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RESUMO

Daisy Parente Dourado. TEORES DE PROTEINA E OLEO EM GRAOS DE SOJA
COM INOCULACAO MISTA Azospirillum E Bradyrhizobium EM REGIAO DE
BAIXA LATITUDE

A cultura da soja € considerada uma das maiores fontes de matéria-prima para a
producdo de biodiesel no Brasil, além de ser uma das principais fontes nutricionais de
fornecimento de proteina seja para alimentacdo animal ou humana. Neste sentido, 0
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da inoculagdo via foliar do
Azospirillum, em associagdo com Bradyrhizobium, nos teores de 6leo, visando a
producdo do biodiesel, e nos teores de proteina, visando agregar valor aos produtos
alimenticios, em grdos de soja cultivada em regido de baixa latitude. Foram realizados
trés experimentos em Palmas - TO, sendo as semeaduras efetuadas em 18/11/2015,
02/12/2015 e 17/12/2015. Os experimentos foram conduzidos no delineamento em
blocos casualizados com trés repeti¢des, cujos tratamentos foram alocados em um
esquema de parcelas subdivididas, onde foram utilizadas nas parcelas as cultivares
TMG 1288RR e M 9144, e nas sub-parcelas cinco doses de aplicacfes foliares do
produto comercial fonte da bactéria A. brasilense (0, 100, 200, 300 e 400 mL ha™* do
produto comercial por hectare). Os caracteres avaliadores consistiram no teor de
proteina (Kjeldahl) e 6leo (Soxhlet) nos gréos, e rendimento de proteina e 6leo. Apos
a obtencdo dos dados, realizou-se analise conjunta dos experimentos realizados. Os
resultados obtidos mostram que ocorreram aumentos nos teores de proteina dos grédos
e reducdo nos teores de dleo com o uso misto do Azospirillum e Bradyrhizobium, em
todas as épocas de plantio e em todas as cultivares. As temperaturas altas e baixas
precipitacdes contribuiram para 0 aumento e reducdo, respectivamente dos teores de
6leo e proteina dos graos. Para a producdo do biodiesel, ndo se recomenda o uso do
Azospirillum concomitante ao uso do Bradyrhizobium. Doses crescentes de
Azospirillum promoveram aumento no teor de proteina e reducao no teor de 6leo. O
teor de 6leo é inversamente relacionado ao de porteina, independente da época de
plantio.

Palavras-chave: A. Brasilense, Biodiesel, Glycine Max, fonte de proteina
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ABSTRACT

Daisy Parente Dourado. PROTEIN AND OIL CONTENT IN SOYBEAN GRAI |
WITH MIXED INOCULATION Azospirillum E Bradyrhizobium IN LOW
LATITUDE REGION

A soybean crop is one of the major sources of raw material for a biodiesel production,
without Brazil, besides being one of the main sources of nutrients for the supply of
proteins for animal or human feeding. In this sense, the objective of this work was to
evaluate the influence of the Azospirillum foliar inoculation, in association with
Bradyrhizobium, in the oil contents, aiming at the biodiesel production and in the
protein contents, aiming to add value to food products, in grains of soybeans grown in
a low latitude region. Three experiments were carried out in Palmas - TO, being sowing
performed on 11/18/2015, 12/02/2015 and 12/17/2015. The experiments were
performed without a randomized block design with three replicates. The cultivars TMG
1288RR and M 9144 were used, and in the subplots five doses of commercial
applications of A. brasilense commercial product (0, 100, 200, 300 and 400 mL ha- 1
of the commercial product per hectare). The nominal characters consisted of the protein
content (Kjeldahl) and the oil (Soxhlet) in the grains and yield of protein and oil. After
obtaining the data, perform a joint analysis of the experiments performed. The results
show that they occur in grain nutrients and reduce our effects of use with mixed use of
Azospirillum and Bradyrhizobium at all planting seasons and in all cultivars. As high
and low temperatures precipitate contributions to increase and decrease, respectively,
the oil and protein products of the beans. For the production of biodiesel, the use of
Azospirillum concomitant with the use of Bradyrhizobium is not recommended.
Increasing doses of Azospirillum promoted increased protein content and reduced oil
content. The oil content and inversion related to the owner, regardless of the planting
season.

Keywords: A. Brasilense, Biodiesel, Glycine Max, protein source.
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1. INTRODUCAO

A producdo de oleaginosas como fonte de matéria-prima € uma alternativa
promissora no setor agroenergético, com destaque para a cultura da soja que possui em
sua composicdo caracteristicas essenciais para o incremento nutricional, tais como
proteina, 6leo, carboidratos, lecitinas, fibras entre outros. Atualmente, o complexo soja
formado pelo grdo, oOleo e farelo, constitui-se em uma das mais importantes
commodities nacionais, sendo responsavel nas Ultimas safras pela captacdo de divisas
no mercado internacional na ordem de 10 bilhGes de reais.

No cenério produtivo, o Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo,
ficando atras apenas dos Estados Unidos. De acordo com dados da CONAB (2016),
nas safras de 2015/2016, a producao de soja do Brasil e dos Estados Unidos foi de 96,5
e 106,96 milhdes de toneladas, respectivamente (FREIRIA, 2016).

Dentre as regides produtoras da leguminosa, o Estado de Tocantins tem
ganhado destaques nacional e internacional devido a expanséo de sua fronteira agricola
(CAMPOS et al.,, 2016), além de apresentar condicBes climaticas favoraveis e
localizacdo geografica privilegiada. No Estado, a producéo de soja apresentou elevacédo
de 231% em 10 anos, passando de 742 mil toneladas em 2005/2006 para 2.464,4 mil
toneladas em 2014/2015 (CONAB, 2006; CONAB, 2016).

Com o aumento nas areas de plantio devido a demanda de producéo, havera um
aumento substancial no uso de fetilizantes no Brasil, afim de atender a intensificacéo
da agricultura (GALINDO et al., 2016). Neste sentido, ¢ fundamental encontrar
alternativas para o uso mais eficiente dos fertilizantes e, nesse contexto, alguns
microrganismos, como as bactérias fixadoras de N atmosférico e as bactérias
promotoras do crescimento de plantas, podem desempenhar um papel relevante e
estratégico para garantir altas produtividades a baixo custo e com menor dependéncia
da importacdo de adubos (HUNGRIA, 2011).

Com isso, faz-se necessario diversificar os sistemas de manejo produtivo da
cultura, por meio de tecnologias que substituam os insumos minerais por organismos
bioldgicos, afim de suprir as necessidades nutricionais de forma sustentavel.

O uso de bactérias Azospirillum brasilense pode aumentar o desempenho da
cultura da soja (HUNGRIA, CAMPO e MENDES, 2007). Essas bactérias podem
influenciar no desenvolvimento da planta e na qualidade do gréo, devido a capacidade

de produzir fitohormdnios, incluindo auxinas, giberelinas, citocininas, que sob
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condigdes "in vitro" (MASCIARELLI et al., 2013), além de reduzir a necessidade de
aplicacdo de insumos quimicos, reduzir o estresse bidtico e abidtico e aumentar o
rendimento das culturas (HUNGRIA, 2011).

Relatos mostram que a utilizacdo da bactéria apresentam incrementos na
absorcao de agua e minerais com o uso de Azospirillum, maior tolerancia a estresses
como salinidade e seca, resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva
(DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN et al., 2004). Barassi et al. (2008) relataram
melhoria em parametros fotossintéticos das folhas, incluindo o teor de clorofila e
conduténcia estomatica, maior teor de prolina na parte aérea e raizes, melhoria no
potencial hidrico, incremento no teor de &gua do apoplasto, maior elasticidade da
parede celular, maior producéo de biomassa, maior altura de plantas.

A inoculacdo com Azospirillum costuma ser realizada via sementes na forma
solida ou na forma liquida (HUNGRIA et al., 2010). Por ser uma alternativa nova na
cultura da soja, pesquisas com a inoculacdo de Azospirillum brasilense via foliar sdo
recentes, evidenciando a necessidade de informacdes afim de obter beneficios desta
inoculacdo, e consequentemente refletir em melhor nutricdo e qualidade de grdos de
soja.

Assim, métodos alternativos de inoculagdo, como a aplicacdo de bactérias
pulverizadas em culturas em estadios avancados, podem proporcionar resultados
interessantes (ZUFFO et al., 2016a). Segundo Chueiri et al. (2005), diferentes doses
de inoculantes podem ser uma estratégia viavel para determinar a quantidade a ser
utilizada em novas areas, uma vez que em areas sem historico de inocula¢do a
recomendacdo é de aplicacdo em dose dupla de bactérias fixadoras de nitrogénio.

Diante o exposto, sabendo-se que em outras espécies de leguminosas e
gramineas 0 uso desta bactéria traz beneficios econémicos e ambientais, uma
tecnologia nova e adaptada as condi¢Oes regionais para a soja seria de suma

importancia para o aumento da qualidade de gréos.
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2. OBJETIVOS

Verificar a influéncia da inoculagéo via foliar do Azospirillum, em associagao
com Bradyrhizobium, nos teores de 6leo, visando a producéo do biodiesel, e nos teores
de proteina, visando agregar valor aos produtos alimenticios, em grdos de soja

cultivada em regido de baixa latitude.

2.1 Objetivos Especificos

. Avaliar o efeito das doses aplicadas do Azospirillum, em associacdo com
Bradyrhizobium, nos teores de proteina e 6leo em grédos de soja;

. Estudar o efeito das épocas de semeadura, nos teores de proteina e 6leo em gréos
de soja, com o uso do Azospirillum;

" Estudar o efeito dos cultivares, nos teores de proteina e 6leo em grédos de soja,
com o uso do Azospirillum;

. Correlacionar o acimulo de proteina e 6leo nos grédos das variedades de soja, nas

diferentes épocas de semeadura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia econébmica da soja

Considerada a principal oleaginosa consumida e produzida em todo o mundo, a
soja € apontada no cenario agricola como um dos produtos mais importantes para o
consumo humano (FAO, 2017).

A soja chegou ao Brasil vinda dos Estados Unidos da América (EUA) em 1882
onde até meados dos anos 1960, n&o tinha valor comercial entre as demais culturas.
Com a evolucdo das pesquisas junto ao melhoramento genético, observou-se um
desempenho produtivo significativo, que a fez expandir seus cultivos em todo territorio
nacional, se tornando o principal produto de exportacdo do agronegdcio brasileiro.

Nas Ultimas décadas, a grande expansdo econémica no setor produtivo da
leguminosa, foi atribuida a construcdo de um mercado internacional crescente,
dependente dos produtos oriundos direta e indiretamente da soja (HIRAKURI, 2011).

Essa demanda tem aumentado em virtude do alto teor de proteina dos graos,
aliado a um baixo custo de producéo, quando comparada a outras culturas. Além disso,
seu Oleo proveniente dos grdos € um dos principais e mais importantes subprodutosda
soja, principalmente na destinacéo para producao de biodiesel.

Em funcdo da sua importdncia, o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA, 2017) contabilizou a producdo mundial de grdos da cultura na safra
2015/2016 em 313,05 milhdes de toneladas, em uma &rea estimada de 120,3 milhdes
de hectares. No Brasil, segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2017), a producao nesta mesma safra foi de 95.434,6 milhGes de toneladas
em 33.251,9 milhdes de hectare cultivados, onde a produtividade média foi de 2.870
kg hat. Com estes niimeros o Brasil ocupa o posto de segundo maior produtor mundial
de soja, ficando atras apenas dos Estados Unidos. Para a safra 2016/2017 a CONAB
(2017) projeta um aumento de producéo de 18,4%.

Em termos econdmicos a Confederacdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil —
CNA (CNA, 2016) e Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servicos (MDIC)
(MDIC, 2017), divulgaram que em 2016 a venda dos produtos que compdem o
complexo soja (soja em grdo, Oleo e farelo) somaram US$ 4,044 bilhdes, representando

16,6% da receita total de exportagédo do Brasil.
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A soja como principal commodity agricola brasileira, tem grande expressdo
também no mercado internacional, deixando o pais em segundo colocado no ranque
mundial, com uma producdo estimada em 232,02 milhdes de toneladas de gréos para a
safra 2016/17, sendo superado apenas pelos Estados Unidos (FAO, 2017; CONAB,
2017).

Considerada a Gltima fronteira agricola do mundo, o Matopiba composto pelos
Estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia, contribui com cerca de 10% da
producdo de graos do Brasil (MIRANDA, 2015). Este potencial tende a crescer devido
as caracteristicas favoraveis da regido cerrana — topografia plana e clima estavel com
regime equilibrado de chuvas — que favorecem o potencial produtivo da regido. Além
disso, ela ja possui infraestrutura minima de estradas que ligam os centros produtores
as principais capitais e portos do Pais (FILHO et al., 2016).

O Tocantins tem despontado no cendrio nacional como um grande produtor de
grdos (BORGHI et al. 2014). Dentre os Estados da regido Matopiba, o Estado ocupa a
segunda colocacdo na producdo de soja, com producdo de aproximadamente 2.786,1
milhdes de toneladas de soja (safra 2016/17), ficando atras apenas da Bahia (CONAB,
2017).

3.2 Teor de proteina no grdo em soja

O complexo soja formado pelo gréo, farelo e dleo é responsavel atualmente pelas
maiores taxas de exportacGes do agronegécio brasileiro. Dentre os produtos que
compde esse complexo, um dos mais importantes é sua utilizacdo como fonte de
proteina vegetal, frente ao crescente setor de producao de produtos de origem animal e
humana.

As proteinas da soja constituem o maior componente das dietas para a producao
animal, por apresentar todos 0s amino&cidos essenciais requeridos para alimentacao
humana ou animal: isoleucina, leucina, lisina, metionina e cisteina, fenilalanina e
tirosina, treonina, triptofano, valina e histidina (VIEIRA, 2016).

Do ponto de vista bioldgico das plantas, as proteinas dos grdos podem ser
classificadas em dois tipos: metabolicas e de armazenamento. As proteinas metabolicas
incluem as proteinas estruturais e enzimaticas, que estdo normalmente envolvidas nas
atividades da célula, como por exemplo, a sintese de proteinas de reserva que junto

com as reservas de 6leo, sdo produzidas durante o desenvolvimento do grdo. As
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proteinas de armazenamento respondem pela maior parcela, durante a germinac&o, elas
funcionam como fonte de nitrogénio e esqueleto de carbono para as plantulas em
desenvolvimento (PIPOLO et al., 2015).

Nas leguminosas, as principais proteinas existentes nas sementes sdo
classificadas em dois tipos: albuminas e globulinas. Esta distingdo é baseada em
padrdes de solubilidade, onde as albuminas sdo sollUveis em agua, enquanto as
globulinas sdo soltveis em solucdo salina. Nas sementes de soja, a maioria das
proteinas de reserva sdo as globulinas, sendo encontrados dois tipos de globulinas na
soja: glicinina e conglicinina (CLARKE; WISEMAN, 2000).

A biossintese de proteinas na célula vegetal ocorre em trés locais diferentes, no
citosol, no estroma dos cloroplastos e na matriz mitocondrial. Para que ocorra a sintese
proteica, inicialmente é necessario a liberacdo de produtos da fotossintese e dos
substratos da respiracéo (glicolise) (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007).

3.3 Teor e composicado do 6leo em soja

No complexo soja, outro produto importantissimo é o 0Oleo, considerado a
principal fonte de matéria prima para producéo de biodiesel, com percentual de 77,61%
(BRASIL, 2016). Este elevado percentual de producédo é consequéncia de uma cadeia
produtiva estruturada, tecnologias de producdo bem definidas, rapido retorno do
investimento e principalmente, o biodiesel derivado do 6leo de soja ndo apresenta
restricdo para consumo em climas quentes ou frios (SANTOS, 2013).

O percentual de 6leo corresponde em média a 20% da matéria seca dos gréos de
soja, onde grande parte das calorias da soja sdo provenientes deste 6leo. Os lipideos
sdo biomoléculas insoltveis em agua e sollveis em solventes organicos, como o alcool,
benzina, éter e cloroformio. A familia de compostos designados por lipideos é muito
vasta. Cada grama de lipidio armazena nove calorias de energia cinética, enquanto cada
grama de glicidio ou proteina armazena somente quatro calorias. Os lipidios possuem
funcbes essenciais para o metabolismo celular, sendo a principal forma de
armazenamento e geracdo de energia metabdlica através da R-oxidacdo de acidos
graxos.

A maior parte do Oleo de soja € composto por gordura insaturada. Os
componentes de acidos graxos poliinsaturados (&cido linolénico e linoléico),

monoinsaturados (acido oléico) e saturados (acido palmitico e estearico)
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correspondem, em média, a 61%, 25% e 15%, respectivamente. O acido linolénico
(componente da fracdo poliinsaturada do 6leo), que corresponde, em média, a 7% da
composicdo do 6leo, é um acido graxo émega-3.

O biodiesel tornou-se recentemente uma alternativa atraente para a producédo de
combustiveis verdes, como sucedaneo do diesel, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas que permitem sua producao a partir de recursos renovaveis, tais como 6leos
vegetais, gorduras animais e 0leos e gorduras residuais, além de contribuir para a
diminuicdo da emissao de gases do efeito estufa (SANTOS et al., 2015; WU et al.,
2016).

Foi introduzido na matriz energética brasileira em 2005 através do marco
regulatério, que garantiu sua producdo e uso, instituindo os percentuais minimos da
mistura diesel/biodiesel a ser comercializada, bem como 0s aumentos previstos para 0s
anos posteriores, estimulando o crescimento do setor, aumentando a produtividade de
acordo com a demanda do mercado (SANTOS et al., 2015).

A utilizacdo do biodiesel traz uma série de beneficios ambientais, econdémicos e
sociais, e podem, ainda, gerar vantagens econdmicas. No Brasil, por se tratar de um
pais tropical, com dimensdes continentais, cabe o aproveitamento das potencialidades
regionais. Além disso, tal combustivel poderia, por um lado, reduzir a dependéncia de
alguns paises quanto ao petréleo e seus derivados e, por outro lado,
beneficiar/incentivar a producéo agricola e a melhoria das condi¢des de vida no campo
(SOUZA et al., 2016).

Entre os anos de 2014 e 2015 a adocdo do B7 considerado o percentual da mistura
obrigatéria, levou a um crescimento de 15% na producao de biodiesel, gerando uma
expectativa de producdo para 2019 de 7 bilhdes de litros (ANP, 2016).

Em setembro de 2015, foram produzidos 344.038 m?3 de biodiesel, sendo que a
Regido Centro-Oeste teve a maior contribui¢do para esse nimero, totalizando 160.360
m3; as regides Sul, Nordeste, Sudeste e Norte produziram 130.894 m3, 32.022 m3,
17.618 m3 e 3.144 m3, respectivamente.

Conforme dados da Secretaria de Agricultura do Estado do Tocantins (SEAGRO,
2016) o Estado do Tocantins é, atualmente, responsavel por 70% de todo o biodiesel
produzido na regido Norte do Pais. Com a expansdo da nova fronteira agricola do
MATOPIBA, nos limites dos Estados do Maranh&o, Tocantins, Piaui e Bahia, esse

percentual tende a aumentar ainda mais.
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3.4 Azospirillum brasilense

Devido o aumento dos custos de fertilizantes e o foco cada vez mais crescente na
sustentabilidade, a tendéncia do uso de inoculantes contendo bactérias promotoras de
crescimento de plantas tem aumentado significativamente nos ultimos anos. As
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) sdo caracterizadas como
bactérias de vida livre no solo, que, sob condi¢des especificas se tornam benéficas as
plantas. Dentre as bactérias BPCP ndo simbidticas, as mais conhecidas sdo do género
Azospirillum.

O Azospirillum inicialmente foi considerado como bactéria exclusivamente
tropical, mas apesar de terem preferéncia pelas areas quentes, também foram
encontradas em clima temperado, sendo atualmente denominadas de cosmopolitas
(DROZDOWICZ, 1997).

Considerado um colonizador geral de raizes, ndo é uma bactéria especifica, ja
que ndo apresenta preferéncia por plantas cultivadas, plantas daninhas, anuais ou
perenes (BASHAN; HOLGUIN, 1997).

Bactérias desse género estimulam a densidade e comprimento dos pélos
radiculares, a taxa de aparecimento das raizes laterais e area de superficie das raizes,
sendo que a intensidade desses efeitos sobre a morfologia radicular é dependente das
espécies de plantas e cultivar e, mais importante, sobre a concentracao do indculo. Em
muitos casos, a Otima concentracdo é de cerca de 1x107 unidades formadoras de
colonias (ufc) semente™ ou plantula® (OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994).

O modo de acdo dessas bactérias ainda ndo € totalmente conhecido. Ha relatos
de que essas bactérias possuem diferentes mecanismos de protecao, como formacao de
cistos e producdo de melanina, que podem ajudar na sobrevivéncia em condi¢fes que
ndo sdo favoraveis (DEL GALLO; FENDIRIK, 1994). Existem diversos trabalhos
publicados que afirmam que bactérias do género Azospirillum produzem fitohormonios
(citocinina, auxina, giberelina) estimulando a ramificagdo da raiz e aumentando a
biomassa da parte aérea e da raiz (HUNGRIA, 2011). Um melhor desenvolvimento do
sistema radicular pode resultar em melhoria na absorcdo de agua e nutrientes, maior
tolerancia a estresses, tais como salinidade e seca, 0 que vem a melhorar o vigor e
producdo da planta (BASHAN et al., 2004), e maior tolerancia a fitopatdgenos
(CORREA et al., 2008).
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Pesquisas mostram que houveram respostas fisiologicas induzidas por
Azospirillum, como melhoria nos aspectos fotossintéticos das folhas, tais como teor de
clorofila e condutédncia estomética, maior teor de prolina na parte aérea e raizes,
melhoria no potencial hidrico, aumento no teor de agua do apoplasto, melhor
elasticidade da parede celular, maior producdo de biomassa e altura de plantas
(BARASSI et al., 2008). Segundo Verma, Ladha e Tripathi (2001), além de fixar o N
atmosférico quando estdo associadas com gramineas, essas bactérias podem atuar na
solubilizacéo do fosfato inorganico.

Embora a cultura da soja seja dependente da disponibilidade de nitrogénio (N),
sua exigéncia em relacdo a este elemento € suprida em parte pela fixacéo biologica de
nitrogénio (FBN), realizada por bactérias conhecidas como rizébios (KASCHUK,
ALBERTON e HUNGRIA, 2010), por meio do uso de inoculantes ou fertilizantes
nitrogenados para atender as exigéncias da cultura.

O crescimento das leguminosas promovido apds a inoculagcdo com Azospirillum
esta relacionado ao aumento na nodulagdo das plantas. Isso ocorre em funcdo do
Azospirillum ter uma forte atracdo microaerofilica ao nicho rizosférico das raizes das
leguminosas e mobilidade mais rapida do que Rhizobium, levando a conclusao de que
as raizes das leguminosas podem ser ocupadas primeiramente por Azospirillum,
permitindo pré-condicionamento das raizes antes da colonizacdo de Rhizobium
(OKON; ITZIGSOHN, 1995).

Madhaiyan et al. (2010) revelaram que A. brasilense produziu acido indol acético
(AIA) em meio de cultura, além da inoculacdo de sementes com A. brasilense
promover aumentos no comprimento de raiz, confirmando que A. brasilense apresenta
capacidade de promocdo de crescimento da planta. Os mesmos autores ao avaliar o
efeito de A. brasilense em trés tipos de plantas em casa de vegetacao, verificaram que
essa bactéria promoveu aumento da parte aérea de tomate e pimentdo vermelho e da
raiz de arroz, além de aumentar a porcentagem de nitrogénio nas plantas de tomate. Por
outro lado Zuffo et al. (2016b) em aplicacéo foliar de Azospirillum em soja, concluiram
que a bactéria ndo afetou em variaveis agronémicas e rendimentos da cultura.

Neste contexto, tornam-se indispensaveis a realizacdo de mais trabalhos
relacionados a promocdo do crescimento vegetal com 0s microrganismos ja
descobertos, assim como a busca por novas alternativas que venham a reduzir o uso da

fertilizacdo nitrogenada.
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3.5 Inoculagdo mista com rizobio e Azospirillum

A técnica de inoculacdo mista ou co-inoculacéo tem sido alvo de varios estudos
em leguminosas, seja por bactérias simbiodticas ou ndo. Essa técnica consiste na
utilizacdo de combinacOes de diferentes microrganismos, que produzem efeito
sinérgico, em que superam os resultados produtivos obtidos do que quando utilizados
na forma isolada (FERLINI, 2006; BARBARO et al., 2008).

Hungria, Campo e Mendes (2007) afirmam que esses microrganismos sao
diazotroficos ou fixadores de nitrogénio, além de realizar diversas formas de
associacdes com as plantas, sdo classificadas como bactérias associativas endofiticas
ou simbioticas, e por conta disso ndo conseguem suprir toda a necessidade nutricional
das plantas, pois excretam parcialmente o N fixado.

Neste sentido, a co-inoculacdo é baseada na mistura de inoculantes, ou seja,
combinacfes de microrganismos que interagem sinergicamente, ou quando
Azospirillum estd funcionando como um “ajudante” bacteriano para melhorar o
desempenho de outros microrganismos benéficos. Estudos indicam que algumas
misturas permitem as bactérias interagir sinergicamente, por fornecer nutrientes,
remover alguns produtos de inibi¢do, ou estimular um ao outro através de mecanismos
fisicos ou bioquimicos (BASHAN; HOLGUIN, 1997).

Na maioria dos casos em que se tem utilizado Azospirillum brasilense em
leguminosas, o efeito benéfico da associacdo com rizdbio se deve na maior parte, a
capacidade que a bactéria tem de produzir fitormbnio que resulta em maior
desenvolvimento do sistema radicular, e, portanto, a possibilidade de explorar um
volume mais amplo de solo (BARBARO et al., 2008).

Entrentanto, a inoculacdo combinada de Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense em soja também incrementa os rendimentos das leguminosas,
principalmente sobre condi¢des limitadas de agua e de nitrogénio (FERLINI, 2006).

Estudo realizado por Molla et al. (2001) avaliando o potencial de melhoria de
crescimento das raizes e nodulacdo em soja co-inoculada com Azospirillum e
Bradyrhizobium, observaram que Azospirillum tem potencial para estimular
significativamente o crescimento radicular até mesmo em plantas com raizes cortadas,
0 que implica em influéncia positiva sobre o crescimento e desenvolvimento radicular.

Ainda, esses mesmos autores concluiram que Azospirillum ndo apenas influencia o
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crescimento radicular, mas também pode melhorar a iniciacdo e o desenvolvimento de
nodulos em plantas de soja por co-inoculagdo com Bradyrhizobium.

As pesquisas mostram que as inocula¢fes mistas tém uma maior taxa de
eficiéncia nas plantas, possivelmente em funcdo de uma melhor nutricéo e adsorcao de
nitrogénio, fosforo e outros nutrientes minerais, contribuindo para o aumento de
rendimentos agrondmicos da planta. A inoculagdo mista aumenta a estimulagéo e a
funcdo dos nodulos, nimero total e peso dos nodulos, diferenciacdo das células
epidérmicas nos pélos radiculares, produtividade de gréos e area da superficie radicular
(BASHAN; BASHAN, 2005).

Vérios estudos tem relatado a eficacia do Azospirillum nos caracteres
agrondmicos da soja, principalmente na elevagédo das taxas de rendimentos de gréos.
No entanto, sabe-se que os teores de proteina sdo inversamente correlacionados com
o0s rendimentos de gréos.

Hungria, Nogueira e Aradjo (2015) em seus relatos confirmam os beneficios
oriundos da aplicacdo da bactéria via semente e sulco em leguminosas. Em
experimento de coinoculacdo com B. japonicum e A. brasilense em soja e feijao
conduzido por Hungria et al. (2013), os autores encontraram diferencas significativas
no teor de N foliar para os tratamentos que continham ambos microrganismos para as
duas leguminosas.

No entanto, Zuffo (2016) ndo observou influéncia do Azospirillum nos caracteres
agrondmicos da cultura. Essas diferencas podem ser apontadas em funcdo do ambiente
e regido a que sdo submetidas, uma vez que a planta ja estabelece simbiose com o
rizobio.

Assim, a co-inoculacdo de Azospirillum junto aos outros microrganismos € um
dos maiores alcances da tecnologia Azospirillum e talvez seja a principal area a ser
estudada visando aplicacgdes futuras. Esta nova tendéncia no campo dos inoculantes €
promissora, e representa um grande potencial do Azospirillum nos ultimos anos
(BASHAN; HOLGUIN, 1997).

A escassez de pesquisas com uso da bactéria nos caracteres quimicos dos graos
decorre pelo fato desta ser uma tecnologia nova na cultura da soja, onde o foco
comercial tem sido para as gramineas

Cassan et al. (2001) ressaltam que Azospirillum e Bradyrhizobium quando

associados séo capazes de excretar acido indol-3-acético (IAA), &cido giberélico e
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zeatina em concentragdes suficientes para causar alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas
nos tecidos jovens.

Além de influenciar o crescimento das sementes, os horménios vegetais
excretados pela bactéria podem ter induzido a sintese protéica, conforme verificado por
Van Huizen et al. (1996). Esses autores observaram que a sintese de proteinas em
sementes de ervilha foi detectada dentro de seis horas apds a aplicacdo de auxinas e
giberelinas.

Os efeitos dos horménios vegetais na sintese proteica via expressdo genética,
depende das concentracGes no tecido, que segundo Nascimento e Mosquin (2004),

onde seu mecanismo de agdo dependerd dos niveis enddgenos e exdgenos.

3.6 Importéncia da qualidade dos teores de 6leo e proteina

A quantificacdo dos teores de proteina e dleo em funcdo da qualidade tem sido
requisitada pelas industrias de paises como Brasil, Argentina e Estados Unidos (EUA).
Segundo Pipolo e Mandarino (2016), devido a dificuldade em se produzir farelos com
elevado teores de proteina, os fabricantes acabam retirando o tegumento da soja, que
contém baixo teor de proteina, resultando em aumento de custos para a industria. Os
autores enfatizam que essa dificuldade esta relacionada em decorréncia da variacéo
destes caracteres ser determinada por fatores genéticos e ambientais, principalmente
aqueles ocorridos no periodo de enchimento de grdos. Embora as empresas de
melhoramento genético tém trabalhado com a melhoria dessas caracteristicas, pouco
tem sido feito comercialmente para enfrentar essa tendéncia. 1sso ocorre pelo fato da
preocupacdo em se aumentar o rendimento de grdos e resisténcia a doencas em
detrimento do incremento na composi¢do quimica dos gréos.

Neste sentido, a industria esmagadora de soja tem manifestado preocupagdo com
a diminuicdo no teor de proteina da soja, uma vez que 0s estudos tém comprovado a
correlagdo negativa entre as concentracbes de proteina/leo e os fatores de
produtividade (PIPOLO et al., 2015).

Um estudo concluido por Santos et al. (2013) evidencia que o melhoramento de
soja para acumulo de proteinas nos graos deve enfatizar o melhoramento da FBN
(Fixagdo Biologica de Nitrogénio). Os autores verificaram que alguns marcadores
moleculares associados com regides cromossomicas que controlam a FBN também

estdo associados com regides que controlam o acimulo de proteinas nos graos.
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Adicionalmente, o acumulo de N nas folhas associado & estimulacdo da
fotossintese pela alta demanda energética da FBN tem fortes efeitos sobre a
senescéncia das folhas e o periodo de enchimento dos grdos (KASCHUK,
ALBERTON e HUNGRIA, 2010), possivelmente trazendo efeitos positivos para o
acumulo de proteina e 6leo nos graos.

Assim, varios pesquisadores tém enfatizado a importancia de conhecer melhor as
potencialidades destes materiais genéticos, assim como o emprego de alternativas que
visam 0 incremento das caracteristicas quimicas do grdo de soja. A forte correlacdo
negativa entre teor de 6leo e proteina colabora com o objetivo do melhoramento
genético e das praticas culturais, visando melhoria na qualidade do 6leo e proteina da

soja.

3.7 Influéncia dos fatores ambientais nos teores de 6leo e proteina do grao

Os constituintes dos graos de soja ndo sao controlados apenas por fatores

genéticos, mas também por fatores abidticos e bidticos, como a data de plantio,

temperatura, condi¢6es de dgua, condicdes de solo, praticas agrondmicas, entre outros.

Horan (1974) afirma que os teores de proteina e de 6leo da soja podem variar

pelas condicBes climaticas, localizacdo geogréfica, cultivares, tipo de solo e préaticas
agrondmicas.

Entre as diferentes restricdes ambientais, a seca é o fator abidtico mais limitante
na produtividade das culturas. Grande parte das oscilagdes da producéo brasileira de
soja é atribuida a ocorréncia de secas prolongadas, sendo estimada em escala mundial,
uma média de reducdo do rendimento na produtividade das culturas em mais de 50%
(WANG, VINOCUR e ALTMAN, 2003).

Helms et al. (1990) constataram que a composicdo de sementes das mesmas
variedades variou ao longo dos anos ou em diferentes ambientes no mesmo ano. As
variagcdes foram consideradas como susceptiveis de serem afetadas por mudancas
anuais ou geograficas nas condicGes climaticas, tipos de solo e outras diferencas
ambientais.

Dardanelli et al. (2006) verificaram que 0 meio ambiente, inicialmente definido
pela data e local de plantio, era a fonte mais importante de variacdo para o teor de

proteina e 6leo de soja.
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Condicdes climaticas (ano e local de semeadura) afetam o teor de 6leo das
sementes de soja (BENASSI et al., 2006). Kumar et al. (2006) afirmaram que as
temperaturas médias diarias durante o desenvolvimento do feijdo, estavam
positivamente correlacionadas com o teor de proteina e negativamente correlacionadas
com o oleo.

Grieshop e Fahey (2001) e Karr-Lilienthal et al. (2005) relataram que os teores
de proteina eram menores nas zonas do norte dos Estados Unidos, que sdo mais frias
do que as zonas central e sul. Wolf et al. (1982) descobriram que uma maior deposicéo
de proteinas ocorreu com temperaturas mais altas.

Apesar disso, a relacdo entre estresse hidrico e composicéo de graos de soja, sdo
controversas. Dornbos e Mullen (1992), Kumar et al. (2006) e Rotundo e Westgate
(2010), mostraram que o conteudo proteico aumentou com o déficit hidrico do solo,
enquanto que Specht et al. (2001), Boydak et al. (2002) e Carrera et al. (2009)
descobriram que o contetdo proteico diminuiu com o déficit de umidade do solo.
Alguns estudos indicaram que o teor de Oleo foi reduzido com o estresse pela seca,
enguanto outros relataram um maior teor de 6leo com déficit hidrico. Essa variabilidade
esta associada a respostas fisiologicas e bioquimicas da planta no momento em que foi
submetida ao estresse hidrico.

Barbosa et al. (2011) avaliando o comportamento de cultivares de soja, em
diferentes épocas de semeaduras, na regido de Palmas-TO, revelaram que os plantios
realizados em 30/11 foram 0s mais propicios para o desenvolvimento dos cultivares.
Os autores concluiram que temperaturas mais altas e menores médias de precipitacdes
pluviométricas durante a fase de enchimento de grédos favoreceram o acimulo de éleo
nas sementes.

Lopes, Peluzio e Martins (2016) em estudo realizado na mesma regido, também
verificaram influéncia das épocas de plantio na expressao dos teores de 6leo e proteina
em cultivares de soja. Os autores atribuiram as diferencas em fungdo dos fatores

ambientais, onde as semeaduras tardias (17/12) propiciaram maior teor de 6leo.

25



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e condigdes climaticas

No ano agricola 2015/16 foram realizados trés experimentos na estacdo
experimental da Universidade Federal do Tocantins (UFT) no municipio de Palmas -
TO, localizado na latitude 10°45° S, longitude 47°14> W a 220 m de altitude, com
semeaduras realizadas em 18/11/2015, 02/12/2015 e 17/12/2015.

O solo da area experimental é classificado como Latossolo Amarelo
Distroférrico, e textura média argilosa (EMBRAPA, 2013). Os resultados da anélise
quimica de material de solo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da analise quimica do solo na camada 0-20 cm para o solo
Latossolo Amarelo Distroférrico, antes da implantacéo da cultura.

pH? M.O. p2 K Ca’ Mg Al H+Al SB CTC Vv
H20 gdm?® mgdm® cmolcdm®_ %
5,65 10,49 17,28 0,25 1,50 0,76 0,00 1,50 2,51 4,01 62,59
Argila Silte Areia

(g Kg?) (g Kg?) (g Kg?)

199 393 408

(1): CaClI2 0,01 mol L%; (2): Extrator Mehlich; (3) KCI 1 mol Lt

Segundo a classificacdo internacional de Koppen, o clima da regido é do tipo
C2wA’a’- Clima imido subimido. Os dados climaticos coletados durante o periodo de
conducdo dos ensaios experimentais, mostram que no ano agricola 2015/2016 o
volume de precipitacdo foi relativamente baixo quando comparado ao volume médio
da regido para 0 mesmo periodo nas safras anteriores (Figura 1). Para as condicdes de
cultivo da soja, segundo a CONAB (2016), durante o ciclo da oleaginosa as condigdes
climaticas foram consideradas as mais severas dos ultimos anos, caracterizada por
irregularidades e escassez das chuvas, com temperaturas acima da média para o

periodo.
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Figura 1. Dados climéticos da precipitacdo pluvial, temperaturas maximas e minimas
ocorridas durante o periodo experimental de novembro de 2015 a marco de 2016 em
Palmas, TO. Fonte: Dados do INMET (2016). s: semeadura; F: florescimento; C: colheita; DAS: dias ap6s

a semeadura.

4.2 Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos no delineamento em blocos casualizados
com trés repeticdes, cujos tratamentos foram alocados em um esquema de parcelas
subdivididas, onde foram utilizadas nas parcelas as cultivares TMG 1288RR e M9144,
e nas sub-parcelas cinco doses de aplicacGes foliares do produto comercial fonte da
bactéria Azospirillum brasilense (0, 100, 200, 300 e 400 mL ha* do produto comercial
por hectare).

A parcela experimental foi constituida por quatro linhas de plantas com 5,0 m de
comprimento, espacadas em 0,5 m. As avaliagcbes foram realizadas nas duas linhas
centrais, excluindo 0,5 m das extremidades de cada linha, totalizando 4,0 m? de area

atil.

4.3 Conducéo do experimento

Com relacdo ao manejo de pré-semeadura, noventa dias antes da instalacdo do

primeiro experimento realizou-se a calagem do solo, com a aplicagdo de 1,0 t ha™* de
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calcario calcitico (PRNT 85), incorporado ao solo, visando a elevacgdo da saturagéo por
bases acima de 60% (EMBRAPA, 2013).

Para a semeadura, foram realizadas as operacOes de aracdo, gradagem e
sulcamento da area de forma mecanica. A semeadura e a adubacdo no sulco foram
realizadas manualmente para garantir a precisao das quantidades aplicadas de adubo.
De acordo com a analise de solo, foram utilizados 80 Kg ha de fésforo na forma de
superfosfato triplo e 100 Kg ha* de potassio na forma de cloreto de potassio, sendo 0
fésforo aplicado no plantio e o potassio nos estadios V2 e Va.

No momento da semeadura, foi realizada a inoculagdo das sementes com
inoculante liquido com Bradyrhizobium japonicum estirpe SEMIA 5079 e 5080 na
proporcao a dose recomendada para o tratamento via sementes (609/50Kg de semente).
A densidade de semeadura foi de 15 sementes por metro linear.

A inoculagdo com Azospirillum brasilense foi realizada nas dosagens de 0, 100,
200, 300 e 400 mL ha* do produto comercial GRAP NO, estirpes AbV5 e AbV6, foram
divididas em duas aplicacdes, sendo metade aplicada no estadio V2 (primeira folha
trifoliolada) e metade no estadio R1 (inicio da floragcdo). Optou-se pela aplicacdo via
foliar afim de evitar o contato do Azospirillum com agrotoxico aplicado via semente,
uma vez que segundo Fukami et al. (2016), o uso destes produtos podem causar
toxicidade para as bactérias inoculadas.

O controle de plantas daninhas em pos-emergéncia foi realizado utilizando-se
glifosato na dosagem de 2 L ha. Utilizou-se para aplicacdo pulverizador costal, com
bicos do tipo leque adotando volume de calda de 200 L ha™.

A colheita foi realizada uma semana apos terem apresentado 95% das vagens
maduras, nas trés épocas de semeadura, ou seja, no estadio R8 da escala de Fehr et al.,
(1971), onde realizou-se o0 dessecamento com Paraquat, na dosagem de 1,5 L.ha™.
Posteriormente, foram colhidas manualmente todas as plantas das duas fileiras centrais

de cada parcela e identificadas.

4.4 Avaliacdo laboratorial: caracterizagdo quimica do 6leo e proteina

Os grdos de soja foram trilhados, submetidos a pesagem, acondicionados em
sacos de papel e transportados para o Laboratério do Curso de Engenharia de

Alimentos da Universidade Federal do Tocantins - Campus de Palmas.
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Realizou-se moagem dos gréos, onde foi retirada uma amostra e pesada em
balanga de precisdo para ser determinado o teor de 6leo dos grdos (%), utilizando o
método de Soxhlet, segundo IAL (2005).

Para o teor de proteina foi utilizada a metodologia proposta por Kjeldahl (AOAC,
1995), onde foram pesadas amostras de 0,5 gramas do material seco e moido.
Posteriormente, encontrou-se o valor do nitrogénio total da amostra que foi convertido
para proteina bruta por meio do fator 6,25 (VILLEGAS et al., 1985).

4.5 Analise estatistica

Ap0s a obtencdo dos dados, foi realizada a anélise de variancia individual e
andlise conjunta dos ensaios, em que 0 menor quadrado médio residual ndo diferiu em
mais de sete vezes do maior (CRUZ e REGAZZI, 2012).

Os dados de teor de proteina e 6leo, de cada experimento, foram submetidos ao
teste de normalidade, sendo as analises estatisticas realizadas utilizando o programa
estatistico SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011).

As medias dos tratamentos (épocas de semeadura e das cultivares), foram
comparadas pelo critério de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Para as doses
de Azospirillum, em cada cultivar, foram realizadas anélises de regressao, atraves do
uso de polindmios ortogonais, e uma vez estabelecida a relacdo funcional entre as doses
e 0 genotipo foi determinada a equacdo de regressdo, por meio do programa Origin
8.0®.

Foi realizada, ainda, para cada época de semeadura, a correlacdo de Pearson afim
de avaliar o grau de associacao entre os teores de proteina e 6leo nos gréos, através do
programa Bioestat 5.0®. Ribeiro e Cardoso (2009) afirmam que essa técnica tem o
objetivo de medir a intensidade e a direcdo da relacdo linear entre duas varidveis

guantitativas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise de Variancia

Na andlise de variancia conjunta, realizada apo6s detectar homogeneidades entre
as variancias dos erros experimentais para teor de proteina e teor de 6leo (%), revelou
efeito significativo para a maioria dos fatores, com excecdo de bloco e cultivares
(Tabela 2). A significancia da interacdo tripla época x doses x cultivares, mostra que 0s
efeitos isolados dos fatores ndo explicam toda a variagdo encontrada, sendo realizados
o0s desdobramentos.

O efeito significativo da interacdo tripla indica, ainda, que as cultivares
apresentaram comportamento diferenciado, em decorréncia das condicGes climaticas a
que foram expostas pelas diferentes épocas, além da resposta das variacdes das

dosagens de Azospirillum aplicadas.

Tabela 2. Resumo da anlise de variancia conjunta, das caracteristicas teor de proteina,

teor de 6leo, rendimento de proteina e rendimento de 6leo (Kg ha), em duas cultivares

de soja, doses Azospirillum brasilense, em trés épocas de semeaduras, emPalmas-TO.
Quadrado Médio

FVv! GL? Proteina Oleo
(%) (%)
Epoca (a) 2 79,214% 15,004*
Bloco 2 0,0994m 0,3310™
Residuo (a) 4 0,4595 0,22632
Cultivares (b) 1 0,1166™ 0,0100™
Cultivares x Epoca 2 22,649* 30,451*
Residuo (b) 6 1,4081 0,3208
Doses (c) 4 217,296* 31,066*
Epoca x Doses 8 6,2941* 3,6950*
Cultivar x Doses 4 25,1948* 8,7450*
Epoca X Doses x Cultivar 8 16,4001* 1,6457*
Residuo (c) 48 0,7772 0,298
MEDIA 40,3397 21,95
CV® %(a) 1,68 2,17
CV %(b) 2,94 2,58
CV %(c) 2,19 2,49

(%): Fontes de variagdo; (%): Graus de liberdade; (*): significativo pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade; ("): ndo-significativo; (%):
coeficiente de variagéo.

Os coeficientes de variacdo foram baixos, variando de 1,68 a 2,94%, indicando
boa preciséo na condugdo do experimento, e abaixo dos observados por Pinheiro et al.

(2013), que obtiveram coeficientes de variacdo relativos aos teores de proteina entre
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2,2 e 3,0% e os de dleo, entre 3,5 e 3,6%, e afirmam que valores fenotipicos do teor de

proteina e 6leo sdo estimados, em geral, com alta precisdo experimental.

5.2 Teor de Proteina

Os resultados apresentados na Tabela 3, mostram que a segunda e terceiraépoca
de semeadura (02/12 e 17/12) propiciaram maiores teores de proteina
independentemente das doses de Azospirillum empregadas, com valores médios entre
41,66 e 40,43% respectivamente. Nestas épocas, a M 9144RR apresentou maior teor
proteico nas menores doses, em 02/12, e a TMG 1288RR na maior dose, em 02/12, e

em praticamente todas as doses, em 17/12.

Tabela 3. Teor médio de proteina nos gréos de soja (duas cultivares), em funcdo de
diferentes épocas de semeadura e doses de A. brasilense.

18/11 02/12 17/12
Doses TMG M TMG M TMG M
(mL hal) 1288RR 9144RR 1288RR 9144RR 1288RR 9144RR
%

0 3590bA 3560bA 3797aB 4530aA 3530aA 33,20 cB*
100 36,65 bA 3654bA 39,86aB 41,82aA 40,14aA 34,13 cB?
200 43,15aA 42,39aA 42,60aA 43,63aA 4299aA  34,40bB
300 36,53bB 40,38 cA 4136aA 4244bA 4224aB 50,10 aA
400 39,62cA 39,00 bA 42,02bA 39,67bB 46,86 aA 45,00 aB

Média 38,37 38,78 40,76 42,57 41,50 39,36

IMédias seguidas pela mesma letra minGscula, na linha, entre as épocas de semeadura dentro de cada dose e dentro de cada cultivar,
ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. 2Médias seguidas pela mesma letra maiGscula, na linha,
entre as cultivares, dentro de cada época e dentro de cada dose, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.

Os resultados de precipitacdo e temperatura (Figura 1), mostram que os plantios
realizados na segunda e terceira época sofreram maiores restri¢ces hidricas no periodo
reprodutivo das cultivares, aliada as altas temperaturas na fase de enchimento de gréos
em relacdo a primeira época de plantio, que sofreu picos de veranicos apenas durante
0 estagio vegetativo

Estes resultados estdo em concordancia com aqueles obtidos por Bewley e Black
(1985); Marcos Filho (2005); Albrecht et al. (2008); Lopes, Peluzio e Martins (2016).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar as alteragdes na composi¢do
quimica das sementes quando submetidas a condi¢des de déficit hidrico. Albrecht

(2008) afirma que a variacdo das condicOes climaticas pode acarretar em disturbios
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bioquimicos na biossintese de proteinas e que, possivelmente, deve afetar outras
macromoléculas, estendendo-se, provavelmente, a influéncia na sintese de varios
outros compostos, ou primarios ou secundarios.

Em cada época de semeadura as cultivares apresentaram comportamento
diferenciado (Tabela 3), com uma variacao expressa nos teores de proteina, que esta
associada a genética de cada um. Segundo Cavatte et al. (2011), a genética de cada
material pode promover resposta adaptativa quando as mesmas sdo submetidas as
condicdes de seca, tornando-as sensiveis ou ndo a estas condicdes.

Os resultados obtidos superam os encontrados por Lopes, Peluzio e Martins
(2016), que em experimento realizado na mesma regido, em condi¢des normais de
cultivo, obtiveram 30% de proteina com a TMG 1288RR e 37,5% com a M 9144RR
na semeadura em 01/12. Em semeaduras realizadas em 17/12, os autores encontraram
35,1% na TMG 1288RR e 36,5% na M 9144RR. Esse aumento ndo estd associado
somente as condicdes ambientais e fatores genéticos, mas também aos fatores
nutricionais que sdo metabolizados pela planta e assimilados na forma de reservas no
grdo, indicando influéncia do Azospirillum aplicado via foliar.

Como houve relagdo funcional entre as doses de Azospirillum aplicadas, foram
ajustados modelos de regressao para as duas cultivares, em cada época de semeadura.
Para a TMG 1288RR, foram ajustadas regressdes lineares para a primeira (18/11)
(figura 2a) e terceira época (17/12) (figura 2c), indicando incremento no teor de
proteina dos grdos com aumento das doses de Azospirillum. Na segunda época (02/12)
(figura 2b) foi ajustado modelo quadratico, onde os contetdos de proteina atingiram
sua maxima eficiéncia técnica (MET) de 312,31 mL ha, correspondente a um teor de
43,81 %, com decréscimo da curva a partir de dosagens superiores (Figura 2).

Assim, para os modelos lineares, as doses utilizadas no presente estudo néo

foram suficientes para que as cultivares alcangassem o méaximo teor de proteina nos

gréos.
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Figura 2. Teor de proteina da cultivar TMG 1288RR nas épocas, em funcéo das doses

de A. brasilense (mL ha), em Palmas-TO, Safra 2015/16. ** significativo a 5% pelo teste
“t”. IMET: maxima eficiéncia técnica

Na figura 3, nota-se que a cultivar M 9144RR apresentou, nas trés épocas de
semeadura, resposta crescente do teor de proteina nos grdos com o aumento nas doses
de Azospirillum. Os resultados revelam que os teores de proteina foram fortemente
influenciados pela pulverizacdo foliar de Azospirillum em consonancia com o
Bradyrizobium aplicado via semente, com valores crescentes quando comparado ao
tratamento controle (auséncia do Azospirillum). Além disso, os incrementos foram
maiores em semeaduras mais tardias, onde as condi¢fes climaticas foram as mais

severas (Figura 1).
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Figura 3. Teor de proteina da cultivar M 9144RR nas épocas, em fungdo das doses

de A. brasilense (mL ha™), em Palmas-TO, Safra 2015/16. ** significativo a 5% pelo teste
“t”. (a): Semeadura em 18/11; (b): Semeadura em 02/12; (¢): Semeadura em17/12.

O incremento do teor de proteina com o aumento das doses de Azospirillum, em
gréos previamente inoculados com Rhizobium, pode estar associado associada ao maior
acumulo de N na fase de maior demanda pela cultura deste elemento (fase reprodutiva)
(Cerezini et al. 2016), da maior absorcdo de N pelas raizes das plantas (Mascarello e
Saubidet et al. 2002) ou de uma série de mecanismos favoraveis, tais como a producéo
de fitormonios (HUNGRIA, NOGUEIRA e ARAUJO, 2015).

Durante o crescimento e desenvolvimento de culturas de soja, ha alguns periodos
criticos relacionados com o N proveniente da FBN pelo Bradyrhizobium. Entre estes
estdo os estagios reprodutivos R3 (formacdo inicial de vagens) e R5 (enchimento
precoce de grdos), que requerem altos niveis de fotossintese e podem resultar em
senecéncia nodular (FEHR et al., 1971). Como as aplica¢bes foliares possui uma
assimilacdo com menor custo metabolico, possivelmente sua acéo foi potencializada a
partir dos sinais de estresses da planta, seja por deficiéncia hidrica ou diminuicdo dos

noddulos.
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Em condi¢des de deficiéncia hidrica, a FBN pode ser comprometida,
principalmente quando ocorridas nas etapas-chave de nodulagdo durante o
desenvolvimento da cultura no campo. Como as aplicagdes de Azospirillum no presente
estudo ocorreram em V2 e R1 e logo em seguida houveram picos de nodulagéo, o
fornecimento de N via inoculacdo com Azospirillum pode ter aumentado a eficiéncia
da nodulagéo, refletindo em maior translocagéo de assimilados para os gréos.

Considerando que as aplicagdes de Azospirillum foram realizadas via foliar, e a
maioria dos trabalhos chamam atencédo para o desenvolvimento do sistema radicular e
FBN, possivelmente o incremento dos teores proteicos pode ter sido oriunda da
producdo de hormonios reguladores ou do fornecimento de nutrientes para a planta.

De acordo com Van Huizen et al. (1996), o &cido cloroindol-3-acético, auxina
enddgena em frutos de ervilha, induz a sintese de proteinas. Galindo et al. (2016)
avaliando a aplicacdo de Azospirillum via sementes no milho concluiram que o uso de
200 mL ha* promoveram aumento no indice de clorofila e na concentragio de P nas
folhas.

Portugal et al. (2016) em aplicacdo via foliar de Azospirillum no estagio V6 da
soja, verificaram que a inoculagéo causou diminuicdo na massa de matéria seca, devido
uma maior translocacdo de massa para os grdos do que para a planta. Para isso, a
atuacao do Azospirillum influenciou no processo de formagéo das sementes, exercendo
mecanismos de tolerancia a seca, possivelmente por meio de hormdnios especificos,
além de promover o acimulo de material de reserva no grao.

Em trabalho in vitro realizado por Nascimento e Mosquin (2004), verificaram
que as sementes de soja pode

,m conter citocininas que estimulam o transporte de assimilados as sementes,
além de causar expansdo celular na extensibilidade da parede celular (TAIZ; ZEIGER,
2002). Os autores relatam que a citocinina € um fitohormoénio que influencia a
producdo de proteinas em frutos de soja.

Outra hipotese que pode ser levantada, esta na atuagdo do ABA (&cido abscisico)
devido a ocorréncia de um déficit hidrico, é provavel que o uso da bactéria
potencializou sua atividade, fazendo com que a planta conviva com os fatores de
estresses e promovendo recuperacdo mais eficiente apos a perturbacdo. Embora as
informacdes que relatem a identificacdo de ABA em cultivos com Azospirillum sejam

escassas, sabe-se que os niveis de ABA da planta aumentam em resposta ao déficit
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hidrico, além de desempenhar um papel chave no fechamento estomético e na inducéao
de varios genes induzidos pelo déficit hidrico (DODD et al., 2010).

Segundo Cohen et al. (2008) o Azospirillum brasilense promove aumento
significativos do nivel de ABA. Contudo, ndo se pode afirmar, com certeza, se 0 ABA

produzido € oriundo da bactéria ou da planta.

5.3 Teor Oleo

Para o componente teor de 6leo, as médias das cultivares em funcdo das épocas
estdo apresentadas na Tabela 4.

De modo geral, foram observados os maiores teores de 6leo na primeira época
de semeadura (18/11), independentemente das doses e cultivares empregadas. Tal fato
ocorreu, provavelmente, em funcdo da ocorréncia de temperaturas mais amenas e uma
melhor distribuicdo de chuvas durante a fase de enchimento de graos (Figura 1).

Song et al. (2016), investigando a influéncia das condi¢des climaticas em
parametros quimicos da soja, afirmam que a temperatura é o principal fator climatico
que controla a composicdo de 6leo em grdos de soja.

Gibson e Mullen (1996) em estudo sobre a influéncia relativa das temperaturas
na composicdo quimica de sementes de soja, verificaram que o teor de 6leo em
sementes de soja aumentou com a temperatura com/ um 6timo de 25-28 ° C, acima do
qual a concentracdo de 6leo diminuiu. Piper e Boote (1999) também verificaramque a
diminuicdo de temperaturas proporcionam maiores teores de 6leo nas sementes de soja.

Pipolo, Sinclair e Camara (2004) observou o desenvolvimento das sementes em
cultivo in vitro, a partir do estadio R5, com temperatura variando entre 21 e 29 °C, e
analisou as concentragdes de 6leo e a taxa de acimulo de massa seca, ondeafirma que
os teores de Oleo dos graos de soja sdo governados geneticamente; porém, fortemente
influenciados pelo ambiente.

Por outro lado, Barbosa et al. (2011), ao estudarem o efeito de épocas de
semeadura no comportamento de vinte e um cultivares de soja, no ano agricola 2008/09
no estado do Tocantins, verificaram um maior acimulo de 6leo nas sementes sob
condicOes de temperaturas mais altas e menores medias de precipitacdo durante a fase
de enchimento de grdos.

De acordo com Dornbos e Mullen (1992), o contetdo de 6leo aumenta com a

temperatura média diaria durante a etapa R5 — R6 até um 6timo entre 25 °C e 28 °C.
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Temperaturas mais altas promovem o0 acumulo de proteina e temperaturas amenas
favorecem o acimulo de dleo. Entretanto, Piper e Boote (1999) verificaram que, sob
temperaturas médias proximas de 20 °C, as relagdes se invertem, ou seja, quanto menor
a temperatura, menores sdo os teores de 0leo nas sementes de soja.

Assim como para a temperatura, a relacdo entre estresse hidrico e composicédo de
sementes de soja tem apresentado resultados controversos. Enquanto alguns estudos
revelam que o teor de 6leo é reduzido com o estresse pela seca, outros relatam um
maior teor de 6leo com déficit hidrico (ROTUNGO e WESTGATE, 2010; SPECHT et
al. 2001).

O estudo comparativo entre as cultivares, dentro de cada época e dose, revelou
um maior teor de 6leo de TMG1288 RR na primeira época, em todas as doses, e na
segunda época nas doses mais baixas. Por outro lado, M9144 RR apresentou maior teor
de 6leo em 02/12, na dose mais alta (400 mL hal), e nas doses mais altas em 17/12
(300 e 400 mL ha (Tabela4).

Tabela 4. Teor médio de 6leo nos grdos de soja (duas cultivares), em funcdo de
diferentes épocas de semeadura e doses de A. brasilense.

18/11 02/12 17/12
Doses T™MG M T™MG M TMG M
(mLha') 1288RR  9144RR 1288RR 9144RR  1288RR 9144RR
%
0 24 74aA 2225bB 24,67aA 23/44aB 22,98 bA 23,40 aA

100 2426 aA 22,76 aB 23,13bA 2256aA 21,49cB 22,60 aA
200 23,76 bA 22,02aB 23,49bA 2167aB 20,95aA 21,82aA
300 23,13aA 21,35aB 20,30bB 21,93aA 19,11cB 22,26 aA
400 21,59aA 20,18bB 19,60bA 19,84bA 1597cB 21,40 aA

Media 23,49 21,71 22,23 21,88 20,1 22,29

IMeédias seguidas pela mesma letra minGscula, na linha, entre as épocas de semeadura dentro de cada dose e dentro de cada cultivar,
ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. 2Médias seguidas pela mesma letra maiGscula, na linha,
entre as cultivares, dentro de cada época e dentro de cada dose, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.

Em experimento realizado por Lopes, Peluzio e Martins (2016) em regido de
baixa latitude, concluiram que as cultivares TMG 1288RR e M 9144RR, obtiveram
teor de 6leo maximo entre 19,0 e 19,5%, respectivamente. Essas diferencas estéo
associadas as antecipacdes de semeadura a que este trabalho foi submetida, que
segundo Albrecht (2008) propicia condi¢fes climéaticas que tendem a aumentar os
teores de oleo.
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Para as cultivares TMG1288 RR (Figuras 4a, 4b e 4c) e M9144RR e (5a, 5b e
5¢) 0 modelo linear foi 0 mais adequado para explicar a relagéo funcional entre o teor
de 6leo nos gréos e as doses de Azospirillun, onde foi observada uma queda progressiva

no teor de 6leo com o incremento nas doses de Azospirillun.
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Figura 4. Teor de 6leo da cultivar TMG 1288RR nas épocas, em funcdo das doses

de A. brasilense (mL ha?), em Palmas-TO, Safra 2015/16. ** significativo a 5% pelo
teste “t”. (a): Semeadura em 18/11; (b): Semeadura em 02/12; (c¢): Semeadura em 17/12.
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Figura 5. Teor de 6leo da cultivar M 9144RR nas épocas, em funcao das doses de

A. brasilense (mL ha), em Palmas-TO, Safra 2015/16. ** significativo a 5% pelo teste
“t”. (a): Semeadura em 18/11; (b): Semeadura em 02/12; (¢): Semeadura em 17/12.

5.4 Correlacédo entre teor de proteina e 6leo

Conforme observado com os valores médios dos teores de proteina e 6leo nas
tabelas 3 e 4, nas figuras 4 e 5 e na tabela 5 (abaixo), foi observada correlacdo negativa
entre os teores de 6leo e proteina nos graos, em todas as épocas de plantio, revelando
que incrementos em 6leo nos grédos é acompanhado por reducdes no contetido proteico
nos Mesmos.

Feng et al. (2004) e Silva (2008), constataram que quando a correlacdo genética

negativa é existente, a selecdo de um carater pode provocar mudangas indesejaveis em
outros.
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Tabela 5. Correlacao fenotipica entre teor de proteina e teor de 6leo em cultivares de
soja cultivadas em trés épocas de semeadura no ano agricola 2015/2016.

Epoca de semeadura TMG 1288RR M 9144RR
E1 (18/11) -0,7406 -0,7700
E2 (02/12) -0,7391 -0,7822
E3 (17/12) -0,6512 -0,6844

** Indica valores diferentes de zero, segundo o teste t (p<0,01).

Vérios autores encontraram uma correlacéo negativa entre proteina e o 6leo em
grdos de soja. Smith e Circle (1972), estimaram em -0,60; Marschalek (1995)
encontrou um valor de —0,31. Marega Filho (1999) encontrou varia¢des do teor do 6leo
de soja entre 12,0% e 20,4 %, e uma correlacdo negativa genotipica elevada entre teor
de 6leo e proteina (-0,65).

Segundo Pipolo (2002), quando o nitrogénio torna-se mais abundante, a
preferéncia é sintetizar proteina ao invés de 6leo. Com isso, a disponibilidade de
nutrientes via foliar pode ser o fator regulador da concentragéo de proteina na semente.

A correlacgdo inversa entre dleo e proteina nas sementes de soja foi estudada por
Faraco et al. (1981), e um dos fatores que influenciaram nesta correlagdo foram as
mudancas de temperatura nos periodos de 20 a 30 e 30 a 40 dias antes da maturagédo
dos grdos de soja, por que exerceram maior influéncia no acimulo de éleo, do que as
ocorridas em outros periodos.

O uso de tecnologias e variedades com altos teores de 6leo sdo desejaveis as
industrias de biodiesel, enquanto elevadas concentracdes de proteina também agregam
valor aos produtos alimenticios, tornando um desafio aos programas de melhoramento

genetico.
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6. CONCLUSOES

Houve aumento nos teores de proteina dos grdos e reducdo nos teores de 6leo
com o uso misto do Azospirillum e Bradyrhizobium, em todas as épocas de plantio,
em todas as cultivares.

Temperaturas altas e baixas precipitacbes contribuiram para o aumento e
reducdo, respectivamente dos teores de dleo e proteina dos gréaos.

Para a producdo do biodiesel, ndo se recomenda o uso do Azospirillum
concomitante ao uso do Bradyrhizobium .

Doses crescentes de Azospirillum promoveram aumento no teor de proteina e
reducdo no teor de dleo.

Teor de 6leo é inversamente relacionado ao de porteina, independente da época

de plantio.
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