o efeito de diferentes doses de N
(0, 30 € 60 kg ha' de N] e gesso sobre a producfo da scja. A massa
seca total (incluindo raizes} acumulada foi maior no sistema SD do
que no SC, entretanto, ndo foram encontradas diferencas significati-
vas para o conteldo total de N acumulado nas plantas em funcéo dos
tratamentos de doses de N, gesso e sistema de semeadura. Quando
a contribuicdo da fixacao biolégica foi estimada pela técnica de N-
ureidos e delta-'*N, verificou-se maior contribuicdo na SD do que na
SC, embora sem afetar os rendimentos; além disso, 0 efeito inibitdrio
do N-fertilizante foi superior na SC. Em baixas doses de N-fertilizante
(30 kg de N ha''), a eficiéncia de recuperacdo do '*N-fertilizante foi
maior na SC {87%) do que na SD {48%), provavelmente pela imobi-
lizagdo elevada pela microbiota do solo, enquanto que, com 60 kg de
N ha?, os valores constatados foram de 60% e 70%, respectivamen-
te. No estadio V3, estudos preliminares realizados em vasos com a
técnica de marcacao foliar de soja com "N indicaram, ainda, que
cerca de 34% do N total da planta estdo contidos na parte subterra-
nea da cultura. A analise dos resultados obtidos no subprojeto
04.2001.338.05 (“Contribuicdo da fixacdo bioldgica do nitrogénio
para a cultura da soja em areas de producdo do Pais”, coordenado
pelo Dr. Bruno José Rodrigues Alves, da Embrapa Agrobiologia) con-
firmaram correlac@o entre as técnicas de N-ureidos e a de abundancia
natural de *N (r? = 0,65}, partanto, ambas podem fornecer um indi-
cador da proporcido do N proveniente da fixacdo biolégica e acumula-
do pela cultura da soja. Ainda nesse subprojeto, houve indicacao de
que o cultivo da soja em areas tradicionalmente voltadas para a pro-
ducao dessa cultura, sob sistema com minimo revolvimento do sclo
e/ou com um estande estabelecido com maior densidade de plantas
possivel, sfo estratégias que podem otimizar a contribuicdo da fixa-
cdo biolégica. Levantamentos sobre a contribuicdo da fixac&o biold-
gica em propriedades agricolas com distintos historicos também fo-
ram realizados no projeto 04.2001.338.05, mas poucas planilhas
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retornaram, ndo tendo sido possivel detectar efeito de diferentes sis-
temas de cultivo. No ano de 2002, no subprojeto 04.2001.338.01,
realizaram-se estudos visando compreender as alteracdes que ocor-
rem na populacio de rizébio em areas inoculadas, bem coma estudoes
de caracterizacao genética de estirpes de Bradyrhizobium, que serdo
relatadas neste volume. Ainda em relacéo & inoculacdo com bactéri-
as, o subprojeto 04.2001.338.03 {"Microrganismos associativos pro-
motores do crescimento de soja”, coordenado pele Dr. Alexandre
José Cattelan, da Embrapa Soja) visa obter isolados de bactérias
rizosféricas promotoras do crescimento da soja (BPCS), para serem
utilizadas em conjunto com Bradyrhizobium. Nesse subprojeto foram
caracterizados, /n vitro, diversos isolados quanto a sclubilizacdo de
fosfato, producdo de ACC deaminase, producdo de acido indol acético
e antagonismo aos fungos patogénicos Fusarium solani e Phiallophora
gregata. Esses isolados foram testados em casa de vegetacao para
controle da podriddo vermelha da raiz e para promocgdo do crescimen-
to de plantas de soja. Para cada um dos testes realizados, pelo menos
um isolado apresentou as condicdes almejadas nos objetivos desse
subprojeto, totalizando 20 isolados, que foram gualificados como pro-
motores do crescimento de soja. Em 2001/02, foram conduzidos
ensaios em casa de vegetacio e a campo com esses isolados, que
também serdo relatados neste volume. Pelo projeto 04.2001.338.04
(“Avaliacde da inoculacdo com Bradyrfvzobium e com bactéria pro-
motora de crescimento de plantas em soja, no norte do Rio Grande do
Sul”, coordenado pelo Dr. Marcio Voss, da Embrapa Trigo) foram
instalados, em 2000/01, dois experimentos, no RS, com estirpes de
Bradyrhizobium e BPCS, mas ndo foi constatado nenhum beneficio
pelainoculacdo com nenhuma das bactérias, Em 2001/02 os ensaios
foram repetidos no RS e em SC e um terceiro ensaio foi conduzido,
para verificar os efeitos de BPCPs na podriddo parda da haste de
soja, mas os resultados ainda n3o estdo disponiveis. Finalmente, em
relacio & planta hospedeira, no subprojeto 04.2001.338.02 ("Mi-
crorganismos associativos promotores do crescimento de soja”, co-
ordenado pela Dra. Mariangela Hungria, da Embrapa Sojal, quando
152 cultivares de soja foram inoculadas com a estirpe de 8. faponicum
SEMIA 5080 foram constatadas diferencas significativas entre as
mesmas na capacidade de fixacdo de N,, mas ndo houve restricdo a
nodulacdo em nenhuma das cultivares. Também foi avaliado o de-
sempenho de cultivares transgénicas em relacio 4 FBN com as estir-

aft
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pes utilizadas em inoculantes comerciais. Foram realizadas, ainda, as
analises genéticas de um experimento envolvendo 12 dialelos com-
pletos, entre materiais contrastantes para a FBN: J-200 e Bossier
(alta FBN), Embrapa 20 {média) e BRS 133 {baixa), sendo determina-
dos diversos parametros, As estimativas de herdabilidade no senso
restrito variaram de 39% a 77%, com valores em geral superiores a
outros relatados na literatura. A predicdo do potencial genético de
obtencdo de linhagens superiores para a fixacéo do N, indicou que os
cruzamentos mais efetivos seriam Bossier x Embrapa 20 ¢ Embrapa
20 x BRS 133. Esse dltimo foi, entdo, utilizade para a busca de
marcadores moleculares do tipo QTLs (Quantitative Trait Loci, locos
controladores de caracteristica quantitativa), e os resultados obtidos
estdo relatados neste volume.

2.1 Identificacdo de estirpes de Bradyrhizobium japonicum/B.
elkanii mais eficientes e competitivas para a cultura da
soja e avaliacdo das respostas a reinoculacio em areas
com populactes estabelecidas distintas de Brayrhizobium
(04.2001.338-01)

Mariana Gomes Germano'; Lygia Vitoria Galli-Terasawa?;
Ligia Maria de Oliveira Chueire; Mariangela Hungria;
Eliane Villamil Bangel®; Rubens José Campo

2.1.1 Diversidade de uma populacio de Bradyrhizobium adaptada
a um solo dos Cerrados

Este estudo foi conduzido com a finalidade de compreender as modifi-
cacbes que ocorrem em uma populacao de Bradyrhizobium introduzida
via inoculantes em um solo dos Cerrados, no tracado de estratégias
para maximizar as respostas a reinoculacao.

' Aluna de Mestrado em Microbiologia da Universidade Estadual de t ondrina.

2 Aluna de Doutorado e Profa. do Depto. de Bioquimica da Universidade Federal do Parand,
Curitiba.

T FEPAGRO, Porto Alegre.
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Estirpes-referéncia de Bradyrhizobium japonicum/B. elkanii - Foram con-
sideradas, como referéncia, as seguintes estirpes, que representam
praticamente 100% da populacdo estabelecida em solos brasileiros
cultivados com a scja: B. japonicurmn SEMIA 566, SEMIA 586
{=CB 1809), SEMIA 5079 {=CPAC 15, mesmo sorogrupo da SEMIA
566) e SEMIA 5080 {=CPAC 7, mesmo sorogrupo da SEMIA 586) e
B. elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 [=29w}.

Isolados de soja - Foram obtidas amostras de solo, coletadas ao acaso
na profundidade de 0 a 20 c¢cm, de uma area tipica dos Cerrados, no
Distrito Federal. Vinte subamostras foram retiradas assepticamentes,
misturadas e colocadas em um saco de plastico estéril. A area havia
recebido inoculante ha 15 anos, vinha sendo cultivada anualmente com
a soja desde entdo, mas ndo havia recebido inoculantes nos altimos
sete anos. O inoculante que a area recebeu anteriormente continha as
estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, As amostras passaram por penei-
ra de 4 mm e foram divididas para determinacdo da umidade, proprie-
dades quimicas e para o isolamento das estirpes. As propriedades qui-
micas do solo indicaram: pH em CaCl, 3,87; N (%), 0,16; Al {%), 83;
saturacdo de bases (%), 2,1; C (%), 2,42; P {mg.dm™}, 0,6. A popula-
¢ao de rizobio foi avaliada pela técnica do numero mais provavel com
contagem em plantas de soja e estimada em 10* células g de solo.
Sementes de soja, cv. BR 37, foram desinfectadas superficialmente e
germinadas por dois dias. Duas plantulas foram colocadas em cada
vaso estéril do tipo “Leonard” e cada uma recebeu 500 ul de uma
solucdo 10" de sole {em 0,85% p/v de NaCl, agitado com pérolas de
vidro por 30 min.), com 40 repeticdes. Cem nddulos, coletados de 45
plantas foram retirados ao acaso, aos 35 dias apds a semeadura. As
" bactérias foram isoladas dos nddulos, usando métodos microbioldgicos
tradicionais, buscando-se um unico tipo de colénia para cada isclado,
os quais foram reinoculados na cultivar BR 37, para confirmar a
efetividade. Noventa e sete isolados confirmaram efetividade e foram
usados neste estudo.

Caracterizacgio dos isolados - Os isolados foram caracterizados quanto
4 morfologia da coldnia {cor, producdo de exopolissacarideos, diame-
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tro, forma, bordas, elevacio) e reacido Acida ou alcalina em meio de
cultura contendo manitol como fonte de carbono. A aglutinacao somatica
de cada isolado foi testada contra os antissoros das estirpes SEMIA
566, SEMIA 586, SEMIA 587 e SEMIA 5019. Os perfis de proteina e
de lipopolissacarideos dos isolados também foram determinados. Para
a caracterizacdo genética, o DNA dos isolados foi extraido e amplifica-
do pela técnica de PCR (Pclymerase Chain Reaction) com os
oligonucleotideos BOX, de regites repetitivas do genoma, e RPO1, da
regiao dos genes nif, relacionada a fixacao bioldgica do nitrogénio. Os
géis foram fotografados e analisados com o programa Bionumerics
{Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium), com o método de agrupa-
mento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean)
e o coeficiente de Jaccard (J}.

Propriedades simbidticas - Sementes da cultivar BR 37 foram inocula-
das individualmente com cada isolado em condicdes de casa de vege-
tacao, em vasos de Leonard. As plantas foram coletadas aos 45 dias
apbés a semeadura, para avaliacdo do numero e da massa de nédulos
secos, bem como a massa seca e o N total {N-Kjeldahl) acumulado na
parte aerea. O experimento fei conduzide no delineamento de blocos
ao acaso, com trés repeticdes e os dados foram analisados pelo teste
de Tukey {P<0,0b). Para avaliar a especificidade hospedeira, os isola-
dos foram utilizados como inoculantes para o feijoeiro {Phaseolus vulgaris
L.} cultivar IAPAR 14,

Resultados obtidos - Foi constatada variabilidade morfoldgica elevada
entre os 97 isolados estudados {dados ndo mostrados) e 28 se carac-
terizaram pelo crescimento rdpido e reacdo acida em meio de cultura
contendo manitol como fonte de carbono. Estirpes de crescimento ra-
pido ja foram isoladas de nodulos de soja nos palses asiaticos, centros
de origem dessa leguminosa, sendo identificadas como pertencentes
as espécies Sinorhizobium fredii e 8. xinjiangensis. No Brasil e no
Paraguai, também ]a foi relatado o isoclamento de estirpes de cresci-
mento rapido, mas essas foram classificadas como Rhrzobium tropici,
gue & microssimbionte do feijoeiro. Neste estudo, porém, os isclados
com crescimento rapide compartilharam diversas caracteristicas com
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as quatro estirpes de Bradyrhizobium usadas em inoculantes comerci-
ais brasileiros.

Uma caracteristica inesperada da populacdo foi a reacao sorolégica
multipla, com 48% dos isolados reagindo contra dois ou mais antissoros
(Tabela 2.1}. Conforme esperado, as estirpes usadas como incculante
representaram a maioria das reagdes, com 48 isolades reagindo contra
a SEMIA 587 e 37 contra a SEMIA 5019. Contudo, deve-se salientar
que 36 isolados reagiram contra a SEMIA 566, que foi usada em
inoculantes comerciais de 1966 a 1978, particularmente na Regiao Sul
do Brasil e, desde 1992, uma variante dessa estirpe, a SEMIA 5079,
tem sido largamente utilizada nos Cerrados. A disperséo de estirpes ja
foi relatada no Brasil e, em associacdo com a capacidade saprofitica
elevada da SEMIA B66, explicaria a ocupacao dos nodulos por essa
estirpe, gque nao havia sido usada como inoculante nessa area. Final-
mente, 37% das estirpes nio reagiu a nenhum dos antissoros testados
(Tabela 2.1},

A analise com maior poder de discriminacao foi a da determinacéo do
perfil de proteina (PP), com 12 diferentes perfis. O PP-Ill representou
23% dos isolados e os outros perfis incluiram de trés a nove estirpes
{Fig. 2.1). Embora tenham sido observados sete perfis diferentes de
lipopolissacarideos, 70% dos isolados foram agrupados no LPS-Il (Fig.
2.1). O LPS-llincluiu isolados de todas as classes de sorogrupos, exceto
aquela com reacdo mista com os antissoros das SEMIA 5018 e SEMIA
566 (Tabela 2.1}). O nivel elevado de diversidade fica evidente ao ana-
lisar a Tabela 2.1, em que vérias combinacdes de sorogrupos e perfis
de PP e LPS sao mostrados, constatando-se que o maior agrupamento
desses parametros inclui apenas cinco isolados {sorogrupo SEMIA 587
com PP-Ill e LPS-II}.

Em relacdo ao desempenho simbidtico, avaliado pela inoculacao dos
isolados na cultivar BR 37, foi constatada distribuigdc normal para os
parametros de numero de nédulos, massa de nédulos e da parte aérea
seca, %N e N total da parte aérea {dados ndo mostrados). Dentre os
27 isolados que apresentaram melhor desempenho simbidtico, dez re-
agiram com o antissoro da SEMIA 586 {dados ndo mostrados), confir-
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3

FIG. 2.1. Percentual de distribuicdo dos perfis de proteina (A} e de lipopolissacarideos
{B) em uma populacdo de rizébios isolados de soja inoculada com um sole
dos Cerrados.

mando a capacidade elevada de fixacdo biolégica de nitrogénio desse
sorogrupo. Dentro os 20 isolados com pior desempenho, nove reagi-
ram com o sorogrupo SEMIA 5019 e sete com o SEMIA b87 (dados
nao mostrados). Uma caracteristica interessante foi a capacidade de
diversos isolados, particularmente aqueles com reacdo acida, de for-
marem pseudo-nédulos no feijoeiro.

Um nivel elevado de diversidade genética foi constatado pela amplifi-
cacdo do DNA dos isolados pela técnica de PCR {Polymerase Chain
Reaction) com os oligonucledtideos BOX ({regides conservadas e
repetitivas do DNA) e RPQO1 (regido dos genes nif}. Com o BOX, foram
formados dois grandes agrupamentos, unidos em um nivel de similari-
dade de 20% (Fig. 2.1A}, enguanto gque com RPO1 essa similaridade
foi de 23% (Fig. 2.1B). Na andlise com o BOX, os dois grupos princi-
pais nao foram relacionados & reacBo acida ou alcalina em meio de
cultura com manitol, contudo, varios agrupamentos maostraram relagao
com 05 sorogrupos; esta relacdo ndo foi evidenciada com o oligonu-
cleotideo RPQ1 (dados ndo mostrados). A variabilidade genética foi
maior com o oligonucleotideo RPO1, indicando transferéncia de genes
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simbidticos nessa populacdo. Isso fica mais evidenciado pela constatacao
de que varios isolados ficaram posicionados em agrupamentos bastan-
te distintos, nas andlises com os oligonucleotideos BOX e RPO1 ({Fig.
2.2). Como exemplo, os quatro primeiros isolados no agrupamento
com o oligonucleotideo BOX foram posicionados em grupos totalmente
distintos, quando a regido nif foi considerada. Quando os produtos de
PCR obtidos com ambos os oligonuclectideos foram considerados, a
diversidade genética elevada foi confirmada, uma vez que os isolados
se uniram em nivel muito baixo de similaridade, de apenas 23% (dados
ndo mostrados). Esses resultados evidenciam gue a populacac de rizébio
capaz de nodular a soja apresentou alta variabilidade morfologica, fisi-
olégica e genética apds a introducao de duas estirpes inoculantes e o
cultivo com a planta hospedeira por varios anos. Foi constatada disper-
sdo de estirpes inoculantes provenientes de outras areas cultivadas,
bem como variabilidade em funcdo da adaptacdo acs solos. Contudo,
houve também indicacdo de transferéncia lateral de genes entre as
estirpes inoculadas e rizébios nativos dos Cerrados, evidenciada por:
1} um terco das estirpes apresentou crescimentoe rapido e reacao acida
em meio de cultura, mas manteve diversas caracteristicas das estirpes
inoculantes; 2} posicionamento distinto das estirpes quando foram con-
sideradas regides conservadas e repetitivas do DNA e regides dos genes
nif, relacionados a fixacdo bioldgica do nitrogénio. Ao contrario do que
ocorre nos Estados Unidos, nos Cerrados séo freqlentes os relatos de
respostas a reinoculacio, mesmo em areas com populacao estabelecida
de Bradyrhizobium. E possivel que a variabilidade encontrada na popu-
lacado de rizébio desempenhe papel como tampdo biolégico, evitando a
dominéncia de determinadas estirpes pouco eficientes e muito compe-
titivas.

2.1.2 Caracterizacdo genética de estirpes de Bradyrhizobium

A familia Leguminosae {Fabaceae nos Estados Unidos) inclui cerca de
18.000 espécies de plantas, que sdo classificadas em mais de 650
géneros, representando uma das maiores familias de plantas superio-
res e que ocupam quase todos os biomas terrestres. Varias espécies
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nessa familia sdo capazes de estabelecer simbioses eficientes com os
rizobios, sendo reconhecidos, hoje, cinco géneros, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e Azorhizebium (recen-
temente foi sugerido que o género Allorhizobium nao deveria ser consi-
derado como um novo género, mas sim como Rhizobium).
Bradyrhizobium é considerado como o ancestral de todos os rizobios e
a maioria das estirpes tropicais apresenta propriedades tipicas desse
género. Contudo, embora tenham sido detectadas grandes diversida-
des morfoldgica, fisiolégica e genética entre estirpes de Bradyrhizobium
no Brasil, ndo ha praticamente informac8o scbre variabilidade na regido
dos genes ribossomais 165 rBNA [gene mais utilizado para taxonomia
de bactérias e que compreende, aproximadamente, 1.500 pares de
bases). Desse modo, este estudo teve, por objetive, analisar genetica-
mente diversas estirpes de Bradyrhizobium, através da técnica de RFLP
{Restriction Fragment Length Pelymorphism)-PCR dos genes ribossomais
165 rBNA.

Foi analisada uma colecao de estirpes de Bradyrhizobiurn provenientes
da colecéo de culturas de rizébios da FEPAGRO (Fundacao Estadual de
Pesquisa Agropecuaria, Porto Alegre, RS), da Embrapa Tabuleiros Cos-
teiros (Aracaju, SE) e do INPA (Instituto Nacional de Pesquisa, Manaus,
AM). As estirpes foram caracterizadas em meio contendo extrato de
levedura, manitol e agar (YMA). As bactérias foram mantidas na cole-
¢cdo de rizobios da Embrapa Soja a -70°C (YMA com glicerol) e a 4°C
{eulturas de trabalho).

Para amplificar a regidio do 165 rBNA foram utilizados os “primers” D1
{3'-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-5") e rD1 (5’-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'). Cada re-
peticdo consistiu, em um volume final de 50 ul {concentracdo final
entre parénteses): dNTPs (300 uM de cada); 5,0 pL de tampédo 10 X;
MgCl, (1,5 mM); oligonucleotideos (15 pmol de cada); Tag DNA
polimerase {1,25 U); DNA {20 ng); DMSO (5%}; agua estéril milli-Q
para completar o volume. A reacao foi conduzida em um termociclador
MJ Research Inc. PTC 200, com um ciclo inicial de desnaturacao a
95°C por 2 min.; 30 ciclos de desnaturacao a 94°C por 15 s., 93°C por
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45 s., anelamento a 55°C por 45 s., e extensdo a 72°C por 2 min.; um
ciclo final de extensdo a 72°C por 5 min.; e os tubos foram mantidos a
4°C. Os produtos de PCR foram digeridos com as enzimas de restricao
Cfol, Mspl e Ddel, (Invitrogen - Life Technologies}, conforme recomen-
dado pelo fabricante. Os fragmentos obtidos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 3%, a 100V, por 4 h. Os géis foram
corados com brometo de etidec e fotografados sob radiacde UV, Os
produtos de PCR foram analisados pelo método de UPGMA (unweight
pair group method, with arithmetic mean} e o coeficiente de Jaccard,
utilizando o programa Bionumerics (Applied Mathematics, Bélgica).

Ao todo, foram caracterizadas 113 estirpes de Bradyrhizobium (dados
ndo mostrados), isoladas de 31 espécies de leguminosas, representan-
do nove tribos e incluindo as trés subfamilias da familia Leguminosae
{Tabela 2.2). Sabe-se que a nodulacdo ocorre, principalmente, nas
subfamilias Mimosocideae e Papilionoideae, sendo rarcs na
Caesalpinioideae e, de fato, somente uma estirpe, SEMIA 6099, foi
isolada de Dimorphandra exaltata, pertencendo a essa subfamilia. Das
estirpes analisadas, 41 s@o recomendadas para usc em inoculantes
comerciais para diversas leguminosas.

Tem sido relatado, freglientemente, que, embora sejam constatadas
variabilidades morfologica, fisiolégica e genética elevadas entre estir-
pes de Bradyrhizobium, a regiao do gene 165 rRNA nao reflete essa
diversidade. Neste estudo, a amplificacao com os genes fD1 e rD1
produziu, em todas as estirpes, um Unico fragmento, com aproximada-
mente 1.500 pares de bases. Quando esse fragmento foi digerido com
trés enzimas de restrigio e os fragmentos foram analisados em caonjun-
to, constatou-se grande variabilidade genética, conforme pode ser
‘visualizado na Figura 2.3, e a formacao de trés grandes grupos. O
primeiro agrupamento reuniu as estirpes de referéncia de B. japonicum,
com nove subgrupos distintos {l a IX}, em guatro deles {subgrupos I,
V, VI, e VIIl), as estirpes reuniram-se as estirpes de referéncia SEMIA
5080 e 5056, 566, H86 e 5079 e 5085, respectivamente. A grande
maioria das estirpes presentes neste grande grupo teve, como planta
hospedeira, a soja. O subgrupo | apresentou estirpes com similaridade
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...Continuacdo Figura 2.3
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FIG. 2.3. Dendrograma de estirpes de Bradyrhizobium obtido com os fragmentos
resultantes da analise por RFLP {Restriction Fragment Length
Polymorphism)-PCR {Polymerase Chain Reaction) da regido ribossomal do
gene 16S rRNA com trés enzimas de restricio. Andlise usando o algoritimo

UPGMA com o coeficiente de Jaccard.
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entre 70,25% e 92,31% entre si e todas as representantes também
demonstraram relagdo com a planta hospedeira (soja).

O subgrupo I mostrou-se bem relacionado as estirpes de referéncia
SEMIA 5080 e 5056 (=USDA 6, estirpe tipo para a espécie B.
japonicum) e uniu-se ao subgrupo | em um nivel de similaridade de
67,21%. As estirpes SEMIA 5075, 5082 e 5080 apresentaram 100%
de similaridade entre st e uniram-se as estirpes SEMIA 5055 e 5068
(também com 100% de similaridade entre si}, no nivel de similaridade
de 87,92%, bem como as estirpes SEMIA 5042 e 063, que uniram-
se a estirpe padrao SEMIA 50b6 com 100% de similaridade. No
subgrupo [ll, as estirpes SEMIA 5048, 5045, 5060 e 50592 mostraram
similaridade total entre si, além das estirpes SEMIA 5036, 5030 e
5062, também unidas com 100% de similaridade. Este subgrupo uniu-
se ao subgrupo ll, em um nivel de 75,61% de similaridade, demons-
trando, portanto, maior semelhanca com as estirpes do subgrupo Il, em
relacdo ao subgrupo I. Um quarto subgrupo distinte {IV), unido aos
demais a um nivel de similaridade relativamente baixo, de apenas
59,21%, mostrou-se mais heterogéneo quanto as estirpes represen-
tantes, em relacdo aos grupos anteriores, com estirpes isoladas de
Tipuana tipa e Acacia mearnsii agrupadas a estirpe SEMIA 5084, isola-
da da soja. Da mesma forma, o subgrupo V apresentou-se bastante
heterogéneo em relacdo aos demais subgrupes, com duas estirpes re-
presentantes (SEMIA 6144 e 656}, iscladas de Arachis hypogaea e
Neotonia wightii, agrupadas entre si com 88,88% de similaridade e
unido aos grupos anteriores em um nivel de 58,69%. O subgrupo Vi
mostrou estirpes bem relacionadas a estirpe SEMIA 566, referéncia
para estirpes de 8. japonicum e todas as representantes apresentaram
relacdo com a origem dos nédulos, exceto pela estirpe SEMIA 6002,
simbionte de Vigna unguiculata. O sétimo subgrupo (VII) demonstrou
estar bem relacionado com as estirpes padrdes e as estirpes SEMIA
581 e 583 apresentaram 100% de similaridade com a estirpe padrao
para B. japonicum SEMIA 586. As estirpes SEMIA 583 e 5024 tam-
bém agruparam-se em um nivel de 100% de similaridade com a estirpe
padrdo SEMIA 5079. Este subgrupo uniu-se ao anterior com 71,21%
de similaridade. No subgrupo VIII foram agrupadas quatro estirpes
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SEMIA: 543, 562, 542 e 565, sendo as duas Ultimas semelhantes em
nivel de 100%, todas simbiontes de soja. A estirpe SEMIA 535 mos-
trou-se bastante distinta das demais estirpes do grupo, com perfis dife-
rentes para as trés endonucleases, unindo-se aos subgrupos Vi e VI,
em um nivel de similaridade de 62,31%. O Gltimo subgrupo {IX) de-
monstrou estar relacionado ao subgrupo anterior em um nivel de simi-
laridade de apenas 59,95%. As estirpes agruparam-se com a estirpe
padrdo SEMIA 5085 e a estirpe SEMIA 515 uniu-se a esta em um nivel
de similaridade de 100%. Dessa forma, foi possivel observar alta cor-
relacdo entre as estirpes agrupadas no primeiro grupo, bem relaciona-
do as estirpes padrdes de B. japonicum, com a origem dos nédulos,
predominantemente de soja, além de boa correlagdo dos subgrupos
com as estirpes de referéncia.

0 segundo grande grupo foi associado as estirpes padrées de B. efkanii
SEMIA 5019 e 587 e uniu-se ao grupo das estirpes representantes de
B. japonicum em um nivel de similaridade baixo, de apenas 45,1%.
Esse grupo foi subdividido em sete subgrupos distintos (I a VIl}, que
pareceram ser mais heterogéneos que os subgrupos de B. faponicum,
particularmente em relagdo a origem dos nédulos. Dentro do subgrupo
I, foi possivel observar grande heterogeneidade entre as estirpes quan-
to a planta hospedeira, provenientes de diversas espécies de leguminosas
simbidticas. As estirpes SEMIA 6157 e 6158 apresentaram similarida-
de total, sendo simbiontes de espécies de leguminosas diferentes
(Cajanus cajans e Crotalaria spectabilis, respectivamente). Esse dado
confirma o fato de que estirpes de rizébios possam nodular uma exten-
sa gama de espécies de leguminosas diferentes, mas, alternativamen-
te, é também verdade que algumas espécies de plantas sao hospedei-
. ras para um grande numero de espécies de rizébios. A estirpe R 45,
simbionte de Cajanus cajans, agrupou-se em 73,79% de similaridade
com a estirpe SEMIA 6387 (Acacia auriculiformis}, no subgrupo ll. No
subgrupo lll, as estirpes SEMIA 5026 e 5027 apresentaram 100% de
similaridade entre si e uniram-se em um nivel de 85,45% com as estir-
pes SEMIA 695 e 696, também com 100% de similaridade entre si. A
essas estirpes, agrupou-se a estirpe padrdo SEMIA 5019 (8. efkanii),
em nivel de semelhanca de 73,81%. Esse subgrupo uniu-se ao subgrupo
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IV, em um nivel de 68,03%, onde também foi posicionada a estirpe
padrao SEMIA 587. As estirpes AM-01.517 e AM-2.855 relacionaram-
se no nivel de 100% de similaridade entre si, e em 81,58% com o
agrupamento da SEMIA ©87. As estirpes SEMIA que agruparam-se no
subgrupo V, juntaram-se as estirpes R 17 ¢ R 35, dos Tabuleiros Cos-
teiros {SE), com perfis distintos das demais, mas agrupando-se em -
72,87% de similaridade entre si. Dentro do subgrupo VI, todas as estir-
pes agrupadas foram simbiontes de soja, exceto pela estirpe SEMIA
6028, simbionte de Desmodium uncinatum. No Gltimo subgrupo (VII),
trés estirpes SEMIA (6169, 6424 e 6425} agruparam-se em um nivel
de similaridade de 100%, e a estirpe SEMIA 6175, simbionte de Pueraria
phaseofoides, uniu-se a essas, em 86,35% de similaridade.

O Ultimo grande grupo, o mais diverso entre os trés, agrupou as estir-
pes com os perfis de RFLP mais distintos entre todo o grupo bacteriano
analisado, nao apresentando nenhuma estirpe unida as demais com
100% de similaridade. Os niveis de similaridade encontrados variaram
bastante entre as estirpes e poucas relacionaram-se em niveis relativa-
mente altos (acima de 90%]. Neste grupo, estéo as estirpes PRY, iso-
ladas de nodulos de soja na regido da fronteira entre Brasil e Paraguai,
além de diversas estirpes SEMIA, provenientes de varias leguminosas
hospedeiras. Em sua maioria, as estirpes SEMIA foram isoladas de hos-
pedeiros das tribos Mimoseae, Crotalarieae, Aeschynomeneae, Acacieae,
€ urma unica estirpe simbionte de soja, da tribo Phaseoleae. Entre essas
estirpes, a SEMIA 6164 apresentou perfil muito distinto das demais
estirpes SEMIA, unindo-se a elas em um grau de similaridade de 50,59%.
Da mesma forma, as estirpes SEMIA 6154 e 569 foram bastante dis-
tintas, unindo-se com baixa similaridade, apenas 37,04 %. Estirpes iso-
ladas da Amazdnia (estirpes AM} também foram posicionadas nesse
grupo e apresentaram perfis bastante diversos entre si. A estirpe AM-
Cp 17 uniu-se 8 PRY 52 com 78,95% de similaridade. As estirpes AM-
P2 Lima e AM-P5 Abac agruparam-se em um nivel de similaridade de
55,84% e esta uniu-se a PRY 49 em 66,67 %. Ainda no terceiro grupo,
encontrou-se a estirpe BTAI 1, unida as demais em um nivel de simila-
ridade baixo, de apenas 27,97%.
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Embora a seqiiéncia do gene 16S rRNA seja relativamente conservada
entre os rizébios, foi possivel constatar, neste estudo, variabilidade
genética elevada a partir da analise do dendrograma construido por
RFLP-PCR dessa regio. Dois grupos de bactérias apresentaram simila-
ridade mais elevada com estirpes classificadas nas espécies 8. japonicum
e B. elkanii e incluiram microssimbiontes isolados principalmente da
soja. Um terceiro grupo de bactérias se distanciou geneticamente dos
demais e reuniu bactérias provenientes de diversas tribos da familia
Leguminosae. As estirpes desse grupo podem representar uma nova
espécie de Bradyrhizobium. Este estudo terd continuidade, proceden-
do-se & analise das regides ribossomais dos genes 23S rRNA e da
regido intergénica 165-23S rRNA dessas estirpes.

2.2 Desempenho simbiético de cultivares de soja e busca de
marcadores moleculares relacionados a fixacdo biologica
do nitrogénio {04.2001.338-02)

Marisa Fabiana Nicolas'; Mariangela Hungria; Carlos A. Arrabal Arias;
Tatiana Marianawski?; Rubens José Campo; Rubens Onofri Nodari?

2.2.1 Ildentificagio de QTLs (Quantitative Trait Loci) que contro-
lam a nodulacdo e a fixacdo bioldgica do nitrogénio em culti-
vares brasileiras de soja

Sabe-se que o processo de fixacdo bioldgica do N, resulta da interacao
de muitos genes, tanto da planta hospedeira como do microssimbionte,
" mas poucos estudos tém sido conduzidos sobre a genética da soja.
Nesste contexto, mapas integrados da soja com marcadores do tipo
microssatélites “simple sequence repeat” (SSR), conforme o descrito

! Bolsista de DTl do CNPq.
2 Bolsista de IC do CNPq.
3 FSC - Depto. de Fitotecnia, Floriandpolis.
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por Cregan et al. {Crop Science, v.39, p.1464-14980, 1999) oferecem
uma oportunidade excelente para a identificagéo de caracteres relacio-
nados a fixacéo biolégica do N, (FBN). O cobjetivo foi identificar QTLs
(quantitative trait loci} relacionados & nedulacdo e fixacdo do N, em
uma populacao Fz, composta de 160 plantas derivadas do cruzamento
entre as cultivares Embrapa 20 e BRS 133, previamente identificadas
como tendo bom potencial para o estudo de QTLs.

Material genético - Uma populacdo de mapeamento F, de 160 individu-
os foi utilizada a partir de um cruzamento intraespecifico entre cultiva-
res de soja com diferentes capacidades de FBN, Embrapa 20 e BRS
133. As plantas F, foram coletadas individualmente na maturidade para
se obter as familias F, .. As avaliagdes fenotipicas foram realizadas nas
familias F, para nodulacéo [nimero de nodulos (NN), massa de nodulos
secos {(MNS) e a relacdo (MNS/NNJ] e crescimento das plantas (massa
da parte aérea seca, MPAS).

Andlise da capacidade de fixacdo bioldgica do N, - A segregacao dos
caracteres relacionados a fixacdo do N, das 160 familias F, foi analisa-
da em condicbes de casa de vegetacdo, em vasos contendo 4 kg de
solo ndo estéril e areia. Os experimentos foram conduzidos em deline-
amento inteiramente casualizado, com oito repeticdes para cada fami-
lia F, e 15 plantas de cada um dos parentais {Embrapa 20 e BRS 133)
e as plantas foram inoculadas com as estirpes de B. efkan/i SEMIA b87
e SEMIA 566. Foram avaliados os pardmetros MPAS, NN, MNS de
cada familia F,, que foram submetidos & analise de variancia e as médi-
as foram agrupadas de acordo com o teste de Duncan {P£0,05]).

Ensaio com marcadores microsatélites {SSR. Simple Sequence Repeats)
- Para a busca desses marcadores foram coletadas de duas a trés folhas
das plantas das geracdes parentais Embrapa 20 e BRS 133 e das plan-
tas F, para a extracdo de DNA gendmico. Um grupo de 252 marcadores
foi escolhido, com base no mapa descrito por Cregan et al. (1999),
com intervalos de, aproximadamente, 20 cM com cobertura nos 20
grupos de consenso da soja. Apds as andlises das amplificacoes PCR-
SSR com o DNA dos individuos da populagdo F,, foi testada a segrega-
cdo codominante dos marcadores pelo teste de gui-quadrado {P<0,05).
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Analise dos dados e mapeamento de ligacdo - As médias dos caracteres
de fixacdo do N,, a andlise de regressdo e as analises de variancia
foram realizadas usando o sistema de anédlise estatistica, SAS. A or-
dem mais provavel do mapa e as distancias de ligacdo foram determi-
nadas pela andlise de multiplo ponto, usando o programa MapMaker/
Exp com LOD (likelihood of odds) de 3.0 e com uma dist@ncia maxima
de Haldane de 50 cM. Cada combinagdo entre um carater e um loco
SSR foi submetida & analise de regressio para estabelecer a presenga
de um QTL ligado ¢ estimar a variagao fenotipica do carater explicada
através de efeitos aditivos do QTL detectado. A ligacao entre um loco
marcador e um carater foi assumida quando houve uma diferenca sig-
nificativa (P£0,05) entre a comparacao das edia genotipicas das clas-
ses de marcadores. A proporcao da varidncia fenotipica explicada por
cada QTL detectado foi estimada pelo coeficiente de determinacéo, R2
Também foi conduzida uma anélise de variancia com um fator {one-
way-ANOVA) para todos os pares de combinagcdes entre locos
marcadores e caracteres gquantitativos. Essa analise foi interpretada
para indicar os desvios do loco marcador dos efeitos lineares e avaliar,
assim, os efeitos de dominancia. Além disso, interacdes entre QTLs
{(guantitative trait loci} ndo ligados foram examinadas usando a analise
de variadncia com dois fatores (two-way-ANOVA), onde o fator de
interacdo calculado representou uma ediative da interac@o entre os
dois QTLs em determinar o fendtipo. QTLs também foram analisados
através do mapeamento por intervalo com o pregrama MapMaker/QTL,
considerando o LOD score de 2,0.

Polimorfismo de marcadores SSR nos gendtipos parentais e mapeamento
de ligacdo - Um total de 252 marcadores SSR cobrindo os 20 grupos
_de ligacdo da soja foram testados nas cultivares parentais Embrapa 20
e BRS 133 e apenas 89 foram polimdrficos (Tabela 2.3). Entretanto,
desses 89 marcadores polimérficos, somente 45 foram selecionados,
0s que apresentavam melhor separacdo de bandas no gel e, assim,
maior resolucdo dos gendtipos heterozigotos. Desvios da proporcédo
esperada de 1:2:1 néo foram detectados para os 45 locos marcadores.
Desses 45 locos marcadores, somente 21 foram incluidos no mapa de
ligacdo na populacdo F, deste estudo, com uma distancia maxima de
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Namero de marcadores microssatélites SSR  (simple
sequence repeat) testados de cada grupo de consenso
descrito por Cregan et al. {1999}, nimero de SSR que
detectaram polimorfismo nas cultivares parentais Embrapa
20 e BRS 133 e numero de SSR testados nas plantas Fa.

Grupos de ligacdo’ N® SSR N® SSR N® SSR
; testados polimérficos selecionados
MLG A1 " 5 1
MLG A2 19 5 3
MLG B1 11 6 5
MLG B2 11 4 4
MLG C1 12 3 2
MLG C2 17 2 1
MLG D1a+Q 11 4 1
MLG D1b+W 14 6 3
MLG D2 14 4 1
MLG E 11 2 9
MLG F 11 3 2
MLG G 16 5 1
MLG H 11 6 2
MLG | 12 5 3
MLG J 9 5 4
MLG K 12 5 3
MLG L 11 5 4
MLG M 14 5 3
MLG N 11 4 2
MLG O 14 5 0
Total 252 89 45

' Segundo Cragan et al. (1999).

Haldane de 50 ¢M. Nove grupos de ligagdo foram construidos, repre-
sentando oito grupos de ligacio ja descritos na literatura (Fig. 2.4). A
cobertura total do mapa foi de 251,2 ¢M, com uma média de 38,6 cM
entre dois locos marcadores adjacentes e a ordem dos locos marcadores
foi comparavel com a do mapa de ligacdo integrado j& descrito por
Cregan et al. (1999).
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Anidlise da FBN e a nodulacdo - Os resultados obtidos da analise de
variancia da geracéo F,, sdo mostrados na Tabela 2.4. Diferencas sig-
nificativas foram observadas entre as familias F, para NN e MPAS,
porém, ndo houve diferencas significativas para os pardmetros de MNS
e a i~lacdo MNS/NN. Esse resultado é atribuldo a que a varidncia F,
centrc das familias {QMD) foi superior a variancia entre familias {QME]),
idicardo que os valores de D (efeito genético aditivo) e H {efeito gené-
1cou de domindncia} devem ser pequenos em relacdo & varidncia
wmpiental. O coeficiente de variacdo para MPAS foi de 21,9%, en-
ruanto que, para os parametros de NN, MNS e MNS/NN, os valores
dzs coeficientes foram mais altos, de 53,2%, 57,5% e 53,7%, res-
pectivamente. Entretanto, o coeficiente de variagdo para o parametro
de nodulacao &, freqlentemente, superior a 30%. Quanto ao desempe-
nho dos parentais, Embrapa 20 teve maior média para MNS {116.04 =
13 '4 mg planta'} e para a relacdo MNS/NN (1.97 = 0.26 mg nédulo™),
encuanto que a média de BRS 133 para essas variaveis foi de 94,07
mq planta’ (desvio padrdo de 12,64 mg planta’) e 1,25 mg nédulo™
{desvio padrao de 0,12 mg nadulo'}, respectivamente, embora esses
valzres ndo tenham diferido estatisticamente. O comportamento das
médias para as outras duas variaveis, MPAS e NN, foi diferente, mas
para a MPAS foi semelhante em ambas as cultivares (2,68 g planta’ *
0.15 para Embrapa 20 e 2,73 g planta® =+ 0,15 para BRS 133} e, para

TABELA 2.4. Resumo da analise de varidncia para as variaveis massa da
parte aérea seca (MPAS), nimero de nédulos (NN), massa
de nédulos secos (MNS) e a relacdo MNS/NN em plantas
Fz de um cruzamento entre as cultivares Embrapa 20 e

BRS 133.

- Quadrado Graus de 2 cv
Varidvel 7 g0 tberdade P G
MPAS 0,54 1135 1,61 <0,001 0,217 21,9
NN 1197,57 1135 1,23 <0,05 0,17 53,2
MNS 27860,82 113b 0,98 0,54 0,14 b7,5

MNS/NN 0,86 1135 1,05 0,32 0,74 53,7
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o NN, a BRS 133 foi superior {79,29 + 9,51 nddulos planta’) 8 Embrapa
20 (65,43 + 6,04 nddulos planta'). A distribuicdo das freqliéncias
dos fendtipos das familias F, mostrou segregacdo transgressiva, con-
forme foi relatado anteriormente em trabalhos anteriores conduzidos
neste laboratério,

Marcadores_assocjados a FBN e nedulacdo - Os resultados da anélise
de regressao com o0s locos marcadores como variaveis independentes
e MPAS, NN, MNS e a relacdo MNS/NN como variaveis dependentes
mostraram 13 associacGes significativas (P<0,05) devido a efeitos
aditivos; além disso, alguns locos marcadores foram significativamen-
te associados com mais de um carater {Tabela 2.5). A variacao fenotipica
(R2?) explicada por cada loco QTL loco marcador foi de 4% para MPAS
e MNS/NN, 2% a 9% para NN e 3% a 6% para MNS {Tabela 2.5). O
baixo nivel da variacao desses QTLs & consistente com a natureza
gquantitativa dos caracteres de FBN e nodulacao na soja.

O mapeamento por intervalo revelou apenas duas regides gendmicas
semelhante aquelas encontradas através da analise de regressao. Um
intervalo foi incluido entre os marcadores Satt066 e Satt304, no grupo
de ligacdo MLG B2, o qual teve efeito significativo {£<0,01 e LOD 2,3)
na expressao fenotipica no NN. O outro intervalo foi encontrado entre
Satt197 e Sattb09 no grupo de ligacao LG B1 e foi significativamente
associado (P<0,01 e LOD 2,7} com MNS (Fig. 2.4). A contribuicéo
para o NN e MNS desses QTLs putatives foide 7,1% e 10%, respec-
tivamente, semelhante aos valores obtidos pela analise de regresséo.
A discrepéancia no nimero de QTLls detectados entre ambhos métodos
pode ser explicada pelos diferentes niveis de significdncia adotados
para a analise de regressio e o mapeamento de intervalo [P<0,05 e
P<0,01, respectivamente}. Qutra explicacdo pode ser devido & preci-
s&o do método para detectar QTLs, uma vez que os resultados obtidos
pela analise de regressao se aproximam aos obtidos pelo mapeamento
de intervalos quando o QTL esta localizado no loco marcador. Neste
mapa de ligagio, como as distancias entre dois locos marcadores adja-
centes foram superior a 20 cM {média de 38,6 cM), o mapa poderia
ainda ndo estar suficientemente saturado para ser detectado pelo mé-
todo de mapeamento por intervalo.
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FIG. 2.4. Mapa de ligaciio da soja baseado na informacédo de 21 locos microssatélites
{S5R) de uma populagio de mapeamento F, do cruzamento Embrapa 20
X BRS 133. Lecos marcadores sdo mostrados a direita de cada grupo de
ligacdo (MLG) e as distdncias genéticas {cM} sdo indicadas a esquerda
como determinado pelo Mapmaker/Exp para LOD 3,0 e distidncia de Haldane
de 50 cM. MPAS (massa da parte aérea seca), NN {(nimero de nddulos),
MNS {massa de nddulos secos] e relacdo MNS/NN denotam marcadores
significativamente associados com os caracteres (quadros representam:
efeitos aditivo e dominante, respectivamente}. Quadros sobre os grupos
de ligagdo: QTL para MNS (MLG B1: LOD 2.8) e QTL para NN {MLG B2:
LOD 2.3), como determinado pelo Mapmaker/QTL.

Por outro lado, a andlise de regressdo mostrou que alelos da cultivar
parental BRS 133 predominaram nas associagdes significativas, loco
marcador - loco QTL, para aumentar o cardter em todas as varidveis
testadas. Houve duas excecdes, onde alelos de Embrapa 20 estiveram
associados ao aumento do carater para NN e MNS com o marcador
Satt654 ndo agrupado no mapa de ligagdo (Tabela 2.b). Esse compor-
tamento dos alelos dos parentais foi diferente do esperado dos resulta-
dos fenotipicos, pois sendo as médias para MNS e MNS/NN superiores
em Embrapa 20, esperava-se que esse parental tivesse a maior propor-
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cao dos alelos positivos associados aos caracteres. Entretanto, a pre-
senca de QTLs com efeitos alélicos opostos aos esperados dos fenétipos
parentais estd bem documentada e a presenca desses QTLs “comple-
mentares” fornece uma explicagdo para a segregagao transgressiva
observada nas familias F, desse cruzamento. Além disso, estes resul-
tados sugerem uma estratégia para a selecio, mais eficiente, auxiliada
par marcadores, com a combinago de alelos apropriados dos parentais
para o0 melhoramento genético dos caracteres. Par exemplo, utilizando
os alelos da Embrapa 20 para a transferéncia dos QTL associados ao
marcador Sattbb4 para a MNS; ou bem, os alelos da BRS 133 na
transferéncia dos QTLs ligados ao marcador Satt187 para MPAS.

A andlise de varidncia com um fator {one-way-ANOVA) foi incluida
como uma alternativa para detectar desvios do modelo linear aditivo
devido a efeitos de domindncia (Tabela 2.6)., Nesta andlise os dois
graus de liberdade (g.l.) para os marcadores foram separados em um
g.l para efeitos de domindncia e um g.l para efeitos aditivos, sendo
esses Ultimos equivalentes aos descritos na andlise de regressao. Atra-
vés da “one-way-ANOVA" foi possivel detectar 13 associacées signi-
ficativas (P<0,05) loco marcador - loco da caracteristica quantitativa
devido a efeitos de dominancia {H). Efeitos de dominéncia tém sido
freqientemente detectados em estudos com mapeamento de QTlLs,
Neste trabalho, foram detectadas 26 associacdes significativas (P<0,05}
utilizando 17 marcadores microssatélites, sendo 13 relacionadas a efel-
tos aditivos (D) e 13 a efeitos de dominancia (H) (Tabela 2.5). Esses
resultados foram esperados, uma vez que pardmetros genéticos aditivos
e de dominéancia ja foram relatados em trabalhos prévios com um con-
junto restrito de geracoes F,, F, e os parentais Embrapa 20 e BRS 133.

Por outro lado, a andlise de regressio e a andlise de variancia com um
fator registraram ocorréncia de QTLs controlando mais de um carater.
QTL com efeito aditivo foi associado com as variaveis MPAS e MNS ne
grupo de ligacao MLG B1 no loco marcador Satt197 (Fig 2.4). Tam-
bém, QTL com efeito de dominancia para MPAS, NN e MNS foi associ-
ado no loco marcador Satt296 {(MLG D1b+W) (Fig. 4). Outro QTL
controlando dois caracteres, NN e MNS foi detectado em duas regides
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gendmicas, no LG B2 associado a Satt066 e MLG H/J associado a
Satt182 e associade ao loco ndo agrupado Sattbh4 (Tabela 2.6). As
correlactes observadas podem ser devido a QTLs estreitamente liga-
dos ou a um unico QTL, com efeito pleitrépico.

Interacdo entre QTL ndo ligados - Uma anélise de varidncia com dois
fatores foi realizada entre todas as possiveis combinactes de locos
marcadores nao ligados para localizar interagdes entre QTLs especifi-
cos ou interacdo entre gendtipos por gendtipes. Nessa analise, um loco
marcador associado significativamente com um QTL (loco A, associa-
do significativamente P<0,05 pela andlise de regressao) e um outro
loco marcador ndo ligado (loco B, significative a £<0,05, ou nao signi-
ficativo P>0,05 pela analise de regressao) foram usados como varia-
veis independentes e as caracteristicas quantitativas come variaveis
dependentes. Nessa andlise, o fator de interagéo calculado foi utilizado
como estimativa da interacao entre dois QTLs, na expresséo do fendtipo.
Assim, a significancia de um fator de interacdo sugere gue o efeito
resultante pelos dois QTLs juntos ndo é apenas a soma de seus efeitos
independentes. Seis interacdes entre pares de locos marcadores foram
significativas para P<0,05 (Tabela 2.7 e Fig. 2.5). Para MPAS, duas
interacdes foram encontradas {loco A, significativo a P<0,05 e loco B,
ndo significativo a £>0,05). Uma dessas interacdes, entre os locos
marcadores Satt197 e Satt233, teve um R? explicando 12% da varia-
cdo fenotipica e os alelos nos locos QTLs que estao aumentando o
carater vém de BRS 133 {A,A,B,B,), os quais superaram a média em
8% (Tabela 2.7}. A segunda interacdo para MPAS foi entre os locos
Satt197 e Satt317, com um RZde 11%. Os alelos nos locos QTLs que
aumentaram a média do carater em até 8,3% tiveram uma combinacao
-mista, com alelos de BRS 133 no loco Satt187 e de alelos de Embrapa
20 no loco Satt317 {A A B B} (Tabela 2.7). Para NN, apenas uma
interacao foi significativa {loco A significativo PEQ,05 e loco B, néo
significativo P=0,05), entre os locos marcadores Satt192 e Satt197 e
a variacao fenotipica explicada por essa interacdo atingiu 12% (R?).
Essa interacdo teve ¢ maior efeito entre todas as interacdes detecta-
das, ja4 que a combinacao entre os alelos de BRS 133 no loco Satt192
(A,A,) ede Embrapa 20 no loco Satt197 (B,B,) superaram a média de
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FIG. 2.5. InteracGes entre pares de locos ndo ligados. MPAS [massa da parte aérea
seca), NN (nimero de nadulos) e MNS (massa de ndodulos secos) deno-
tam marcadores mostrando associacgao significativa com esses caracteres.

Interacio para MPAS [ —» J, NN ({ — > Je MNS [« > ).

nodulos em até 28% (Tabela 2.7). Trés outras interacdes foram detec-
tadas entre pares de locos marcadores significativamente associados a
QTLs controlando o pardmetro de MNS. Duas contribuiram com 15%
{R?) da variagdo fenotipica, uma entre os locos Satt197 e Satt122 e a
outra entre Satt251 e Sattb54. A melhor combinac8o de alelos parentais
incrementando a média de MNS em 22% foi verificada entre as alelos
da Embrapa 20 no loco Satt197 e alelos da BRS 133 no loco Satt192
(A A B,B.}). A terceira interac@o para MNS foi verificada entre 0s locos
marcadores Satt509 e Satt554, com um valor de R? de 14%.

QOutras deducdes podem ser feitas a partir das interactes entre QTLs
néo ligados mostradas neste trabalho, as quais poderiam ajudar a expli-
car a ocorréncia de QTLs controlando mais de um carater. Foi consta-
tado um QTL associado significativamente com a MPAS {P<0,02, Ta-
bela 2.5} e MNS (P<0,003 Tabela 2.5) no loco marcador Satt197, no
grupo de ligacao MLG B1 (Fig. 2.4). Além disso, ocorreram interagOes
entre esse loco marcadoer e os locos Satt233 e Satt317 que afetaram a
MPAS, mas a MNS (Tabela 2.7 e Fig. 2.5). A falta de um efeito signi-
ficativo dos locos Satt233 e Satt317 sobre a MNS sugere gue um gene
separado poderia existir controlando a MPAS. Argumento semelhante
pede ser usado para o QTL ligado ao marcador Satt192 associado
significativamente com NN (P<0,05, Tabela 2.6) e MNS (P<0,02, Ta-
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bela 2.7}, Existemn interacdes entre Satt192 e Satt197 que estdo afe-
tando tanto o NN como a MNS (Tabela 2.7 e Fig. 2.5). Essas interacdes
poderiam indicar que hd um (nico QTL controlando ambos os caracteres.
Entretanto, nesta etapa do trabalho ndo é possivel concluir se o Satt192
estd associado ao um Unico QTL com efeito pleiotrépico sobre NN e
MNS, ou se o Satt197 esté ligado a dois QTL separados e diferentes
controlando MPAS e MNS. Para isso, serdo necessdrias mais anélises
genéticas detalhadas para se obter um mapa com maior saturagéo nes-
sa regido genémica.

A variagéo fenotipica para os caracteres quantitativos determinada pela
andlise de regressdo (4% para MPAS e MNS/NN, 2% to 9% para NN e
3% to 6% para MNS, Tabela 2.6) e pela anélise de variancia com dois
fatores (11% a 12% para MPAS, 12% para NN e 14% a 15% para
MNS} através dos marcadores SSR pode ser relacionada com as esti-
mativas da herdabilidade no sentido amplo (1,2} previamente relatada
para as familias F, derivadas do mesmo cruzamento por este grupo de
pesquisa. Essas estimativas de (h ?) foram de 13% para NN, 26% para
- MNS e 20% para a ralacdo MNS/NN, e o valor maior relatado foi para
MPAS (61%). Através desses resultados é possivel observar que a
analise de regressdo explica parcialmente a variacdo genética para os
caracteres nesta populacdo. Assim, as interagdes entre QTLs néo liga-
dos detectados neste estudo deveriam computar uma quantidade adi-
cional da variacdo para os caracteres quantitativos. Por outro lado, a
variagdo que ainda n&o pode ser explicada neste trabalho, particular-
mente para MPAS, pode ser atribuida a varidncia ambiental ou a asso-
ciagdes significativas entre outros locos marcadores nio detectados
neste estudo.

No presente estudo, foi possivel identificar vérios locos marcadores
com associacGes significativas com os parametros de MPAS, NN e
MNS, incluindo efeitos aditivos e de dominancia na soja. Também foi
possivel associar a informagdo molecular com os pardmetros genéticos
(ld] efou D, [h] efou H} dos estudos de heranca previamente determina-
dos para essa populacéo. Estudos adicionais para testar os QTLs iden-
tificados em outras populagdes de mapeamento (Bossier X Embrapa
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20) assim como também o uso de outros marcadores SSR para obter
um mapa com maior saturagdo em lineas F_ . do cruzamento entre
Embrapa 20 e BRS 133, estdo em curso. A principal intengéo € a inclu-
sdo desses marcadores SSR nos programas de melhoramento genético
para melhorar a contribuicdo do processo de fixac@o bioldgica do nitro-
génio nas novas cultivares de soja.

2.3 Microrganismos associativos promotores do crescimento
de soja (04.2001.338-03})

Alexandre José Cattelan; Anizia Fatima Ferreira Betti; José Zucca Moraes;
Rubson Natal Sibaldelli; Miguel Pereira de Souza; Lara Munique Ferracin’

0 custo com insumos e o impacto de estresses abidticos podem ser
diminuidos através da melhor explorac@o dos nutrientes e da agua do
solo pelas plantas, assim como através de um crescimento mais rapi-
do. Isso pode ser parcialmente alcancado através da inoculacdo com
microrganismos promotores do crescimento de plantas, especialmente
bactérias. Geralmente, o crescimento vegetal & aumentado porque es-
ses microrganismos protegem as plantas contra microrganismos
patogénicos ou deletérios, seolubilizam nutrientes do solo, produzem
horménios vegetais ou apresentam efeito sinergistico com a fixacéo
simbiética do nitrogénio, no caso das leguminosas.

Este subprojeto visa obter isolados de rizobactérias (bacterias
rizosféricas) promotoras do crescimento da soja (RPCS), que sejam
benéficos & cultura da soja em pelo menos um dos seguintes aspectos:
melhor utilizacdo dos nutrientes e da agua do solo, maior eficiéncia da
fixacdo simbiotica do N,, protecdo contra microrganismos fitopa-
togénicos, crescimento mais rapido e maior rendimento de gréos. Em
2001/02 foram obtidos 20 isolados de bactérias relacionadas & promo-

' Centro Universitario Filadélfia (UNIFIL).
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¢ao do crescimento da soja e, além desses, outros isolados promisso-
res estdo sendo avaliados quanto a suas caracteristicas /in vivo e in
vitro. Em 2001/02, foram conduzidos experimentos em casa de vege-
tacdo e a campo com os isclados que apresentaram maior potencial
nos testes /n vitro.

Teste de solubilizacao de fosfato em casa de vegetacao - O solo utili-
zado foi um Latossclo Vermelho Amarelo com baixo teor de P, proveni-
ente de Ponta Grossa, PR. O solo de todos os tratamentos foi corrigido
{3,1 t de CaCO, ha') e adubado com K, na forma de KCI, e com
micronutrientes (70 kg K,O ha ' e 30 kg de FTE Mamboré Ponta Gros-
sa ha’!, respectivamente). O solo de todos os tratamentos, com exce-
¢cao da testemunha positiva, recebeu fosfato de Argélia, na dose equi-
valente a 80 kg de P,0, ha''. Cada vaso plastico recebeu 3 kg de solo.
Os tratamentos foram os seguintes: testemunha positiva {recebeu
adubacdo com superfosfato triplo em dose correspondente a 100 kg
F'205 ha-7}, testemunha negativa (sem adicdo de fosfato soldvel), isola-
dos de bactérias GN1201, GN2214, LN3212, AB 202, P08,P 07, PC8,
P10, P 21,P 23, P45 e P 53,

As bactérias foram cultivadas em 1/10 TSA, a 28°C, colhidas,
suspensas em 0,1 M MgS30, (pH 7,0) e a densidade 6tica foi ajustada
para uma absorbancia de 0,55 a 600 nm. Sementes de soja cv. BRS
156 foram inoculadas com cada um dos isolados e semeadas em na-
mero de seis por vaso. Faram usadas cinco repetic6es. Os tratamentos
testemunha nao foram inoculados.

Apds a emergéncia, as plantulas foram desbastadas para duas por vaso.
As plantas foram colhidas aos 52 dias apds semeadura, avaliando-se a
massa e o comprimentc das ralzes, a massa dos nédulos e da parte
agérea e o teor de nitrogénio e fésforo no tecido.

Com excecao do comprimento de raizes, nenhum outro pardmetro ava-
liado foi aumentado pela inoculagao com as bactérias solubilizadoras
{Tabela 2.8}. O isolado GN 2214 aumentou em 60% o comprimento
das raizes em relacdo & testemunha negativa e em 54 % em relacdo a
testemunha positiva. Nenhum isolado aumentou a absorgéo de P pelas
plantas.
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Testes a Campo - Seis isolados de bactérias {(GN 1201, GN 2214,
LN3212, AB 202, P 21 e P 53), escolhidos em funcac dos testes /in
vitro e em casa de vegetacdo, foram testados a campe em Londrina e
Ponta Grossa, PR. Foram preparados inoculantes 4 base de turfa para
cada isolado.

Trés ensaios foram instalados em dois locais no Estado do Parana: um
na estacdo experimental da Embrapa Soja, em Londrina, em um Latossolo
Roxo, e outros dois, na estacdo experimental da Embrapa Transferén-
cia de Tecnologias, em Ponta Grossa, em um Latossolo Vermelho-Es-
curo, sendo uma area com adubacdo fosfatada normal e outra com
baixo fésforo, na safra 2001/02. Nos trés experimentos, foram feitas
adubacdes com KCI, na dose equivalente a 50 kg de K,0 ha'. No
experimento em Londrina e no experimento em Ponta Grossa, com
nivel normal de fésforo, foi aplicado superfosfato triplo na dose equiva-
lente & 60 kg de P,O, ha™'. O experimento com baixo fésforo foi aduba-
do com fosfatc de rocha de Argélia, na dose equivalente a 80 kg de
PO, ha'. O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados
com cinco repeticoes e parcelas de 4,0 por 6,0 m.

Sementes de soja cv. BRS 156 foram inoculadas com 500 g de
inoculante turfoso dos isolados testados por 50 kg de semente e com
a mesma dose de inoculante turfosoc com as estirpes SEMIA 587 (5.
elkaniiy + SEMIA 5080 (B. japonicum), produzidos pela FEPAGRO, A
testemunha foi inoculada apenas com Bradyrhizobium spp. Aos 35 dias
ap6s a emergéncia, 10 plantas por parcela foram medidas guanto a
altura; aocs b6 dias apés a semeadura, 10 plantas por parcela foram
coletadas com o sistema radicular intacto para avaliacao da nodulacao,
desenvolvimento das raizes e da parte aérea e, quando as plantas esta-
vam em maturacio fisioldgica, avaliaram-se o rendimento de graos (cor-
rigido para 13% de umidade) e a massa de 100 gréos.

Embora todos esses parametros avaliados tenham sido aumentados
por pelo menos um dos isolados testados, apenas para o desenvolvi-
mento radicular 0s aumentos foram estatisticamente significativos (Ta-
bela 2.9). Os isolados GN 1201, GN 2214, LN 3212 e AB 202 aumen-
taram significativamente a massa das raizes em relacao ao tratamento
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nao incculado (testemunha). O rendimento de grdos ndo foi afetado
significativamente ao nivel de significdncia de 5% mas, ao nivel de
7%, o isclado LN 3212 aumentou significativamente o rendimento de
grdos em relagdo a testemunha (148 kg ha'}. Os dois experimentos
conduzidos em Ponta Grossa foram perdidos por severa seca ocorrida.



~)
)

USO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
MAXIMIZAR A CONTRIBUICAO DOS RIZOBIOS
FIXADORES DE NITROGENIO E DOS FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES: CARACTERIZA-
(;AO'DA DIVERSIDADE SOB DIFERENTES MANEJOS
AGRICOLAS E AVALIACAO DAS RESPOSTAS A

INOCULACAD

N° do Projeto: 02.2001.327 Lider: Mariangela Hungria
N° de subprojetos que compdem o projeto: 04
Unidades/Instituicdes participantes: Embrapa Soja, FEPAGRO, IAPAR

Diversas bactérias diazotréficas conseguem se associar simbio-
ticamente a algumas leguminosas, estabelecendo o processo de fixa-
¢&o bicldgica do N, e suprindo as necessidades de nitrogénio {N) das
plantas. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), por sua vez, se
associam as raizes de diversas espécies de plantas, resultando em
aumento na absorgcdo de nutrientes e reduzindo a suscetibilidade a
doencas e estresses hidricos. Para garantir a maximizacdo da contri-
buicdo da fixacdo de N, e a contribuicdo dos FMA, porém, diversas
linhas de pesquisa precisam ser conduzidas €, para isso, & importante
utilizar metodologias para a identificacdo das estirpes/isolades, per-
mitindo monitorar a diversidade das populagdes e determinar as res-
postas a inoculacdo. Nesse contexto, este projeto, composto por
quatro subprojetos, desenvolve trabalhos relacicnados ao uso de
marcadores meleculares, visando a maximizacdo da contribuicdo dos
processos hioldgicos. No primeiro subprojeto, de “Caracterizacao
molecular da coleco de referé@ncia nacional para rizobio (SEMIA)”
{02.2001.327.01) (coordenado pela M.Sc. Eliane Villamil Bangel, da
FEPAGRO), estdo sendo caracterizadas geneticamente estirpes de
rizobios recomendadas para o uso em inoculantes para leguminosas
de clima temperado, leguminosas forrageiras de clima tropical e
leguminosas para adubacfdo verde. No segundo subprojeto
(02.2001.327.02) "Caracterizagdo da diversidade de rizdbio capaz
de nodular o feijoeiro em solos brasileiros e selecdo de estirpes mais
eficientes e competitivas” (coordenado pela Dra. Mariangela Hungria,
Embrapa Soja), estdo sendo caracterizadas estirpes de rizébio capa-
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zes de nodular o feijoeiro, bem como estdo sendo conduzidos ensaios
de inoculagdo com estirpes superiores de rizébio para essa leguminosa.
No quarto subprojeto (04.2001.04) “Uso de marcadares maleculares
na determinacdo da diversidade de fungos micorrizicos arbusculares
em sistemas de cultivo plantio direto e convencional, rotacdes de
culturas e coberturas verdes” [coordenado pelo Dr. Arnaldo Colozzi-
Filho, do IAPARI, estdo sendo conduzidos estudos sobre o uso de
marcadores moleculares com fungos micorrizicos arbusculares. No
subprojeto 3, estdo sendo conduzidos estudos sobre a diversidade
microbiana e de Rhizobium e Bradyrhizobium em solos cultivados
com feijoeiro e soja sob o0s sistemas de semeadura direta (SD} ou
convencional (SC}. Constatou-se que a SD resultou em maior biomassa
e atividade microbiana, quando comparada aos solos submetidos ao
preparo com arado. Além disso, a presenca de uma leguminosa esti-
mulou a atividade microbiana, acelerando o processo de decomposi-
céo dos residuos vegetais. No Estado de Mato Grosso, foram isola-
das estirpes a partir de nédulos coletados em seis propriedades, ten-
do-se constatado maior diversidade genética em solos sob SD, quan-
do comparados aos sob SC. Todas as éreas do MT possuiam popula-
Gao estabelecida de Bradyrhizobium, contudo, a reinoculacdo conti-
nua desempenhou um papel importante no aumento da diversidade
genética. A seguir, serdo relatados os resultados obtidos, nesse
subprojeto, com a cultura da soja, em 2002.

3.1 Diversidade microbiana e de Rhizobium e Bradyrhizobium
em solos cultivados com feijoeiro e soja sob os sistemas
de plantio direto e plantio convencional (02.2001.327-03)

Julio Cezar Franchini; Rosinei Aparecida de Souza'; Mariangela Hungria;
Eleno Torres; Rubens Jasé Campo

3.1.1 Comportamento funcional do N na biomassa microbiana em
diferentes sistemas de preparo do solo

" Bolsista de IC do CNPq.
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Devido & importancia do N na nutricdo mineral das plantas e a diversi-
dade de processos que conduzem a perdas desse nutriente nos siste-
mas agricolas, o N na forma orgénica estd diretamente relacionado a
sustentabilidade dos sistemas agricolas brasileiros, em geral pobres
nesse nutriente. Conseglentemente, o incremento do N da biomassa
microbiana desempenha um papel crucial na ciclagem de N e na manu-
tencao da fertilidade do solo. Entre os vérios sistemas de preparo do
solo, existem indicacdes de que o sistema de semeadura direta (SD),
mais conhecido como plantio direto, contribui para o aumento da
hiomassa microbiana do sole, tanto em relacdo ao C, quanto ao N,
contudo, varios estudos ainda precisam ser conduzidos para estabele-
cer, com melhor precisao, a contribuicBo da biomassa microbiana para
a sustentabilidade dos agroecossistemas.

Com o objetivo de avaliar a influéncia do preparo do solo sobre a
dindmica do N na biomassa microbiana (NMB} foi amostrada, periodi-
camente, de 09/2001 a 02/2002, a camada de 0 a 10 ¢cm dos trata-
mentos em que a semeadura da soja foi realizada sob os sistemas de
semeadura direta {Di), escarificacdo com arado cruzador (Cr) e seme-
adura convencional com arado de disco {Ad), em um experimento
conduzido ha 13 anos sob esses manejos, em Latossolo Vermelho
distroférrico, na Estacio Experimental da Embrapa Soja, Londrina,
PR. O preparo do solo ocorreu aos 30 dias ap6s a primeira avaliacao
e a semeadura acs 40 dias. @ NMB foi avaliado pelo método de fumi-
gacdo e extracdo, antes (NMBI, valor inicial) e apos (NMBF, valor
final) a incubacao das amostras em condicdes otimizadas, no labora-
tério, por 10 dias, a 25°C.

O NMB foi maior no Di em relacao ao Ad, tanto antes, quanto depois do
periodo de incubacdo no laboratério, confirmando que os 13 anos de
adocao do sistema Di favoreceram o incremento do N da biomassa
microbiana (Figs. 3.1A e 3.01B). O uso do escarificador para o preparo
do solo proporcionou valores intermediarios entre o Di e 0 Ad. Conse-
glientemente, os resultados obtidos neste ensaio, em que 0s trés siste-
mas de preparo do solo estavam estabelecidos por um periodo de tem-
po consideravel, fornecem uma forte evidéncia de qgue o NMB pode ser
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FIG. 3.1. Nitrogénio na biomassa microbiana {(NMB) antes {l} e apds {F) a incubagao
das amostras, relacdo NMBF/NMBI e taxa liguida de NMB (NMBF-NMBI}
em diferentes sistemas de preparo de solo (Ad: arado de discos; Cr:
escarificacdo com arado cruzador; Di: semeadura direta), em Latossole
Vermelho distroférrico de Londrina, PR.
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utitizado como um bioindicador da sustentabilidade dos agroe-
cossistemas. O NMBI resulta da avaliacdo nas condigbes proximas aque-
las do campo, enquanto o NMBF resulta da incubacao sob condi¢ges
ambientais otimizadas. A relagdo NMBF/NMBI foi superior no sistema o
Ad, em relacdo ao Di, indicando, portanto, maior limitacéo na atividade
da microbiota, a campo, no Ad (Fig. 3.1C), provavelmente relacionada
a diversos fatores adversos, como temperaturas mais elevadas e me-
nores teores de umidade e de C nesse sistema, em relacdo ao Di. Por
outro fado, a imohilizacao liguida (NMBF-NMBI no Di foi praticamente
o dobro da observada no Ad, em todas as avaliacdes realizadas (Fig.
3.1D). Em pouco mais de uma década de estabelecimento do Di, por-
tanto, foi possivel obter incrementos na biomassa microbiana de N, em
relacdo ao Ad, consideravelmente superiores aos relatados em traba-
lhos conduzidos em outros paises, indicando taxas mais elevadas de
ciclagem de nutrientes nas condicBes deste experimento.

3.1.2 Perdas de NH, e CO, durante a decomposicéo de tremoco
utilizado como adubo verde em semeadura direta

Na Regido Sul, mais de 80% da drea agricola tem sido cultivada em
sistema de semeadura direta, Associada a SD, a rotagdo de culturas é
uma pratica importante de maneio agricola gue tem proporcionado
melhorias nas condicdes quimicas, fisicas e biolégicas do solo, resul-
tando em incrementos no rendimento das culturas comerciais. A inser-
¢io de plantas leguminosas de adubacdo verde com alto potencial de
fixacédo biolégica de N, no sistema de rotagao pode substituir, total ou
parcialmente, a adubagao nitrogenada recomendada para culturas de
grdos de ndo-leguminosas, bem como contribuir para o aumento do N e
do C no solo. Este aumento no nivel de matéria organica do solo contri-
bui para a sustentabilidade dos sistemas agricolas e, também, resulta
na reducdo das emissdes e aumento da fixacdo de CO,, uma das gran-
des preocupacgoes ambientais da atualidade. Por outro lado, a manu-
tencéo dos residuos na superficie do solo pode favorecer as perdas de
N na forma de NH,. Nesse contexto, foram avaliadas as perdas de CO,
e NH, no sistema de SD durante a decomposicéo de quantidades cres-
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centes de palha de tremoco (Lupinus angustifolium), umas das plantas
de cobertura e adubacao verde mais utilizadas nos sistemas de rotacao
de cuituras na Regidao Sul.

0O experimento foi conduzido num Latessolo Vermelho distroférrico ti-
pico, textura muito argilosa, na area da fazenda experimental de Embrapa
Soja, em Londrina, PR. A &rea experimental vem sendo conduzida sob
o sistema de 5D nos Gltimos 11 anes e, nos dltimos dois anos, com a
cultura da soja {G/ycine max) no verdo e pousio no inverno. O delinea-
mento experimental foi ¢ de blocos inteiramente casualizados com quatro
repeticdes. Foram estabelecidas parcelas de 60 m?, nas quais foram
aplicados os tratamentos especificados na Tabela 3.1. As parcelas com
o tratamento “raizes” foram cultivadas com tremoco e tiveram a parte
aérea retirada da parcela. No tratamento “raizes + 175", o procedi-
mento realizado no tratamento “raizes” foi repetido, entretanto, foram
adicionados 175 kg ha' de N na forma de tremoco. Os demais trata-
mentos receberam residuos de tremocgo preduzidos em area adjacente

TABELA 3.1. Ildentificagdo dos tratamentos e quantidades equivalentes
de massa da parte aérea seca de tremogo, C e N

aplicados.

e e o - B part(.‘;,

Tratamentos Nome aérea seca C a

kg ha'') tkg ha™)
Vegetacao esponténea Pousio o C
Tremoco raizes Raiz o 0
Tremoco raizes + Raiz + 1756 5.833 2.683
175 kg N ha' tremoco

30 kg N ha’ tremogo 30 1.000 460
60 kg N ha' tremoco 60 2.000 920
120 kg N ha' tremoco 120 4.000 1.840
175 kg N ha’' tremoco 175 5.833 2.683
300 kg N ha” tremoco 300 10.000 4,600

N=2,86 gkg', C=46 g kg"
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ao experimento. Os residucs foram cortados e aplicados quando o
tremoco estava no estadio de grdo leitoso. Apds o estabelecimento
dos tratamentos foram instalados coletores para a captura de NH, e
CO,. Os coletores para captura de NH, eram abertos e constituidos por
uma garrafa do tipo "PET” (polyethylene terephthalate), com o fundo
cortado. No interior havia uma estrutura para suporte de uma fita de
papel de filtro mergulhada em 25 mi de H,S0O, O0,1M. Cada parcela
recebeu um conjunto com trés coletores. As fitas eram recolhidas junto
com a solucéo e substituidas a intervalos de 2 a 4 dias. O N-NH, foi
guantificado como NH,* por celorimetria com indofenol. A eficiéncia
dos coletores foi ajustada pela avaliagdo das perdas em solucdes pa-
drdes tratadas com Ca(OH), em pastilhas. Os coletores para captura
de CO, eram constituidos de tubos de "PVC” com 20 cm de alturae 10
cm de didmetro. Trés tubos por parcela foram enterrados até 5 cm de
profundidade, com os residuos incluidos em seu interior, No interior foi
colocado um recipiente com 20 ml de NaOH 0,5 M e o coletor foi
fechado com a respectiva tampa. Os recipientes com NaOH foram subs-
tituidos a intervalos de 2 a 4 dias. O CO, evoluido foi quantificado
indiretamente pela titulacdo do NaOH nado consumido. Uma area adja-
cente nfo cultivada e mantida sem vegetag¢ado foi avaliada como con-
trole da emissao de CO, resultante da mineralizacdo da matéria organi-
ca nativa do sola.

A taxa de emisséo de CO, nos primeiros 27 dias apos a aplicagao dos
residuos de tremoco foi propercional a quantidade de material aplicado
(Fig. 3.2). Nesse periodo, os tratamentos “300”, “raiz+ 175", "175" e
“raiz” foram os que apresentaram os maiores valores de CO, emitido,
com valores médios de 12 kg C-CO, ha' dia’'. Comparando-se 0s tra-
tamentos “300” e “175 +raiz”, observa-se uma participagdo importan-
te das raizes de tremoco na emissdo de CO,. O regime de chuvas
durante o periodo experimental teve grande influéncia sobre os resulta-
dos observados, Durante o periodo compreendido entre 15 e 45 dias, a
precipitacdo pluviométrica foi pequena {(Fig. 3.3), 0 que resultou em
taxas baixas de evolugdo de CQO,, ndo tendo ultrapassado 10% do C
aplicado, bem como em pequenas diferencas entre os tratamentos. A
partir do 40° dia, as chuvas ocorreram com maior periodicidade, deter-
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FIG. 3.2. Taxa de emissao diaria de CO, durante o periodo o periado experimental.
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FIG. 3.3. Precipitacdo durante o periodo experimental.
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minando condicGes favoraveis ao processo de decomposicdo das resi-
duos, como demonstrando pelas taxas de emissdo de CO,.

A partir do 80° dia, as emisstes de CO, passaram a ser iguais para
todos os tratamentos, indicando que o efeito dos tratamentes sobre a
evolucdo de CO, havia sido completado num periodo relativamente
curto. A andlise ao final do ciclo evidenciou que a evolucdo total de
CQ, foi diretamente relacionada com o aumento das doses de N-tremogo
{Fig. 3.4A}. Contudo, a evolucao de CO, expressa como percentagem
do C aplicado diminuiu com o aumento da dose de N-tremoco (Fig.
3.4B), indicando que, quanto maior a quantidade de material, menor foi
a sua taxa de decomposicéo e evolucao de CO,. E provéavel que este
efeito se deva & menor proporcdo de material vegetal em ¢contato com
o solo, & medida que a dose de residuo foi aumentada.

As perdas de N-NH_, assim como observado para o C-CO,, foram rela-
cionadas com a quantidade de material aplicado. A emisséo de NH,
acumulada chegou a 6 kg ha' de N para o tratamento “300" (Fig. 3.5).
Foi observado que a presenca das raizes teve pouca contribuicdo para
a perda de NH,, uma vez que a emissao observada no tratamento “raiz”
foi semelhante & do tratamento “pousio”.
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FIG. 3.4. Relagdo entre a evolugio acumulada de CO, ¢ doses de N-tremogo. (A)
perdas como percentagem do carbono aplicado e (B} perdas totais.
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FIG. 3.5. Perda cumulativa de N-NH3 durante o periodo experimental,

Observa-se que, assim como a emissdo de CO,, a emissdo de NH,
também esteve associada a disponibilidade de dgua do solo, ndo tendo
ultrapassado, no periodo inicial, 2% do N aplicado e, apés o 45° dia,
guando a periodicidade das chuvas foi maior, houve um incremento na
emissao de NH,

Como conclusdes principais deste trabalho conduzido no Parand tem-
se que: 1) A decomposi¢do dos residuos de tremoco foi diretamente
relacionada com a precipita¢io; 2) As taxas de emissio de CO, e de N-
NH, foram diretamente relacionadas & quantidade de material aplicado,
contudo, as perdas de N-NH, foram baixas quando comparadas ao
montante de N aplicado na forma de tremoco.
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