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- Consideracoes Iniciais

Producao e Produtividade
Conservacao e Sustentabilidade
Intensificacao das Praticas Conservacionistas
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Produtividade

CURVA DA PRODUCAO DE UMA CULTURA

Fertilidade do Solo (Insumos)



BENEFiCIOS DA REVOLUCAO VERDE

Produtividade
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O exemplo da soja no Brasil
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¥ Intensificacdo de Praticas Conservacionistas e Produgiao em Areas
Marginais e Degradadas

» Producdes que alcancem 85-90% do potencial genético para
producao vegetal de alta qualidade

v" Aumento da eficiéncia de absorcdo de nutrientes: P e micronutrientes
v Eficiéncia de 90-95% no uso de dgua

v Tolerancia a fatores ambientais: seca, alta temperatura

» Melhoria da qualidade do solo e ambiente

v" Armazenamento de nutrientes
v Conservacdo da matéria organica e sequestro do C do solo

v" Nutricdo balanceada das plantas



« Produtividade e Sustentabilidade Agricola

Melhoramento e producao vegetal sob novo enfoque



CICLO DO NITROGENIO

¢ Atmosfera
T « )N)ens Colheita

N, N,
4

(Atmosférico)

'L Relampagos
7 N,— NO3

N,O Fertilizantes

Fertilizantes
Inorganicos

Organicos
V v * E VA % H
Residuos
4 Residuos da Animais
esnitrificacdo [\Absorca Cultura
Absarcao
Nitrogénio
v e ) : L N
s Nitrificacdo NH:  __ Mineralizag&o Organico

Imobilizacao - do Solo
= . - (Residuos, biomassa
.| Adsorgao Liberacéo
Lixiviacao

microbiana, himus)

Argila SOLO

Agua subterranea




CICLO BIOLOGICO DO N

Atmosfera

N,
(Atmosférico)

Fixagdo Simbiotica M Fixacdo Associativa

FBN EM CANA-DE-ACUCAR
15N MARCADO EM CILINDROS DE SOLO PVA
FBN EM LEGUMINOSAS (Urquiaga & Débereiner 1991)
15 15, 15 % Kg/ha
N-FERTILIZANTE, 5 N e "N, WA W19 T
SOJA 0-450 CB 45- 3 44,1 110
FEIJKO 10-112 NA 56-79 42,9 106
IAC 52-150 46,2 125
AMENDOIM 37-206 SP 70-1143 52,3 128
ERVILHA 17-244 SP 71-799 46,1 112
A SP 79-2312 41,7 84
FEIJAO FAVA 53-330 s o 5
SESBANIA 11-458 Caiana 122 21
LEUCAENA 100-300 Krakatau 55,6 163
B. radicans 0,0 -

Agua subterranea




Fixagdo Biologica de N,

Soja nodulante e nao nodulante Bradyrhizobium elkanii
Contribuicdo de 80 a 120 kg N ha! suplementa nitrogénio ao solo

Glycine max L. (Merrill)
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RAIZES E BACTERIAS BACTERIAS
NARIZOSFERA ENDOFITICAS

Fixacdo Bioldgica de N, em Plantas de Pastagem




FUNGOS MICORRIZICOS EM ALFAFA

CONSORCIO MILHO-FEIJAO

Solo Esterilizado (R-Gama)

. -
[/
.
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Nodulagao em Alfafa é Muito Eficiente
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A FIXACAO BIOLOGICA DE N,

CUSTOS DA FBN

Compensacao > Taxa Fotossintese e
Retardamento da Senescéncia Foliar

(Kaschuk et al. 2010)

RESPOSTAS

* Fertilidade do solo (Tsai et al., 1993)

* P K, S (Divito e Sadras, 2014)




Respostas a inoculacao com estirpes selecionadas em dois cultivares de feijoeiro - Brasil

Estirpes (5)

Controles (2) —

—

~—

Strain/treatment Nodule no. Nodule mass®  Grain yield”
per plant per plant (kg per ha)

UME1020

Capixaba” 64° 105 1381

CNPAF 178 32 51 2354
UMEI1024

Capixaba 37 39 1661

CNPAFITS 42 71 1257
UMEILI35

Capixaba 21 35 1627

CNPAFITS 52 100 2526
UMEI632

Capixaba 7 3 871

CNPAFITE 35 (i 1437
UMR 1899

Capixaba 18 19 1431

CNPAFITSE [ 32 2056
Not inoculated

Capixaba 0 0 576

CNPAFITR 0 0 731
100 kg N perha

Capixaba 1 3 1894

CNPAFITSE 1 1 1991

* Source: Mendes et al. (1994),

" The cultivars used were Capixaba Precoce and CNFAF 178,

“Nodule number and mass were determined 33 DAP for

Capixaba Precoce and 39 DAP for CNPAF 175.

Graham et al. (2003)



Diferentes categorias de mutantes que apresentam aumento de nédulos

Melhoramento da FBN — Nodulagcao

Tolerante N

(Autoregulacao)

Insensivel Etileno

Insensivel a Luz

I

s N
Nitrogen-tolerant hart kiavier
symbiosis (nts)
[ sunn
Autoregulation sym29 nod4
)

Orthologous genes  Nodules densely cover
the whole root length

\ y

[
Ethylene insensitive

sickle

Nedules densely cover
a limited zone of the root

Light-insensitive
nodulation
astray

Nodules in a wider zone
but normal density

Lotus japonicus
Medicago truncatula

Pisum sativum

Current Opmnion in Plant Biology

Oka-Kira & Kawaguchi (2006)




Influéncia do suprimento de P em parametros de nodulagao e FBN em P. vulgaris

Influence of P supply on parameters of nodulation and nitrogen tixation in £ vulgars” (BEH. Graham and 1. Christiansen, unpublished data)

Parameter measured P supplied in nutrient solution (ppm)

1 4 16
Module dry weight (mg per plant) 70 212 354
P in nodule (%) 0.21 0.20 0.29
Plant P found in nodules (%) 9.0 10.9 9.7
Total plant N (mg) 45 108 126
Acetylene reduction (uM per planth™") 4.3 12.4 34.0
Specific nodule activity (uM C>Hy g nodulesh ™) 0.061 0.058 0.096
Fixation per unit P (uM C,H,; mg nodule Ph™") 285 26.9 33.7

" The data provided is an average for four bean cultivars and four replications per cultivar. Plants were sampled 33 days after planting.

Fixagdo Bioldgica de N, (correlagdes):

Alantoina, Fosfoenol piruvato carboxylase (PEPC) e Leghemoglobina, Glutamina sintetase,

malato desidrogenase, acetil-CoA redutase.

Graham et al. (2003) s



Selecao para Eficiéncia no Uso de Fosforo
P. vulgaris

%00, P Médio Parte Aérea (g)
Boo L Baixo P
700l
g 600 -
Genotipo A J-'; 500 - 15- A
5 o Baixo P
& 300t
0 —p—
) oo |- o -
S EmEr Ea Py
B i} 1 1 1 1 1 L1 & £
0>’) GPI33  GGI7  GGE0 GID80 GG41 GGdD z IEZE;ZI
Gendtipo B - . bt E
2 Verticilos Genétipos 3 Verticilos EFE» osk
d - . 0
- B Baixo P
T a
E'200 Ao P a . s B
35 ’ .
o -_g Eﬂ |
E 8- b : b 7 E 5L ________----'%
g e Z eof n—«’:ﬁ—i —E—
o c -
E c = 15|
£ . g +
m & 1ol
c
8 |
o
1 1 1 1 1 | | 0 ! . y ' !
1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

G233 GG3I7T GGED  G19E839 GG4 GG48

- . Numero de Verticilos
2 Verticilos Genétipos 3 Verticilos

Miguel et al. (2013)



Selecao para Tolerancia a Stress Hidrico
P. vulgaris

99 o Tl o S'as
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Raizes com nodulos
~300 genotipos

(Konzen, Gepts, Tsai)
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Cultivar convencional : Gendtipo tolerante a baixo P
Cinco linhagens para uso eficiente de fosforo e 10 a serem liberadas

Melhoramento Genético: Tolerancia a Estresses Ambientais e Eficiéncia

no Uso de Nutrientes J. Lynch — PSU (EUA)

21



Mapeamento Genético Assistido
por Marcadores: Busca de QTLs
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Marcadores Moleculares

Phaseolus vulgaris L.

<L EC
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e D122
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MAPEAMENTO ASSISTIDO POR MARCADORES

Phaseolus vulgaris L.

Caracteristicas

(Phaseolus vulgaris L.)

» Doencas bacterianas D7
estimuladas pela adicdo de N- CHI
mineral 209

> Nodulacao: heranca quantitativa

dominante 3,6
1,8

D1390

Phs
D1861

» Auséncia de nodulacao: heranca 17,3

simples e recessiva
D0190

Grupo de Ligacédo D7

» Bacteriose x nodulacao:

selecao negativa

Nodari R.O., Tsai S.M., Guzman P., Gilbertson R.L., Gepts P. 2003. Genetics 134:341-50.



LOCALIZAGAO CROMOSSOMICA DE GENES CODIFICADORES DE NODULINAS , NODULIN-LIKE E
OUTRAS PROTEINAS RELACIONADAS A NODULAGAO EM FEIJOEIRO

0.2
10.1

9.1

25.1

7.5

43.1
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Fungo Micorrizico Arbuscular
Milho

Rizobactérias
Hibridizag&o in situ (GFP)
Arabidopsis thaliana

Micro-organismos na Rizosfera

Rizobactéria Promotora
Crescimento — Bacillus subtilis
Arabidopsis thaliana

Rizobactérias
GFP
Arabidopsis thaliana

Philippot et al. (2013)
Nature Rev. Microbiol. (2013)1-11



Gene promotor VfLb29 que codifica o gene da symbiosina
(simbioticamente induzido) em nddulos e em raizes micorrizadas

(Kuster et al. 2007) (Desbrosses & Stougaard 2011)

Marcacao com gusA em raizes de M. truncatula transgénica
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Meta-Omics
Desenvolvimento de flores e frutos Sequéncias de ESTs, : :
Resisténcia a doencas e estresse BACs Micro-arranjos, QTLs
Qualidade nutricional Citogenética Transformagdo/Mutagénese
Simbioses ProteOmica
Mapas
Arquitetura da planta Ligacdo/Fisico
Bioquimica e analises A‘ .
‘o .y GenoOmica A
genéticas e fisioldgicas Gendmica
d . Estrutural .
e tratos selecionados | Funcional
Genetica > (Bioinformatica
Evolutiva

Estudos socio-economicos

Base de Dados —

l

Melhoramento

l

NOVAS LINHAGENS




Analise de Genes Funcionais em P. vulgaris

B Cellular Metabolism (Energy/ Micro and Macromolecules)

M Biological Processes

M Transport of Compounds

B Structural Organization (Membrane, Cell Wall, Nucleus, Organellesand Nodules)

B Information Pathways (DNA, RNA and proteins/ transposoons)

I Response to Stress

178; (19%)

149; (16%) 218; (24%)

91; (10%)

143; (16%) 137; (15%)

(Recchia, 2011)
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A FISIOLOGIA DO ESTRESSE



Arabidopsis thaliana

Antes do estresse Apos
Hidrico estresse

(4 dias apds)
PN A R A S

Localizagdo nuclear da proteina PvDREB6A fusionada a gfp, em

células de tabaco transformadas por agroinfiltracdo
7 S AT e

Columbia-0

Salk_020767C

Columbia-0/
pK7

Salk_020767C/

pK7
100 -~
90 - Taxa de sobrevivéncia das plantas transgénicas super-
Columbia-0 expressando o gene PvDREB6A apds o déficit hidrico
pFEC2.1 #1 80 -

~
o
I

D
o
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o
1
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w
o
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N w
o o

10 -
Salk_020767Cp

FEC2.1#23.7

Col-0/pFEC2.1#1  Salk_020767C/pFEC2.1 Salk_020767C/pFEC2.1|Salk_020767C/pFEC2.1

#13.1 #19.7 #23.7 3>
Pereira, Tsai e Caldas (em preparagao)




Integrando respostas transcricionais, metabolomicas e
fisiolégicas ao déficit hidrico (Panicum virgatum L.)

-

SECA RECUPERACAO

Metabolism PS, light reaction =

PS, Calvin cycle =

Cellwall precursor synthesis =

Cellulose synthesis

Fatty acid desaturation

Beta-oxidation

Aspartate family degradation

Aromatic AA degradation

Isoprencid metabolism

Tetrapyrmrole synthesis

Sucrose degradation

Raffinose metabolism

Fermentation «

Organic acid transformations
Pyrophosphatases

% % % % % o

I AR
E R

Signaling Abscisic acid metabolism
Protein degradation

Light signalling

Receptor kinases

G-proteins

% % % &

Transcription CPP1-related TF
Heat-shock TF (HSF)

MYB-related TF =

Constans-like zinc finger TF =
Histone

0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0

Proportion of genes in each bin
m Up ® Down @ Siable g g




« Produtividade e Sustentabilidade Agricola

Manejo agricola: biodiversidade e qualidade do solo
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Biomassa Microbiana
e Producao
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Response Ratio of MB-C

Kaschuk et al. (2010)

CARBONO DA BIOMASSA

MICROBIANA, mg C-CO, g-! solo

ENIO DA BIOMASSA

MICROBIANA, mg N-Total g1 solo

i |

NITROC

Biomassa Microbiana
e Manejo do Solo
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300 +
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Balota et al. (1998)



Crescimento & Desenvolvimento Aquisicdo Nutriente

- N
Tolerancia a Estresses Abioticos |

Protecado contra Patégenos

A

Fisiologia/Metabolismo

~—dlih

Resposta Imune

MICROBIOMA DA

RIZOSFERA

O
MALVADO

Fitopatogenos Contaminantes Alimentares

-

Mendes et al. (2013)
FEMS Microbiol Rev 37: 634-663



Desvendando o Microbioma da Rizosfera em Solo Agricola

B
100.00 -
A

:\; 80.00 A

Y A

= )

8 60.00

= B

£

® 40.00 1 B

w

©

(O]

®

0O 20.00 A

C
000 '_ﬁ T T T T
S C CS S50 S80

S = Solo Supressivo
C = Solo com Rhizoctonia solani
CS= C+ 10% Solo Supressivo
S50 =S+ 50°C
S80 =S+ 80°C Mendes et al. (2011) Science 332, 1097




Desvendando o Microbioma da Rizosfera em Solo Agricola

Gammaproteobacteria, /_Deﬂapr%tezt:;.)actena,
— Unclassified, 7.8%
Betaproteobacteria, nclassified, 7.8%

7% Allothers, 3.1%
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Betaproteobacteria,

20.0%
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
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Gammaproteobacteria, 43.6% Unclassified, 5.3"/:
Alphaproteobacteria, 20.5% /- All others, 0.9%
14.0% //_.Acidobacteria. 2.1%
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A Meta-Omica em Estudos da Microbiota

Composi¢ao da Microbiota

Processos Funcionais

PhyloChip analysis workflow

1 Rhizosphere sampling
(e.g.:3 replicates).

2 Total DNA isolation

3 16SRNA gene amplification;
8 xPCR (52t0 62 °C).

4 Fractionate amplicons (~50 to 200 bp)
and end-label with biotin.

5 Hybridize, stain, wash
and scan chip.

6 Output

7 Data analyses

< < Y
Sugar beet
1. seedlings

T
i‘ {
Y UV - Agarose gel
' - totalDNA
Bacterial & |/ T| _==wes Agarosegel
archaeal y 16S rRNA frag.
Tv
Bacterial & |/ T
archaeal |/

oo a.,.

Number of OTUs (Richness) &

OTUs relative abundance (Evenness)

Normalization > Annotation > Statistical analyses

00

i -

2000

:

m—¢i

e

Bacterial community
structure

§

P

°

Grupo de Processos  Processo N’ familias N’ sondas

funcionais funcional degenes® de genes”
Ciclo do Carbona Degradacéo de Carbono 3 9033
Fixacéo de Carbono 5 1762
Oxidacéo de Metano 2 240
Produgéo Metano 1 267
Ciclo do Enxofre Oxidagéo de Enxofre 1 168
Reducéo N dissim 5 2786
Ciclo do Fosforo Utilizacéo de Fosforo 3 1376
Ciclo do Nitragénio Amonificagéo 2 999
Anammox 1 49
Desnitrificagéo 5 2604
Fixacéo de Nitrogénio 1 1224
Nitrificacéo 2 1443
Reducéo N assim 4 933
Reducéo N dissim 2 650
Degradacéo de compostos organicos 184 17919
Estresse 45 21574
Genes de bacteridfagos 40 1100
Marcador filogenético gyrB 1 2390
Processos energéficos 4 662
Resisténcia a antibidticos 11 3349
Resisténcia a metals 44 0478
Viruléncia 13 332

® cada familia de genes redne genes com o mesmo nome & codificam a mesma classe de

roteinas
cada sequéncia de gene presente na lémina do Geochip.

167,044 sondas distintas
Cobertura de 395,894 genes de 1500
familias génicas




- Consideracoes Finais
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Desafios

Reducao dos atuais impactos

Novos parametros de selecao , ,
ambientais

> Melhoria da eficiéncia no uso de
nutrientes e nutricao balanceada
na cultura

> Sistema radicular, area foliar e
arquitetura da planta/raiz

> Maximizacao do potencial bioldgico

dos micro-organismos » Manejo integrado da cultura em

uma agricultura sustentavel com
> Tolerancia a fatores do solo uso de fontes alternativas de
(<P, >Al, <pH, >salinidade) n.utrller\tes incluindo sistemas
bioldgicos
> Tolerancia a fatores de estresses

ambientais (temperatura, seca) > Aproveitamento de biomassas e

residuos vegetais para reciclagem
dos nutrientes exportados e
producao de energia renovavel
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PERSPECTIVAS

O Maior Desafio:

O FOCO MULTIDISCIPLINAR
DA INTERACAO PLANTA-MICROORGANISMOS
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