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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar e validar um conjunto minimo de pardmetros para 0 monitoramento,
em campo, da microbiota do solo e da fixac¢ao bioldgica do N, (FBN) pela soja. Os ensaios foram conduzidos em
areas de plantios comerciais (safra 2002/2003) e experimentais (safra 2004/2005), em blocos ao acaso. O Ce o N da
biomassa microbiana (CBM e NBM) mostraram-se adequados para a avaliacdo quantitativa da microbiota do
solo e ambos os parametros foram correlacionados significativamente, portanto, apenas um deles precisa ser
determinado. Foram obtidas correlagdes positivas e significativas entre a massa da parte aérea seca das plantas
(MPAS) e 0o CBM e o NBM. A anidlise do DNA total do solo por eletroforese em géis desnaturantes (DGGE)
detectou alteracdes qualitativas na microbiota do solo, relacionadas a homogeneidade da drea e a diferencas
entre tratamentos, dreas e coletas. A massa de nddulos secos (MNS) foi o melhor pardmetro para a avaliacio da
nodulacdo. Correlagdes significativas foram constatadas entre a MPAS e o N total acumulado na parte aérea
(NTPA). Resultados semelhantes foram observados entre a MPAS e o N de ureidos (NTU). O monitoramento da
FBN pela soja pode ser realizado apenas pela determina¢do da MNS e da MPAS.

Termos para indexagdo: Bradyrhizobium, Glycine max, biomassa microbiana, fixa¢do bioldgica do nitrogénio,
monitoramento ambiental.

Minimal set of parameters for evaluation soil microbiota and biological
nitrogen fixation in soybean

Abstract — The objective of this work was to evaluate and validate a minimum set of parameters capable of
monitoring, under field conditions, soil microbes and/or the biological N, fixation process with the soybean crop.
The field trials were performed in commercial fields (2002/2003) and experimental areas (2004/2004), with complete
randomized blocks design. Microbial biomass C (MBC) and N (MBN) were adequate for the quantitative evaluation
of soil microbes; the parameters were significantly correlated therefore the determination of only one of them is
sufficient. Positive and significant correlations were also obtained between the parameters of shoot dry weight
(SDW) and MBC and MBN. The analysis of total soil DNA by the denaturating gradient gel electrophoresis
method (DGGE) detected qualitative changes in soil microbes, related to the homogeneity of the area, as well as
to differences among treatments, areas and harvests. Nodule dry weight (NDW) was the most suitable parameter
for the evaluation of nodulation. Significant correlations were obtained between the SDW and the total N
accumulated in shoots (TNS). Similar results were obtained between SDW and total N-ureides (TNU). Monitoring
of the symbiosis in soils traditionally cropped with soybean and poor on N may be achieved only by the
determination of NDW and SDW.

Index terms: Bradyrhizobium, Glycine max, microbial biomass, biological nitrogen fixation, environmental monitoring.

Esses autores relacionam virios beneficios
econdmicos, ambientais e sociais gerados em uma
década de comercializag@o de transgénicos, incluindo

Introducao

O cultivo comercial de plantas transgénicas iniciou-

se em 1996 e cresceu exponencialmente desde entdo,
tendo atingido aproximadamente 87,2 milhdes de
hectares em 2005 e envolvido mais de 8 milhdes de
agricultores em 17 paises; 60% dessa extensdo sio
cultivados com soja (Brookes & Barfoot, 2005, 2006).

maior produtividade, reduc@o no uso de agrotéxicos e
no gasto de combustiveis, menor emissio de gases com
efeito estufa, e maior seqiiestro de C. Por sua vez,
questdes relacionadas a seguranca dos transgénicos, a
saide humana e ao ambiente sdo muito discutidas e
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incluem a possibilidade de fluxo génico para plantas
selvagens, domesticadas, ou ervas daninhas, e a
tolerdncia aos agrotdxicos, além de questdes éticas,
socioecondmicas, de propriedade intelectual e de direito
do consumidor (Gepts & Papa, 2003; Huffman et al.,
2003; Gepts, 2004).

A estimativa do impacto ambiental, também
denominada de andlise de risco, é definida como um
processo de avaliagdo, que inclui a identificacdo das
incertezas, das probabilidades e da severidade dos efeitos
adversos ao homem, ou ao meio ambiente, apds a
exposicao a determinadas fontes de risco.

O reconhecimento da importancia dos microrganismos
para a qualidade do solo e da fixacdo bioldgica do N,
(FBN) para a nutricdo das leguminosas tem demandado
a andlise de diversos parametros microbiolégicos em
ensaios de avaliacdo de impactos ambientais. Como
exemplo, a aprovacdo do uso comercial da soja
transgénica pela CTNBio (Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca) vem sendo condicionada a realizacdo
de planos de monitoramento pré ou pds-comerciais, em
escala de propriedades comerciais ou de ensaios
experimentais, nos quais estao incluidas avaliacdes da
microbiota do solo. A definicdo de um conjunto minimo
de parametros, sensiveis, com baixa variabilidade e custo
e validado para as condi¢des brasileiras é relevante para
a andlise de risco ambiental em estudos que envolvem
transgénicos, ou quaisquer novas tecnologias aplicadas
a cultura da soja, inclusive o melhoramento genético
tradicional.

O objetivo deste trabalho foi avaliar e validar um
conjunto minimo de pardmetros para 0 monitoramento,
em campo, da microbiota do solo e da fixag@o bioldgica
do N, (FBN) pela soja.

Material e Métodos

Foram realizadas avaliacdes em dois conjuntos de
ensaios, conduzidos por duas safras (2002/2003 e 2004/
2005), nas principais regides produtoras de soja. O Ensaio 1
(2002/2003) foi conduzido com soja convencional em
propriedades de agricultores, localizadas em seis
municipios tradicionais de producdo de soja: Sdo Luiz
Gonzaga (RS), Passo Fundo (RS), Ponta Grossa (PR),
Cascavel (PR), Londrina (PR) e Dourados (MS).

Os ensaios nessas propriedades foram instalados no
delineamento experimental em blocos ao acaso, com trés
repeti¢des. As coletas para as andlises microbioldgicas
foram realizadas nos estadios V4 (terceira folha trifoliada
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estendida e a quarta aberta) e R2 (florescimento pleno)
do desenvolvimento da soja. O Ensaio 2 foi conduzido
em sete estacdes experimentais, localizadas em regides
produtoras de soja: Ponta Grossa (PR), Londrina (PR),
Santo Antdnio da Posse (SP), Sete Lagoas (MG), Santo
Antodnio de Goias (GO), Brasilia (DF) e Planaltina (DF).
As cultivares de soja utilizadas foram a Conquista e a
Conquista evento transgénico, constituida de uma
linhagem com caracteristicas fenotipicas desejdveis, que
contém uma copia Unica de gene para tolerancia a um
herbicida especifico. Os ensaios foram conduzidos com
o delineamento experimental em blocos ao acaso, com
quatro repeticoes e trés tratamentos: 'Conquista’ evento
transgénico e herbicida especifico, 'Conquista' evento
transgénico e herbicidas convencionais, 'Conquista’
convencional e herbicidas convencionais. As coletas
para as andlises microbioldgicas foram realizadas nos
estddios de pré-plantio (PP), R2 e, em cinco locais, em
R8 (maturag¢do plena). Detalhes sobre as dreas e
conducdo dos ensaios constam do trabalho de Souza
et al. (2008).

De cada uma das parcelas foram coletadas sete
subamostras deformadas de solo (0—10 cm), na area total
da parcela, antes do plantio, para a anélise quantitativa
e qualitativa da microbiota do solo. Na avaliacido
quantitativa do C da biomassa microbiana (CBM),
utilizou-se o método de fumigacao-extracao modificado
de Vance et al. (1987) e, para o N (NBM), o método de
Brookes et al. (1985). A respiracdo basal (RB) foi
avaliada pela determinacdo do C do CO, (C-CO,)
liberado em amostras ndo-fumigadas, incubadas por dez
dias, e capturado em uma solugao de hidréxido de sédio
(NaOH) 0,5 N. O quociente metabdlico (¢gCO,) foi
calculado pela divisao da RB pelo CBM. Para a
determinacdo qualitativa da microbiota do solo, o DNA
total do solo foi extraido e amplificado com primers
especificos para a regido que codifica para o gene
ribossdmico 16S rRNA e os produtos da reacao foram
submetidos a eletroforese em gel com gradiente
desnaturante de uréia (DGGE, Denaturating Gradient
Gel Electrophoresis) (Souza et al., 2008).

Nas avaliacdes da simbiose soja-rizobio, inicialmente
foi determinada a populac@o de rizébios capazes de
nodular a soja, pelo método do nimero mais provavel
(NMP) com contagem em plantas. No estddio R2, dez
plantas de soja foram coletadas ao acaso, de cada
parcela, para a determinacdo dos parametros nimero
(NN), massa de nédulos secos (MNS) e massa da parte
aérea seca (MPAS). O N total da parte aérea (NTPA)
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foi avaliado por digestdo umida, seguida pela
determinacdo da concentracdo de N, utilizando um
analisador automaético (Tecator Automatic N Analyzer,
Suécia). Os peciolos foram moidos (malha de 20 mesh)
separadamente para a andlise do N total sob a forma de
ureidos (NTU). O teor de nitrato nos peciolos também
foi determinado, para a avaliagdo da percentagem do N
total sob a forma de ureidos (%NU) (Herridge &
Peoples, 1990). A ocupacio dos nédulos pelas estirpes
dominantes nos solos brasileiros foi realizada em 40 nédulos,
escolhidos ao acaso, de cada parcela, pelo método de
imunoaglutinacdo, contra os antigenos somadticos
termoestdveis preparados com as estirpes SEMIA 5079,
SEMIA 5080, SEMIA 587 e SEMIA 5019.

No Ensaio 2, os teores de P e K na parte aérea das
plantas coletadas em R2 também foram determinados.
Ap6s a digestdo do material moido por via seca em mufla,
os teores de P e K foram analisados por espectroscopia
de emissdo atdmica induzida por plasma (ICP-AES).

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
das varidveis e de homogeneidade das variancias
(ANOVA) (SAS, 1999). Quando comprovadas a
normalidade e a homogeneidade, foram calculadas a
média aritmética (X) e o desvio-padrao (s), e resultados
semelhantes foram obtidos utilizando-se o SAS ou o
Microsoft Excel. Na estimativa da precisdo
experimental, foi utilizado o coeficiente de variacdo (CV)
(desvio-padrao/média, s/X). A classificacdo do CV nos
niveis baixo, médio, alto e muito alto foi realizada ap6s a
andlise da média aritmética (X) e do desvio-padrdo da
média (s) de cada valor de CV (Souza et al., 2008).
Coeficientes de correlacio entre os diversos pardmetros
foram estimados com o programa Microsoft Excel e,
também, na pagina da University of Amsterdam (2005).
A andlise dos perfis de DNA obtidos na andlise de DGGE
foi realizada com o programa Bionumérics (v. 1.50)
(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica), utilizando o
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
with arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard.

Resultados e Discussao

No Ensaio 1, quando os pardmetros de CBM, RB e
qCO, foram correlacionados (Tabela 1), destacaram-
se as correlacdes positivas e significativas entre o CBM
e a RB, tanto no estadio V4 (r = 0,83, p<0,001), como
no estddio R2 (r = 0,90, p<0,001). A correlacio entre
esses dois parametros também foi positiva e
estatisticamente significativa, quando os dados das duas
coletas foram analisados em conjunto (r = 0,84, p<0,001),
(Figura 1). Em relacdo ao gCO,, ndo houve correlacio

com a RB em cada coleta, contudo, houve correlacdo
negativa e significativa, a p<0,05, com o CBM, tanto em
V4, como em R2, o0 que indica que, concomitantemente
com o incremento no CBM, a microbiota tendeu a
incrementar a eficiéncia metabdlica, provavelmente pela
selecdo de microrganismos mais eficientes na conversao
dos nutrientes disponiveis, particularmente o C
(Tabela 1).

Tabela 1. Coeficientes() de correlag@o entre os parAmetros
de C da biomassa microbiana (CBM, pg g'!), respiragio basal
(RB, ug de C-CO, g'! dia'") e quociente metabdlico [(gCO,,
ug de CO, ug'! C microbiano h'!) x 10#], avaliados em solos
com soja nos estddios V4 e R2, e os pardmetros de crescimento
e N acumulado em soja no estddio R2. Ensaio 1, conduzido na
safra 2002/2003, com soja convencional e trés repeticdes.

Parametros V4 R2
CBM RB  ¢CO, CBM RB  ¢CO,
CBM - V4 1,00
RB -V4 0,83 1,00
qCO,-V4 -0,54 -0,03 1,00
CBM-R2  -044  -027 042 1,00
RB-R2 -0,26 0,02 0,55 0,90 1,00
qCO,—R2 0,87 0,78 -0,31 -0,51 -0,21 1,00
Cél. Log 0,20 0,12 -0,18 -0,42 -0,44 0,19
NN -0,30 -0,21 0,14 0,21 0,15 -0,34
MNS -0,54 -0,38 0,34 0,36 0,26 -0,50
MPAS 0,52 0,40 -0,39 -0,59 -0,59 0,39
NTPA 0,32 0,12 -0,50 -0,38 -0,48 0,15
NU% 0,40 0,37 -0,11 0,12 0,24 0,29
NTU 0,42 0,23 -0,48 -0,29 -0,34 0,23
ENNT 0,80 0,57 -0,54 -0,49 -0,39 0,67
ENNU 0,81 0,59 -0,53 -0,44 -0,33 0,67
Mr>0,61, para p<0,01 e r>0,48 para p<0,05.
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Figura 1. Correlagdo entre o C da biomassa microbiana
(CBM, ug g'!) e arespiracdo basal (RB, ug C-CO, g'! dia'l)em
seis locais cultivados com soja (Ensaio 1). Os solos foram
coletados nos estddios V4 e R2 do crescimento da soja.
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No Ensaio 1, o CBM e a RB foram significativamente
correlacionados, por isso, no Ensaio 2, decidiu-se pela
avaliacdo do CBM e a inclusdo de um novo parametro,
o NBM. As correlacdes obtidas entre 0o CBM e o NBM,
avaliados em R2, em cada um dos sete locais, ndo foram
estatisticamente significativas (Tabela 2). Entretanto,
quando todos os dados coletados em R2 foram analisados
em conjunto, constatou-se correlagdo positiva e
altamente significativa (r = 0,77, p<0,001) (Figura 2 A).
Além disso, o CBM e o NBM também foram
correlacionados significativamente quando todos os
locais e épocas (PP, R2 e, em cinco locais, em R8) foram
considerados (r = 0,75, p<0,001) (Figura 2 B).

Tabela 2. Coeficientes(!) de correlacdo entre os parimetros
de C e N da biomassa microbiana (CBM e NBM, pg g'!), massa
de nédulos (MNS, miligramas por planta) e da parte aérea
secos (MPAS, gramas por planta) e N total acumulado na
parte aérea (NTPA, miligramas por planta) avaliados em R2.
Ensaio 2, safra 2004/2005.

Parametros CBM NBM MNS MPAS NTPA
Ponta Grossa
CBM 1,00
NBM 0,45 1,00
MNS 0,02 -0,11 1,00
MPAS 0,19 -0,04 0,25 1,00
NTPA 0,32 -0,19 0,41 0,78 1,00
Londrina
NBM 0,13 1,00
MNS 0,26 -0,07 1,00
MPAS -0,54 0,12 -0,31 1,00
NTPA -0,49 0,38 -0,36 0,89 1,00
Santo Antonio da Posse
NBM 0,11 1,00
MNS 0,39 -0,55 1,00
MPAS 0,22 0,15 0,27 1,00
NTPA 0,15 0,27 -0,08 0,76 1,00
Sete Lagoas
NBM -0,42 1,00
MNS 0,10 -0,04 1,00
MPAS 0,39 -0,45 0,44 1,00
NTPA 0,22 -0,46 0,26 0,85 1,00
Planaltina
NBM 0,02 1,00
MNS -0,03 0,38 1,00
MPAS -0,05 0,16 -0,12 1,00
NTPA -0,13 0,26 -0,14 0,95 1,00
Brasilia
NBM 0,50 1,00
MNS 0,11 0,13 1,00
MPAS 0,13 0,15 -0,16 1,00
NTPA -0,13 -0,21 -0,28 0,90 1,00
Santo Antonio de Goias
NBM -0,10 1,00
MNS -0,06 0,16 1,00
MPAS -0,24 0,13 -0,39 1,00
NTPA -0,30 0,13 -0,27 0,94 1,00

Mr>0,79, para p<0,01 e r>0,65 para p<0,05.
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Desde o estudo pioneiro de Jenkinson (1966), dezenas
de trabalhos comprovaram que a determinacdo da
biomassa microbiana do solo pode fornecer informacdes
relevantes sobre o funcionamento dos ecossistemas e
sobre a qualidade do solo, havendo, inclusive, indicacdes
de que os pardmetros microbioldgicos apresentam maior
sensibilidade do que os quimicos e fisicos, refletindo
rapidamente alteracdes pelo manejo do solo ou das
culturas (Wardle, 1992, 1998; Balota et al., 1998, 2003;
Franchini et al., 2007). Com base nos resultados obtidos
nos Ensaios 1 e 2, pode-se concluir que qualquer um
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Figura 2. Correlagdes entre o C (CBM) e o N (NBM) da
biomassa microbiana do solo (ug g'') em sete locais
amostrados (Ensaio 2). A: dados obtidos em sete locais na
coleta realizada em R2; B: dados obtidos em sete locais nas
coletas no pré-plantio e em R2 e em cinco locais em R8.
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dos trés parametros — CBM, RB ou NBM - pode ser
utilizado para a avaliac@o quantitativa da microbiota do
solo. A vantagem da utilizacdo do CBM reside na maior
disponibilidade de dados, o que facilita a construgao de
bancos de dados.

Em relacdo a avaliac@o qualitativa da biomassa
microbiana pelo DGGE, no estudo de Souza et al. (2008)
foi evidenciado que a andlise de quatro ou trés repeticoes
por tratamento, ou, ainda, de duas repeticdes combinadas
(cada uma representou duas repeticdes em campo) foi
vélida para identificar a homogeneidade entre repeticoes
e detectar diferencas qualitativas na microbiota do solo,
relacionadas aos diferentes tratamentos, locais e épocas
de colheita.

Neste trabalho, os perfis foram analisados visando a
estabelecer a dissimilaridade maxima aceitdvel entre
repeticdes em um mesmo local, com o uso do programa
Bionumerics, o algoritmo de UPGMA e o coeficiente de
Jaccard. Constatou-se que, quando a tolerancia do programa
for estabelecida em 5%, o nivel de dissimilaridade médximo
aceitavel entre repeticdes deve ser de 5%. Um exemplo
estd demonstrado na Figura 3, em que os perfis das trés
repeticdes de S@o Luiz Gonzaga foram distintos, com
dissimilaridade superior a 5%, o que indica falta de
homogeneidade da area, ao contrdrio de Dourados, onde
os perfis foram 99% similares. No caso da tolerancia do
programa ser fixada em 2%, o limite de dissimilaridade
mdxima aceitdvel pode ser superior, de até 10%.

No Ensaio 1, quando os pardmetros utilizados na
avaliacdo da FBN foram correlacionados, verificou-se

Similaridade genética (%)

)
100

92 94 96 98 100
| | | | )

A

79%

que o NN foi correlacionado positivamente com a MNS
(r=20,91, p<0,001) (Tabela 3). Conseqiientemente, no
caso deste trabalho, conduzido em solos com populacao
estabelecida de Bradyrhizobium, somente um dos dois
parametros necessitaria ser avaliado, sendo preferivel
optar pela MNS, pela maior praticidade, menor
variabilidade espacial e temporal e, também, pela melhor
correlagdo com o desempenho simbidtico (Ddbereiner,
1966; Bohrer & Hungria, 1998; Hungria & Bohrer,
2000).

Correlagoes positivas e significativas foram constatadas
entre a MPAS e o NTPA (r = 0,88, p<0,001), bem como
entre a MPAS e o N total da planta sob a forma de ureidos
(NTU) (r = 0,81, p<0,001); além disso, 0o NTU foi altamente
correlacionado com o NTPA (r = 0,94, p<0,001) (Tabela 3).
Em condi¢des axénicas, Haydock et al. (1980) verificaram
que as estirpes mais eficientes poderiam ser selecionadas
com base na biomassa de plantas, ou somente da parte
aérea, sem a necessidade de determinar o teor de N nos
tecidos. Bohrer & Hungria (1998) constataram, também
em condigdes axénicas, correlacdo positiva, elevada e
significativa (r = 0,88, p<0,001) entre a MPAS e o NTPA.
Posteriormente, esses resultados foram confirmados em
solo ndo-estéril, em condi¢des de casa de vegetacdo
(r=0,91, p<0,001) (Hungria & Bohrer, 2000).

A ocupacdo dos nédulos pelas estirpes ndo foi
correlacionada significativamente com a MPAS, com o
NTPA, ou com o NTU (Tabela 3). Limitacdes a

7 Dourados
9
8
l 11 S. L. Gonzaga
b 12
L J 10

Figura 3. Anélise de agrupamento dos perfis de DNA total do solo apds a amplificagdo com primers para a regido do gene
ribossomal 16S e eletroforese por DGGE. Perfis obtidos em cada uma das trés repeticdes do Ensaio 1, em Dourados (A) e Sao
Luiz Gonzaga (B), utilizando o programa Bionumerics, com o algoritmo UPGMA, o coeficiente de Jaccard e um indice de

tolerancia de 5%.
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determinacgdo da ocupagdo dos ndédulos foram apontadas
por Souza et al. (2008): nédulos ocupados por mais de
uma estirpe; ndédulos sem reag¢do conhecida;
variabilidade (CV%) aceitdvel para as estirpes que
ocuparam a maior percentagem dos nddulos
(SEMIAs 587, 5019 e 5079), mas nio para a estirpe
menos competitiva (SEMIA 5080); e dificuldade em
separar estirpes com reacao sorolégica semelhante, por
exemplo, a SEMIA 566 e a SEMIA 5079. Essas
limitagcdes dificultam a interpretacdo dos resultados
obtidos, razao pela qual nio deve ser incluido na avaliacao
da eficiéncia agrondmica de inoculantes para
leguminosas (Relare, 2000). A avaliacdo da ocupacao
dos nédulos, no entanto, é importante em estudos de
ecologia de rizébios — por exemplo, de introducdo de
estirpes em solos isentos de Bradyrhizobium (Mendes
et al., 2004) —, bem como para monitorar o efeito da
reinoculacdo macica com novas estirpes em solos com
populacdo naturalizada (Nishi & Hungria, 1996). Neste
estudo, a MNS foi correlacionada positivamente com a
ocupacdo pelas estirpes SEMIA 587 e 5019, ao passo
que a eficiéncia dos ndédulos foi correlacionada
negativamente com essas duas estirpes e positivamente
com a SEMIA 5080. Desse modo, as estirpes
SEMIA 587 e 5019 resultaram em maior nodulacdo, mas
a SEMIA 5080 foi a mais eficiente no processo de FBN,
confirmando relatos anteriores (Nishi & Hungria, 1996;
Mendes et al., 2004; Hungria et al., 2006).

No Ensaio 2, na coleta R2, em cada um dos sete
locais, também se destacaram as correlacdes

significativas entre a MPAS e o NTPA (Tabela 2).
Quando os dados dos sete locais foram analisados em
conjunto, novamente obteve-se correlacdo positiva e
altamente significativa (r = 0,96) (Figura 4), confirmando
os resultados obtidos no Ensaio 1. Pode-se concluir,
portanto, que em solos com baixos teores de N e na
auséncia de fertilizantes nitrogenados, a avaliacdo da
MPAS representa um forte indicativo do estado
nutricional da soja em N — isso porque, no Brasil, em
geral a soja recebe todos os nutrientes necessarios ao
seu desenvolvimento, exceto o N, que se torna o
nutriente limitante ao crescimento das plantas.

Para verificar se o crescimento das plantas (MPAS)
estava, de fato, relacionado ao N, procedeu-se a anélise
dos teores de P e K nos mesmos tecidos, uma vez que
esses sdo os dois nutrientes, apds o N, acumulados em
quantidade maior nos tecidos da soja. Constatou-se que
o N foi o nutriente com maior correlacdo com o
crescimento das plantas, sendo estatisticamente distinto
do P e do K (Figura 4). Adicionalmente, a MPAS foi
significativamente correlacionada com o N proveniente
da FBN sob a forma de ureidos (Figura 5) e houve
correlacdo altamente significativa entre o NTPA e o
NTU (r = 0,997, p<0,001). A escolha de correlacdo com
o parametro de MPAS apresenta vantagens em relacao
ao rendimento de grdos, que estd condicionado a
caracteristicas genéticas da planta, como resisténcia ao
acamamento e nimero de vagens por haste, nem sempre
relacionadas a qualidade do solo.

Tabela 3. Coeficientes'" de correlacdo entre os parametros® utilizados para avaliaco da fixa¢do biolégica do N, no Ensaio 1,
com soja convencional, em seis locais produtores, na safra 2002/2003. A soja foi coletada no estddio R2.

Parametros  Cél.log NN MNS MPAS NTPA NU% NTU ENNT ENNU 587 5019 5079 5080 s/reagdo
Cél. log 1,00

NN -0,12 1,00

MNS -0,05 0,91 1,00

MPAS 0,45 0,18 -0,02 1,00

NTPA 0,29 0,50 0,27 0,88 1,00

NU% 0,09 0,07 -0,16 0,18 0,22 1,00

NTU 0,30 0,45 0,18 0,81 094 0,55 1,00

ENNT 0,08 0,65 -0,86 042 0,17 035 027 1,00

ENNU 0,10 0,61 -0,84 0,41 0,19 047 032 0,99 1,00

587 -0,55 0,40 0,54 -0,53  -0,35 -0,29 041 -0,61 -0,62 1,00

5019 -0,15 0,48 0,65 -0,32  -0,26  -0,13 0,28 -0,68 -0,66 0,50 1,00

5079 0,01 0,00 0,04 -0,01  -0,08 0,06 0,05 -0,03 -0,01 0,08 0,34 1,00

5080 0,42 0,31 -0,50 0,59 038 024 042 0,69 0,69 0,62 0,41 0,07 1,00

s/reacdo 0,16 0,15 0,28 0,01 0,15 0,01 0,12 -0,30 -0,29 0,04 0,10 0,31 0,26 1,00

Mr>0,61, para p<0,01 e 10,48 para p<0,05. @Ndmero de células de Bradyrhizobium (cél. log, log n® de células por grama); nimero de nédulos por
planta (NN); massa de nddulos secos (MNS, miligramas por planta); massa da parte aérea seca (MPAS, gramas por planta); N total na parte aérea
(NTPA, miligramas por planta); percentual do N total como ureidos (NU%); N total como ureidos (NTU, miligramas por planta); eficiéncia dos
nédulos considerando o N total (ENNT, miligramas de N por grama de nédulo) e o N na forma de ureidos (ENNU, miligramas por grama de nédulo);
ocupacdo dos nddulos pelas estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e nédulos sem reagao (%).
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Quando todas as areas foram consideradas
(84 médias por pardmetro), também foram verificadas
correlacdes positivas e altamente significativas entre
MPAS e CBM e entre MPAS e NBM (Figura 6), bem
como entre NTPA e CBM (r = 0,65, p<0,001) e entre
NTPA e NBM (r = 0,65, p<0,001), indicando a
viabilidade de utilizacdo dos parametros de biomassa
microbiana como bioindicadores do crescimento da soja.

As limitagdes dos ensaios conduzidos sob condi¢des
de laboratdrio para o monitoramento ambiental ja foram

Teste de diferenga entre as correlagdes

2.0007 < NTPAT=0,958,p<0,001 N x P, p<0,022
O PTPA r=0,915,p<0,001 N x K, p<0,001
A KTPAr=0,827,p<0,001 PxK, p<0,017
1.500 1 ° ®

1.000

500 A

Teor de nutrientes

50

MPAS

Figura 4. Correlagdes entre a massa da parte aérea seca
(MPAS, gramas por planta) e o N total, P total e K total
acumulados na parte aérea (NTPA, PTPA, KTPA, miligramas
por planta) de soja cultivada em sete locais (Ensaio 2), com
inoculacdo de Bradyrhizobium e sem receber fertilizante
nitrogenado. Plantas coletadas no estddio R2.

2.500 1 Teste de diferenga entre as correlagdes

5000 & NTPA NTPA X NTU, p<1,0 .
é © NTU y = 38,483 - 6,452 . o
[}
£ 1.500 - ;
z
(5]
S 1.000 A
2
z

500 1 y =35,72x - 83,651
r=20,971
0 . . . . ,
0 10 20 30 40 50

MPAS

Figura 5. Correlagdes entre a massa da parte aérea seca
(MPAS, gramas por planta) e o N total (NTPA) e N na forma
de ureidos (NTPA, NTU, miligramas por planta) de soja
cultivada em sete locais (Ensaio 2), com inoculacdo de
Bradyrhizobium e sem receber fertilizante nitrogenado.
Os valores de NTU nao foram estimados para Brasilia, pela
falta de nodulagdo. Plantas coletadas no estddio R2.

amplamente discutidas (Eijsackers, 1985; Grossbard,
1985), e um passo importante, nesse sentido, foi a
defini¢do das avaliacdes em escala de campo (Farm
Scale Evaluations, FSEs), que estabeleceu alguns
critérios, metodologias e bases estatisticas (Perry et al.,
2003). O volume especial da revista Philosophical
Transactions of the Royal Society of London B (v.358,
2003) relata os resultados obtidos em FSEs na
Gra-Bretanha, apds trés anos de cultivo com culturas
transgénicas de beterraba (Beta vulgaris subsp.
vulgaris), milho (Zea mays L.) e canola (Brassica
napus). Tanto nos estudos de definicdo de FSEs como
nesse volume especial, s@o apresentados resultados
referentes a biota do solo, mas somente invertebrados
(Firbank et al., 2003; Perry et al., 2003; Squire et al.,
2003).

Um problema identificado nos ensaios da
Gra-Bretanha, conduzidos com o desenho experimental
em split-plot, com metade da drea cultivada com a cultura
geneticamente modificada e a outra metade com a
cultura convencional, foi a constatagdo da necessidade
de repeticdo em 60 a 75 locais, por cultura, para
conseguir detectar diferencas de 50% entre os
tratamentos (Champion et al., 2003; Perry et al., 2003;
Squire et al., 2003). Ainda assim, os autores
demonstraram que, pela andlise histérica das éreas, o
cultivo tradicional por um ou vdrios anos antes do inicio
do ensaio jd havia afetado grupos sensiveis, em 50%, ou
mais, dificultando a interpretacdo de qualquer efeito

800+
r= 0,609, p<0,001
700
600 4
5004
o 4004
300
200 -

100 1

Figura 6. Correlagdo entre o C e o N da biomassa microbiana
(BM) (ug g'") e a massa da parte aérea seca (MPAS, gramas
por planta) de soja cultivada em sete locais (Ensaio 2).
Avaliagdes realizadas no estddio R2.
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positivo, ou negativo, do cultivo de plantas transgénicas
(Squire et al., 2003). Souza et al. (2008) definem niveis
aceitdveis de dispersdo de alguns parametros biolégicos
para as condi¢des edafocliméticas do Brasil, pois,
conforme salientado por Bruinsma et al. (2003), a falta
de informacao sobre o que deve ser uma variagao normal
ou modificada é, provavelmente, um dos principais
fatores responsdveis pelo nimero elevado de estudos
nao conclusivos sobre impacto ambiental na microbiota
do solo.

Em funcio das correlagdes obtidas, foi possivel definir
um conjunto minimo de pardmetros para avaliar possiveis
efeitos na microbiota do solo (CBM ou NBM e analise
do DNA total do solo por DGGE) e na FBN (MNS,
MPAS e, no caso de desconhecimento dos teores de N
do solo, o NTPA ou NTU), pela adocdo de novas
tecnologias com a cultura da soja. A utilizacdo desse
conjunto minimo de pardmetros, em diversos ensaios,
pode promover a criagdo de bancos de dados, facilitar a
identificacdo de problemas com a capacidade produtiva
dos solos e permitir o monitoramento em avaliagdes de
risco ambiental.

Conclusoes

1. A avaliacdo do C ou do N da biomassa microbiana
permite monitorar, quantitativamente, o impacto de novas
tecnologias com a cultura da soja na microbiota do solo.

2. A andlise do perfil de DNA total do solo por DGGE
permite monitorar, qualitativamente, o impacto de novas
tecnologias com a cultura da soja na microbiota do solo.

3. A massa de nédulos e da parte aérea secos, de
plantas coletadas no estddio R2, constitui o conjunto
minimo de pardmetros para a avaliacdo da fixacdo
bioldgica do nitrogénio com a cultura da soja, em solos
com baixo teor de N.

4. Em solos com teores desconhecidos ou elevados
de N, ou que receberam fertilizante nitrogenado, o
conjunto minimo de pardmetros para a avaliacdo da
fixacdo bioldgica do nitrogénio deve incluir, ainda, o teor
de N total ou de N de ureidos na parte aérea.
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