Nodulagio de variedades de soja transgénica
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Resumo: A soja transgénica desde sua liberagdo e implantacdo no Brasil, sempre foi alvo de
especulagdes, sobre quais e possiveis interferéncias, da insercao de tecnologias como RR (resisténcia a
glifosato) poderia estar influenciando em caracteristicas fisiologica e morfologica da planta. O
trabalho teve por objetivo geral avaliar a nodulagdo de variedades de soja transgénica com tecnologia
RR a partir do tratamento de sementes com Bradyrhizobium e Azospirillum. O experimento foi
conduzido na casa de vegetagdo, do Centro Universitario FAG, situado na cidade de Cascavel, PR. O
delineamento utilizado foi um esquema fatorial 3x4, instalado em delineamento inteiramente ao acaso,
com 3 variedades (NA5959 Ipro, BRS1010 Ipro, Brasmax GARRA Ipro) e 4 formas de inoculagéo
(apenas com Azospirillum, apenas com Bradyrhizobium, co-inoculagido Azospirillum+Bradyrhizobium
e sem inoculacdo) resultando, 12 tratamentos com 4 repeti¢des, totalizando 48 unidades experimentais.
Foram avaliados a quantidade e peso de ndédulos, comprimento de raiz e peso de massa verde das
plantas. As variedades de soja transgénica NAS5959 ¢ BRS1010 ndo diferiram quanto a inoculagdo e
co-inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio. A co-inoculacdo contribuiu com o
desenvolvimento vegetativo e potencializou a nodulagao.
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Nodulation of transgenic soybean varieties

Abstract: Transgenic soybeans since their release and implantation in Brazil have always been the
subject of speculation about the possible interferences of the insertion of technologies such as RR
(glyphosate resistance) could be influencing the physiological and morphological characteristics of the
plant. The objective of this work was to evaluate the nodulation of transgenic soybean varieties with
RR technology from the treatment of seeds with Bradyrhizobium and Azospirillum. The experiment
was conducted in the greenhouse of the University Center FAG, located in the city of Cascavel, PR.
The design was a 3x4 factorial scheme, installed in a completely randomized design with 3 varieties
(NAS5959 Ipro, BRS1010 Ipro, Brasmax GARRA Ipro) and 4 forms of inoculation (Azospirillum only,
Bradyrhizobium only, Azospirillum + Bradyrhizobium co-inoculation and without inoculation),
resulting in 12 treatments with 4 replicates, totaling 48 experimental units. The amount and weight of
nodules, root length and green mass weight of the plants were evaluated. The transgenic soybean
varieties NA5959 and BRS1010 did not differ regarding inoculation and co-inoculation of nitrogen-
fixing bacteria. A co-inoculation contributed to the vegetative development and potentiated a
nodulation.
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Introducio

A producdo de soja esta condicionada a uma oferta de nitrogénio que o solo ndo tem
disponivel e, ¢ aportado durante o ciclo da cultura por microrganismos nitrificantes que
fornecem esse elemento.

Estabelecer uma relagdo simbidtica entre planta e bactérias fixadoras de nitrogénio ¢é
de extrema importincia, devido a capacidade destes microrganismos conseguirem
disponibilizar a quantidade suficiente de nitrogénio para o desenvolvimento da planta e
consequentemente atingindo altas produtividades. Portanto, ndo havendo a necessidade de se
fazer disponibilizagdo de nitrogénio por fonte externa (BOHMI e ROMBALDII, 2010).

De acordo com Zablotowicz ¢ Reddy (2007), a fixa¢ao bioldgica de nitrogénio (FBN)
pode disponibilizar de 65 a 160 kg N ha™! durante o cultivo da soja, o que pode representar até
100% do nitrogénio requerido por essa espécie.

Em fungdo do advento das biotecnologias foi possivel o desenvolvimento de cultivares
de soja, tecnologia que permite a planta resisténcia ao glifosato (RR: Roundop Ready),
contribuindo significativamente no controle de plantas daninhas em pos-emergéncia na
cultura. Essa tecnologia se tornou adepta por varios produtores de soja, porém até o momento
ndo foi realizado nenhum estudo no sentido de verificar se a implantagdo da tecnologia esta
interferindo sobre a fixacdo de nitrogénio na soja ou sobre a variabilidade de tolerancia entres
a variedades de soja com maior com maior representatividade, ou seja, cultivares que tenham
maior territorio de atuacdo (DVORANEN et al., 2008).

Em territério nacional o uso de sementes transgénicas vem dominando todo o
mercado, abrangendo uma 4rea de proximo a 49 milhdes de hectares, desse total estdo
enquadradas as sementes de soja, milho (verdo e inverno) e algoddo. Dentre trés culturas, a
soja que se destaca com quase 100% de utilizacdo de transgenia, representando 32,7 milhdes
de hectares, representando 96,5% da area plantada (CURY, 2016).

A soja geneticamente modificada (RR) que caracteriza resisténcia ao glifosato foi
estabelecida apos a inser¢do, em conjunto com a regido t-DNA e o gene marcador de sele¢do
correspondente a isoforma da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (E.C.
2.5.1.19, CP4 EPSPS) com peptideo sinal da via chiquimato, resistente ao glifosato, fazendo
com que a producdo de aminoacidos aromatico continue sendo feita normalmente (BOHMI e
ROMBALDIL, 2010).

O glifosato age na planta, de uma forma em que sua molécula faz o bloqueio da
enzima 5-enolpiruvato-3-fostato sintase (EPSPS), que ¢ extremamente importante para o seu

desenvolvimento, por fazer parte da via de biossintese de aromaticos essenciais. Quando essa



enzima ¢ bloqueada, essa biossintese ¢ interrompida, e devido a falta de aminoacidos a planta
morre. E em uma planta com tecnologia RR que tem a presenca da ezima cp4-epsps apos o
contato com o glifosato ele consegue se desenvolver normalmente, pois o a molécula do
herbicida nao consegue bloqueé-la (PIONEER, 2014).

De acordo com estudos em laboratdrio, realizado por King et al. (2004), foi verificado
que o glifosato tem efeito antagbnico no desenvolvimento de microrganismo de solo, de suma
importancia para o desenvolvimento da soja, entre eles esta o Bradyrhizobium japonicum, que
¢ uma bactéria capaz de estabelecer uma relagcdo simbidtica com a soja, fixando nitrogénio € o
disponibilizando para o seu consumo. De acordo com ZABLOTOWICZ e REDDY (2007), a
FBN pode disponibilizar de 65 a 160 kg N ha” durante o cultivo da soja, o que pode
representar até 100% do nitrogénio requerido por essa espécie.

De acordo Bohmi e Rombaldii (2010) a aplicagdo de glifosato afeta de forma direta e
indireta a fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) por causar danos diretos as bactérias
simbiontes e, de forma indireta, comprometendo a fisiologia da planta ocasionando a redugdo
do processo de fixacdo e absorcao de nitrogénio.

Todavia, Bohm et al (2009).em resultados obtidos através de estudos em cultivares de
soja geneticamente modificada e ndo modificada, verificou-se que a alteracdo genética
introduzida na planta ndo condiciona alteragdo na FBN, na massa de n6dulos e nem nos teores
de nitrogénio, mas o uso de glifosato caracterizou redu¢dao na massa de nddulos.

Considerando os dados divergentes, verificados na literatura, esse trabalho teve por

objetivo, avaliar a resposta de variedades de soja transgénica a inoculacdo de bactérias

fixadoras de nitrogénio.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo, no Centro Universitdrio FAG
Cascavel, PR, situado nas coordenadas geograficas de latitude 24°57°24”°, longitude
53°35°37’ e altitude de 720m. O experimento foi conduzido durante um intervalo de 60 dias,
iniciando no dia 21 de outubro e finalizando no dia 18 de dezembro de 2017. As temperaturas
durante o experimento variaram entre 12°C (minima) e 28°C (maxima), com média de 23°C.

O delineamento utilizado foi um esquema fatorial 3x4, instalado em delineamento
inteiramente casualizado, com 3 variedades e 4 formas de inoculacdo, compondo 12

tratamentos com 4 repeti¢des cada, totalizando 48 unidades experimentais (tabela 1).



Tabela 1- Variedades de soja e suas respectivas combinagdes com os inoculantes compostos
com Bradyrhizobium e Azospirillum.

Tratamentos Variedades Inoculagdes
1 Na5959 Ipro Com Bradyrhizobium
2 Na5959 Ipro Com Azospirillum
3 Na5959 Ipro Com Bradyrhizobium e Azospirillum
4 Na5959 Ipro Sem inoculagio
5 Brs1010 Ipro Com Bradyrhizobium
6 Brs1010 Ipro Com Azospirillum
7 Brs1010 Ipro Com Bradyrhizobium e Azospirillum
8 Brs1010 Ipro Sem inoculagio
9 Brasmax Garra Ipro Com Bradyrhizobium
10 Brasmax Garra Ipro Com Azospirillum
11 Brasmax Garra Ipro Com Bradyrhizobium e Azospirillum
12 Brasmax Garra Ipro Sem inoculagio

Os tratamentos sdo representados por trés variedades de soja transgénica com maior
representatividade nas lavouras da regido, sendo elas: BRS 1010 Ipro, Brasmax Garra Ipro,
NA 5959 Ipro), com e sem aplicag@o de inoculantes para leguminosa MASTETFIX L Premier
(SEMIA 5019 — Bradyrhizobium elkanii ¢ SEMIA 5079 Bradyrhizobium japonicum)
inoculantes para gramineas MASTERFIX L Gramineas (Azospirillum brasiliensis (estirpes
abv5 e abv6, utilizados isoladamente ou combinados (co-inoculacdo) na dosagem
recomendada pelos fabricantes.

Para a implantag¢do do experimento em vasos, foi separado solo extraido a dois metros
de profundidade ao qual foi acrescentado 10% de matéria organica e 20% de areia e, corrigido
o pH com adicdo de calcario de acordo com a analise de solo realizada, homogeneizada e
mantida em repouso por sete dias. Decorrido este periodo, o solo foi acondicionado nos vasos
de 25 kg e transferido para a estufa, para a instalacdo do experimento.

O tratamento das sementes foi realizado de acordo com a dosagem recomendada pelo
fabricante, sendo 2,5 ¢ 1,5 mL Kg'l, para o MASTERFIX L Premier ¢ MASTERFIX L

graminea, respectivamente. Foi preparada uma solu¢do do inoculante com agua a 50%, para



melhor distribui¢do sobre as sementes de soja. Na co-inoculag¢do foi preparado uma solugao
contendo a soma das dosagens recomendadas.

Apos inoculada, as sementes de cada variedade, foram cultivadas nos vasos (10
semente vaso ™). Decorrido 30 dias, foi realizado o raleio, mantendo-se 4 planta no vaso e
aplicado produto fitossanitario para controle de fungos (FOX: grupo quimico grupos
estrobilurina e triazolintiona, na dose 0,4 L ha'l).

A manutenc¢ao da umidade foi realizada periodicamente com irrigagdo manual, € ao
final do periodo de 60 dias foram realizadas as avaliagdes dos parametros. Os vasos foram
abertos lateralmente e as plantas removidas cuidadosamente, alocadas sobre superficie plana
lavadas com agua corrente para remover solo adjacente aos nodulos. Para tanto, apenas 3
plantas de cada parcela foram submetida a avaliacdo. Em seguida Foi realizado a pesagem de
massa verde, comprimento de raiz, quantificagdo e pesagem dos nddulos.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significAncia com o auxilio do programa estatistico

SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

Resultado e Discussao

O comprimento de raiz ndo foi estatisticamente significativo, quando considerado os
tratamentos com inoculantes. Todavia, a massa verde das plantas, o numero e peso de ndédulos
apresentaram diferenga estatistica, sendo o melhor tratamento com Azospirillum, seguido de

Co-inoculagdo Brad. + Azos (Tabela 2).

Tabela 2. Massa verde, comprimento de raiz, Nimero e peso de nddulos em fungdo dos
tratamentos com a inoculagdo da soja implantada em casa de vegetacdo no Centro

universitario Assis Gurgacz. Cascavel, 2018.

Massa verde Raiz N° Nod. Peso Nod
Tratamentos 21 21 0 -1 -1
(gpl) (cm pl™) (n°pl™) (mgpl’)
Bradyrhizobium 19,85b 39,56a 7.27ab 26,03ab
Azospirillum 26,15a 41,40a 9.75a 39,36a
Co-inoc. Brad +Azos 25,82a 40,58a 8.09a 36,22a
Sem Inoculacao 18,94b 37,60a 4.41b 15,80b
CV (%) 22,10 16.60 40,00 45,00

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).



A quantidade de massa verde se expressou superior quando foi inoculado com
Azospirillum (26,15 g), seguido da Co-inoculacao de Brad + Azos (25,85 g) e mostrando-se
estatisticamente diferente onde foi inoculado com Bradyrhizobium e sem inoculagdo. O
resultado de massa verde e seca nao diferiu estatisticamente entre si, ndo ocorrendo correlagao
entre os tratamentos (Tabela 2). Porém, Gitti (2015) em estudo feitos com inoculag¢do e co-
inoculagdo no Estado do Mato Grosso do Sul, obteve dados diferentes ao presente trabalho. O
referido autor, verificou ganhos significativos no quesito massa verde, quando foi utilizado
bactérias fixadoras de nitrogénio em inoculagdo e co-inoculagdo.

Os resultados de comprimento de raiz apresentaram dados semelhantes entre os
tratamentos. Contudo, onde se realizou a inoculacdo com Azospirillum, obteve-se melhor
desenvolvimento. Comportamento esse condizente os relatados por Chibebeba (2015), no
qual o autor verificou maior crescimento ¢ numero de pelos radiculares na raiz da soja, com
inoculacdo de Azospirillum sp..

Os valores de nodulagdo foram maiores quando utilizado a inoculagdo com
Azospirillum (9,75 nddulos), seguido da co-inoculagdo de Brad + Azos (8,09 nodulos)
diferindo estatisticamente e sendo superior aos tratamentos restantes (inoculagdo com
Bradyrhizobium e sem inoculagdo) (Tabela 2).

Resultados se assemelham aos encontrados por Nogueira et al. (2018), que
conduziram estudos em 31 municipios no Estado do Parana. Estes autores verificaram que na
variavel peso de nddulo, os tratamentos que demonstraram resultado de maior significAncia
foram os inoculados com Azospirillum (39,36 mg™') seguido de Brad+Azos (36,22 mg™) e
Bradyrhizobium (26,03 mg™). Resultados esses que sdo justificados por Gitti (2015) quando
afirma através de pesquisa realizadas na cultura da soja, que a utilizacdo de bactéria como
Azospirillum brasilense resultaram em nddulos com maior massa em relagdo a outros
tratamentos.

Quando considerado o desempenho das cultivares em relacdo ao tratamento com
inoculantes, verificou-se que o melhor resultado foi obtido para NA5959 Ipro tanto para
comprimento de raiz (41,82 cm) quanto nimero de nddulos (9,46), muito embora esta nao
tenha diferido estatisticamente da GARRA Ipro e BRS1010 Ipro, para as respectivas variaveis

(Tabela 3).



Tabela 3. Desempenho das cultivares de soja transgénica quanto aos parametros avaliados

sem casa de vegetacdo no Centro universitario Assis Gurgacz. Cascavel, 2018.

Cultivar Massa verde Raiz N° Nod. Peso Nod.
(gpl™) (cm pl™) (n°pl™) (mg pl™)
NAS5959 Ipro 20,71a 41.82a 9.46a 38,19a
GARRA Ipro 21,65a 41.71a 3.76b 13,16b
BRS1010 Ipro 25,71a 35.88b 8.95a 36,71a
CV (%) 22,10 16.60 40,00 45,00

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O resultado de massa verde de planta ndo foi estatisticamente significativo, quando
correlacionada com cultivares. Tal como constatado por Brandeleiro (2009) em pesquisas
realizadas na Universidade Federal da Bahia em Cruz das Almas, BA. No qual o pesquisador
verificou que as cultivares obtiveram desempenho semelhante entre si, eventualmente devido
suas exiguas correlagoes.

Os resultados de comprimento de raiz se mostraram significativos, tendo a NA5959
Ipro com o maior valor nesse pardmetro (41,82 cm pl™'), seguida da cultivar GARRA Ipro
(41,71 cm pl™) o qual foi superior a cultivar BRS1010 Ipro com (35,88 cm pl™), ( Tabela 3).
Levando em consideragdo as cultivares e analisando-se suas caracteristicas morfologicas em
relagdo a ciclo e grupo de maturagdo, a cultivar BRS 1010 Ipro ¢ a que mais se difere das
demais, caracterizando-se como mais sensivel ao fotoperiodo negativo. Possivelmente este
fator tenha influenciado nos resultados ja que durante a condugdo do experimento, a maior
parte dos dias permaneceu nublado ou parcialmente ocasionando uma baixa intensidade de
luz. Segundo Decicino (2014)algumas variedades apresentam maior sensibilidade ao
fotoperiodo negativo, podendo resultar em plantas com estruturas morfologicas reduzidas
como o sistema radicular, interferindo na formag¢ao de nédulos.

Considerando o peso de nodulo os resultados se mostraram significantes, tendo a
cultivar NA5959 Ipro com comportamento superior 38,19 mg pl”, seguida da cultivar
Brs1010 Ipro com 36,71 mg pl'1 e com desempenho inferior as cultivares anteriores e para a
cultivar GARRA IPRO com 13,16 mg pl'. Bohrer ¢ Hungria (1998) destacam que a
variabilidade entre cultivares, quanto a peso de nodulos, pode estar relacionada a aspectos

genéticos intrinsecos da planta.



Em relagdo a nodulacdo, a cultivar 5959 Ipro foi superior a BRS1010 Ipro, com 9,46 ¢
8,95 nodulos pl™, respectivamente. Ja a cultivar GARRA Ipro apresentou 3,76 nédulos pl™,
demostrando uma performance inferior as outras citadas anteriormente. Estes valores estdo
bem abaixo dos relatados por Hungria et al. (2013), que em seus trabalhos obtiveram 42

nddulos por planta.

Conclusao
As variedades de soja transgénica NA5959 e BRS1010 ndo diferiram quanto a inoculagdo e co-
inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio. A co-inoculagdo contribuiu com o desenvolvimento

vegetativo e potencializou a nodulagao.
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