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Resumo — O objetivo deste trabalho foi definir, para as condi¢des edafoclimaticas do Brasil, niveis aceitdveis de
dispersdo de alguns parametros bioldgicos, utilizados em estudos de impacto ambiental de novas tecnologias
usadas na cultura da soja. Dois ensaios com soja convencional e transgénica foram conduzidos em 11 municipios
de seis estados e no Distrito Federal; os parametros avaliados foram: carbono e nitrogénio da biomassa microbiana,
respira¢do basal e quociente metabdlico microbiano, eletroforese do DNA do solo em géis desnaturantes (DGGE),
fixagdo bioldgica do nitrogénio, populacdo de rizobios, nimero e massa de nédulos secos, ocupacdo dos nédulos
pelas estirpes de Bradyrhizobium, massa de matéria seca da parte aérea, nitrogénio total e nitrogénio como
ureidos na parte aérea. A variabilidade temporal de: carbono e nitrogénio, da biomassa microbiana, da respiracio
basal e do quociente metabdlico microbiano foi adequada, e o coeficiente de variagdo maximo aceitdvel foi
estimado em 35%. A homogeneidade entre repeti¢des, tratamentos e coletas foi confirmada por DGGE. Em solos
pobres em nitrogénio, os parametros de massa de nédulos e massa da parte aérea, com coeficiente de variacao
maximo de 33 e 18%, respectivamente, foram adequados para avaliar a fixacdo bioldgica do N, que contribuiu com
72 a 88% do nitrogénio total da parte aérea.

Termos para indexacgdo: Bradyrhizobium, Glycine max, biomassa microbiana, DGGE, monitoramento ambiental,
transgénicos.

Quantitative and qualitative evaluations of soil microbes and biological
nitrogen fixation in soybean

Abstract — The objective oh this work was to define, for edaphoclimatic conditions of Brazil, acceptable levels of
dispersion of some biological parameters, used in studies of environmental impact due to the adoption of new
technologies with the soybean crop. Two experiments were performed in eleven counties, in six states and in the
Federal District, with conventional and transgenic soybean. Evaluated parameters were: carbon and nitrogen of
the microbial biomass, microbial respiration, microbial metabolic quotient, electrophoresis of soil DNA in
denaturating gradient gel (DGGE), biological nitrogen fixation, number of rhizobial cells, nodule number and
nodule dry weight, nodule occupancy by Bradyrhizobium strains, shoot dry weight, total nitrogen in shoot and
nitrogen as ureides in shoot. The temporal variability for carbon and nitrogen of microbial biomass, microbial
respiration and microbial metabolic quotient was adequate, and the maximum coefficient of variation was estimated
at 35%. The homogeneity between replicates, treatments and harvests was confirmed by the DGGE method.
In N-poor soils, the parameters of nodules and shoot dry weight, with maximum coefficient of variation 33
and 18%, respectively, were adequate for evaluation of biological nitrogen fixation, which contributed from
72 to 88% of total nitrogen in shoot.

Index terms: Bradyrhizobium, Glycine max, microbial biomass, DGGE, environmental monitoring, transgenics.

Introducao bioldgica do nitrogénio (FBN) (Hungria et al., 2006). Até

i ) 94% do N requerido pelas cultivares mais produtivas

Desde a expansdo comercial da cultura da soja no  hode ser fornecido pela FBN, o que permite rendimentos
Brasil, na década de 1960, grandes esfor¢os foram  gyperjores a 4.000 kg ha-! (Hungria et al., 2006).

empreendidos no melhoramento das cultivares e na A expansdo acentuada de dreas cultivadas com soja

selecdo de estirpes de Bradyrhizobium japonicum e  transgénica no Brasil causa preocupag¢ido quanto a

B. elkanii, para tornar vidveis taxas elevadas de fixagdo  garantir a eficiéncia do processo de FBN. A incorporacao
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de genes de tolerancia a herbicidas ou inseticidas ndo
deveria afetar a simbiose, contudo, a regulacao de outros
genes pode ser alterada pela introducdo do gene
transgénico, e o herbicida especifico pode afetar a
bactéria (Zablotowicz & Reddy, 2004). H4 preocupagdo
com os possiveis efeitos da transgenia na microbiota do
solo, que podem ocorrer pela liberacao de novas proteinas
na rizosfera, pela persisténcia de DNA transgénico em
material senescente no solo que interage com a
microbiota, e pela transferéncia de genes para
microrganismos indigenas (O’Donnell & Gorres, 1999).

A importancia dos microrganismos para a qualidade
do solo e da FBN, para a nutri¢do das leguminosas, tem
demandado a andlise de diversos pardmetros
microbioldgicos em ensaios de monitoramento ou de
avaliacdo de impactos ambientais. Contudo, a viabilidade
de avaliar esses pardmetros simultaneamente, em larga
escala, e com amostras de diferentes agroecossistemas
ainda nio foi confirmada.

O objetivo deste trabalho foi definir, para as condi¢des
edafoclimadticas do Brasil, niveis aceitdveis de dispersdo
de alguns parametros biolégicos utilizados em estudos
de impacto ambiental de novas tecnologias usadas na
cultura da soja.

Material e Métodos

Foram realizadas avaliacdes em dois conjuntos de
ensaios, em areas comerciais (Ensaio 1) e em ensaios
experimentais (Ensaio 2), conduzidos nas principais
regides produtoras de soja do Brasil (Tabela 1).

Os experimentos com soja convencional (Ensaio 1)
foram instalados em delineamento experimental em
blocos ao acaso, com trés repeticdes, conduzidos na safra
2002/2003, em propriedades de agricultores em seis

Gonzaga, Passo Fundo, Ponta Grossa, Cascavel,
Londrina e Dourados. A localizagdo, o clima e tipo de
solo de cada local encontram-se na Tabela 1.

As coletas para as andlises microbioldgicas foram
realizadas nos estadios V4 (terceira folha trifoliada
estendida e a quarta aberta) e R2 (florescimento pleno).
Todas as dreas haviam sido cultivadas com soja com
inoculagdo por vdrios anos, e apresentavam populacoes
estabelecidas de Bradyrhizobium; entretanto, ndo se
tem informacdes sobre a inoculacio nessas safras, bem
como sobre as cultivares utilizadas e o sistema de cultivo
adotado. Nenhuma das areas recebeu fertilizante
nitrogenado.

Os experimentos com soja convencional e evento
transgénico para tolerancia a herbicida foram conduzidos
em sete estacdes experimentais (privadas ou da
Embrapa) (Ensaio 2) na safra 2004/2005, em: Ponta
Grossa, Londrina, Santo Ant6nio de Posse, Sete Lagoas,
Santo Antdnio de Goids, Brasilia e Planaltina; as
informacdes sobre os municipios encontram-se na
Tabela 1. As cultivares de soja utilizadas foram a
Conquista e a Conquista evento transgénico, que contém
uma cépia Unica de gene para tolerancia a um herbicida
especifico.

Os ensaios foram conduzidos no sistema
convencional, e as parcelas foram constituidas de quatro
fileiras de 5 m de comprimento, espacadas em 0,5 m.
O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso,
com quatro repeticdes e trés tratamentos: 'Conquista’
transgénica com herbicida especifico; 'Conquista’
transgénica com herbicidas convencionais; e 'Conquista’
convencional com herbicidas convencionais.
A semeadura foi realizada manualmente. As préticas
culturais de preparo do solo, fertilizagdo, irrigacio,
inoculacdo e controle de pragas foram aplicadas

municipios tradicionais de producdo de soja: Sdo Luiz ~ uniformemente em cada ensaio, conforme
Tabela 1. Localizagdo, clima e tipo de solo nos municipios onde os experimentos foram conduzidos(!.
Municipio Clima Latitude Longitude Solo
Ensaio 1: plantio comercial com soja convencional, safra 2002/2003
Sao Luiz Gonzaga, RS Mesotérmico brando, super imido sem seca 28°24' 54°57" LV
Passo Fundo, RS Mesotérmico brando, superumido sem seca 28°15" 52°24' LB
Ponta Grossa, PR Mesotérmico brando, superumido sem seca 25°05' 50°09' LV
Cascavel, PR Subquente, superamido, subseca 24°57' 53927 NV
Londrina, PR Subquente, superamido, subseca 23°18' 51°09' NV
Ensaio 2: experimento com evento transgénico e soja convencional, safra 2004/2005
Ponta Grossa, PR Mesotérmico brando, superumido sem seca 25°05' 50°09' LV
Londrina, PR Subquente, superimido, subseca 23°18' 51°09' NV
Santo Anténio de Posse, SP Subquente, superimido, subseca 22°37' 46°54' AVA
Sete Lagoas, MG Subquente, imido, 3 meses secos 19°27' 44°14' AV
Santo Antonio de Goias, GO Subquente, semi-imido, 4 a 5 meses secos 16°29' 49°18' AV
Brasilia, DF Quente, semi-imido, 4 a 5 meses secos 15°46' 47°55' LV
Planaltina, DF Quente, semi-imido, 4 a 5 meses secos 15°27' 47°36' LV

(DLV: Latossolo Vermelho; LB: Latossolo Bruno; NT: Nitossolo Vermelho; AVA: Argilossolo Vermelho-Amarelo; AV: Argissolo Vermelho.
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recomendacdes técnicas para a cultura. As coletas
foram realizadas nos estadios de pré-plantio (PP), R2 e,
em cinco locais, em R8 (maturacdo plena).

Para as andlises quantitativa e qualitativa da
microbiota do solo, foram coletadas sete subamostras
deformadas de solo (0—10 cm), na drea total da parcela
antes do plantio, ou nas entrelinhas apds a germinacao.
As amostras foram transportadas para o laboratério,
homogeneizadas e peneiradas (malhas de 4 mm), e
deram origem a amostras compostas que foram
armazenadas em sacos de plastico na geladeira, a 4°C,
pelo méximo de dez dias. Para a andlise da diversidade
microbiana, subamostras de cada amostra composta
foram mantidas a -80°C

A andlise do C e do N da biomassa microbiana (CBM e
NBM) foi realizada com uso do método de fumigacao-
extragdo (Brookes et al., 1985; Vance et al., 1987). O teor
de Cnos extratos foi determinado colorimetricamente, apds
a oxidagiio com Mn?+, e o teor de N nas mesmas fracoes
foi determinado por digestdo via imida, seguida da
determinacio colorimétrica do N amoniacal (N-NHy) pelo
método de azul de indofenol; os valores de biomassa
microbiana obtidos foram expressados em micrograma
de C ou micrograma de N da biomassa microbiana por
grama de solo seco (Franchini et al., 2007). A respiracdo
basal (RB) foi avaliada pela determinacdo do C do CO,
(C-COy), liberado e capturado em uma solucao de NaOH
0,5N, em amostras ndo fumigadas, incubadas por dez
dias; os valores de respiracao obtidos foram expressados
em micrograma de C-CO, por grama de solo seco
por dia. O gCO; foi obtido pela divisdo da RB pelo CBM
[(ug de C-CO; pg! C microbiano h'') x 104].

A extracdo do DNA total do solo, para o estudo da
composi¢do bacteriana, avaliada em gel desnaturante
(DGGE), foi realizada em amostras de 0,25 g de solo, com
o Ultraclean Soil DNA Kit, conforme especificacdes do
fabricante. Foram realizadas duas reag¢des de amplificacao
do DNA total do solo, para a regido que codifica o gene
16S rRNA, seguidas pela eletroforese dos produtos de PCR
em um aparato de DGGE, e os géis foram corados e
fotografados sob radiagdo UV (Hungria et al., 2003).

A populagdo de rizébios capazes de nodular a soja foi
avaliada pelo método do niimero mais provavel (NMP),
com contagem em plantulas de soja da cultivar BRS 133;
os resultados foram expressados em nimero de células
por grama de solo seco. No estddio R2, dez plantas de
soja foram coletadas ao acaso, em cada parcela, e
avaliadas quanto a nodulagdo e ao crescimento das
plantas. As massas da parte aérea e dos nédulos secos
foram determinadas apds a secagem em uma estufa a
65°C, com ventilacdo forcada (aproximadamente
72 horas). Ap6s a pesagem, as folhas e os peciolos foram

moidos, separadamente, em micromoinho (malha de
20 mm). Para a determinac¢do do N total em um
analisador automatico, a digestdo das folhas e peciolos
foi realizada pelo método Kjeldahl. O teor de N de ureidos
nos peciolos da soja foi determinado segundo Herridge
& Peoples (1990), e a abundancia relativa foi estimada
em relacdo ao N total nos peciolos e conferida em
relacdo ao teor de N de nitrato.

Quarenta ndédulos de cada parcela foram escolhidos
ao acaso, para a andlise da ocupacao dos nddulos pelas
estirpes inoculantes, pelo método de imuno-aglutinacao,
contra os antigenos somadticos termo-estdveis das
estirpes dominantes nos solos brasileiros: SEMIA 5079
(mesmo sorogrupo da SEMIA 566), SEMIA 5080
(mesmo sorogrupo da SEMIA 586), SEMIA 587 e
SEMIA 5019.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
das varidveis e de homogeneidade das varidncias
(ANOVA) (SAS Institute, 1999). Quando comprovadas
a normalidade e a homogeneidade, foram calculadas a
média aritmética (X) e o desvio-padrao (s). Uma anélise
comparativa com o SAS confirmou que essas estimativas
podem ser feitas também com o Microsoft Excel.
No Ensaio 2, apdés o teste de normalidade e de
homogeneidade, quando a significincia do valor P foi
confirmada, foi aplicado um teste post-hoc, utilizando-
se o teste de Duncan (SAS Institute, 1999).

Para a estimativa da precisdo experimental, foi
utilizado o coeficiente de variagcao (desvio-padrao/média,
s/x). Foi estimada uma classificacdo de CV para cada
parametro, conforme proposto por Garcia (1989), tendo-se
considerado todos os CVs disponiveis para cada
parametro, e tendo-se estimado a média aritmética (x)
e o desvio-padrao da média (s) de cada valor de CV.
Com esses valores, procedeu-se a classificacao proposta
por Garcia (1989) e Ramalho et al. (2005): CV<(x - s),
baixo; (X - 15)<CV<(X + 15), médio; (x +18)<CV<(X + 2s),
alto; CV>(x + 2s), muito alto. Os dados também foram
analisados considerando-se o indice de variabilidade
temporal (IVT), que indica a evolu¢cdo do CV com o
tempo (Wardle, 1998).

Os perfis de DNA fotografados foram analisados pelo
programa Bionumerics. A andlise de agrupamento foi
realizada com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de
Jaccard, com tolerancia estabelecida em 5% (Hungria
et al., 2003).

Resultados e Discussao

Em razdo de o Brasil apresentar diversas condi¢cdes
edafoclimdticas, os pardmetros escolhidos para o tipo
de estudo deste trabalho devem mostrar sensibilidade
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aos diversos manejos dos solos e das culturas, e os dados
obtidos devem apresentar dispersdao ou desvios
estatisticamente aceitdveis. Decidiu-se pela utilizacao
do desvio-padrao normalizado (coeficiente de variagao,
CV), como indicativo da precisdo dos experimentos.

Com freqiiéncia, em experimentos de campo, sdao
adotados os valores de CV propostos por Pimentel-
Gomes (1984): CV<10%, baixo; 10%<CV<20%, médio;
20%<CV<30%, alto e CV>30%, muito alto; mas um
fator limitante nessa classificacdo € o de que a natureza
do parametro em andlise ndo € considerada. Baseando-
se em informacdes referentes a 146 projetos com Pinus
e Eucalyptus, Garcia (1989) sugeriu estabelecer os
limites de dispersdo dos dados, com base na média
aritmética dos CVs e do desvio-padrao da média dos
CVs. O uso dessa classificagdo também foi proposto
para outras culturas como milho (Zea mays L.) (Scapim
et al., 1995) e citros (Citrus spp.) (Amaral et al., 1997).
A natureza dos parametros microbioldgicos também ¢é
distinta e, com freqiiéncia, bastante varidvel, assim, neste
estudo, foram estimadas classes de CV, conforme
sugerido por Garcia (1989) e Ramalho et al. (2005).
Constatou-se que para os parimetros de natureza mais
varidvel o valor de dispersdo médximo aceitdvel (classe
dos valores médios) pode ser estabelecido em 35%
(Tabela 2).

No Ensaio 1, com avaliacdes realizadas em
propriedades de agricultores, os valores do CBM foram
bastante distintos entre as dreas. No estddio V4, os
valores variaram de 203 pug C g'! em Séo Luiz Gonzaga
a1.486 pg C g-! em Dourados, enquanto que, em R2, o
valor mdximo foi observado em Sdo Luiz Gonzaga
(Tabela 3). Contudo, considerando-se o CV maximo de
35% (Tabela 2), os valores obtidos em V4 foram

adequados em todos os locais, exceto em Sdo Luiz
Gonzaga (57%) e, em R2, aceitdveis em todas as dreas,
tendo variado de 12 (Londrina) a 32% (Sao Luiz
Gonzaga) (Tabela 3).

Os valores de respiracdo basal (RB) também
diferiram entre os seis locais amostrados e, tanto em
V4 como em R2, o CV esteve dentro dos limites
considerados aceitdveis, exceto novamente em V4, em
Sdo Luiz Gonzaga (60%) (Tabela 3). O quociente
metabdlico (gCO,) indicou que a populagcdo microbiana
em Dourados apresentou alta eficiéncia metabdlica em
V4, mas ndo em R2, ao contririo da populacdo em Sdo
Luiz Gonzaga, onde, mais uma vez, o CV em V4 foi
elevado (Tabela 3). A biomassa microbiana varia em
funcio do ciclo das culturas, da incorporacdo de residuos
vegetais, da pluviometria e do pH do solo, entre outros
(Wardle, 1998; Franchini et al., 2007), de modo que um
ou mais desses fatores podem estar associados as
variacOes na biomassa microbiana entre duas avaliacdes
(Tabela 3). Os CVs elevados em Sao Luiz Gonzaga
podem estar relacionados a homogeneidade da drea.

De um modo geral, os maiores valores de CBM e
NBM foram constatados no PP (Tabela 4),
provavelmente porque todas as dreas foram conduzidas
sob o sistema convencional, e a incorporacio dos restos
culturais estimulou a atividade microbiana. Considerando-
se o limite maximo de 35% para o CV (Tabela 2),
somente dois tratamentos em Londrina apresentaram
maior variabilidade no PP (transgénico + herbicida
convencional e 'Conquista’ + herbicida convencional).
Nao houve tendéncia de um dos dois pardmetros (CBM
ou NBM) apresentar menor CV. Em geral, os maiores

Tabela 2. Classificacdo!) dos coeficientes de variacdo (CV), segundo as estimativas das médias aritméticas (X) e do desvio-
padrdo (s) das médias dos CVs, obtidos nas avaliacdes realizadas nos Ensaios 1 e 2.

Parametro® N° de X s CcvV
observagdes Baixo Médio Alto Muito alto
Pardmetros com variabilidade alta
CBM 56 21,9 11,8 <10,1 10,1 a 33,6 33,6a454 >45.4
NBM 45 23,9 11,8 <12,0 12,0 a 35,7 35,7a47,5 >47.5
NN 25 24,9 12,8 <12,0 12,0 37,7 37,7a50,6 >50,6
MNS 25 20,7 11,9 <8.,8 8,8a32,6 32,6 a 44,5 >44.5
Parametros com variabilidade média

Log n° de nodulos 25 49 2,5 <2,5 25a74 742a9,9 >99
MPAS 25 12,0 6,0 <6,0 6,0a17,9 17,9 2239 >23,9
NPA (%) 25 8,6 33 <53 53all8 11,8a15,1 >15,1
NTPA 25 13,1 5,1 <8,0 8,0a182 18,2233 >233
N-ureidos (%) 25 34 1,8 <1,6 1,6a52 52a7,0 >7,0
NTU 25 15,6 5,7 <9.9 9.9a2l,2 21,2a26,9 >26,9

(MSegundo Garcia (1989). @CBM: carbono da biomassa microbiana; NBM: nitrogénio da biomassa microbiana; NN: niimero de nédulos; MNS: massa
de ndodulos secos; MPAS: massa de matéria seca da parte aérea; NPA: percentagem de nitrogénio na parte aérea; NTPA: nitrogénio total na parte
aérea; N-ureidos: percentagem de nitrogénio na forma de ureidos; NTU: nitrogénio total sob a forma de ureidos.
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valores de CBM e NBM foram constatados em Ponta
Grossa, mas valores elevados também foram observados
em Planaltina e em duas coletas em Sete Lagoas, esta
ultima, inclusive, com os maiores valores observados em
R8. Em razdo do periodo de seca acentuado em Ponta
Grossa e Londrina houve uma queda dristica na
biomassa microbiana do solo em R8, e o mesmo foi
constatado em Sete Lagoas em R2 (Tabela 4).

Wardle (1992) ressaltou que periodos curtos de
deficiéncia hidrica resultam em morte de uma por¢ao
significativa da biomassa microbiana. A robustez dos
dados também foi avaliada pelo indice de variabilidade
temporal (Wardle, 1998), baseado no principio de que,
se 0s organismos sdo mais resistentes aos disttrbios
ambientais, a variabilidade das medidas associadas a essa
biota serd menor.

No Ensaio 1, os CVsrelativos a RB e ao CBM obtidos
em V4 nio diferiram daqueles obtidos em R2 (p = 0,252,
para a RB e p=0,393, para o CBM), o que indica
estabilidade dos pardmetros no tempo. No Ensaio 2, o
CV do CBM em PP ndo diferiu estatisticamente daquele
obtido em R2 (p = 0,808), e o de R2 ndo diferiu do obtido
em R8 (p = 0,538). O mesmo ocorreu com o parametro
de NBM entre o PP e R2 (p =0,221), e o PP e RS
(p = 0,896). Esses resultados ddo maior suporte a
utilizacdo do CBM e do NBM em estudos de andlise de
risco ambiental, ou como bioindicadores de qualidade
do solo.

No Ensaio 2, ndo foi constatada diferenca estatistica
entre os herbicidas convencional e especifico, no CBM
e no NBM. As excecdes ocorreram em Ponta Grossa,
em duas das seis avalia¢des, onde a biomassa foi inferior
com a aplicagdo do herbicida convencional, mas o oposto
ocorreu em R8 em Londrina, e no PP em Brasilia e Sete

Lagoas (Tabela 4). Dados da literatura indicam que,
quando a BM ¢ analisada por um periodo maior de tempo,
em geral, os efeitos dos herbicidas sdo de menor
importancia e intensidade do que os de outros agrotéxicos,
por exemplo, os fungicidas (Topp et al., 1997). Também
deve ser considerado o fato de as doses empregadas in
vitro serem, em geral, superiores aquelas utilizadas no
campo. Além disso, parte do herbicida aplicado nao
atinge o solo, outra parte ¢ retida pela vegetacdo e o
herbicida que atinge o solo € parcialmente degradado e
adsorvido (Grossbard, 1985). Mesmo nos casos em que
foi verificada toxidez dos herbicidas aos microrganismos,
ocorreu recuperacdo da populacdo microbiana com a
degradacdo do produto quimico (Topp et al., 1997).
Em um estudo conduzido por 35 anos no Canadd com
2,4-D, por exemplo, ndo houve efeito significativo na
biomassa e na respiracdo microbiana, nas taxas de
mineralizacdo do N, na nitrificacdo e em diversas
enzimas do solo, como a urease, fosfatase ou
desidrogenase (Topp et al., 1997).

Em relacdo ao efeito das cultivares, de modo geral,
ndo houve diferenca entre a 'Conquista’ e o evento
transgénico, nos parametros de biomassa microbiana
(Tabela 4) e, na andlise conjunta dos dados de todos os
locais, os dois materiais ndo diferiram estatisticamente
(p = 0,056); contudo, deve-se salientar que o valor de p
encontrado estd préximo ao da significancia de 5%.
O tratamento com o evento transgénico que recebeu
herbicida especifico também nao diferiu da cultivar
Conquista tratada com herbicida convencional
(p=0,161).

O uso de parametros microbioldgicas, para avaliar a
qualidade do solo ou em ensaios de monitoramento, tem

Tabela 3. Carbono da biomassa microbiana (CBM, ug C g'1), respira¢do basal (RB, pug de C-CO, ¢! dia'!) e quociente metabdlico
[¢CO,, (ug de CO, pg™! C microbiano h'') x 10*], em solos de seis locais do Brasil. Solos coletados nos estddios V4 e R2 da
cultura da soja. Médias e coeficiente de variagdo (CV) de trés repeticdes, com duas andlises por repeti¢do. Ensaio 1, soja

convencional, safra 2002/2003.

Local Variavel V4 R2
CBM RB 4qCO, CBM RB qCO,
Sao Luiz Gonzaga Média 203.,0 2,10 3,48 968,7 3,80 1,71
CcvV 56,7 59,8 49,7 31,5 7,9 23,1
Passo Fundo Meédia 398,3 2,57 2,79 500,7 2,78 2,31
CcvV 33,0 26,5 24,0 22,7 23,7 3,9
Cascavel Média 642,3 2,52 1,69 209.3 1,14 2,33
(0% 31,2 10,3 18,3 13,7 15,0 28,0
Ponta Grossa Média 229,7 1,05 1,92 300,3 1,26 1,75
CcvV 14,6 7,2 11,2 12,8 11,1 1,7
Londrina Meédia 248,3 1,04 1,76 4273 1,97 1,94
CcvV 16,7 6,4 13,2 11,7 2,6 11,2
Dourados Média 1.485,7 4,48 1,27 226,0 1,77 3,38
Ccv 15,6 2,8 11,8 22,6 2,0 24,5
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sido adotado com freqiiéncia, uma vez que os parametros
microbiolégicos apresentam maior sensibilidade as
alteracdes ambientais do que os pardmetros quimicos e
fisicos (Franchini et al., 2007). Os resultados obtidos no

presente estudo indicam que as avaliacdes quantitativas
da biomassa microbiana (CBM, RB e NBM), com trés
(Ensaio 1) ou quatro (Ensaio 2) repeticoes, apresentam
baixa variabilidade, mesmo em solos bastante distintos,

Tabela 4. Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana (CBM e NBM, ug C ou N g'!), em solos de sete locais do Brasil, sob trés
tratamentos com soja, em amostras coletadas nos estadios de pré-plantio, R2 e R8. Ensaio 2, safra 2003/2004D,

Tratamento Variavel Pré-plantio R2 R8
CBM NBM CBM NBM CBM NBM
Ponta Grossa

Transgénico + herbicida especifico Média 857,7a 101,4a 626,4a 70,1a 395,4a 45,7a
CV 14,4 26,4 5,6 6,8 18,7 10,6

Transgénico + herbicida convencional Média 693,7b 83,8a 623,8a 59,0b 410,3a 43,6a
CV 10,9 32,4 13,5 14,8 34,8 7.8

Congquista + herbicida convencional Média 839,0a 92.2a 634,1a 73,1a 349.4a 50,8a
CV 18,0 11,3 20,8 20,8 17,6 19,3

Londrina

Transgénico + herbicida especifico Média 543,3a 16,2b 390,2ab 38,7a 143,3b 14,6a
(6\% 22,2 30,9 24,6 33,6 28,2 22,9

Transgénico + herbicida convencional Média 453,7a 24,1a 433,5a 49,0a 341,0a 21,2a
CV 37,0 31,2 21,3 453 46,6 66,2

Conquista + herbicida convencional Média 253,7b 16,1b 305,6b 38,6a 407,6a 17,2a
CV 52,2 11,8 45,9 33,8 26,8 36,2

Santo Antonio de Posse

Transgénico + herbicida especifico Média 329,6a 17,3a 305,0a 35,4a 374,4a 26,1a
(6\% 9,6 24,2 223 19,4 19,2 26,2

Transgénico + herbicida convencional Média 304,0a 15,6a 345,9a 37,3a 413,8a 24.8a
Cv 10,9 34,8 10,9 28,3 17,1 27,5

Conquista + herbicida convencional Média 253,0b 17,6a 350,3a 35,6a 389,5a 28,4a
(&\% 11,0 31,5 15,0 14,3 28,3 21,3

Sete Lagoas

Transgénico + herbicida especifico Média 578,9b 89,1a 146,8a 14,0a 562,6a 60,8a
CcvV 16,6 27,2 43 18,1 7,4 16,8

Transgénico + herbicida convencional Média 667,0a 97,2a 151,7a 15,1a 550,5a 54,8a
Cv 25,1 18,6 35,0 15,1 30,1 17,9

Congquista + herbicida convencional Média 746,2a 107,6a 150,0a 12,3a 679,6a 55,5a
CV 15,0 18,9 5,4 17,2 25,9 15,1

Planaltina

Transgénico + herbicida especifico Média 590,2a 65,5a 459,6a 433a - -
(0\% 7,5 20,3 7.4 20,7 - -

Transgénico + herbicida convencional Média 549,9a 54,5a 440,3a 46,3a - -
(&% 19,4 14,8 13,4 8,0 - -

Congquista + herbicida convencional Média 597,4a 78,6a 441,5a 41,0a - -
CV 7,2 21,0 6,9 4.8 - -

Brasilia

Transgénico + herbicida especifico Média 449,6a 34,4b 291,3a 40,5a 445,6a 26,4a
(&% 21,1 35,0 15,0 8,3 12,9 29,6

Transgénico + herbicida convencional Média 4422a 47,8a 267,4a 45,7a 384,3a 31,2a
CcvV 18,6 10,9 29,8 12,1 19,0 343

Congquista + herbicida convencional Média 451,9a 53,3a 322,2a 47,3a 374,3a 33,9a
CV 32,8 20,5 37,4 29,8 23,9 32,4

Santo Antonio de Goias

Transgénico + herbicida especifico Média 335,4a 6,3a 343,9a 23,0a - -
()% 15,9 10,6 31,4 24,7 - -

Transgénico + herbicida convencional Média 317,5a 9,0a 340,7a 25,2a - -
CV 6,5 34,6 33,7 18,9 - -

Congquista + herbicida convencional Meédia 377,2a 7,3a 347,8a 19,8a - -
CV 27,0 31,3 28,9 24,6 - -

(DMédias e coeficiente de variagio (CV) de quatro repeti¢des, com duas avaliagdes por repeti¢do; valores seguidos por letras iguais, na mesma coluna,

para cada local, ndo diferem entre si (Duncan, p<0,05).
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o que confirma a viabilidade de utilizacio dos parametros
microbioldgicos em larga escala.

A técnica de DGGE representa um grande avango
nos estudos de microbiologia do solo, por conseguir
detectar microrganismos ndo-cultivdveis; os resultados
obtidos nessa andlise apresentam melhor nivel de
resolucgdo e relagdo custo/beneficio, em comparagdo aos
outros métodos disponiveis (Hungria et al., 2003).

No Ensaio 1, as andlises do DNA total do solo por
DGGE, com primers para a regiio do DNA que codifica
o gene ribossomal 16S de bactérias, indicaram que a
diversidade dos géneros e espécies de bactérias, em cada
area, era distinta, embora vdrias bandas fossem comuns
a todas as dreas. Londrina apresentou a menor
diversidade, o que pode ser decorrente do uso agricola
intensivo desses solos. Os perfis obtidos em cada uma
das trés repeti¢des, de cada 4rea, foram bastante
semelhantes entre si, com coeficientes de similaridade
de 99,9% em Cascavel, Ponta Grossa e Dourados, de
95% em Londrina e de 90% em Passo Fundo; menor
similaridade s6 foi observada em Sdo Luiz Gonzaga, de
79%. A diversidade elevada em Sao Luiz Gonzaga, em
adicdo a variabilidade nas andlises de biomassa
microbiana (Tabela 3), é indicacdo de menor
homogeneidade microbioldgica da drea.

No Ensaio 2, nas avaliagdes de DGGE realizadas no
PP e em R2, similaridade superior a 90% entre as quatro
repeti¢des foi confirmada em todos os locais, exceto
pelo tratamento 1 no PP e em R2 em Brasilia e Ponta
Grossa (Figura 1 e Tabela 5). A seguir, as quatro
repeticdes de cada tratamento foram combinadas duas
a duas (repeticdes 143 e 2+4); o DNA da amostra
combinada foi extraido novamente e analisado, para se
verificar a possibilidade de juntar amostras e diminuir os
custos. Tanto os perfis, como os indices de similaridade
foram semelhantes aos da primeira andlise, conduzida
com quatro repeticdes. Na Figura 1, sdo mostrados os
perfis obtidos na andlise conjunta (duas repeti¢cdes) em
duas situacdes. No caso de Santo Antdnio de Posse, os
perfis obtidos entre as repeticdes no PP foram
semelhantes, e o mesmo fato aconteceu com os perfis
entre os tratamentos em PP e em R2, o que indica
homogeneidade da drea; além disso, a maioria das bandas
observadas nos perfis obtidos na amostragem do PP foi
confirmada em R2 (Figura 1). Em Brasilia, a
homogeneidade entre as repeticdes no PP foi menor,
particularmente no tratamento 1, e os perfis obtidos no
PP foram bastante distintos daqueles obtidos em R2
(Figura 1). No caso dos perfis distintos entre as coletas,

sabe-se que a microbiota do solo € fortemente estimulada
pela rizosfera. Por exemplo, a populacido de rizébios
microssimbiontes do feijoeiro € estimulada na
germinacdo e no florescimento (Hungria et al., 2003).
No caso do presente estudo, no primeiro ano do Ensaio 2,
ndo foram constatadas diferencas qualitativas na
microbiota do solo relacionadas a transgenia ou a
composicdo do herbicida, e foi maior a diferenca, em
alguns locais, verificada entre as coletas.

As seis dreas avaliadas no Ensaio 1 apresentaram
populacdes de Bradyrhizobium da ordem de 5,95x103
(Passo Fundo) a37,4x103 células g de solo seco (Cascavel)
(Tabela 6), com CV bastante elevado, de 49 a 130%; ap6s
a transformacao logaritmica, procedimento freqiientemente
utilizado para esse parametro (Woomer et al., 1988), houve
um decréscimo do CV para 5,2% e 15,8%, respectivamente
(Tabela 6). Também nos solos utilizados no Ensaio 2, exceto
o de Brasilia (<10 células g'!), as populagdes de rizbios
foram elevadas: Ponta Grossa, 9,32x10* células g'!;
Londrina, 1,47x105 células g!; Santo Antonio de Posse,
4,27x103 células g'!; Sete Lagoas, 1,72x10% células g'!;
Planaltina, 3,98x103 células g!; e Santo Antonio de Goids,
1,47x102 células g'!.

Em relacdo ao NN, o CV no Ensaio 1 variou de 7,9%
(Ponta Grossa) ao maximo de 16,2% (Sao Luiz Gonzaga)
e, para a massa de nédulos secos (MNS), de 6,6%
(Londrina) a 20,4% (Dourados), o que dispensa a
necessidade de transformacdo dos dados (Tabela 6).
No Ensaio 2, nos locais onde houve deficiéncia hidrica
(Sete Lagoas e Santo Antonio de Goids), ou baixa
populacao de rizobios (Brasilia), CVs elevados (35%)
foram observados (Tabela 7). Em ambos os ensaios, o
CV para a MNS foi inferior ao constatado para o NN
(Tabelas 6 e 7).

Na andlise de ocupagdo dos nddulos, a soma das
percentagens de ndédulos ocupados por cada sorogrupo
foi superior a 100%, pois varios nédulos apresentaram
ocupacao por mais de uma estirpe; além disso, de 2,6%
(Dourados) a 10,2% (Londrina) foram ocupados por
estirpes com sorogrupos desconhecidos (Tabela 6), o que
também ¢é relatado em diversos ensaios conduzidos no
Brasil (Hungria et al., 2006). A maior percentagem de
nédulos apresentou reacdo sorolégica com a
SEMIA 5079, o sorogrupo mais competitivo e utilizado
por mais tempo em inoculantes comerciais (Mendes
et al., 2004; Hungria et al., 2006). A variabilidade nos
pardmetros de ocupacdo dos nddulos, pelos diversos
sorogrupos, foi aceitdvel no caso das estirpes mais
competitivas (SEMIAs 587, 5019 e 5079) (Tabela 6),
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Figura 1. Similaridade genética (%) entre os perfis de DNA total do solo, obtidos em trés tratamentos no Ensaio 1 ( tratamento 1, 'Conquista’
transgénica + herbicida especifico; tratamento 2, 'Conquista’ transgénica + herbicida convencional; tratamento 3, 'Conquista’
convencional + herbicida convencional), em experimentos conduzidos em Santo Antdnio da Posse e em Brasilia (Ensaio 2), nas
coletas do pré-plantio e R2. Os perfis foram obtidos apds a amplificacdo com primers para a regido do gene ribossomal 16S e
eletroforese por DGGE. Os produtos foram analisados com o programa Bionumerics, com o algoritmo UPGMA, o coeficiente de
Jaccard e um indice de tolerancia de 5%.
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contudo, CVs elevados foram observados com as  Fundo, a SEMIA 5080 ocupou, em média, 12% dos
estirpes menos competitivas, por exemplo, em Passo  ndédulos, com CV de 44,4%. Coeficientes de variacao

Tabela S. Percentagem de similaridade genética final obtida pela andlise de agrupamento dos produtos obtidos por DGGE do
DNA total do solo amplificado com primers para a regido que codifica para o gene ribossomal 16S de bactérias. Foram realizadas
andlises de agrupamento entre as repeticoes de cada tratamento e entre tratamentos em cada coleta. Os produtos de PCR foram
analisados usando o programa Bionumerics com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard, com um nivel de tolerancia de
5%. Ensaio 2, safra 2003/2004.

Tratamento Similaridade genética (%)
Entre repeti¢des Entre tratamentos (final)
Pré-plantio R2 Pré-plantio R2
Ponta Grossa
Transgénico + herbicida especifico 99,99 61,54"
Transgénico + herbicida convencional 99,99 83,33 93,33 73,34%
Congquista + herbicida convencional 99,99 81,82
Londrina
Transgénico + herbicida especifico 99,99 99,99
Transgénico + herbicida convencional 99,99 99,99 99,99 99,99
Conquista + herbicida convencional 99,99 99,99
Santo Antonio de Posse
Transgénico + herbicida especifico 99,99 99,99
Transgénico + herbicida convencional 99,99 99,99 99,99 99,99
Congquista + herbicida convencional 99,99 99,99
Sete Lagoas
Transgénico + herbicida especifico 90,91 90,91
Transgénico + herbicida convencional 99,99 99,99 90,91 90,91
Conquista + herbicida convencional 99,99 99,99
Planaltina
Transgénico + herbicida especifico 90,01 89,89
Transgénico + herbicida convencional 99,99 90,01 90,91 90,01
Conquista + herbicida convencional 99,99 89,89%
Brasilia
Transgénico + herbicida especifico 87,51 99,99
Transgénico + herbicida convencional 92,86 99,99 84,38 99,99
Congquista + herbicida convencional 99,99 99,99
Santo Antonio de Goias
Transgénico + herbicida especifico 99,99 99,99
Transgénico + herbicida convencional 99,99 99,99 99,99 99,99
Congquista + herbicida convencional 99,99 99,99

(WConsiderado como 90%. (PSimilaridade entre os tratamentos 2 € 3, 83,33% e, deste agrupamento em relagdo ao tratamento 1, 73,34%.
()Similaridade entre os tratamentos 2 e 3, 92,86% e, deste agrupamento em relagdo ao tratamento 1, 84,38%.

Tabela 6. Nimero de células de Bradyrhizobium por grama de solo; nimero de nédulos por planta (NN); massa de nédulos
secos por planta (MNS, mg); ocupacdo dos nddulos pelas estirpes (%); massa de matéria seca da parte aérea (MPAS, gramas
por planta); N total acumulado na parte aérea (NTPA, miligramas por planta); percentual do N total na forma de ureidos (NU);
N total na forma de ureidos (NTU, miligramas por planta); eficiéncia dos nédulos considerando-se o N total (ENNT, mg N g! de
n6dulo) e o N na forma de ureidos (ENNU, mg N ureido g-! de n6dulo), em soja no estadio R2, coletada em seis dreas produtoras.
Meédias e coeficientes de variacdo (CV, %) de trés repeti¢des. Ensaio 1, soja convencional, safra 2002/2003.

Local Variavel ~ Células de rizobios Nodulagao! Ocupagio dos nodulos™ Parte aérea'” Efic. n6dulos™
n(x10°) (log) NN MNS 587 5019 5079 5080 S/reagio MPAS NTPA NU% NTU ENNT ENNU
Sdo Luiz Gonzaga Média 7,74 3,81 114 241 43,1 36,3 55,1 6,7 6,6 2,44 95,4 77,8 74,3 0,40 0,31
()% 71,7 8,1 16,2 148 11,0 73 8,9 17,7 20,8 6,8 11,1 1,9 12,8 42 2,4
Passo Fundo Média 5,95 3,74 125 258 43,0 425 449 12,1 4.6 2,42 97,1 77,2 75,3 0,38 0,29
Ccv 49,0 52 154 14,6 8,3 5,0 10,4 444 46,5 9,5 12,4 4.5 16,6 4,1 2,6
Cascavel Média 37,40 4,26 126 251 36,1 29,6 49,5 19,7 7.4 3,03 1243 75,0 93,4 0,50 0,37
(6\% 130,0 15,8 10,8 12,1 18,6 15,5 1,5 15,6 54,0 23 42 5,5 9,6 9,2 4,8
Ponta Grossa Média 22,24 426 103 209 393 26,9 399 12,0 6,4 2,57 98,6 72,1 71,1 0,47 0,34
(6\% 80,6 8,0 7,9 9,6 5,7 15,4 7,4 29,1 333 11,8 13,2 2,6 143 6,5 9,0
Londrina Média 17,09 3,96 106 192 348 23,1 40,6 12,9 10,2 2,56 105,3 80,3 84,6 0,44 0,55
(6\% 129.9 14,6 9,4 6,6 11,0 9,7 9.4 10,9 255 4.4 49 2,4 7,2 34 42
Dourados Média 20,56 4,14 91 133 30,9 23,1 48,4 254 2,6 2,85 106,6 80,9 86,3 0,82 0,66
CV 96,7 12,1 14,4 4,0 15,8 14,3 18,6 8,9 15,4 4,2 0,5 1,7 8,9 15,1 13,5

(ODMédias de dez plantas por repetigio. @Médias de 40 nédulos retirados de dez plantas por repetigio.
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elevados para a ocupacdo dos nédulos também foram Nas avaliagdes de massa e N total na parte aérea, 0s
verificados em outros ensaios, conduzidos a campo no ~ CVs foram baixos em todos os locais, com valor maximo
Brasil, por exemplo, de 38% em Londrina, PR (Hungria ~ de 13,2% no Ensaio 1 (Tabela 6) e de 24,6% no Ensaio 2
etal., 1998) a 61% em Planaltina, DF (Mendeset al.,2004).  (Tabela 7), ambos para o NTPA em Ponta Grossa.

Tabela 7. Nimero de nédulos por planta (NN), massa de nddulos secos por planta (MNS, mg), massa de matéria seca da parte
aérea (MPAS, gramas por planta), teor de N (%NPA), N total (NTPA, mg de N por planta), teor de N-ureidos (NU) e N total na
forma de ureidos (NTU, mg de N-ureido por planta) na parte aérea da soja. Eficiéncia dos nddulos considerando-se o N total
(ENNT, mg N g-! de nddulo) e o N na forma de ureidos (ENNU, mg N-ureido g'! de nédulo), em soja no estadio R2, coletada em
sete areas produtoras. Ensaio 2, safra 2004/20051.

Tratamento Variavel Nodulagdo Parte aérea Eficiéncia dos nodulos
NN MNS MPAS %NPA  NTPA NU NTU ENNT ENNU
Ponta Grossa

Transgénico + herbicida especifico Média 136a 484a 37,8a 40,3a 1522a 86,8a 1327a 3,1a 2,7a
(6% 10,8 11,8 20,8 12,4 24,6 2,7 27,6 14,4 16,9

Transgénico + herbicida convencional Média 114a 383a 36,6a 41,4a 1514a 85,8a 1302a 4,0a 34a
(6\% 23,8 17,5 10,4 83 11,2 2,6 13,7 233 25,2

Conquista + herbicida convencional ~M¢édia 97a 358a 37,2a 39,7a 1473a 85,2a 1255a 4,1a 3,5a
CV 44,8 34,4 8,2 11,5 11,3 0,6 11,7 27,8 27,4

Londrina

Transgénico + herbicida especifico Média 87ab 184b 11,7a 41,0a 475b 73,5a 350a 2,6a 1,9a
CV 42,6 27,9 13,8 13,2 6,8 39 10,2 41,6 45,7

Transgénico + herbicida convencional Média 109a 232a 14,4a 41,2a 586ab  74,0a 437a 2,5a 1,9a
(6\% 5,8 8,7 26,9 9,4 20,4 5,8 25,7 29,0 35,1

Conquista + herbicida convencional ~Média 63b 166b 14,6a 42.8a 624a 72,8a 456a 3,8a 2,7a
CV 10,9 18,6 19,0 5,3 19,1 3,9 22,4 42,1 45,0

Santo Antonio de Posse

Transgénico + herbicida especifico Média 72a 234a 28,2a 36,1a 1.007b 83,0a 838b 4,3b 3,6b
cvV 38,5 5,6 13,0 11,5 7,5 4,2 11,6 4,2 7,8

Transgénico + herbicida convencional Média 80a 200a 33,7a 36,2a 1.221a 86,0a 1.050a 6,la 5,2a
CV 24,7 25,6 8,4 8,8 12,7 0,9 13,1 42,8 42,8

Conquista + herbicida convencional ~M¢édia 69a 230a 29.9a 36,6a 1.090b 85,5a 933b 4,7b 4,0b
CV 40,1 10,4 15,7 12,3 16,6 0,7 17,1 9,4 9,4

Sete Lagoas

Transgénico + herbicida especifico Média 107a 223b 11,1b 36,4a 406a 73,8a 301a 1,8a 1,3a
Ccv 42,3 31,8 7,7 12,9 20,1 4,0 23,8 38,4 41,1

Transgénico + herbicida convencional Média 126a 244a 11,9b 352a 420a 77,2a 323a 1,7a 1,3a
(&\% 30,2 46,1 9,7 55 13,2 8,1 9,3 55,2 61,1

Conquista + herbicida convencional ~Média 141a 322a 13,2a 35,6a 472a 72,8a 343a 1,5a 1,1a
CV 23,5 13,5 7.2 8,8 14,9 3,9 15,2 6,6 4,7

Planaltina

Transgénico + herbicida especifico Média 87a 324a 18,0b 37,9a 682b 86,0a 590b 2,1a 1,8a
cv 21,1 22,5 16,1 8,1 15,8 5,8 21,4 17,3 19,8

Transgénico + herbicida convencional Média 99a 352a 22,3a 37,9a 846a 88,2a 749a 2,4a 2,1a
cv 258 28,2 12,6 2,6 14,0 3,7 17,7 42,3 459

Conquista + herbicida convencional ~Média 90a 379a 19.3b 35,0a 672b 84,8a 572b 0,18a 1,5a
CV 28,4 25,2 15,1 3,8 15,8 2,9 18,4 30,1 31,1

Brasilia

Transgénico + herbicida especifico Média 0,4a 5a 17,7a 37,8a 671a
cvV 126,7 129,2 12,1 12,9 20,0

Transgénico + herbicida convencional Média 0,3a 3a 20,9a 37,0a 773a
CcvV 75,0 87,1 20,6 7,9 21,2

Conquista + herbicida convencional ~M¢édia 1,0a 6a 14,7a 36,2a 535a
CV 128,2 109,1 12,4 7,8 16,9

Santo Antonio de Goias

Transgénico + herbicida especifico Média 26a 108b 17,6ab 37,6a 66lab  81,8a 541ab 6,1ab 5,0ab
Ccv 42,7 41,0 7,2 6,1 9,6 1,5 10,9 46,4 449

Transgénico + herbicida convencional Média 20a 94b 19,5a 39,2a 761a 84,2a 644a 8,1a 6,8a
CV 39,8 42,2 18,2 7,0 16,7 39 20,5 38,6 37,7

Conquista + herbicida convencional ~Média 22a 132a 15,1b 39,7a 596b 82,0a 490b 4,5b 3,7b
CV 26,9 7,7 18,3 6,2 11,9 2,8 14,6 9,7 11,6

(WMédias e coeficiente de variagio (CV, %) considerando-se quatro repeti¢des, com a avaliagdo de dez plantas por repeti¢do; valores seguidos por
letras iguais, na mesma coluna, para cada local, ndo diferem entre si (Duncan, p<0,05).
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Na quantificacio do processo de FBN, foi utilizado o
método da abundancia relativa de N dos ureidos, pelo
baixo custo e por ndo necessitar de controles sem FBN.
No Ensaio 1, a contribui¢do da FBN varioude 72 a 81%
(Tabela 6) e, no Ensaio 2, de 73 a 88% (Tabela 7) do
N total das plantas. Esses valores estdo de acordo com
um levantamento de ensaios de quantificacdo conduzidos
no Brasil, que indicou contribui¢des de 69 a 94%
(Hungria et al., 2006).

A variabilidade nas avaliacdes de N dos ureidos
também foi baixa, com méiximo de 27,6%, em Ponta
Grossa (Ensaio 2) (Tabela 7). No Ensaio 2, em geral,
ndo foram constatadas diferencas entre os herbicidas
nos parametros de FBN (Tabela 7). Além disso, na
andlise geral dos dados obtidos nos sete locais, ndo foram
constatadas diferencas entre os dois herbicidas nos
seguintes pardmetros: NN (p = 0,458), MNS (p = 0,300),
MPAS (p =0,419), %NPA (p = 0,135), NTPA
(p = 0,425), %N de ureido (p =0,476) e NTU
(p = 0,488). Deve-se salientar, porém, que os dados se
referem apenas ao primeiro ano do ensaio.

Em estudo conduzido sobre a FBN, foi constatado
que em geral os herbicidas sdo menos téxicos que os
fungicidas (De-Polli et al., 1986). Contudo, existe grande
variacdo entre os principios ativos dos herbicidas e,
portanto, também sdo encontradas varia¢des na toxidez
a simbiose. Como exemplo, 42% dos estudos compilados
por De-Polli et al. (1986) mostraram efeitos prejudiciais
dos herbicidas a FBN. Em alguns casos, os herbicidas,
inclusive o glifosato, reduziram drasticamente a
sobrevivéncia do Bradyrhizobium e a nodulacao da soja
(Marenco et al., 1993; Zawoznik et al., 1995). Santos
et al. (2004), ao analisar o crescimento in vitro das
estirpes comerciais de Bradyrhizobium SEMIA 587,
SEMIA 5019 e SEMIA 5079 com sete formulacdes
comerciais de glifosato, verificaram que a magnitude do
efeito variou com a estirpe e com a formulacdo do
herbicida. De modo semelhante, Zablotowicz & Reddy
(2004) constataram diferencas entre estirpes de
Bradyhrizobium, quanto a tolerancia ao glifosato, o que
afeta a taxa de crescimento das bactérias, a nodulacao
e o teor de leghemoglobina nos nédulos. E importante
salientar que o Bradyrhizobium possui a enzima de
sensibilidade ao glifosato, e o herbicida pode acumular-se
nos nédulos, embora ndo tenha sido demonstrado efeito
téxico em campo (Zablotowicz & Reddy, 2004).
Finalmente, h4 relatos de auséncia de efeito téxico de
alguns herbicidas, como foi o caso da trifluralina na
nodulagdo e na ocupagdo de nédulos, em um ensaio com
soja nos Cerrados (Mendes et al., 1994).

A anélise conjunta dos dados, obtidos nos sete locais
também indicou que ndo houve diferenca estatistica entre
a cultivar Conquista convencional e o evento transgénico,
nos parametros: NN (p = 0,396), MNS (p = 0,395),
MPAS (p =0,484), %NPA (p = 0,244), NTPA
(p =0,443), %N-ureido (p = 0,443) e NTU (p = 0,486).
Efeitos da transgenia, em campo, na microbiota do solo,
ainda ndo foram demonstrados, ou ocorreram de modo
variavel e transiente (Dunfield & Germida, 2004,
Motavalli et al., 2004).

Neste trabalho, foram sugeridos limites aceitdveis para
a variabilidade temporal e espacial, em ensaios
conduzidos em campo, para os parametros utilizados em
avaliacdes quantitativas e qualitativas da microbiota do
solo e da FBN. Foi demonstrada a viabilidade de utilizar
esses parametros, em larga escala e em campo, em
ensaios de monitoramento, ou de andlise de risco
ambiental. No caso do Ensaio 2, os parametros foram
validados em um monitoramento sobre a avaliacdo do
efeito da transgenia e dos herbicidas, e ndo foram
constatadas, no primeiro ano do ensaio, diferencas
significativas entre os tratamentos.

Conclusoes

1. O coeficiente de variagdo maximo aceitdvel é de
35%, para o uso dos parametros de carbono e nitrogénio
da biomassa microbiana como indicadores quantitativos
da microbiota do solo.

2. Em relagdo a andlise de DNA total do solo, o nivel
de dissimilaridade méiximo aceitdvel entre repeticdes é
de 10%, para que as amostras sejam consideradas
homogéneas.

3. Em solos pobres em nitrogénio, as massas de
nddulos e da parte aérea sdo adequadas para avaliar o
crescimento e o desempenho simbidtico da soja, desde
que o coeficiente de variacdo nao ultrapasse 33 e 18%,
respectivamente.

4. Em dreas com teores elevados ou desconhecidos
de nitrogénio no solo, ou que receberam fertilizantes
nitrogenados, o nitrogénio total ou o nitrogénio de ureido
precisa ser analisado, e o coeficiente de variacdo ndo
deve ultrapassar 18 ou 21%, respectivamente.
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