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Apresentacao

A Jornada Académica da Embrapa Soja tem como objetivo promover o traba-
Iho desenvolvido pelos estudantes que integram o Programa de Estagio de
Complementagéao Educacional da Embrapa, junto as equipes de pesquisa e
apoio da Unidade.

Por meio da inscri¢ao de trabalhos nas modalidades escrita e oral, os partici-
pantes vivenciam a dindmica de um evento cientifico, contando com o supor-
te de seus orientadores e do Comité Local de Publicagdes (CLP) da Embrapa
Soja. Além disso, interagem com seus pares e com o publico interno da em-
presa, em um significativo processo de aprendizagem.

Em sua 15?2 edicao, realizada no dia 15 de julho de 2020, pela primeira vez
totalmente no formato online, a Jornada Académica contou com 31 trabalhos
inscritos, cujos resumos expandidos encontram-se nesta publicagéo, que te-
mos a satisfacdo de apresentar.

Cabe a Embrapa Soja agradecer aos orientadores e estagiarios, bem como
a banca avaliadora e ao Nucleo de Comunicagdo Organizacional, que con-
tribuiram para a realizagdo da XV Jornada Académica da Embrapa Soja.
Aproveitamos, ainda, para parabenizar a todos pelos resultados alcangados.

Ricardo Vilela Abdelnoor
Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Estratificacdo ambiental em ensaios de

competicao de hibridos de girassol

OLIVEIRA, K.; CARVALHO, C. G. P. de; AMABILE, R. F.3; ANSELMO, J. L.
GODINHO, V. de P. C.5; RAMOS, N. P.5; ALMEIDA, I. L. de”; FAGIOLI, M.8; SOUZA,
V.A.C.S; ZORZO, F."°

'Unopar, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR, kawoliver23@gmail.com; 2Pesquisador, Embrapa Soja;
3Pesquisador, Embrapa Cerrados; “Pesquisador, Fundacdo Chapadao; SPesquisador, Embrapa Rondonia;
5Pesquisadora, Embrapa Meio Ambiente; “Analista, Secretaria de Inovagdes e Negocios; ®Professor, UNB;
SPesquisadora, CATI; "®Pesquisador, Agricola Wehrmann.

Introducgao

No Brasil, a avaliagéo e selecao de hibridos de girassol, em regiées de cultivo
ou potenciais, vém sendo feitas por meio da Rede de Ensaios de Avaliagao de
Gendtipos de Girassol, coordenada pela Embrapa e que conta com a partici-
pacao de empresas publicas e privadas (Dalchiavon et al., 2016). Nesses en-
saios € comum a ocorréncia de interagdo genoétipos x ambientes (Dalchiavon
et al., 2016; Birck et al., 2017; Santos et al., 2020).

A interacdo gendtipos x ambientes ocorre quando ha respostas diferenciais
dos gendtipos em relagdo a variagao do ambiente. Ela pode ser simples ou
complexa. Ainteragao simples ocorre quando ha variabilidade entre gendtipos
nos ambientes e a interagdo complexa ocorre quando ha falta de correlagéo
entre os genotipos e, por consequéncia, ocorre inconsisténcia da superiori-
dade de gendtipos com a variagdo ambiental (Cruz; Carneiro, 2006). Quando
a interacao é do tipo complexa, gendtipos superiores em um ambiente nao
necessariamente serdo em outro, justificando a sua avaliagdo ser feita em
varios ambientes.

A Rede de Ensaios de Avaliacao de Gendtipos de Girassol requer tempo
e elevada demanda por recursos humanos, fisicos e financeiros. Assim, &
fundamental identificar se ha, entre os ambientes disponiveis, padroes de
similaridades de respostas de genotipos, de tal maneira que seja possivel
avaliar a possibilidade de descartes de ambientes, quando existe problemas
técnicos ou escassez de recursos (Cruz; Carneiro, 2006).

O objetivo desse trabalho foi realizar uma estratificagdo ambiental em en-
saios de competi¢do de hibridos de girassol, avaliados em diferentes locais
em 2019, de modo a identificar locais (ambientes) com padrdes de similari-
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dades de respostas de gendtipos, ou seja, locais em que nao haja interagao
genotipos x locais ou que ela seja do tipo simples.

Material e Métodos

Dados de rendimento de graos obtidos nos ensaios conduzidos pela Rede
de Avaliacdo de Genodtipos de Girassol, em 2019, foram avaliados de 14
hibridos em 9 ambientes (8 locais). Os locais de teste foram Planaltina,
Recanto da Emas e Vargem Bonita (DF), Espirito Santo do Pinhal e Manduri
(SP), Chapadao do Sul (MS), Cristalina (GO) e Vilhena (Ensaio A e Ensaio
B, semeados em épocas distintas) e os hibridos foram BRS323, BRSG62,
BRSG63, BRSG64, BRSG65, BRSG66, BRSG67, BRSG68, BRSG69,
BRSG70, BRSG71, BRSG72, Aguara 06 e Helio 250.

O delineamento experimental foi blocos completos casualizados, com quatro
repeticdes. A parcela experimental consistiu de quatro linhas de 6,0 m de
comprimento, espagadas de 0,7 m. As duas linhas externas e 0,5 m de cada
extremidade das linhas centrais de cada parcela foram descartadas na co-
Iheita como bordaduras, obtendo-se uma area util de 7,0 m2. Todos os tratos
culturais recomendados foram realizados para possibilitar o melhor desenvol-
vimento das plantas, conforme Castro e Leite (2018).

Anadlise de variancia em esquema fatorial foi realizada para rendimento de
gréos, a 1% e 5% de probabilidade. Verificou-se previamente a existéncia de
homogeneidade de varidncias residuais das analises de cada local, quando
a razao entre o maior e o menor quadrado médio residual foi inferior a sete
(Pimentel-Gomes, 2009).

Para realizar a estratificagdo ambiental foi utilizado o método de agrupamento
de ambientes com base no algoritmo de Lin (1982), que consistiu em estimar
a soma de quadrados da interagéo entre hibridos e pares de locais, obtidas
em nivel de média de parcelas e agrupar aqueles locais cuja interagao foi nao
significativa a 1%, pelo teste F. Adicionalmente, foi verificada a possibilidade
de inclusdo a esse grupo de novos locais, cuja interagdo gendtipos x locais
foi significativa, mas do tipo simples, conforme Cruz e Castoldi (1991). Para
isto, foi feita a decomposicdo do quadrado médio da interacdo em partes
simples e complexa, sendo a parte complexa (C) expressa em percentagem
pela seguinte férmula:
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.. 100,/(1 - r)OMH ,OMH ,

QMHij,

em que ¥ é a correlagdo entre médias de um mesmo hibrido nos locais j e
i’ OMH; e OMH ;. sdo os quadrados médios entre hibridos nos locais j e
j'e QMHij, € o quadrado médio da interagéo entre hibridos e os locais
j € j’. Incluiu-se um novo local no grupo de locais, cuja interagdo foi nao
significativa, quando a interagéo entre hibridos x pares de locais (novo local
e cada membro desse grupo) foi predominantemente de natureza simples,
mesmo que a interacdo hibridos x locais tenha sido significativa nesse novo
agrupamento.

Resultados e Discussao

Interacdo gendtipos x locais significativa (p<0,01) foi observada pelo teste
F (Tabela 1), indicando que a diferenga no comportamento entre genétipos
variou em fungao do local avaliado, o que justifica a realizacdo de uma ana-
lise de estratificagdo ambiental, para detectar possiveis locais que ndo haja
interacdo ou que ela seja do tipo simples.

A menor soma de quadrados entre gendtipos e pares de locais foi estimada
para os locais Vilhena (Ensaio A) e Vilhena (ensaio B) (Tabela 2), sendo cons-
tatada interagcao nao-significativa pelo teste F (p<0,05). Isto mostra a pouca
contribuigdo da avaliagao em Vilhena (RO), em duas épocas de semeadura,
para selecdo de hibridos de girassol. Nao foi possivel inserir nenhum outro
local neste grupo, que mantivesse a interacao nao significativa.

Tabela 1. Analise de variancia para rendimento de graos de hibridos de girassol ava-
liados em diferentes locais do Brasil, em 2019.

Fonte de variagao “ Quadrado médio

Blocos/locais 27 55870,46
Genotipos 13 801245,7**
Locais 8 22092783,9**
Gendtipos x Locais 104 387869,5**
Residuo 351 50428,9
C.V. 10,5

Média 2131,9
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Foi verificado ainda a possibilidade de incluir outros locais no grupo (Vilhena
— ensaio A e Vilhena — ensaio B), cuja interagdo fosse significativa, mas do
tipo simples. A Tabela 3 mostra a parte complexa da interagao genétipos x
pares de locais, estimada pela decomposicédo do seu quadrado médio (Cruz;
Castoldi, 1991). Recanto da Emas (DF) foi o unico local que apresentou es-
timativa inferior a 50% da parte complexa da interagdo com o local Vilhena
— Ensaio A. Contudo, todos os locais apresentaram estimativas superior a
50% da parte complexa da interagdo com o local Vilhena — Ensaio B. Assim,
nao foi possivel incluir outros locais no grupo (Vilhena A e Vilhena B), cuja
interacao fosse significativa do tipo simples.

Tabela 3. Valores percentuais da parte complexa resultantes da decomposi-
¢ao da interacao entre hibridos e pares de locais.

tocais | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9

106,2 54,2 87,4 99,6 89,6 61,1 98,6 65,0

2 64,8 86,6 82,7 38,0 73,1 88,2 96,5
3 69,5 93,6 11,4 632 1088 887
4 103,8 83,9 57,5 116,5 105,3
5 51,7 59,2 60,0 61,6
6 100,0 404 64,2
7 80,4 60,8
8 49,8

" Local: (1) Planaltina (DF), (2) Espirito Santo do Pinhal (SP), (3) Chapadao do Sul (MS), (4) Cristalina (GO),
(5) Manduri (SP), (6) Recanto da Emas (DF), (7) Vargem Bonita (DF), (8) Vilhena (Ensaio A), (9) Vilhena
(Ensaio B).

A estratificagcdo ambiental indicou que os hibridos avaliados em 2019 na
Rede de Ensaios de Gendtipos de Girassol, coordenada pela Embrapa Soja,
mostraram comportamentos diferenciados em todos os locais de teste, com
mudanga no ranqueamento dos mesmos. Mas, quando avaliados em distin-
tas épocas de semeadura em Vilhena, os hibridos mostraram comportamento
similares. Assim, para reduzir os custos da Rede, pode-se conduzir o ensaio
em Vilhena em apenas uma época de semeadura.
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Conclusao

Os locais de teste da Rede de Ensaios de Gendtipos de Girassol, coordenada
pela Embrapa Soja, apresentaram poucos padrbes de similaridades de res-
postas de gendtipos, ndo havendo a necessidade de descartes de locais. A
estratificacdo ambiental indicou, também, haver a necessidade de condugao
de uma unica época de semeadura em Vilhena, Rondénia.
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Componentes de producao do trigo

influenciados pela aplicacao de calcario e cobre

FONTES, M. B.; MOREIRA, A.2%; MORAES, L.A.C.%, PETINELI, R.4

'UNIFIL, Bolsista PIBIC/CNPq, marcelo-fontes@hotmail.com; 2Pesquisador, Embrapa Soja; *Bolsista de
Produtividade em Pesquisa do CNPq; “Pés-Graduando, Universidade Estadual de Londrina (UEL)

Introducgao

O cobre (Cu) desempenha importantes fungdes nas plantas, destacando-se
a participacao no fluxo de elétrons na fase luminosa da fotossintese e na
fase escura auxiliando a entrada do CO, em compostos organicos (Malavolta,
2006). No metabolismo vegetal, as plantas apresentam mais de 100 diferen-
tes tipos de proteinas que contém Cu, dentre essas destacam-se a plastocia-
nina, superoxido desmutase, citocromo oxidase, diamina oxidase e polifenol
oxidase (Yruela, 2005; Marschner, 2012).

Nas condigdes tropicais e subtropicais, a acidez do solo € um dos fatores
mais limitantes para a obtencdo de bons rendimentos em lavouras de trigo
(Triticum aestivum L.), no entanto, com aplicagédo continua de calcario pode
diminuir a disponibilidade dos micronutrientes metalicos (Cu, Fe, Mn e Zn).
A baixa disponibilidade desses nutrientes prejudica o desenvolvimento das
plantas, reduz o sistema radicular e a parte aérea e diminui a absorgédo de
nutrientes e agua (Moreira; Fageria, 2010).

Nas areas de cultivo, com a aplicagéo de calcario ocorre um acumulo de cal-
cio (Ca) e magnésio (Mg), e consequente redugao da acidez do solo devido
a reagao dos carbonatos de Ca e Mg gerando OH induzindo deficiéncia de
alguns nutrientes, como o Cu (Moreira et al., 2017; Moreira et al., 2019a). A
elevacao do pH do solo reduz a solubilidade do Cu e de todos os metais pe-
sados, tornando-o menos disponivel as plantas cultivadas (Wu et al., 1999)
aliado a isso, a exportagao para os graos o teor do Cu disponivel no solo vem
diminuindo gradativamente (Moreira; Moraes, 2019), sendo os sintomas de
deficiéncia do nutriente reportado em diferentes culturas e locais (Fageria et
al., 2015; Moreira et al., 2019b). Para agravar este problema, também exis-
tem os efeitos interibnicos antagdnicos, entre os quais, por exemplo, quando
ha aumento da concentracdo de Ca?* na solugdo do solo decorrente de doses
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elevadas de calcario pode haver diminuigdo da absor¢do do ion Cu pelas
plantas (Marschner, 2012).

O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento da cultura do trigo (pro-
ducéo de gréos, producao da matéria seca total e teor de clorofila) em dois
tipos de solo (Neossolo Quartzarénico, NQ e Latossolo Vermelho distrofico,
LVd) com diferentes niveis de acidez (sem e com calagem) e doses de Cu
aplicado no solo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em condigbes de casa de vegetacgao localizada
no municipio de Londrina (23°19°08” LS e 51°11°37” LO), Estado do Parana,
Brasil. Os solos utilizados foram um Latossolo Vermelho distréfico (LVd) co-
letado em area de mata nativa na camada de 0-20 cm no municipio de Maua
da Serra, Estado do Parana e um Neossolo Quartzarénico (NQ) coletado em
area de pastagem no municipio de Osvaldo Cruz, Estado de Sdo Paulo com
0s seguintes atributos quimicos e fisicos (Embrapa 1997): a) LVd - pH em
CaCl, = 4,6, matéria organica do solo (MOS) = 45,6 g kg™, fésforo (P - Mehlich
1) = 2,4 mg kg™, potassio (K*) = 0,4 cmol_kg™, calcio (Ca*") = 3,0 cmol_kg”,
magnésio (Mg®*) = 1,5 cmol_kg™, enxofre (S-SO,*) = 15,8 mg kg™, aluminio
(AP*) = 0,2 cmol_kg, acidez potencial (H+Al) = 8,1 cmol_kg™, capacidade de
troca de cations (CTC) = 13,0 cmol_kg™, boro (B) = 0,5 mg kg™, Cu = 2,1 mg
kg", ferro (Fe) = 65,7 mg kg, manganés (Mn) = 48,7 mg kg, zinco (Zn) = 1,5
mg kg™, argila 630 g kg™ e areia 210 g kg” e b) NQ - pH em CaCl, = 4,6, MOS
=9,5gkg’, P=1,6 mgkg’, K*=0,1 cmol_kg™”, Ca** = 1,1 cmol_kg"', Mg* =
0,3 cmol_kg”, S-SO,* = 2,0 mg kg, A** = 0,0 cmol_kg™', H+Al = 2,0 cmol_kg
', CTC = 3,4 cmol_kg', B=0,2mg kg™, Cu=1,4 mgkg', Fe =12,1 mg kg™,
Mn = 25,9 mg kg™, zinco (Zn) = 0,7 mg kg, argila 59 g kg e areia 915 g kg™.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial: nas parcelas cinco doses de Cu e duas doses de cal-
cario e nas subparcelas os dois tipos de solos (LVd e NQ), com quatro repeti-
cOes. Os tratamentos consistiram de duas dose de calcario equivalente a 0 e
5,0 Mg ha' (0 e 7,5 g por vaso, 28% de CaO e 18% de MgO, p:p)] e cinco do-
ses de Cu (0, 2, 4, 8 e 16 mg kg™). O experimento foi conduzido em vasos de
barro de 3,0 dm?® de solo seco ao ar (TFSA) passado em peneira de 2,0 mm.
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O calcario foi homogeneizado nos vasos e as adubagdes com P, K, B, S, Co,
Fe, Mn, Mo, Ni e Zn foram feitas de acordo com Moreira e Fageria (2010) para
experimentos conduzidos em condi¢des de casa de vegetagéo. Os vasos fo-
ram irrigados diariamente para compensar as perdas por evapotranspiragao
e para manter o solo préximo de 70% do valor total de poros (Cassel; Nielsen,
1986). A cultivar de trigo utilizada foi a BRS Sabia e foram semeadas dez se-
mentes, e apds o desbaste deixadas trés plantas uniformes por vaso.

Durante todo ciclo vegetativo foram coletadas as folhas senescentes para
obtencéao da produgao de matéria seca total da parte aérea da planta (MSPA).
No final do ciclo também foram quantificadas a produgéo de gréos (PG).

Os resultados dos componentes de produgao e fisiolodgicos, atributos quimicos
do solo e estado nutricional das plantas foram submetidos aos testes de nor-
malidade, e posteriormente realizadas analises de variancia (ANOVA), teste
F, regressao polinomial, coeficientes de determinagdo R? (p < 0,05) e compa-
ragao de contraste entre médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

A produgéao de graos (PG), teor de clorofila e producédo de matéria seca da
parte aérea (MSPA) nao apresentaram interagéo significativa para aplicagéo
de calcario e doses de Cu, independentemente do tipo de solo, indicando
respostas distintas para cada nivel de calcario e Cu aplicado (Tabela 1). A
PG variou de 6,9 a 9,6 g por vaso no LVd, com a produgdo maxima estimada
(PME) obtida com a dose 9,5 mg kg de Cu (y = 16,217 + 1,462x - 0,077x2,
R?=0,62, p<0,05) e de 8,0 a9,3 g por vaso com PME na dose 14,7 mg kg™
de Cu (y = 2,038 + 0,666x - 0,023x?, R? = 0,69, p < 0,05) no NQ no solo sem
aplicagéo de calcario, enquanto nos tratamentos com calcario variou de 5,6
a 10,1 g por vaso no LVd com PME na dose 9,1 mg kg de Cu (y = 19,842
+1,526x - 0,084x%, R? = 0,56, p < 0,05) e de 8,5 a 9,9 g por vaso no NQ e
PME na dose 10,3 mg kg de Cu (y = 14,637 + 2,026x - 0,098x2, R? = 0,71,
p < 0,05) (Tabela 1). No caso da MSPA e teor de clorofila, essas variagbes
foram de 10,0 a 14,5 g por vaso e 341,0 a 380,0 mg m2no solo sem calcario
e 8,5a 15,2 g por vaso e 318,1 a 371,7 mg m?2, respectivamente. Na média
dos solos, a auséncia de calcario resultou em produgdes inferiores ao tra-
tamento com calcario, tendo efeito significativo somente no NQ (Tabela1),
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além disso, apresentaram correlagao positiva e significativa da MSPA com a
PG nos dois solos estudados e corroboram os resultados de Fageria (2001)
e Moreira et al. (2017), ao reportarem respostas distintas da PG no cultivo
da soja (Glycine max (L.) Merrill) em solos com diferentes niveis de acidez,
sendo o mesmo observado por Moreira et al. (2019b) com o Cu no cultivo da
soja e trigo em sucessao.

Tabela 1. Teor de clorofila, material seca da parte aérea (MSPA), produgéo de gréos
(PG) em dois solos sem (A) e com (B) aplicacédo de calcario e doses de cobre e pro-
ducéo relativa do trigo em fungéo da aplicagéo de calcario (A).

[ _gom | (@ porvaso) [(gporvasel| (4
nnnn-n-

0 3412 3253 104 6,9 123,2
2 3580 3393 11,1 11,7 7.4 7,8 94,9
s 4 3800 4324 119 132 79 88 898
(Lvd) 8 3538 3622 145 152 96 10,1 950
16 3883 3717 119 129 79 86 917
Média 364,2a 366,2a 11,9a 123a 80a 82a 97,6
0 260,3 3565 120 135 80 85 941
2 3733 3715 133 140 89 93 957
Neossolo 4 3299 3589 139 144 93 96 969
(NQ) 8 3032 3181 129 149 86 99 869
16 287,3 3182 19 127 79 90 878
Média 310,8b 3446a 128b 139a 85b 93a 914
Teste F
Solo * * *
Calcario (a) * * *
Cobre (b) * * *
axb ns ns ns
CV% 12,14 9,32 11,64

“ NS Significativo a 5% probabilidade e nao significativo, respectivamente. Médias seguidas por letras distintas
dentro da mesma linha e variavel diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. CV — Coefici-
ente de variagdo.
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Conclusao

Mesmo com adubagédo semelhante e manutenc¢do da umidade préxima a ca-
pacidade de campo, o plantio do trigo em solo argiloso (Latossolo Vermelho
distrofico, LVd) foi superior ao cultivo em Neossolo Quartzarénico (NQ). A
aplicagéo de calcario aumentou a produgao de graos (PG), matéria seca da
parte aérea (MSPA) e o teor de clorofila em NQ, com incremento médio na
PG de 7,8% e também respondeu positivamente as doses de Cu com a maior
PG obtida na aplicagédo estimada (DME) de 9,5 e 9,1 no LVd e de 14,7 € 10,3
mg kg no NQ sem e com aplicagéo de calcario.
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Analise da variacao da precipitacao
pluviométrica na safra 2019/2020

no municipio de Londrina, PR
ALVES FILHO, L. F."; SIBALDELLI, R. N. R.2, GONCALVES, S. L.3; FARIAS, J. R. B.®

'UniFil, Graduando em Agronomia, Bolsista CNPqg/PIBIC, Londrina, PR, 2Matematico, Especialista em Esta-
tistica, Londrina, PR, 3Pesquisador, Embrapa Soja, Londrina, PR.

Introducgao

O estado do Parana é conhecido por ser um grande produtor de graos nas
safras agricolas de verao e inverno, com grande participagcdo de pequenos
produtores sendo a maioria praticantes da agricultura familiar. Na safra agri-
cola 2019/2020, o Parana foi responsavel pela produgéo de 20,7 milhdes de
toneladas de soja, produzidos em 5,5 milhdes de hectares, com uma produ-
tividade média de 3.774 kg/ha. Com relacédo a safra anterior (2018/2019),
o estado teve um aumento significativo na produgao do grdo em 27,8% em
consequéncia do maior volume e melhor distribuicdo de chuvas no estado,
tornando-se um dos estados com uma das maiores produtividade e produgao
do gréo na safra 2019/2020 (Conab, 2020).

O Parana tem um regime histdérico de chuvas que variam entre 1.000 a 2.600
mm ao ano, com temperaturas anuais médias de 13°C a 24°C, tornando o
estado propicio a produgao de soja durante a safra de verao (Nitsche et al.,
2019).

A soja, principal cultura das lavouras de veréo, tem seu melhor desenvol-
vimento com um regime hidrico de no minimo 550 mm durante o ciclo da
cultura, tendo dois momentos criticos quanto a falta de agua: da semeadura
a germinagéo e o enchimento de grdo. A falta de agua durante a germinagao
pode ocasionar falhas no estabelecimento da lavoura, comprometendo o nu-
mero final de plantas por metro linear. Ja no periodo de floragao e enchimento
de graos, momento em que a cultura pode necessitar de 7 a 8 mm de agua
por dia, a falta de agua pode ocasionar grandes perdas de produtividade de
graos.
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Diversos fatores podem afetar o regime pluviométrico de uma regido, muitas
vezes dentro de um mesmo municipio. Face ao exposto, este trabalho teve
como objetivo analisar e identificar periodos de déficits e excedentes hidri-
cos, comparando duas localidades situadas em diferentes regides, dentro do
municipio de Londrina, PR.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Agrometeorologia da Embrapa
Soja, no municipio de Londrina, PR. Os dados utilizados para a realizagcao
deste trabalho sao referentes ao periodo de outubro de 2019 a margo de
2020, periodo no qual corresponde a safra de soja. Os dados foram coletados
na estagcdo meteoroldgica instalada na fazenda experimental da Embrapa
Soja, localizada a 23°11’ S, 51°11" W e 630 m de altitude (Sibaldelli et al.,
2020) e na estagdo meteoroldgica do IAPAR, localizada a 23°22’ S, 51°00° W
e 585 m de altitude (IAPAR, 2020), ambas localidades dentro do municipio
de Londrina.

O balango hidrico climatolégico sequencial foi calculado através de planilhas
eletrénicas, utilizando-se o método de Thornthwaite e Mather (1955). O valor
considerado para a capacidade de agua disponivel (CAD) foi de 75 mm.

Resultados e Discussao

Durante a safra de 2019/2020 o balancgo hidrico climatolégico da estagao me-
teorolégica do IAPAR (Figura 1) teve bom volume pluviométrico entre mea-
dos de outubro a meados de novembro e em todo més de dezembro, porém
apresentou alguns momentos com deficiéncia hidrica no inicio de outubro e
entre os meses de janeiro e fevereiro, com grandes retiradas hidricas em tais
periodos. Ja na estagdo meteoroldgica localizada na Embrapa Soja (Figura
2), a precipitagdo se mostrou mais uniforme durante a safra de 2019/2020,
tendo chuvas bem distribuidas, com o maior volume precipitado no més de
dezembro, apresentando deficiéncia hidrica mais significativa no inicio da sa-
fra (primeiros decéndios de outubro e de novembro) e depois somente bem
no final (no ultimo decéndio de margo).
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A estacao meteoroldgica do IAPAR fica localizada a 18,5 km de distancia da
estagcao meteorologica da Embrapa Soja, onde pode-se inferir a interferéncia
do relevo e de outros fatores, na variagdo do volume de precipitagdo plu-
viométrica em diferentes locais de uma mesma cidade. Comparando-se os
momentos de deficiéncia apresentados no IAPAR (Figura 1) e na Embrapa
Soja (Figura 2), pode-se notar que a deficiéncia hidrica ocorreu, ao longo de
todo o periodo, com maior frequéncia no IAPAR, sendo presente em quase
todo o periodo da safra.

Pode-se observar na Figura 2, que foi pouco frequente a ocorréncia de defi-
ciéncias hidricas na estacdo meteoroldgica da Embrapa Soja, onde teve-se
precipitacdes de forma mais distribuidas durante o periodo analisado, pro-
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porcionando uma safra com menores deficiéncias hidricas, ocasionados por

maiores entradas do que saidas no sistema hidrico.
Figura 1. Balancgo hidrico decendial de outubro/2019 a margo/2020. IAPAR. Londrina,
PR.

Sabendo-se que ocorrem variagdes sobre o volume precipitado em duas lo-
calidades distintas, mas préximas, dentro de um mesmo municipio. Por meio
dos dados obtidos neste estudo (Figuras 1 e 2), as diferencas observadas
entre as estagdes préoximas deixam claro que o Brasil necessita de mais es-
tagbes meteoroldgicas, mais bem distribuidas e em pleno funcionamento em
todo seu territério. Hoje em dia, estagcbes meteorolégicas compactas estéo
disponiveis para a instalagdo em propriedades agricolas, a um custo rela-
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tivamente acessivel, o que muito pode contribuir para o monitoramento das

chuvas e auxiliar ao produtor na tomada de decisbes estratégicas.
Figura 2. Balancgo hidrico decendial de outubro/2019 a margo/2020. Embrapa Soja —
Londrina, PR.

Conclusao

Na safra de 2019/2020 o balanco hidrico climatolégico da estagdo meteoro-
l6gica do IAPAR teve bom volume pluviométrico durante o ciclo da cultura da
soja, porém, apresentou alguns momentos com deficiéncia hidrica, enquanto
que, na estacdo meteorologica da Embrapa Soja, a precipitacdo se mostrou
mais uniforme no mesmo periodo.

Essas diferengas observadas entre estagdes meteoroldgicas proximas mos-
tram que é urgente a necessidade de maior cobertura por equipamentos ins-
talados e cobrindo a diversidade do territério nacional.
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Uso de variavel Dummy para medir
influéncia de variaveis socioecondbmicas e

a importacao chinesa de graos de soja
SAITO, E. M. L.; OLIVEIRA, M. C. N. de

'Universidade Estadual de Londrina, bolsista da FAPED; Pesquisadora, Embrapa Soja.

Introducgao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das culturas que melhor se adapta ao
sistema plantio direto, sendo a principal para compor os sistemas de rotagao
lavoura-pastagem, ndo s6 por aspectos econdmicos, mas, também, por ser
eficiente fixadora de nitrogénio atmosférico (Kluthcouski et al., 2003). Nas
ultimas décadas sua cadeia produtiva tem apresentado um crescimento con-
tinuo devido a aspectos como tecnologia e mercado. Em 2020, pode chegar a
36,437 milhdes de hectares, alcangando um valor préximo de 122,13 milhdes
de toneladas, com exportacéo estimada em 72 milhdes de toneladas e produ-
tividade média, nos ultimos trés anos, de 3.352kg/ha (Conab, 2020). E a cul-
tura mais importante da economia mundial e a principal no agronegécio brasi-
leiro, que permite ao pais ter a capacidade de influenciar o mercado mundial
de commodities agricolas e pretensdes geopoliticas e geoeconémicas.

A producéo de soja apresenta, ao mercado internacional nitidos crescimentos
atribuidos a fatores diversos. Seus derivados, como gréo, farelo e 6leo sao
exemplos de segmentos concentrados em que Argentina, Brasil e Estados
Unidos apresentam poder de mercado, ou seja, sao capazes de aumentar lu-
crativamente o preco de seu produto por meio da redugdo da quantidade pro-
duzida (Landes; Posner, 1981). A China vem ocupando um papel fundamen-
tal nas relagdes comerciais com o Brasil. Segundo a Organizagdo Mundial
do Comeércio (OMC), o comércio brasileiro com o Mundo dobrou entre 1995
e 2005 e com a China aumentou cinco vezes no mesmo periodo, refletindo
um forte crescimento comercial entre os dois paises, tanto das exportagoes
quanto das importac¢des (Costa, 2015). Estimativas da safra mundial de soja
em graos para 2019/2020, divulgadas pela USDA, em seu quadro de oferta
e demanda mundial referente ao més de julho de 2019, mostram que o Brasil
(35,44%), EUA (30,15%) e Argentina (15,27%) juntos seriam responsaveis
por 80,87% de toda a produgdo mundial de soja em grédo, enquanto a China
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responderia por 57,68% de todas as importagbes mundiais (Estados Unidos,
2019).

Em teoria, qualquer pais que desenvolva atividades agricolas, ndo s6 o de-
senvolvimento tecnoldgico, como também as variaveis macroeconémicas sao
capazes de influenciar na produgéo agricola. Constantemente atualizam-se
dados macroecondmicos dos paises, a quantidade produzida em cada safra
e o estudo imersivo ao cenario externo de uma empresa. Entretanto, nao se
encontram muitas publicagdes sobre a relagcao entre a produgéo agricola bra-
sileira, como da soja, e o conjunto de variaveis de ordem econdmica, moneta-
ria e principalmente a demanda de outros paises com o produto. Ao conside-
rar essas inferéncias iniciais, Kich et al. (2012) verificaram as influéncias das
varidveis macroecondmicas no saldo da balanga comercial do agronegdcio
brasileiro, no periodo de 1997 a 2009, e notaram, que as variaveis renda e
taxa de cambio foram as mais significativas no saldo da balanga. Em analise
de regresséo, as variaveis podem ser influenciadas n&o apenas pelas varia-
veis proporcionais, mas também pelas que sao de natureza essencialmente
qualitativas (Gujarati; Porter, 2011). Uma variavel Dummy (binaria) em geral
indica a presencga ou auséncia de uma “qualidade” ou atributo, podendo “qua-
lificar” tais atributos formulando variaveis artificiais que assumem valores de
1 (presencga do atributo) ou 0 (auséncia do atributo), portanto s&o essencial-
mente um dispositivo para classificar dados em categorias mutuamente ex-
clusivas (Gujarati; Porter, 2011). Sua inser¢do € uma estratégia util no ajuste
de fendbmenos que sofrem uma ruptura de padréo, o que no presente trabalho
representou a estiagem ocorrida no periodo da safra em 2012, decorrente do
fendbmeno La Nifia. Naquele ano, o aumento da area plantada de soja, princi-
palmente no estado de Rio Grande do Sul. Segundo a Farsul (2012), houve
uma queda de 34% na produgédo de graos no estado de Rio Grande do Sul.
Portanto, houve o acréscimo no modelo proposto da variavel indicando por
meio de uso binario, o valor um para a ocorréncia do evento no ano de 2012
e zero para os outros periodos. Segundo Matos (2000), em geral na teoria
econdmica, ha pouca informacgao sobre a forma funcional mais adequada a
ser utilizada na especificagdo de um modelo econométrico. Ocorre que, cada
pesquisador escolhe o método que julgar conveniente.

Este estudo foi elaborado com o objetivo de verificar a influéncia das varia-
veis propostas de ordem econdmica, monetaria, da importacdo de graos de



28 DOCUMENTOS 429

soja do pais asiatico China e o uso da variavel Dummy nas variagbes da pro-
ducao dos gréos de soja do Brasil, no periodo de 1996 a 2017.

Material e Métodos

Na Tabela 1 sdo caracterizadas as variaveis propostas utilizando dados
anuais no periodo de 1996 a 2017 de valores acumulados no ano para a
estimagao.

Tabela 1. Caracterizagéo de variaveis independentes (SELIC, TDC, TDE, IGPM, IMP-
CH, PTD) e a dependente (PRODS).

Taxa média ajustada (TMA) dos financiamentos diarios acumulado no
Taxa basica de juros (SELIC)  ano apurados no Sistema Especial de Liquidagéo e de Custodia (SELIC)
lastreadas em titulos federais (Banco Central do Brasil, 2020).

Prego da moeda estrangeira medido na moeda nacional (R$/US$) (Ban-

laxaldelcambiol(IC) co Central do Brasil, 2020).

Taxa de desemprego (TDE) % pessoas na forca de trabalho que estdo desocupadas (IBGE, 2020).

indice Geral de Precos do Medido pela Fundagdo Gettlio Vargas (FGV), indicador que registra a
Mercado (IGPM) inflagéo de precos (Banco Central do Brasil, 2020).

Importacdo de grdos de soja  Volume total de importagao de gréos de soja da China medida em milha-
da China (IMPCH) res de toneladas (Estados Unidos, 2019).

Relagéo entre a produgdo do volume total de graos de soja e o fator de

HEE L EEE0 (F11D) producéo area medida em hectares (Produgéo..., 2005).

Volume total da producéo de grédos de soja no pais em milhares de tone-

Produgac deSoja(PRODS) S | ¢ Fotados Unidos, 2020).

O modelo proposto foi o modelo geral de regresséo linear multipla com base
na analise do comportamento grafico da variavel dependente. Foram tam-
bém avaliados os pressupostos de normalidade dos residuos e uniformidade
das variancias (Shapiro; Wilk, 1965; Breusch; Pagan, 1979). As estatisticas
utilizadas para avaliar a presenca desses pontos foram: distancia de Cook
(DC), DFBetas (DFB), DFFits (DFF). Importante ressaltar que os erros foram
minimizados com a insercdo da variavel categérica Dummy para indicar a
ocorréncia do evento de estiagem. As estatisticas e férmulas matematicas
associadas sao apresentadas com detalhes em livros que tratam de analise
de regresséao aplicada em estatistica e analise econométrica (Draper; Smith,
1998; Gujarati; Porter, 2011).
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Para verificar a existéncia de multicolinearidade, na presente pesquisa foi
utilizado o fator inflacionario de variancia (Montgomery et al., 2006).

Quando este indicador apresenta o valor acima de cinco, € possivel a exis-
téncia de multicolinearidade (Marbco, 2014).

Nesta pesquisa, optou-se por coletar dados anuais entre 1996 e 2017, levan-
do-se em consideragao a disponibilidade dos dados com fechamento ou pe-
riodicidade anual. Todas as estatisticas foram analisadas usando a linguagem
e ambiente computacional de analises estatisticas R (R Core Team, 2019).

Resultados e Discussao

Os diagramas de dispersao nas Figuras 1 e 2 mostram as evolugdes tempo-
rais do volume total de grdos de soja no Brasil e do volume de importagdes
de soja pela China, no periodo de 1996 a 2017. A quantidade total de graos
de soja importada pela China apresentou crescimento constante até 1999
(Figura 1), seguido de um periodo de instabilidade entre 2000 e 2002. A partir
desse periodo, a producdo de grdos de soja no Brasil apresentou um cres-
cimento constante com a possiblidade de haver outliers nos anos de 2003,
2009, 2012 e 2015 (Figura 2).
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Figura 1. Quantidade total de grdos de soja importada pela China, em milhares de
toneladas.
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Figura 2. Produgéo total de gréos de soja no Brasil, em milhares de toneladas.

Entre 1996-2001, houve a implantagdo do Plano Real e a exportagao da cul-
tura da soja foi impulsionada pela Lei Kandir, de 1996, que tornou isenta
a cobranga do ICMS sobre os produtos primarios exportados, medida que
barateou o produto e estimulou os mercados estrangeiros, acarretando um
incremento tecnoldgico em decorréncia da liberalizagdo do mercado nacio-
nal e dobrando sua produgao de graos. Mesmo com a abertura do mercado
chinés para gréos, que aumentou em 400% as exportacdes de soja brasileira
entre 1996-2003 (Carvalho et al., 2015), a China passou por instabilidades
ocasionadas por externalidades como a crise financeira na Asia e a recessdo
no mercado agricola da Russia no fim da década de 1990 que refletiu por
anos seguintes. Durante o mandato do ex-presidente Bill Clinton (1993-2001)
nos Estados Unidos, foram celebrados acordos comerciais entre a China e
Estados Unidos, os quais incentivaram a transferéncia de grande parte das
fabricas americanas para o pais asiatico. Em seguida, ocorreu a insergao
da China na Organizagdo Mundial do Comércio (OMC) em 2001. Outro fato
importante no periodo 1996-2001, é que o comércio Brasileiro com o mundo,
dobrou, enquanto as relagdes comerciais entre Brasil e China quintuplicaram
entre 1995-2005, segundo a OMC. Em bens comercializados, entre 2001-
2010, as exportagdes brasileiras para o pais asiatico representaram mais de
70% em commaodities agricolas e minerais (Costa, 2015).

Dentre os demais indicadores econémicos, o IGPM obteve a maior taxa em
2002 (25,3%), com deflagao em 2009 (1,71%) e 2017 (0,53%). A menor taxa
média anual da SELIC foi de 6,90% em 2017 e a maior foi de 40,84%, em
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1997. Ja a TDE obteve seu menor valor em 2014 (6,66%) e o maior 2017
(12,82%). Para a variavel produtividade (PTD), foi medida como fator de pro-
dugdo apenas sua area, no qual foi calculada a razdo do volume total de
producdo de graos de soja e a area colhida. Em 2004, houve uma queda
na produtividade inerente ao declive na produgéo de volume de gréos, visto
que, no periodo a produgdo nacional de soja teve uma baixa de 4,56% em
relagdo a 2003 por consequéncia de condigbes climaticas desfavoraveis no
final do ano e ainda sim sendo o segundo maior produtor de soja (IBGE,
2005). Segundo a Nepomuceno et al. (2007), somente na safra 2004/2005
as perdas de rendimentos de graos nos estados do Rio Grande do Sul e do
Parana atingiram mais de 78% e 23% respectivamente, quando comparadas
a safra 2002/2003.

Por ultimo, foi também verificada a relagéo entre a produgéo de graos de soja
no Brasil e o valor de venda do délar americano pelo Banco Central do Brasil,
uma vez que essa € a principal moeda estrangeira usada em transacodes
financeiras no Brasil. Em 2016 sua taxa média atingiu R$ 3,46 por US$ 1,00.
Em 1999 o cadmbio passou a ser flutuante no pais, em 1996 foi 0 mais baixo
dos periodos em estudo com R$ 1,00 por US$ 1,00 (Banco Central do Brasil,
2020).

As correlagdes lineares de Pearson positivas, entre as variaveis macroeconé-
micas e o volume total de soja produzida, foram: IMPCH 98,4%, PTD 85,1%,
TDC 62,5% e TDE 13,4%. Os valores negativos foram a taxa SELIC -69,0%
e IGPM -35,1%. Entre as variaveis exdgenas foram significativas as correla-
¢oes entre: PTD e taxa SELIC (-63,2%), IMPCH e TDC (82,1%), PTD e TDC
(45,0), TDC e IMPCH (55,1%) e TDC e TDE (53,2%).

Diante da variavel Dummy, foi proposta sua incluséo pela ocorréncia do fené-
meno La Nifia e que pela analise de residuos ao modelo ausente da variavel
binaria, apresentaram por meio do DC, valores acima do valor critico 0,182
0 ano de 2001 (0,210) e 2012 (0,222) (Bollen; Jackman, 1985). Da mesma
forma, os mesmos anos apresentaram valores de DFBETAS e DFFITS acima
do critico, com DFF 0,996 e 1,039, respectivamente, acima de 0,852 (Bollen;
Jackman, 1985). Foi selecionado o modelo (Tabelas 2 e 3), dentre nove mo-
delos, que obteve o menor valor do Critério de Informagéo Akaike (AIC). Além
de AIC, foram avaliados os resultados dos testes de normalidade, a autocor-
relagéo e uniformidade de variancias e os coeficientes de determinacao (R?).
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O modelo final obteve R? ajustado igual a 98,5%. Foram selecionadas para
manter no modelo, com base nos critérios mencionados, as variaveis TDC,
PTD, IMPCH e a variavel Dummy.

Para as variaveis TDC e IMPCH, o aumento de uma unidade na taxa de cam-
bio e milhares de toneladas de soja importadas pela China, ocorre um acrés-
cimo de 3,691e+3 e 7,325e-1 de milhares de toneladas produzidas de graos
de soja no pais respectivamente. Para a variavel explanatéria PTD, com
p-valor de 0,053, o aumento de uma unidade ira acrescentar em 8,105e+3 de
milhares de toneladas na producgéo de soja. Embora a produtividade esteja
com esta contribuicao, ela é resultante de outros fatores, como por exemplo,
capital e mao-de-obra. O que sugere propor um aprofundamento e inser-
¢ao dos demais fatores de produgéo na variavel PTD. Todavia, como espe-
rado, a variavel Dummy explicou um efeito negativo significativo (p=0,042) de
-7,585e+3 milhares de toneladas.

Tabela 2. Testes estatisticos dos modelos.

Modelos w Pr(W) DwW Pr (DW) BP Pr (BP)
Modelo inicial 0,924 0,091 1,659 0,037 6,158 0,5214
Modelo final 0,935 0,157 1,453 0,029 1,358 0,851

Tabela 3. Modelos de regresséo selecionados.

Modelos R R, AIC
1 fi=-166e+8+218SELIC+4710 + TDC + 9610 » PTD + 0,697 « IMPCH — 0,0228  TDE — 0,0153 » IGPM — 6700 « Dummy 0,988 0,982 427,173
2 ¥, = —10600 + 86,6 * SELIC + 5410 * TDC + 12500 = PTD + 0,661 * IMPCH — 197 * TDE — 219  IGPM 0,986 0,980 429,297
3 ¥; = 887+ —6,72 * SELIC + 3750 * TDC + 8060  PTD + 0,731 * IMPCH — 45,7 * TDE — 7680 * Dummy 0,987 0,983 426,656
4 ¥, = —797 + 4640 = TDC + 9410 = PTD + 0,696 * IMPCH — 14800 * TDE — 219 * IGPM — 6870 * Dummy 0,989 0,984 425,213
5 ¥; = —2360 + 12,5 + SELIC + 42,8 * TDC + 9370 * PTD + 0,703 * IMPCH — 136 * IGPM — 6660 * Dummy 0,988 0,983 425,386
6 Y = —670 — 8,08 * SELIC + (3680 * TDC + 8050 * PTD + 0,732 * IMPCH — 7,64 * Dummy 0,987 0,984 424,664
7 ¥, = —1820 + 4260 * TDC + 9270 * PTD + 0,703 * IMPCH — 134 = IGPM — 676 * Dummy 0,988 0,984 423,399
8 Y, = 638,25 + 3764,83 » TDC + 8109,12  PTD — 0,732 * IMPCH — 49,57 * TDE — 7631,92 * Dummy 0,987 0984 425213
9 Y5 = 342 + 3690 = TDC + 8100 = PTD + 0,732 * IMPCH — 7580 * Dummy 0,987 0,985 422,670

(PRODS) Producéo de volume total de gréos de soja, (IMPCH) volume total de importagdo de grdos de soja
pela China, (TDC) taxa de cambio, (SELIC) taxa basica de juros SELIC, (TDE) taxa de desemprego, (PTD),
produtividade calculada pela razé&o do volume total da produgéo de soja e area colhida de soja em hectares,
(IGPM) indice Geral de Pregos do Mercado; (AIC) Critério de Informago Akaike; (R? e R? ajustado) coeficien-
tes de determinacdo. A variavel TDC foi significativo em todos os modelos, a variavel PTD foi significativo
somente nos modelos 1, 4, 5 e 7, a variavel IMPCH foi significativo em todos os modelos e variavel Dummy
foi significativo somente nos modelos 8 e 9.
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Os resultados da pesquisa corroboram Rosolen et al. (2013) e Oliveira et al.
(2018) que verificaram a ocorréncia de relagao causal entre o prego da soja
e a taxa de cambio, afetando consequentemente o volume da produgéo de
soja no Brasil. Porém, em Oliveira et al. (2018) foi mantida a taxa SELIC em
seu modelo.

Pelo fator inflacionario de variancia (VIF), apds selecionar o melhor modelo
que explica o volume total de producéo de grdos de soja no Brasil (PRODS),
a Equacado 1 avalia o quanto a variancia de um coeficiente de regressao
estimado aumenta, se suas variaveis preditoras estiverem correlacionadas.
As variaveis que foram analisadas foram TDC (1,503), PTD (3,336), IMPCH
(4,064) e Dummy (1,249). Como todas as variaveis explanatérias apresenta-
ram valores menores que cinco, foi verificado que ndo se apresenta multico-
linearidade (Tabela 4).

Tabela 4. Fator Inflacionario de variancia (VIF).

Taxa de cambio Produtividade Importagao de graos de Dumm
(TDC) (PTD) soja pela China (IMPCH) y

1,503 3,336 4,064 1,249

O melhor modelo para explicar o aumento no volume de produgao de graos
de soja no Brasil no periodo de 1996 a 2017 foi obtido com as variaveis TDC,
PTD, IMPCH e a variavel binaria Dummy. Pela analise de residuos, o ano
de 2001 e 2012 foram consideradas outliers. Visto que em 2012 ocorreu o
fendmeno La Nin&, acréscimo da variavel categdrica Dummy trouxe melhores
resultados ao modelo e apresentando um efeito negativo na varidvel depen-
dente PRODS.

Conclusao

Com os resultados da pesquisa, concluiu-se também que para a produgéo de
graos de soja, € importante a relagdo comercial externa, principalmente com
a China e sua demanda pelo produto. Como proposta para novas pesquisas,
o aprofundamento e possivel acréscimo de mais fatores de producao na va-
riavel PTD do modelo, como por exemplo, capital e mao-de-obra, assim como
a analise politica e climatica sao fundamentais no setor agricola.
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Contribuicdo da polinizacdo entomdofila
em lavouras de soja com alto ou

baixo potencial de produtividade
BARATEIRO, J. V. G. R. P."; GAZZONI, D. L.%; GIEHL, A. M.3; OLIVEIRA, C. H.3;
LOT,F.D.2

"Instituto Agronémico do Parana, Mestrando em Producéo e Protecdo Vegetal, Londrina, PR, joaovitorgrpb@
gmail.com; 2Pesquisador, Embrapa Soja; *Graduando de Agronomia, Londrina, PR.

Introducgao

Os efeitos da polinizagdo entomdfila da soja (Glycine max (L.) Merril.), em
especial por abelhas da espécie Apis mellifera, envolvem controvérsias en-
tre autores, variando desde rendimentos mais elevados até a auséncia de
efeitos benéficos, o que justifica o investimento em estudos para clarificar a
questao, nas condigdes brasileiras de cultivo da soja. Estudos conduzidos
no exterior ou no Brasil, normalmente mostram aumentos de produtividade
quando polinizadores bidticos visitam as flores de soja: 31,7% a 58,6% no
numero de vagens; 40,13% no peso da vagem; 29,4% a 82,3% no numero
de sementes; 95,5% na viabilidade de sementes e 9% a 81% no peso das
sementes (Juliano, 1977; Issa et al., 1984; Villa et al., 1992; Nogueira-Couto,
1994; Favero; Couto, 2000; Ribeiro, 2000; Ribeiro; Couto, 2002).

O aumento progressivo da area de cultivo de soja no Brasil, que ultrapassa
36 milhdes de hectares, e que continuara crescendo em torno de 2% ao ano
nos proximos anos (Gazzoni; Dall’Agnol, 2018), faz com que o cultivo de soja
ocorra cada vez mais préoximo de apiarios. De outra parte, os apicultores es-
t&do progressivamente descobrindo que a soja se constitui em um bom pasto
apicola, com grande oferta de néctar. Como tal, um estudo mais aprofunda-
do, embasado em pesquisas e dados cientificos, com comprovagao pratica,
se faz necessario para o entendimento das oportunidades para o apicultor
e para o sojicultor. Essas oportunidades podem configurar um processo de
ganha-ganha, possibilitando a preservagdo do meio ambiente e dos servigos
ecossistémicos através de técnicas e conhecimentos da agricultura conser-
vacionista, aliado ao aumento na produtividade e qualidade de graos de soja.
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Assim, o presente estudo buscou elucidar questdes atualmente controversas
e contribuir positivamente para a obtencdo de novos dados, para estabe-
lecer os efeitos da polinizagdo apicola sobre o rendimento da soja e seus
componentes.

Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos, cada qual com trés tratamentos, deno-
minados: 1) Gaiolas com abelhas; 2) Gaiolas sem abelhas; 3) Campo aberto
(parcelas descobertas). Cada tratamento foi repetido 10 (dez) vezes, em um
delineamento de blocos ao acaso. Para conduzir o estudo, foram semeadas
duas areas de soja, no campo experimental da Embrapa Soja em Londrina,
PR, seguindo as tecnologias de producao de soja (Tecnologias..., 2013). Para
o primeiro experimento, foi utilizada a cultivar BRS 388 RR, de habito indeter-
minado, semeada em 22/10/19. A area esta localizada a uma distancia média
de 200 m de uma mata nativa, que serve de abrigo para diversas abelhas
nativas, e onde ja estavam alocadas colbnias de A. mellifera, além de dez
colmeias desta espécie colocadas a cerca de 20m da borda do experimento,
0 que permitiu a visitagao de polinizadores no tratamento de parcelas desco-
bertas (campo aberto). O segundo experimento foi instalado em area sabida-
mente com compactagao subsuperficial, com o objetivo de limitar o potencial
de produtividade da soja, a fim de verificar a ocorréncia da contribuicdo da
polinizacdo entomofila nestas condigdes. Foi utilizada a cultivar BRS433RR,
semeada em 22/11/2019.

Em ambos os experimentos, durante a semana anterior a data prevista para
o florescimento da soja, foram colocadas vinte gaiolas sobre as parcelas de
soja, medindo 8m de comprimento x 4,2m de largura x 2m de altura, com o
objetivo de evitar a entrada ou saida de insetos, em especial polinizadores.
As gaiolas possuiam armacao de PVC, recobertas por uma tela de poliamida
(nailon) branca, com abertura de, aproximadamente, 1 mm. A parte inferior do
telado das gaiolas foi recoberta com terra para impedir que insetos pudessem
adentra-la. Frequentemente a integridade de todos os telados era verifica-
da, para impedir a entrada ou saida de insetos. Dez gaiolas constituiram o
tratamento “com abelhas”, colocando-se uma colmeia de abelhas no interior
de cada gaiola, um dia antes do inicio do florescimento. Para tanto, foram
utilizadas colmeias tipo nucleo, de cinco quadros, preparadas com base na
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populacao de abelhas necessarias (aproximadamente 10.000-15.000) para a
polinizagcéo da area de soja no periodo do florescimento. Apés a colocagéo da
colmeia de abelhas no interior da gaiola, foi efetuado o monitoramento duas
vezes por semana, para comprovacgao da atividade da colbnia e fornecimento
de alimentagéo suplementar conforme necessidade. As gaiolas do tratamen-
to “sem abelhas” também foram vistoriadas, para confirmar a auséncia de
abelhas.

A abundéncia populacional de polinizadores nos tratamentos (1) e (3) foram
monitoradas por um observador, por meio de trés avaliagdes separadas por
uma hora entre elas, entre as 9h e 12h. Para a avaliagdo, o monitor perma-
necia 5 min parado no interior da parcela, registrando o numero de abelhas
observadas em 1m das duas filas a sua frente, sendo este procedimento
repetido duas vezes por parcela, a cada hora. No experimento 1, foram rea-
lizados 20 monitoramentos durante o periodo de florescimento da soja, que
ocorreu entre 6/12/2019 e 2/01/2020. No experimento 2 foram realizados 12
levantamentos entre 15 e 26/01/2020, observando-se a mesma metodologia.
Nos mesmos dias em que ocorreram os monitoramentos nas parcelas, foram
realizadas trés coletas com rede entomoldgica na bordadura do experimento,
para avaliagdo da presencga de pragas e de Apis mellifera.

Durante o periodo em que as gaiolas foram mantidas sobre as parcelas, mo-
nitorou-se, diariamente, a temperatura e a umidade do ar, com o auxilio de
data loggers, setados para computar estes pardmetros a cada 5 minutos. A
radiagao fotossinteticamente ativa (PAR) também foi medida, no interior de
uma gaiola e em uma parcela descoberta, simultaneamente. A insolagéo dia-
ria foi obtida no Laboratério de Meteorologia do lapar e a precipitagéo pluvio-
métrica na Embrapa Soja. As telas das gaiolas foram retiradas imediatamente
apos final do florescimento da soja. Tanto antes, quanto apos o florescimento,
0 manejo da soja foi 0 mesmo para todos os tratamentos. Para evitar interfe-
réncia do controle de pragas sobre os tratamentos, quando houve a neces-
sidade de alguma aplicacao, foram utilizados inseticidas fisioldgicos para o
controle de lagartas, respeitando o periodo de acao residual.

Em cada uma das parcelas foi colhida uma area util de 12 m? de soja, para
avaliacdo da produtividade. Adicionalmente, foi colhido 1 m linear de fila de
soja de cada parcela, para determinagcéo dos componentes da produgéo. Os
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dados foram submetidos a anadlise da variancia e as diferencas entre médias
discriminadas com o auxilio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Experimento 1: Area com alto potencial produtivo

As parcelas com abelhas tiveram rendimento 8,5% superior em relagéo as
parcelas sem abelhas. O rendimento da soja cultivada em parcelas abertas,
que representa uma condigédo usual do produtor, ndo diferiu dos outros dois
tratamentos (Tabela 1). Houve maior nimero de gréos por vagem nas gaiolas
com abelhas, sendo 5,1% maior que a soja cultivada em gaiolas sem abelhas
e 4,2% maior que as parcelas abertas, sendo a principal explicagao para
o aumento no rendimento da soja nas gaiolas com abelhas. O restante do
acréscimo da produtividade ficou diluido entre os demais componentes da
produgao, sem que houvesse diferenca estatistica entre os tratamentos.

O peso de 100 graos foi 2,2% maior para a soja das gaiolas com abelhas,
em comparagdo com o mesmo tratamento sem abelhas, embora nédo seja
estatisticamente significante, mas a diferenca para a soja de parcela aberta
(10,5%) foi significativa.

Como esperado, ndo foram observadas diferengas para a altura das plantas
de soja.

Tabela 1. Rendimento, altura de planta, nimero de graos por vagem e peso de 100
graos de soja submetidos a trés populagdes diferentes de abelhas e diversidade de
espécies.

Altura de

Tratamentos R plantas Pest) CI2 1Y
(kg/ha) (cm) graos (g)

A: Gaiolas com abelhas 4768 a 100,46 249 a 17,15 a

B: Gaiolas sem abelhas 4395 b 103,65 237b 16,78 ab

C: Campo aberto 4568 ab 96,09 2,39b 15,52 b

CV (%) 6,55 8,91 4,60 9,55

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Nao foram observadas diferencas significativas para o numero de vagens ou
graos por planta entre os tratamentos, bem como para o numero de vagens
contendo 0 a 2 grdos e para as vagens contendo 3 e 4 graos, como mostra
a Tabela 2.

Tabela 2. Numero de vagens / planta, gréos / planta, vagens com 0 e 1 grédos e va-
gens com 3 e 4 gréos de soja submetidos a trés diferentes populagdes de abelhas e
diversidade de espécies.

Vagens/ | Graos/ | Vagens 0+1+2 Vagens 3+4

Tratamentos planta | planta graos/planta graos/planta
(n) (n) (n) (n)

A: Gaiolas com abelhas 39,29 97,20 16,89 22,40

B: Gaiolas sem abelhas 40,62 97,58 18,28 21,77

C: Campo aberto 41,40 99,41 19,87 21,53

CV (%) 14,12 15,43 15,69 19,57

As vagens foram separadas de acordo com o numero de graos, e apenas
as vagens contendo 2 graos apresentaram diferencas entre os tratamentos,
com as parcelas abertas produzindo 15,9% a mais de vagens de 2 grdos que
as parcelas enjauladas com abelhas e 15,4% a mais que as enjauladas sem
abelhas, como mostra a Tabela 3. Houve menos vagens com zero ou um grao
nas parcelas provenientes de gaiolas com abelhas, porém nao houve diferen-
¢a estatistica para os demais tratamentos.

Tabela 3. Numero de vagens contendo diferentes numeros de grdos de soja,
submetidos a trés diferentes populagbes de abelhas e diversidade de espécies.

Numero de vagens por planta
Tratamentos
] e Lot ot oo

A: Gaiolas com abelhas 0,53 412 12,23 b 20,99 4

B: Gaiolas sem abelhas 0,65 5,35 12,29 b 20,50 1,27
C: Campo aberto 0,67 5,01 14,18 a 20,10 1,43
CV (%) 69,98 33,27 12,74 18,43 45,82

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Experimento 2: Area com baixo potencial produtivo

Como esperado pelo historico da area, uma camada compactada foi detecta-
da entre 10 e 25 cm, com 73% das amostras mostrando resisténcia a pene-
tracdo acima de 3 MPa e 40% acima de 3,5 MPa. O perfil remanescente do
solo abaixo de 5 cm apresentou resisténcia a penetragéo entre 2 - 2,5 MPa.
O diagnéstico é que, com essa intensa compactagéo do solo, as raizes da
soja enfrentam dificuldades para penetrar profundamente no perfil do solo,
com acesso restrito a agua e aos nutrientes e com menos beneficios da bio-
diversidade benéfica do solo. Nesta condigédo, espera-se baixo rendimento
de soja, como demonstrado pelos resultados do rendimento e de seus com-
ponentes. De acordo com o exposto, a média geral do rendimento da soja do
experimento 2 foi de 2.744 kg / ha e nao foram encontradas diferencgas para
o rendimento dos diferentes tratamentos e para o nimero de gréos / vagem,
peso de 100 graos ou altura das plantas de soja, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento, altura da planta, niumero de graos por vagem e peso de 100
graos de soja, submetidos a trés populagdes diferentes de abelhas e diversidade de
espécies.

T Producao Altura de Graos/ Peso de 100
(kg/ha) | plantas (cm) [ vagem (n) graos (g)

A: Gaiolas com abelhas 2758 57,02 2,28 12,92
B: Gaiolas sem abelhas 2749 57,70 2,29 12,44
C: Campo aberto 2727 85,51 2,32 12,45
CV (%) 12,70 12,30 3,25 6,90

Consequentemente, ndo foram encontradas diferengas para outros compo-
nentes do rendimento como o nimero de vagens ou gréos por planta e as
vagens com numero diferente de graos (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5. Numero de vagens / planta, gréos / planta, vagens com 0 e 1 gréos e va-
gens com 3 e 4 graos de soja, submetidos a trés diferentes populagdes de abelhas e
diversidade de espécies.

Vagens 0+1+2 | Vagens 3+4

Tratamentos pY:gfa n(s':) gréos(,:slanta gréos(:slanta
A: Gaiolas com abelhas 34,02 77,78 19,15 14,87
B: Gaiolas sem abelhas 30,39 69,81 17,32 13,06
C: Campo aberto 32,45 75,38 17,84 14,52
CV (%) 17,48 18,87 16,68 24,28

Tabela 6. Numero de vagens contendo diferentes ndmeros de grédos de soja
submetidos a trés diferentes populagbes de abelhas e diversidade de espécies.

Numero de vagens/planta

A 0,52 4,30 14,33 14,67 0,20

B 0,39 3,45 13,48 12,87 0,20

@ 0,35 3,61 13,87 14,25 0,26

CV (%) 42,66 23,85 16,53 24,09 67,51
Conclusao

Em areas com alto potencial produtivo, o aumento da produtividade da soja
foi demonstrado quando uma populagao ideal de A. mellifera esta presente,
permitindo o aumento da polinizagdo entomofilica, associada ao alto poten-
cial de produtividade proporcionado pelas condigdes ambientais, genéticas e
agronémicas. O aumento da produtividade esteve intimamente associado ao
maior numero de graos de soja / vagem e ao peso de 100 graos.

Os resultados da area com baixo potencial produtivo demonstram que a vi-
sita de abelhas as flores de soja, em condi¢ao natural (campo aberto) e nas
parcelas com abelhas, ndo aumenta a produtividade da soja, quando existem
restricdes que resultem em rendimentos abaixo de seu potencial produtivo.
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Ganho produtivo do sistema de sucessao soja/
milho com o consércio de milho/braquiaria e

adubacéo nitrogenada na segunda safra
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duacdo em Solos e Nutrigdo de Plantas *UFPR, Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia do Solo, *UNIFIL,
Centro Universitario Filadélfia.

Introducgao

A inclusdo de espécies forrageiras em consoércio com o milho, cultivado em
segunda safra, € uma opcéao para diversificar a sucessao soja/milho. O con-
sércio propicia cobertura uniforme do solo, eleva a ciclagem de nutrientes,
minimiza a compactagao do solo, reduz a eroséo hidrica, suprime plantas
daninhas e reduz a amplitude térmica no solo (Balbinot Junior et al., 2008;
Carvalho et al., 2013). Além disso, pode melhorar o desempenho agronémi-
co da soja em sucessao, em Sistema Plantio Direto (Franchini et al., 2015;
Balbinot Junior et al., 2017).

O incremento no rendimento das espécies cultivadas, bem como a ciclagem
de nutrientes para os cultivos sucessores € dependente da adubagédo nitroge-
nada (Bernardon et al., 2020). Nesse sentido, a adubagéo no outono/inverno,
visando a adubacgao do sistema produtivo, aumenta a eficiéncia de uso do
nitrogénio (N) pelas plantas e a capacidade de ciclar nutrientes, disponibili-
zando-os as culturas subsequentes (Assmann et al., 2017; Momesso et al.,
2019). Provavelmente o fornecimento de N ao milho cultivado em consorcio
com a braquiaria pode promover incrementos significativos no rendimento
da soja (Franchini et al., 2015; Balbinot Junior et al., 2017). De acordo com
Camara (2014), a aplicagao de N mineral em culturas de entressafra da soja
influencia positivamente na produtividade da oleaginosa, em fungao da redu-
¢ao da relagao C/N da palhada e a consequente disponibilizacdo de nutrien-
tes a soja semeada em sucessao, além de potencializar a ciclagem de outros
nutrientes.
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O aumento da densidade de plantas de milho pode promover um maior acu-
mulo de biomassa (Shao et al., 2018) e nutrientes na parte aérea (Ciampitti;
Vyn, 2013), o que pode ser intensificado com a adubacéo nitrogenada de
cobertura (Ciampitti; Vyn, 2013). O incremento na densidade de plantas de
milho também pode mitigar a competicao interespecifica exercida pelas plan-
tas que eventualmente sao inseridas em consércio, principalmente espécies
de braquiaria.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do consércio de milho segunda
safra com braquiaria, da adubagéo nitrogenada em cobertura e da densidade
de plantas de milho sobre o desempenho agronémico do milho e da soja em
sucesséo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas safras 2018/2019 e 2019/2020 em Londrina,
PR (23°12’ sul, 51°11’ oeste e altitude de 585 m), em um Latossolo Vermelho
distroférrico de textura muito argilosa. O delineamento experimental utilizado
foi de blocos completos casualizados, em esquema de parcelas sub-subdi-
vididas, com quatro repeticdes. Nas parcelas foram alocadas duas modali-
dades de cultivo, milho solteiro e consorciado com Urochloa ruziziensis. Nas
subparcelas foram avaliadas duas doses de N em cobertura, 0 e 80 kg ha™
de N. Nas sub-subparcelas, foram avaliadas quatro densidades de plantas de
milho, 40, 60, 80 e 100 mil plantas ha'. O tamanho das sub-subparcelas foi
de 5 x 8 m (40m?) e area util de 3,2 x 6 m (19,2 m?).

Na safra em avaliacéo (2019/2020) o milho segunda safra foi semeado sobre
os residuos da cultura da soja no dia 1 de marco de 2019. Utilizou-se uma se-
meadora-adubadora para demarcar as linhas e efetuar a deposi¢ao da adu-
bacgéo na base, de acordo com as recomendacgdes do Manual de Adubagéao
e Calagem para o estado do Parana, para uma expectativa de produtividade
de 10 Mg ha'. As sementes foram dispostas manualmente nas linhas demar-
cadas pelo equipamento na densidade de 80 kg ha™'. Simultaneamente foi
realizada a semeadura da braquiaria na densidade de 8 kg ha' de sementes
puras e viaveis, na entrelinha da cultura do milho, sem o uso de fertilizantes.
O milho foi implantado por meio do uso de semeadoras manuais, deposi-
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tando-se trés sementes por cova, com a finalidade de garantir a adequada
disposicdo espacial das plantas e a densidade de plantas almejada. Em V2
foi realizado o raleio das plantas de milho, deixando-se apenas uma planta
por cova. A aplicacdo do N em cobertura foi realizada no estadio V5, na forma
de nitrato de amoénio. Para o controle de plantas daninhas e supressao do
crescimento da braquiaria foi utilizada 3,5 | p.c. ha™ de Atrazina.

No final de setembro, a braquiaria foi dessecada com glifosato (1.080 g e.a.
ha). A cultura da soja foi semeada em 25 de outubro de 2019. Para tal, uti-
lizou-se uma semeadora-adubadora ajustada para o espacamento de 45 cm
e 350 mil sementes viaveis de soja ha™. A cultivar utilizada foi a BRS 1003
IPRO e a adubacéo realizada conforme as recomendacgdes técnicas da cultu-
ra. As sementes foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum no dia da
semeadura e as praticas culturais realizadas de acordo com as recomenda-
¢cOes para as culturas.

A produtividade de graos foi estimada pela colheita de duas linhas de sete
metros de comprimento para o milho e de trés linhas para a soja por sub-sub-
parcela, sendo os valores corrigidos para 13% de umidade e expressos em
kg ha™.

Os dados foram submetidos a andlise da variancia e teste F (p<0,05). Quando
houve efeito significativo dos fatores experimentais, as médias foram compa-
radas pelo teste Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

A produtividade do milho foi impactada pela interagédo entre o consércio com
braquiaria e a densidade de plantas de milho (Figura 1 A). A medida em que
houve 0 aumento da densidade de plantas de milho ocorreu uma elevagéao
quadratica da produtividade de gréos do cereal. Independentemente da den-
sidade de plantas, o milho cultivado solteiro apresentou maior rendimento de
graos que o milho consorciado com a braquiaria. Com o aumento da densi-
dade de plantas de milho, houve uma tendéncia de reducao da diferenga no
rendimento do milho consorciado e o0 ndo consorciado. A presenga da forra-
geira reduziu a produtividade de graos de milho em fungdo da competicao
por recursos do ambiente (agua, luz e nutrientes). Nesse caso, constatou-se
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a necessidade de haver maior supressao do crescimento da braquiaria com
herbicidas, a fim de reduzir a competitividade da forrageira com a cultura do
milho.

Observou-se, também, o efeito da interagao entre a adubacéo nitrogenada de
cobertura e a densidade de plantas de milho, em que o rendimento de graos
de milho apresentou resposta quadratica positiva a medida que se elevou a
densidade de plantas (Figura 1 B). A aplicagédo de N aumentou a produtivi-
dade do milho quando ele foi cultivado com densidades de 60 a 100 mil pl
ha'. O aumento da populacao de plantas de milho provocou um aumento na
resposta do rendimento de gréos da cultura a adubagéo nitrogenada.
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Figura 1. Produtividade do milho em fungdo da densidade de plantas de milho e
consorcio de milho com braquiaria (A) e em fungéo da densidade de plantas de milho,
com e sem adubacgao nitrogenada no milho (B). Médias seguidas por letras iguais,
maiuscula para densidade e mindscula para consorcio com braquiaria e nitrogénio,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Londrina, PR.

A produtividade da soja foi impactada pela interagdo entre o consércio e a
densidade de plantas de milho (Figura 2 A). A produtividade da soja nao va-
riou em fungdo da densidade de plantas de milho, porém apresentou mag-
nitude de resposta ao consorcio distinta, em fun¢ao da densidade de milho.
A soja cultivada ap6s o milho consorciado com braquiaria apresentou maior
produtividade em comparacéo a soja cultivada apés milho solteiro, com ex-
cecdo da densidade de plantas de milho de 80 mil plantas ha', em que a
produtividade da soja nao diferiu quando cultivada apds o milho consorciado
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ou solteiro. Em média, a soja produziu 240 kg ha' mais graos quando culti-
vada apos o consércio de milho com braquiaria. O aumento do rendimento
da cultura da soja é explicado pela contribuicdo da braquiaria no sistema de
producao. A maior adi¢gao de biomassa promovida pela cultura em relagéo ao
cultivo do milho solteiro contribui para a melhoria dos atributos fisicos do solo
(e.g. resisténcia a penetragdo e porosidade), além de elevar a ciclagem de
nutrientes (Dabney et al., 2001).

A interagcdo entre a adubacao nitrogenada em cobertura e a populagéo
de plantas de milho afetou a produtividade da soja cultivada em sucessao
(Figura 2 B). Embora a produtividade de soja ndo tenha variado em fungéo
da densidade de plantas de milho, o aumento da populagao de plantas de
milho reduziu o beneficio da adubagao nitrogenada sobre a produtividade da
soja. Na populagéo de 40 mil plantas ha de milho, a soja produziu 245 kg ha™
a mais de graos quando cultivada apds o milho que recebeu nitrogénio em
cobertura. Porém, a maior produtividade da soja, cultivada apos o milho que
recebeu nitrogénio em cobertura, foi reduzido de forma gradativa a medida
em que a populagéo de plantas de milho aumentou.

A adubagéo nitrogenada no milho segunda safra, que nos ultimos anos tém
sido reduzida pelos produtores, em fung¢do do risco de perdas por fatores
agrometeoroldgico e da baixa resposta agronémica, pode ser um fator depre-
ciativo no contexto de rendimento do “sistema de produgao”. Diferentemente
da adubacao nitrogenada na soja (Mourtzinis et al., 2018), a adubacgao nitro-
genada no milho proporcionou aumento na produtividade da soja e do milho,
em relagdo ao tratamento sem adi¢ao de N.

Embora reduza o rendimento de grédos de milho, o consércio do milho com a
braquiaria promove uma maior produgédo de biomassa (parte aérea e raizes)
e aumenta a ciclagem de nutrientes (dados nao apresentados), trazendo be-
neficios ao sistema produtivo, o que pode ser visualizado no rendimento da
soja ja no segundo ano de estudo.
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Figura 2. Produtividade da soja em fungdo da densidade de plantas de milho e con-
soércio do milho com braquiaria (A) e em funcdo da densidade de plantas de milho e
a presenca e auséncia de adubacéo nitrogenada no milho (B). Médias seguidas por
letras iguais, maiuscula para densidade e minuscula para consorcio com braquiéria e
nitrogénio, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Londrina, PR.

Conclusao

O consorcio do milho segunda safra com a braquiaria ruziziensis reduziu a
produtividade do cereal. Porém, com o aumento da densidade das plantas de
milho, tal diferenca no rendimento mostrou tendéncia de queda.

O aumento da densidade de plantas de milho segunda safra proporcionou
um incremento quadratico da produtividade do cereal, além do aumento da
resposta da cultura a adubacao nitrogenada.

O consoércio do milho segunda safra com a braquiaria ruziziensis e a adu-
bacao nitrogenada do cereal elevaram a produtividade da soja cultivada em
sucesséo.
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Introducgao

As abelhas, principalmente as nativas, sdo consideradas indispensaveis para
o0 aumento na produtividade de diversas culturas. Estima-se que a maioria das
espécies vegetais cultivadas no mundo (73%), seja polinizada por abelhas
(FAO, 2004). Dentre os insetos conhecidos como polinizadores, destaca-se
a Apis mellifera, responsavel por 80% da polinizagdo entomdfila (McGregor,
1976).

A soja é uma planta de autofecundagao (Ahrent; Caviness, 1994). A poliniza-
¢ao ocorre quando o estigma esta receptivo e as anteras deiscentes liberam
o polen, antes da abertura das flores (Erickson et al., 1978), o que torna muito
dificil para o pdlen exégeno alcanga-lo. A polinizagao cruzada € mencionada
na literatura ocorrendo em taxas baixas, proximo a 2%. Apesar da baixa taxa
de polinizacédo cruzada, alguns autores afirmam que a polinizagdo assistida
pelas abelhas aumenta a produtividade da soja, principalmente devido ao
maior numero de vagens e de graos por vagem. A visita das abelhas também
reduz a taxa de abortos das flores. Quando impedidas de visitagdo a taxa
de abortos observada foi de 82,91%. Com a livre visitagdo a taxa cai para
52,66% (Chiari et al., 2005).

Com a constante expanséo da area da cultura da soja, e com o interesse
crescente dos apicultores em utilizar a soja como planta forrageira para seus
apiarios, surgiu a necessidade do presente estudo para o entendimento da
visitacdo de abelhas em lavouras de soja, em fungédo da presenga de um
apiario e de um repositorio de abelhas nativas nas bordas da lavoura.

Material e Métodos

Os experimentos foram instalados na fazenda Girassol do Prata (Jaciara,
MT). O experimento 1 foi localizado ao lado de um fragmento de cerrado,
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que poderia, potencialmente, constituir um repositorio de abelhas silvestres,
onde dez colmeias de abelhas, com uma populagao estimada em 50-60.000
abelhas por colmeia, também foram colocadas. Esse numero de colmeias foi
escolhido porque é representativo de pequenos apiarios na regido. O experi-
mento 2 foi localizado a 2 km do experimento 1, porém sem a colocagao de
colmeias na sua borda.

O sistema de producéo de soja foi de responsabilidade da administragcao da
fazenda, sem qualquer interferéncia de nossa parte. A area foi semeada com
a cultivar de soja Don Mario 81i84 IPRO em 12/10/2019. Sempre que uma
aplicagao de inseticida era necessaria, o administrador da fazenda nos comu-
nicava com 24 h de antecedéncia, permitindo o fechamento das colmeias, a
fim de evitar qualquer impacto deletério de pesticidas nas coldnias.

Seis transectos (repeticdes) separados por 25 m foram utilizados para loca-
lizar parcelas nas distancias de 15, 30, 60, 90, 120, 480 e 960 m da borda
do campo de soja proximo ao fragmento de cerrado, onde as colmeias foram
colocadas. A visitacado das abelhas foi monitorada através da contagem visual
das abelhas que se aproximavam das flores de soja, durante 3 minutos ao
longo de 2 m de linha de soja, em cada um dos pontos mencionados acima.
As abelhas observadas foram separadas por individuos A. mellifera e nao
Apis. Esse processo foi repetido em 12 datas durante o florescimento da soja.
Na época da colheita, 6 m de linhas de soja foram colhidas em cada um dos
pontos de amostragem para mensuragédo da produtividade, e outro 1 m de
linha foi colhido para avaliar os componentes da produgdo. Os dados foram
submetidos a analise da variancia e as diferengas entre médias discrimina-
das com o auxilio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Experimento 1

Em média 3,59 individuos de A. mellifera e 3,13 ndo Apis foram observa-
dos em 12 m, durante 3 min, durante o florescimento da soja (Figura 1).
Observou-se uma clara tendéncia de diminuigao do niumero de individuos de
A. mellifera ou de abelhas nativas, a medida que a distancia para o fragmento
de cerrado aumentou de 15 para 960 m e nenhum individuo foi observado
a distancia de 960 m. Na maioria das datas de amostragem durante o flores-
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cimento da soja, o niumero de individuos de A. mellifera observado por data,
desconsiderando distancias do fragmento de cerrado, flutuou entre 3,5e 5/
12 m / 3 min, sendo menor em 25 de novembro e 13 de dezembro (Figura 2).

Mamero de abelhas 12mi3min

Mimero de abelhas/12mi3min
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Figura 1. Numero de abelhas
observadas em diferentes dis-
tancias da fronteira do campo
de soja, considerando todas
as datas de amostragem

Figura 2. Numero médio de
abelhas observadas em dife-
rentes datas de amostragem,
considerando todas as dis-
tancias de um fragmento de
cerrado e de um apiario com
dez colmeias de A. mellifera.

Observou-se uma tendéncia para reduzir o rendimento da soja a medida que
a a distancia do fragmento de cerrado e as colmeiras posicionadas na borda
da cultura aumentavam (Tabela 1).
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Tabela 1. Rendimento, altura da planta, numero de grdos por vagem e peso de
100 gréos de soja de acordo com a distancia de um fragmento de cerrado com dez
colmeias de A. mellifera.

Distancia Rendimento Altura da planta No. Graos/ Peso de 100 graos
(m) (kg/ha) (cm) vagem ()]

3483 a 65,49 2,42 17,15

30 3.282 ab 59,77 2,40 16,48
60 3.161ab 61,03 2,36 16,79
120 3.181 ab 62,60 2,36 17,00
240 3.215ab 61,19 2,34 17,00
480 3.130 b 65,24 2,36 16,20
960 3.071 b 67,37 2,36 17,32
CV (%) 7,50 7,79 4,34 5,57

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Diferengas signicativas na produtividade de soja foram detectadas entre as
distancias de 15 m do fragmento e as parcelas localizadas a 480 m e 960 m.
A maior diferenga de rendimento foi observada entre as distancias de 15 m
e 960 m (13,4%), mas essa diferenca é reduzida para 5,3% se considerada
a média do grupo 15-240 m em relagdo a media do grupo 480-960 m, que
nao foram diferentes entre eles. O numero de graos por vagem tende a dimi-
nuir com distancias mais altas, devido ao maior numero de vagens com 3 e
4 gréos e de graos por planta (Tabelas 2 e 3). Nenhuma tendéncia clara foi
observada para o peso de 100 graos ou para o numero de vagens por planta.

Tabela 2. Numero de vagens por planta, graos por planta, vagens comgraos0Oe 1 e 3
e 4 graos de soja de acordo com distancia de fragmento de cerrado com dez colmeias
de A. mellifera.

Distancia | N.Vagens/ N. Graos/planta N. Vagens 0+1 | N. Vagens 3+4 graos/
(m) planta graos/planta planta

39,97 97,42 2,39 b 18,58

30 38,75 92,53 3,54 ab 17,81
60 38,52 91,42 4,63 a 17,61
120 34,36 81,12 3,14 b 14,18
240 39,70 93,20 3,66 ab 16,42
480 37,97 89,06 4,63 a 16,70
960 38,52 91,46 2,80 b 16,15
CV (%) 16,95 18,67 30,33 29,88

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Foram constatadas diferencas significativas para o niumero de vagens por
planta contendo 1 grao (Tabela 3) e para a soma de vagens contendo 0 e 1
gréo, mas em ambos 0s casos, nao foi encontrada nenhuma tendéncia clara
que pudesse estar associada as distancias da borda do campo.

Tabela 3. Numero de vagens por planta, de acordo com o numero de graos, de soja
cultivada préxima a um fragmento de cerrado com dez colmeias de A. mellifera.

. : Numero de vagens por planta que contém
Distancia (m)
090 | oo | 2omos | Soraos | dgros |

15 0,23 217b 19,00 17,07 1,51
30 0,57 2,97 b 17,39 16,48 1,34
60 0,14 4,49 a 16,28 16,08 1,58
120 0,11 3,04 b 17,03 12,72 1,47
240 0,28 3,38 ab 19,62 15,08 1,33
480 0,40 4,24 ab 16,64 15,26 1,45
960 0,39 241b 19,57 14,67 1,48
CV (%) 103,93 32,13 22.93 30,92 39,49

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Experimento 2

O experimento 2 seguiu a mesma metodologia descrita no experimento 1,
sendo a Unica diferenga a auséncia de colmeias; uma de suas bordas foi
posicionada a uma distancia de aproximadamente 2 km do experimento 1. O
fragmento de cerrado foi considerado como de baixo potencial de repositério
de abelhas, devido a escassez de recursos em fungéo da baixa densidade de
plantas e da estreita faixa de vegetacao nativa (90 m).

Em média foram registrados 0,79 individuos de A. mellifera observados em
12 m de linha de soja, durante o tempo de amostragem de 3 min. Este nu-
mero muito baixo de individuos deve-se a auséncia de colmeias em uma
faixa de aproximadamente 2 km da area do experimento e, provavelmente,
nenhuma ou muito poucas col6nias selvagens da espécie estavam presentes
no fragmento de cerrado préximo ao campo. Observou-se uma tendéncia
geral de menos individuos nas maiores distancias do fragmento de cerrado
(Figura 3). O numero médio de abelhas nativas, ndo Apis, foi de 3,02 indivi-
duos observados ao longo de 12 m de linha de soja, durante 3 min. Nesse
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caso, a reducao de abelhas de acordo com a distancia do fragmento de cer-
rado foi mais evidente, especialmente até 120 m, como pode ser percebido
na Figura 4.
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O numero de individuos de A. mellifera foi baixo e bastante semelhante ao
longo do periodo de floragao da soja, variando de 0 a 1,14 individuos ob-
servados em 12 m de linha de soja, durante 3 min (Figura 4). As abelhas
nativas (ndo Apis) também apresentaram baixa populagdo, porém com maior
amplitude, variando entre 0,85 e 4,86 individuos registrados em 12 m de li-
nha de soja, durante 3 min. A populagao de abelhas atingiu o pico em 29 de
novembro e 3 de dezembro e mostrou a menor populagéo na ultima data de
amostragem (13 de dezembro).
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A maioria dos individuos de A. mellifera (81,8%) concentrou-se até 60 m da
borda do campo, préximo ao fragmento de cerrado. Nenhum individuo desta
espécie foi encontrado a 480 ou 960 m da borda do campo. As abelhas na-
tivas concentram-se ainda mais que A. mellifera, pois 91,3% dos individuos
foram encontrados a até 60 m da borda do campo. N&o foram registrados
individuos nas distancias de 480 e 960 m da borda do campo.

N&o foram observadas diferencas significativas de rendimento para trata-
mentos, apesar de uma clara tendéncia de rendimentos reduzidos de acordo
com a distancia do fragmento de cerrado (Tabela 4).

Tabela 4. Rendimento, altura de planta, nimero de gréos por vagem e peso de 100
graos de soja colhidos perto de um fragmento de cerrado.

Rendimento | Altura de
Distancia (m) (kg/ha) Planta (cm) N. Graos/vagem | Peso de 100 graos (g)

4.217 74,04 2,55 15,32

30 4.233 75,74 2,42 15,44
60 4.151 78,75 2,51 15,78
120 3.907 78,94 2,54 15,56
240 3.902 76,62 2,56 15,91
480 3.905 78,01 2,44 16,18
960 3.933 81,78 2,43 16,15
CV (%) 9,57 8,28 5,61 5,18

Quase todos os componentes de produgéo ndo apresentam diferengas sig-
nificativas entre os tratamentos (Tabelas 4, 5 e 6), com exce¢ao do numero
de vagens com 2 graos (Tabela 6), com valores mais altos para o tratamento
localizado a 15 m do fragmento de cerrado, em comparagdo com os demais.
A explicacdo mais provavel para a falta de diferencgas significativas foi o baixo
numero de abelhas encontradas na area, devido a escassa densidade de
plantas.
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Tabela 5. Rendimento, altura de planta, numero de gréos por vagem e peso de 100
gréos de soja colhidos perto de um fragmento de cerrado.

Distancia (m) N. vagens/ No graos/ \[} \{agens 0+1 No \!agens 3+4
planta planta graol/planta graos/planta

15 45,75 116,45 4,27 24,97

30 39,70 95,57 4,77 20,60

60 37,82 95,01 4,00 21,91

120 39,68 100,96 3,63 22,29

240 39,95 102,40 3,23 23,23

480 32,37 79,88 3,79 17,90

960 34,20 82,35 4,73 18,07

CV (%) 23,63 24,98 47,74 27,72

Tabela 6. Numero de vagens por planta, de acordo com o nimero de graos de soja,
cultivada préxima a um fragmento de cerrado com dez colmeias de A. mellifera.

Distancia Numero de vagens por planta contendo

(m) 0 graos 1 grio 2 graos 3 graos 4 grios
15 1,04 8,23 16,14 a 22,19 2,78
30 1,90 2,86 14,34 b 18,37 2,23
60 1,04 2,96 11,92 c 19,42 2,49
120 0,32 3,31 13,76 b 19,03 3,26
240 0,16 3,07 13,48 b 20,57 2,66
480 1,14 2,65 10,69 c 15,73 2,17
960 1,68 3,05 11,40 c 15,77 2,30

CV (%) 172,38 24,39 24,63 27,97 35,48

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conclusao

No experimento 1, as abelhas (A. mellifera e espécies ndao Apis) concen-
traram-se a até 60 m da borda do campo, onde também a produtividade de
soja foi maior. O tratamento localizado mais préximo ao campo de soja proé-
ximo ao fragmento de cerrado (15 m) apresentou o maior rendimento signi-
ficativamente diferente dos obtidos nas distancias de 480 e 960 m. Quando
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a soja é cultivada em habitats pobres para abelhas (Experimento 2), o nu-
mero de individuos que visitam as flores ndo é o suficiente para fornecer
polinizagdo suplementar, reduzindo assim sua contribuicdo para o aumento
da produtividade.
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Introducgao

A pustula bacteriana (PB), causada pela fitobactéria Xanthomonas axono-
podis pv. glycines, € uma doenga grave que acomete a soja. Os sintomas
da doenca incluem lesdes amareladas e amarronzadas, com a formagao de
pustulas na parte inferior das folhas, evoluindo para grandes areas necroticas
e resultando em um desfolhamento prematuro da planta, o que pode levar a
perdas significativas na producao (Jones; Fett, 1987). No Brasil, a PB pode
causar surtos epidémicos nas principais regides produtoras, quando em pre-
sencga de condi¢des favoraveis como alta umidade, temperaturas acima de
28 °C e uso de cultivares suscetiveis (Lanna Fiho, 2015).

Estudos anteriores identificaram que a resisténcia a PB é controlada por um
unico gene recessivo, identificado na variedade de soja CNS (Pl 548445)
(Hartwig; Lehman, 1951). Posteriormente, esse gene de resisténcia foi deno-
minado rxp (Bernard; Weiss, 1973) e foi mapeado no cromossomo 17 (grupo
de ligagdo D2) a 3,9 cM do marcador Satt372 e 12,4 cM de Satt014 (Palmer
et al., 1992; Narvel et al., 2001). Estudos de mapeamento mais recentes rea-
lizados por Kim et al. (2010), utilizando uma populagéo biparental de acessos
coreanos (Taekwangkong e Danbaekkong), estreitou ainda mais o locus rxp
para uma regido de 33 kb, entre dois marcadores SNPs (SNUSNP17_12 e
SNUSSR17_9), também no cromossomo 17. Além disso, QTLs menos ex-
pressivos também foram identificados para alguns isolados de X. axonopo-
dis, sugerindo que a resisténcia a PB é controlada por um gene principal (rxp)
e varios outros genes de efeito menor (Kim et al., 2004; Van et al., 2004).
Adicionalmente, outros estudos também descreveram outros potenciais ge-
nes de resisténcia principais, além do rxp (Sharma et al., 1993; Manjaya;
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Pawar et al., 1999; Kim et al., 2010). No entanto, esses estudos limitaram-se
ao mapeamento de QTL em cruzamentos biparentais, o que pode limitar a re-
solugdo do mapeamento pelo pequeno numero de eventos de recombinagao
capturados no desenvolvimento dessas populagbes e as fontes disponiveis
(Bastien et al., 2014). Nesse contexto, o mapeamento associativo (Genome-
Wide Association Study - GWAS) é uma interessante abordagem de mapea-
mento. Nessa técnica, um painel de individuos nao relacionados é utilizado,
permitindo capturar o histérico de eventos de recombinagao ocorridos duran-
te a evolugao de uma espécie, levando assim, ao mapeamento mais preciso
(Bastien et al., 2014). O uso da técnica de GWAS esta bem elucidado na
cultura da soja, a partir de uma variedade de estudos, que identificaram mar-
cadores associados a resisténcia a doencas e produtividade (Hwang et al.,
2014; Bastien et al., 2014).

Embora tenham sido realizados mapeamentos para identificar regides as-
sociadas a resisténcia a doencgas, apenas um estudo utilizou a técnica de
GWAS para PB. Chang et al. (2016) realizaram um GWAS com um painel de
3.179 acessos de soja, associando os dados fenotipicos para essa doenga
obtidos no USDA-ARS GRIN Soybean Germplasm Collection (https://www.ar-
s-grin.gov), com marcadores SNPs derivados do chip SoySNP50K adquiridos
do banco de dados Soybase (https://soybase.org). O mapeamento levou a
identificagao de trés SNPs significativos localizados nos cromossomos 1, 11 e
17. No entanto, esses resultados foram baseados em dados de fenotipagem
previamente estabelecidos e 0 mapeamento identificou uma ampla regiao,
possibilitando a ocorréncia de eventos de recombinagao entre marcadores
e genes. Além disso, esses marcadores nao sdo Uteis na selegcdo assistida
por marcadores em um programa de melhoramento genético (PMG) espe-
cifico, que utiliza diferentes fontes de resisténcia, como por exemplo, culti-
vares brasileiras, as quais tiveram baixa contribuicdo no painel do referido
trabalho. Portanto, analises adicionais sdo necessarias, buscando identificar
mais SNPs que estéo significativamente associados a resisténcia a pustula
bacteriana.

Assim, o objetivo deste estudo foi conduzir um GWAS em um painel de geno6-
tipos composto por cultivares brasileiras de soja e plantas introduzidas (Pls),
visando identificar marcadores SNPs associados a resisténcia a pustula
bacteriana, para serem aplicados na selegao assistida por marcadores em
programas de melhoramento genético.
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Material e Métodos
Material Vegetal

O material para a analise compreendeu um painel de 189 acessos de soja
composto por 85 plantas introduzidas (Pls) e 104 cultivares brasileiras. O
painel incluiu gendtipos descritos anteriormente com diferentes padrdes de
resisténcia / suscetibilidade a pustula bacteriana. As sementes dos materiais
foram obtidas no Banco de Germoplasma da Embrapa Soja. Os acessos
Williams82 (P1518671) e PI 416937 foram utilizados como controle resistente
e suscetivel, respectivamente.

Preparacgao do Isolado e avaliagao fenotipica

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo na Embrapa Soja, Londrina-
PR, Brasil. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
trés repeticdes, incluindo trés plantas em cada vaso. Para avaliar a reagéo a
fitobactéria X. axonopodis pv. glycines, os acessos de soja foram infectados
com um isolado da bactéria (IBS 333), obtido da colegdo de microrganismos
do Instituto Biolégico de Campinas. Coldnias individuais desse isolado foram
armazenadas em glicerol e mantidas em freezer a -80 ° C, para as prepara-
¢des subsequentes.

Para a produgéo do inéculo, o isolado foi removido do freezer e foi mantido a
temperatura ambiente por uma hora. Apés esse periodo, 50 UL da suspenséao
bacteriana foi transferida para tubos falcon (50 mL) contendo 10 mL de meio
TSB (Tryptic Soy Broth) e incubados a 28 °C, por 48 horas. Posteriormente,
transferiu-se 200 uL dessa suspensao para placas de Petri com meio NA
(Nutrient Agar), com subsequente incubagéo a 28 °C, por 48 horas. A sus-
pensao para inoculagéo foi produzida raspando as placas de Petri contendo
o microrganismo cultivado, agua destilada e NaCl (0,05%), obtendo-se uma
concentracdo de 108 UFC / mL.

Quando os materiais atingiram o estadio de desenvolvimento V3 (quatro se-
manas apds a semeadura), a suspensao bacteriana foi pulverizada em am-
bos os lados das folhas, com auxilio de um borrifador com espagador, com o
objetivo de manter a distancia de inoculagédo padronizada. As condigbes da
casa de vegetacao incluiram alta umidade (100%) e temperaturas médias de
+ 28 °C. A fenotipagem qualitativa de cada gendtipo foi realizada sete dias
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apo6s a inoculagéo, utilizando a escala proposta por Kim et al. (2004), com
modificagdes (Figura 1).

[ L 3 2 1

A% 5 ['H] 1] R
Figura 1. Resposta fenotipica a infecgdo por Xanthomonas axonopodis pv. glycines
em soja para o isolado IBS 333. O fendtipo foi classificado em uma escala variando de

1-5: (1) Resistente; (2) Moderadamente resistente; (3) Moderadamente suscetivel; (4)
Suscetivel; (5) Altamente suscetivel.

Extracao de DNA e preparacgao das bibliotecas de GBS

A genotipagem via GBS foi realizada pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Genética Molecular e Selegéo Assistida da Embrapa Soja, seguindo as
etapas descritas a seguir. O DNA foi extraido a partir de 100 mg de folha jo-
vem de uma unica planta de cada genétipo de soja utilizando-se o kit DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen - Cat No. / ID: 69106), seguindo o protocolo do fabrican-
te. Posteriormente, as amostras foram quantificadas usando um espectrofo-
témetro Nanodrop 8000 (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA, EUA)
e diluidas para 10 ng / pl. As bibliotecas GBS (Genotyping by Sequencing)
foram construidas de acordo com o método proposto por Elshire et al. (2011),
com modificagdes descritas por Sonah et al. (2013). As etapas de preparacao
da biblioteca e o sequenciamento de GBS foram realizadas pelo Laboratério
IBIS (Institut de Biologie Intégrative et des Systemes), da Universidade de
Laval, Quebec, Canada.

Identificagcdo de SNPs, GWAS e analise de haploétipos

O processamento dos dados obtidos pelo sequenciamento, a desmultiplexa-
¢éo de amostras, o mapeamento no genoma de referéncia, a chamada de
SNP /indel e a genotipagem foram realizados pelo pipeline Fast-GBS, usan-
do como referéncia o genoma da cultivar Williams82 (Wm82.a2) (Sonah, et
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al., 2013). Todos os gendtipos heterozigotos foram removidos e substituidos
como dados perdidos e apenas SNPs com menos de 80% de dados perdidos
foram mantidos. Os dados perdidos restantes foram imputados no software
Beagle v.4.1 e apenas loci com frequéncia alélica minima (MAF) > 0,01 foram
reservados para analises posteriores.

O mapeamento associativo (GWAS) foi realizado utilizando-se o modelo li-
near misto comprimido (cMLM — Compressed Mixed Linear Model), por meio
do software GAPIT (Genomic Association and Prediction Integrated Tool), im-
plementado no programa R que leva em consideragéo a analise de estrutura
populacional e a matriz parentesco (PCA + K). Para as analises de estrutura
de populagéao, foram utilizados os trés primeiros componentes (PCs) obtidos
da analise de componentes principais (PCA). Os valores criticos para avaliar
a significancia das associagdes entre o marcador e a caracteristica, com o
objetivo de eliminar falsos-positivos, foram calculados pelo p-value ajustado
(FDR — False Discovery Rate), considerados significativos apenas os SNPs
com valores abaixo de 0,001.

Para a analise de haplétipos formados pelas variagdes alélicas presentes nas
regides encontradas, foi realizada uma analise dos dados de genotipagem,
por meio da inspegao manual da regiao.

Resultados e Discussao
Avaliacdo da resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. glycines

Nos 189 materiais avaliados neste trabalho, foram observadas as cinco clas-
ses fenotipicas (1, 2, 3, 4 e 5). A classe prevalecente foi a resistente, cor-
respondendo a 64 gendtipos, seguida pela suscetivel (61), moderadamente
resistente (28), altamente suscetivel (19) e moderadamente suscetivel (17),
respectivamente. Dentre o total de materiais, para 153 foram encontradas
informacdes prévias de fenotipagem na literatura, entretanto, muitas dessas
nao informaram o isolado utilizado. Alguns desses materiais apresentaram o
resultado de fenotipagem compativel com o da literatura, entretanto, alguns
nao apresentaram o mesmo fenétipo quando avaliados com o isolado IBS
333. Os controles resistente (Williams82) e suscetivel (PI 416937) apresenta-
ram o fenétipo esperado. De acordo com Hwang e Lim (1998), dependendo
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do isolado utilizado, a resisténcia a PB pode ser suplantada, sugerindo-se
que essa possa ser controlada por um complexo de genes (Kim et al., 2004;
Van et al., 2004). Esses resultados evidenciam a importancia da fenotipagem
para a identificagdo de novas fontes de resisténcia que possam ser utilizadas
em PMG.

Identificagao, distribuicdo dos SNPs e mapeamento
associativo para resisténcia a PB

Ap0s a filtragem dos dados obtidos pelo sequenciamento GBS, foram obser-
vados 51.476 SNPs distribuidos ao longo dos 20 cromossomos. Foi obser-
vada distribuigdo uniforme entre todos os cromossomos, com uma média de
2.574 SNPs por cromossomo. De acordo com Bastien et al. (2014), a técnica
de GBS é uma importante estratégia para identificagcdo de SNPs, visto que
consegue identificar marcadores distribuidos uniformemente ao longo do ge-
noma a um menor custo.

Para o mapeamento associativo, utilizando-se o modelo cMLM, o grafico QQ
(quantile-quantile plots) apresentou P-values com crescimento linear (Figura
2a). Ainda na analise de associagao, foi encontrado um SNP (T/C) associado
significativamente com a caracteristica de resisténcia a pustula bacteriana
(P-value com FDR = 0,0004), no cromossomo 6 (Figura 2b). Embora algumas
regides associadas a resisténcia a PB ja tenham sido descritas na literatura,
a regido encontrada no presente trabalho expde uma nova regido associada
a resisténcia, podendo ser explorada na selegao assistida por marcadores.
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Figura 2. (a). Grafico QQ (quantile-quantile plot) de distribuicdo cumulativa de P-value
do modelo cMLM utilizando a matriz PCA+K, no software GAPIT, para resisténcia a
Xanthomonas axonopodis pv. glycines em soja. (b) Manhattan plot do GWAS para
resisténcia a X. axonopodis pv. glycines utilizando-se o modelo cMLM. Um SNP (T/C)
localizado no cromossomo 6 obteve valores significativos (FDR = 0.0004).
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Caracterizagdo de Haplétipos

Analisando-se a distribuicdo do SNP significativamente associado a resis-
téncia nos 189 materiais utilizados no estudo e seus respectivos fenotipos,
observou-se a prevaléncia do alelo “T” para os gendtipos agrupados como
resistentes (classes 1 e 2 —64,136%) e “C” para os agrupados como susceti-
veis (classes 3, 4 e 5—83,50%), conforme demonstrado pela Tabela 1. Sendo
assim, a analise de haplétipo foi eficiente para a separagao dos materiais de
acordo com seu fendtipo.

Tabela 1. Distribuicdo do SNP (T/C) significativo, localizado no cromossomo 6, nas
plantas com fendtipo resistente e suscetivel. O “Het” corresponde a materiais cuja
genotipagem indicou heterozigosidade (T/C).

Genotipagem

Fenotipo
Resistente (T) Suscetivel (C) Het (T/C)

Resistente 59/92 (64,136%) 25/92 (27,17%) 8/92 (8,69%)
Suscetivel 10/97 (10,30%) 81/97 (83,50%) 6/97 (6,18%)
Total 189 materiais

Conclusao

Esse estudo permitiu a identificagdo de uma nova regido associada a resis-
téncia a Xanthomonas axonopodis pv. glycines, compartilhada por cultivares
brasileiras, que uma vez validada, podera ser aplicada na selegao assistida
por marcadores em programas de melhoramento genético. Isso possibilitara
a dinamizacéo das avaliagdes fenotipicas, com reducado de tempo e custo
para o desenvolvimento de cultivares resistentes, permitindo assim, o langa-
mento de novas cultivares no mercado em menor tempo.
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Introducgao

A soja é considerada uma planta autbégama, cleistogémica e autopolinizavel.
Na maioria das flores de soja, quando sobrevém a antese, ja ocorreu a au-
tofecundagao. Apds a abertura, o estigma do pistilo é coberto pelas anteras
dos estames, o que torna muito dificil para o pélen proveniente de outras
flores atingi-lo, sendo a taxa de polinizagdo cruzada estimada em torno de
2% (Gazzoni, 2017).

Dentre os varios agentes polinizadores, destacam-se os insetos, por serem
abundantes na natureza e ajustarem-se perfeitamente as diferentes estrutu-
ras florais (Free, 1993). Estima-se que, aproximadamente, 73% das espécies
vegetais cultivadas no mundo sejam polinizadas por alguma espécie de abe-
Ihas (FAO, 2004).

A interacdo entre as abelhas e plantas garantiu aos vegetais o sucesso na
polinizagédo cruzada, que constitui uma importante adaptacao evolutiva das
plantas, aumentando o vigor das espécies, possibilitando novas combina-
¢cOes de fatores hereditarios e aumentando a produgéo de frutos e sementes
(Couto; Couto, 2002).

A espécie Apis melifera, tem sido utilizada como polinizadora em diversas
culturas agricolas com sucesso, em fungao, principalmente, da diversidade
de espécies de plantas que visita (Free, 1993; Freitas, 1998). Em um estudo
realizado por Monasterolo et al. (2015) em uma lavoura de soja ao lado de
uma floresta, a espécie A. mellifera foi mais abundante encontrada em flores
de soja, em todas as distancias do ponto de amostragem até a floresta.

De acordo com dados da Conab (2020), na safra 2019/2020 o Brasil produziu
124 Mt de soja, em cerca de 36 Mha de area plantada. A expansao da area
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da soja acentua a proximidade cada vez maior das lavouras do grdo com os
apiarios. Ao mesmo tempo, cada vez mais agricultores estdo colocando seus
apiarios nas proximidades das lavouras de soja, o que demanda estudos
sobre a relac&o entre soja e abelhas. Este trabalho objetivou investigar o ren-
dimento da soja e seus componentes, em fungéo da presenga de um apiario
médio nas bordas da lavoura.

Material e Métodos

O experimento foi instalado na Fazenda Girassol do Prata, localizada em
Jaciara, MT. A area foi selecionada dentro de um talhdo de uma lavoura co-
mercial de, aproximadamente, 5.000 ha, onde n&o havia a presenca de areas
nativas nas proximidades, para reduzir a um minimo a visitagcdo de espé-
cies de abelhas nativas nas parcelas experimentais, uma vez que o objetivo
principal era o estudo da relagéo da soja com A. mellifera. Para tanto foram
colocadas 110 colmeias dessa espécie na borda da lavoura (16° 13’ 08”S; 55°
15°06"W), sendo que a borda distal do campo experimental se localizava a
960 m do apiario (16° 12’ 59” S; 55° 14’ 40" W) (Figura 1).

Figura 1. Imagem de satélite com a localizagéo do experimento.

Os tratamentos consistiram em distancias de 15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960
m da borda da lavoura préxima ao apiario, com 6 repeticoes distribuidas em
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transectos paralelos entre si e perpendiculares a esta borda, separadas por
25 m de distancia. Em cada ponto acima referido foram colocadas estacas
encimadas por uma bandeirola branca e identificadas com uma etiqueta con-
tenda a distancia do apiario e 0 numero da repeticao.

O sistema de produgéo de soja foi de responsabilidade da administragdo da
fazenda, sem qualquer interferéncia de nossa parte. A area foi semeada com
a cultivar de soja BMX 75i77, em 11/10/2019, em filas separadas por 50 cm,
com densidade média de 16 plantas por metro. Sempre que uma aplicagcao
de inseticida era necessaria, o administrador da fazenda nos comunicava
com 24 h de antecedéncia, permitindo o fechamento das colmeias, a fim de
evitar qualquer impacto deletério de pesticidas nas colbnias.

Entre 22/11/2019 e 16/12/2019 foram realizadas 11 amostragens nas proxi-
midades de cada uma das estacas que demarcava os pontos corresponden-
tes as distancias do apiario. Para tanto, um observador se posicionava entre
duas filas de soja, permanecendo imdvel por um minuto, apds o que anotava
os espécimes de A. mellifera ou de outra abelha que sobrevoasse ou pou-
sasse em plantas de soja localizadas em 1m das duas linhas de soja a sua
frente, durante 3 minutos.

Na época da colheita, 3 m de duas linhas de soja foram colhidas em cada
um dos pontos de amostragem para mensuragao da produtividade, além de
1m linha que foi colhido para avaliar os componentes da produgéo. Os dados
foram submetidos a analise da variancia e as diferengas entre médias discri-
minadas com o auxilio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Do total de abelhas observadas nas amostragens realizada, 95,3% perten-
ciam a espécie A. mellifera, com baixa coleta de outras espécies. Os resulta-
dos correspondem a expectativa, posto que ndo existiam formagdes de ve-
getacao nativa nas proximidades da area experimental, que pudessem servir
como repositério dessas espécies.

A Figura 2 mostra a diferenca de coleta entre A. mellifera e outras espécies,
bem como o forte declinio da populagao a partir de 120 m da borda do campo.
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Figura 2. Numero de individuos de Apis mellifera de outras espécies de abelhas, em
fungdo da distancia da borda do campo de soja.

As amostragens, iniciadas no estadio R1 da soja, mostraram que a visitagao
de abelhas se concentrou no periodo compreendido entre 26/11 e 14/12/2019,
que apresentou média de 19,3 abelhas / 12m / 3min, enquanto a média da
primeira e uUltima amostragem foi de 5,29 (Figura 3).

A distribuicao das abelhas no campo, em fungao da distancia da borda, mos-
trou que a maior concentragao ocorreu nas distancias até 60 m (57%) ou 120
m (84,7%) da borda do campo (Figura 4). Poucas abelhas foram encontradas
nas distancias de 480 m (3,9%) e 960 m (1,7%) da borda, considerando a
média de todas as datas de amostragens.
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Figura 3. Numero de
? - — individuos de Apis melli-
0 - fera e de outras abelhas,
em funcdo da data de
coleta das amostras.
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A produtividade média da area experimental foi de 4.112 kg/ha. Observou-
se uma tendéncia de redugédo da produtividade da soja a medida em que
aumentava a distancia em relagdo as colmeias posicionadas na borda da
cultura (Tabela 1). O tratamento mais proximo das colmeias (15 m da borda)
nao diferiu da distancia seguinte (30 m), porém foi estatisticamente diferente
dos demais.

Tabela 1. Rendimento, altura da planta, nimero de graos por vagem e peso de 100
gréos de soja de acordo com a distancia de um fragmento cento e dez colmeias de
A. mellifera.

Distancia Altura da N°. Graos/ Peso de 100 | Produtividade
(m) planta (cm) Vagens graos (g) (kg/ha)

65,49 249 a 16,81 4.613 a
30 59,77 238 b 16,62 4.404 ab
60 61,03 2,36 b 16,48 4.047 b
120 62,60 233 b 16,37 3.880 b
240 61,19 228 b 16,48 3.877 b
480 65,24 230 b 16,42 3.934 b
960 67,37 228 b 16,43 4.025 b

CV (%) 7,79 3,92 2,93 11,02

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A média de produtividade de soja até 30 m das colmeias foi de 4.509 kg/ha,
sendo 12% superior a média das distancias iguais ou superiores a 60 m, que
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foi de 4.028 kg/ha. A maior diferenca de produgéo foi observada entre os tra-
tamentos de 15 m e 960 m, de 588 kg/ha, equivalendo a 12,7% de diferenca.

O numero de gréos por vagem aos 15 m de distancia foi significativamente
superior aos demais tratamentos, devido ao maior numero de vagens e de
graos por planta e, em especial, de vagens com 2, 3 e 4 graos por planta
(Tabelas 2 e 3) na distancia de 15 m, os quais tenderam a diminuir nas maio-
res distancias. Nenhuma tendéncia clara foi observada para o peso de 100
graos ou para o numero de vagens por planta, ndo havendo diferenga signifi-
cativa entre os tratamentos.

Tabela 2. Numero de vagens por planta, graos por planta, vagens comgraos0Oe 1 e 3
e 4 graos de soja de acordo com distancia de um fragmento de cento e dez colmeias
de A. melifera.

Distancia (m) N° Vagens/ N° Graos/ | N° Vagens 0+1 | N° Vagens 3+4
planta planta Graos/planta Graos/planta
15

50,13 a 123,09 a 3,26 bc 26,02 a
30 32,47 b 7715 b 3,00 bc 15,03 b
60 29,95 b 70,84 b 284 c 13,58 bc
120 31,79 b 73,94 b 3,73 ab 14,06 bc
240 2492 b 56,70 b 3,40 ab 10,30 ¢
480 29,711 b 68,08 b 4,36 a 12,72 bc
960 30,01 b 68,64 b 3,99 ab 12,53 bc
CV(%) 28,11 31,12 25,63 37,64

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foram constatadas diferengas significativas para o numero de vagens por
planta contendo 1 gréo (Tabela 3) e para a soma de vagens contendo 0 e 1
gréo, mas em ambos os casos, nao foi encontrada nenhuma tendéncia clara
que pudesse estar associada as distancias da borda do campo.
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Tabela 3. Numero de vagens por planta, de acordo com o numero de gréos, de soja
cultivada préxima a um fragmento de cento e dez colmeias de A. melifera.

Distancia Numero de vagens por planta contendo

(M) [0graos | fgrao | 2graos | 3oraos | 4graos |
15 0,41 2,84 ab 20,85 a 25,55 a 0,48 a
30 0,09 291 ab 14,43 b 14,75 b 0,28 b
60 0,11 273 b 13,53 bc 13,27 b 0,31 ab
120 0,15 3,58 ab 14,00 b 13,88 b 0,18 bc
240 0,19 3,21 ab 11,22 d 10,15 b 0,15 ¢
480 0,09 4,27 a 12,86 cd 12,43 b 0,29 b
960 0,17 3,81 ab 13,50 bcd 12,29 b 0,24 bc

CV (%) 126,68 26,99 26,37 37,58 61,31

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conclusao

Observou-se que a visitagdo das abelhas se concentrou até a distancia de
60 m das colmeias colocadas na borda do campo de soja. Verificou-se maior
produtividade da soja cultivada até 30 m da borda da lavoura préxima as
colmeias de abelhas, em decorréncia do aumento do numero de graos por
vagem, do numero de vagens e de sementes por planta, e de maior nUmero
de vagens com 2, 3 e 4 graos. As produtividades de soja mais elevadas esta-
vam associadas com as distancias em que foram observadas maior nimero
de individuos de A. mellifera visitando a soja.
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Introducgao

Apesar da elevada produtividade da cultura da soja mundialmente, a produ-
cado dessa commoditie é constantemente afetada por diversos fatores, tanto
abidticos quanto bidticos. Pragas e patégenos atacam essa cultura em dife-
rentes estagios de desenvolvimento, ocasionando grandes prejuizos. Dentre
os patégenos, a ocorréncia de fitonematoides é frequente nas areas produ-
toras. Esses patégenos parasitam o sistema radicular das plantas, reduzin-
do a absorgdo de agua e nutrientes, e, consequentemente, a produtividade
(Lopes, 2012). Somente no Brasil, € estimado um prejuizo anual na cerca de
R$ 16 bilhdes somente para a sojicultura (Machado, 2015).

Diversas sao as estratégias para o controle dos fitonematoides. A rotacao
de culturas utilizando variedades que apresentem tolerancia/resisténcia, os
nematicidas e o controle biolégico sdo bastante empregados, porém apre-
sentam limitagoes frente a presenca de diferentes espécies desses parasitas.
A resisténcia genética também é explorada (Zhang et al., 2016; Passianotto
et al., 2017; Hada et al., 2020), entretanto, sdo poucas as fontes com ampla
resisténcia para introgressao nos programas de melhoramento. Ainda, culti-
vares geneticamente modificados (GM) baseados em estratégias de supe-
rexpressao ou silenciamento génico vém sendo testadas em muitas culturas
(Atkinson et al., 2012; Fosu-Nyarko; Jones, 2015), mas apresentam elevado
custo e um longo tempo para seu desenvolvimento.

Dessa forma, estratégias de controle de amplo alcance, com possibilidade de
afetar diferentes organismos fitopatogénicos, apresentam um grande poten-
cial. Nesse contexto, este trabalho buscou identificar familias génicas “com-
partilhadas” por diferentes espécies (ortélogos) de fitonematoides, com base
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na disponibilidade de genomas e transcriptomas das diferentes espécies, vi-
sando a prospeccao de alvos que possam ser empregados em estratégias
biotecnolégicas com alcance para um maior numero de espécies.

Material e Métodos

Para identificar familias multigénicas conservadas entre proteinas preditas
de fitonematoides e do nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans, foi
realizada uma analise de clusterizagao utilizando o software OrthoMCL (Li et
al., 2003). Os dados utilizados para a construgdo das familias multigénicas
estdo descritos na Tabela 1.

Esse painel de sequéncias proteicas foi compilado em um Unico arquivo
FASTA, que foi utilizado no software OrthoMCL vers&o 1.4 (http://orthomcl.
org/common/downloads/software/unsupported/v1.4/) utilizando os parame-
tros “MCL padrao” e “inflation parameter” de 1.5. Assim, baseado na simila-
ridade das sequéncias proteicas, foi realizado o agrupamento das familias
multigénicas OrthoMCL. A analise comparativa foi realizada utilizando como
parametro a identificagdo de sequéncias compartilhadas por todas as espé-
cies de fitonematoides e ausentes no nematoide de vida livre C. elegans, de
modo a gerar um conjunto de familias especifica a nematoides parasitas de

plantas.
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Resultados e Discussao

OrthoMCL: Visao geral

As proteinas preditas do painel contendo 8 fitonematoides e o nematoide
de vida livre C. elegans foram agrupadas com base na similaridade das se-
quéncias, resultando nas familias génicas através de OrthoMCL. Foi possi-
vel identificar 20.322 familias multigénicas com ao menos duas sequéncias.
Essas familias compreendem 126.741 sequéncias proteicas unicas. O maior
numero de familias foi observado entre aquelas comuns aos nematoides se-
dentarios, com 10.619 familias OrthoMCL compreendendo 39.946 proteinas
distribuidas entre as espécies, seguida pelas proteinas exclusivas do nema-
toide de vida livre C. elegans, com 1.084 familias e 5.880 proteinas. Familias
comuns somente aos nematoides migradores foram apenas 5, assim como
aos compartilhados por todos os fitonematoides (Figura 1).
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Figura 1. (A) Familias multigénicas identificadas. (B) Proteinas preditas compreen-
dendo essas familias.

Proteinas exclusivas de fitonematoides

Em relagao as familias compartilhadas por todos os fitonematoides utilizados
na analise e ausentes no nematoide de vida livre C. elegans, foram identifi-
cadas 5 familias multigénicas, conforme Tabela 2. A familia que compreende
0 maior numero de proteinas preditas é a familia ORTHOMCL684, com 18
sequéncias Unicas. Essa familia possui anotagdo de “chaperone, HSP20”,
uma pequena proteina de choque térmico. Essas proteinas atuam na remo-
delagao de proteinas desnaturadas tanto por fatores bidticos como abidticos
(Sarkar et al., 2009).
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A segunda familia em numero de proteinas foi a ORTHOMCL1437, com
anotacao funcional de “Superfamily, MFS, Transporter’, com 14 sequén-
cias unicas. Essas proteinas podem transportar seletivamente uma ampla
gama de substratos através de membranas, exercendo importante papel em
multiplos processos fisiolégicos (Yan, 2013). Ja a familia ORTHOMCL2362,
anotada como “Chromo domain” apresentou 12 proteinas compartilhadas.
Estdo potencialmente envolvidas no metabolismo de cromatina. Podem es-
tar localizadas em sitios de heterocromatina e podem mediar silenciamento
génico, sendo necessarias para o enderecamento e repressao transcricio-
nal (Bannister et al., 2001). Finalmente, a familia ORTHOMCL4836, anotada
como “NAD(P)-binding”, uma catalase que atua como antioxidante frente a
estresse oxidativo (Vicente et al., 2015).

Tabela 2. Familias compartilhadas por todos os fitonematoides utilizados para analise
de OrthoMCL.

ORTHOMCL684 Chaperone, HSP20 18
ORTHOMCL1437 Superfamily, MFS, Transporter 14
ORTHOMCL2362 Chromo domain 12
ORTHOMCL4836 NAD(P)-binding
ORTHOMCL5625 Carboxypeptidase

Total - 61

Finalmente, foi identificada a familia ORTHOMCL5625, anotada como
“Carboxypeptidase”. Essa classe de proteinas atua hidrolisando peptideos e
proteinas. Exercem importante fungdo no desenvolvimento, invasdo e pato-
genicidade de nematoides. Recentemente, uma carboxypeptidase do fitone-
matoide Radopholus similis foi caracterizada como importante no processo
de infecgdo desse nematoide. Seu silenciamento interferiu significativamente
no estabelecimento desse nematoide em plantas de anturio (Huang et al.,
2017).
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Conclusao

A andlise de clusterizagédo permitiu a identificacdo de pelo menos 5 familias
génicas compartilhadas por uma ampla gama de espécies de fitonematoides
parasitas. Tais genes podem constituir importantes alvos para o desenvolvi-
mento de estratégias de controle, por exemplo, através da utilizagdo de RNA..
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Introducgao

No ambito mundial, o Brasil € um dos maiores produtores de commodities
agricolas. Dentre estas, a soja (Glycine max) ocupa um patamar de desta-
que. Na safra atual, o Brasil alcangou o status de maior produtor mundial,
superando os Estados Unidos, com a produgéo de mais de 126 milhdes de
toneladas. Adicionalmente, o pais € considerado o maior exportador mundial.
Dessa forma, a producao brasileira dessa leguminosa enquadra-se como a
maior cultura, no Brasil, em extensao de area e volume, representando, dessa
maneira, 48% do total de grdos produzidos em 2019 no pais (Conab, 2020).

Sendo assim, a obtengao de grande produtividade esta atrelada a utilizagcao
da rotacao de culturas, pois auxilia na recuperagao do solo devido a maior
producéo de fitomassa, assim como, o fornecimento adicional de nitrogénio
no solo (Franchini et al., 2011). Um problema recorrente e de altos impactos
negativos para a agricultura s&o os problemas ocasionados por nematoides,
0s quais podem levar a danos entre 15 e 21% da produtividade em média,
ja sendo observadas perdas de até 60% da produtividade, a qual inviabiliza
a produgdo de determinada cultura (Steffen; Steffen, 2018). Dessa forma,
os nematoides causam anualmente prejuizos na casa dos R$ 35 bilhdes no
agronegaocio brasileiro, sendo que somente para a cultura da soja sao esti-
madas perdas superiores a R$ 16 bilhdes anuais (Machado, 2015). Dentre
as principais espécies que infectam a soja no Brasil, merecem destaque os
formadores de galha do género Meloidogyne (M. javanica e M. incognita), o
nematoide formador de cistos Heterodera glycines, o reniforme Rotylechus
reniformis e o nematoide causador das lesbes radiculares Pratylenchus
brachyurus.
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Atualmente, no Brasil, P. brachyurus tem sido considerado como o segun-
do fitonematoide de maior importancia para a agricultura, ficando atras ape-
nas dos formadores de galha (Gabia, 2019). Trata-se de uma espécie com
elevada polifagia, sendo capaz de parasitar a grande maioria das espécies
vegetais, o que inabilita a rotacdo de culturas como uma estratégia para o
seu controle. Essa polifagia é favorecida pelo fato de que para o estabeleci-
mento do parasitismo desse nematoide, ndo ha a necessidade da formagao
de nenhuma célula especializada de alimentagao, como ocorre com os for-
madores de galha e de cisto. Além disso, diferente de outras espécies, todas
as formas larvais de P. brachyurus sao infectivas, o que eleva ainda mais o
seu potencial de infecgdo, que ocorre pela penetragdo e movimentagao nas
células do parénquima cortical do hospedeiro, ocasionando assim as “lesdes
radiculares”, comprometendo a absor¢cao de agua e nutrientes e consequen-
temente reduzindo a produtividade, podendo inclusive resultar na morte da
planta (Goulart, 2008).

Dadas as dificuldades no manejo de P. brachyurus, visto que, as medidas
tradicionais apresentam limitagdo frente a esse nematoide, principalmente
pela sua elevada polifagia, auséncia de fontes resistentes, ineficacia e pro-
blemas decorrentes do uso excessivo de nematicidas, ha a necessidade de
se recorrer a novas estratégias. Dessa forma, o entendimento dos mecanis-
mos moleculares envolvidos na resposta de resisténcia a esse nematoide é
importante para auxiliar no desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas
para o seu controle.

Trabalhos prévios tém demonstrado o envolvimento das proteinas de cho-
que térmico (Heat Shock Protein — HSPs), em especial as de baixo peso
molecular (HSP20), na resposta aos estresses bioticos e abioticos, incluindo
a infecgdo por nematoides, segundo Lopes-Caitar et al. (2013). As HSP20
funcionam como chaperonas moleculares independentes de ATP, que agem
em resposta a desnaturagdo das proteinas tanto em eucariotos quanto em
procariotos. Além disso, auxiliam outras chaperonas na remodelacao de ca-
deias polipeptidicas desnaturadas. Lopes-Caitar et al. (2013), ao caracte-
rizar a familia de HSP20 da soja, identificaram um perfil diferencial para o
gene GmHsp22.4, sendo altamente induzida pela presengca do nematoide
Meloidogyne javanica, no gendtipo resistente, enquanto foi reprimido no sus-
cetivel. Recentemente, Hishinuma-Silva et al. (2019), ao caracterizar funcio-
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nalmente a mesma proteina, observou que a superexpressao de GmHsp22.4
em A. thaliana tornou as plantas mais suscetiveis a infec¢éo por M. javanica.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressao do
gene GmHSsp22.4, frente a infecgéo a outro nematoide também importante na
cultura da soja, Pratylenchus brachyurus.

Material e Métodos

Material vegetal

Para este trabalho, foram utilizados dois gendtipos de soja que apresen-
tam respostas antagbnicas ao parasitismo do nematoide P. brachyurus:
o genodtipo suscetivel (TMG115RR) e outro moderadamente resistente
(BRSGO Chapaddes) (Rios et al., 2016), ambos cedidos pelo Banco ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja.

Preparo do inéculo

Para a obtenc¢ao do indculo utilizado nos experimentos, populagdes de P. bra-
chyurus foram multiplicadas em casa de vegetacéo do setor de Nematologia
da Embrapa Soja, em plantas de amendoim por aproximadamente 90 dias.
A extracéo dos nematoides foi realizada conforme Coolen e D’Herde (1972).
As raizes foram lavadas, cortadas em pedacos e trituradas em liquidifica-
dor. Posteriormente, as amostras foram passadas em peneiras de 200 e 500
mesh e, apds enxague com agua corrente, o contetdo retido na peneira de
500 meshs foi recuperado em béqueres. A suspensao obtida foi quantifica-
da em camara de Peters, utilizando 1mL da suspensao para a projecao do
numero total de individuos. A concentragao final do inoculo foi ajustada para
aproximadamente 250 nematoides/ mL.

Bioensaio com nematoides

Para se avaliar o perfil transcricional do gene GmHsp22.4 frente a infecgao
pelo nematoide P. brachyurus, plantas dos genétipos TMG115RR e BRSGO
Chapadodes foram germinadas em sementeira contendo areia autoclavada.
O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados com
trés repetigdes biolégicas contendo trés plantas cada, para cada tempo/ ge-
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noétipo, submetidos a dois tratamentos (inoculagédo e controle). Cinco dias
apos emergirem, as plantulas foram transferidas para tubetes contendo o
mesmo substrato e, apds 24 horas, foram inoculadas com aproximadamente
500 individuos de P. brachyurus (2 mL da suspenséo). As coletas do tecido
radicular foram conduzidas nos tempos de: 12 horas apds inoculagao (hai),
1,2, 4, 8, 17 e 35 dias apos inoculagao (dai). Como controle, foram utilizadas
plantas ndo inoculadas. O experimento foi conduzido em casa de vegetagao
do setor de Nematologia da Embrapa Soja. As raizes coletadas foram ime-
diatamente congeladas em nitrogénio liquido, maceradas e armazenadas em
ultrafreezer a -80°C.

Extragcao de RNA, sintese de cDNA e RT-qPCR

O RNA total de cada amostra foi extraido a partir de, aproximadamente, 100
mg de tecido, utilizando o método Trizol® (Invitrogen). Em seguida as amos-
tras foram tratadas com DNAsel, (Invitrogen) para se eliminar qualquer ves-
tigio de DNA gendmico residual que possa vir a interferir na analise. O cDNA
foi entéo sintetizado a partir de aproximadamente 500 ng de RNA total utili-
zando o kit Superscript lll (Invitrogen), seguindo as orienta¢des do fabricante
e utilizando OligoDT como iniciador.

As analises do perfil transcricional do gene GmHsp22.4, ao longo do ciclo
infeccioso, foram realizadas por RT-qPCR em termociclador 7900 Real Time
System (Applied Biosystem), utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix
(Invitrogen). Foram utilizados primers especificos para a regido codificado-
ra do gene, desenhados utilizando o Programa Primer3Plus. Para minimizar
erros experimentais, a quantificagéo relativa para cada gene foi realizada uti-
lizando triplicatas técnicas para cada repeticdo biolégica. Como normaliza-
dor, foram utilizados os genes EIfB e TUAe como calibrador as amostras do
tratamento falso inoculado. A quantificagédo relativa do alvo em relacdo ao
calibrador foi realizada através do software Rest 2009.

Resultados e Discussao

A resposta transcricional do gene GmHsp22.4 sob infecgéo pelo nematoide
das lesdes radiculares P. brachyurus revela diferengas entre os gendtipos
suscetivel e moderadamente resistente sob diferentes estagios de infecgéo.
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As analises de expressao do gene GmHsp22.4, durante o ciclo do nematoide,
revelou um padrao de resposta transcricional contrastante entre as cultivares
BRSGO Chapadobes (Figura 1A) e TMG115RR (Figura 1B), que oscilaram
entre represséao e indugéao.
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Figura 1. Perfil transcricional do gene GmHsp22.4 nas cultivares BRSGOChapaddes
(A) e TMG115RR (B), ao longo do ciclo infeccioso, sob infecgdo pelo nematoide P.
brachyurus. Asteriscos indicam significancia a 5% (p<0,05).

No primeiro tempo avaliado (12 h), foi possivel observar uma represséo no
genotipo BRS, superior a 70%. No tempo de 1 dia, essa represséo, também
superior a 70%, foi observada no gendtipo TMG. Nos tempos de 2 e 4 dias,
apesar de se observar um aumento na expressao nos genotipos TMG e BRS,
respectivamente, nao foi observada significancia. Da mesma forma, no tem-
po de 8 dias, apesar de se observar uma reducao na expressao no genétipo
BRS, ela também nao foi significativa.

Ja no tempo de 17 dias, foi observada uma repressao significativa, superior a
60%, no gendtipo BRS. No tempo de 35 dias, foi observado o maior contraste
entre os gendtipos BRS e TMG. Enquanto no gendtipo suscetivel foi obser-
vada uma repressao superior a 80%, no moderadamente resistente houve
uma indugao de cerca de cinco vezes em relagdo as plantas ndo inoculadas.
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S6 foi possivel identificar uma resposta positiva, onde houve uma inducao
significativa na expressédo do gene GmHsp22.4, no tempo de 35 dias no ge-
notipo BRSGOChapaddes. Um resultado diferente foi observado por Lopes-
Caitar et al. (2013), que caracterizaram essa proteina como induzida no
gendtipo resistente nos estagios iniciais da infeccao (8 dai) pelo nematoide
formador de galhas M. javanica, com uma indugéo bastante superior ao ob-
servado em P. brachyurus, cerca de 60 vezes maior.

Considerando que se trata de uma chaperona molecular, que tem como fun-
¢ao auxiliar na remodelagédo de proteinas desnaturadas, tanto por fatores
abidticos como bidticos, essa proteina apresentou uma resposta tardia me-
diante a infecgdo pelo nematoide P. brachyurus, o que indica que ela pode
nao participar da primeira linha de defesa frente a presenca desse patége-
no. Além disso, a repressao dessa proteina nos tempos de 1, 2 e 17 dias
pode indicar que a mesma possa estar sofrendo alguma interferéncia pelo
nematoide. Uma hipotese é que a GmHsp22.4 possa ser alvo de um ou mais
efetores secretados por P. brachyurus, assim como observado por Hewezi et
al. (2010) e Pogorelko et al. (2016) para as proteinas SPDS2 (At1g70310) e
EIf-2B, respectivamente.

Conclusao

O perfil transcricional do gene GmHsp22.4 apresentou diferencas entre os ge-
noétipos suscetivel e moderadamente resistente a P. brachyurus. GmHsp22.4
apresentou uma resposta tardia frente a presenga do nematoide em ambos
0s genotipos avaliados, indicando que este gene n&o parece ter um papel na
primeira linha defesa a infecgéao.
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Introducgao

A soja € uma commodity de grande importancia mundial. No Brasil, estima-se
que sejam cultivados cerca de 36,6 milhdes de hectares. Na safra 2019/2020,
o Brasil alcangou a primeira posi¢cdo na produgao mundial deste grao com
120,3 milhdes de toneladas (Conab, 2020). Na maioria das regiées onde hou-
ve o cultivo de soja nesta ultima safra (2019/2020), as condi¢des climaticas
foram favoraveis a produgado. Entretanto, no Rio Grande do Sul, a falta de
chuva prejudicou o rendimento, resultando em uma producgéo 8,8% menor
que na ultima safra na regido Sul, apesar da area plantada ter sido 1,7%
superior (Conab, 2020). Em geral, a produtividade das culturas agricolas &
dependente das condigbes climaticas e uma das maiores causas na que-
da da produgdo sdo os estresses abidticos, especialmente a falta de agua
(Madadgar et al., 2017). Estima-se que o Brasil tenha deixado de ganhar U$
79,62 bilhdes por perdas de produgao da cultura de soja entre as safras de
1976/77 a 2013/14, em especial devido as secas (Ferreira, 2016).

Em condicao de déficit hidrico sdo desencadeadas respostas a nivel fisiolo-
gico e bioquimico, caracterizadas pela combinacdo de eventos moleculares
que ocorrem por meio da ativagao ou inativagdo de genes apds a percepgao
desse estresse pela planta, provocando alteragdes em suas expressodes gé-
nicas. As vias moleculares mais conhecidas de resposta a seca sao divididas
em dependentes do acido abscisico (ABA) e independentes de ABA. Em am-
bas as rotas, a transdugao do sinal de percepgao do estresse culmina na ati-
vagéao de fatores de transcricdo, que induzem a expresséo de diversos genes
de resposta (Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
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Nas ultimas décadas, foram realizadas pesquisas importantes para a identi-
ficacdo e caracterizagéo de diferentes fatores de transcri¢cao (FT) que contri-
buem para a resposta ao estresse por seca (Joshi et al., 2016). Esses fato-
res de transcrigao sdo categorizados dentro de diferentes familias génicas e
classificados de acordo com seu dominio de ligagdo ao DNA (Jin et al., 2014).

Inimeros FT atuam nos estresses abidticos, entre eles os genes da familia
NAC (Petunia NAM Arabidopsis ATAF1 /2 e CUC2). Os FTs da familia NAC
sao especificos de plantas, onde sao muito abundantes, e estdo envolvidos
em diversos processos, incluindo desenvolvimento da planta, defesa e res-
posta a estresses abidticos (Olsen et al., 2005).

Esse trabalho tem como objetivo a analise in silico dos fatores de transcri¢cao
NAC visando identificar genes candidatos a melhorar a tolerancia a seca em
soja via edi¢ao génica.

Material e Métodos

Foram utilizadas as cultivares de soja BR-16, considerada sensivel a seca,
e a Embrapa 48, considerada tolerante a seca (Oya et al., 2004; Mesquita
et al., 2020), sob diferentes niveis de déficit hidrico, definidos com base nas
analises fisiolégicas realizadas por Rodrigues et al. (2012) e Martins et al.
(2008), que mostraram que, durante exposi¢éo prolongada a falta de agua, a
fotossintese das cultivares de soja era maxima no tempo zero, mas fortemen-
te inibida apés 100 minutos de exposi¢do ao déficit hidrico.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com nove repeti-
¢Oes biologicas. As plantas de soja foram cultivadas em casa-de-vegetagao
em sistema hidroponico, seguindo o protocolo estabelecido por Martins et al.
(2008). Os diferentes niveis de déficit hidrico foram impostos as plantas no
estagio de desenvolvimento V3 (Fehr et al., 1971), removendo as plantas da
solugao hidropénica e expondo-as ao ar durante os periodos de privagao de
agua 0 min (TO - controle), 25 min (T25), 50 min (T50), 75 min (T75), 100 min
(T100), 125 min (T125) e 150 min (T150), em cada tempo foi coletado raizes
e folhas de ambas as cultivares de soja. Os tratamentos foram agrupados em
quatro categorias, a seguir: TO - condigdo de controle; T25-T50 min, conside-
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rado déficit hidrico leve, T75-T100 min, déficit hidrico moderado e T125-T150
min, déficit hidrico severo.

Dezesseis bibliotecas foram sintetizadas e sequenciadas pela empresa
Fasteris (Suiga). As bibliotecas foram preparadas usando o kit llumina TruSeq
™ SBS v5. com extremidade Unica de 100 pb e sequenciadas na plataforma
lllumina HiSeq 2000.

A qualidade das leituras foi avaliada usando o software FastQC versao 0.11.5
(Andrews, c2020). A remogéao de adaptadores, sequéncias de baixa qualida-
de (Phred Quality score = 30) e sequéncias menores que 40 pb foi realizada
usando o software Trimmomatic versao 0.36. O genoma de referéncia da soja
usado foi a versdao Gmax_275 Wm82.a2.V1. A indexagédo do genoma € o
alinhamento das leituras no genoma de referéncia foram realizados usando o
software HISAT2 versao 2.1.0, recuperando apenas alinhamentos exclusivos
com maior qualidade. Os artefatos de PCR (duplicagéo de leituras ndo natu-
rais) foram removidos pelo software Samtools rmdup versao 1.5. Amontagem
das transcricdes foi realizada pelo software Stringtie versao 1.3.3 usando o
arquivo de anotagdo GFF3 do Phytozome como guia. A saida Stringtie foi
usada no software GFOLD versao 1.1.4 para obter os genes diferencialmente
expressos (DEGs). Para cada cultivar e tecido, os genes diferencialmente ex-
pressos foram obtidos comparando-se os niveis de controle e déficit hidrico.
Somente 0s genes que apresentaram alteragédo log2 em mudanga de dobra
(Log2 FC) < -1 (regulados negativamente) e = 1 (regulado positivamentea)
foram considerados expressos diferencialmente.

Aregido promotora de DEGs de cada nivel de déficit e tecido vegetal foi recu-
perada separadamente usando RSAT (http://rsat.eead.csic.es/plants/retrieve
-seq_form.cgi). Apenas genes com pelo menos duas sequéncias centrais de
ACGT foram selecionados e considerados como responsivos a ABA. A ano-
tagéo biolégica dos DEGs responsivos ao ABA foi realizada usando a ferra-
menta Phytomine, disponivel no Phytozome (https: //phytozome.jgi.doe.go).

A partir destes dados foram gerados grupamentos génicos. Dentre genes
presentes no grupo contendo genes superexpressos em ambas as cultivares
(BR-16 e Embrapa 48) em todos os niveis de estresse (Leve, Moderado e
Severo) e em ambos os tecidos (Raiz e Folha) foram selecionados seis genes
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da familia génica NAC para analise de nimero de copias, paralogos em soja
e ortélogos em Arabidopsis thaliana.

As etapas para analise in silico dos seis genes foram:

1) Resgate das sequéncias proteicas pelo site Phytozome.

2) A sequéncia da proteina de cada gene foi individualmente alinhadas
com a sequéncia de proteinas (blastp) nas duas versdes mais recen-
tes do genoma de soja Wm82.a2.v1, Wm82.a4.v2 e ao genoma de
Arabidosis thaliana TAIR10 pelo software Persephone. Resgatando so-
mente as proteinas com mais de 50% de identidade com a sequéncia
alvo.

3) Montagem das arvores filogenéticas com as sequéncias proteicas pe-
los softwares Muscle e Itol.

4) Somente os genes agrupados em um mesmo clado foram resgata-
dos para analises de dominios proteicos pelos softwares Phytozome e
MotifiScan e quantificagdo de motivos NAC na regiao promotora pelo
software RSAT plant e script desenvolvido pela equipe.

Resultados e Discussao

Foram encontrados seis genes classificados como fatores de transcrigéo
pertencentes a familia NAC que apresentam dois ou mais elementos ABRE
(ABA Responsive Element) em seu promotor indicando que séo responsi-
vos a acido abscisico (ABA) e que apresentam expressao diferencial nos
dois tecidos (folha e raiz) e em todos os niveis de déficit hidrico estudados
leve (MiWD - T25-50min), moderado (MoWD - T75-100min) e severo (SWD -
T125-150min) (Figura 1).

A expressdo em todos os tecidos e tempos nas duas cultivares reforga a
importancia desses fatores de transcricdo na resposta da soja a condi¢ao de
déficit hidrico.
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Figura 1. Heatmap da expresséao diferencial em log2FC dos genes da familia NAC
expressos em folhas e raizes de soja sob diferentes niveis de déficit hidrico. A intensi-
dade da cor representa relagao direta com o nivel de expresséo do gene.
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Em soja foram identificados 180 membros da superfamilia NAC (Melo et al.,
2018). A analise da expressao de alguns genes NAC de soja, em raizes,
flores, folhas e vagens, de cultivares de soja tolerantes e sensiveis a seca
sob estresse hidrico indicou o envolvimento desses genes nas respostas a
tolerancia a seca (Hussain et al., 2017). Entretanto, poucos membros dessa
superfamilia foram estudados até o momento, e as fun¢gdes de mais genes
NAC de soja devem ser investigadas para compreender seus papéis especi-
ficos e redundantes na tolerancia ao estresse.

Foi realizada analise filogenética de cada gene com seus paralogos de soja
e ortélogos de Arabidopsis thaliana e identificado os dominios proteicos
conservados entre os genes. A fim de identificar variagdes exclusivas dos
sub-clados foram identificados em cores diferentes (verde, rosa e vermelho)
regides do dominio compartilhadas apenas entre os sub-clados (Figura 2).
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O gene Glyma.14G152700.1 ¢ um NAC2 e tem como possivel ortélo-
go em A. thaliana o AT1G01720.1 tanto em % de identidade (72%) quan-
to em similaridade. Apresenta uma cépia no cromossomo 14 e uma no 13
(Glyma.13G030900.1) com 93% de identidade. Os principais paralogos sé&o
os genes Glyma.04G249000 (73%) e o Glyma.06G114000 (73%). O gene
Glyma.05G195000.1 € um NAC2 e tem como possiveis ortélogos em A. tha-
liana os AT1G52890 a nivel de identidade (66%) e a nivel de similaridade o
AT5G08790. Apresenta apenas uma cdpia no genoma. Os principais paralo-
gos sao os genes Glyma.04G208300 (75%) e Glyma.06G157400 (73%). O
gene Glyma.13G279900 é um NAC19 e tem como possiveis ortélogos em
A.thaliana os genes AT1G01720.1 a nivel de identidade (70%) e 0 AT1G52890
a nivel de similaridade. Apresenta uma cépia no cromossomo 13 e uma no
12 (Glyma.12G221500, também diferencialmente expresso no heatmap) com
93% de identidade. Os principais paralogos sao os genes Glyma.12G149100
e Glyma.06G248900 (também diferencialmente expressos no heatmap e sao
copias genicas com 89% de identidade).

Estudos mostram que genes NAC2 e NAC19, sdo up-regulados em seca a
fim de atuar na transcrigado e regulamentacgao da transcri¢do, fazendo varias
ligagbes com o DNA (Liu et al., 2011; Phukan et al., 2016).

Conclusao

Os seis genes avaliados sdo necessarios a nivel de espécie em condigao de
seca por apresentarem up-regulagédo em todos os tecidos e tempos nas duas
cultivares avaliadas. Embora todos os genes tenham apresentado os mes-
mos dominios proteicos variagdes nestes dominios podem estar relaciona-
dos aos seus locais de agao dentro da célula, podendo estes apresentarem
fungbes sinérgicas em resposta a seca, mas de formas e em vias diferentes.
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Germinagao de Metarhizium rileyi em

extratos cuticulares de foliolos de soja

GONCALVES, A. C. S."; SOSA-GOMEZ, D. R.2
'"UNOPAR, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR, andrea.sg125@hotmail.com; ?Pesquisador, Embrapa Soja.

Introducgao

As interagdes entre plantas e micro-organismos entomopatogénicos podem
apresentar uma profunda influéncia no processo de doenca de insetos praga
(Sosa-Gdémez, 2012). Essas interagdes podem ocorrer antes da infecgéo pelo
fungo, quando a particula infectiva, neste caso o conidio, encontra-se depo-
sitado sobre o substrato foliar ou quando o conidio esta aderido a cuticula do
inseto. Na fase inicial dessas interagdes, a cuticula das plantas pode produzir
exsudatos, glico-alcaloides, ceras que afetam a persisténcia das unidades in-
fectivas dos fungos entomopatogénicos ou podem interferir na fixagdo sobre
a superficie da planta. Por outro lado, estudos realizados sobre a microtopo-
grafia vegetal também pode influenciar a retengéo do indculo sobre a planta
hospedeira (Inyang et al., 1998). Por exemplo, a atividade do virus de polie-
drose nuclear de Helicoverpa armigera (HUbner) persiste maior tempo em
sorgo que algodao (Roome; Daoust, 1976). De maneira semelhante, volateis
induzidos por pulgdes alimentando-se de plantas de fumo impactaram ne-
gativamente a germinagéo do fungo entomopatogénico Pandora neoaphidis
(Brown et al., 1995). Além disso, pulgdes da ervilha, Acyrthosiphum pisum
(Harris) sdo mortos em maior proporgéo por P. neoaphidis em variedades de
ervilha que apresentam, menor produgéo de cera (Dueting et al., 2003).

O efeito das plantas sobre os micro-organismos entomopatogénicos tem im-
portantes implicagdes sobre eficiéncia de controle e sobre as doses a serem
utilizadas quando se usa estes patdégenos como agentes de controle micro-
biano. Assim, as doses de produtos comerciais do virus de poliedrose nuclear
de H. armigera deve ser maior quando se aplica sobre culturas de algodao
que a doses recomendada quando se destina ao controle da mesma pra-
ga na cultura do sorgo (Sosa-Gomez et al., 2020). Portanto, a investigagao
dos fatores fisicos e quimicos que interferem nestes micro-organismos pode
contribuir para melhorar formulagdes e aprimorar o controle microbiano das
pragas em diferentes culturas. Por isso, esse trabalho objetivou determinar o
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efeito dos compostos cuticulares de foliolos de soja sobre a capacidade de
geminacéao do fungo Metarhizium rileyi.

Material e Métodos

Fungo entomopatogénico. O isolado CNPSo-Nr147 foi obtido de lagartas da
espécie Anticarsia gemmatalis Hiibner, coletadas no dia 15/06/1993 na cultu-
ra da soja, em Patos de Minas, MG (Sosa-Gémez; Silva, 2002). Atualmente
este isolado esta preservado na colegéo de trabalho pertencente a Embrapa
Soja, Londrina, PR. Os conidios para os bioensaios eram provenientes de
colbnias de 12-14 dias cultivadas em meio SMAY (2,5g de neopeptona mico-
l6gica, 10g de maltose, 2,5g de extrato de levedura, 3,759 de agar e 250 ml
de agua).

Extratos cuticulares. Para esclarecer o efeito de diferentes compostos que
fazem parte da composicao do filoplano de planta de soja, fragdes separadas
por sua polaridade foram testadas quanto a seu efeito sobre a germinagao
de M. rileyi. Compostos cuticulares foram extraidos de 10 foliolos de soja da
cultivar de soja convencional BRS 511, em estagio fenolégico V5-V6 (Fehr;
Caviness, 1977), utilizando solventes de diferentes polaridades, lavando por
3 a 4 minutos em 25 mL de hexano, ou 25 mL de cloroférmio, ou 25 mL de
etanol ou 25 mL de agua. Foi realizada a imerséo de cada foliolo com exce-
¢ao do peciolo. Apds a imersao todos os extratos extraidos das folhas nos
solventes foram transferidos para um frasco de 60 mL com batoque e tampa,
previamente aferidos em cada frasco o volume de 25 mL. Todos os extratos
foram armazenados em freezer a -20°C.O método de extracdo utilizado foi
modificado de Bourgault et al. (2020).

Ensaios de germinagdo. Os ensaios de germina¢cdo com os conidios do
isolado CNPSo0-147 de M. rileyi foram realizados sobre laminas de microsco-
pio esterilizadas, sobre as quais foi distribuida uma cada de meio de cultura
SMAY e outras laminas foram cobertas parcialmente com agarose ultrapura
ao 1,5%. Sobre a camada de meio de cultura ou agarose foi aplicado 5 pl de
cada extrato e posteriormente foi distribuida por meio de nebulizacao conidios
do isolado CNPSo0-Nr147 em quantidade suficiente para que a densidade de
conidios permita contagem a microscopio. Posteriormente as laminas foram
mantidas em caixas plasticas de poliestireno tipo Gerbox (11 x 11 x 3,5 cm),
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revestindo seu fundo com papel filtro umedecido com agua e acondicionadas
na B.O.D a 26%1,5°C no escuro por um periodo de 24 a 48h para quantificar
os conidios germinados € ndo em microscopio com 400 aumentos. Os coni-
dios foram considerados germinados quando apresentaram o tubo germinati-
vo igual o maior ao comprimento do conidio.

O meio de cultura SMAY proporciona todos os nutrientes para a germinagao
do fungo M. rileyi, portanto a germina¢ao na presenga dos extratos cuticulares
sobre 0 SMAY ¢ indicadora da possibilidade de ocorréncia de compostos que
inibem a germinacdo. Por outro lado, a agarose é um substrato que carece de
nutrientes, portanto a germinacéo sobre os extratos cuticulares é indicadora
da presencga de nutrientes ou compostos que favorecem a germinagao.

Analise estatistica. O delineamento experimental foi inteiramente casuali-
zado com os tratamentos (extratos cuticulares) em arranjo inteiramente ca-
sualizado, com um isolado de M. rileyi vs. quatro extratos cuticulares e uma
testemunha, que foram replicados quatro vezes. Foram verificadas todas as
pressuposi¢des de normalidade (Shapiro; Wilk, 1965) e homogeneidade das
variancias dos tratamentos (Brown-Forsythe, 1974) e realizadas as analises
de variancias (ANOVA) utilizando o software Sigmaplot para Windows versao
14.0 (Systat, 2017) para verificar o efeito das concentragdes dos extratos
sobre o crescimento do isolado do fungo. Os experimentos foram replicados
duas vezes em diferentes oportunidades. Os resultados de ensaios em aga-
rose nao foram analisados estatisticamente devido a predominancia de zero
nos valores de germinacao.

Resultados e Discussao

As médias de germinacgao do isolado CNPSo-Nr147 sobre os extratos cuticu-
lares e a respectiva testemunha estdo sumarizadas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Germinacdo (+ EPM) de conidios do isolado CNPSo-Nr147 de M. rileyi
sobre extratos cuticulares de foliolos de soja extraidos com solventes de polaridades
diferentes e distribuidos sobre uma camada de meio de cultura SMAY.
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sobre extratos cuticulares de foliolos de soja extraidos com solventes de polaridades
diferentes e distribuidos sobre uma camada de agarose ultrapura.
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A partir dos resultados obtidos sobre meio de cultura SMAY infere-se que os
extratos com diferentes polaridades nao interferiram significativamente sobre
a germinagao do isolado CNPSo-Nr147 de M. rileyi em nenhum dos expe-
rimentos (F ndo significativos, 1° Ensaio: P = 0,333; 2° Ensaio: P = 0,390))
(Figura 1). Pelo contrario, nos ensaios de germinagao sobre os extratos com
agarose ultrapura foi observado um pequeno estimulo para a germinagao
dos conidios, menor que 1 % de germinagéo, nos extratos obtidos com os
solventes hexano e cloroférmio (Figura 2).

As porcentagens de germinagao observadas apos 48 h sobre o meio SMAY
em ambos ensaios foram superiores a 98% em todos os extratos, inclusive na
testemunha indicando que nas observagées realizadas neste periodo nao é
possivel observar diferengas entre os extratos. Entretanto, nas observacgtes
realizadas ap6s 48 h, em um dos ensaios com agarose nao foi observada
germinagao e no segundo ensaio foram observados valores reduzidos e se-
melhantes aos que constam na Figura 2, germinagéo de 0,6 % + 0,2 (EPM)
no extrato obtido com hexano e 0,2 % % 0.2 no extrato obtido com cloro-
férmio. Neste ultimo caso o comprimento do tubo germinativo era proximo
do comprimento do conidio, isto €, de aproximadamente 3 a 4 micrémetros.
Futuramente serdo realizados estudos semelhantes com folhas de diferentes
culturas para verificar seus efeitos sobre a capacidade germinativa de M.
rileyi.

Conclusao

Compostos cuticulares presentes sobre os foliolos de soja da cultivar BRS
511 n&o limitam o processo de germinagao; pelo contrario, estimulam a ger-
minacao, entretanto de forma limitada.
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Estudo da quantificacdo do teor de lignina
em diferentes partes da planta de soja

utilizando o método brometo de acetila

CHAVES, H. F.'; KRZYZANOWSKI, F. C.2
'UEL, Bolsista CEINEE, Londrina, PR, higorchaves@hotmail.com; 2Pesquisador, Embrapa Soja

Introducgao

A lignina é uma complexa macromolécula polifendlica. E o terceiro maior
componente da parede celular (Butler; Bailey, 1973) e o segundo polimero
mais abundante na natureza, atras somente da celulose (Polle et al., 1994). E
um componente ndo-carboidrato formado pela ligagao covalente entre mono-
ligndis (alcoois fenilpropanilicos), sendo os principais denominados residuos
guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxifenil (H) monoligndis.

Considerada indigestivel e inibidora da digestibilidade da parede celular das
plantas forrageiras, a lignina é sintetizada pelas plantas através da polimeri-
zagéao de alcool p-hidroxicianamil substituido através da catalise de peroxida-
ses (Van Soest et al., 1991).

A lignina, como componente estrutural da parede celular, proporciona integri-
dade as células vegetais, o que possibilita a sustentacéo do corpo da planta,
hidrofobicidade as células condutoras do xilema e, consequentemente, per-
mite que haja um transporte de agua eficiente e impermeabilidade (Boerjan
et al., 2003). Além disso, apos a completa deposi¢ao na parede celular se-
cundaria, a lignina promove um revestimento para as microfibrilas de celulose
e hemicelulose, 0 que garante maior rigidez e resisténcia para os tecidos
legnificados.

Sendo o principal responsavel pela manutengéo da integridade e coeséao es-
trutural das fibras vegetais (Butler; Bailey,1973), a lignina é bastante estu-
dada como forma de se combater o0 dano mecanico na semente de soja, o
qual é o um dos principais fatores que afeta a qualidade fisica e fisiolégica do
mesmo (Alvarez et al., 1997).

Os métodos mais comumente utilizados para determinagéo de lignina sao
os de analise gravimétrica, utilizando acido sulfurico e o método espectrofo-
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tométrico UV. O método brometo de acetila vem sendo mais utilizado e com
mais frequéncia na quantificagdo da lignina, no tegumento de soja, por ser
um método rapido, simples e por apresentar melhor recuperagao da lignina e
se baseia no fato de a lignina ser sollvel e sua determinagdo no comprimento
de onda a 280 nm.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o conteudo de lignina da semente
com hilo e sem hilo, da vagem e da folha (nervuras e peciolo) de duas culti-
vares de soja, utilizando o método brometo de acetila devido a sua preciséo
na determinagao deste componente estrutural da célula.

Material e Métodos

Inicialmente foram selecionadas sementes, folhas, vagens e peciolos das
cultivares Doko e Savana.

Para a analise do tegumento as sementes foram imersas em agua por apro-
ximadamente 12 horas, em um copo becker de 500 mL, para posterior sepa-
racéo dos tegumentos (com e sem hilo). Para analise da nervura e da folha
sem nervura foram retiradas as nervuras primarias e secundarias de parte
das folhas. Para quantificagao de lignina na vagem, foram retiradas todas as
sementes. Todos os materiais foram secos em estufa por 16 horas a 60°C.

Os tecidos analisados foram submetidos a um tratamento para excluir as pro-
teinas e outros materiais absorventes de UV. Esta remogao é essencial para
evitar a medigédo destes constituintes em conjunto com a lignina a 280 nm.
Amostras secas (0,3 g) foram homogeneizadas em tampao de fosfato de
potassio 50 mM (7 ml, pH 7,0) utilizando um almofariz e um pildo e, em segui-
da, transferida para um tubo de centrifugagéo. O sedimento foi centrifugado
(1400 x g, 5 min) e lavado por agitagdo e centrifugagao sucessiva como se
segue: duas vezes com tampéao de fosfato (pH 7,0; 7 ml), trés vezes com 1%
(v / v) de Triton X-100 em tampao a pH 7,0 (7 ml), duas vezes com 1 Molar
de NaCl em tampao de pH 7,0 (7 ml), duas vezes com agua destilada (7 ml),
e duas vezes com acetona (5 ml). O sedimento foi seco em uma estufa (60
°C, 24 h) e vacuo. A matéria seca foi definida como a fragao da parede celular
livre de proteinas.
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Da parede celular livre de proteinas uma amostra (20 mg) foi colocada num
tubo de centrifuga com tampa de rosca contendo 0,5 ml de brometo de ace-
tila de 25% (v / v em acido acético glacial) e incubadas a 70 °C durante 30
min. Depois de completa a digestdo, a amostra foi colocada rapidamente
num banho de gelo, e, em seguida, misturada com 0,9 ml de NaOH 2 M, 0,1
ml de 7,5M de hidroxilamina-HCI, e com um volume de acido acético glacial
suficiente para a solubilizagdo completo extrato de lignina. Apds centrifuga-
¢éo (1400 x g, 5 min), a absorvéncia do sobrenadante foi medida a 280 nm.
Os resultados foram expressos em dois indices mg g da parede celular e
porcentagem de lignina.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F ao nivel de significancia de 1%
e comparacgao de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizan-
do o software SASM-Agri (Canteri et al., 2001).

Resultados e Discussao

A partir dos valores obtidos, contidos na Tabela 1, observa-se que a cultivar
Doko (hilo escuro) apresenta maior percentagem de lignina no tegumento,
quando comparada com a cultivar Savana (hilo claro), o que esta de acor-
do com Krzyzanowski et. al (2008) e com os estudos de Franga Neto et al.
(2000) e Mertz (2007).

Tabela 1. Teor de lignina no tegumento com e sem hilo para as cultivares Doko e
Savana.

TEOR DE LIGNINA %

CULTIVAR
TEGUMENTO COM HILO | TEGUMENTO SEM HILO

DOKO 5,43a1 4,96b 1,37

SAVANA 3,65a 3,47b 2,65

"Médias seguidas de distinta letra mindscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabili-
dade.

Pode-se observar também que os valores indicaram uma diferenca significa-
tiva no teor de lignina obtido para o tegumento com e sem hilo em ambas cul-
tivares. A cultivar Doko por ter hilo preto apresentou maior variagdo numérica
para o teor de lignina, o que é corroborado pelos resultados de Franga-Neto
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et. al. (1999) que observaram maior contetdo percentual de lignina nos teci-
dos escuros dos tegumentos; linhagens com sementes de coloracao escura
apresentaram 12,18% de lignina em contraste com linhagens de tegumento
amarelo com apenas 4,75%.

ATabela 2 apresenta a percentagem de lignina obtida nas analises das folhas
com e sem nervura, podendo observar que para a cultivar Doko ndo houve
efeito significativo, ao contrario da cultivar Savana, a qual apresentou valores
maiores para a folha com nervura, indicando efeito significativo da nervura
nas analises.

Tabela 2. Teor de lignina na folha com e sem nervura entre as cultivares Doko e Sa-
vana.

TEOR DE LIGNINA %

CULTIVAR FOLHA COM FOLHA SEM

NERVURA CENTRAL NERVURA CENTRAL
DOKO 9,39a1 9,39a 5,61
SAVANA 10,53a 9,43b 5,45

"Médias seguidas de distinta letra mintscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabili-
dade.

Variagdo no conteudo de lignina em folhas inteiras de plantas de cultivares
de soja também foi observado por Casula e Krzyzanowski (2015). A lignina,
juntamente com a celulose e outros polissacarideos que ocorrem na parede
celular das plantas superiores, funciona como uma barreira fisica a penetra-
¢ao fungica (Vance et.al., 1980).

Quando se isolou as nervuras das cultivares e determinou-se o teor de ligni-
na, os dados da Tabela 3 indicam que existe diferencga significativa entre as
cultivares Doko e Savana para esse parametro avaliado.

Tabela 3. Teor de lignina na nervura para as cultivares Doko e Savana.

TEOR DE LIGNINA %

CULTIVAR

DOKO 10,77a1
SAVANA 9,71b

Médias seguidas de distinta letra mindscula na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3,78
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Os tecidos condutores presentes na folha encontram-se agrupados em fei-
xes libero-lenhosos, nos quais o xilema esta voltado para a epiderme supe-
rior e o floema, para a epiderme inferior. Os feixes condutores mais grossos
formam as nervuras foliares. A nervura € uma estrutura de sustentacdo da
folha formada pelos tecidos colénquima e esclerénquima. As células do es-
clerénquima possuem um espessamento secunddrio nas paredes devido a
impregnacéo de lignina.

A variacao nos teores de lignina nas nervuras de ambas cultivares pode estar
relacionada a variabilidade genética entre as mesmas. Cultivares da mes-
ma espécie e espécies de mesmo género podem apresentar incrementos
de lignina diferenciados (Silva et.al. 2005).

Os dados da Tabela 4 indicam que o teor de lignina no peciolo nao apresenta
efeito significativo entre as cultivares Doko e Savana.

Tabela 4. Teor de lignina no peciolo para as cultivares Doko e Savana.

TEOR DE LIGNINA %
CULTIVAR .

DOKO 11,24a"
SAVANA 11,28a

"Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4,39

Os dados da Tabela 5 indicam que no teor de lignina na vagem existe diferen-
¢a significativa entre as cultivares Doko e Savana.

Tabela 5. Teor de lignina na vagem para as cultivares Doko e Savana.

TEOR DE LIGNINA %
CULTIVAR

DOKO 13,68a1
SAVANA 11,77b

6,10

"Médias seguidas de distinta letra mindscula na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade.
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Brzezinski et.al. (2017) também observaram variagdo de lignina na vagem
entre cultivares de soja e concluiram que cultivares com maior teor de lignina
na vagem apresentam melhor qualidade de sementes e maior resisténcia a
deterioragédo por umidade em pré-colheita.

Conclusao

O método utilizado se mostrou eficaz, apresentando resultados satisfatorios
e condizentes com a literatura.

Na determinagdo de lignina nos tegumentos de soja para comparagéo de
cultivares sugere-se a remogao do hilo.

Na determinagéo de lignina no limbo foliar sugere-se a remog¢ao da nervura
central.

Agradecimentos

Agradecemos aos profissionais Waldemar Oliveira Neto e Antonio Rocha
Melchiades do Nucleo de Tecnologia de Sementes e Graos Dr. Nilton Pereira
da Costa, Laboratério de Quimica de Sementes, pelo apoio nas analises de
lignina realizadas.

Referéncias

ALVAREZ, P. J. C.; KRZYZANOWSKI, F. C.; MANDARINO, J. M. G.; FRANCA NETO, J. de B.
Relationship between soybean seed coat lignin content and resistance to mechanical damage.
Seed Science and Technology, v. 25, n. 2, p. 209-214, 1997.

BOERJAN, W.; RALPH, J.; BAUCHER, M. Lignin biosynthesis. Annual Review of Plant
Biology, v. 54, p. 519-546, 2003.

BRZEZINSKI, C. R.; ABATI, J.; ZUCARELI, C.; KRZYZANOWSKI, F. C.; HENNING, A.

A.; FRANCA-NETO, J. B.; HENNING, F. A. Deterioragdo em pré-colheita: teor de lignina e
qualidade fisiolégica. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE SEMENTES, 20., 2017, Foz do
Iguacu. Informativo ABRATES, v. 27, n. 2, ago. 2017. p. 354. numero especial.

BUTLER, G. W.; BAILEY, R. W. Chemistry and biochemistry of herbage. London: Academic
Press, 1973. 416 p.



112 DOCUMENTOS 429

CANTERI, M. G.; ALTHAUS, R. A,; VIRGENS-FILHO, J. S.; GIGLIOTI, E. A.; GODQY, C. V.
SASM-Agri: Sistema para analise e separagdo de médias em experimentos agricolas pelos
métodos Scott-Knott, Tukey e Duncan. Revista Brasileira de Agrocomputagao, v. 1, n. 2, p.
18-24, 2001.

CASULA, D. K.; KRZYZANOWSKI, F. C. Analise de lignina em diferentes partes da soja
utilizando o método do brometo de acetila. In: JORNADA ACADEMICA DA EMBRAPA SOJA,
10., 2015, Londrina. Resumos expandidos... Londrina: Embrapa Soja, 2015. p. 94-100.

FRANCA NETO, J. de B.; KRZYZANOWSKI, F. C.; HENNING, A. A.; COSTA, N. P. da.
Tecnologia de producado de sementes. In: A CULTURA da soja no Brasil. Londrina: Embrapa
Soja, 2000. 1 CD-ROM.

FRANCANETO, J. de B.; KRZYZANOWSKI, F. C.; WEST, S. H.; HENNING, A. A.; COSTA,

N. P. da. Determinacéo do conteudo de lignina nos tegumentos de sementes de soja com
tegumento preto e amarelo. In: REUNIAO DE PESQUISA DE SOJA DA REGIAO CENTRAL DO
BRASIL, 21., 1999, Dourados. Resumos... Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Londrina:
Embrapa Soja, 1999. p. 235. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Documentos, 7; Embrapa Soja,
Documentos, 134).

KRZYZANOWSKI, F. C.; FRANCA NETO, J. de B.; MANDARINO, J. M. G. Evaluation of
lignin content of soybean seed coat stored in a controlled environment. Revista Brasileira de
Sementes, v. 30, n. 2, p. 220-223, 2008.

MERTZ, L. M. Caracterizagao morfo-fisiologica e identificacdo de fragmentos de cDNA
diferencialmente expressos em tegumentos de sementes de soja com permeabilidade
contrastante. 2007. 60 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

POLLE, A.; OTTER, T.; SEIFERT, F. Apoplastic peroxidases and lignification in needles of
Norway spruce (Picea abies L.). Plant Physiology, v. 106, p. 53-60, 1994.

SILVA, L. M.; ALQUINI, Y.; CAVALLET, V. J. Inter-relagdes entre a anatomia vegetal e a
produgao vegetal. Acta Botanica Brasilica, v. 19, n. 1, p. 183-194, 2005.

VAN SOEST, P. J.; ROBERTSON, J. B.; LEWIS, B. A. Symposium: carbohydrate methodology,
metabolism, and nutritional implications in dairy cattle. Journal of Dairy Science, v. 74, n. 10,
p. 3583-3597, 1991.

VANCE, C. P.; KIRK, T. K.; SHERWWOD, R. Lignification as a mechanism of disease
resistance. Annual Review of Phytopathology, v. 18, p. 259-288, 1980.



XV Jornada Académica da Embrapa Soja - Resumos expandidos 13

Avaliagao da resisténcia do feijao-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp) a um isolado

virulento de Phakopsora pachyrhizi
SOUZA JUNIOR, H. de'; SILVA, A. C.2; AVELINO, B. B.%; FERREIRA, E. G. C3;
CASTANHO, F. M.3; ISEPPON, A. M. B.%; MARCELINO-GUIMARAES, F. C.5

'Unopar, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR, helioszjr@gmail.com; 2Programa de Pés-Graduagdo em
Genética e Melhoramento, Universidade Federal de Vigosa; *Programa de P6s-Graduagéo, Genética e
Biologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina; *Professora,Universidade Federal de Pernambuco,
Departamento de Genética, Recife; *Pesquisador, Embrapa Soja.

Introducao

Atualmente, a ferrugem-asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi, € a doenga que mais preocupa os sojicultores nacio-
nais. Desde a sua primeira ocorréncia no pais, a doenga tem causado perdas
de produtividades de até 80% (Soares et al., 2004).

Para o manejo adequado desta doenga, existem varias ferramentas de con-
trole que devem ser aplicadas de forma integrada, como o vazio sanitério,
aplicagéo de fungicidas e utilizagéo de cultivares precoces, assim como a
resistencia genética ocasionada pela presenga dos genes Rpp. A resisténcia
genética a FAS é diferenciada principalmente pelo tipo de lesdo, em que a
reacio de suscetibilidade é caracterizada por lesbes marrons claras (TAN) e
reacges de resistehcia sao caracterizadas por lesées marrons avermelhadas
(RB - reddish-brown). As lesdes TAN apresentam, em geral, de duas a cinco
urédias por lesao, e as lesbes RB apresentam, em geral, de zero a duas uré-
dias por lesao. Existe, também, a reacio de imunidade, em que nao se obser-
vam lesdes macroscoépicas como resultado das inoculagdes com o patégeno
(Goellner et al., 2010). Com a evoluciao da doencga, ocorre o amarelecimento
das folhas e posteriormente sua queda precoce, afetando significativamen-
te a formacdo dos grdos e, consequentemente, reduzindo a produtividade
(Yorinori et al., 2002; Zambenedetti et al., 2007).

Além da FAS ocorrer na soja, ela também pode infectar pelo menos 60 es-
pécies de plantas pertencentes a 26 géneros de leguminosas, tais como o
feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp). Segundo Jaccoud Filho e Dabul
(2006), os sintomas da P. pachyrizi em lavouras de feijao-caupi, apresentam-
-se inicialmente nas folhas do terco médio e terco superior. As lesdes séo
marrom claras e com a evolucgo da doenca passam a uma coloragdo mar-



114 DOCUMENTOS 429

rom escura. Em outras palavras, as pustulas sao identificadas por meio de
pequenas manchas necroéticas, amareladas e levemente salientes nas folhas
do feijao-caupi.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a resisténcia genética do feijéo-
-caupi a um isolado virulento de P. pachyrhizi.

Material e Métodos

As atividades experimentais foram realizadas em casa de vegetacao, nos
Laboratorios de Genética Molecular e Selegédo Assistida (LGMSA) e de
Biotecnologia Vegetal na Embrapa Soja, Londrina, PR.

Para a avaliacdo de resisténcia a FAS no feijdo-caupi, foram utiliza-
dos 10 acessos: Vigna 704 (FJ. Mungo), Canapu, Pitiuba, BR14 Mulato,
Vigna Dekindteana 200, Pingo de Ouro, JT85F2687, Santo Inacio, Vigna
Sesquipedalis e Vigna Cylindrinca 1579. Tais acessos foram cedidos pela
Universidade Federal de Pernambuco. Para os testes, foi utilizado o isolado
monosporico virulento RV14.1M, obtido a partir de uma amostra de campo de
Rio Verde, GO, na safra de 2014, pertencente a Colecdo de Microrganismos
da Embrapa Soja.

Desenho experimental e inoculagdo com P. pachyrhizi

A fenotipagem foi realizada em folhas destacadas. Para a obtencéo de fo-
Ihas de feijao-caupi, seis sementes por acesso foram semeadas em vasos
de oito litros preenchidos com solo em casa de vegetagéo. Apds 14 dias da
semeadura, selecionou-se ao acaso, trés plantas de cada acesso e de cada
uma, retirou-se um trifélio que foi levado para o laboratério. As folhas foram
lavadas com agua e entédo colocadas em placas de Petri de plastico de 9 cm
de didmetro, contendo &gar-agar com a superficie abaxial para cima.

Para a inoculagéo, foi preparada uma suspensao contendo 4x10* esporos por
ml. Apés feita a preparagao, foi deixado por 30 minutos na suspensao, sendo
a contagem dos esporos conduzida em camara de Neubauer. As folhas foram
inoculadas borrifando-se a suspensao na face abaxial com o auxilio de aero-
grafo. Detalhes da inoculagao podem ser observados na Figura 1.

Para confirmacgéo da eficiéncia da inoculagdo, como testemunha de susceti-
bilidade a FAS, foi utilizada a cultivar de soja BRS 184. Apés a inoculagao, as
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placas de Petri contendo as folhas inoculadas foram fechadas e mantidas em
uma camara de crescimento por um periodo de 15 dias para a fenotipagem,
sob condigdes ideais de 50-55% de umidade, 24°C de temperatura e 12h/12h
(luz/escuro).

7 N

Fotos: Bruna Barbosa Avelino

Figura 1. A) Trifélio para inoculagéo de ferrugem; B) Inoculagéo feito no laboratério em
folhas destacadas; C) Inoculagdo na parte abaxial e central do trifélio; D) Contagem
dos esporos em camara de Neubauer.

Na Figura 2, sdo apresentadas as reagbes de suscetibilidade e resisténcia
dos acessos de soja utilizados como testemunhas neste experimento.

Fotos: Bruna Barbosa Avelino

Figura 2. Reacges a ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi) apresentadas pelos
-acessos de soja testados em casa de vegetacdo (TAN- BRS 184: reacdo de susceti-
bilidade; RB- Pl 594756: reacio de resistencia parcial; IM- Pl 587886: imune, reacao
indicativa de resistehcia completa).

Fenotipagem

A avaliacao dos acessos quanto a resisténcia ao isolado RV14.1M foi ini-
cialmente realizada de forma visual, observando-se a presencga ou auséncia
de lesbes caracteristicas, bem como quantitativa, avaliando os parametros:
Nivel de esporulagéo (NE), nivel de esporulagdo com desvio padrao (DP),
numero de urédias abertas por lesdo (NUA), frequéncia das lesbes com ure-
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dinia (% LU) e frequéncia de urédias abertas (% UA), conforme Manual do
JIRCAS, num total de 90 lesdes (Yamanaka et al., 2019).

Resultados e Discussao

Com base nos resultados, 9 dos 10 acessos testados apresentaram auséncia
de lesdo TAN, sem esporulacdo em todas as repeti¢cdes avaliadas. Aimagem
de cada acesso e sua resposta fenotipica frente a inoculagdo com o isolado
pode ser observada na Figura 3.

| WVIGNA 704 (F). MUNGOD) CAMAPU I PITIVBA BRL1S MULATD VIGHA 200

PINGD DE QURQ SANTO INACID I VIGNA SESQUIPEDALIS VIGNA 1579

Figura 3. Resposta fenotipica dos 10 acessos de feijao-caupi inoculados com o
isolado RV14.1M de P. pachyrhizi.
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Apenas o acesso BR14 Mulato apresentou lesdes com coloragao e niveis
elevados de esporulagdo em uma das 3 repeticdes bioldgicas. As médias
dos resultados da fenotipagem deste acesso para cada um dos parametros
avaliados pode ser observada na tabela 1.

Tabela 1. Avaliagdo fenotipica do feijdo-caupi BR 14 Mulato, quanto ao nivel de
esporulagéo (NE), nivel de esporulagdo com desvio padrao (DP), nimero de urédias
abertas por lesdo (NUA), frequéncia das lesbes com uredinia (% LU) e frequéncia de

urédias abertas (% UA).

GENOTIPO ISOLADO RV14. 1M AVALIAGCOES

BR14 N° de Open ® ®
MULATO  Lestes NET  DP NUA  DP " DP %LU %UA VISUAL JIRCAS
PLANTA 1 90 2000 0830 3,633 1,169 3067 1413 100% 84% s Suscetivel
PLANTA 2 9 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0% 0% MR Moderadamente

Resistente

PLANTA 3 90 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0% 0% MR M°ge’?dame”te
esistente

Critério de classificagdo: Nivel de esporulagédo (NE), nivel de esporulagcdo com desvio padrdo (DP), nimero
de urédias abertas por lesdo (NUA), frequéncia das lesdes com uredinia (% LU) e frequéncia de urédias
abertas (% UA) (Yamanaka et al. 2019).

Conclusao

A inoculagao de esporos de P. pachyrhizi em folhas destacadas nos acessos
de feijao-caupi foi eficiente para a avaliagdo da fenotipagem da doenca.

Foi possivel observar lesbes do fungo em todos os acessos avaliados, no
entanto com elevados niveis de resisténcia para o isolado RV14.1M.

O acesso BR14 Mulato apresentou lesdes com urédias e esporulagéo, sendo
classificado como moderadamente resistente.

Os acessos de feijao-caupi serao avaliados quanto a resisténcia a FAS com
outros isolados do fungo P. pachyrhizi, a fim de explorar a abrangéncia da
resisténcia observada.



118 DOCUMENTOS 429

Referéncias

GOELLNER, K.; LOEHRER, M.; LANGENBACH, C.; CONRATH, U.; KOCH, E.; SCHAFFRATH,
U. Phakopsora pachyrhizi, the causal agent of Asian soybean rust. Molecular Plant Pathology,
v. 11, n. 2, p. 169-177, 2010.

JACCOUD FILHO, D. S.; DABUL, A. N. G. Rapid method to detect Phakopsora pachyrhizi
and Phakopsora meibomiae in Fabaceae plants. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
FITOPATOLOGIA, 39., 2006, Salvador, BA. Salvador: SBF, 2006. Fitopatologia Brasileira, v.
31, S247, 2006. suplemento.

SOARES, R. M.; RUBIN, S. A. L.; WIELEWICKI, A. P.; OZELAME, J. G. Fungicidas no controle
da ferrugem-asiatica (Phakopsora pachyrhizi) e produtividade da soja. Ciéncia Rural, v. 34, p.
1245-1247, 2004.

YAMANAKA, N.; KATO, M.; AKAMATSU, H.; YAMAOKA, Y. Laboratory manual for the
studies on soybean rust resistance: version 24. Tsukuba: JIRCAS, 2019. 50 p. Disponivel
em: www.jircas.go.jp/en/publication/manual_gudeline/30. Acesso em: 30 jun. 2020.

YORINORI, J. T.; PAIVA, W. M.; FREDERICK, R. D.; FERNANDEZ P. F. T. Ferrugem da
soja (Phakopsora pachyrhizi) no Brasil e no Paraguai, nas safras 2000/01 e 2001/02. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA, 2.; MERCOSOJA 2002, 2002, Foz do Iguagu.
Perspectivas do agronegoécio da soja: resumos. Londrina: Embrapa Soja, 2002. p. 94.
(Embrapa Soja. Documentos, 181).

ZAMBENEDETTI, E. B.; ALVES, E.; POZZA, E. A.; ARAUJO, D. V. Germinagéo de
urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi em diferentes métodos de armazenamento. Summa
Phytopathologica, v. 33, n. 1, p. 83-85, 2007.



XV Jornada Académica da Embrapa Soja - Resumos expandidos 119

Analise in silico de transportadores de
aminoacidos diferencialmente expressos
em sementes de cultivares de soja com

variacao na coloragao do tegumento
MARIN, D. R."; SOUZA, E. M. G."; MOLINARI, M. D. C.2; MARIN, S. R. R.3;
JOAQUIM, P. I. L., NEPOMUCENO, A. L.5; MERTZ-HENNING, L. M.®

"Unifil, Centro Universitario Filadelfia, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina-PR, dani.rockenbachmarin@gmail.com;
2Pos-doutoranda, Embrapa Soja; *Analista, Embrapa Soja; Programa de Pés-Graduagéo em Biotecnologia
UEL; 5Pesquisador, Embrapa Soja

Introducgao

O teor de proteina é um fator determinante no valor nutricional e econémico
da soja, pois a soja representa um grande recurso para alimentagcao animal
e humana. O farelo de soja é uma das principais fontes de proteina para ali-
mentag¢ao animal (Warrington et al., 2015), e a proteina de soja possui uma
propor¢cao adequada dos aminoacidos esséncias para alimentagao humana,
com excegdo dos aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina), e o grao
apresenta também outros nutrientes benéficos (Zhang et at., 2018).

A composicao quimica dos graos de soja apresenta caracteristicas diferen-
ciadas de acordo com a cor do tegumento, que pode ser amarelo, verde,
marrom ou preto (Kumar et al., 2010). O teor de proteina nas cultivares de
soja brasileira é de aproximadamente 37% (Lorini, 2019) e os graos pretos
apresentam antocianinas que sdo moléculas organicas responsaveis pela
coloragédo escura do tegumento e que confere propriedades antioxidantes
(Carréo-Panizzi et al., 2019).

Dentre as cultivares de soja disponiveis no mercado brasileiro, a cultivar
BRSMG 715A, que possui o tegumento de coloragao preta, se destaca por
apresentar alto teor de proteina, sabor mais agradavel e maior facilidade de
cozimento do que a soja comum, podendo ser usada para substituir ou com-
plementar o feijao, e por isso tem grande potencial de uso para alimentagao
humana (Landgraf, 2019). Assim, o cultivo da soja preta pode representar um
nicho de mercado do gréo e seus derivados como op¢ao de uma dieta diver-
sificada com qualidade nutricional e beneficios a saude humana.
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Devido a importancia econdmica e nutricional, é cada vez mais desejavel a
obtencao de cultivares de soja com alto teor proteico, entretanto, o aprimo-
ramento genético do teor de proteina na soja é complexo, pois existe uma
correlagao negativa entre o teor de proteina e outros parametros importantes,
como o rendimento dos graos ( Kim et al., 2016), o teor de 6leo e sacarose
(Chaudhary et al., 2015; Yu et al., 2016), e também interagdo negativa com
fatores ambientais como a baixa temperatura (Bellaloui et al., 2015) e o déficit
hidrico (Nakagawa et al., 2018). Para equacionar essa questéo, é fundamen-
tal conhecer os genes envolvidos na formagao de proteinas nas semente de
soja, € uma estratégia para isso, € identificar in silico os genes expressos nas
sementes que possam estar relacionados com a formagao de proteina no
gréo, como por exemplo, os genes envolvidos no transporte de compostos
nitrogenados, como os transportadores de aminoacidos.

Os aminoacidos sao moléculas formadas a partir do nitrogénio inorganico
que é absorvido pelas raizes, e entdo sao transportados através do sistema
vascular para desempenhar fungbes essenciais em toda planta, entre elas a
formagado de proteinas nas sementes. Os transportadores de aminoacidos
s&o necessarios para distribuicdo do nitrogénio organico presente nos ami-
noacidos por toda planta, esses transportadores possuem especificidade e
afinidade com os diferentes tecidos das plantas e com os diferentes aminoa-
cidos (Dinkeloo et al., 2018).

Alguns transportadores de aminoacidos pertencentes a familia dos AAP
(Amino Acid Permease) foram relatados como reguladores do transporte de
nitrogénio para a semente através da transferéncia de aminoacidos do xilema
para floema, como observado em ervilhas (Tegeder et al., 2007), em feijao
(Tan et al., 2008) e em soja (Liu et al., 2020).

Esse trabalho tem como objetivo identificar os transportadores de aminoaci-
dos diferencialmente expressos em sementes da cultivar BRSMG 715A para
contribuir na elucidagao dos fatores que determinam maior teor proteico.

Material e Métodos

Foram analisados dados provenientes de bibliotecas de RNASeq de semen-
tes maduras da cultivar de soja BRSMG 715A de tegumento preto, e das
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cultivares de tegumento amarelo DM 6563 iPRO e BRS 413RR. O delinea-
mento experimental foi em blocos casualizados, com duas repeti¢cdes biolo-
gicas. Foram sintetizadas seis bibliotecas paired-end de 75pb usando o kit
llumina TruSeq ™ SBS v5, e sequenciadas na plataforma /llumina NextSeq
pela Universidade da Georgia (EUA).

Foi avaliada a qualidade das leituras com o software FastQC verséo 0.11.5.
Os adaptadores e sequéncias menores que 40 pb e de baixa qualidade
(Phred Quality score = 30) foram removidos usando o software Trimmomatic
verséo 0.36. Foi utilizada como referéncia para a indexagao do genoma e o
alinhamento das leituras a versédo 2 do genoma da soja (Gmax_275 _Wm82.
a2. V1) usando o software HISAT2 versao 2.1.0, e foram recuperados apenas
os alinhamentos exclusivos com maior qualidade. Para melhorar a qualidade
do mapeamento foram removidos os artefatos de PCR (duplicacao de leituras
néo naturais) pelo software Samtools versédo 1.5. A montagem dos transcritos
foi realizada pelo software Stringtie versao 1.3.3 usando o arquivo de anota-
¢do GFF3 do Phytozome como guia. A contagem dos transcritos realizada
no software EdgeR versao 3.22.3 em RStudio versao 3.5.1. Os genes dife-
rencialmente expressos foram obtidos comparando a cultivar BRSMG 715A
(tegumento preto) com as cultivares de tegumento amarelo DM 6563 iPRO e
BRS 413RR. Somente 0s genes que apresentaram alteragao log2 em mudan-
¢a de dobra (Log2 FC) < -1 (regulado para baixo) e = 1 (regulado para cima)
com FDR (Taxa de falso positivo) < 0,05 foram considerados diferencialmente
expressos. A anotagao bioldgica foi realizada pelo software Phytozome.

A partir destes dados, foram selecionados 11 genes diferencialmente expres-
sos up e down regulados que codificam para transportadores de aminoacidos
em soja para analise de numero de cépias, paralogos em soja e ortdlogos em
Arabidopsis thaliana. Foram resgatadas as sequéncias peptidicas de cada
gene através do software Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/por-
tal.html). Em seguida foi realizada a analise do numero de copias de sequén-
cias paralogas nas duas versdes mais recentes do genoma de soja Wm82.
a2.vl, Wm82.a4.v2 e de sequéncias ortélogas no genoma de Arabidopsis
thaliana TAIR10 por meio do software Persephone (https://persephonesoft.
com/). Nesta busca foram selecionadas apenas as sequéncias peptidicas
que apresentavam identidade 250%, e que estavam presentes nas duas ver-
sbes do genoma da soja, com a finalidade de dar maior confiabilidade nas
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sequéncias resgatadas. Em seguida foi realizado o alinhamento de todas as
sequéncias utilizando o soffware Muscle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
muscle/), e gerado a arvore filogenética das sequéncias utilizado o software
Itol (https://itol.embl.de/).

Com o resultado da arvore filogenética foi identificado o clado que continha
0 gene alvo e os genes que integravam esse clado. Foi definida a familia
de cada gene no software Phytozome para confirmagéo da classificagdo do
gene, e 0s genes pertencentes a mesma familia foram empregados para ana-
lise de motivos presentes nas proteinas utilizando o software Motif Scan (ht-
tps://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan).

Resultados e Discussao

Nesse estudo foram identificados 11 genes transportadores de aminoacidos
que foram diferencialmente expressos nas sementes da cultivar de tegumen-
to preto BRSMG 715A em relagéo as cultivares de tegumento amarelo BRS
413RR e DM 6563 iPRO (Figura 1).

Todos os genes foram regulados positivamente na cultivar com tegumento
preto em comparagédo com as cultivares de tegumento amarelo, com exces-
séo do Glyma.20G121400, caracterizado como Aminoacido Permease BAT1,
que foi regulado negativamente na cultivar BRSMG 715A em relacéo a culti-
var BRS 413RR e nao apresentou expressao diferencial em relagdo a culti-
var DM 6563 iPRO (Figura 1A). Em A. thaliana, BAT1 foi denominado como
transportador de aminoacidos bidirecional, que facilita a difusdo de alanina,
arginina, glutamato e lisina, e sugerido que funciona como exportador de ami-
noacidos do floema para os tecidos drenos (Dundar et al., 2009).
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Figura 1. Genes de transportadores de aminodacidos diferencialmente expressos
(Log2 fold change) na cultivar BRSMG 715A (tegumento preto) em comparacéo as
cultivares BRS 413RR e DM 6563 iPRO (tegumento amarelo). A) Heatmap de expres-
sdo dos 11 genes avaliados via RNA-Seq em log2FC (numeros positivos representam
up-regulagdo e negativos down-regulagdo). B) Arvore filogenética dos 11 genes
transportadores de aminoacidos diferencialmente expressos na cultivar BRSMG 715A
(destacados em vermelho) a nivel de porcentagem de identidade de sequéncias pro-
teicas (250%) com A. thaliana e soja (Gmax.Wm82.a2.v1).

N&o foi encontrado anotagao completa para seis genes, sendo relatados ge-
nericamente como transportadores de aminoacidos, 3 genes foram relatados
como pertencentes a familia de Aminoacido Permease (AAP), um gene clas-
sificado como transportador de prolina e outro como transportador de poliami-
na RMV1 (Figura 1A). Os transportadores de aminoacidos sao divididos em
duas superfamilias principais os transportadores de aminoacidos Poliamina
e Colina (APC) e os transportadores de aminoacidos (ATF). As familias das
AAP e dos transportadores de prolina pertencem a superfamilia ATF (Zhao
etal., 2017).

Em soja, foram identificados 189 genes transportadores de aminoacidos,
classificados em 12 subfamilias distintas (Cheng et al., 2016). Em A. thaliana
AAP1 foi descrito como regulador da captagdo de aminoacidos importante
para a sintese proteica e rendimento das sementes (Sanders et al., 2009).
Em feijao AAP1 foi localizado no floema e nas células-tronco do parénquima
do xilema, também foi detectado nas células epidérmicas externas dos cotilé-
dones em desenvolvimento (Tan et al., 2008). Os autores sugerem que AAP1
tem papel na transferéncia de aminoacidos entre xilema-floema e no carre-
gamento de floema para o transporte aos drenos, bem como na importagao
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para os cotilédones para o desenvolvimento de sementes e armazenamento
(Tan et al., 2008). Ainda, em ervilha a expressao de AAP1 aumentou o teor de
proteina na semente (Rolletschek et al., 2005). Essas evidencias indicam o
importante papel de AAP1 na formacgao de proteina no gréo e possivel envol-
vimento no maior teor de proteina encontrado nos grdos da cultivar BRSMG
715A.

A classificagdo dos genes e a relacao filogenética sdo importantes para a
analise funcional de uma familia de genes. A arvore filogenética gerada com
os genes é apresentada na figura 1B. Os transportadores de aminoacidos
Glyma.18G022400 e Glyma.11G234600 se agruparam no mesmo clado
(Figura 1B) e apresentaram o mesmo padrao de regulagdo, embora tenham
variado em magnitude (Figura 1A), uma analise criteriosa identificou esses
genes como copias, e portanto, devem exercer uma fungédo importante no
transporte de aminoacidos, pois ambas as copias foram expressas diferen-
cialmente na cultivar BRSMG 715A (Tabela 1). As informagdes referentes ao
numero de copias, ortélogos em A. thaliana e paralogos em soja dos genes
avaliados neste estudo sédo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacéo a nivel proteico dos genes transportadores de aminoacidos
diferencialmente expressos nas bibliotecas de RNA-Seq e seus ortdlogos, copias e
paralogos proximos.

Gene ID Coplas Orntdlogo Parilogo Anotagio Familla

Glyma 206121400.1 MNA MA Glyma, 20G121500, 1/Glyma, 10G280700, 1 AA permeass BAT1 PFO0324 - PSSO2ESE

GlymaD1GIS02001  Glyma.09G214300.1  ATIG3183001 Glyma, 18G105500.1 Polyamine transporter RWV1 PF00324 - PS50285

Glyma02G200400.1  Glyma 14G177500.1  ATIGIZE201  Glyma.08G113400.1/Glyma 05G155500.1 AA transporter PF00324 - PSSO285

Glyma. 1460545001 Glyma 025260300, 1 HA Glyma (RG2E0200.1 AA fransporier PFROIZED - PSS0286 - PRO1480

Glyma 11G23480001  Glyma.1BG022400.1  ATIGSS200.1  Giyma.14G0S4100.1/Glyma 02G260100.1 AR transporter PFO3222 - PSS0286 - PFO1480

Glyma.1 1 GlymaD: M1 A 1 Giymat | 1IGlyma. 116226000, 1 Proline Transporter 1 PFO1490 - PSS0266

Glyma. 18G0628500.1 Glyma, 19G083900.1 ATEGAOTED. 1 NA AR, transporter PFO1480 - PSSC2EE
Glyma. 18GOT1800. 1/ Glyma 0263035001/

Glyma. 18507 1900.1 Glyma 08GI36500.1 e Glyma, 14G010300.1 AAPT PFO1480 - PSSO2ZEE

Glyma. 1 7G192000.1 NA A Glyma, 08G090200, 1/Gyma. 0450882001 AP PRO1450 - PSSO20E
Glyma.DBG 156700, 1/Glyma. 4G208100.1

GlymaOBGISETO01  Glyma.04G209100,1 NA yma VGhyma, AR, transporter PF1490- PSS0286-PS51257

Glvma 04G209200. 1/Gma 066156500, 1

Os 11 genes de transportadores de aminoacidos foram agrupados em 3 fa-
milias de proteinas PF01490, PF03222 e PF03424. Os Glyma.17G192000 e
Glyma.20G121400sediferenciaram dos demais, pois ndo apresentaramcépias
no genoma da soja, e portanto ndo sofreram duplicagcéo, e também né&o apre-
sentaram ort6logos em A. thaliana. Os glyma.01G 150200, Glyma.02G209400,
Glyma.11G234600, Glyma.14G063200 e Glyma.16G062600 apresen-
taram ortélogos em A. thaliana. Em relacdo aos paralogos, apenas o gly-
ma.16G062600 n&o apresentou paralogo na soja (Tabela 1).
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Conclusao

Os transportadores de aminoacidos sédo de particular importancia para o car-
regamento de nitrogénio orgénico para as sementes. Nesse estudo foram
identificados 11 genes expressos em sementes de soja que codificam para
proteinas com fungéo no transporte de aminoacidos e que podem estar asso-
ciados ao acumulo de proteina no graos. Os transportadores da familia das
aminoacido permeases (AAP) atuam de forma ampla no transporte de nitro-
génio organico presente nos aminoacidos e potencialmente na formagao de
proteinas nos gréos, particularmente o AAP1. A maioria desses genes foi di-
ferentemente regulada entre a cultivar de soja com tegumento preto em rela-
¢ao as cultivares com tegumento amarelo. Esses resultados sdo promissores
porém ainda parciais, estudos adicionais s&o necessarios para comprovar o
papel desses genes no acumulo de proteina no gréao de soja.
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Introducgao

No norte e noroeste do Parana, predominam modelos de produgéo de graos
com baixa diversidade de espécies vegetais e baixo aporte de fitomassa da
parte aérea e de raizes, baseados nas sucessdes milho 22 safra/soja e, em
menor grau, trigo/soja (Debiasi et al., 2015). Uma das consequéncias nega-
tivas desses modelos é a intensificacdo dos danos ocasionados por fitone-
matoides, particularmente na cultura da soja (Dias et al., 2010). Mais de 100
espécies de nematoides tém sido associadas a cultivos de soja em todo o
mundo, e no Brasil destacam-se os nematoides de galhas (Meloidogyne ja-
vanica e M. incognita), das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus), de
cisto (Heterodera glycines) e o reniforme (Rotylechulus reniformis). Outros
nematoides frequentemente encontrados em areas de producdo de soja,
e que apresentam potencial para ocasionar danos em raizes de soja, sao
Scutellonema brachyurus e Helicotylenchus dihystera (Machado et al., 2019).

Em geral, a soja, o milho e o trigo séo bons hospedeiros de todas essas espé-
cies de nematoides, a excegéo de H. glycines e R. reniformis, que parasitam
apenas a 12 cultura (Dias et al., 2010). Desse modo, os sistemas de sucessao
predominantes no Norte e Noroeste do Estado tendem a aumentar, ao longo
do tempo, a densidade populacional destes parasitas. Além disso, a densi-
dade populacional e a magnitude dos danos dos nematoides a soja € maior
em solos fisica, quimica e biologicamente degradados (Debiasi et al., 2017),
0 que geralmente ocorre em areas sob modelos de producao pouco diversi-
ficados e com baixo aporte de palha raizes, como nos casos das sucessoes
milho 22 safra/soja e trigo/soja (Debiasi et al., 2015).
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O presente trabalho fundamenta-se na hipétese de que a presenca de fito-
nematoides € mais frequente e com maiores densidades populacionais em
areas sob modelos de produgéo baseados na sucessao milho e/ou trigo/soja
comparativamente aos que apresentam maior diversidade de espécies vege-
tais. Para testar essa hipdtese, o objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia
de ocorréncia e as densidades populacionais de fitonematoides de importan-
cia para a cultura da soja, em lavouras comerciais sob diferentes modelos de
producgao.

Material e Métodos

Foram selecionadas 25 areas agricolas nas regides norte e noroeste do
Parana, agrupadas em quatro sub-regides definidas tendo como base a loca-
lizagdo, o material de origem do solo e a altitude (Tabelas 1 e 2): (1) Noroeste
Arenito: sete areas nos municipios de Ipora, Cafezal do Sul, Cruzeiro do
Oeste e Cianorte, com altitude < 500 m e solos arenosos; (2) Noroeste ba-
salto: cinco areas em Maringa e Jussara, com altitude < 600 m e solos muito
argilosos; (3) Norte Alto: sete areas em Apucarana, Arapongas, Cambira e
Rolandia, com altitude > 750 m e solos muito argilosos; e (4) Norte Baixo:
seis areas em Bela Vista do Paraiso, Santa Mariana e Sertaneja, com alti-
tude < 600 m e solos argilosos ou muito argilosos. As 25 areas amostradas
apresentam histéricos de uso diferentes; 21 vem sendo utilizadas para a pro-
dugdo de graos sob sistema plantio direto (SPD) ha mais de 15 anos (areas
consolidadas, Tabela 1), enquanto que as outras quatro foram convertidas
de producdo de cana-de-agucar ou pastagem degradada para produgéo de
gréos ha menos de trés anos (areas de expanséao, Tabela 2). As areas estu-
dadas foram classificadas em dois grupos (Tabela 1), conforme o modelo de
producao adotado nas Ultimas trés safras antes da amostragem (2017/2018,
2018/2019 e 2019/2020): (1) Padrao: sucessao milho 22 safra/soja e trigo/
soja, ou alternancia trigo-milho antecedendo a oleaginosa; e (2) Aprimorado:
modelos de produgcdo com maior diversidade de espécies vegetais e/ou maior
potencial de producgéao e persisténcia de palha e raizes no solo, com o cultivo
de plantas de cobertura.
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Tabela 1. Localizagao e caracterizagdo dos modelos de produgao (Ultimas trés safras)
utilizados em 21 &reas com agricultura de graos consolidada.

A1

Noroeste A2
Arenito
: A3

A4

A5

Noroeste A6
Basalto
A7

A8
A9

A10

A1

Norte
Alto A12

A13
A14

A15

A16
A17

A18

No_rte A19
Baixo
A20

A21

Cianorte

Ipora
Cianorte

Ipora
Maringa

Maringa
Jussara

Maringa

Cambira

Rolandia

Rolandia

Rolandia

Apucarana

Apucarana

Arapongas

Bela Vista Paraiso

Santa Mariana

Bela Vista Paraiso

Santa Mariana

Sertaneja

Sertaneja

Ruz (2 safras)

Ruz + CroO
Ruz (3 safras)
Milho
Milho
Milho + Ruz
(2 safras)
Trigo
Milho + Mix
Milho (2 anos)
Trigo
Milho
Aveia
Milho-milheto
Trigo
Ruz + Nabo

Ruz (3 safras)

Trigo
Milho + Ruz
(2 anos)

Trigo

Trigo
Milho
(2 safras)

Milho

Milho + Ruz
Milho + Ruz
Milho
Milho

Milho

Milho
(2 safras)
Trigo

Sequéncia de culturas
Inverno @ Verao

Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja

Soja
(2 safras)
Milho

Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja

Soja
Soja

Soja

Modelo de
produgao

Aprimorado

Aprimorado
Padrao

Padréao

Aprimorado

Aprimorado
Padrao

Padréao

Aprimorado

Aprimorado

Aprimorado

Aprimorado

Padrao

Padréo

Padréo

Aprimorado
Aprimorado
Padrao
Padrao

Padréo

Padréo

() Refere-se a sequéncia de culturas nas safras 2017/2018, 2018/2019 e 2019/2020. Dentro de cada area e
estagdo do ano, a listagem das culturas segue essa ordem de safras, de cima para baixo. ® Ruz = braquiaria
ruziziensis (Urochloa ruziziensis); CroO = Crotalaria ochroleuca; Mix = mistura de espécies de cobertura:
nabo forrageiro (Raphanus sativus) + aveia preta (Avena strigosa) + aveia branca (Avena sativa) + centeio

(Secale cereale).
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Tabela 2. Localizacao e histérico recente das quatro areas de expansao da produgéo
de gréos amostradas.

5 Bz = N

Pastagem degradada/soja (2018/2019)

Catizral do Sl Braquiaria ruziziensis/soja (2019/2020)

Cana-de-agucar/soja (2016/2017)
Pousio/soja (2017/2018)

2 Cruzeiro do Oeste - Noroeste Arenito Braquiéria ruziziensis/soja (2018/2019 e
2019/2020)
Cana-de-agucar (2017/2018)

A24 Jussara Braquiaria ruziziensis/soja (2018/2019 e
2019/2020)

A25 Jussara R Cana-de-agucar/soja (2019/2020)

salto

Para quantificacdo da presencga e da densidade populacional de fitonematoi-
des, foram coletadas oito amostras de solo e raizes junto as linhas de semea-
dura, composta por cinco subamostras, em cada uma das areas estudadas.
Para a extracdo dos nematoides, foram utilizadas as metodologias de Boneti
e Ferraz (1981) para as raizes, e do funil de Baermann (Baermann, 1917)
para o solo. A frequéncia de ocorréncia dos fitonematoides foi estimada pela
porcentagem de amostras nas quais determinada espécie foi diagnosticada.
O teste U de Mann-Whitney (ndo paramétrico, p<0,05) foi utilizado para a
comparacgao entre as densidades populacionais médias obtidas nos modelos
padréo e aprimorado das areas de producgao consolidadas, e entre as areas
de expansdo com histdrico anterior de pastagem degradada e cana-de-acgu-
car, uma vez que os dados nao apresentaram distribuicdo normal (teste de
Kolmogorov-Smirnov, p>0,05). Ambos os testes foram realizados por meio do
programa Statistica v.12 (StatSoft Inc.).

Resultados e Discussao

Independentemente da regido, Helicotylenchus dihystera foi o nematoide de
maior ocorréncia, sendo diagnosticado em 97% das amostras (Figura 1). Nas
regides Norte Alto e Norte Baixo, H. dihystera foi encontrado em 100% das
amostras de solo + raiz. O nematoide das lesées radiculares (Pratylenchus
sp.) foi detectado em 80% das amostras, com frequéncias variando de 50%
(Norte Alto) a 98% (Norte Baixo). A 3% espécie de ocorréncia mais frequente
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foi Scutellonema brachyurus, presente em 46% das amostras. S. brachyurus
foi diagnosticado somente nas regides de solos argilosos e muito argilosos e
com histérico mais longo de uso na produgao de soja, trigo e milho (Norte Alto
e Baixo, e Noroeste Basalto), ndo sendo encontrado em nenhuma amostra
proveniente do Noroeste Arenito. Rotylenchulus reniformis (nematoide reni-
forme) foi encontrado em 36% das amostras; as maiores frequéncias foram
observadas no Norte Baixo (58%) e no Noroeste Basalto (58%), enquanto
que a menor, no Norte Alto (4%). J& o nematoide de galhas (Meloidogyne
sp.) ocorreu em 15% das amostras, a maioria das quais coletadas em la-
vouras localizadas no Noroeste Arenito (48%). Ressalta-se que as espécies
Heterodera glycines (nematoide-de-cisto da soja) e Tubixaba tuxaua nao fo-
ram diagnosticados em nenhuma das amostras de solo e raiz. Em levanta-
mento realizado no Parana, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina, Machado
et al. (2019) também encontraram que H. dihystera, Pratylenchus sp. e S.
brachyurus foram os fitonematoides de maior ocorréncia. A maior ocorréncia
destes nematoides encontra-se associada, provavelmente, a capacidade de
se alimentar de varias espécies de plantas (polifagia) e, também, ao predo-
minio de modelos de produgédo com baixa diversidade bioldgica e envolvendo
culturas suscetiveis, como milho, soja e trigo (Dias et al., 2010; Machado et
al., 2019). Amaior ocorréncia de R. reniformis em comparacao a Meloidogyne
sp é explicada principalmente pelo histérico de cultivo de algodao (décadas
de 70 a 90) em muitas areas do Norte Baixo e Noroeste do Estado, cultura de
alta suscetibilidade a R. reniformis (Dias et al., 2010).

m Helicotylenchus ® Pratenchus Soellonema » Rotylenchuus m hieloidagyne
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Figura 1. Frequéncia de ocorréncia de fitonematoides em amostras de solo e raizes
coletadas durante a fase reprodutiva de lavouras de soja (n=188) e milho verédo (n=8)
nas regides Norte e Noroeste do Parana, safra 2019/2020.



132 DOCUMENTOS 429

Dos fitonematoides diagnosticados, os danos ocasionados a soja por
Pratylenchus sp., Meloidogyne sp. e R. reniformis sao bem conhecidos (Dias
et al., 2010). Por outro lado, S. brachyurus e H. dihystera tém sido conside-
rados nematoides com baixo potencial de ocasionar danos. Porém, a ocor-
réncia de danos de S. brachyurus e H. dihystera em plantas de soja, com o
escurecimento acentuado das raizes, foi recentemente comprovada em en-
saios de casa-de-vegetacdo (Machado et al., 2019).

As densidades populacionais médias dos fitonematoides com maior frequén-
cia de ocorréncia neste estudo foram menores nos modelos de producao
aprimorados comparativamente ao padrao utilizado pela maioria dos produ-
tores (Figura 2). Os modelos aprimorados proporcionaram redug¢des na den-
sidade populacional (solo + raizes) de 2,1; 2,5; 2,1; e 2,5 vezes em relagao
ao padrao, para Pratylenchus sp., S. brachyurus, R. reniformis e H. dihystera,
respectivamente. Adicionalmente, a propor¢gao de amostras com auséncia de
nematoides no solo e nas raizes foi superior nas areas que adotam modelos
de producao aprimorados em relagcéo ao padrao. Nesse sentido, a frequéncia
de amostras negativas (solo+raiz) foi de 15, 25, 51 e 1% no modelo padréo,
e de 32, 42, 71 e 4% nos modelos aprimorados, para Pratylenchus sp.; S.
brachyurus, R. reniformis e H. dihystera, respectivamente. Ressalta-se que
a comparagao entre os modelos de produgéo para Meloidogyne sp nao foi
realizada em fungdo do numero pequeno de amostras positivas.
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Praty: Pratylenchus sp.; Scut: Scutellonema brachyurus; Roty: Rotylenchulus reniformis; Meloi: Meloidogyne
sp.; Heli: Helicotylenchus dihystera.
Figura 2. Densidade populacional média de fitonematoides em amostras de solo e raiz
coletadas durante a fase reprodutiva de lavouras de soja (n=188) e milho verao (n=8)
nas regides Norte e Noroeste do Parana (safra 2019/2020), em fungdo do modelo de
producdo adotado nas areas consolidadas para Pratylenchus sp. (a), Scutellonema
brachyurus (b), Rotylenchulus reniformis (c) e Helicotylenchus dihystera (d), e do uso
anterior nas areas de expansdo da produgdo grdos (e).* Diferengcas entre médias
significativas pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).
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E interessante notar que, na maioria das situacdes, os modelos de producéo
aprimorados envolveram a utilizagao de culturas suscetiveis aos nematoides
diagnosticados (Tabela 1) e, mesmo assim, a sua utilizagao resultou em me-
nor frequéncia de ocorréncia e densidade populacional. Provavelmente, a
maior diversificagao de espécies vegetais e o maior aporte de palha e raizes
nos modelos aprimorados proporcionaram ambiente mais favoravel a biota
do solo, potencializando assim o controle biolégico conservativo dos nema-
toides (Stirling et al., 2011).

Nas areas de expansao, as densidades populacionais foram, em geral, si-
milares as observadas nas areas consolidadas sob modelos de producéao
aprimorados, a excegao de Pratylenchus sp. na area de expansao sobre pas-
tagem degradada. Comparando-se os usos anteriores a produgao de graos,
observa-se diferencas relevantes apenas para Pratylenchus sp., que apre-
sentou densidade populacional média cerca de 6,5 vezes maior na area de
pastagem degradada em relac&o as de cana-de-agucar. Esse resultado pode
ser explicado pelo longo histérico de uso do solo com pastagem de Paspalum
notatum (grama mato-grosso), um bom hospedeiro de Pratylenchus (Stradioto
et al., 1983), seguido pelo cultivo de braquiaria ruziziensis e soja (Tabela 2),
culturas suscetiveis ao nematoide (Dias et al., 2010). Adicionalmente, trata-
-se de area com solo de textura arenosa (118 g kg™ de argila), acido e com
baixos teores de bases trocaveis (V = 29%, dados nao apresentados), fatores
que favorecem a reprodugdo e os danos de Pratylenchus (Franchini et al.,
2014; Debiasi et al., 2018).

Conclusao

A ocorréncia e a densidade populacional dos fitonematoides mais frequen-
tes nas regides Norte e Noroeste do Parana (Helicotylenchus dihystera,
Pratylenchus sp., Scutellonema brachyurus e Rotylenchulus reniformis) é
maior em modelos de producdo que envolvem o cultivo continuo de milho e/
ou trigo no outono-inverno e soja no verdo. A utilizacdo de modelos de pro-
dugdo com maior diversidade de espécies vegetais e maior produgao de fi-
tomassa da parte aérea e raizes, € importante ferramenta para o manejo de
fitonematoides.
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Introducgao

O fosforo (P) € um dos elementos essenciais para o adequado desenvolvi-
mento das plantas estando diretamente ligado ao crescimento vegetal, for-
necendo maior resisténcia as doencgas e sendo responsavel pelo armazena-
mento e transferéncia de energia (Marschner, 2012).

Em Londrina, PR, uma das classes de solo predominante é a dos Latossolos,
gue se caracterizam por serem altamente intemperizados, e onde o fésforo é
encontrado predominantemente na forma de fosfatos inorgénicos e orgénicos
(Barros et al., 2008). A deficiéncia de P no solo limita de forma direta a produ-
cao e existem muitos fatores ou praticas que podem aumentar a eficiéncia da
adubacao com fosforo, como a calagem, a localizagéo do fertilizante fosfata-
do e 0 manejo de solo.

A calagem ¢ a pratica de adubag&o com calcario que tem o objetivo de corrigir
a acidez do solo. Os solos do Brasil sdo naturalmente acidos em fungéo da
pobreza de bases de solo e a corregdo do pH é de grande importancia, pois
dessa forma o fésforo que se encontra adsorvido formando compostos com
ferro e aluminio, é liberado diminuindo a capacidade maxima de adsorc¢éo de
fosforo (CMAP) do solo (Novais; Smyth, 1999).

Tratando-se de solos de cultivo, existem duas formas de manejo: a) o sistema
plantio direito, fundamentado na minima mobilizagdo do solo, na cobertura
permanente por culturas ou por seus residuos e pela adogdo de modelos de
producéo diversificados, baseados na rotagéo e consorciacdo de culturas, e
b) sistema convencional, onde o solo é revolvido incorporando a palha, por-
tanto, sem a manutengédo da camada de palha, deixando o solo mais exposto
(Conte et al., 2020). Estudos conduzidos na Embrapa Soja mostram que na
camada de 0-5 cm de solo foi possivel observar uma reducédo do valor da
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CMAP em semeadura direta e isso se deve ao aumento de matéria organica
disponivel (Oliveira Junior et al., 2010).

A matéria organica serve como fonte natural de fosforo no solo e esta dire-
tamente relacionada com sua disponibilidade e quantidade, liberando-o gra-
dualmente a medida em que ocorre sua mineralizagdo, processo no qual o
fésforo em sua forma organica nao assimilavel pela planta torna-se disponivel
na forma mineral (H,PO,’) (Santos et al., 2008). Esse processo € favorecido
devido ao aumento de oxigénio e incorporagdo da matéria organica ao solo e,
como ocorre de forma gradual, possibilita maior chance de a planta absorver
o fésforo, minimizando as perdas por adsorgao especifica.

O resultado da analise do fésforo remanescente (P-rem) apresenta correla-
¢do com a CMAP e com o teor de argila no solo. A eficacia da extragdo do
fésforo disponivel, com o extrator Mehlich-1, é influenciada pela capacidade
tampao de fosfatos do solo, a qual pode ser medida indiretamente através
da concentragéo de fésforo remanescente (Silva, 2009). Assim, é possivel
estimar a capacidade maxima de adsor¢ao de fésforo e caracterizar os solos
em relacgéo ao fator capacidade (Alvarez et al., 2017). No método de interpre-
tagéo do teor disponivel de P, utilizado em alguns estados brasileiros, o P-rem
substitui o teor de argila, quando o P é extraido com a solugao Mehlich-1.

O objetivo do trabalho foi estudar a capacidade de adsor¢ao de fésforo, com-
parando o solo de uma area cultivada ha mais de 30 anos e o solo de mata
nativa, ambas as condi¢des localizadas na Faz. Experimental da Embrapa
Soja, em Londrina, PR.

Material e Métodos
Capacidade Maxima de Adsorcgao de Fésforo

Para a determinacdo de CMAP do solo foram pesados aproximadamente 2
g de amostra de cada tratamento (solo cultivado e de mata) em triplicata e
transferidas para tubos falcon de 50 mL, em seguida foi adicionado 20 mL de
solugéo de equilibrio e padrao com quantidades crescentes de fésforo (0; 20;
40; 60; 80; 120; 160 e 200 mg L' de P). Posteriormente os tubos foram leva-
dos para agitagdo em mesa agitadora linear por um periodo de 4 horas e pos-
teriormente, foram deixadas em repouso por mais 20 horas com as amostras
em contato com a solugéo, totalizando 24 horas. Em seguida, foi realizada
a centrifugagéo durante 4 minutos e retirada aliquota de 5 mL das solugdes
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de 0 a 80 ppm. Para as solugdes de 120 a 200 mg L' de P, foi realizada uma
diluicdo em que se retirou aliquota de 0,5 mL da solucao e adicionado 4,5 mL
de CaCl,. Em todas as soluges foi adicionado 5 mL de reagente de trabalho
e apo6s 30 minutos foram efetuadas as leituras de absorbancia em espec-
trofotdmetro UV-Vis em comprimento de onda 725 nm. Os resultados foram
ajustados ao modelo matematico da isoterma de Langmuir.

Solugéao de Equilibrio

A solugéo foi preparada com 1,47g de CaCl,.2H,0 e 0,2637g de HK PO, dis-
solvidos em 1000 mL de agua deionizada. A solugao final continha 0,01 mol
L' de CaCl,e 60 mg L" de P.

Reagente de Trabalho

Foi dissolvido 0,4 g de acido ascoérbico em aproximadamente 100 mL de agua
deionizada, adicionados 50 mL da solugao 725 e adicionado agua deionizada
até completar volume de 450 mL.

Solugédo acida de molibdato de aménio com bismuto
(Reagente “725”). (Braga; Defelipo, 1974)

Preparou-se duas solugdes (A e B). Para a solugao A dissolveu-se 1,0 g de
subcarbonato de bismuto, (BiO),CO,, em aproximadamente 200 mL de agua
deionizada e adicionou-se 139 mL de H,SO, concentrado. Para a solugéo
B foram dissolvidos 20 g de molibdato de aménio, (NH,),Mo.O,,.4H,O, em
aproximadamente 500 mL de agua deionizada. As duas solugbes foram mis-

turadas, o volume completado para 1000 mL.

Isoterma de Lagmuir

Essa isoterma permite estimar a CMAP e a constante relacionada com a
energia de ligacdo. Em sua forma hiperbdlica é descrita por:

X abC

m  (1+aC)
em que x/m € a quantidade de P adsorvido ao solo, em mg P g solo, a ¢ uma
constante relacionada com energia de ligacao do elemento ao solo, em (mg

L)', b & a CMAP do solo, em mg g, e C é a concentragdo de P na solugédo
de equilibrio, em mg L.

valor da CMAP ¢ estimado através da declividade da reta ajustada.
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Resultados e Discussao

A determinagéo do P-rem foi realizada previamente para que, a partir do teor
determinado, se definisse a faixa de valores de concentragao para se deter-
minar a CMAP. Os teores de P-rem para os dois tratamentos estdo apresen-
tados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de P-rem para mata nativa e solo cultivado.

Profundidade (cm) P-rem (mg L) pH (CaCl,)
5,3

Mata nativa 0-20 34,7
Solo cultivado 0-20 33,3 5,3

A partir dos valores de P-rem foram definidas as concentracdes de P ja des-
critas anteriormente e os dados das leituras obtidas foram tratados de acordo
com a Isoterma de Langmuir. As isotermas de cada tratamento estdo apre-
sentadas nos Figuras 1 e 2.
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1,750 -
1,500 -
1,250 -
1,000 -
0,750
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Dll:ll:ll:l - T T T T T 1
0 20 40 60 a0 100 120
Concentracdo de P em equilibrio, ug mL?

s0lo

Cuantidade adsorvida, mg de P g-!

Figura 1. Isoterma de Langmuir relativa a mata nativa.
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Figura 2. Isoterma de Langmuir relativa ao solo de cultivo.

A partir das isotermas, foi possivel observar que o comportamento da ad-
sorgéo de fosforo € bem semelhante para os dois tratamentos. No solo de
mata a ciclagem do P se da com a deposigéo natural e constante de matéria
organica, por meio da queda de material oriundo da vegetacao (folhas, frutos,
galhos, etc.). Ja o solo sob sistema plantio direto, esse processo se da pela
adubacao fosfatada anual, em quantidades geralmente superiores as expor-
tadas pelas culturas, e pelo nao revolvimento do solo.

O comportamento das duas isotermas pode ter uma explicacdo, em funcao
do pH do solo. Observa-se na Tabela 1 que os valores de pH sao iguais,
e considerando que o pH esta diretamente relacionado com a capacidade
maxima de adsorcdo de foésforo do solo, isso explicaria o comportamento
semelhante dos dois tratamentos.

A Tabela 2 apresenta os valores da CMAP obtidos pela equagéo de Langmuir
e pode-se concluir que a quantidade de fésforo adsorvido nos solos analisa-
dos é muito similar.
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Tabela 2. Capacidade maxima de adsorgéo de fésforo no solo de cada tratamento.

Mata nativa 1,065

Solo cultivado 1,091

As isotermas apresentam uma caracteristica particular a respeito da CMAP.
Quando se analisa a tendéncia das curvas, observa-se que a medida em que
aumenta a concentragao de fosforo adicionado na solugéo, diminui a capaci-
dade de adsorgéo do solo. Portanto, o solo apresenta um limite de adsorg¢ao
de fosforo, como mostram as Figuras 3 e 4.
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A similaridade da capacidade de adsorcao de fésforo dos solos de mata na-
tiva e dos solos de cultivo indica se a forma de produgao e cuidados com o
solo nas lavouras esta sendo feita de maneira a ndo prejudicar a qualidade e
as caracteristicas do solo.

Conclusao

O solo manejado sob sistema plantio direto, durante 30 anos, apresenta uma
capacidade maxima de adsorgao de fésforo semelhante ao de mata nativa,
visto que ambos apresentaram o valor de b de aproximadamente 1,0 mg de P
g de TFSA e isoterma de mesmo comportamento, indicando que a concen-
tracao de fosforo disponivel no solo limita a capacidade maxima de adsorgéo.
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Caracterizacao da proteina 14-3-3 nos

nematoides que infectam a soja
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Introducgao

Os nematoides parasitas de plantas (NPP) sdo pequenos vermes, metazoa-
rios com um plano corporal simples, e parasitas biotréficos que se alimentam
da seiva celular e dos nutrientes extraidos das plantas hospedeiras (Vieira;
Gleason, 2019). Sao pragas economicamente importantes e podem levar a
perdas de produtividade em todo o mundo (Ali et al., 2018). Em geral, os
NPPs podem ser divididos em endoparasitas sedentarios (Meloidogyne e
Heterodera/Globodera) ou endoparasitas migradores (Pratylenchus spp.),
sendo os fitonematoides mais importantes em termos agronémicos os que
parasitam grande numero de espécies de plantas (Ali et al., 2017).

O parasitismo bem-sucedido dos nematoides nas raizes das plantas é decor-
rente da secrecao de proteinas e outras moléculas, conhecidas como efeto-
res, nos tecidos do hospedeiro através de seus estiletes. Esses efetores sdo
tipicamente sintetizados e secretados nas glandulas esofagicas em diferen-
tes fases parasitarias dos nematoides. Quando secretados pelos nematoi-
des, os efetores induzem uma série de alteragdes morfoldgicas, bioquimicas
e moleculares nas células das raizes das plantas para promover a infestagao
e a colonizacao do hospedeiro (Ali et al., 2017, 2018; Vieira; Gleason, 2019).

Varios estudos vém sendo conduzidos visando a identificacdo e caracte-
rizacdo das proteinas envolvidas no parasitismo dos nematoides (Vieira;
Gleason, 2019). Dentre essas, a proteina 14-3-3, uma proteina de 30 kDa
altamente conservada, codificada por familias multigénicas e especifica para
eucariotos, foi identificada nos nematoides Meloidogyne incognita (Jaubert et
al., 2004), Pratylenchus brachyurus (Lopes-Caitar, 2018), Pratylenchus zeae
(Fosu-Nyarko et al., 2016b), Pratylenchus penetrans (Vieira et al., 2012),
Heterodera avenae (Chen et al., 2017) e Heterodera schachtii (Fosu-Nyarko
et al., 2016a). Estas proteinas atuam como fosfossensores, ligando protei-
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nas fosforiladas e modulando suas fungdes, ou seja, atuando no controle do
metabolismo, sinalizacdo hormonal, divisdo celular e respostas a estimulos
abidticos e bidticos. A estrutura desta proteina pode ser dividida em trés re-
gides, um terminal N variavel, uma regido central conservada e um terminal C
variavel (Lozano-Duran; Robatzek, 2015).

Neste estudo, buscou-se caracterizar in silico o gene codificante da protei-
na 14-3-3 dos nematoides Meloidogyne javanica, M. incognita, Heterodera
glycines e P. brachyurus, que s&o os principais fitonematoides que parasitam
a soja no Brasil, assim como determinar sua expressao nestes nematoides.
Assim, o estudo visa fornecer conhecimentos sobre os genes de parasitismo
dos nematoides parasitas da soja e contribuir para o desenvolvimento de
amplas estratégias de controle.

Material e Métodos
Populagao de nematoides e plantas

As populagdes dos nematoides foram multiplicadas em casa de vegetagéo no
Laboratério de Nematologia da Embrapa Soja, Londrina, PR, em plantas de
soja (Melodogyne spp. € Heterodera glycines) e amendoim (P. brachyurus).
Os nematoides sedentarios foram processados de acordo com a técnica de
Bonetti e Ferraz (1981), enquanto os nematoides migradores de acordo com
a técnica de Coolen e D’Herde (1972). Os nematoides extraidos foram quan-
tificados em camara de Peter para se estimar o niUmero total de nematoides.
As sementes de soja Doko RC (Embrapa 20) e TMG115RR utilizadas neste
estudo foram fornecidas pelo Banco de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Soja.

Caracterizagao in silico e analises comparativas da proteina 14-3-3

As sequéncias génicas para a caracterizagdo molecular da proteina 14-3-
3 foram obtidas do banco de dados Wormbase Parasite Data (Howe et al.,
2017), enquanto os dados de P. brachyurus foi obtido do estudo realizado por
Lopes-Caitar (Lopes-Caitar, 2018). O peso molecular e o ponto isoelétrico
tedrico foram calculados usando a ferramenta ProtParam (2020). A localiza-
¢ao subcelular foi detectada pela ferramenta Cello2Go (Yu et al., 2014). Para
identificar os dominios conservados, as sequéncias de aminoacidos foram
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analisadas usando o NCBI Conserved Domain Database (Marchler-Bauer et
al., 2015). As estruturas secundarias de 14-3-3 foram previstas usando a Péle
Bioinformatique Lyonnais (PBIL) (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_au-
tomat.pl?page=/NPSA/npsa_hnn.html). Além disso, o programa SignalP 4.1
(Nielsen, 2017) foi usado para prever o sinal de secre¢éo putativo. Os domi-
nios transmembrana foram avaliados usando o programa TMHMM (Krogh et
al., 2001), enquanto a localizagéo celular foi prevista pelo programa TargetP
(Emanuelsson et al., 2000). O potencial enderegamento ao reticulo endoplas-
matico foi identificado usando o programa Predotar (Liu et al., 2013). A arvore
filogenética foi construida utilizando o algoritmo de Neighbor-joining através
do programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016) com 1000 repeticoes.

Hibridizagao in situ

Os iniciadores especificos do gene 14-3-3 de cada nematoide em estudo
foram sintetizados para obter sondas de RNA (~ 200 pb) sense e anti-sense
marcado com digoxigenina (DIG). A hibridizacao in situ foi realizada usando
10,000 individuos J, do M. javanica e H. gllycine e 3,000 individuos de todo
o estagio infeccioso do P. brachyurus. Apos a hibridizagao, a sonda foi detec-
tada com o anticorpo antidigoxigenina conjugada a fosfatase alcalina (diluida
1:100) e os nematoides foram fotografados usando um microscépio Zeiss
Axio Scope A1 (Zeiss Corporation) e processada com o software MOTIC (ver-
séo 2.0).

Perfil de expressao do gene 14-3-3 durante a interagdo com a soja

O RNA total foi extraido das raizes da soja infectadas com os nematoides
em estudo em diferentes periodos de tempo de 12h, 1 dia (d), 2d, 4d, 5d, 8d,
10d, 15d, 17d, 19d, 21d e 35d, usando o método TRIizol (Invitrogen) de acor-
do com o fabricante. O RNA tratado com Deoxyribonuclease | (Invitrogen)
prosseguiu para a etapa de sintese do cDNA, usando o SuperScript Il Kit
(Invitrogen), conforme recomendado pelo fabricante. As reagbes de PCR
em tempo real foram conduzidas em um termociclador StepOnePlus ™
System (Thermo Fisher Scientific) usando o kit SYBR® Green PCR Master
Mix (AppliedBiosystems), de acordo com as instrugdes do fabricante. Como
normalizador, empregou-se Mj_actin para M. javanica, Mi_actin para M. in-
cognita, Hg_actin para H. glycines e Pb_18s para P. brachyurus, sendo am-
plificados com primers especificos. A expressao do gene 14-3-3 de todos os
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principais nematoides que infectam a soja foi calculada pelo programa REST
usando o tempo de 12 horas como calibrador para cada tempo correspon-
dente de cada nematoide em estudo.

Resultados e Discussao

A caracterizagdo molecular do gene 14-3-3 revelou uma variagdo no com-
primento génico de 241 pb entre o M. javanica (MJ-14-3-3) e os dois genes
de H. glycines (HG-14-3-3_1 e HG-14-3-3_2), sendo este 1.258 pb e 1.117
pb, respectivamente (Tabela 1). Por outro lado, o comprimento génico entre
as duas espécies do Meloidogyne nao apresentou uma grande variagéo. O
numero de exons identificados foi menor em H. glycines e sem variagao entre
M. javanica e M. incognita. Devido a auséncia do genoma completo de P.
brachyurus, nao foi possivel obter essas informacdes para esse nematoide.
O tamanho da proteina 14-3-3 dos nematoides em estudo variou entre 251 e
252 aminoacidos, sendo altamente conservada (Tabela 1). Como esperado,
em todas as sequéncias analisadas, foi possivel observar o dominio conser-
vado da superfamilia 14-3-3 (IPR023410), e uma estrutura secundaria for-
mada principalmente por conformacodes alfa-helicoidais. Além disso, o ponto
isoelétrico e o peso molecular, em todas as sequéncias analisadas, variaram
de 4,76 a 4,81 e 28,47 a 28,67 kDa, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo molecular da proteina 14-3-3 dos principais nematoides que
infectam a soja

Nomenclatura MJ-14-3-3 MI-14-3-3 HG-14-3-3_1 HG-14-3-3_2 PB-14-3-3
Gene (pb) 1358 1354 1117 1117 -
Regido codificadora (pb) 759 759 756 756 753
Proteina (aa) 252 252 251 251 251

N° exons 8 8 5] 5 -

N introns 7 7 4 4 -
Orientagao Reverso Reverso Reverso Reverso -
Ponto isoelétrico 4,81 4,81 4,76 4,76 4,81
Peso molecular 28.675,08 28.675,08 28.473,81 28.473,81 28.517,87
Localizagdo Subcelular Citoplasma  Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma

Dominio conservado 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3
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A analise filogenética revelou a relagao as proteinas preditas de 14-3-3 entre
os nematoides em estudo (Figura 1). Como esperado, a proteina 14-3-3 dos
NPP agruparam separadamente do nematoide de vida livre, Caenorhabditis
elegans. Além disso, as sequéncias de aminoacidos de Meloidogyne foram
mais semelhantes com a de P. brachyurus do que com o H. glycines. Ao
analisar a relagdo entre as duas espécies de Meloidogyne, foram possiveis
identifica-las no mesmo ramo da arvore filogenética (Figura 1). Portanto os
dados obtidos revelam que a proteina 14-3-3 é conservada entre as espécies
em estudo.

||'.'I._,n-.-.m|: a_[MJ-14-3.3)

w0 ||'.'I._inc-::gr|'rta_{!'.'l-l-14-3-3]

azm — P'._brachyurus (PE-14-3.3)

H._glycines_[HG-14-3-3_1)
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Figura 1. Arvore filogenética das proteinas 14-3-3.

Para confirmar se as proteinas 14-3-3 dos nematoides em estudo apresen-
tam potencial para serem consideradas como efetores, as sequéncias de
aminoacidos foram empregadas na identificagao do sinal de secregéo, e au-
séncia de dominio transmembrana, importantes caracteristicas de proteinas
preditas como secretadas. Curiosamente, todas as sequéncias analisadas
resultaram na auséncia de peptideo sinal, contudo ao observar os resultados
do experimento de hibridizagao in situ (Figura 2), foi possivel identificar que
os genes MJ-14-3-3, HG-14-3-3 e PB-14-3-3 sdo expressos na glandula eso-
fagica (glandula dorsal ou subventral). Dados similares também foram des-
critos previamente para MI-14-3-3 (Jaubert et al., 2004). Desse modo, tais
resultados corroboram com a hipotese de que esta proteina é potencialmente
secretada nos tecidos do hospedeiro para facilitar o parasitismo, mesmo na
auséncia de um sinal de secregéo.
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Figura 2. Localizacdo do gene 14-3-3 nos principais nematoides que infectam a soja.
(A) Anti-sense MJ-14-3-3; (B) Anti-sense HG-14-3-3 (C) Antise-nse PB-14-3-3. SVG:
Glandula subventral; DG: Glandula dorsal e M: metacarpo.

Diversos estudos tém descrito a auséncia do peptideo sinal em genes efeto-
res de nematoides, mas que desempenham papéis fundamentais no parasi-
tismo. Por exemplo, Leelarasamee et al. (2018) revelou que o efetor MIPFN
do nematoide M. incognita ndo possuia a sequéncia peptidica sinalizado-
ra, mas quando expressas em Arabidopsis thaliana, as plantas eram mais
suscetiveis ao patdgeno, indicando envolvimento do efetor no parasitismo.
Portanto, a secregcao dessas proteinas pode ser via secretdria nao candnica,
que funciona independentemente do reticulo endoplasmatico e do complexo
de golgi.

A analise de expresséao do gene 14-3-3 ao longo da infecgdo dos nematoides,
demonstrou que esses genes sao expressos durante todo o ciclo, com dife-
rentes perfis de expressdo. Curiosamente, o MJ-14-3-3 e o MI-14-3-3 mos-
traram um baixo nivel de expressao no inicio da infeccdo quando comparado
ao tempo de 21 dias apos a inoculagdo (dai), que foi o tempo com maior
expressdo (Figura 3A e B). Os resultados sugerem que essa proteina em
Meloidogyne pode desempenhar um papel importante nos estagios interme-
diarios do parasitismo. Por outro lado, o gene HG-14-3-3 apresentou uma
expressao constante ao longo do ciclo com um leve aumento no tempo 2 dai
(Figura 3C), o que pode estar associado a formagéao de sincicios e sua manu-
tengdo. Curiosamente, o nivel de expressédo do gene PB-14-3-3 mostrou-se
elevado durante todo o estagio de desenvolvimento do nematoide (Figura
3D). Dentre estes, o tempo 24h, 4 dai e 8 dai apresentaram os maiores niveis
de expressao, levando a acreditar que o gene 14-3-3 em P. brachyurus possa
participar dos estagio iniciais do parasitismo.
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Figura 3. Perfil de expresséo do gene 14-3-3 em diferentes tempos de vida dos NPP.
(A) MJ-14-3-3, (B) MI-14-3-3, (C) HG-14-3-3 e (D) PB-14-3-3. Um valor p < 0,05. *
indica significancia estatistica no nivel de 5%.

Conclusao

As proteina 14-3-3 dos principais nematoides que infectam a soja apresenta-
ram-se altamente conservados entre as espécies. Os resultados obtidos da
hibridizac¢ao in situ demonstram um grande potencial de que essas proteinas
sejam secretadas durante o parasitismo, sendo sua indugdo observada nos
estagios iniciais (Hg) e intermediarios de infecgao (Mj, Mi e Pb). Analises fun-
cionais mediante estratégias de RNAi serdo importantes para o entendimento
da fungao dessas proteinas no parasitismo na soja.
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Introducgao

A soja é o grao mais produzido no Brasil e, continuamente, estd ameaca-
do por diversos estresses bidticos (insetos e doencgas) e abidticos (fatores
ambientais). Dentre os fatores biéticos que ameagam a soja podemos citar
os percevejos fitéfagos (Hemiptera: Pentatomidae), sendo Euschistus heros,
Piezodorus guildinii e Nezara viridula, as espécies consideradas de maior
importancia no Brasil (Panizzi et al., 2012).

Os percevejos atacam diretamente as vagens e graos e, por isto, podem
causar prejuizos irreversiveis a produgao da soja, podendo ainda provocar
retencédo foliar, causando, consequentemente, a maturagdo desuniforme
dos graos de soja (Hoffmann-Campo et al., 2000). Além desses danos, por
meio de suas picadas, os percevejos podem transmitir um fungo chamado
Eremothecium coryli (syn. Nematospora coryli) que afeta a qualidade das
sementes e, consequentemente, o seu valor comercial (Pinheiro et al., 2006).

Face a importancia dos percevejos para a soja e a forte demanda de inseti-
cidas para o seu controle, novas alternativas de manejo dessa praga devem
ser estudadas. O uso excessivo de agrotoxicos, além de causar danos am-
bientais, induz o surgimento de populagbes resistentes a certas moléculas
(Sosa-Gomez; Omoto, 2012). Uma das alternativas para o manejo de perce-
vejos é o uso de gendtipos resistentes, que pode ou néo estar associado ao
uso racional de agrotoxicos (Rossetto et al., 1986) e outras taticas como o
controle biolégico.
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A resisténcia hospedeira ou resisténcia de plantas trata da manifestacao de
caracteristicas herdadas geneticamente e que acabam por fazer com que de-
terminada cultivar ou espécie apresente menor efeitos negativos que outra,
considerada suscetivel, por ndo possuir estas caracteristicas (Baldin et al.,
2019). Gendtipos com resisténcia a insetos podem ser obtidos pelo método
de melhoramento vegetal tradicional, ou seja pelo cruzamento de dois ou
mais materiais genéticos ou, ainda, com auxilio de ferramentas biotecnolo-
gicas como o uso de marcadores moleculares, que contribuem muito nos
programas de melhoramento, através de selecdo assistida (Sosa-Gomez et
al., 2012).

Para serem aceitas como alternativa para os agricultores, as novas cultiva-
res devem possuir alta produtividade aliada a caracteristicas de resisténcia
a insetos e doencgas, o que torna o processo de selecdo mais dificil e compli-
cado. Deste modo, este trabalho possui como objetivo avaliar a resisténcia/
tolerancia submetendo-se todos os gendtipos as mesmas condi¢cdes ambien-
tais e sujeita aos danos do mesmo numero de percevejos por gaiola, esta-
belecendo diferentes niveis de infestagdo de E. heros em plantas de soja,
para posteriormente avaliar seus indices de produtividade e indicadores de
resisténcia/tolerancia. Assim, o presente trabalho visou testar quatro niveis
de infestagéo em cultivares com a tecnologia Block (Hoffmann-Campo et al.,
2019), e de linhagens promissoras desenvolvidas pelo programa de melho-
ramento da Embrapa Soja para resisténcia/tolerancia a E. heros, além da
cultivar BRS 399 RR ja inserida no mercado, como padréo de produtividade
e ciclo. Paralelamente, os experimentos foram realizados para testar também
a hipétese de gendtipos tolerantes e/ou resistentes abortam um menor nu-
mero de vagens e/ou repdem em grande quantidade as vagens caidas, como
consequéncia do dano causado pelo inseto.

Material e Métodos

O experimento foi implantado na fazenda experimental da Embrapa Soja,
localizada em Londrina, PR, onde foram semeados genotipos de soja das
plataformas Convencional, Roundup Ready (RR) e Intacta (IPRO), sendo a
cultivar BRS 399 RR considerada padrao de produtividade e ciclo. As carac-
teristicas dos materiais testados estao na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas de genotipos, das plataformas convencional (produzidas por
melhoramento tradicional), Roundup Ready e Intacta (genétipos geneticamente modi-
ficados) testados em gaiolas teladas.

Plataforma Caracteristica do genétipo

BRS 523 (=BRI13-5301)  Convencional Cultivar com tecnologia Block *

BRS 391 Convencional Cultivar com tecnologia Block **
BRI114-5721 Convencional Linhagem promissora

EBRS;I‘:%E?%) Roundup Ready (RR) Cultivar com tecnologia Block

BRS 399 RR Roundup Ready (RR) Cultivar padrao de produtividade e ciclo
BRS 1003 IPRO Intacta (IPRO) Cultivar com tecnologia Block
BRB15-243.036 Intacta (IPRO) Linhagem promissora

* Hoffmann-Campo et al. (2019); ** Arias et al. (2018)

A semeadura dos gendtipos foi realizada no dia 12/11/2020, utilizando-se o
delineamento de blocos ao acaso (DBC) em parcelas de 2 linhas medindo
1m de comprimento. Essas parcelas foram cobertas com telas, suportadas
por dois ferros em forma de U e presos ao solo de forma cruzada (Figura 1),
desde a floragdo da soja, de modo a evitar danos de outros insetos ou pos-
turas de percevejos e, posteriormente, evitar a saida dos insetos colocados
nas gaiolas.

Os niveis de infestagdo impostos em cada parcela foram zero (testemunha,
sem infestacdo), 4, 8 e 16 percevejos adultos/gaiola, sendo a infestacéo rea-
lizada no inicio de R4 (Fehr; Caviness, 1977), no dia 28 de janeiro de 2020.
Nas infestacdes foram utilizados adultos, oriundos de ninfas coletadas na
area experimental da Embrapa Soja, mantidas em gaiolas até a infestacéo.
Para manter o nivel de infestacao do inicio ao fim do experimento, semanal-
mente as gaiolas foram vistoriadas para reposi¢do dos adultos mortos.

Para avaliar o nUmero de vagens abortadas pela planta (caidas no solo) du-
rante o periodo de infestagdo e danos dos percevejos foram realizadas trés
vistorias (20/02/2020, 04/03/2020 e 11/03/2020). A retirada dos insetos foi
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realizada 31 dias apoés a infestagdo (27/02/2020). A retirada das gaiolas (te-
las e armacao de ferro) ocorreu na colheita, realizada nos dias 16/03/2020
e 20/03/2020, quando as plantas das parcelas (gaiolas) testemunha sem in-
festacao (nivel 0) atingiram o ponto de maturagéo fisiolégica. Nessa ocasido,
avaliou-se a retencgdo foliar segundo escala de zero a quatro, variando de
0-25% (1), 25-50% (2), 50-75% (3) e 75-100% (4); a altura (cm) de plantas de
todas as parcelas também foi aferida.

Figura 1. Gaiolas teladas utilizadas para a realizagcdo dos ensaios no campo. Cada
gaiola era composta de 2 linhas com 1 m de comprimento de cada genétipo, com seus
respectivos niveis de infestagéo (0, 4, 8 e 16 adultos de Euschistus heros/gaiola).

Apo6s a colheita, as plantas foram acondicionadas, em sacos de algodéo,
para a contagem do numero de plantas/parcela (gaiola), no laboratério. As
avaliagbes estdo em andamento, onde sera avaliados o numero de plantas/
gaiola e destas, cinco estdo sendo tomadas, ao acaso, para determinacao do
numero de vagens cheias e de vagens sem grao/planta. Quando todas essas
variaveis tiverem sido avaliadas, em todos os gendtipos, as plantas seréao
trilhadas para estimativa de rendimentos/ parcela. Para tal, uma amostra de
50g por parcela sera tomada para avaliagdo da qualidade de sementes e
graos de cada gendtipo submetido a diferentes niveis populacionais de E.
heros.
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Todos os dados obtidos serdo submetidos a analise fatorial (gendtipo x ni-
veis de infestagdo). Adicionalmente, serdo realizadas as correlagbes entre
os dados para determinar como o numero de insetos afeta produtividade e a
retencgéo foliar, assim como, para definir o efeito dos percevejos na queda de
vagens e a diferencga, entre os genétipos na reposicao das vagens abortadas.

Resultados e Discussao

Como parte da colheita foi feita nos dias que antecederam o periodo de iso-
lamento social, em fungdo do COVID-19, as analise pds-colheita, previstas
para o laboratério, ainda estdo sendo realizadas em regime de revezamento.
Sendo assim, ndo houve tempo habil para o processamento das amostras
colhidas e dos dados obtidos, assim como, para a realizagao das correlagbes
previstas e apresentacao de resultados.
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Introducgao

A ferrugem-asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, é
uma das doengas mais severas que incide na cultura da soja, com danos
variando de 10% a 90% nas diversas regides geograficas onde foi relatada
(Yorinori et al., 2005).

Os sintomas iniciais da doenga sdo pequenas lesdes foliares, de coloragao
castanha a marrom-escura. Na face inferior da folha, pode-se observar uré-
dias que se rompem e liberam os uredosporos. Plantas severamente infecta-
das apresentam desfolha precoce, que compromete a formagao, o enchimen-
to de vagens e o peso final do grdo. Quanto mais cedo ocorrer a desfolha,
menor sera o tamanho do grdo e, consequentemente, maior a perda de ren-
dimento e de qualidade (Yang et al., 1991).

As estratégias de manejo recomendadas no Brasil para essa doencga incluem:
a utilizagao de cultivares de ciclo precoce e semeaduras no inicio da época
recomendada, a eliminagao de plantas de soja voluntarias e a auséncia de
cultivo de soja na entressafra por meio do vazio sanitario, o monitoramento
da lavoura desde o inicio do desenvolvimento da cultura, a utilizagdo de fun-
gicidas no aparecimento dos sintomas ou preventivamente e a utilizacéo de
cultivares resistentes (Tecnologias..., 2013).

Desde a safra 2003/2004, ensaios cooperativos em rede vém sendo
realizados para a comparacao da eficiéncia de fungicidas registrados e em
fase de registro no controle da ferrugem-asiatica. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a eficiéncia dos fungicidas registrados para controle da ferrugem-
-asidtica da soja. Esse experimento faz parte dos ensaios cooperativos para
controle da ferrugem-asiatica na safra 2019/2020.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido em Londrina, PR, na fazenda experimental da
Embrapa Soja. A cultivar de soja BRS 1003IPRO, tipo de crescimento in-
determinado, grupo de maturacéo 6.3, ciclo médio, foi semeada em 20 de
dezembro de 2019, em area com sistema de plantio direto. As sementes fo-
ram tratadas com o fungicida Vitavax-Thiram 200 SC® (carboxina + tiram) na
dose 200 mL p.c./100 kg semente e com o inseticida CropStar® (tiocarbe), na
dose 200 mL p.c./100 kg semente. As primeiras aplicagbes dos tratamentos
(Tabela 1) foram realizadas no fechamento do dossel da lavoura, aos 49 dias
apos a semeadura (R2) (Fehr; Caviness, 1977), na auséncia de sintomas
de ferrugem e repetidas em intervalos de 13 (R4) e 15 dias apds a primeira
aplicacdo (R5 e R5.4), num total de 4 aplicacbes.

Para a aplicagao dos produtos foi utilizado pulverizador costal pressurizado
com CO,, pontas de pulverizagédo XR11002, pressao de 30 libras e volume de
calda equivalente a 200 L/ha. O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso com 15 tratamentos (Tabela 1) e quatro repetigdes, sendo cada repeti-
¢ao constituida por parcelas com seis linhas de soja com 5 m de comprimento
e espagadas em 0,45 m, considerando-se as quatro linhas centrais como
area util para aplicagédo dos tratamentos e para as avaliagdes.

Foram realizadas avaliagbes periddicas da severidade da ferrugem no en-
saio a partir de R5.1 (Fehr; Caviness, 1977). As avaliagdes foram realizadas
estimando a severidade nos tercos inferior, médio e superior do dossel das
plantas, em quatro pontos ao acaso na area util das parcelas, sendo a mé-
dia utilizada como a média de severidade da parcela. Quando foi observada
desfolha causada pela ferrugem, a severidade foi estimada em 100% para o
terco desfolhado para compor a média da parcela. A porcentagem de controle
foi estimada em relagéo a testemunha nao tratada com fungicida. Ao final do
ciclo, as duas linhas centrais das parcelas foram colhidas com a colhedora de
parcelas Winterstaiger, para estimativa da produtividade. A produtividade foi
estimada em kg/ha, a 13% de umidade.

Os resultados foram submetidos a analise de variéncia e quando significativo
foi utilizado o teste de Tukey para agrupamento dos tratamentos, utilizando o
programa SASM-Agri (Canteri et al., 2001).
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Resultados e Discussao

Na primeira aplicagao, nao havia sintomas de ferrugem. Os primeiros sinto-
mas de ferrugem foram observados em R4 (Fehr; Caviness, 1977), sendo a
doenga que predominou no ensaio. As aplicacdes foram realizadas em 07/02
(49 dias apos a semeadura), 20/02 (15DAA1 — R4), 06/03 (15 DAA2 —R5) e
21/03 (15 DAA3 — R5.4). Os primeiros sintomas de ferrugem na area foram
observados entre a segunda e a terceira aplicagdo. Apesar das chuvas bem
distribuidas em janeiro, quando a lavoura se encontrava em periodo vegetati-
vo, houve reducgéo na frequéncia de chuvas durante o periodo de formacgéo e
enchimento de vagens, quando foi detectada a ferrugem (Figura 1).
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Figura 1. Precipitacdo (mm) e temperaturas médias, maxima e minimas (°C) de 20
dezembro de 2019 a 31 de margo de 2020. Estacdo meteoroldgica da Embrapa Soja,
Londrina, 2019/2020.

Na avaliacdo de severidade aos 7 DAA3, o Unico tratamento com severida-
de superior aos demais foi tebuconazol + clorotalonil (T6), porém inferior a
testemunha e com controle superior a 70%. Os demais tratamentos apre-
sentaram controle superior a 90% nessa avaliagdo e severidade média na
parcela inferior a 1%. Em R6, aos 6 DAA4, a severidade na testemunha foi
de 64,8%. As maiores porcentagens de controle foram observadas para os
tratamentos com mancozebe + picoxistrobina + tebuconazol (T8 — 97%), com
0s programas alternando fungicidas (T15 — 95% e T14 — 94%), com bixafen
+ protioconazol + trifloxistrobina (T13 — 94%), com picoxistrobina + benzovin-
diflupir (T10 — 93%) e com piraclostrobina + fluxapiroxade (T11 — 91%). As
menores porcentagens de controle foram observadas para os tratamentos
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com azoxistrobina + benzovindiflupir (T9 — 76%), com tebuconazol + cloro-
talonil (T6 — 81%) e com ftrifloxistrobina + ciproconazol (T3 — 82%), porém todos
os tratamentos com controle acima de 70%, evidenciando baixa pressao de fer-
rugem-asiatica no experimento (Tabela 1). Além da baixa presséo de doenga, as
elevadas temperaturas e as baixas precipitagdées no final do ciclo anteciparam a
desfolha e a maturagao das plantas anulando a diferenga de produtividade entre
os tratamentos e a testemunha sem fungicida. A diferenca de produtividade néo
foi significativa entre os tratamentos (Tabela 1). Houve baixa correlagcéo entre a
variavel severidade em R6 e a produtividade (r=0,43).

Tabela 1. Severidade de ferrugem (SEV%) em R6, porcentagem de controle (%C)
em relagéo a testemunha sem tratamento e produtividade (PROD) para os diferentes
tratamentos.

PRODUTO COMERCIAL (ingrediente ativo) .C.. %C
1. TESTEMUNHA 64,8 a 2407 n.s.
2. APROACH PRIMA (picoxistrobina+ciproconazol) 0,3 7,0 cde 89 2685
3. SPHEREMAX (trifloxistrobina+ciproconazol) 0,2 11,4 bced 82 2590
4. FOX:2 (trifloxistrobina+protioconazol) 0,4 4,3 ef 93 2628
5. FUSAO? (metominostrobina+tebuconazol) 0,725 7,6 cde 88 2277
6. FEZAN GOLD* (tebuconazol+clorotalonil) 2,5 12,6 bc 81 2607
7. AUDAZ/AUMENAXS? (oxicloreto de cobre+fluxapiroxade) 1,2 7,0 cde 89 2754
8. CRONNOS?® (mancozebe+picoxistrobina+tebuconazol) 2,5 22 f 97 2898
9. ELATUSY (azoxistrobina+benzovindiflupir) 0,2 153 b 76 2754
10. VESSARYA (picoxistrobina+benzovindiflupir) 0,6 4,8 ef 93 3104
11. ORKESTRA SC? (piraclostrobina + fluxapiroxade) 0,35 6,1 def 91 3259
8
:;;;:T;\s/‘:rj:’tl)ina + epoxiconazol + fluxapiroxade) he Sz e 20 el
13. FOX XPRO? (bixafen+protioconazol+ trifloxistrobina) 0,5 3,7 ef 94 3007
14. PROGRAMA 1°(T7/T13/T8/T3+ Previnil 720 1,5 L/ha) 3,7 ef 94 2947
9
1(‘I£-31 gpl’?;?’?ﬂ\/ﬁ\ﬁfll 1,5 kg/ha / T2+Previnil 1,5 L/ha) S |G = il
C.V. % 12,8% 7,5%

'Adicionado Nimbus 0,75 L/ha; ?Adicionado Aureo 0,25% v/v; 2Adicionado Iharol Gold 0,25% v/v; “Adicionado
Agril Super 50 mL/ha; *Adicionado Rumba 0,5 L/ha; *Adicionado Orix 0,5 L/ha; ®Adicionado Rumba 0,5 L/ha;
’Adicionado Ochima 0,25 L/ha; 8Adicionado Assist 0,5 L/ha; ®Tratamentos aplicados em intervalos médios de
14 dias. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05%).
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Conclusao

No experimento em Londrina houve incidéncia tardia (R4) e evolugao lenta da
ferrugem-asiatica, em razdo das altas temperaturas e das precipitagdes irre-
gulares. Todos os tratamentos resultaram em controle acima de 70%, porém
sem diferencga significativa na produtividade entre os tratamentos.
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Planejamento e avaliagao de sistemas
de terraceamento utilizando imagens
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Introducgao

A conservagéao do solo e da agua na propriedade rural sdo principios basicos
para a sustentabilidade ambiental e da produgéo agricola (Franchini et. al.,
2016). O manejo inadequado pode influenciar diretamente na degradacéo
do solo e da agua, por meio do aumento do escoamento superficial, que &
o excedente de agua da chuva que nao infiltra. A erosdo, € um fenémeno
natural que depende da interacdo de varios fatores como: a erosividade da
chuva, a erodibilidade do solo, a declividade, o comprimento de rampa, a
taxa de infiliragdo de agua no solo e as praticas de manejo e de conservagao
do solo e da agua. O terraceamento, € uma pratica conservacionista bem
difundida entre os agricultores para o controle da erosao hidrica, no entanto a
sua alocagao na area, de acordo com os critérios atuais utilizados no Parana
(Caviglione et al., 2010) tem sido questionada em fun¢do do niumero conside-
rado excessivo de terragos alocados considerando o atual sistema de cultivo.
O software Terrago 4.1 foi desenvolvido para o planejamento integrado dos
recursos hidricos e é aplicado na conservacéo do solo e da dgua. Este soft-
ware permite realizar simulagdes usando informagdes sobre a erosividade da
chuva, dados de altimetria e declividade do terreno, forma de construgéo e
dimensobes das estruturas de contencdo da enxurrada e a taxa de infiltracao
estavel de agua no solo (TIE). Este conjunto de informagbes permite realizar
analises criteriosas das caracteristicas locais, o que resulta em mais opgdes
para o sistema de terraceamento a ser utilizado, facilitando a tomada de de-
cisao de técnicos e produtores rurais (Cunha et al., 2011).

Identificar a variagao espacial e temporal para melhor aplicacdo das praticas
agricolas e aproveitamento dos insumos, € uma das premissas da agricul-
tura de precisdo, que busca com isso melhorar a produtividade, reduzir o
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custo de producao e impactos ambientais (Jorge; Inamasu, 2014). O monito-
ramento de areas agricolas pode ser realizado por meio de veiculos aéreos
nao tripulados (VANTS), popularmente conhecidos como drones, e permite a
obtengao de imagens aéreas de grandes areas com baixo custo, com maior
frequéncia e com alta resolu¢do (Franchini et al., 2018). Além de monitorar
o comportamento das culturas, as imagens aéreas também permitem obter
o modelo digital de elevagdo (MDE) da area. O MDE permite a construgcao
de bases precisas de altimetria e declividade facilitando o trabalho de plane-
jamento do sistema de terraceamento. Outra informagéao importante para o
planejamento de terracos é a TIE, uma vez que afeta diretamente a lamina de
escoamento superficial de agua (LES) utilizada para o dimensionamento de
terragos e, é fortemente influenciada pelo nivel de diversificagao de espécies
vegetais no sistema de producao (Silva et al., 2018). Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo avaliar os sistemas de terraceamento implanta-
dos em areas agricolas com diferentes histéricos do sistema de produgéo, na
regido norte e noroeste do Parana, por meio da TIE e de ferramentas digitais
para a obtencdo do MDE e simulagao de terragos.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido em dez talh6es de propriedades agricolas, com
diferentes histéricos de manejo do sistema de produgéo, localizadas nas re-
gides norte e noroeste do Parana (Tabela 1). Em cada area foram estabeleci-
dos oito pontos amostrais, distribuidos no tergo médio do talhdo, para avalia-
cdo da textura e da TIE (mm h'). As areas avaliadas foram selecionadas em
propriedades de cooperados da Cocamar Cooperativa Agroindustrial. Para a
classificagédo textural das amostras foram utilizados os niveis estabelecidos
por Santos et al. (2013), conforme apresentado na Tabela 1.

A TIE foi determinada com auxilio de um infiltrémetro construido conforme as
especificagdes descritas por Ogden et al. (1997). Para as medidas, o reser-
vatério de agua do infiltrometro era posicionado sobre um cilindro metalico
com didmetro de 24 cm e altura de 15 cm, previamente inserido a uma pro-
fundidade de 2 cm. O volume de chuva aplicado era determinado por meio
de um sistema que permite a regulagem da entrada de ar no sistema (Santi
et al., 2006). Para determinar a TIE, foi simulada uma chuva com intensidade
de aproximadamente 300 mm h'. O escoamento superficial foi determinado
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a partir do volume de agua coletado por uma mangueira posicionada em um
orificio de 1 cm? localizado ao nivel do solo na parte externa do cilindro. A
TIE foi obtida pela diferenga entre o volume de chuva aplicado e o volume de
agua escoado superficialmente. As leituras do volume de agua no reservaté-
rio (chuva) e de agua escoada superficialmente, foram realizadas a intervalos
de 3 minutos. As avaliagbes se prolongaram até a estabilizagdo das leituras
de escoamento, o que durou em média 60 minutos por ponto.

Tabela 1. Localizagao, histéricos de manejo do sistema de produgéo, textura do solo
(camada 0-20 cm) e area dos talhdes agricolas avaliados na safra 2019/20 no Parana.

Textura Area
m Histericode maneie (0-20 cm)

Bela Vista

do Paraiso Soja/Milho + Urochloa sp. (4 safras) Argiloso 36,5
2 Ipora Soja/Urochloa sp. solteira (>5 safras) Arenoso 10,6
3 Maring4 Soja/Trigo - Soja/Milho+Urochloa sp. Muito argiloso 431
(2 safras)
4 Apucarana Soja/Trigo Muito argiloso 36,6
5 Cianorte Soja/Urochloa sp. solteira (2 safras) Arenoso 16,4
6 Santa Mariana Soja/Milho Muito argiloso 13,6
7 Cafezal do Sul Pasto - soja/Urochloa sp. solteira Arenoso 345
(1 safra)
8 Jussara Soja/Milho Média 52,3
9 Jussara Cana - Soja (1 safra) Muito argiloso 36,2
10 Cianorte Soja/Milho Média 16,9

As imagens aéreas foram obtidas com um VANT do tipo quadricéptero
(Phantom 4 Pro®) com camera com sensor RGB (bandas: red, green e blue),
quando a cultura da soja estava entre os estadios fenoldgicos R, e R, (Figura
1 A). O plano de voo foi previamente definido no aplicativo Pix4D® capture
(PI1X4D, 2020), na altitude de 120 m e 75% de sobreposicéo longitudinal e
55% lateral (Figura 1B). As imagens geradas foram processadas por meio
do software Agisoft Metashape v. 1.5.5 (Agisoft, 2020), gerando ao final do
processo o ortomosaico e o Modelo Digital de Elevagéo (MDE).
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Figura 1. Quadricéptero (Phantom 4 Pro®, DJI®) utilizado para obtengdo das imagens
(A\); Plano de voo elaborado no software Pix4D® capture (B).

Nao foram utilizados pontos de controle georreferenciados no solo para cor-
recdo de distor¢cbes nas imagens geradas. Para a construgdo da base de
dados de altimetria e declividade a partir do MDE, foi utilizada uma série de
procedimentos utilizando os softwares Qgis (QGIS, 2020), Vesper (Minasny
et al., 2006) e Surfer (Golden Software, 1999) (Figura 2A e 2B). Em resumo,
a resolucao do MDE foi reduzida de aproximadamente 10 cm para 20 metros
no Qgis e remodelada por meio de geoestatistica no Vesper. Os dados kri-
gados foram retornados ao Qgis para o calculo da declividade. Os dados de
declividade também foram remodelados no Vesper. O modelo mais bem ajus-
tado a altitude e a declividade foi 0 gaussiano, com distancia maxima de 200
metros e numero de lags variando entre 5 e 9, de acordo com as caracteristi-
cas das areas. Para selecdo do modelo e dos parametros foram utilizados os
menores valores do indice AIC e da raiz quadrada do desvio padrao (RMSE).
As bases de dados finais para uso no programa Terracgo 4.1 foram geradas no
programa Surfer, a partir dos dados krigados. As bases foram geradas com
resolugcao de 1 m e exportadas no formato ASCII GRID, que permite a leitura
diretamente no programa Terraco 4.1.

No programa Terraco 4.1 foram padronizados alguns parametros para a ava-
liagéo da eficiéncia dos sistemas de terraceamento em cada area agricola.
Foram utilizados os parametros de erosividade da chuva para a sede do mu-
nicipio onde as propriedades estavam localizadas. O tempo de retorno da
chuva do projeto foi estabelecido como sendo de 15 anos. Estes parametros
determinam a quantidade de chuva (lamina em mm/24horas) considerada
para o calculo da quantidade e dimensao dos terragos. Para todas a areas
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agricolas avaliadas, os parametros de declividade, permitiram a construgao
de terragos de base larga. Deste modo, foi considerada a construgao de ter-
ragos de base larga em nivel com trator tracionando terraceador e coeficiente
de uniformidade igual a 1. Foi utilizado o0 modo de espagamento de terragos
arbitrado, onde a altura do terraco é variavel nos projetos de simulagdo. ATIE
também foi considerada como variavel nos projetos de simulagéo. A TIE tem
relacdo direta com a lamina de escoamento superficial (LES) e esta impac-
ta no dimensionamento dos terragos de base larga por meio de sua altura.
Deste modo, com o objetivo de encontrar a combinacgéo entre a TIE e a altura
de terraco que melhor refletia o sistema de terraceamento implantado nas
areas agricolas, foram gerados projetos variando a altura (35, 40, 45, 50 e 55
cm) e a TIE (30, 40, 50 e 60 mm h''). Os projetos gerados na forma de vetor
contendo as cotas dos terragos foram exportados do Terraco 4.1 e carrega-
dos para o software Qgis. Por inspecéo visual da sobreposicao dos terragos
as imagens dos ortomosaicos dos talhdes, foi selecionado o projeto que mais
bem se ajustava aos terragos existentes na area (Figura 2C).

Finalmente foram comparadas a TIE observada por medida direta e a TIE
calculada nos projetos simulados para verificar se os sistemas implantados
nos talhdes agricolas avaliados eram adequados. Quando a TIE observada
foi igual ou superior a TIE determinada no projeto o sistema de terraceamento
foi considerado adequado, caso contrario, foi considerado inadequado.

Resultados e Discussao

A TIE avaliada nas dez areas agricolas (Tabela 2) foi classificada em baixa
(<30; 1 area), média (30-60; 7 areas) e alta (60-90; 2 areas) mm h™', conforme
escala proposta por Silva et al. (2017). Os resultados apresentados indicam
que o nivel de diversificagao de culturas no outono inverno, quando compa-
rado com o sistema de referéncia mais tradicional na regido do estudo, com
soja no verao e milho na 22 safra esteve relacionado de forma positiva com
a TIE. Sistema mais diversificados, com a introdug¢ao de Urochloa ruziziensis
solteira ou em consoércio com o milho 22 safra, por mais do que um ano, pro-
porcionam maior aporte de biomassa de parte aérea e raizes das plantas no
sistema, o que contribuiu para diminuir o impacto direto das gotas na super-
ficie (palhada) e aumentar a quantidade de poros continuos (raizes) que fa-
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vorecem a infiltragdo e o armazenamento de agua. O aumento da TIE, reduz
a LES, o que pode contribuir para melhor funcionalidade dos sistemas de ter-
raceamento implantado nos talhées agricolas, evitando o transbordamento.

As simulacdes no software Terrago 4.1, variando a altura dos terracos de
base larga e a TIE, permitiram identificar a combinacdo que mais bem se
ajustava ao posicionamento do sistema de terraceamento implantado nos
talhdes agricolas avaliados, conforme apresentado na tabela 2 e figura
2C. ATIE calculada para os sistemas projetados, ficou dentro da faixa de
nivel médio (entre 30 e 60 mm h') enquanto a altura variou entre 40 e 55
cm. A TIE observada, devido a sua relagao direta com a LES foi utilizada
como referéncia para avaliacéo relativa dos sistemas de terraceamento
implantados. Nesse sentido, apenas em quatro talhdes a TIE observada
foi maior do que a TIE calculada, indicando que o sistema implantado
poderia ser considerado adequado. Nos outros seis talhdes, o fato da TIE
observada ser menor do que a TIE calculada indica que, para os para-
metros considerados no calculo dos sistemas de terraceamento, haveria
maior probabilidade de transbordamento dos terragos do que a estabele-
cida para o periodo de retorno da chuva do projeto de 15 anos. Os talhdes
agricolas onde a TIE observada foi maior do que a TIE calculada, foram
caracterizados pelo uso de sistemas de produgdo mais diversificados e
por mais de um ano, demostrando a importancia da diversificacdo para a
melhoria da qualidade estrutural do solo. Segundo Pruski (2009) determi-
nar corretamente a LES é fundamental para o dimensionamento correto
da secao transversal de terragos, uma vez que, quanto maior a capaci-
dade de infiltragcdo de agua no solo menor sera o escoamento superficial
produzido e menores podem ser as dimensdes dos terragos.
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Tabela 2. Caracteristicas dos terracos projetados mais bem ajustados com os terra-
cos implantados nos talhdes agricolas avaliados, TIE observada e classificagcdo do
sistema implantado.

Calculado TIE (mm h)
Talhdao Classificagao

TIE

1 c?oe'lfa\r/;;":‘) 50 40 133 Adequado
2 Ipora 45 40 11 68 Adequado
3 Maringa 45 40 17 62 Adequado
4 Apucarana 50 60 5 49 Inadequado
5 Cianorte 50 30 16 41 Adequado
6 Msa?“::sa 50 50 6 38 Inadequado
7 Cdf)feszj' 40 40 20 36 Inadequado
Jussara 45 50 18 36 Inadequado
Jussara 659 50 8 59 Inadequado
10 Cianorte 40 40 15 20 Inadequado

O fato dos sistemas de terraceamento serem classificados como inadequados
em seis talhdes avaliados é preocupante, pois indica que sob condi¢des ina-
dequadas de manejo do solo, como compactagéo excessiva e cobertura do
solo deficiente, existe grande probabilidade de que ocorra erosao significativa
nestes talhdes. No entanto, duas agbes podem ser adotadas pelos produto-
res para correcéo da situagdo diagnosticada. A primeira seria 0 aumento da
altura do terraco o suficiente para garantir o armazenamento da LES na TIE
observada, o que envolve custos com horas de trabalho de maquinas e im-
plementos, porém sem alterar a origem do problema, a baixa TIE. A segunda
opgéo seria 0 uso de praticas de manejo do sistema de producao, baseadas
na diversificagdo de espécies, por periodo maior do que um ano, como as ob-
servadas nos outros quatro talhdes avaliados considerados adequados, que
promovam o aumento da TIE observada. Assim, haveria redugcdo da LES e o
sistema de terraceamento implantado passaria a ser considerado adequado.
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Declividade (%) Altitude (m)

47 I 317

[ % o 326
116 335

B 15.0 ] 344

184 I 353

Figura 2. Declividade (A), altimetria (B) e configuragdo dos terragos projetados e
alocados no talhao (C).

A metodologia utilizada no estudo contribuiu para o entendimento de que o
funcionamento do sistema de terraceamento implantado nos talhdes esta in-
timamente relacionado com a qualidade estrutural do solo, representada pela
TIE. Desta forma, o manejo do sistema de produgdo assume uma importan-
cia bem maior para o controle do processo erosivo do que a que vem sendo
considerada, em detrimento das meras dimensoes fisicas dos terragos. A me-
todologia pode ser melhorada pelo uso de pontos de controle georeferencia-
dos que permitiriam medir a altura dos terracos.

Conclusao

A utilizagdo de imagens aéreas e de softwares de processamento e planeja-
mento aprimoram o processo de alocacao e avaliagao dos sistemas de ter-
rageamento. A diversificacao de espécies no sistema de produgao contribui
para aumentar a taxa infiltragao de agua no solo, tornando mais eficientes os
sistemas de terraceamento.
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Tempo de cozimento e rendimento de
variedades de mandioca de mesa de polpa

amarela em diferentes épocas de colheita
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TUNOPAR, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR, brunocesarfts@hotmail.com; 2 Pesquisador, Embrapa Man-
dioca e Fruticultura

Introducgao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das principais fontes de car-
boidrato da dieta dos habitantes de paises em desenvolvimento e foi eleita
pela Organizacao das Nagdes Unidas (ONU) como alimento do século XXI. O
Brasil € o quinto maior produtor de mandioca e a Nigéria é o pais que lidera a
producdo mundial (FAO, 2020). A mandioca de mesa, também denominada
aipim, macaxeira ou mandioca mansa, se diferencia da mandioca brava, que
€ mais utilizada para a fabricagao de farinha e fécula nos complexos agroin-
dustriais, pelas concentragdes abaixo de 100 ppm dos compostos toxicos de
glicosideos cianogénicos na raiz. Seu uso na culinaria brasileira € diversifica-
do e regionalizado. Entretanto, a maioria das receitas com a raiz exige que
ela seja submetida a cocgao antes do consumo.

Entre as caracteristicas desejaveis de uma variedade de mandioca, o rendi-
mento de raizes, o baixo tempo de cozimento culinario e a manutencao da
sua qualidade em diversas épocas de colheita, se destacam e podem ser
decisivos para a adogao pelos agricultores. A coloragdo da polpa da raiz de
mandioca pode variar de branca a graduagdes de amarelo. A preferéncia do
consumidor pela raiz de polpa branca ou amarela varia com a regidao, mas
tem sido observada uma tendéncia pela maior aceitagdo de mandiocas ama-
relas, mesmo em regides tradicionais no consumo de raiz de polpa branca.
Em Sao Paulo e no norte do Parana, o consumo de mandioca amarela foi
popularizado a partir da década de 80 pela variedade melhorada IAC 576-70,
que além da produtividade elevada, apresenta elevado teor de [3-caroteno,
precursor da vitamina A no organismo humano (Lorenzi, 1994). Esse caso de
sucesso motivou os principais programas de melhoramento genético da man-
dioca a selecionar gendtipos de mandioca de mesa de polpa amarela, entre



174 DOCUMENTOS 429

eles o Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) e a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). Além dos programas de melhoramento, a
grande variabilidade de mandioca encontrada no Brasil, considerado centro
de origem da espécie, permite que os agricultores selecionem variedades
crioulas bem adaptadas as condigbes edafoclimaticas regionais, com carac-
teristicas qualitativas que atendam as exigéncias do consumidor.

O objetivo do trabalho foi avaliar o rendimento e o tempo de cozimento culi-
nario de raizes de variedades melhoradas e crioulas de polpa amarela em
diversas épocas de colheita.

Material e Métodos

O experimento foi implantado em 05/10/2018 no campo experimental da
Embrapa Soja, Londrina, PR, localizado sob as coordenadas 23°11’ S, 51°11’
O e altitude de 620 m. O clima é do tipo Cfa, segundo a classificacao climatica
de Kdpen-Geiger. O solo é do tipo Latossolo Vermelho distroférrico. O prepa-
ro do solo foi realizado com operagdes motomecanizadas de subsolagem e
gradagem niveladora. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso,
em esquema fatorial de parcelas subdivididas no tempo, sendo as épocas
de colheita [meses apods o plantio (MAP)] as parcelas e as variedades de
mandioca as subparcelas, com trés repeticdes e uma planta util por parcela.
As colheitas foram realizadas a cada 15 dias, totalizando 8 épocas, sendo
em MAP: 9 (10/07/2019); 9,5 (24/07/19); 10 (08/08/19); 10,5 (22/08/19); 11
(03/09/19); 11,5 (19/09/19); 12 (01/10/19); 12,5 (23/10/19). As variedades de
mandioca de mesa avaliadas foram trés: BRS 429, variedade registrada pelo
programa de melhoramento genético da Embrapa em 2019, de porte alto,
ereta, ramificagéo alta, coloracao da raiz amarelo intenso; Eucalipto, varieda-
de crioula que predomina nas areas de plantio da regido de Mogi-Mirim/SP
(principal regido produtora de mandioca de mesa do Sudeste), porte ereto,
sem ramificacdo, coloragédo da raiz amarela; Roxinha, variedade crioula cul-
tivada na regido de Mogi-Mirim/SP, porte baixo, ramificacao baixa, coloragéo
da raiz amarela. O plantio foi realizado com o posicionamento horizontal de
manivas a profundidade de 10 cm, em sulcos preparados manualmente com
enxada. O espagamento de plantio foi de 1,0 m x 1,0 m. As manivas com 5
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a 7 gemas foram obtidas pelo seccionamento de ramas sadias com facdo. A
adubacao das plantas foi realizada aos 65 dias apds o plantio (DAP) com a
aplicagéo em cobertura de uma mistura de fertilizantes simples nas dosagens
de 80 kg de P,O,, 40 kg de N e 30 kg of K,O. O controle de plantas daninhas
foi realizado com duas capinas manuais, aos 45 e aos 90 DAP. Em cada épo-
ca de colheita as plantas das parcelas foram colhidas por arranquio manual.
As raizes tuberosas foram destacadas das plantas, colocadas em saco de
rafia e pesadas com balanga de gancho para a determinagéo do rendimento
de raizes, expresso em quilos por planta (kg pl). Trés raizes por parce-
la, com didmetro minimo de 4 cm, foram separadas e levadas, em menos
de 24 horas, para teste de cozimento, realizado na cozinha experimental da
Embrapa Soja. A determinacao do tempo de cozimento culinério das raizes
de mandioca, expresso em minutos (min), seguiu a metodologia proposta por
Pereira et al. (1985). O tempo méaximo considerado no teste de cozimento foi
de 30 minutos. Os dados foram testados para normalidade de distribuicao
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e, em seguida, submetidos a analise de
variancia e teste F. As médias dos tratamentos simples das parcelas (épocas
de colheita) e das sub-parcelas (variedades) e do desdobramento das inte-
racbes foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, com
auxilio do programa SISVAR (Ferreira, 2010).

Resultados e Discussao

O teste F para os tratamentos simples (épocas de colheita e variedades) nao
apresentou significancia para a variavel “rendimento de raizes” (p > 0,05),
porém apresentou significancia a 5 % para a variavel “tempo de cozimento
culinario” (Tabela 1). O mesmo ocorreu para a interagao entre épocas de co-
Iheita e variedades e, portanto, estdo sendo mostrados e discutidos os dados
obtidos para tempo de cozimento culinario (Tabela 2).



176 DOCUMENTOS 429

Tabela 1. Médias obtidas para as variaveis tempo de cozimento e rendimento de rai-
zes em experimento com trés variedades de mandioca de polpa amarela, colhidas em
oito épocas. Londrina, 2019.

< . . Rendimento de raizes
Epocas Tempo de cozimento (min) (kg pI)

9 meses 19,56 bc! 2,99
9,5 meses 16,74 ¢ 2,81
10 meses 20,71 b 2,79
10,5 meses 16,48 ¢ 2,96
11 meses 22,03 b 2,92
11,5 meses 21,35 b 3,18
12 meses 21,60 b 3,53
12,5 meses 28,82 a 3,51
CV Parcela (%) 9,74 30,88
BRS 429 19,83 b 3,01
Eucalipto 23,31 a 3,23
Roxinha 18,27 ¢ 2,95
CV Sub-parcela (%) 6,52 35,39

"médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.01); CV
(%)= coeficiente de variagdo.

O tempo de cozimento para as épocas de colheita variou de 16,48 a 28,82
minutos, uma diferenca superior a 12 minutos. Os menores tempos de cozi-
mento foram observados nas colheitas de 9,5 e 10,5 MAP, mas sem diferenca
significativa para a colheita realizada aos 9 MAP. Das oito épocas de cozi-
mento avaliada, cinco médias nio diferiram entre si, com tempo de cozimento
médio em torno de 21 minutos. De acordo com a classificacdo de Pereira et
al. (1985), esse tempo médio classificaria a mandioca de mesa no nivel regu-
lar de cozimento (21 a 30 minutos), mas bem préximo do nivel bom (11 a 20
min). A ultima época de colheita, aos 12,5 MAP, apresentou o maior tempo de
cozimento, 28,5 min, tempo ainda dentro do nivel regular de cozimento, mas
proximo do nivel ruim (maior que 30 minutos).

O tempo de cozimento de raizes de mandioca de mesa é influenciado por
diversos fatores que levam a alteragbes na composi¢cdo quimica da raiz de
mandioca, tais como variedade, idade e condigcbes ambientais na colheita,
fertilidade do solo e tratos culturais (Lorenzi, 1994; Oliveira; Moraes, 2009).
Na pratica, observa-se que, para a maioria das variedades, o tempo de cozi-
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mento aumenta a medida que se reinicia um novo ciclo de desenvolvimento
vegetativo, coincidente com o periodo das chuvas e o aumento da tempe-
ratura do ar. Nesse processo, boa parte do amido armazenado nas raizes
durante a fase de repouso, é remobilizado para a formagao de novos ra-
mos e folhas, tornando a raiz da mandioca pobre em amido. No linguajar do
agricultor, ela é conhecida como “aguada”. Observa-se na Figura 1, que a
retomada do desenvolvimento vegetativo se iniciou aos dez meses para as
trés variedades e com pouca distingdo no crescimento vegetativo entre elas.
Possivelmente, processos bioquimicos regulados por fatores genéticos seja
o determinante para que ocorra um retardamento ou aceleragao na perda de
qualidade do cozimento culinario nas variedades, com a retomada do desen-
volvimento da planta.

9 MAP 9,5 MAP 10 MAP 10,5 MAP 11 MAP 11,5 MAP 12 MAP 12,5 MAP

&

»wxw
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Figura 1. Aspectos da parte aérea das variedades BRS 429, Eucalipto e Roxinha no
repouso e na retomada do desenvolvimento vegetativo, ao longo de oito épocas de
colheita de raizes. Londrina, 2019.

As médias de rendimento de raizes para as épocas de colheita ndo apresen-
taram diferenca significativa, mas nota-se uma tendéncia no incremento do
rendimento de raizes por planta a partir da colheita aos 11,5 MAP. A maior
diferenca de rendimento foi de 0,74 kg pl, cerca de 20%, para as épocas de
10 e 12 MAP. Pode-se atribuir ao alto coeficiente de variagcao resultante da
analise estatistica a causa para a auséncia de diferenca significativa entre as
médias (Tabela 1). A elevada dispersao dos valores em torno da média pode
estar associada ao pequeno numero de plantas amostradas na parcela para
a analise da caracteristica de rendimento de raizes. A média de rendimento
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das variedades BRS 429, Eucalipto e Roxinha, entre 9 e 12,5 MAP, foi em
torno de 3,0 kg pl''ou 30 t ha, considerando o estande de 10.000 pl ha™' ado-
tado no experimento.

Na anadlise do desdobramento da interagdo variedade x época de colheita
para a variavel tempo de cozimento, observa-se que a variedade BRS 429
foi a que apresentou maior amplitude, variando de 14,93 a 27,65 min para o
cozimento das raizes (Tabela 2). Em seis das oito épocas de colheita, o tem-
po de cozimento culinario obtido por essa variedade foi considerado bom de
acordo com a classificagao de Pereira et al. (1985). Aos 12,5 MAP, houve um
elevado incremento no tempo de cozimento (27,65 min), quase atingindo o li-
mite de 30 min estabelecido para o teste de cozimento. A variedade Eucalipto
apresentou tempos médios para cozimento mais elevados que BRS 429 e
Roxinha e, em apenas trés das oito épocas de colheita (9, 9,5 e 10,5 MAP),
o tempo de cozimento foi classificado no nivel bom. Nessa variedade, a partir
dos 11 MAP ja se observa um aumento no tempo de cozimento, sendo que
aos 12 meses o tempo de cozimento é igual ou superior a 30 minutos. A va-
riedade Roxinha, diferentemente das demais, foi observada em sete épocas
de colheita em fungédo da pequena quantidade de material propagativo na
implantacéo do experimento. No periodo entre 9 e 12 MAP, foi a variedade
que apresentou os menores tempos de cozimento, mas sem diferir estatis-
ticamente da BRS 429. Em apenas uma época a variedade Roxinha nao foi
classificada no nivel bom de cozimento culinario, de acordo com a classifica-
¢éo de Pereira et al. (1985).

Tabela 2. Médias de tempo de cozimento culinario de raizes de trés variedades de
mandioca de polpa amarela em oito épocas. Londrina, 2019.

Tempo de cozimento (min)

9 meses 20,56 bc A 20,40 cd A 17,71 abA
9,5 meses 16,60 cd AB 18,96 cdA 14,65 bB
10 meses 19,25 bc A 21,69 bc A 21,20 aA

10,5 meses 14,93 d A 18,11 dA 16,40 bA

11 meses 20,25 bc B 25,02 bA 20,81 aB
11,5 meses 21,11 bA 22,36 bcA 20,58 aA
12 meses 18,29 bed B 30,00 aA 16,51 bB

12,5 meses 27,65aA 30,00 aA -

"médias seguidas de letras diferentes mindsculas na coluna e mailscula na linha apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0.05)
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Conclusao

O tempo de cozimento culinario de raizes de mandioca n&do é estavel em
colheitas entre 9 e 12,5 meses apds o plantio.

A variedade Eucalipto com plantio em outubro deve ser colhida com no maxi-
mo 11,5 meses de idade.

A nova variedade de mesa BRS 429 detém atributos de rendimento e tempo
de cozimento comparaveis ou superiores as variedades crioulas de ampla
adocéo por agricultores.
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Introducgao

Os eventos tém se tornado, cada vez mais, uma pratica muito importante
para as organizagdes, pois se trata de uma estratégia de comunicagao que
busca alcangar diferentes publicos de interesse (Silva, 2003). Os eventos
divulgam a marca de uma organizagao, promovem seus produtos e servigos,
potencializam seu relacionamento com os publicos e contribuem para a ex-
pansao comercial e conquista de novos mercados e parcerias, explicam os
autores Fortes e Silva (2011, p. 34).

Na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) nao poderia ser
diferente, em se tratando de uma empresa de pesquisa e desenvolvimento
de tecnologias, os eventos se apresentam como uma excelente ferramen-
ta para transmissdo e compartilhamento de informagdes e conhecimentos,
como aponta Vilardo (2015, p. 4).

Eventos como estratégia de relacionamento

De acordo com Fortes e Silva (2011), um evento € um veiculo (ndo seria uma
iniciativa ou um produto) de comunicagéo dirigida, cuja estratégia de comu-
nicagdo € pensada de forma exclusiva para cada publico, produzindo men-
sagens mais eficientes de acordo com as caracteristicas préprias de cada
receptor. Por exemplo, uma mesma mensagem deve ser compartilhada de
forma diferente para comunicar com o publico interno e o publico externo da
organizagao.

Segundo Santos (2016), no Manual de Eventos que regula a pratica na
Embrapa, o termo evento significa o desenvolvimento de atividades que
buscam integrar a organizagdo com seus publicos, buscando alinhar seus
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interesses, “caracteriza-se como evento um conjunto de atividades, previa-
mente planejadas, com o objetivo de projetar técnica e institucionalmente a
Empresa e de promover a capacitagéo, a aproximagao e a integragao com
seus publicos.” (Santos, 2016, p. 23).

Os eventos sao de extrema importancia dentro das organizagdes e proporcio-
nam iniUmeros beneficios:

a) melhoria nas relagdes com os publicos de interesse; b) langamento de
produtos/servicos da empresa voltado a seu mercado-alvo, ampliando as-
sim sua visibilidade; c) geracdo de mailing para prospecgao de novos
clientes; d) aquisicdo de informacgdes sobre o mercado e concorrentes; €)
atualizagdes técnicas; f) transmissao de informagbes para os canais de
distribuicado; g) criagdo e fortalecimento da imagem/conceito institucional.
Os autores acrescentam, por se tratar de um veiculo de comunicacgao diri-
gida, “o evento consegue, em um tempo curto e de uma so vez, atingir boa
parte do publico de interesse das organizagbes” (Fortes; Silva, 2011, p. 35).

Os objetivos da realizagao dos cursos

Existem, portanto, diversas modalidades de eventos para atender as parti-
cularidades de cada publico e as necessidades de comunicag&o das organi-
zacgOes. Um desses eventos € o curso, amplamente utilizado pela Embrapa
e por diversas organizagdes que se utilizam da transferéncia de tecnologias
como forma de atingir seus publicos-alvo.

De acordo com Fortes e Silva (2011, p. 216 e 217), curso € um método pla-
nejado que utiliza diversas atividades, técnicas e praticas, de acordo com
uma programacao especifica. O objetivo do curso é capacitar um grupo de
pessoas com caracteristicas homogéneas e interesses comuns, por se dirigir
a um publico especifico.

Em concordancia, Santos (2016, p. 23 e 24) classifica curso como um evento
de capacitacdo, que engloba eventos de treinamento e desenvolvimento. A
autora descreve curso como um evento que pode ser realizado de forma pre-
sencial, a distancia ou mista, desenvolvido com o objetivo de aprendizagem
que fundamentam seu conteudo, carga horaria e metodologias de ensino.
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O Curso de Producao de Soja: estrutura
e avaliagao dos modulos de 2019

A Embrapa Soja, uma das unidades descentralizadas da Embrapa, tem ex-
tensa grade de programacao de diversos cursos ao longo do ano, com intuito
de transmitir os conhecimentos e as tecnologias desenvolvidos na Empresa.
Entre eles, encontra-se o Curso de Produgédo de Soja iniciado em 2016.0
objetivo deste Curso é promover a atualizagéo e a capacitagdo de técnicos e
produtores sobre as tecnologias de producao de soja, buscando desenvolver
um manejo mais produtivo, com estratégias para alcangar melhores resulta-
dos. Sao realizados dois médulos independentes anualmente, mas que pos-
suem informag¢des complementares: o médulo Manejo do solo e da cultura e
o modulo Manejo fitossanitario. Ambos os mddulos possuem aulas tedricas,
demonstragdes praticas no campo e visitas técnicas, com a carga horaria
de 36 horas cada. Os dois moédulos do curso sao realizados pelas areas de
Transferéncia de Tecnologia, Pesquisa e Desenvolvimento e Comunicagéao.

O Nducleo de Comunicagao Organizacional (NCO) da Embrapa Soja colabora
com toda a organizagao do evento, o que envolve desde o planejamento até
a realizagcao do evento. Entre as agbes taticas encontra-se, por exemplo, o
desenvolvimento a criacdo de uma identidade visual, a partir da qual sao pro-
duzidas pecas de comunicagao, como banner eletrénico para divulgagéo, no
site grupos de WhatsApp, perfil no Facebook e e-mail marketing. A identidade
visual também é usada na elaboragao do site do curso, que reune informa-
¢Oes gerais, programagao do evento e gerenciamento das inscri¢des. O NCO
também é responsavel pela contratagdo e organizagao de materiais (bolsa,
caderno, pen drive, caneta), formatagao da programacao, contratacao de ser-
vigos, como coffee break e happy hour, organizagdo de material técnico, lista
de presenca e aplicagao de questionario de avaliagao.

No ano de 2019 o Modulo | - Manejo do solo e da cultura foi realizado de 3
a 7 de junho e contou com a presenca de 34 participantes, entre eles 67,7%
de técnicos agricolas, 23,5% de produtores agricolas, 5,9% de estudantes e
2,9% de pesquisadores. O Modulo Il - Manejo fitossanitario foi realizado de
18 a 22 de novembro e contou com a presenca de 23 participantes, entre
eles 52,2% de técnicos agricolas, 30,4% de produtores agricolas, 8,7% de
estudantes e 8,7% de pesquisadores.
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Uma das estratégias para aprimorar e atualizar a dindmica do curso é a rea-
lizagao de avaliagdes com os participantes. Analisando quatro aspectos ava-
liados nos dois moédulos ocorridos em 2019, chegou-se aos seguintes resul-

tados apresentados nas Figuras 1 a 8.

Contagem de Organizaglo do evento em geral
Organizagdo do evento em geral

Contgam 4 Quarts 0 CLiS BUafdiu 3 S5 EPACI

Quanto o curso atendeu a sua expectativa
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T
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Contribuigdo do evento para seu trabalho
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Figura 1. Grafico do Mo6-
dulo |, Organizacéo Geral
do evento.

Figura 2. Grafico do
Moédulo |, Quanto o curso
atendeu a sua expectativa,
participantes escolheram
entre uma escalade 1 a 5.

Figura 3. Grafico do
Médulo |, Contribuicdo do
evento para seu trabalho,
participantes escolheram
entre uma escala de 1 a 5.
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Figura 6. Grafico do Maédulo I,
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Contagem o4 Contribusba do emrtn para e trabalhs

Contribuicdo do evento para seu trabalho

- Figura 7. Grafico do Modulo I,

s Contribuigdo do evento para seu
trabalho, participantes escolhe-
ram entre uma escala de 1 a 5.

Contagenm de Alibua wma nols ao evento da Lo

Atribua uma nota ac eventode 1a 5

as Figura 8. Grafico do Maodulo I,
(L Atribua uma nota ao evento de
1ab.

Discussao

Como se pode observar nos graficos apresentados no item anterior, em am-
bos os mdédulos, a maioria dos participantes afirmou estar satisfeitos com
a organizagao do evento, a maioria dos participantes declarou que o curso
atendeu de forma satisfatéria as suas expectativas, e a maioria dos partici-
pantes declarou que o curso foi relevante para o seu trabalho.

Ambos os médulos, | e I, receberam uma nota média alta, 4,91 e 4,57 res-
pectivamente, em uma escala de 1 a 5. Todos os participantes afirmaram ter
intencao de indicar o curso para outras pessoas. Tais dados apontam que a
maioria dos participantes esta satisfeito com o curso. Apesar da satisfagdo
alta em participar dos cursos, a avaliagdo dos dois mddulos trouxer suges-
tdes de melhorias por parte dos participantes.

Para completar as sugestbes de melhorias dos eventos, ainda foi realiza-
da entrevista com o pesquisador da Embrapa Soja e organizador técnico do
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evento André Prando. Realizando uma compilagdo das sugestbes do pes-
quisador e as sugestdes nas avalia¢des, seguem os itens que podem ser
melhorados para as préximas edigoes:

* Aumento da quantidade de aulas praticas em alguns temas para tornar
0 curso mais didatico.

» Entrega do material de apoio antes do inicio do curso para facilitar o
acompanhamento por parte dos participantes.

» Realizacdo de avaliagdo com os participantes no final do evento, sobre
o conteudo ensinado, para medir o conhecimento que o participante ad-
quiriu durante o curso.
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Parametros biolégicos de ninfas como
indicadores do potencial de oviposicao

do percevejo Euschistus heros
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Embrapa Soja, Londrina, PR.

Introducgao

Os insetos-praga sao responsaveis por grande parte das perdas na produtivi-
dade da soja, e dentre eles, destaca-se o Euschistus heros (Fabricius, 1798)
(Hemiptera: Pentatomidae), como praga-chave da cultura da soja. Conhecido
popularmente como percevejo-marrom da soja, € considerado praga de gran-
de importancia para a cultura, devido a sua abundancia e danos severos que
causa na lavoura, bem como pela dificuldade de controle com inseticidas sin-
téticos. Os danos podem ser causados desde o estadio de ninfas de 3° instar
até a fase adulta (Panizzi et al., 2012).

Devido a evolugao da resisténcia de E. heros a inseticidas quimicos, outros
métodos de controle tém sido utilizados, dentre eles, o controle biolégico as-
sume importancia cada vez maior. Em 2019 foi publicada a especificagdo de
referéncia do parasitoide Telenomus podisi (Ashmead, 1893) (Hymenoptera:
Platygastridae) como forma de inseticida biolégico, sendo uma etapa impor-
tante para sua utilizagdo no controle biolégico do percevejo-marrom em cam-
po. Assim, a criagdo massal de E. heros para produgéo de ovos é uma parte
importante do programa de controle biol6gico desta praga. Diversos estudos
tem sido realizados visando o aperfeicoamento da técnica de criagao de E.
heros (Fortes et al., 2006; Mendoza et al., 2016; Hayashida et al., 2018), po-
rém em sua maioria utilizam experimentos que avaliam todo o ciclo de vida do
percevejo, o que torna o estudo demorado e demanda tempo e mao de obra
para sua execugao. A complexidade dos protocolos experimentais limita a
capacidade de rapida evolugéo na definicdo da melhor técnica de criagcéo de
E. heros para a produgao de ovos. Nesse contexto, foi conduzido um estudo
com objetivo de verificar a correlagao da produgdo de ovos com parametros
bioldgicos da fase de ninfa, visando estabelecer protocolos rapidos de expe-
rimentos para discriminar técnicas de criagdo de E. heros.
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Material e Métodos

Foi realizado um levantamento bibliografico de publica¢des cientificas sobre
parametros biolégicos de E. heros, utilizando as seguintes bases de bus-
ca: SciELO, Scopus, Science Direct, Web of Science, Google Academy,
Researchgate e Elsevier. A busca foi realizada usando as seguintes pala-
vras-chave: biologia de E. heros, composicao etaria de E. heros, parametros
reprodutivos de E. heros, numero médio de ovos por fémea, biologia compa-
rada de E. heros, caracteristicas biolégicas de E. heros, substratos artificiais
para alimentagao e oviposicao de E. heros, desenvolvimento de E. heros,
biologia reprodutiva de E. heros.

Em seguida foi elaborada uma tabela com a sintese dos parametros bioldgicos
apresentados por cada publicagao, individualizados por tratamento: duragao
e viabilidade de estadios imaturos, longevidade de adultos, oviposi¢ao, razao
sexual e parametros da tabela de vida. Para atender aos objetivos do presen-
te estudo, foram selecionadas as publicagdes que apresentavam dados de
oviposicao e de duragéao e viabilidade dos estadios imaturos. Posteriormente,
foram calculados parametros derivados como duragéo e viabilidade de cada
um dos estadios ninfais (N): N2, N3, N4, N5, N2-N3, N2-N4, N2-N5, N3-N4,
N3-N5 e N4-N5. Em todas as publicagbes com mais de quatro tratamentos,
foi procedido o calculo da correlagdo de cada estadio ninfal e seus derivados
com a oviposigao total. Como os dados referentes a ninfas de primeiro ins-
tar nem sempre sdo apresentadas nas publicagbes e nas que apresentam
a duragdo nao varia com os tratamentos, esse estadio (N1) e as derivadas
que este compdem (N1-N2, N1-N3, N1-N4, N1-N5) foram desprezadas para
a discussao dos resultados. Os dados foram organizados em tabelas e feita
correlagao com auxilio da ferramenta de Analise de Dados do Excel e apre-
sentados em graficos de box-plot. Para confecgédo dos boxplot foi utilizado o
programa BoxplotR (Spitzer et al., 2014). A extensao das linhas pontilhadas
(whisker) foi determinada pelo método de Tukey, em que o limite inferior (LI)
e o limite superior (LS) da linha sdo determinados por:

LI = valor do quartil inferior - (1,5 * amplitude interquartil)

LS = valor do quartil superior + (1,5 * amplitude interquartil)
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Resultados e Discussao

A relacado do total de ovos ovipositados com o tempo de duragao das fases
imaturas apresentou correlagdo negativa indicando que séo inversamente
proporcionais, ou seja, quanto menor o tempo de duragdo das fases imatu-
ras, maior € a oviposi¢ao na fase adulta (Tabela 1), ja a relagédo entre a viabi-
lidade dos estadios ninfais com a oviposi¢do apresentou correlagao positiva,
mostrando-se diretamente proporcionais, ou seja, quanto maior a viabilidade
maior a oviposigao (Tabela 2). A produgéo de ovos, duracao do estadio ninfal
e viabilidade dos estadios ninfais sao parametros de avaliagdo que sao afe-
tados pelo nivel de adequagao da criagao, incluindo a adequagao nutricional.
Indica também que, dietas que proporcionam melhor desempenho da fase
imatura, também sdo as que determinam maior produ¢ao de ovos na fase
adulta. A disponibilidade de alimentos em abundancia e de elevada quali-
dade nutricional faz com que o inseto atinja seu potencial fisiol6gico maxi-
mo desempenhando suas atividades, contribuindo para a proxima geragao
(Panizzi; Parra, 2009).

Tabela 1. Correlagdo da duragdo dos estadios ninfais com o total de ovos produzidos
na fase adulta de Euschistus heros.

Bibliografias consultadas

Estadios _ — -
ninfais! | Hayashida et | Mendoza et Fortes et | Siqueira | Azambuja
al. (2018) al. (2016) al. (2006) (2007) (2012)

N2 -75,74 -43,96 -72,72 -90,06 -52,57 -67,01
N3 -96,63 -27,11 -46,34 -62,95 -76,78 -61,96
N4 -56,01 -84,91 -77,03 -63,49 -81,73 -72,63
N5 -90,31 -84,45 -93,25 -69,42 -76,63 -82,81
N2-N5 -65,98 -85,00 -81,43 -68,40 -75,60 -75,28
N3-N5 -86,36 -82,24 -83,20 -66,01 -80,96 -79,75
N4-N5 -79,76 -89,63 -86,86 -66,95 -79,46 -80,53
N2-N3 -94,02 -46,21 -85,20 -71,49 -67,96 -72,98
N2-N4 -80,24 -68,51 -80,05 -67,58 -77,15 -74,71
N3-N4 -79,31 -63,48 -70,79 -63,37 -81,92 -71,77
n. pares 5 24 4 ) )

" o estadio de ninfa de primeiro instar (N1) ndo variou seu tempo de duragéo, ndo permitindo realizar andlise
de correlagéo.
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O numero total de ovos apresentou correlagéo proxima a -80% em relagao
a duracdo do estadio de ninfa de quinto instar (N5), aos periodos de nin-
fa de terceiro ao quinto instar (N3-N5) e de quarto ao quinto instar (N4-N5)
(Tabela 1). O quinto instar é a ultima ecdise do inseto, e corresponde a uma
fase de grandes modificagdes em que o inseto se prepara para passar para
a fase adulta. Em insetos holometabolos, essas modificagdes ocorrem na
fase de pupa, no entanto, em insetos hemimetabolos, como é o caso dos
percevejos, isso ocorre no quinto instar e no inicio da fase adulta (Rafael et
al., 2012). Assim, a adequacgao dos tratamentos para o desenvolvimento e
reproducao dos percevejos reflete de forma representativa na duragédo deste
instar. Azambuja et al. (2015) afirma que apesar do prolongamento do estadio
ninfal adultos de Edessa meditabunda conseguiram se reproduzir. Para Silva
et al. (2008) verificou que a densidade dos insetos influencia na duracéo e
viabilidade ninfal, bem como a fecundidade e reprodugao dos adultos.

O numero total de ovos apresentou correlagéo préoxima a 86% em relagédo a
viabilidade do estadio de ninfa para os periodos de segundo ao quinto instar
(N2-N5) e terceiro ao quinto instar (N3-N5) (Tabela 2). Considerando os resul-
tados de correlagao do total de ovos com a duracgéo e viabilidade de ninfas o
periodo N3-N5 é o que se destaca com os melhores valores de correlagoes,
sendo o periodo mais promissor para ser usado com indicador da fecundida-
de de fémeas. Considerando cada instar de forma isolada o que se destaca
com melhores valores de correlagdo do total de ovos com a duragao e a via-
bilidade e o N5. Segundo Ralph (1976) e Panizzi e Parra (2009), neste instar,
o inseto deve utilizar alimentos de alta qualidade nutricional, a fim de dar ori-
gem a um adulto com potencial reprodutivo maximo. Segundo Panizzi (2000),
qualidades quimicas e fisicas dos alimentos demonstram respostas diferen-
tes nos insetos, e podem causar aumento no tempo de desenvolvimento bio-
I6gico dos insetos imaturos ou aumentar a mortalidade. A reproducao é outro
processo bioldgico que esta relacionado a qualidade nutricional do alimento,
visto que uma elevada qualidade nutricional aumenta a produgéo de ovos e
melhora a nutrigdo da progénie, entretanto fémeas quando nao supridas nu-
tricionalmente podem reabsorver ovos e embrides e utilizar os nutrientes para
aumentar sua longevidade (Awmack; Leather, 2002; Panizzi; Silva, 2009).
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Tabela 2. Correlagado da viabilidade de estadios ninfais com o total de ovos produzidos
na fase adulta de Euschistus heros.

Estadios Bibliografias consultadas
N2 67,62 67,29 -41,22 31,23
N3 92,92 76,45 66,92 78,76
N4 20,34 64,46 97,41 60,74
N5 71,56 77,18 92,28 80,34
N2-N5 88,57 78,15 90,86 85,86
N3-N5 81,65 82,27 93,06 85,66
N4-N5 61,41 76,95 97,68 78,68
N2-N3 81,91 72,21 8,48 54,20
N2-N4 81,60 74,34 65,22 73,72
N3-N4 65,85 77,20 94,04 79,03
n. pares 5 24 4

A analise da distribuicdo dos dados em graficos de box-plot indica que as
correlagdes do total de ovos com a duragao de N3-N5 e N4-N5 e N5, séo as
que combinam melhores valores de correlagdo, com menor variabilidade das
respostas entre os trabalhos cientificos consultados (Figura 1). E quanto a
viabilidade os periodos ninfais de N2-N5 e N3-N5 sdo os que se destacam
pelos melhores valores de correlagdo com o total de ovos associada a me-
nor variabilidade das respostas (Figura 2). A menor variabilidade é indicada
pelo menor tamanho dos boxes nas figuras. A menor variabilidade dos dados
indica, maior confiabilidade da resposta, sendo altamente desejavel para se
emitir recomendagdes para protocolos futuros que visem adotar uma meto-
dologia simplificada para selegao de dietas ou outros tratamentos que afetem
a produgédo de ovos do percevejo.

Uma analise global indica que € possivel indicar os tratamentos que pro-
porcionam melhor oviposicao analisando apenas parametros biolégicos da
fase imatura, como duragéo e viabilidade. O periodo ninfal N3-N5 foi o que
apresentou melhor correlagdo com a oviposicao tanto quando analisada sua
duragédo com viabilidade, além de apresentar menor variabilidade dos dados.
Destaca-se que, ao adotar esse procedimento, os insetos devem ser expos-
tos aos diferentes tratamentos desde N2, pelo menos, que é quando iniciam
a sua alimentagao, permanecendo até o final de N5. Esse procedimento dis-
pensa a necessidade de avaliagao diaria, demanda apenas o registro exato
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do inicio de N3 e do fim de N5. Outra vantagem é que, com os devidos ajus-
tes metodolégicos, possibilita que os insetos sejam mantidos em grupo, sem
a necessidade de individualizacao, isso possibilita aproximar a metodologia
experimental da realidade de uma criagao massal.

Distribuicio dos valores de correlacdo de Pearson (n:5)

NEa]
CST I N I —
N4=-N5 ~ e

N3-N5 - -+

i [
I
(VR [V — F E——— i
el = -
I T T T T T T 1
=100 =80 =80 =T0 =60 =50 =40 =30

Comelacdo do total de ovos/fémea com a duracdo (dias) de estadios ninfais

Figura 1. Grafico box-plot com a distribuicdo dos valores de correlagao do total de
ovos/fémea com diferentes estadios e periodos ninfais de E. heros. O tamanho do
box indica a variabilidade dos dados, a linha central indica a mediana e a cruz indica
a média, os circulos indicam valores outlier.

Distribuicio dos valores de correlagio de Pearson (n:3)
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Figura 2: Grafico box-plot com a distribuigdo dos valores de correlagao do total de
ovos/fémea com diferentes estadios e periodos ninfais de E. heros. O tamanho do
box indica a variabilidade dos dados, a linha central indica a mediana e a cruz indica
a média.
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Conclusao

A duracao e a viabilidade do periodo ninfal de N3-N5 representam satisfa-
toriamente a oviposi¢cao do percevejo E. heros. Estes parametros biologicos
podem ser usados em protocolos rapidos para indicar os melhores tratamen-
tos em experimentos que visem aperfeigoar a técnica de criagao de E. heros
para produg¢ao de ovos.
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Parametros para descarte de adultos
em criagao de Euschistus heros

visando a producao de ovos
FERREIRA, N."; MACIEL, R. M. A3, CARRILHO, E. M.3; UEDA, T. E.#; ROGGIA, S.5

"UniFil, Bolsista Fundagao Eliseu Alves, Londrina, PR, nathaliaferreiraagro@hotmail.com; 2UFPR, Doutoran-
do, Curitiba, PR; 2 UENP, Estagio obrigatério, Bandeirantes, PR; 4 IAPAR, Pés-Doutoranda, Londrina, PR; °
Pesquisador, Embrapa Soja, Londrina, PR.

Introducgao

A soja Glycine max (L.) Merrill € uma cultura de grande relevancia para a
economia do Brasil. Essa cultura tem seu rendimento e qualidade afetados
pelo ataque de pragas, principalmente por percevejos fitdfagos da ordem
Hemiptera. Dentre estes destaca-se o percevejo marrom Euschistus heros
Fabricius, 1798 (Hemiptera: Pentatomidae) pelo seu potencial de dano e difi-
culdade de controle (Panizzi et al., 2012).

Este percevejo possui a soja como principal planta hospedeira e é encontrado
na lavoura nos periodos de novembro a abril (Panizzi et al., 2012). No demais
meses 0 percevejo marrom permanece em hibernagdo (Mourdo; Panizzi,
2000), habitualmente fora da lavoura. Durante esse periodo os insetos nao
se reproduzem, devido a isso e a incidéncia de doengas e parasitoides sobre
as populagdes de campo, estabelecer uma criagdo em laboratério desses
insetos é importante para o fornecimento de insetos para experimentos, com
qualidade, sadios e padronizados ao longo de todo ano.

Mais recentemente a criacdo de percevejos em laboratério tem ganhado im-
portancia para a produg¢ao de ovos a serem utilizados para producao de para-
sitoides de ovos. Com a publicacéo da especificagdo de referéncia do parasi-
toide Telenomus podisi (Ashmead, 1893) (Hymenoptera: Platygastridae), em
2019, muitas empresas de controle biolégico se interessaram pela criagdo do
percevejo para fins de producédo do parasitoide, para ser usado no controle
biolégico de percevejos em campo. Nesse caso é demandada criagdo massal
focada em produgéo de grande quantidade de ovos. A criagdo de percevejos
em laboratério segue diversos critérios técnicos, baseados em seus parame-
tros bioldgicos e em resultados de diversos estudos cientificos. Porém em
uma criagdo massal também precisam ser levados em conta critérios econé-
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micos. Segundo Hayashida et al. (2018) a mao de obra demandada é um dos
principais parametros de custo da criacdo de percevejos. Outro aspecto a ser
considerado é que até o inicio da produgéo de ovos uma criagao gera apenas
despesas. Com o aumento gradativo da produgédo de ovos a receita obtida
tende a gerar saldo positivo, porém no final do ciclo dos insetos a producéo
de ovos reduz ao ponto de que os gastos com alimento e mao de obra para
manutengao nao sdo compensados pela reduzida produgao. Nesse contexto
o presente trabalho foi elaborado com objetivo de estudar pardmetros orien-
tadores para o descarte de adultos em uma criagdo de E. heros destinada a
producao de ovos.

Material e Métodos

Criagao estoque

A criagdo de percevejos mantida no laboratério de percevejos da Embrapa
Soja, é uma criagdo massal estabelecida e utilizada como fonte de insumos
para experimentos e para criacdo de parasitoides. Uma vez por ano ocorre a
coleta de insetos a campo, para manter a variabilidade genética da popula-
¢ao de E. heros.

No més de dezembro de 2019 foram coletados percevejos em plantas de soja
na Embrapa Soja. Os insetos foram triados a fim de separar percevejos aco-
metidos de patégenos ou parasitoides em laboratério e acondicionados em
gaiolas com aproximadamente 100 insetos, mantidos em camara climatizada
(25°+ 2° C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 14L:10E horas). As gaiolas pos-
suem aberturas lateral e superior fechada com tela de inox com abertura de 1
mm. O fundo das gaiolas é forrado com papel filtro para absorver a umidade
excessiva e fezes dos insetos. Cada gaiola recebe, como alimento para os
insetos, uma dieta composta por: quatro vagens de feijao Phaseolus vulgaris
(L.), dois amendoins crus Arachis hypogaea e 10 graos de soja Glycine max
(L.) Merrill. A periodicidade de manutengéo da criagéo para coleta dos ovos,
troca de alimento e limpeza das gaiolas de criagéo é realizada trés vezes por
semana, nas segundas, quartas e sextas-feiras. O substrato de oviposi¢cao
utilizado é um tecido de algodao com 7 x 25cm aproximadamente, sendo este
substrato colocado no lado oposto a abertura vedada com tela de inox.
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Ovos coletados sdo armazenados no nitrogénio liquido para serem utilizados
na criacado de parasitoides. Semanalmente, 0,17 gramas dos ovos colhidos
séo incubados em caixas de poliestireno cristal, tipo gerbox, para estabelecer
um novo lote de criagdo. Quando a producéo de ovos por caixa de adultos
reduz, é realizado o descarte das caixas.

Estudo biolégico e custos da criagdo

A partir da criagao estoque foram obtidos 50 casais de percevejos, com cinco
dias da emergéncia para a fase adulta. Estes foram mantidos em caixas de
poliestireno cristal, tipo gerbox de (11x11x3,5 cm), em grupo de cinco casais
por caixa. Cada caixa continha um papel filtro forrando internamente seu fun-
do, e na tampa possuiam uma abertura de 1mm para possibilitar a ventilagao.
Em cada gerbox foi disponibilizado como alimento: duas vagens de feijao
Phaseolus vulgaris (L.), dois amendoins crus Arachis hypogaea e 10 graos
de soja Glycine max (L.) Merrill. Em cada gerbox foi disponibilizado um tecido
de algodéo, de cor branca, de dimensdes 7 x 25 cm, como substrato para ovi-
posig¢ao. O estudo foi conduzido em camara climatizada (25°+2° C, 70 £ 10%
UR e fotoperiodo de 14L:10E horas). Trés vezes por semana foi realizada a
coleta e a quantificagdo dos ovos produzidos, a troca do alimento e limpeza
da caixa, ao longo da fase adulta dos insetos.

A partir de dados biolégicos e de custos da criagao do estudo de Hayashida et
al. (2018) e dos dados bioldgicos observados no presente estudo, foi estima-
do o custo de condugao de uma criagédo comercial do percevejo. Foi calcula-
do o gasto diario e diario acumulado com alimento e m&o de obra ao longo de
todo o ciclo da criagdo. Em paralelo, a partir da produgéo de ovos observada,
dos 50 casais em estudo, foi calculada a receita derivada da producao de
ovo, considerando o prego de mercado de R$ 20,00 por grama de ovo e uma
quantidade média de 2.000 ovos por grama. Por fim foi calculado o saldo,
obtido pela diferenga entre gastos e receita. O momento para o descarte das
caixas, no final do ciclo, foi definido como sendo aquele de maximo saldo.

Adicionalmente foi calculada a correlagdes do total de ovos produzidos com
a oviposicao acumulada até diferentes datas da fase inicial de oviposicéo dos
percevejos. A partir da indicagdo do periodo com correlagao satisfatoria as 10
repeticdes foram ranqueadas e foram simuladas diferentes taxas de descar-
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te inicial de adultos, desprezando-se as repeticdes menos produtivas. Para
cada simulagao foram calculados os gastos com a manuten¢do da criagéo,
receita potencial pela comercializagdo dos ovos, momento para o descarte
final, e producao de ovos.

Resultados e Discussao

A oviposicéo iniciou aos 43 dias de ciclo dos percevejos, 10 dias apds a
emergéncia dos adultos (Figura 1). O pico da produgéo de ovos ocorreu aos
55 dias de ciclo dos percevejos, com 762 ovos, acumulados de 3 dias de
oviposicao, o que equivale a 254 ovos/dia/50 casais. Nas semanas seguintes
houve decréscimo gradual da producdo de ovos devido a habitual redugao
da oviposigao com o envelhecimento dos insetos e devido a inicio da mortali-
dade de fémeas. O saldo acumulou valores negativos até os 57 dias de ciclo
dos percevejos, dois dias apds o pico da produgcao de ovos. A partir desse
momento a receita associada a potencial venda dos ovos passou a compen-
sar os gastos acumulados até essa data com a criagéo. O saldo foi crescente
em uma distribuicdo parabdlica até o pico de US$ 3,90 aos 76 dias de ciclo
dos percevejos, 21 dias apds o pico de produgéo de ovos e 43 dias apos a
emergéncia dos adultos. Em seguida o saldo voltou a decrescer, indicando
que a produgao de ovos ja nao compensa os gastos com alimento e méao de
obra para sua manutencao. Nesse momento ¢ indicado o descarte da criagao
visando a melhor rentabilidade econémica.

A tomada de decisao para descarte de insetos velhos € um questionamento
frequente, principalmente para biofabricas. Manter insetos que nao produzem
ovos acaba gerando gastos desnecessarios. O momento para o descarte
pode ser variavel entre uma criagdo e outra. Em ordem de relevancia os
principais fatores que determinam esse calculo sao: o custo da mao de obra
para manutengao, o valor de mercado dos ovos, a produtividade de ovos/fé-
mea e o gasto com alimento. Também Hayashida et al. (2018) e Lopes et al.
(2018) observaram que a mao de obra é o principal componente de custo de
uma biofabrica. E importante destacar, sobre o presente estudo, que diversos
outros custos estao associados a uma criagdo massal, armazenamento e co-
mercializagdo dos ovos. Como esses custos variam de acordo com a escala
de cada biofabrica e estratégia de vendas, esse estudo se limitou a estimar
parametros de custos e receita ligados unicamente a parametros da criagao.
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Figura 1. Oviposicéo de 50 casais de Euschistus heros e balango entre gastos com a
manutencéo da criacdo e receita relativa a venda dos ovos produzido. Estudo condu-
zido a 25°+ 2° C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 14L:10E horas.
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A Figura 2 apresenta as correlagdes do total de ovos observados por caixa
com o total de ovos acumulados em diferentes datas ao longo do periodo de
oviposicdo. Quanto maior o periodo de contabilizagdo de ovos acumulados
melhor a correlagdo com o total de ovos. No entanto, os ovos acumulados na
primeira semana de oviposi¢ao, até 48 dias do ciclo do percevejo, apresen-
taram correlagéo satisfatoria (87,31%) em relagéo ao total de ovos. Assim,
com base no desempenho da produgao de ovos da primeira semana de ovi-
posicdo € possivel discriminar quais caixas serdo mais produtivas ao longo
do ciclo todo. A partir dessa indicagdo foram simuladas diferentes taxas de
descarte inicial, aplicada ao final da primeira semana de oviposi¢ao. Os resul-
tados dessa simulagéo sao apresentados na Tabela 1.

Para o caso em estudo a melhor taxa de descarte inicial foi de 50%, pois foi
a que proporcionou maior saldo final. Nesse caso a data de descarte final foi
estendida para 83 dia do ciclo do percevejo, uma semana a mais do que na
auséncia de descarte inicial. O descarte das 50% caixas menos produtivas
na primeira semana de oviposi¢do implicou na perda aparente de 30,44% dos
ovos (contabilizados na primeira semana de oviposigéo), mas considerando a
oviposigao observada no ciclo todo a perda de ovos foi menor (22,73%). Essa
perda de ovos associada ao descarte inicial foi compensada pela economia
de mao de obra e alimento devido a redugao do nimero de caixas de adultos
a partir da segunda semana de oviposi¢ao. A partir da taxa de descarte de
60% a perda do potencial de produgéo de ovos nao foi compensatoria geran-
do menor saldo final em relagdo ao descarte de 50%.
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Figura 2. Distribuicdo das correlagdes do total de ovos produzidos com a oviposi¢ao

cumulada até diferentes datas do ciclo do percevejo Euschistus heros. Estudo condu-

zido a 25°+ 2° C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 14L:10E horas.

Tabela 1. Simulagdo de descarte inicial de caixas de adultos de Euschistus heros
menos produtivas apés uma semana de oviposicao e o reflexo sobre o saldo financei-
ro da criagéo, data indicada para descarte final do lote e produgédo de ovos. Estudo
conduzido a 25°+ 2°C, 70 + 10% UR e fotoperiodo de 14L:10E horas.

Simulagao de descarte inicial D(:is:;:'te Valores acumulados até a data de descarte final

Percentual de
ovos das caixas Custos (US$) '

Taxa? de descartadas (%) Saldo Receita (US$)
com a venda

descarte Ciclo (US$) Mio dos ovos

Até 48 dias® 4 de Total
todo
obra
76

0% 0,00 0,00 3,80 0,30 14,21 14,62 6372 18,42
10 % 3,61 0,90 76 3,93 0,29 1412 1441 6347 18,34
20 % 7,41 3,36 76 4,52 0,28 13,64 13,82 6347 18,34
30 % 12,78 11,44 83 5,17 0,29 13,97 14,26 6725 19,44
40 % 19,32 13,11 83 5,91 0,27 13,26 13,563 6725 19,44
50 % 30,44 22,73 83 6,64 0,26 12,54 12,79 6725 19,44
60 % 42,15 31,76 83 2,40 0,25 12,01 12,25 5070 14,65
70 % 55,41 43,02 83 1,35 0,23 11,24 11,47 4437 12,82

' Se refere ao descarte de todo o lote, ao final do ciclo de produgéo de acordo com o critério de maximo sal-
do, a data se refere aos dias do ciclo do percevejo. 2 Simulagéo de diferentes taxas de descarte das caixas
de insetos menos produtivas, com base na producdo de ovos acumulados da primeira semana de oviposi-
¢ao, aos 48 dias de ciclo do percevejo (Figura 1). 3 Corresponde os ovos produzidos na primeira semana
de oviposigéo, até 48 dias do ciclo dos percevejos, parametro que usado como critério para o descarte das
caixas menos produtivas. 4+ Corresponde a total de ovos observados nas caixas a serem descartadas.
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Conclusao

O saldo resultante da diferenga entre custos de manutencao da criacéo e
receita obtida com a venda de ovos deve ser o principal critério para definir o
momento adequando para o descarte de um lote de percevejos. No presente
estudo indica-se descartar os adultos aos 76 dias de ciclo dos percevejos.
Adicionalmente, o saldo final da criacdo pode ser melhorado pelo descar-
te das caixas menos produtivas ao final da primeira semana de oviposi¢ao,
indicadas pela quantidade de ovos produzidos por caida caixa até esse mo-
mento, esse descarte pode ser de até 50% das caixas ou das caixas que
representam até 22,73% da produgéo de ovos.
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Introducgao

A selecdo assistida por marcadores moleculares associados a resisténcia
a doencas e herbicidas tem auxiliado programas de melhoramento de soja
(Glycine max L.) na avaliagdo dos materiais com base em marcas genotipi-
cas. Tais marcadores permitem a identificacdo de variagdes existentes entre
géneros, espécies e individuos, detectando alteragbes muito especificas nos
segmentos de DNA. No inicio dos anos 1980, o uso de marcadores molecu-
lares passou a integrar rotineiramente a andlise do DNA das mais diversas
espécies. Desde entéo, eles vém sendo aperfeicoados e evoluindo juntamen-
te com os avangos nas técnicas biotecnoldgicas (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Areacgao em cadeia da polimerase multiplex (mMPCR) é uma variante da PCR
na qual duas ou mais sequéncias alvo pode ser amplificadas, incluindo mais
de um par de primers na mesma reacgao. Descrita pela primeira vez em 1988
(Chamberlain,1988) a mPCR tem o potencial de produzir economias consi-
deraveis de custo, tempo e trabalho em laboratério. A otimizacdo da mPCR
pode representar varias dificuldades, incluindo baixa sensibilidade e espe-
cificidade e/ou amplificagao preferencial de certos alvos especificos, porém
esta se tornando um teste de triagem rapido e conveniente em laboratérios
de pesquisa. O desenvolvimento de uma mPCR eficiente geralmente requer
planejamento estratégico e varias tentativas para otimizar as condi¢bes da
reagdo (Turchetto-Zolet et al., 2017). AmPCR traz vantagens para a selegao
assistida por marcadores moleculares como maior rapidez na obtengdo do
resultado, assim como maior economia de reagentes, quando comparada a
realizacdo de uma PCR singleplex.
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Em trabalhos de pesquisa realizados na Embrapa e outras instituigdes, 29
marcadores foram selecionados para deteccao destes genes de resisténcia.
Estes marcadores foram testados inicialmente em trés gendtipos de soja,
para posteriormente serem testados em um painel maior. Neste trabalho, to-
dos esses marcadores foram incorporados em um ensaio de PCR multiplex.
Desta forma, o presente trabalho visa a padronizacao da amplificacdo em
multiplex para os diferentes amplicons selecionados e desenvolvimento de
index para ampliar o numero de amostras capazes de serem sequenciadas
via metodologia Next Generation Sequencing (NGS).

Material e Métodos

As sementes de soja que foram utilizadas neste trabalho foram obtidas
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja e do acervo do
Laboratorio de Genética Molecular e Selegao Assistida (LGMSA) da Embrapa
Soja, Londrina-PR. Tais sementes foram semeadas e as plantas resultantes,
cultivadas em casa de vegetagdo. Amostras foliares foram coletadas apoés
a expansao completa do primeiro trifélio, e foram submetidas a extracao de
DNA pelo método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987), observadas quan-
to a integridade e quantificadas usando gel de agarose-Synergel 3% e Qubit®
2.0 Fluorometer - Thermo Fisher Scientific.

Com o auxilio dos programas Primers Express (Applied Biosystems) e
Primer3Plus (Untergasser), foram desenhados primers para amplificagao
dos fragmentos de interesse, com base nos SNPs previamente identificados
e mapeados (LGMSA). Tais primers foram desenhados de modo a conter
adaptadores acoplados (lllumina). Foi também utilizada a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) do Phytozome (http://www.phytozome.
net/) para auxilio na verificagdo da sua especificidade. A qualidade, concen-
tracao de GC%, TMelting, comprimento, formagéao de dimeros e hairpins fo-
ram verificados utilizando o software Oligo Calculator, validando-os para uso
in vitro. O software Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific) foi utili-
zado para analisar e comparar varias sequéncias de primers simultaneamen-
te, relatando possiveis dimeros primarios (homodimero e/ou heterodimero),
formado por interagdes entre os primers sense e antisense, afim de combinar
0 maior numero de primers na mesma PCR multiplex sem interagbes prejudi-
ciais para o resultado e performance dos mesmos.
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Primeiramente uma PCR singleplex foi conduzida com cada um dos pares de
primers, para verificar sua performance individual. As condi¢ées de PCR sao
descritas na Tabela 1. Os produtos de DNA amplificado (amplicons) foram
posteriormente analisados por eletroforese em agarose-Synergel 3%.

Para o planejamento da reagdo em PCR multiplex, foram feitos levantamen-
tos de reagdes multiplex da literatura, para que fossem utilizadas como testes
e serem otimizados conforme a necessidade. Como encontrou-se poucas pu-
blicagdes reportando otimizagdes de reagbes multiplex que nao utilizassem
Kits comerciais, entdo as trés reagcdes modelos foram retiradas de trabalhos
que tinham como base gerar numero maior de amplicons, ainda que usando
apenas um par de primers. Foram usadas como modelos iniciais as reagdes
descritas pra RAPD por Silveira et al. (2003), BOX AIR por Neiverth (2012) e
ITS por Costamilan et al. (2008), reacéo utilizada internamente. Os testes de
otimizacéo, a partir dos protocolos escolhidos para teste, incluiram diferentes
concentragdes de primers, DNA, reagentes da PCR (Tabela 1), bem como
diferentes temperaturas de anelamento, intervalo de tempo em cada etapa
de um ciclo de amplificagéo e numero de ciclos (Tabela 2).

Tabela 1. Descricdo dos protocolos de reagdo em singleplex e multiplex testados,
onde sao apresentados os reagentes e sua concentracgao final em cada reacéo.

Silveira et . Costamilan et al.
Protocolo | 41 (2013) | Neiverth(2012) (2008)

interno

dNTPs (mM) 0,2 0,2 0,3 0,1
MgCI2 (mM) 1,25 2 3 2,5
Tampao (X) 1 1 1 1

Primers (uM) 0,5 0,4 2 0,2
DNA (ng) 30 20 50 10
Taq High Fidelity (U) 0,2 0,9 0,7 0,4

Agua g.s.p. 50u q.s.p. 15uL g.s.p. 25uL g.s.p. 50uL
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Tabela 2. Ciclagem recomendada em cada um dos protocolos testados.

94°C  5min 95°C 7 min 1x 94°C 3 min 95°C 5 min
94°C  1min 94°C 1 min 94°C 1 min 94°C 1 min
35X 60°C 1min 30X 60°C 1min 48X 55°C 1min 35X 60°C 1 min
72°C  1min 65°C 1 min 72°C 2 min 72°C 1 min
1Ix 72°C 7min 11X 65°C 16min 1X 72°C 7min 1X 72°C 7 min
10°C = 10°C © 10°C o0 10°C o0

Inicialmente foram definidos conjuntos alternativos, por isso foi decidido que
os primers seriam divididos em 3 grupos de ensaios multiplex menores, rea-
lizados em paralelo ao ensaio multiplex completo, com todos os 29 primers.
A diviséo dos trés primeiros conjuntos ocorreu de forma que fosse facilmente
detectadas as bandas de interesse no gel. Para isso, as bandas deveriam ter
tamanhos diferentes. Os primers foram inseridos em um unico tubo, conforme
cada conjunto, para verificar sua compatibilidade em uma PCR multiplex.

Todas as amostras foram observadas em gel de agarose-Synergel 3%; as
amostras (02, 04, 06, 08, 10, 12, 14, 16, 18 e 20) foram escolhidas para re-
presentar as reagbes, com produtos gerados pelos grupos de primers foram
analisadas por eletroforese em microchip, no equipamento Bioanalyzer 2100
(Agilent), o qual foi utilizado para a comparacao das bandas e detecg¢éo dos
picos.

Resultados e Discussao

Os primers foram desenhados com tamanho médio de 25pb, com uma tem-
peratura de melting entre 60°C e 65°C e concentragdo de GC acima de 40%.
O numero de bases complementares na analise de dimeros e hairpins entre
os membros de uma mesmo par manteve-se abaixo de 5 bases. Os testes
e validagédo dos 29 primers em singleplex, foram baseados na analise dos
amplicons por eletroforese em agarose-Synergel 3% com todas as amostras,
onde foi possivel detectar as bandas esperadas para todos os alvos (Figura

1),
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Figura 1. Produtos de amplificagéo da Pl 543857 (Williams 82), Lee, BRS537 e bran-
co, para os 29 primers testados. foram testados individualmente em reagao singleplex,
com protocolo de reagéo interna. Os fragmentos foram separados por eletroforese em
agarose-Synergel a 3% para a visualizagdo do DNA corado com brometo de etidio. Da
esquerda para a direita de cada gel: Ladder de 1Kb (Invitrogen).

Na analise em multiplex, foi possivel observar que a Reacao A (Silveira et al.,
2003) apresentou o0 maior numero de bandas, as quais eram do tamanho es-
perado (100 a 400pb), em segundo lugar a reagdo B e em terceiro a reagao
C, cujos produtos, se presentes, ndo puderam ser detectados no gel de aga-
rose-Synergel 3%. Correlacionamos esse resultado com o fato de a reagao A
ter o maior numero de ciclos de amplificagdo, maior quantidade proporcional
de enzima e menor quantidade de DNA molde. Fatores como numero de
ciclos e temperatura devem ser bem ajustados pois segundo Henegariu et
al. (1997) quando muitos alvos s&o amplificados simultaneamente, os locais
amplificados com mais eficiéncia influenciardo negativamente no rendimento
do produto dos alvos menos eficientes. Isso se deve ao fato de a PCR ter um
suprimento limitado de enzimas e nucleotideos e todos esses alvos compe-
tirem pelo mesmo conjunto de reagentes. Além disso, excesso de DNA pode
ser negativo para as amplificacdes, pois pode levar ao consumo elevado dos
componentes de reagcédo nos primeiros ciclos de amplificagdo, levando a es-
cassez dos mesmos nos ciclos mais avancados. As Reacdes B (Neiverth,
2012) e C (Costamilan et al., 2008) apresentavam numero de ciclos de am-
plificacdo consideravelmente menor, além da quantidade menor de enzima e
quantidade maior de DNA.

Ao comparar grupos com diferentes numeros de primers em amplificagoes de
mPCR, os grupos com menor nimero de alvos na mesma reagao (9 e 10 pri-
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mers) produziram melhores resultados em relagdo a multiplexagao dos 29 pri-
mers. Dificuldades em individualizar os 29 alvos em uma range de 300pb no
multiplex completo ja eram esperadas, bem como a proépria incapacidade de
amplificagdo de alguns deles em multiplex devida a formacao de pequenos
dimeros de primers e eventuais amplificacées inespecificas. As bandas espe-
radas na faixa entre 100-400pb, estavam presentes na Reagéo A; Reacao B
e C nao apresentaram todos os produtos/bandas esperados.

1 Kb Plus
9 primers

22 |29 primers
23 |29 primers

24 |branco

18 |10 primers
19 |10 primers
20 |10 primers
21 |10 primers

26 |1 Kb Plus

13 |10 primers
14 |10 primers

2 |9 primers
3 |10 primers
4 |10 primers
5 |10 primers
6 |10 primers
7 |29 primers
8 |29 primers
9 |9 primers
10 |9 primers
11 |10 primers
12 |10 primers
15 | branco
16 |9 primers
17 |9 primers
25 |branco

1

REACAO A | REACAO B | REACAO C |

Figura 2. Produtos de amplificagdo da Pl 543857, 4 grupos de primers (multiplex) em
duplicata por reagao testada. Os fragmentos foram separados por eletroforese em
agarose-Synergel a 3% para a visualizagdo do DNA corado com brometo de etidio.
Da esquerda para a direita: Ladder de 1Kb (Invitrogen); Pistas 1 a 8: Reagao A (Sil-
veira et al., 2003): pistas1-2: grupo 01 (09 primers); pistas 3-4: grupo 02 (10 primers);
pistas 5-6: : grupo 03 (10 primers); pistas 7-8: : grupo 04 (29 primers). Pistas 9 a 14:
Reagdo B (Neiverth, 2012) pistas 9-10 grupo 01 (09 primers); pistas 11-12: grupo 02
(10 primers); pistas 13-14: grupo 03 (10 primers). Pistas 15: Branco. Pistas 16 a 23:
Reagédo C (Costamilan et al., 2008): Pistas 16-17: grupo 01 (09 primers); pistas 18-19:
grupo 02 (10 primers); pistas 20-21: grupo 03 (10 primers); e pistas 22-23: grupo 04
(29 primers).

De acordo com Elnifro et al. (2000), aumentos da concentragao de reagentes
como dNTPs, tampéao e enzima podem contribuir para 0 aumento da probabi-
lidade de anelamentos inespecificos dos primers com posterior produgao de
produtos de amplificagdo indesejaveis, que futuramente sdo eliminados nas
etapas de clean up.

Para as analises no bioanalyzer doze amostras de produto de multiplex e sin-
gleplex, sendo dez amostras selecionadas com o intuito de representar todas
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as reagoes testes e grupos de primers, ja que as mesmas se encontravam em
duplicata no gel (Fig.2) e duas amostras singleplex com alvos anteriormente
validados (Sample 11= 150pb e Sample 12= 360pb). A Reagéo A (Silveira
et al., 2003, Figura 3, Samples de 1-4), corroborando com os resultados do
Synergel 3% (Figura 3), apresentou gréficos tipicos de uma amostra com boa
integridade e picos esperados, uma vez que a maior parte dos fragmentos se
encontravam dentro da faixa de tamanho esperada (100 a 400pb). A Reacao
B (Neiverth, 2012, Fig.3, Samples 5-7) apresentou picos que ndo correspon-
diam aos amplicons esperados. A Reacao C (Costamilan et al., 2008, Figura
3, Samples de 8-10), também corroborando com os resultados do Synergel
3% (Fig.2), ndo foi capaz de amplificar os produtos esperados (Figura 3).

Estudos anteriores relataram o uso do bioanalyzer para dimensionar os frag-
mentos de DNA com o intuito de auxiliar na otimizagcédo da preciséo e repro-
dutibilidade dos produtos de multiplex. Nachamkin et al. (2001) analisando o
gene flagelina de Campylobacter jejuni, encontrou problemas na resolugao de
fragmentos que diferiam em 8 a 20 pb ao utilizar o Bioanalyzer, em compara-
¢ao com gel de agarose. Em contraste, Lu et al. (2002) estudaram mutagdes
no DNA mitocondrial humano e descobriram que o Bioanalyzer apresentava
melhor reprodutibilidade do que o método convencional de gel de agarose.
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Figura 3. Eletroferograma das amostras de DNA, Multiplex (samples 1 — 10) e sin-
gleplex (samples 11 e 12). Os picos demonstram a fluorescéncia do marcador e os
produtos dos primers. Samples de 1 —4 correspondem as amostras escolhidas da Re-
acao A. Samples 5 — 7 correspondem as amostras escolhidas da Reagédo B. Samples
de 8 — 10, correspondem a Reagédo C. Samples 11 e 12 foram utilizadas como padrao
de confiabilidade, ja que se esperava amplificacdo dos primers em PCR singleplex
na faixa de 150 e 400pb, respectivamente. FU indica a fluorescéncia por segundos.
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No presente estudo, demonstramos que o bioanalyzer foi uma ferramenta
util para obter a faixa de tamanho esperado para nossos alvos, na Reagéao
A, comprovando os resultados do Synergel 3% (Fig.1) apresentou graficos
tipo de uma amostra com boa integridade e picos esperados, uma vez que
dependendo do grupo de primers, a variagdo de um alvo para o outro nao
passa de 5 pb. No entanto, na impossibilidade de usar este método, que exi-
ge alto investimento e custo elevado de consumiveis, 0 gel de agarose pode
ser utilizado, ja que os resultados de um corroboram os resultados do outro.

Conclusao

Em conclusao, o ensaio mPCR desenvolvido provou ser um método sensivel
e confiavel para a detecgao simultanea de diferentes alvos de interesse para
o programa de melhoramento genético, associados a resisténcia a doencgas
e herbicidas. Os iniciadores especificos para mPCR foram projetados e se-
lecionados adequadamente com base na obteng¢ao de produtos previstos do
tamanho calculado. O método de mPCR escolhido detectou com sucesso
os alvos simultaneamente usando uma Unica reagdo de PCR. A mPCR sera
util em conjunto com outras ferramentas biotecnoldgicas para obter materiais
com os alvos de resisténcia testados. A medida que os novos marcadores
forem desenvolvidos, eles podem ser testados e adicionados a esse método
e painel.
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Processo de criacao de identidade visual

para eventos da Embrapa Soja
SONCELA, B."; DALL'AGNOL, V. F.2

'Centro Universitario Filadélfia - Unifil, Londrina, PR, beatriz.soncela@colaborador.embrapa.br, 2Analista,
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Introducgao

O design é uma atividade criativa de fundamental importéncia no cotidiano
das empresas que buscam interagdo efetiva com seus diversos publicos.
A ldentidade visual € um conjunto de caracteristicas comuns, constantes e
exclusivas da empresa, que visa transmitir unidade e coeréncia (Embrapa,
2002). Em um evento empresarial, torna-se essencial criar esses padrdes vi-
suais soélidos por envolver areas de alto fluxo de informagées e mensagens. E
por meio desta identidade visual que o publico-alvo ira reconhecer determina-
da marca e criar relagdes de identificagao, informacéo e instrucdo. Conhecer
a historia, os valores, a missdo e a atuacdo de uma empresa sao elemen-
tos que compdem todo seu panorama e devem influenciar diretamente na
concepgao de uma identidade visual. Faz-se necessario questionar como o
design pode contribuir para a constru¢ao da identidade corporativa (Como...,
2018). E notério que cada empresa possui uma série de procedimentos, res-
tricbes e diferenciais. O padrao a ser estabelecido orientara quanto ao uso de
elementos de identidade visual em conjunto com a marca Embrapa. O design
apresentado para eventos nao € somente uma composi¢ao grafica, mas o
reflexo da imagem que a empresa quer levar para seus consumidores e para
todo o publico.

Lébach (2001) afirma que “todo processo de design & tanto um processo
criativo, como um processo de solugédo de problemas e incorpora caracteris-
ticas que possam satisfazer as necessidades humanas de forma duradoura,
podendo-se desenvolver de maneira extremamente complexa, dependendo
da magnitude do problema. Ha quatro fases distintas: analise do problema,
geracgao de alternativas, avaliagado das alternativas e realizagdo da solugao
do problema”.

Dessa forma, é possivel perceber que a metodologia é essencial para a cons-
trucéo de projetos. Cada designer, ao conhecer um produto ou servigo, deve
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analisar as variaveis envolvidas e aplica-las as etapas que se adaptam ao
seu projeto (Marques, 2009).

Servigos e/ou produtos devem ter uma boa gestdo de marca para garantir o
reconhecimento e a transmissao de seus valores ao publico de forma eficaz.
A marca é, de forma geral, a representagao grafica de um desenho, logotipo
ou imagem, a qual agregamos valor, através de experiéncias vivenciadas
ao longo do tempo. A identidade visual de eventos deve ser elaborada com
cautela e profundidade para que se torne uma aliada da empresa em comu-
nicar sua atuagao, seus produtos e servicos em concomitancia com questoes
inerentes a sua marca.

Avaliagao do logo da Reuniao de Pesquisa de Soja

Para este estudo, analisou-se o logo da Reunido de Pesquisa de Soja (RPS),
um dos mais relevantes e duradouros eventos realizados pela Embrapa
Soja. Sua periodicidade é anual (com exceg¢do dos anos em que ocorre o
Congresso Brasileiro de Soja - CBSoja) e reune um numero elevado de par-
ticipantes, provenientes de todo o territério nacional.

Em sua primeira edi¢ao, ainda na década de 70, ja se notou a necessidade
de criacdo de uma marca para identifica-la como evento Unico, porém nao ha-
via registro disso e, por vezes, a identificagdo assumia formatos diferentes. O
mapa do Brasil se equiparava a uma marca e era aplicado a algumas pecas
do evento (Figura 1).

(L3 nslmli_o DE PESQUISA DE SO0JA HEUNIEO DE PESGUlSﬂ
DA REGIAQ-CENTRAL )00 BRASIL XlV DE SOJA DA REGIAD
: CENTRAL DO BRASIL

{Eampo Grande, M5 - 17 6 %0 de ogosa de 1992)

4 1142

Figura 1. Marcas da Reu-
¥ B aaciisa de nido de Pesqmsa' de Soja
Soja da Regido utilizadas em diferentes

XXI REUNIAO DE PESQUISA DE SOJA  Central do Brasil edicdes, sem um padréo
DA REGIAO CENTRAL DO BRASIL visual definido.

XXIV Reunido
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Ao longo dos anos, ampliou-se sua atuagéao, objetivos e metas. A comunica-
¢ao do evento se aprimorou, contando com uma marca definitiva, mas ainda
ndo havia uniformidade em toda sua comunicacao visual. O mapa do Brasil
com uma soja ao centro foi usado em 12 edigbes, de 2003 a 2017, na inten-
¢ao de identificar o evento de forma mais efetiva (Figura 2).

- /
‘"“h K
XXVIl Reunido §= __—=
de Pesquisa de

Soja da Regidgo ™,

Caditral do Brasil Figura 2. Marca da Reunido de

/ Pesquisa de Soja utilizada nas
S edigdes de 2003 a 2017, com
destaque para o mapa do Brasil.

Solugoes para a melhoria do logo

O objeto que possui uma identidade visual fraca é pouco notado pela sua
aparéncia, ou entdo ela é tdo corriqueira, que ndo a memorizamos € nos
esquecemos com facilidade. Ja uma identidade visual forte leva nossa aten-
¢ao ao objeto e, principalmente, faz com que nos lembremos dele quando o
virmos de novo — ou seja, da maior pregnancia ao objeto (Pedn, 2003).

Nessa perspectiva, a antiga marca usada nao acompanhou o crescimento e
a modernizagéo naturais em eventos desse porte. Em 2010, aproveitou-se as
mudancas técnicas e de formatagcéo do evento, para também refinar a marca
e a identidade visual. Eliminou-se a sombra esfumacgada e os gradientes fica-
ram mais discretos na inten¢do de deixa-la mais proxima do novo formato do
evento (Figura 3). No entanto, somente a partir da edicdo de 2014, quando
0 evento passou a ser organizado inteiramente pela Embrapa Soja, inclusi-
ve tendo seu nome reduzido, foi pensado em todo o conjunto visual, com a
criacdo de uma identidade Unica para as diversas pegas de comunicagao
(publicacéo, folder, site, materiais de apoio e sinalizagdo).
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de Soja Figura 3. Proposta de logo da Reunigo
y de Pesquisa de Soja utilizada nas edi-
7 cdes de 2010 a 2014.

Em 2019, houve uma nova releitura e a marca da RPS sofreu mudangas mais
drasticas para melhor se adaptar as varias aplicagcbes em que é exposta.
Toda a identidade visual do evento foi redesenhada. A marca ganhou forma,
cores e aplicagdes mais simplificadas e objetivas, com a eliminagéo do mapa,
dos gradientes e dos algarismos romanos.

As etapas deste processo foram definidas de acordo com as necessidades
de projeto, conduzindo passo-a-passo as atividades em busca de um resulta-
do impactante. A identificacdo clara dos componentes envolvidos no evento,
tais como: conteudo, publico-alvo, objetivos, metodologias, atividades, ade-
quacao de linguagem, repertdrio interpretativo e comunicagéo visual (cores,
tipologia, formas etc.), sdo pontos cruciais que devem ser levados em consi-
deracao nessa etapa do desenvolvimento da nova Identidade Visual. Isto é,
deve-se procurar conhecer cada parte do todo, separadamente. Depois de
colher os dados, € preciso analisar e julgar o que se deve ou nao fazer, usar
ou aproveitar para estabelecer o passo seguinte, o da criagdo. Durante o
desenvolvimento do projeto agrega-se valores diferenciais e o desenho final
€, entdo, uma sintese de todos dados colhidos e analisados criteriosamente
(Figura 4).
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~ Reunido de
389 Pesquisa
de Soja Figura 4. Novo logo da Reuni&o de Pes-
quisa de Soja para a edigao de 2019.

Depois de aprovado, inicia-se a fase de desenvolvimento do manual de iden-
tidade visual, que € um documento técnico que relune recomendagoes, es-
pecificacbes e normas para a correta aplicagdo da nova marca, procurando
garantir que o que foi planejado e desenvolvido ndo sofra interferéncias in-
desejadas em suas propriedades visuais e que possam comprometer sua
legibilidade, reconhecimento e aceitacdo (Marques, 2009).

Este estudo teve o intuito de aprimorar o sistema de identidade visual para
a Reunido de Pesquisa de Soja, podendo ser piloto para outros eventos da
Unidade. Uma vez definida a marca, é ela quem deve guiar toda criagdo das
pecas referentes a comunicagédo do evento, facilitando a identificagéo e ge-
rando seu reconhecimento imediato. Uma marca bem definida, tragada com
critérios agregara valor e passara sentimentos de seguranca e confianca para
o cliente que a usa (Souza, 2016). Buscou-se estudar os conceitos e metodo-
logias que envolvem gestao de marca e gestado do design, além de ferramen-
tas que pudessem contribuir para solu¢des estratégicas, o que possibilitou
tracar um projeto estruturado para as futuras edi¢des, com ideias claras e
concretas para a aplicagao correta da marca em suas diversas plataformas.

Conclusao

Considerando que a comunicagéo consiste em um processo continuo, torna-
-se inevitavel a revisdo de suas praticas e ferramentas. No caso da comuni-
cagao visual, deve-se avaliar periodicamente a adequagédo da marca as mu-
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dangas que venham a surgir motivadas pela concorréncia, comportamentos,
posicionamentos ou mesmo eventuais falhas nao previstas anteriormente.
Cabe ao designer, em consonancia com a empresa, inseri-la constantemente
em novas perspectivas, de modo a nao a tornar obsoleta e a atender as ex-
pectativas visuais e sensoriais do publico a que se destina.
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da soja na safra 2018/2019 em propriedades

agricolas no norte e noroeste do Parana
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Introducgao

Monitorar a variagéo espacial e temporal das culturas para melhor aplicagao
das praticas agricolas e aproveitamento dos insumos, € uma das premissas
da agricultura de precisao, que busca com isso possibilitar o aumento da pro-
dutividade e reduzir os custos de produgao e os impactos ambientais (Jorge;
Inamasu, 2014). O monitoramento de areas agricolas pode ser realizado por
meio de veiculos aéreos néo tripulados (VANTS), popularmente conhecidos
como drones, e permite a obtengdo de imagens aéreas de grandes areas
com baixo custo, com maior frequéncia e com alta resolugédo (Franchini et
al., 2018).

O monitoramento da cultura da soja por imagens durante a safra pode anteci-
par seu comportamento produtivo. Além disso as imagens permitem identifi-
car regides com maior ou menor potencial produtivo permitindo o diagndstico
de fatores limitantes por comparagéo de fatores entre regides. Os drones,
por voarem a baixas altitudes, permitem a obten¢do de imagens com maior
resolugao e em momentos onde a cobertura de nuvens interfere na qualidade
e disponibilidade das imagens obtidas por sensores embarcados em plata-
formas orbitais (satélites). O indice de vegetacado mais conhecido e utilizado,
o NDVI [(infravermelho proximo — vermelho) / (infravermelho proximo + ver-
melho)], é obtido a partir da relagéo da refletancia das bandas do vermelho
e infravermelho proximo e demanda o uso de sensores multiespectrais, que
sdo mais caros. Drones do tipo multirotor sdo de facil manuseio, tem auto-
nomia de voo para cobertura de areas com tamanho médio em torno de 50
ha e carregam sensores de alta resolugao, com bandas na regido do visivel
(azul, verde e vermelho). A reflectancia na regiao do visivel € menor do que a
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observada na regido do infravermelho o que reduz a amplitude da escala dos
indices obtidos, no entanto ainda existe boa relagdo com a produtividade da
soja (Franchini et al., 2018). Neste contexto este trabalho teve como objetivo
avaliar um indice de vegetagao da regido do visivel, obtido em talhdes de
propriedades agricolas nas regides norte central, norte pioneiro e noroeste
do Parana, como ferramenta para a estimativa da variabilidade espacial do
potencial produtivo da cultura da soja.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido durante a safra 2018/2019, em 23 talhdes de
propriedades agricolas, com diferentes histéricos de manejo do sistema de
producgéo, com o predominio da produg¢ao de soja no verdo e milho 22 safra
exclusivo ou em consorcio com braquiaria e trigo, localizadas nas regides
noroeste, norte central e norte pioneiro do Parana (Tabela 1). Em cada talhdo
foi realizado um voo para tomada de imagens quando a soja estava entre os
estadios reprodutivos R3 e R4 (Figura 1). As imagens aéreas foram obtidas
com um VANT multirotor do tipo quadricoptero (Phantom 4 Pro®) com ca-
mera com sensor RGB (bandas vermelho, verde e azul). O plano de voo foi
previamente definido no aplicativo Pix4D® capture (PIX4D, 2020), na altitude
de 120 m e 75% de sobreposigao longitudinal e 55% lateral. Com estes para-
metros a resolucao de pixel ficou entre 4 cm e 5 cm. As imagens foram pro-
cessadas por meio do software Agisoft Metashape v. 1.5.5 (Agisoft, c2020),
gerando ao final o ortomosaico. No programa Qgis (2020) foi calculado o
indice MPRI (Modified Photochemical Reflectance Index) proposto por Yang
et al. (2008). O indice € baseado na diferenga normalizada entres as bandas
verde e vermelha, segundo a expressdo: MPRI=(G-R)/ (G +R)

A seguir os valores obtidos foram divididos em trés classes levando-se em
consideragédo a média e o desvio padréao da seguinte forma: a classe de indi-
ce baixo correspondeu a média menos um desvio padrao; a classe de indice
alto correspondeu a média mais um desvio padrao e a classe de indice médio
correspondeu ao intervalo entre as classes baixo e alto. A partir da definicao
dos limites, foram calculados os valores percentuais de cada classe (Tabela

1),
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Tabela 1. Municipio, area, data da obtencao da imagem e valor percentual das clas-
ses do indice de vegetagéo (MPRI) de 23 talhdes de producéo localizados nas regides
noroeste e norte central e norte pioneiro do Parana.

Regido Area Data da MPRI (%)
ey | imsgom [T waao [ e ]
65

Ipora_1 Noroeste 06/12/2018 12 23

2 lpora_2 Noroeste 81 06/12/2018 16 32 52

3 Cafezal do Sul Noroeste 37 06/12/2018 13 85 52

4  Jussara_1 Noroeste 79 04/12/2018 14 21 65

5 Jussara_2 Noroeste 7 29/11/2018 10 25 65

g SaoJorgedo Norte 35 04/12/2018 10 30 60
Ivai Central

7 Angulo Norte 61 30/11/2018 1 %) 66
Central

8 Florai_1 Norte 36 30/11/2018 17 25 58
- Central

9 Florai_2 Norte 46 30/11/2018 14 37 49
- Central

10 Florai_3 Norte 78 30/11/2018 13 42 45
Central

11 Florai_4 Norte 1 30/11/2018 14 27 59
- Central

12 Sertanopolis_1 Norte 16 27/12/2018 14 18 68
Central

13 Sertanopolis_2 Norte 17 27/12/2018 11 26 63
Central

14  Sertanopolis_3 Norte %) 28/12/2018 10 29 61
Central

15 Primeiro de Norte 53 27/12/2018 13 21 66
Maio_1 Central
Primeiro de Norte

el iy ot 22 27/12/2018 14 19 67
Primeiro de Norte

17 oo 3 ot 13 27/12/2018 17 29 54

Continua...
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Regido Area Data da MPRI (%)
(ha) | imagem [ Baixo | Weaio | Ao |

Santa Norte

Sarbara 2 b 17/12/2018 16 37 47

20 Santa Cecilia_1 Norte 21 17/12/2018 14 32 54
Pioneiro

21 Santa Cecilia_2 Norte 29 1711212018 18 27 55
= Pioneiro

9o 'S80 Antonio do Norte 24 17/12/2018 15 30 53
Paraiso Pioneiro

g3 SAoSebastéo —  Norte 22 19122018 14 37 49
da Amoreira Pioneiro

Média 14 28 58

Figura 1. Estadio de desenvolvimento tipico da soja no momento da obtencao das
imagens (A). Localizagdo aproximada das propriedades avaliadas (B).

Resultados e Discussao

O indice MPRI demonstrou claramente que existe uma variabilidade bastante
significativa em todos os talhdes avaliados (Tabela 1 e Figura 2). Esta infor-
magao é importante porque chama a atencao para a necessidade da mudan-
¢a na percepc¢ao que temos atualmente de que o manejo dos talhdes de pro-
dugéo pode ser feito de forma homogénea. O percentual médio das classes
do MPRI indicou que a cultura da soja apresentou indice vegetativo predomi-
nantemente alto e médio em todos os talhdes (Tabela 1). Isso demonstra que,
de forma geral, 0 manejo da cultura poderia ser considerado satisfatério. No
entanto, em média, 14% da area dos talhdes apresentou baixo MPRI, varian-
do de um minimo de 10% e um maximo de 18% (Tabela 1). As regides com
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baixo MPRI, seriam aquelas que prioritariamente deveriam receber especial
atencgao dos produtores, pois potencialmente seriam as que estariam causan-
do perdas mais significativas de produtividade e rentabilidade.

Em geral as regides com baixo MPRI foram associadas com a presenga de
caracteristicas como: rastros do pulverizador, crista e canal dos terragos e
falhas operacionais, conforme pode ser observado nos exemplos das Figura
3, 4 e 5, respectivamente. Também foi possivel observar regides bem defini-
das com classes de MPRI alto, médio e baixo dentro dos talhdes (Figura 2).
Em alguns casos, a formagéao de regides com diferentes classes de MPRI foi
associada a posic¢ao no relevo (Figuras 5 e 6). A formacao de regides homo-
géneas com diferentes classes de MPRI é particularmente interessante para
o processo de diagndstico das possiveis causas da variabilidade e se consti-
tui em uma das grandes vantagens do uso das imagens aéreas. A coleta de
amostras de solo para analises quimicas, fisicas ou biologias, por exemplo,
nas diferentes regides, pode auxiliar a identificar a origem do problema nas
regides com menor indice vegetativo.

Ipori_l

g | Ipori_z Catezal do Sul Jussara_1 lussara_2 l Siio Jorge do hvai

Angule Florai_1 I Florai_2 | Florai_3 Florai_a I Sertancpolis_1

Sertanopolis_2 Sertanopolis_3 Primeiro de Maio_1 Primeire de Maio_2 Primeire de Maio_3 Santa Barbara_l
.
' p
Santa Barbara_2 Santa Cacilia_1 Santa Cacilia_2 Santo Anténle do Sio Sebastiic da
Paraiso Amoreirs

m Baixo
= Médio
m Alto

Figura 2. Variabilidade espacial do indice de vegetacdao (MPRI) de 23 talhdes de
producgao localizados nas regides noroeste, norte central e norte pioneiro do Parana.
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Figura 3. Imagem aéreas do indice MPRI obtidas no talhdo Sao Sebastidao da Amo-
reira. Imagem mostra regides de indice MPRI baixo e médio associados ao amassa-
mento da cultura provocado pelos pneus do pulverizador.

Figura 4. Imagens aéreas RGB (a esquerda) e MPRI (a direita) obtidas no talhdo
Ipora_2. Imagem mostra regides de indice MPRI baixo associado ao terrago.

A identificagéo de falhas operacionais, como falhas no plantio, falhas na ger-
minagéo ou falhas na aplicagao de defensivos também sao importantes para
melhorar a eficiéncia das operag¢des e diminuir as perdas que poderiam ser
controlaveis. O amassamento pelo trafego do pulverizador € inevitavel, porém
deve ser restrito ao minimo necessario. Em média para passadas espagadas
28 metros seria esperado uma perda por amassamento de aproximadamente
4%. O valor minimo de 10% para a classe de MPRI baixo sugere que estao
ocorrendo perdas associadas a outros fatores que, teoricamente poderiam
ser controladas. Na pior das hipoteses, se os fatores envolvidos na alteragéo
do indice vegetativo, ndo puderem ser manejados, como uma diferenca na
textura, por exemplo, 0 manejo para o local pode ser modificado, usando o
conceito de zonas de manejo sitio especifico. A partir do diagnostico seria
possivel realizar operagdes a taxa variavel de insumos, incluindo sementes,
fertilizantes e defensivos, utilizando os conceitos da agricultura de preciséo.
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O indice vegetativo da cultura da soja, contribuiu para o entendimento de
que os talhdes de produgado tém regides com diferente potencial produtivo
que pode ser mais bem manejado por meio de um processo dirigido de diag-
noéstico e intervencgéo, para que a maxima produtividade e rentabilidade seja
atingida.

Ifigura 5. Imagens aéreas RGB (a esquerda) e MPRI (a direita) obtidas no talhdo
Angulo. Imagem mostra que o predominio da classe de MPRI baixo estava associado
com o tergo inferior do talhdo e a falhas de plantio.

Figura 6. Imagens aéreas do indice MPRI obtida no talhdo Florai_2. Imagem mostra
o predominio da classe de MPRI alto no tergo médio do talh&o.

Conclusao

A utilizagdo de imagens aéreas para a obtencéo de indices vegetativos da
cultura da soja permitiu identificar a variabilidade intrinseca de talhdes de
producado e tem grande potencial para dirigir o processo de diagndstico e
intervencao dos fatores limitantes a produtividade e otimizagdo do uso de
insumos.
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Introducgao

Com o avango tecnoldgico da agricultura, as empresas produtoras de se-
mentes vém adotando técnicas para maximizar o rendimento da cultura e
seus processos, como o tratamento industrial de sementes (TIS), no qual as
sementes sao tratadas na propria linha de beneficiamento (Brzezinski et al.,
2017).

Ha uma gama de produtos disponiveis que podem ser utilizados no trata-
mento industrial das sementes, tais como fungicidas, inseticidas, nematici-
das, bioestimulantes, micronutrientes, inoculantes, polimeros, entre outros
(Brzezinski et al., 2015). Entretanto, em algumas situacdes, alguns principios
ativos ou interagdes entre produtos podem acarretar diminuicdo da qualidade
fisioldgica, e consequentemente do estabelecimento de plantulas em decor-
réncia de fitotoxicidade nas sementes (Taylor; Salanenka, 2012; Alves et al.,
2017). Além disso, pouco se sabe sobre a relagéo de volume de calda aplica-
do e suas consequéncias na conservagao do potencial fisiolégico ao longo do
armazenamento, uma vez que este processo normalmente utiliza produtos
liquidos.

Ainda, atualmente, com a crescente demanda pelo tratamento industrial, mui-
tas empresas produtoras de sementes tém trabalhado de forma intensa em
um curto periodo que antecede a semeadura. Para isso, sd0 necessarios
resultados que fornegcam indicativos de melhor volume de calda, periodo e
ambiente de armazenamento, para planejar melhor esta etapa da producéo,
além da possibilidade de redugéo de custos (Pereira et al., 2018).
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Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de volumes de
calda, obtidos pela combinacdo de diferentes produtos quimicos, via trata-
mento industrial, sobre a qualidade fisiolégica de sementes de soja ao longo
do armazenamento em diferentes ambientes.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Nucleo Tecnoldgico de Sementes e Graos,
da Embrapa Soja, Londrina, PR, nos Laboratorios de Fisiologia e Tecnologia
de Sementes, com a cultivar de soja BRS 359 RR.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fa-
torial 5 x 3, com quatro repeti¢cdes. Os fatores foram constituidos por cinco
volumes de calda utilizados no tratamento industrial de sementes (0, 600,
1200, 1800 e 2400 mL 100 kg de sementes), obtidos a partir da combinagao
de diferentes produtos utilizados comercialmente, e trés periodos de arma-
zenamento (0, 60 e 120 dias), avaliados separadamente em dois ambientes
(armazém nao controlado e camara fria). Durante o experimento foram mo-
nitoradas a temperatura e a umidade relativa (UR) do ar no ambiente nao
controlado, com equipamento Data Logger modelo HT-500 (Figura 1). Em
camara fria, a temperatura e a UR foram programadas e mantidas em 10 °C
e 50%, respectivamente.

100 100
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i ™
E 40 )] z
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._,_;A\N”‘—/_\{MW\"V—’M A S
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10 —Urnidade Relatia | 10
b 4 : Lo
0 i 21] 120

Periodo de armazenaments (dias)

Figura 1. Média diaria da temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) durante o
periodo de armazenamento de sementes de soja em ambiente ndo controlado.
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Para a obtengao dos diferentes volumes de calda, determinou-se inicialmente
o volume maximo a ser utilizado e, a partir desse, foram obtidos os demais
volumes através da redugdo nas doses de bioestimulante, polimero, inocu-
lante e micronutriente (Tabela 1). Os produtos utilizados foram: F: fungicidas
(carbendazim + thiram); I: inseticidas (imidacloprido + tiodicarbe); N: nemati-
cida (abamectina); M: micronutrientes (cobalto, molibdénio e zinco); P: poli-
mero (peridiam); B: bioestimulante (cinetina + acido giberélico, como GA3 +
acido 4-indol-3-ilbutirico) e IN: inoculante (Bradyrhizobium japonicum).

Tabela 1. Produtos utilizados no tratamento de sementes de soja e respectivas doses,
para obtencao de diferentes volumes de calda. Fungicida (F), inseticida (l), nematicida
(N), micronutriente (M), polimero (P), bioestimulante (B) e inoculante (IN).

| F [t [ N|m[P]B |INJ Toa |

Tratamentos
Dose mL 100 kg
1 - - - - - - - 0
2 200 300 100 - - - - 600
3 200 300 100 400 200 - - 1200
4 200 300 100 400 200 600 - 1800
5) 200 300 100 400 200 800 400 2400

O tratamento das sementes foi realizado com auxilio de uma maquina modelo
BMC (Batch Modular Coater), similar as utilizadas no tratamento industrial de
sementes, porém projetada para menores quantidades de sementes. Apos o
tratamento industrial e os periodos de armazenamento em cada ambiente,
foi determinada a qualidade fisiolédgica das sementes por meio das seguintes
avaliagoes:

* Germinagao: realizado com duas subamostras de 50 sementes por re-
peticéo, totalizando 400 sementes por tratamento. As sementes foram
distribuidas em rolos de papel germitest, umedecidos com agua des-
tilada, na quantidade de 2,5 vezes a massa seca do substrato. Apos
a montagem, os rolos foram acondicionados em germinador sob tem-
peratura de 25 °C, pelo periodo de oito dias, quando se contabilizou a
porcentagem das plantulas normais (Brasil, 2009).

* Emergéncia de plantulas em areia: realizada com 400 sementes por
tratamento, divididas em subamostras de 100 sementes para cada repe-
ticao. A semeadura foi realizada em bandejas plasticas contendo areia,
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na qual as sementes foram dispostas a uma profundidade de trés cen-
timetros. O teste foi conduzido em condi¢cdes de casa de vegetacéo e
a umidade mantida com irrigagbdes, de acordo com a necessidade das
plantulas. A avaliagéo final do numero de plantulas normais emergidas
foi realizada ao décimo segundo dia e, os resultados foram expressos
em porcentagem.

indice de velocidade de emergéncia de plantulas: realizado em con-
junto com o teste de emergéncia de plantulas em areia. As avaliagbes
foram realizadas diariamente, a partir do inicio da emergéncia, registran-
do-se o numero de plantulas emergidas até o décimo segundo dia ap6s
a semeadura. Para o calculo do indice de velocidade de emergéncia
(IVE) utilizou-se a equagao sugerida por Maguire (1962): IVE= N1/D1 +
N2/D2 + Nn/Dn, onde N1= nimero de plantulas emergidas no primeiro
dia; Nn= nimero acumulado de plantulas emergidas; D1= primeiro dia
de contagem; Dn= numero de dias contados apds a semeadura.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e homocedastici-
dade, utilizando-se os testes de Shapiro-Wilk e de Hartley, respectivamen-
te, os quais indicaram a n&do necessidade de transformacao. Foi realizada
analise de variancia e, as médias para periodos de armazenamento e volu-
me de calda foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
separadamente para cada ambiente de armazenamento. As analises foram
executadas por meio do programa computacional Sistema para Analise de
Variancia — SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Em todas as variaveis analisadas verificou-se interacao entre os fatores estu-
dados, em ambos os ambientes de armazenamento. Em ambiente de camara
fria ndo houve redugéo nos valores de germinagéo até 60 dias, exceto para o
maior volume de calda (Tabela 2). Decorridos 120 dias, n&o ocorreu diferenga
significativa apenas para a testemunha e para o volume 1800 mL 100 kg™ de
sementes.
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Tabela 2. Germinagéo de sementes de soja da cultivar BRS 359 RR em fungéo de
diferentes ambientes e periodos de armazenamento e volumes de calda utilizados no
tratamento industrial de sementes.

Periodo de armazenamento (dias)
volume de calda (mb) 4T 1 120 |

0 89 Aa 87 Aa 80 Aa
600 72 Ab 80 Aa 59 Bb
1200 72 Ab 66 ABb 58 Bb
1800 62 Abc 54 Ac 54 Abc
2400 60 Ac 47 Bc 45 Bc
CV (%) 9,45
0 89 Aa 91 Aa 53 Ba
600 72 Ab 70 Ab 21 Bb
1200 57 Acd 60 Ab 11 Bbc
1800 62 Abc 45 Bc 8 Cc
2400 48 Ad 30 Bd 1Cc
CV (%) 11,43

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Ainda, no ambiente cAmara fria, nas comparagdes entre os volumes de calda,
dentro de cada periodo de armazenamento, para todos os periodos a teste-
munha obteve resultados de germinagéo superior (Tabela 2). Observou-se
que o numero de plantulas normais reduziu de acordo com o aumento do
volume de calda e ao longo do armazenamento. De maneira geral, este mes-
mo comportamento & observado para o indice de velocidade de emergéncia
(Tabela 3) e para a emergéncia de plantulas em areia (Tabela 4).
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Tabela 3. indice de velocidade de emergéncia de plantulas de soja da cultivar BRS
359 RR em fungéo de diferentes periodos de armazenamento e volumes de calda
utilizados no tratamento industrial de sementes.

Volume de calda Periodo de armazenamento (dias)
(mL) o | 60 | 120

0 25,50 Aa 26,82 Aa 19,13 Bab
600 25,00 Aa 20,08 Bb 19,64 Ba
1200 19,75 Ab 16,95 Bc 15,29 Bc
1800 19,75 Ab 16,10 Bc 16,72 Bbc
2400 19,25 Ab 14,62 Bc 14,74 Bc

CV (%) 6,84

0 25,61 Aa 26,71 Aa 12,23 Ba
600 22,78 Ab 21,74 Ab 4,75 Bb
1200 20,03 Acd 17,32 Bc 3,81 Cb
1800 22,01 Abc 17,56 Bc 3,18 Cb
2400 18,64 Ad 9,51 Bd 3,37 Cb

CV (%) 8,79

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Emergéncia de plantulas de soja em areia da cultivar BRS 359 RR em
fungéo de diferentes periodos de armazenamento e volumes de calda utilizados no
tratamento industrial de sementes.

Periodo de armazenamento (dias)

Volume de calda (mL)

0 96 Aa 92 Aa 94 Aab
600 96 Aa 83 Bb 95 Aa
1200 94 Aab 78 Cb 84 Bcd
1800 88 Ab 72 Bc 88 Abc
2400 89 Ab 72 Cc 80 Bd
CV (%) 3,64

Continua...
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Tabela 4. Continuagéo.

Periodo de armazenamento (dias)

voumedecaldamb) ™16 | 120 |
Armazém nao controlado

96 Aa 91 Aa 68 Ba
600 95 Aa 85 Bab 33 Cb
1200 92 Aab 79 Bb 28 Cbc
1800 90 Aab 81Bb 23 Cc
2400 84 Ab 52 Bc 20 Cc

CV (%) 5,87

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Brzezinski et al. (2015), ao testar a antecipagdo do tratamento quimico in-
dustrial de sementes de soja com as principais marcas comerciais utilizadas
isoladamente e em combinagbes de fungicidas, inseticidas e nematicidas,
concluiram que o tratamento de sementes de soja antecipado, em 240 dias
antes da semeadura, prejudica o estabelecimento da cultura, a massa de mil
sementes e a produtividade de graos, em relagédo ao tratamento em pré-se-
meadura. Além disso, os autores evidenciaram que os tratamentos quimicos
testados contendo fungicidas e inseticidas associados favorecem o estabe-
lecimento da cultura, porém nao alteram o desempenho produtivo da soja,
quando utilizados em pré-semeadura que vem ao encontro do objetivo basico
do tratamento quimico, que é conferir protegcao as sementes e plantulas.

No ambiente ndo controlado, a germinagao variou no decorrer do periodo de
armazenamento e entre os volumes de calda; na testemunha a germinagao
reduziu significativamente aos 120 dias, entretanto, para as sementes trata-
das a medida que aumentava o volume de calda, a redugao se intensificou,
com redugéo significativa da germinagao ja aos 60 dias nos maiores volumes
de calda (Tabela 2). Em geral, comportamento similar a germinagédo ocorreu
nas variaveis indice de velocidade de emergéncia (Tabela 3) e emergéncia de
plantulas em areia (Tabela 4).
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Neste trabalho, no ambiente ndo controlado ocorreram oscilagdes da tem-
peratura, com minimas de 21 °C e maximas de aproximadamente 30 °C,
com temperatura média ao longo do periodo de armazenamento de 25 °C; e
umidade relativa do ar entre 58% a 91%, com média de 75% (Figura 1), justi-
ficando a maior redugéo da qualidade fisiolégica das sementes em armazém
com ambiente nao controlado, principalmente nos maiores volumes de calda,
em relagdo a camara fria.

Desta forma, para a cultivar BRS 359 RR, independentemente do volume de
calda do tratamento industrial de sementes de soja, ha perda de qualidade
com o armazenamento, principalmente apés 60 dias. Porém, com o aumento
do volume de calda, ha uma tendéncia de prejudicar ainda mais o potencial
fisioldgico. De modo geral, no ambiente nao controlado, a maior temperatura
e variagdes na umidade relativa do ar intensificam o processo de perda da
qualidade. Estes resultados sugerem que os investimentos em armazena-
gem com controle de temperatura e umidade relativa do ar e ajustes no volu-
me de calda podem potencializar o periodo de armazenamento, amenizando
os danos a qualidade fisiolégica dos lotes de sementes.

Conclusao

A qualidade fisiologica de sementes de soja, de maneira geral, é reduzida
com o aumento do volume de calda utilizado no tratamento industrial e com o
prolongamento do periodo de armazenamento, contudo, esse efeito € mitiga-
do pelo armazenamento em condi¢des controladas de camara fria.
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Introducgao

O melhoramento de plantas é considerado a ciéncia e a arte que engloba um
conjunto de técnicas, métodos, estratégias e/ou os recursos, com o intuito de
modificar geneticamente as plantas, incorporado algum processo para tor-
na-las mais uteis ao homem, com o objetivo de obter gendtipos superiores,
em relacdo com o ambiente em que esta espécie sera cultivada (Chaves,
2001). Embora o melhoramento genético seja efetivo, € relativamente de-
morado, por serem necessarios varios ciclos de recombinagdes, avaliagbes
e selegbes. Nesse sentido a utilizagdo de marcadores moleculares surgiu
como uma grande contribuicdo, sendo possivel selecionar genétipos ou ge-
nes especificos e associados a eles. O emprego dos marcadores de DNA na
selegdo possui como vantagens a auséncia de efeito ambiental, abundancia
e alto polimorfismo nos genomas, além de estarem relacionados a caracte-
risticas herdaveis (Ferreira, Grattapaglia, 1998). Uma das mais importantes
etapas nas analises genéticas quando se utilizam fragmentos de DNA, é o
isolamento e a purificagdo do DNA em quantidades suficientes e com boa
qualidade. Para isso, a utilizagdo de um protocolo de extragdo otimizado é de
extrema importancia (Chaves, 2001; Faleiro, 2011).

O objetivo do presente estudo foi padronizar um método de extragdo de DNA
a partir de lascas de semente de soja, com o intuito de otimizar um protocolo
rapido, de baixo custo, eficiente e ndo destrutivo, para ser utilizado na sele-
¢ao assistida por marcadores do tipo SNPs ligados a resisténcia a ferrugem
asiatica (Phakopsora pachyrhizi) e ao cancro da haste (Diaporthe phaseolo-
rum f. sp. meridionalis), duas importantes doencgas da cultura da soja, contri-
buindo assim para os programas de melhoramento genético da soja.
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Material e Métodos

Os materiais vegetais utilizados foram obtidos da colegdo do Laboratério de
Genética Molecular e Selecao Assistida (LGMSA) da Embrapa Soja. Foram
selecionadas duas populagdes F,, diferentes e segregantes, para a resistén-
cia a ferrugem asiatica e ao cancro da haste, o qual foram extraidas lascas
para extracao de DNA e posterior gPCR, além de avaliar a viabilidade destas
sementes apds o periodo de um més e trés meses de armazenamento em
camara fria. As sementes utilizadas eram compostas de nove familias F,,
para cada doencga, sendo os tratamentos constituidos por cinco sementes
cortadas e cinco sementes ndo cortadas (controle), de cada familia no tubete,
ja no teste de germinacao foram utilizadas apenas cinco sementes cortadas
de cada familia (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento em tubete e no teste de germinacgéo,
para extragdo de DNA e verificagdo da viabilidade de armazenamento das sementes
apos serem tiradas as lascas.

TESTE DE
DOENGA E TUBETE GERMINACAO
PERIODO DE REMENIES ¢

= UTILIZADAS
AVALIACAO Cortadas Cortadas
Cortar

9 familias F,,com 5 sementes

Ferrugem e d 5 sementes de 5 sementes de
sementes F, de o de cada o
Cancro da haste 3 cada familia o cada familia
cada doencga familia
Quantidade de 18 familias F,, 45 sementes 45 sementes 45 sementes
sementes com sementes F,
9 familias F,_,com 5 sementes
Ferrugem e 2 5 sementes de
sementes F, de o de cada 5 sementes de
Cancro da haste J cada familia - o
cada doenga familia cada familia
QUL E [SEmiiEsiir. 45 sementes 45 sementes 45 sementes
sementes com sementes F,
TOTAL 180 sementes 90 sementes

O experimento no terceiro més foi conduzido com as mesmas familias e os
mesmos tratamentos referentes ao primeiro més, totalizando 180 sementes
avaliadas em tubete e 90 sementes no teste de germinagdo em ambos os pe-
riodos de armazenamento, as quais foram distribuidas nos tratamentos des-
critos na Tabela 1. Foram realizados cortes de espessura fina, na parte pos-
terior ao hilo da semente. A quantidade de lascas foi baseada na quantidade
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utilizada na extracdo de DNA e padronizada para 10 cortes bem finos (Figura
1). Foram utilizados tubos individuais sem tampa para adicionar as lascas, os
quais eram depositados em racks de 96 pogos (Matrix, termo Scientific), e em
seguida vedados com plastico filme e mantidos em camara fria durante os
tempos descritos na Tabela 1.

Figura 1. Corte de lascas das sementes para extragdo de DNA, onde: (A) placa de
vidro para apoiar as sementes e retirar as lascas, (B) disposicdo dos materiais na
bancada, (C e D) posicdo onde era realizado o corte na semente (parte posterior ao
hilo), (E) quantidade aproximada de lascas retiradas por semente, (F) transferéncia
das lascas ao tubo individual, (G) quantidade de lascas retiradas da semente no tubo
de extracdo de DNA, (H) a placa numero 1 é aquela onde a semente era adicionada
apos ser cortada e a placa numero 2 é aquela onde eram depositadas as lascas da
semente para realizar a extragdo de DNA.

As lascas de sementes foram liofilizadas e utilizadas para a extragdo de DNA
com dois métodos rapidos e simples: SAM-R Semente (Brummer et al., 2013)
e Quick Extract Seed (lllumina). Realizou-se reacédo de gPCR com os de-
tectores SNP 295 e SNP 359 (ferrugem) e Rdm GBS 219, Rdm GBS 734
(cancro da haste) para os dois métodos de extragédo. As reagbes de qPCR
foram conduzidas em equipamento Applied Biosystems 7900HT Fast con-
forme fabricante, em placas de 384 wells, ajustando o volume final de 5 pL,
sendo usado os extratos diluidos a 1/25. Os paradmetros de ciclagem foram os
recomendados pelo fabricante. O grafico de discriminacgao alélica foi gerado
pelo software TagMan® Genotyper. Para o Rdm GBS 734 foi necessario fazer
diluir as amostras de DNA para 1/100 e adicionar 20 ciclos para melhoria na
discriminacgao alélica.
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Os testes de germinacdo em tubete e em papel de germinagéo, foram reali-
zados em dois periodos, apos 1 e 3 meses de armazenamento das semen-
tes. Cinco sementes cortadas e cinco sementes sem cortar por familia fo-
ram semeadas em tubete, adicionando uma semente por tubete, colocando
a semente sobre o substrato previamente esterilizado, e cobrindo com areia
esterilizada. A avaliagao foi realizada 14 dias apds a semeadura, verificando
a presenca ou auséncia de plantulas. Ja no teste de germinacao, foram uti-
lizadas trés camadas de papel de germinagdo, com as cinco sementes sem
cortar por familia, distribuidas no meio e umedecidos com agua na proporgao
de 2X o peso do substrato seco em mL de agua. A Figura 2 exemplifica como
ficaram os testes apds o periodo para avaliagao, tanto em tubetes como no
papel de germinagéo.

Figura 2. Ensaio de germinacéo das sementes ap0s a retirada das lascas. As semen-
tes foram armazenadas por 1 e 3 meses, sendo a germinagéo avaliada em solo com
semeadura (A) em tubetes e (B) papel de germinagéo.

Os rolos de papel de germinagcdo com as sementes foram colocados em um
béquer de plastico e cobertos com um saco plastico e mantidos em camara
de crescimento a 25°C, com fotoperiodo de 12h. A avaliacdo da germinacao
foi realizada apés 7 dias do inicio do teste. Em ambos os casos a agua era
fornecida de acordo com a necessidade.

Resultados e Discussao

Em ambos os métodos de extragao foi obtido DNA com qualidade e quanti-
dade suficientes para as genotipagens via gPCR empregando metodologia
TagMan. Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados do gPCR comparan-
do os dois métodos de extracao testados quando do emprego dos SNPs para
selecdo dos genes de resisténcia a ferrugem. Para o detector SNP 295, ao
comparar os métodos SAM-R Semente e Quick Extract, algumas amostras
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apresentaram resultados divergentes, sendo essas amostras identificadas
como “16x-1717.F2.P3.26, 16x-1717.F2.P6.38 e 16x-1717.F2.P5.24".

Tabela 2. Resultado de detecgdo por gPCR de amostras obtidas de DNA extraido de
lascas de semente para os detectores de ferrugem. Os dados foram exportados do
software TagMan® Genotyper. “POS/POS” sdo amostras resistentes, “NEG/POS e
POS/NEG” sédo heterozigotos e “NEG/NEG” s&o materiais suscetiveis, “---" ndo pos-
sui o resultado para aquele método de extragéo, “N/A” n&o foi possivel identificar e
avaliar, “UND” sdo amostras indeterminadas e “NOAMP” sao aquelas que ndo ampli-
ficaram. Os locais que estdo em verde sao onde as avaliagbes estdo concordantes,
em vermelho onde estéo divergentes e em amarelo as que estdo sem avaliagéo para
aquele método de extragéo.

IDENTIFICAGAO

DA AMOSTRA SAM-R SAM-R SAM-R
Ferrugem Semente Semente Semente

16x-1717.F2.P1.2 NEG/POS NEG/POS NEG/POS NEG/POS POS/NEG

16x-1717.F2.P1.41 NEG/NEG NEG/NEG NEG/NEG NEG/NEG NEG/NEG =
16x-1717.F2.P2.48 POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS =
16x-1717.F2.P3.26 POS/POS NEG/POS POS/POS NEG/POS POS/POS =
16x-1717.F2.P5.22 POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS ==
16x-1717.F2.P5.24 NEG/POS NEG/NEG NEG/POS NEG/NEG POS/NEG -
16x-1717.F2.P5.30 POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS ==
16x-1717.F2.P5.41 POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS POS/POS =
16x-1717.F2.P6.38 POS/POS NEG/POS POS/POS POS/POS POS/POS ==

E16-1125.1
(Pl 594756) POS/POS NOAMP POS/POS NOAMP POS/POS -
E16-1125.1
(Pl 594756) POS/POS NOAMP POS/POS NOAMP POS/POS -
E16-1125.1
(Pl 594756) POS/POS NOAMP POS/POS NOAMP POS/POS ===
E16-1127.1
(P 594891) NEG/NEG NOAMP NEG/NEG NOAMP NEG/NEG -
E16-1127.1
(P1 594891) NEG/NEG NOAMP NEG/NEG NOAMP NEG/NEG —
E16-1127.1
(P 594891) NEG/NEG NEG/NEG NEG/NEG NEG/NEG NEG/NEG -
Branco NOAMP NOAMP NOAMP NOAMP NOAMP =
CBE1 NOAMP NOAMP NOAMP NOAMP NOAMP —

CBE2 NOAMP POS/POS NOAMP NEG/NEG NOAMP -
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Além disto, trés controles resistentes “E16-1125.1 (Pl 594756)” extraidos pelo
método Quick Extract, bem como dois controles suscetiveis “E16-1127.1 (PI
594891)” ndo amplificaram. Outro aspecto importante é o fato de um dos
controles brancos de extragdo “CBE2” ter amplificado, o que n&o deveria ter
ocorrido. O mesmo ocorreu para o detector SNP 359 com as seguintes amos-
tras “16x-1717.F2.P3.26, 16x-1717.F2.P5.24”, trés controles resistentes “E16-
1125.1 (P1 594756)", dois controles suscetiveis “E16-1127.1 (Pl 594891)" e
o “CBEZ2". Para o detector SNP 251, o qual foi utilizado apenas o método
de extracdo de DNA SAM-R Semente, ndo houve nenhuma incongruéncia
tanto para as amostras, como para os controles. No caso do emprego dos
SNPs para selecéo dos genes de resisténcia ao cancro da haste (Tabela 3),
para o marcador Rdm GBS 219 o método SAM-R permitiu detectar todos os
SNPs conforme o esperado em todas as amostras avaliadas, enquanto com
o método Quick Extract Seed (lllumina) foram observadas 2 incongruéncias,
(amostras “16x-17.23.F2:3.169” e “16x-1723.F2:3.179”), duas amostras fica-
ram indeterminadas (“16x-17.23.F2:3.152” e “16x-17.23.F2:3.164”), um dos
controles resistentes “Crockett’” ndo foi identificado, e ainda o “CBE2” teve
amplificagdo. Para o Rdm GBS 734, inicialmente n&o foi possivel fazer a
discriminagao e separar os materiais mesmo apés uma nova diluicado e ci-
clagens adicionais na PCR. Devido a esses problemas na genotipagem nos
diferentes métodos avaliados, gerando clusters sobrepostos no plot de ampli-
ficacdo, sugere-se uma falha no desenho do préprio marcador.
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Maia et al. (2013) desenvolveram um protocolo de extragdo de DNA para soja
de baixo custo, com qualidade e quantidade suficientes e adaptado para larga
escala, sendo utilizados discos foliares, logo com a necessidade do plantio do
material a ser avaliado. Ja Brumer et al. (2013) desenvolveram um protocolo
de extragdo de DNA, denominado “SAM”, com baixo custo e para emprego
em larga escala, utilizando sementes inteiras moidas para a aplicagdo no
programa de melhoramento de soja da Embrapa. Os resultados foram pro-
missores, no entanto, baseia-se num processo destrutivo da semente. Neste
trabalho foi possivel validar o método de extragdo SAM-R Semente utilizando
lascas de sementes (método néo destrutivo) para emprego na genotipagem
em larga escala via qPCR, sendo mais assertivo na genotigem das amostras,
tanto para marcadores ligados a resisténcia a ferrugem quanto ao cancro da
haste, quando comparado ao Quick Extract Seed (lllumina).

Ao avaliar a emergéncia e a germinagao das sementes apdés um e trés me-
ses, foi observada uma redugdo na quantidade de plantulas viaveis apos
0 armazenamento em ambos os testes de germinacdo, em tubetes e em
papel de germinagdo, no entanto esta nao foi apenas associada aos cortes
realizados, uma vez que em ambas as sementes, cortadas e nao cortadas, a
reducao foi observada. Esta reducéao foi vista como uma perda “natural”, ndo
tendo o fator corte como influenciador. Ao avaliar a germinagéo das sementes
cortadas no periodo de um més, observou-se que a porcentagem de semen-
tes cortadas que germinaram ficou na média de 77% no papel de germinacgéo
e 81% no tubete, comparado a 85,5% nas sementes sem corte avaliadas
em tubete. Este € um resultado importante e favoravel, pois mesmo apés
a semente sofrer o dano, a maior parte continuou viavel e em percentuais
similares as sementes sem corte. Apds o periodo de 3 meses, houve uma
reducao brusca, de cerca de 22%, observada apenas no teste em papel de
germinacao. Na germinagao em tubete, mesmo apds 3 meses os percentuais
de germinagéo diferiram em apenas 7,5% entre as sementes cortadas (77%)
e sem cortar (84,5%).
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Conclusao

Considerando todos os aspectos abordados, este trabalho foi capaz de va-
lidar o método de extracdo SAM-R Semente para a analise de lascas de
sementes de soja, com sucesso na genotipagem utilizando marcadores SNP
via metodologia TagMan por gPCR. Adicionalmente, o método empregado
demonstrou ser um método nao destrutivo, garantindo que as sementes ava-
liadas pudessem ainda ser utilizadas para o plantio, mesmo apds armazena-
mento por periodo minimo de um més, permitindo um significativo ganho de
tempo nos processos de selegéo assistida para introgresséo de caracteres
de interesse, como a resisténcia a doengas.
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