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RESUMO

NEGRI, Rafaele Cristina. Potencial fisioldgico de sementes de soja enriquecidas
com molibdénio no armazenamento e sua influéncia na atividade de enzimas do
metabolismo do nitrogénio. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa
de Poés-Graduacdo em Agronomia Area de Concentracdo: Producdo vegetal),
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

O molibdénio € um dos micronutrientes essenciais para a soja, atuando diretamente
no metabolismo do nitrogénio como cofator benziméatico da nitrogenase.
Usualmente, este nutriente é fornecido as plantas via tratamento de sementes ou
aplicacao foliar. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do molibdénio via
foliar no potencial fisiologico de sementes de soja e verificar sua interferéncia na
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio. Foram utilizadas
sementes de soja da cultivar BMX Turbo, produzidas em Erechim, RS, safra 2013,
provenientes de plantas tratadas com as seguintes concentracdes de Mo: 0; 25; 50 e

75 g hal, fornecidas por meio de dois produtos comerciais (Biomol e Molybdate) e
armazenadas durante 0 e 6 meses em condicdes ndo controladas. O primeiro
experimento foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes Seedtes em Pato
Branco, PR. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2 x 2 com quatro repeticbes cada. O potencial fisiolégico das sementes
foi avaliado por meio do teste de germinagdo, crescimento de plantulas,
envelhecimento acelerado e emergéncia em solo. O segundo experimento foi
realizado em casa de vegetacdo onde foram cultivadas em vasos as sementes

oriundas dos tratamentos com diferentes concentracdes de Mo: 0; 25; 50 e 75 g ha™!
fornecidas por meio de dois produtos comerciais (Biomol e Molybdate). O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 X 2 com
guatro repeticdes. As avaliacbes foram realizadas quando as plantas atingiram o
estadio fenolégico R1 quanto a nodulacdo, massa seca de raiz e parte aérea das
plantas e determinacdo da atividade das enzimas glutamina sintetase e glutamato
sintetase e o teor de proteinas sollUveis totais. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e quando significativos foram avaliados pelo teste de Tukey para
comparacao dos produtos e do armazenamento de sementes e com estudo de
regressdo para as concentracdes ao nivel de 5% de probabilidade. As analises
foram realizadas com o software estatistico SISVAR. O armazenamento de
sementes de soja em condicdes ndo controladas afetou o vigor das sementes
produzidas com Mo, independente do produto comercial utilizado durante a
producdo. A aplicacdo de Mo via foliar influencia positivamente a producdo de
sementes de soja que apresentaram respostas crescentes na germinagao e no vigor
com a aplicacdo de Mo acima de 25 g ha™. O enriguecimento de Mo via foliar ndo
afetou a nodulagdo das plantas da geracdo seguinte, porém, a utilizacdo de Mo
acima de 25 g ha' proporcionou aumento na atividade das enzimas envolvidas no
metabolismo do nitrogénio, bem como no teor de proteinas totais.

Palavras-chave: Germinacdo de Sementes. Glutamina Sintetase. Glutamato
Sintase.



ABSTRACT

NEGRI, Rafaele Cristina. Physiological potential of soybean seeds enriched with
molybdenum in storage and its influence on the activity of nitrogen metabolism
enzymes. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Poés-
Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producdo vegetal), Federal
Technology University of Parana. Pato Branco, 2015.

Molybdenum is one of the essential micronutrients for soybeans, acting directly on
nitrogen metabolism as enzyme cofactor of nitrogenase. Usually, this nutrient is
supplied to the plants through seed treatment or foliar application. The aim of this
study was to evaluate the molybdenum effects by foliar in the physiological potential
of soybean seeds and verify its interference in the enzyme activities involved in
nitrogen metabolism. Soybean seeds of BMX Turbo cultivar were used, produced in
Erechim, RS, harvest 2013, from plants treated with the following Mo concentrations:

0; 25; 50 and 75 g hal, supplied through two commercial products (Biomol and
Molybdate) and stored during 0 and 6 months in uncontrolled conditions. The first
experiment was conducted in Seedtes Seed Analysis Laboratory in Pato Branco, PR.
The used design was completely randomized in a factorial analysis 4 x 2 x 2 with four
replications each. The physiological potential of the seeds was evaluated by the
germination test, seedling growth, accelerated aging and emergence on the soil. The
second experiment was conducted in a greenhouse, where the seeds derived from

treatments with different concentrations of Mo: 0; 25; 50 and 75 g ha! supplied
through two commercial products (Biomol and Molybdate) were grown in vases. The
used design was completely randomized in a factorial analysis 4 x 2 with four
replications. Evaluations were performed when the plants reached the R1
phenological stage concerning the nodulation, dry matter of root and shoot of the
plants and the determination of the activity of the enzymes glutamine synthetase and
glutamate synthetase and the content of total soluble proteins. The data were
submitted to variance analysis and when significant they were assessed by Tukey’'s
test for comparison of products and seed storage and with regression study to the
concentrations at 5% probability. Analyses were performed using SISVAR statistical
software. The soybean seed storage under uncontrolled conditions affected the seed
vigour produced with Mo, regardless of the commercial product used during
production. The application of Mo through foliar positively influences the production
of soya beans which presented increasing responses in the germination and vigour

with the application of Mo above 25 g ha™t . The enrichment of Mo through foliar did
not affect the nodulation of plants of the next generation, however, the use of Mo

above 25 g ha'! provided an increase in the activity of enzymes involved in nitrogen
metabolism as well as on the total protein content.

Keywords: Germination seeds. Glutamina Sintetase. Glutamato Sintase.
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1 INTRODUGCAO GERAL w
A soja (Glycine max) é a cultura anual brasileira de maior expresséo
econdmica e a que mais cresceu nas Ultimas trés décadas correspondendo, na safra
2013/2014, a um aumento de 8,8% (2.437 mil hectares) em relacdo a safra
2012/2013 da area plantada de graos no pais (CONAB, 2013). Entre os fatores
responsaveis pela alta competitividade encontra-se a capacidade de fixacdo
bioldgica de nitrogénio, dispensando, assim, o uso de adubos nitrogenados.

Para atingir elevada produtividade € necessario o eficiente
desenvolvimento inicial da cultura e estande de plantas adequado. Nesse sentido, 0
setor sementeiro decorrente da existéncia das tecnologias empregadas as culturas,
busca a qualidade das sementes e a manutencdo da mesma quando submetidas ao
armazenamento para, desta forma, garantir o desenvolvimento esperado a campo.

Os quatro componentes basicos da qualidade das sementes (genético,
fisico, fisiologico e sanitario) apresentam importancia equivalente, mas o potencial
fisiologico tem recebido maior atencéo da pesquisa, talvez porque o estabelecimento
do estande constitui base soélida para a obtencdo de alta produtividade e por
constituir a primeira oportunidade para que o produtor avalie “in loco” o desempenho
inicial das sementes adquiridas (MARCOS FILHO, 2013). Nesse sentido, para obter
sementes com qualidade elevada é necessario que, além de outros fatores, seja
realizada a nutricdo adequada das plantas. O enriqguecimento com molibdénio (Mo)
via foliar € uma pratica promissora que visa auxiliar a manutencédo da qualidade das
sementes de soja bem como promover o melhor desenvolvimento a campo (LEITE
et al., 2009).

Aliados a busca por elevadas produtividades, o melhoramento genético
seleciona cultivares de soja mais eficientes na fixagdo do nitrogénio atmosférico,
dispensando assim 0s gastos com uso de fertilizantes nitrogenados. O nitrogénio &
um elemento chave na sintese de proteinas, cuja demanda é elevada na cultura,
gue acumula cerca de 100 a 200 kg de nitrogénio por hectare, sendo 67 a 75%
alocados nas sementes (MANFRON et al., 2004). Esse nutriente pode ser absorvido
diretamente do solo ou ser fornecido pela fixagdo biolégica do nitrogénio (FBN),

decorrente da associacdo simbidtica das bactérias do género Bradyrhizobium,
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capazes de fixar nitrogénio atmosférico. A estimativa da necessidade de N é de 80

kg para a producgéo de 1000 kg de grédos (HUNGRIA et al., 2001).

No processo de fixacdo bioldégica de nitrogénio o Mo tem papel
fundamental por participar como cofator da enzima nitrogenase e também do
complexo enzimético da nitrato redutase (TAIZ; ZEIGER, 2009). A guantidade
requerida deste nutriente pela planta € pequena, porém, a sua disponibilidade no
solo normalmente € muito baixa por ser altamente afetada pelo pH, estando mais
disponivel em solos mais alcalinos. Os solos agricolas em sua maioria, encontram-
se com pH préoximo a 5,0, tornando o Mo indisponivel.

Usualmente o fornecimento de Mo é realizado por agricultores via
tratamento de sementes ou via foliar em pré-florescimento, porém estas formas de
aplicacdo podem acarretar prejuizos a cultura. O enriquecimento via tratamento de
sementes pode reduzir a sobrevivéncia do Bradyrhizobium prejudicando, assim, a
nodulacdo e a FBN (ALBINO; CAMPO, 2001). O fornecimento via foliar na fase
reprodutiva pode acarretar em perda da produtividade devido a deficiéncia nas fases
iniciais da cultura, sendo que, neste contexto, fazem necessarios estudos para
verificar o efeito do enriquecimento de sementes via foliar na fase de producao das
sementes, visando garantir maiores produtividades com a possibilidade de producgé&o
de sementes enriquecidas.

Diante da influéncia do molibdénio na fixacdo biolégica de nitrogénio
da cultura da soja, as informacfes sobre os efeitos do referido elemento fornecido
por meio de diferentes produtos comerciais e concentragbes sobre o potencial
fisiolégico das sementes de soja submetidas ao armazenamento e a avaliacdo da
interferéncia do elemento na atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do
nitrogénio constituem ferramentas importantes para a tecnologia de producdo de

sementes de soja com qualidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES

A qualidade de sementes define o conjunto de caracteristicas que
determinam o potencial de desempenho da semente ap0s a semeadura em campo
ou durante o armazenamento. Pode ser definida como o conjunto de atributos
genéticos, fisicos, sanitarios e fisioldégicos, podendo, o componente fisiologico ser
avaliado pela germinacéo e vigor (MARCOS FILHO, 2005) e sua avaliacdo segura
permite identificar lotes de sementes que possuem maior probabilidade de
apresentar o desempenho desejado durante o armazenamento e em campo
(MARCOS FILHO, 2013).

A manutencdo da qualidade das sementes durante o periodo de
armazenamento deve ser considerada dentro do processo produtivo independente
da cultura, uma vez que o sucesso da préoxima safra depende, principalmente, da
utilizacdo de sementes com alto padrédo de qualidade. No armazenamento sob
condicbes nao controladas, as sementes ficam expostas a oscilagcbes de
temperatura e umidade relativa e ao ataque de pragas e fungos, o que pode
contribuir para a reducdo da qualidade das mesmas (LUDWIG et al., 2011).

Os testes que avaliam o vigor das sementes baseiam-se em aspectos
gue podem estar relacionados a fisiologia, a processos metabdlicos ou, até mesmo,
as caracteristicas fisicas das sementes (SCHUAB et al., 2006). Sdo muito utilizados
por empresas sementeiras com controle interno de qualidade os testes de
envelhecimento acelerado, comprimento e massa de plantula por apresentarem boa
correlagdo com a emergéncia a campo (SCHUAB et al., 2006; VANZOLINI et al.,
2007).

O potencial fisiologico das sementes pode ser afetado por diversos
fatores, entre eles a nutricdo da planta-mée (MARCOS FILHO, 2013). Durante o seu
desenvolvimento as sementes acumulam reservas de nitrogénio, carboidratos,
lipidios e minerais (JACOB-NETO; ROSSETO, 1998; CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; MARCOS FILHO, 2005) gue sao responsaveis pela capacidade de

emergéncia das plantulas no campo e o vigor no desenvolvimento inicial, sendo tais
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caracteristicas influenciadas pelo estado nutricional da planta-mae (MARCOS

FILHO, 2005; TEIXEIRA et al., 2005).
Ascolli et al. (2008), avaliando a aplicagéo foliar de Mo em diferentes

fases fenoldgicas da cultura do feijao, verificaram influéncia positiva do Mo aplicado

via foliar (75 g ha™! aos 23 DAE) no crescimento das plantas e também observaram
gue sementes oriundas de plantas que receberam Mo produziram plantas com maior
massa seca.

Leite et al. (2009) verificaram, em sementes de feijdo, uma relacao
entre o contetdo de molibdénio da semente e sua influéncia sobre o potencial de
germinacdo. Sementes com baixa concentracdo em molibdénio apresentaram
germinacdo reduzida em comparacdo aquelas com reservas expressivas do

micronutriente, e também observaram que sementes com concentracdo de MO

acima de 1,45 pg semente™! apresentaram estabilidade na germinag&o néo ficando

esta prejudicada com a elevacdo da concentracdo. Por outro lado, Possenti; Vilella

(2010), trabalhando com Mo na concentracdo de 800 g ha™l via foliar em duas
aplicacdes ndo observaram efeito significativo na qualidade fisiolégica de sementes
de soja, concluindo que o enriquecimento ndo foi transferido para as proximas

geracoes.

2.2 ADUBACAO COM MOLIBDENIO EM SOJA

O Mo usualmente é fornecido as plantas de forma direta, via
tratamento de sementes, contudo, o contato direto das sementes com as solucdes
comerciais tem provocado reducéo do poder germinativo e aumento na mortalidade
de rizébios, reduzindo a nodulacdo (MILANI et al., 2008) e desta forma, prejudicando
a fixacao biolégica do nitrogénio (ALBINO; CAMPO, 2001).

No solo, o molibdénio esta presente na forma disponivel para a planta

como MoO4'2 e é diretamente influenciada pelo pH e por 6xidos de Al e Fe, sendo

gue em solos com pH mais elevado a presenca do ion OH™ faz com que o Mo
adsorvido aos coloides se desprenda e passe para a solucdo do solo (TANAKA et
al., 1993).
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Nas plantas, o0 Mo é um elemento com alta mobilidade (ZOZ et al.,

2009) e os sintomas da deficiéncia nas plantas cultivadas em solos deficientes ou
acidos, caracteriza-se pela presenca de folhas velhas retorcidas, amareladas com
manchas necrdticas nas margens dos foliolos. Os sintomas sdo semelhantes a
deficiéncia de nitrogénio induzida pela deficiéncia de Mo, que causam a clorose total
das folhas mais velhas ou de meia idade fisiolégica, seguida de necrose, como
consequéncia da inibicdo da atividade da nitrato redutase e subsequente acumulo
de nitrato (SFREDO; OLIVEIRA, 2010).

O nivel critico de Mo para sementes de soja é de 3,5 pug sementes™,
sendo que sementes com concentracdes maiores apresentaram aumento do numero
de gréos e de vagens por planta, além de aumento da massa seca de plantas
produzidas em solos acidos (JACOB NETO; ROSSETO, 1998).

A resposta de produtividade de grdos em relacdo a aplicacéo via foliar
de Mo esta diretamente ligada a fertilidade do solo. Neto et al. (2012) obtiveram
melhor rendimento em soja com a aplicacdo de Mo via foliar ou via tratamento de
sementes comparada a testemunha. Cultivando trigo em solo com pH 5,0, Zoz et al.
(2009) observaram melhor rendimento com a aplicacao foliar de Mo sendo que o

componente do rendimento afetado foi o nimero de espigas m™. Entretanto, com a
aplicacdo de Mo em soja durante a maturacdo, Milani et al. (2010) encontraram
acumulo de Mo em decorréncia da concentracdo aplicada na planta, porém, nao
encontraram influéncia do mesmo sobre a producgéo e qualidade de sementes sendo
gue as mesmas nao apresentaram diferencgas significativas comparadas as que nao

receberem Mo.

2.3 FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
Na fixacdo biologica, a nitrogenase catalisa a redugdo do N,

atmosférico a amonia (NH;), sendo rapidamente convertida em NH4+ , € na

interacdo simbidtica os microrganismos diazotréficos suprem completamente a
necessidade de nitrogénio da planta hospedeira (TAIZ;, ZEIGER, 2009), sendo
distribuido e incorporado em diversas formas de N organico, como 0s ureideos,
aminoacidos e amidas (HUNGRIA et al., 2001).
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Pela existéncia da simbiose, a adubacdo nitrogenada em caso de

leguminosas, como a soja, deixam de ser necessarias, porém, outros nutrientes
devem ser fornecidos, quando houver necessidade. Em funcdo disso, diversos
trabalhos tém sido desenvolvidos para verificar a influéncia de determinados
nutrientes na fixacao bioldgica de N no sistema leguminosa x Rhizobium. Barbosa et
al., (2010) trabalhando com aplicagcdo de molibdénio via foliar na cultura do feijao
encontraram aumento na presenca de ndédulos no sistema radicular das plantas,
mostrando que a aplicacdo de molibdénio pode melhorar a simbiose Rhizobium-
feijoeiro, dada sua importancia no metabolismo do nitrogénio.

O molibdénio é requerido em quantidades muito pequenas, porém, em

plantas que formam associacdes simbiontes com microrganismos fixadores de N,,, &

by

de fundamental importancia, pois esta relacionado a nitrogenase, que é um
complexo enzimético formado por duas proteinas: a proteina Mo-Fe e a proteina Fe.
Ja para as demais plantas, o Mo entra na composicdo da nitrato redutase, outra
enzima chave no metabolismo do nitrogénio (TAIZ; ZEIGER ,2009; JACOB-NETO &
ROSSETO, 1998).

2.4 ASSIMILACAO DO NITROGENIO EM PLANTAS

O metabolismo do N, nas plantas, envolve trés etapas: a absorcéo, a
assimilacdo e a translocacdo. Em plantas ou 6rgdos que entram no processo de
senescéncia, outra etapa que pode ser consideracdo no uso de N € a reciclagem.

Na fixagdo biologica, a nitrogenase catalisa a redugdo do N,

atmosférico a amonia (NH;), sendo rapidamente convertida em NH *, e na interacdo

simbiotica os microrganismos diazotréficos suprem completamente a necessidade
de nitrogénio da planta hospedeira (TAIZ; ZEIGER, 2009), sendo distribuido e
incorporado em diversas formas de N organico, como o0s ureideos, aminoacidos e
amidas (HUNGRIA et al.,, 2001). Pela existéncia da simbiose, a adubacao
nitrogenada em leguminosas, como a soja, deixa de ser necesséria, porém, outros
nutrientes devem ser fornecidos, quando houver necessidade. Em funcdo disso,
diversos trabalhos tém sido desenvolvidos para verificar a influéncia de

determinados nutrientes na fixagédo biolégica de N no sistema leguminosa x rizébio.
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No caso de plantas em que a absorgcdo ocorre na forma de NH,

(amdnia), energia € poupada, ja que ndo ha necessidade de conversdo de NO;" a

NH, pelas enzimas nitrato e nitrito redutases, respectivamente.

ApOs absorcdo e reducdo para a forma de NH,", o nitrogénio é

assimilado pela glutamina sintetase (GS) e glutamina 2-oxoglutarato

amidatransferase (GOGAT), também denominada de glutamato sintase, nos

plastideos. A primeira etapa envolve a GS que incorpora o NH,*, formando

glutamina, por meio da ligacao do NH4+ ao grupo carboxilico do glutamato, usando

energia fornecida pelo ATP, como pode ser visto na Figura 1. A GS é amplamente
encontrada em animais, microrganismos e vegetais. As plantas possuem isoformas
da enzima presentes em cloroplasto (GS2) e no citosol (GS1) (FIGUEIREDO et al.,
2010).
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Figura 01 - Rota metabdlica da GS e GOAT (Fonte MASCLAUX-DAUBRESS et al., 2010). UTFPR
campus Pato Branco 2015.
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A GOGAT é responsavel pela transferéncia do grupo amida da

glutamina para o 2-oxoglutarato para formar duas moléculas de glutamato (Figura 1).
Esta enzima é largamente distribuida em plantas, algas e bactérias (FIGUEIREDO et
al., 2010). Em plantas, a GOGAT existe em duas formas: a dependente de NADH e
GOGAT- ferrodoxina (Fd) (BRAUN et al., 2013).

Kubota et al. (2008) observaram que plantas de feijdo originadas de
sementes com alto teor de Mo apresentaram reducdo no numero de nédulos por
planta aos 45 DAE, entretanto, a atividade da nitrogenase foi maior quando
comparada as sementes com baixo teor de Mo, sendo que sementes de feijdo com
maior teor de Mo apresentaram maior acumulo de biomassa e maior teor de N.

Santos et al. (2012), testando aplicagdo de Mo em milho, observaram
gue devido a elevada umidade, o processo de nitrificacéo foi afetado e com isso nao
foi possivel observar ativacdo da nitrato redutase com aplicacédo foliar de Mo. Em

soja, Toledo et al. (2010) encontraram aumento na atividade da enzima nitrato
redutase quando o micronutriente Mo foi aplicado, via foliar, na dose 60 g ha™

superior a recomendada de 30 g ha™l. Pessoa et al. (2001) encontraram queda da
atividade da nitrogenase no tratamento que nao recebeu Mo, ficando evidente o
efeito de sua aplicacdo sobre o aumento e a manutencdo da atividade da

nitrogenase durante o maior periodo do ciclo do feijoeiro. Também observaram que

a dose de Mo foliar 90 g hal proporcionou maior atividade da nitrato redutase em
feijdo.

Praticas que elevem o teor de Mo nas sementes aumentam a fixacao
biolégica de nitrogénio uma vez que melhoram a nodulagcdo (CAMPOS et al., 1999).

Vieira et al. (2010), testando diferentes concentracdes em feijdo, observaram que o

uso de 4 kg de Mo hal permitiu acimulo de 6,91 pg por semente, sem afetar a
gualidade fisiologica.

Devido a importancia dos efeitos do molibdénio sobre a atividade
enzimética, diversas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de avaliar a
forma de aplicacdo mais eficiente e os efeitos do micronutriente em diferentes
culturas.

Chagas et al. (2010), avaliando sementes de feijdo enriquecidas com P

e Mo, observaram que plantas oriundas de sementes com Mo apresentaram melhor



23
fixacdo biolégica de nitrogénio comparadas as plantas que receberam nutricdo

mineral e inoculacdo. Silva et al. (2012) testando doses de Mo e calcio em
amendoim, encontraram reacao positiva para aplicacdo de célcio e Mo nas doses

50, 100 e 150 g hal via semente que propiciou aumento no teor de proteinas
(albumina, glutelina e globulina) nos graos de amendoim em decorréncia da melhor
fixacdo biologica de N. Para soja, Milani et al. (2008), testando doses elevadas de
Mo via foliar no inicio da fase reprodutiva e via sementes, encontraram maior
concentracdo de N nas folhas de plantas procedentes de sementes enriquecidas,
indicando o melhor aproveitamento do N atmosférico através da FBN.

No entanto, ainda séo incipientes as informacfes sobre os efeitos do
enriquecimento com molibdénio via foliar no potencial fisiolégico de sementes de
soja armazenadas em condicbes ndo controladas de temperatura e umidade
relativa, bem como sua influéncia na atividade de enzimas envolvidas no

metabolismo do nitrogénio.
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3 CAPITULO | - POTENCIAL FI§IOLOGICO DE SEMENTES DE SOJA
ENRIQUECIDAS COM MOLIBDENIO NO ARMAZENAMENTO

NEGRI, Rafaele Cristina. Potencial fisiologico de sementes de soja enriquecidas
com molibdénio no armazenamento. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de POs-Graduacdo em Agronomia Area de Concentragdo: Producéo
vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

3.1 RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do molibdénio via foliar no
potencial fisiologico de sementes de soja. Foram utilizadas sementes de soja da
cultivar BMX Turbo, produzidas em Erechim, RS, safra 2013, provenientes de

plantas tratadas com as seguintes concentracées de Mo: 0; 25; 50 e 75 g ha
fornecidas por meio dos produtos comerciais Biomol® ou Molybdate®. Apds a
colheita, as sementes foram divididas em dois lotes, sendo um avaliado
imediatamente e 0 outro permaneceu armazenado durante 6 meses em ambiente
sem condi¢gfes controladas de temperatura e umidade relativa no Laboratorio de
Andlise de Sementes Seedtes em Pato Branco, PR, onde os experimentos foram
conduzidos. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2 x 2 com quatro repeticdbes cada. Os efeitos foram avaliados pela
germinacao das sementes e vigor, por meio dos testes de comprimento de plantulas,
massa seca de plantulas, envelhecimento acelerado e emergéncia em solo. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativos, foram
submetidos ao teste de Tukey para comparagédo dos produtos e do armazenamento
de sementes e foi utilizado estudo de regressédo para as doses ao nivel de 5% de
probabilidade. As analises foram realizadas com o software estatistico SISVAR. O
armazenamento de sementes de soja em condi¢cdes ndo controladas afetou o vigor
das sementes produzidas com Mo, independente do produto comercial utilizado. A
aplicacdo de Mo via foliar influencia positivamente o componente fisiolégico da
gualidade de sementes de soja que apresentam respostas crescentes nha

germinagéo e no vigor com a aplicacdo de Mo acima de 25 g ha™.



25
3.2 ABSTRACT:

The aim of this study was to evaluate the effects of molybdenum leaf application in
physiological potential of soybean seeds. Soybean seeds were used cultivar BMX
Turbo, produced in Erechim, RS, 2013 crop, from plants treated with the following Mo
concentrations: 0; 25; 50; 75 g ha™ supplied through two commercial products
(Biomol and Molybdate). The work was conducted in Seedtes Seed Analysis
Laboratory in Pato Branco, PR. The design was completely randomized in a factorial
4 x 2 x 2 with four replications each. The effects were evaluated by germination and
vigor, through the growth of test seedlings, seedling dry matter, accelerated aging
and emergence in soil. Data were subjected to analysis of variance and when
significant, were submitted to Tukey test for comparison of products and seed
storage and used regression study for doses at 5% probability. The analyzes were
performed with the statistical software SISVAR. The soybean seed storage under
controlled conditions did not affect seed germination produced with Mo, regardless of
the commercial product used. The application Molybdenum leaf positively influences
the production of soybean seeds that have increasing answers on germination and

vigor with the application of Mo above 25 g ha-*



3.3 INTRODUCAO %

O sucesso da cultura da soja depende de uma série de fatores, porém,
ndo ha duvida que o mais importante deles € o uso de sementes com elevada
qualidade, capazes de produzir plantas fortes e vigorosas com desempenho superior
no campo (FRANCA-NETO et al., 2014). Nesse sentido, o uso de sementes com
boa qualidade permite acessar os avan¢os genéticos, com tecnologias de garantia e
de localizacdo de qualidade em diferentes regifes, garantindo maior produtividade.
Portanto, o estabelecimento da cultura de soja com sementes de alta qualidade é de
fundamental importancia (PADUA et al., 2014).

Os quatro componentes basicos da qualidade das sementes (genético,
fisico, fisiologico e sanitario) apresentam importancia equivalente, mas o potencial
fisiolégico tem recebido maior atencdo da pesquisa, talvez porque o estabelecimento
do estande constitui base sélida para a obtencdo de alta produtividade e por
constituir a primeira oportunidade para que o produtor avalie “in loco” o desempenho
inicial das sementes adquiridas (MARCOS FILHO, 2013). Nesse sentido, a
caracteristica nutricional da planta-mae apresenta influéncia relevante sobre o
componente fisiologico da qualidade das sementes e sua capacidade de
manuten¢ao durante o armazenamento.

A soja apresenta elevada habilidade de suprir suas necessidades
nutricionais em nitrogénio por meio da fixacdo biolégica do N, gracas ao
estabelecimento da associacdo simbidtica entre essa leguminosa e a bactéria do
género Bradyrhizobium, por intermédio do complexo enzimatico da nitrogenase e 0
molibdénio (Mo) faz parte da molécula da nitrogenase, que catalisa a reducédo do N,
atmosférico a NH; (MARCONDES; CAIRES, 2005). As quantidades de molibdénio
requeridas pelas plantas sdo pequenas e sua aplicacdo, via semente, constitui-se
uma das formas mais praticas e eficazes de adubacdo, em diversas culturas. No
feijoeiro, Leite et al. (2009) obtiveram resultados satisfatérios na qualidade fisioldgica
das sementes com a aplicacéo foliar de Mo, o qual proporcionou 1,45 pg semente™
de Mo..

No entanto, apesar da importancia do molibdénio ao processo de
fixagcdo simbidtica do N, existem davidas a respeito do fornecimento de Mo via foliar

sobre o potencial fisiologico das sementes de soja. As principais fontes de
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molibdénio sdo o molibdato de sddio e de amobnio, o acido molibdico e o tridxido de

molibdénio. Para a fixacdo biologica do N. em soja, essas quatro fontes de
molibdénio tém sido tdo Uteis quanto os produtos comerciais (ALBINO; CAMPO,
2001).

Em razdo de sua importancia no processo de fixacdo bioldgica do
nitrogénio e diante da exigéncia do Mo pela soja dentre os micronutrientes,
objetivou-se avaliar os efeitos do molibdénio aplicado via foliar sobre o potencial

fisiologico das sementes de soja.
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3.4 MATERIAL E METODOS

As sementes de soja (cultivar BMX Turbo) utilizadas nas avaliacdes

foram produzidas com a aplicacdo de Mo nas concentracée de 0; 25; 50 e 75 g ha™t
fornecidas por dois produtos comerciais - Biomol® ou Molybdate® - no estadio
fenologico V3, em Erechim-RS, na safra agricola de 2013, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds a colheita que ocorreu no més de maio de 2013,

as sementes foram beneficiadas e o teor de agua foi ajustado para 13%.
As sementes foram enviadas ao Laboratorio de Analises de Sementes

Seedtes em Pato Branco — PR, onde foram divididas em dois lotes, sendo o primeiro
avaliado imediatamente apds o recebimento e o segundo permaneceu armazenado
em sacos de papel durante 6 meses em condi¢cdes de ambiente de laboratério sem

controle de temperatura e umidade relativa, porém, com registro de temperatura

(Figura 02).
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Figura 02 - Temperatura média (°C) registrada no ambiente de armazenamento das sementes de
soja (cultivar BMX Turbo). UTFPR, Pato Branco. 2015.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2 x 2 com quatro repeticdes cada. Os tratamentos foram constituidos por
dois produtos comerciais (Biomol e Molybdate), quatro concentracdes de Mo (0, 25,
50 e 75 g hal), com as avaliacdes realizadas apés a colheita e ao final de 6 meses

de armazenamento. Os efeitos da aplicacdo de produtos comerciais com Mo via
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foliar, doses e do armazenamento de sementes foram verificados por meio dos

seguintes testes e determinacgdes:

Teste de Germinacgao

O teste de germinacado foi conduzido em rolo de papel Germitest®, o
gual foi umedecido com &gua destilada em volume equivalente a 2,5 vezes o da

massa do papel seco. Posteriormente, foram acondicionados em germinador do tipo

Mangelsdorf regulado na temperatura de 25 °C com luz branca constante. Foram
utilizadas quatro repeticdes, sendo que cada repeticdo foi composta de dois rolos
contendo 50 sementes cada. A porcentagem de germinacao foi avaliada aos oito
dias apds o inicio do teste, computando-se a porcentagem de plantulas normais das

subamostras conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Comprimento de plantulas

Foram utilizadas quatro subamostras de 10 sementes posicionadas em
rolos de papel, sobre uma linha horizontal no terco superior do papel umedecido
com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos
contendo as sementes permaneceram em germinador por cinco dias a temperatura
de 25 °C. ApOs esse periodo, realizou-se a medicdo com auxilio de régua
milimetrada do comprimento da parte aérea e das raizes das plantulas normais,
respectivamente, a partir da inser¢do do hipocétilo até a insercdo das folhas
cotiledonares e da ponta da raiz priméria até a inser¢éo do hipocotilo. Os resultados
foram expressos em centimetros dividindo-se a soma das medidas tomadas das

subamostras pelo nimero de plantulas normais mensuradas.

Massa seca de plantulas

Apés a avaliacdo dos comprimentos de parte aérea e de raiz, as partes
das plantulas foram seccionadas com auxilio de bisturi e colocadas, separadamente,
no interior de sacos de papel e mantidas em estufa com circulacao forcada de ar
regulada a 60 °C até obter peso constante. Apdés a secagem, a massa seca de parte
aérea e raiz foi determinada em balanca de precisdo e os resultados foram

eXpressos em gramas.



Envelhecimento acelerado %

Para o teste de envelhecimento acelerado foram dispostas 200
sementes de soja de cada tratamento sobre uma bandeja de tela de arame
galvanizado, fixado no interior de caixas plasticas do tipo “gerbox”, com 40 mL de
agua destilada no fundo. As amostras foram incubadas em camaras de germinacao
do tipo B.O.D., a temperatura constante de 41 °C por 48 horas. Transcorrido esse
periodo, as sementes foram colocadas para germinar seguindo 0S mesmos
procedimentos utilizados no teste de germinacdo com avaliagdo de plantulas
normais aos cinco dias apos o inicio do teste. Foram utilizadas quatro repeticdes
com 50 sementes cada e os resultados foram expressos em porcentagem de

plantulas normais.

Emergéncia em campo

Para o teste de emergéncia em campo foram semeadas 25 sementes
de cada unidade experimental, distribuidas em sulcos de 1,0 m de comprimento e
2,0 cm de profundidade, mantendo as sementes equidistantes 4,0 cm umas das
outras. A contagem realizou-se aos 21 dias apds a semeadura, computando-se a
presenca de plantulas emersas, considerando-se a presenca dos cotilédones acima
da superficie do solo, e as folhas simples com as margens sem se tocarem. Os

resultados de emergéncia em campo foram expressos em porcentagem.

Procedimento estatistico

Os dados foram submetidos a andalise de variancia e quando
significativos, foram submetidos ao teste de Tukey para comparacao dos produtos e
do armazenamento de sementes e foi utilizado estudo de regressdo para as doses
ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas com o software
estatistico SISVAR.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O resumo da andlise de variancia das variaveis avaliadas ao fim do
experimento, bem como suas médias gerais e a significAncia ou ndo dos fatores
testados sédo apresentados na Tabela 01. Houve interagdo significativa entre
produtos e concentracdes e entre produtos e armazenamento para o comprimento
de raiz, sendo verificado somente o efeito isolado das concentra¢des dos produtos
testados para as demais caracteristicas, exceto para a massa seca de parte aérea,
gue ndao foi influenciada significativamente pelos fatores (p>0,05).

Verificou-se efeito significativo das concentracbes de Mo para a
germinacdo das sementes, sendo observado comportamento linear crescente com
99% de germinacdo na concentracdo de 75 g ha™® (Figura 03). Os resultados de
germinacdo encontrados foram sempre elevados, mantendo-se superior a 97% de
germinacdo, percentual bem acima dos 80% que € 0 minimo exigido para
comercializacdo de sementes de soja de acordo com a Instrucdo Normativa N. 45 de
17 de setembro de 2013 (MAPA), indicando que as doses crescentes de Mo
influenciaram positivamente na germinagdo das sementes. No entanto, esses
resultados diferem dos observados por Possenti e Villela (2010) ao avaliarem
sementes de soja com diferentes concentracées de molibdénio e ndo observaram
diferenca significativa na qualidade fisiologica das sementes.

Ascoli (2008), trabalhando com doses de Mo na cultura do feijdo n&o
encontraram resultados expressivos na germinagdo, porém a aplicacdo de
concentracdes crescentes de Mo via foliar proporcionou aumento linear da matéria
seca da parte aérea de plantulas. Leite et al., (2009) testando sementes de feijao
das cultivares Novo Jalo e Meia Noite enriquecidas a campo, encontrou aumentou
na germinagdo em resposta ao incremento de molibdénio da semente, sendo
avaliado sementes com contelidos de molibdénio de até 6,767 pg semente™ e nédo
foram verificados prejuizos ao processo de germinagdo, mesmo na presenca do Mo

em contetdos dessa magnitude.

Tabela 01 - Resumo das analises de variancia da germina¢éo (G), comprimento de raiz (CR) e de
parte aérea (CPA), massa seca de raiz (MSR) e de parte aérea (MSPA), envelhecimento
acelerado (EA) e emergéncia em solo (EMERG) de sementes de soja, cultivar BMX
Turbo produzidas com diferentes produtos (P) e concentracdes de molibdénio(C) e
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submetidas ao armazenamento (A). UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

Quadrados médios

F.V. G.L. G CR CPA

P 1 0.765625" 0.385952 0.040502 ™
C 3 0.890625* 0.801218™ 0.632381*
A 1 0.015625" 3.084414* 0.587139*
PxC 3 0.765625 0.749068* 0.101797 "
PxA 1 0.015625" 0.443889* 0.008327 ™
CxA 3 0.348958 0.304806 ™ 0.092935™
PxCxA 3 0.682292 0.285081 ™ 0.029456 ™
Residuo 48 0.276042 0.109077 0.078678
CV (%) 0,53 2,26 5,55
Média Geral 99% 14,58 cm 5,05 cm
F.V. G.L. MSR MSPA EA EMERG
P 1 0.000233 " 0.00032"¢ grs 36"
C 3 0.001217* 0.002674 " 30,25* 172.666667*
A 1 0.000264™  0.001397 "™ 25* 25
PxC 3 0.000177"  0.003055™ 7 88.666667 "
PxA 1 0.000014"  0.002221"™ 12,25™ 1ne
CxA 3 0.000065™  0.001526™  1.666667 "™ 27"
PxCxA 3 0.000165"™  0.001304 ™ 0,25™ 3"
Residuo 48 0.000164 0.001776 3.666667 40,5
CV (%) 8,07 6,48 2,01 7,07
Média Geral 0,16 g 0,659 95% 90%

* significativo a 5% de probabilidade

100.1
100
99.9
99.8
99,7
99.6
99.5
994
99,3

G (%)

"S n&o significativo

y=0.00675x + 99.41875 R?=83%

25

50

Concentragdo Mo (g ha')

Figura 03 - Valores médios de germinacéo (G) de soja enriquecidas com diferentes concentracdes de
Molibdénio (Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

Observou-se

efeito

significativo do armazenamento

para 0s

comprimentos de raiz e de parte aérea e para o envelhecimento acelerado (Tabela

02), sendo verificada reducdo, ndependente do tratamento recebido durante a
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producdo, quando submetidas ao armazenamento. No entanto, vale salientar que

esta reducdo ndo afetou o potencial fisiolégico das sementes, sendo observado que
mesmo apds 0 armazenamento as sementes apresentaram alto valor de germinacao
avaliados pelo teste de envelhecimento acelerado (95%). Isso indica que,
possivelmente, as boas condicfes do manejo de campo e durante o armazenamento

permitiram que as sementes sofressem uma baixa deterioracéo.

Tabela 02 - Resultados médios de comprimento de raiz (CR) e de parte aérea (CPA) e
envelhecimento acelerado (EA) de sementes de soja produzidas com diferentes fontes
de molibdénio e submetidas ou ndo ao armazenamento. UTFPR, Campus Pato Branco,

2015.
Armazenamento CR (cm) CPA (cm) EA (%)
(meses)
0 14,80 A 515A 96 A
6 14,36 B 4,95 B 95 B

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Houve Interacdo significativa entre os produtos testados e o
armazenamento de sementes para o comprimento de raiz (Tabela 03), que foi
superior em sementes recém-colhidas para ambos os produtos utilizados como
fontes de molibdénio. Esses resultados indicam que as condi¢cdes sem controle de
temperatura e umidade relativa nas quais as sementes permaneceram durante o
armazenamento afetaram o crescimento de plantulas. As sementes quando
submetidas a armazenamento com condi¢cdes de temperatura e umidade nao
controladas, tendem a perder o vigor e a germinacao devido a peroxidagdo dos
lipideos o qual resulta em danos a membrana (SMANIOTTO et al., 2014).

Tabela 03 - Comprimento de raiz (cm) de sementes de soja produzidas com diferentes fontes de

molibdénio e submetidas ou ndo ao armazenamento (meses). UTFPR, Campus Pato
Branco, 2015.

Armazenamento Biomol® Molybdate®
(meses)
0 14,96 A 14,64 A
6 14,35 B 14,38 B

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Para o comprimento de raiz houve interacdo entre as concentragdes e
os produtos testados (Figura 04), sendo verificado que com o produto Biomol houve

um maior comprimento de raiz (15,2 cm) com a utilizacdo da concentracéo de 25 g
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ha'. Para as sementes que receberam tratamento com Molybdate observou-se o

menor resultado de comprimento (14,4 cm) com a aplicacdo de 50 g ha* (Figura 04).
Esses resultados indicam que a fonte comercial para o fornecimento de Mo e a
concentracdo utilizada influenciaram o potencial fisiolégico das sementes, como

verificado pelo crescimento de raizes.

15.4 Biomol y = -0,00051x2+0,038758x + 14,321437R2= 72%
15,2 ¢
15
§ 14.8
Gt / *
& 14,6 .\//\. L
N
N
144 4/ n N
142 ¢ Molybdate y = 0,00003x?-0,00411x+ 14,5935R*=58%
14
0 25 50 75

Concentracdao Mo (g ha'!)

Figura 04 - Valores médios para comprimento de raiz (CR) de plantulas de soja enriquecidas com
diferentes concentracées de Molibdénio (g ha?) oriundas de dois produtos. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2015.

Os efeitos das concentracbes de Mo também foram observados no
comprimento de parte aérea, onde verificou-se efeito linear crescente, sendo que as
sementes que receberam a concentracdo de 75 g ha™ apresentaram 5,2 cm e as
sementes que ndo receberam o tratamento apresentaram 4,8 cm de parte aérea
(Figura 05). Os resultados de comprimento de plantulas permitem inferir que plantas
gue receberam tratamento com Mo produziram sementes com maior vigor devido
uma melhor translocacdo de reservas para as sementes em consequéncia da
melhor condi¢cdo nutricional das plantas. A disponibilidade de nutrientes influi na
formacdo do embrido e dos érgdos de reserva, assim como na composi¢cao quimica
da semente e, dessa forma, podera, consequentemente, influenciar o seu vigor e a
sua qualidade (SA, 1994).
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Figura 05 - Valores médios para comprimento de parte aérea (CPA) de plantulas de soja
enriquecidas com diferentes concentracdes de Molibdénio ( Mo) g ha®. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2015.

Para a massa seca de parte aérea ndo houve efeito significativo dos
fatores avaliados, sendo observado resultado médio de 0,65 e de 0,64 g pl™ para as
sementes que receberam o tratamento de Mo com Biomol e Molybdate,
respectivamente, e que nao foram armazenadas e observou-se resultado médio de
0,64 g pl* para ambas as sementes que receberam o tratamento com Biomol e
Molybdate e que foram armazenadas (Figura 06), indicando que a translocacao de
reservas para a parte aérea das plantas de soja ndo foi influenciada pelo

micronutriente.
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Figura 06 - Valores médios de massa seca de parte aérea (MSPA) de plantulas de soja enriquecidas
com diferentes concentractes de Molibdénio ( Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco,
2015.

Para a massa seca de raiz (Figura 07) foi verificado comportamento
linear crescente conforme o incremento das concentracdes, sendo observado que as
sementes que ndo receberam tratamento com Mo via foliar apresentaram 0,149 g pl°
! e as que receberam 75 g ha* apresentaram 0,168 g pl™*. Os resultados de massa
seca de raiz foram influenciados pelo maior acimulo e disponibilidade de reservas
nas sementes de plantas que receberam Mo, e possivelmente, plantas oriundas de
sementes que recebem Mo apresentardo um melhor desenvolvimento inicial
apresentando futuramente produtividade mais elevada comparadas as plantas que

nao receberam Mo.
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Figura 07 - Valores médios de massa seca de raiz (MSR) de plantulas de soja enriquecidas com
diferentes concentraces de Molibdénio (Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

O efeito significativo das concentrac6es de Mo no potencial fisiolégico
das sementes também foi observado pelo envelhecimento acelerado que evidenciou
o elevado nivel de vigor das sementes de soja (acima de 90%) em todas as
concentracfes utilizadas e independente do produto utilizado (Figura 08). No
entanto, os efeitos do Mo na qualidade fisioldgica de sementes podem ser diferentes
de acordo com a espécie. Em sementes de feijdo, Leite et al. (2009) verificaram
influéncias negativas para sementes que possuiam conteudos superiores a 3,40 g
de Mo semente®’. Neste mesmo trabalho, os autores observaram elevada
condutividade elétrica em sementes com elevado contetdo de Mo, indicando a
ocorréncia de mudancas degradativas nas membranas celulares que se tornam
“permeaveis”, permitindo o fluxo de solutos para fora da célula, o que provoca

decréscimos das reservas durante a embebicao e afetou o vigor das sementes.
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Figura 08 - Valores médios de Envelhecimento acelerado de soja enriquecidas com diferentes
concentragdes de Molibdénio (Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

O efeito significativo das concentracbes de Mo também foram
observados para a emergéncia em campo que apresentou resultado minimo de 87%
na concentracdo de 50 g ha™ (Figura 09), indicando o potencial da aplicacédo de Mo
para produzir sementes de soja com elevado desempenho em campo.

Embora os efeitos negativos do armazenamento de sementes em
condicdes ndo controladas tenham sido observados na qualidade de sementes
produzidas com as duas fontes de Mo utilizadas (Tabela 2), de acordo com os
resultados de germinacédo e vigor, a aplicacdo de Mo via foliar € promissora para
producdo de sementes de soja, sendo verificado, de maneira geral, que o efeito das
concentragcbes apresentou maior influéncia que os produtos comerciais utilizados.
Os efeitos positivos da aplicacdo de Mo sobre o potencial fisioldgico das sementes
de soja foram evidenciados pelos testes de germinacdo, testes baseados no
desempenho de plantulas e envelhecimento acelerado, que indicaram respostas
crescentes da qualidade de sementes conforme o aumento das doses de Mo

aplicadas durante a fase de producéao.



39
100

90 .

80 y=0.0036x2-0.224x+ 90.525R>=83%

E mergencia em campo(®o)

0 25 50 7

N

Concentracio Mo (g ha'!)

Figura 09 - Valores médios de Emergéncia em campo de soja enriquecidas com diferentes
concentragdes de Molibdénio (Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

3.6 CONCLUSOES

O armazenamento de sementes de soja em condi¢des nao controladas
afetou o vigor das sementes produzidas com Mo, independente do produto
comercial utilizado.

Nas condicoes deste experimento a aplicacdo de Mo via foliar
influencia positivamente a producdo de sementes de soja que apresentam respostas
crescentes na germinacao e no vigor com a aplicagdo de Mo acima de 25 g ha™.
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4 CAPITULO Il - EFEITO DO ENRIQUECIMENTO DE MOLIBDENIO EM
SEMENTES DE SOJA NA ATIVIDADE DE ENZIMAS DO METABOLISMO DO
NITROGENIO

NEGRI, Rafaele Cristina. Efeito do enriquecimento de molibdénio em sementes de
soja na atividade de enzimas do metabolismo do nitrogénio 60 f. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia Area de
Concentragcdo: Producédo vegetal, Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Pato Branco, 2015.

4.1 RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do enriquecimento de molibdénio
na atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio. Foram utilizadas
sementes de soja da cultivar BMX Turbo, produzidas em Erechim, RS, safra 2013,

provenientes de plantas tratadas com as seguintes concentracdes de Mo: 0; 25; 50 e

75 g ha! fornecidas por meio de dois produtos comerciais (Biomol e Molybdate). O
experimento foi conduzido em vasos na UTFPR-PB, em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 X 2 com quatro repeticbes. As avaliacoes foram
realizadas quando as plantas atingiram o estadio fenolégico R1 quanto a nodulacao,
massa seca de raiz e parte aérea das plantas e determinacdo das enzimas
glutamina sintetase e glutamato sintase e o teor de proteinas sollUveis totais. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativos, ao teste de
Tukey para comparacdo dos produtos com estudo de regressao para as
concentracdes ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas com o
software estatistico SISVAR. O enriquecimento de Mo via foliar ndo afetou a
nodulacdo das plantas da geragéo seguinte, porém a utilizacdo de Mo acima de 25 g
ha™ proporcionou aumento na atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do

nitrogénio bem como no teor de proteinas totais.
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4.2 ABSTRACT:

The study objective was to evaluate Gift OS Enrichment effects Molybdenum
Enzymes in the activity involved in nitrogen metabolism. Were used soybean seeds
cv BMX Turbo, produced in Erechim, RS, 2013 crop, from plants treated with the
following Mo concentrations: 0; 25; 50 and 75 g ha-1 provided by two Commercial
Products (Biomol and molybdate) .The experiment conducted was in vases on
UTFPR, a completely randomized design was Used in Scheme factor repetitions
Four 4 X 2 COM. As evaluations Were carried When such plants reached the
phenological stage R1 Regarding nodulation, dry weight of root and aerial part of the
plants and determination of enzymes glutamine synthetase and glutamate synthase
OE content of soluble Total Proteins. Data Were submitted to ANOVA and significant
When, Were submitted When Para Tukey test comparison of products and was used
to study Regression as doses At the level of 5% probability. As analyzes Were
performed with the Statistical SISVAR software. The foliar Mo enrichment NOT affect
nodulation of plants Generation NEXT, however the use of Mo Above 25 g ha-1
provides increased activity of enzymes involved in the metabolism of nitrogen Well

As The Content of Total Proteins.
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4.3 INTRODUCAO

Aliados a busca por elevadas produtividades, o melhoramento genético
seleciona cultivares de soja mais eficientes na fixacdo do nitrogénio atmosférico,
dispensando, assim, os gastos com uso de fertilizantes nitrogenados. O nitrogénio é
um elemento chave na sintese de proteinas, cuja demanda € elevada na cultura,
gue acumula cerca de 100 a 200 kg de nitrogénio por hectare, sendo 67 a 75%
alocados nas sementes (MANFRON et al., 2004). Esse nutriente pode ser absorvido
diretamente do solo ou ser fornecido pela fixagdo biolégica do nitrogénio (FBN),
decorrente da associacdo simbiodtica das bactérias do género Bradyrhizobium,
capazes de fixar nitrogénio atmosférico. A estimativa da necessidade de N € de 80
kg para uma producéo de 1000 kg de graos (HUNGRIA et al., 2001).

Os micronutrientes, além dos macros, desempenham importantes
funcdes no metabolismo vegetal. Os compostos considerados importantes neste
grupo séo molibdénio (Mo), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn) e boro
(Bo). Dentre estes, 0 Mo esta associado a assimilacdo de nitrogénio e tende a estar

indisponivel em solos com pH inferior a 5,5. Em n&o leguminosas, o Mo tem relacao
com a assimilagdo do NO;". Na deficiéncia ocorre acimulo de NO,™ e a planta ndo
pode converté-lo em compostos organicos essenciais. Em leguminosas,
desempenha duas fungdes: auxilia na quebra de NO4™ que pode ser absorvido pelas
plantas e esta envolvido na fixagcao de N, pelos simbiontes (WEIR, 2004).

No processo de fixacdo biologica de nitrogénio o Mo tem papel
fundamental por participar como cofator da enzima nitrogenase e também do
complexo enzimatico da nitrato redutase (TAIZ; ZEIGER, 2009). A guantidade
requerida deste nutriente pela planta € pequena, porém, a sua disponibilidade no
solo normalmente, € muito baixa por ser altamente afetada pelo pH do solo estando
disponivel em solos alcalinos. Os solos agricolas em sua maioria encontram-se com
pH préximo a 5,0, tornando o Mo indisponivel.

Usualmente, o fornecimento de Mo € realizado por agricultores pelo
tratamento de sementes ou via foliar em pré-florescimento, porém, estas formas de
aplicacdo podem acarretar prejuizos a cultura. O enriquecimento via tratamento de

sementes pode reduzir a sobrevivéncia dos Bradyrhizobium prejudicando assim a
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nodulacdo e a FBN (ALBINO; CAMPO, 2001). O fornecimento via foliar na fase

reprodutiva pode acarretar em perda da produtividade devido a deficiéncia nas fases
iniciais da cultura, sendo que, neste contexto fazem necessarios estudos para
verificar o efeito do enriquecimento de sementes via foliar na fase de producéo das
mesmas, visando garantir maiores produtividades com a possibilidade de producédo

de sementes enriquecidas.



4.4 MATERIAL E METODOS *

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campus Pato Branco, e teve como objetivo avaliar
o desenvolvimento e metabolismo de plantas de soja oriundas de sementes
enriquecidas com molibdénio. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2 x 4, com 4 repeti¢oes.

Os tratamentos foram constituidos por sementes de soja (Glycine max),
da cultivar BMX Turbo produzidas com a aplicacdo de Mo nas doses de 0; 25; 50 e
75 g ha* fornecida por dois produtos comerciais - Biomol® ou Molybdate® - no
estadio fenologico V3, em Erechim-RS, na safra agricola de 2013, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Todos os tratamentos receberam, no momento da
semeadura, o0 inoculante Atmo (Bradyrhizobium japonicum) na dosagem comercial
de 2 mL kg*de sementes, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Cada unidade experimental foi constituida de dois vasos (0,5 L), sendo
gue em cada um foram semeadas duas sementes com profundidade de semeadura
de 2,0 cm. O substrato utilizado foi o Latossolo Vermelho Distroférrico no qual
realizou-se andlise quimica para correcao através da aplicacdo de fertilizantes
guimicos de acordo com a necessidade (Tabela 04). Os vasos foram mantidos em

casa de vegetacao, em temperatura média de 23 °C com regas diarias.

Tabela 04 - Andlise quimica do solo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

Matéria P K* Al Ca*? Mg* | Saturacédo pH
organica de base
g.dm -3 -—--mg.dm-*--- e cmole.dm-? ------ % CaCl,
| 5897 | 534 | 17595 | 0416 | 410 | 186 | 4511 | 47 |
Nodulagéo

Quando as plantas atingiram o estadio de desenvolvimento R1, as
mesmas foram retiradas do vaso para analise da eficiéncia da fixacdo biologica de
nitrogénio por meio da avaliagdo de nodulag&o. Inicialmente, foi realizada a lavagem
das raizes em agua corrente e, posteriormente, foi feita a contagem de nodulos

presentes nas raizes, sendo expressos através do numero de nédulos por planta.
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Massa seca de raiz e de parte aérea
Apés a lavagem das plantas para a avaliacdo da nodulacao, foi feita a
separacdo da parte aérea e das raizes das plantas de soja, as quais foram
acondicionadas em sacos de papel e mantidas em estufa com circulacao forcada de
ar a 60 °C até atingirem massa constante. Posteriormente, foi determinada a massa
seca de parte aérea e de raizes em balanca de precisdo e os resultados foram

expressos em gramas por planta.

Atividade das enzimas GS e GOGAT

Foram coletados, aos 40 dias ap0s a emergéncia, material vegetal
(folhas) para realizacdo das andlises bioquimicas para a determinacdo da atividade
das enzimas A sintetase da glutamina (GS) e sintase do glutamato (GOGAT). A
coleta das amostras foi realizada ao acaso, retirando-se a primeira folha trifoliada

completamente expandida, que foi imediatamente imersa em nitrogénio liquido a

-196 °C, interrompendo completamente a atividade metabdlica das plantas e,
posteriormente, mantidas em ultrafreezer a -40 °C até a determinacéo da atividade
das enzimas.

Para determinacdo da atividade da GS e GOGAT foi preparado um
extrato cru macerando o material vegetal em graal com pistilo (previamente
resfriados). O meio de extracdo consistiu de tampéao Imidazol-HCL 50 mM (pH 7,5),
EDTA 0,5 mM e mercaptoetanol 10 mM. Foram utilizados 5 mL de tampéo de
extragdo por grama do tecido. A temperatura de extracdo variou de 0-4 °C,
utilizando-se para isto banho de gelo. O homogenato assim obtido foi centrifugado a
15000 g por 15 min a 4 °C. A fracéo protéica coletada foi utilizada para as avaliacbes

de atividade enzimatica.

Determinacéo da atividade da GS

A avaliacdo de atividade da enzima glutamina sintetase (EC 6.3.1.2) foi
realizada pelo método proposto por Rhodes et al. (1975) e modificado por Tonin
(1988).

O ensaio foi realizado com uma aliquota de 0,2 mL do extrato,

acrescida de solucao de ATP 6,25 mM, MgSO, 45 mM, hidroxilamina HCI 6,25 mM,
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glutamato 93,75 mM e tampéao Imidazol 50 mM pH 7,2, em volume final de 3,2 mL. O

meio de reacdo foi incubado em banho a 30 °C. Apdés 20 min de incubacéo,

aliquotas de 0,8 mL foram adicionadas a 1,2 mL de reagente contendo HCI 0,67 N,

acido tricloroacético 0,20 M e FeCl; 0,37 M. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas a 140 g por 10 min, coletado-se o0 sobrenadante e feita a leitura do
glutamil hidroxato formado, em espectrofotometro (Shimadzu UV 1800), no

comprimento de onda de 535 nm. Os resultados foram expressos em pumoles min-t

de glutamil hidroxamato.

Determinacéo da GOGAT

A atividade da enzima GOGAT (glutamina-2 oxoglutarato-
amidatransferase -EC 2.6.1.5.3.) foi avaliada pelo método proposto por Dougall
(1974) e modificado por Tonin (1988).

O meio de reacao consistiu de 3 mL (volume final), contendo 0,3 mL do

extrato, glutamina 5 mM, 2-oxo-glutarato 5 mM, NADH 0,1 mM, tampéao Tris-HCI 50

mM pH 7,5. Os tubos de ensaio foram mantidos em banho a 30 ‘C por 10 min. A
guantificacdo foi feita pela medida do NADH oxidado durante a reagdo, em

espectrofotometro, em comprimento de onda de 340 nm, na presenca dos

substratos glutamina e 2-oxoglutarato. A atividade foi expressa em pmoles min't de
NADH oxidado.

Quantificacdo de proteinas soluveis totais

As amostras de tecidos foliares utilizadas para ensaios de atividade
enzimatica foram analisadas para a determinacdo de proteinas sollveis totais,
através do método descrito por Bradford (1976). Foram macerados 0,5 g de tecido
em 2 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,5. Apos centrifugacao por 10 min a 5000 g,
trés aliquotas de 20 pL do sobrenadante (extrato bruto) foram retiradas e misturadas
ao reativo de Bradford. Apés 15 min, foram realizadas as leituras utilizando-se
espectrofotrémetro a 595 nm. A quantificacdo de proteinas foi determinada com o
uso de uma curva padrao de BSA (soro albumina bovina) e expressa em mg de

proteinas g1 de tecido vegetal.
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Procedimento estatistico

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
guando significativos (p<0,05) a andlise de regressdo ao nivel de 5% de

probabilidade por meio do software estatistico SISVAR.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das andalises de variancia das variaveis avaliadas ao fim do

experimento I, bem como as médias gerais e a significancia ou ndo dos fatores

estao apresentados na Tabela 05.

Tabela 05 - Resumo das analises de variancia de nédulos por plantas (NP), massa seca de raiz
(MSR) e de parte aérea (MSPA), atividade da glutamina sintetase (GS), atividade da
glutamato sintase (GOGAT) e proteinas sollveis totais (PROT).Cultivar BMX Turbo
produzidas com diferentes produtos (P) e concentracdes de molibdénio©. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2015.

Quadrados médios

F.V. G. NP MSR MSPA GS GOGAT PROT
L.

P 1 0,28125™ 0.00451 0.00038 0.15924 0.13128 2.53447

C 3 58.28125 0.01149 0.234328 0.414662 7.52668 22.0912

PxC 3 51.78125 0.02625 0.04348 0.12848 16.03697 2.52713

ns ns ns ns * *

Residuo 24 2053125 0.05117 0.07121 0.08782 1.71881 0.25343

CV (%) 21 29 19 19 9,4 49
Média 20,6 0,78 1,40 1,51 13,98 10,22
Geral

* significativo a 5% de probabilidade ™ n&o significativo

Para variavel numero de nddulos por planta ndo foram observadas
diferencas significativas entre concentracdes e produtos apresentando em meédia
20,65 nddulos por planta. Milani et al.( 2008) testando doses de Mo via foliar em dois
experimentos com soja também nao observaram diferencas para numero de nédulos
por plantas entre as doses de Mo via foliar, sendo 51,50 no ensaio 1 para o ensaio 2
encontrou menor nimero de nddulos 45,25 para testemunha que recebeu aplicacao
de Mo via tratamento de sementes 0 que pode ser resultante do efeito toxico do Mo
guando aplicado juntamente com o in6culo nas sementes, promovendo uma reducéo
da populacéo de bactérias responséaveis pela nodulagao.

Para a varidvel massa seca de raiz ndo foram observadas diferencas

significativas para produtos e concentraces (Tabela 05), apresentando média de
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0,77 g planta’l. O mesmo foi observado por Milani et al.( 2008) quando trabalhando

com diferentes concentracdes de Mo ndo encontraram diferenca para matéria seca
de raiz.

Na figura 10 observam-se os valores médios de massa seca de parte
aérea, sendo verificado que a concentracdo que apresentou maior massa foi a de 25

g ha 1 com 1,6 g pIt enquanto sementes que ndo receberam Mo apresentaram

menor massa seca ficando estas com 1,2 g pl'l. Sendo o Mo um micronutriente
envolvido no metabolismo do nitrogénio, a presenca deste composto pode ter
interferido positivamente, levando & maior sintese de enzimas, como a nitrogenase
(pela disponibilidade) e consequentemente, a maior assimilagéo de nitrogénio, o que
reflete em maior crescimento. Apesar de valores muito pequenos, deve-se lembrar
gue o Mo é requerido em guantidades infimas e que a sua disponibilidade né&o
significara aumentos significativos, principalmente se forem considerados que ha

diversos fatores envolvidos no balango nutricional.
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Figura 10 - Valores médios para massa seca de parte aérea de soja enriquecidas com diferentes
concentracdes de Molibdénio ( Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.

Para atividade da glutamina sintetase (Figura 11), observou-se

elevacdo com a aplicacdo de Mo. A concentracdo de 25 g ha™ foi suficiente para
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aumentar a atividade enzimatica de 1,2 para 1,5 umol GGH g*, porém, em

concentracdes maiores, como 75 g ha' a atividade foi mais expressiva (1,8 umol
GGH g%) (Figura 11). Estes aumentos, indiretamente, sugerem que a aplicacdo de
Mo incrementou a atividade da nitrogenase, ja que esta enzima possui Mo como
componente e segundo Marschner (1995) a aplicacdo deste micronutriente reflete na
maior atividade de fixacdo de N, em leguminosas e/ou outras plantas que fazem
associacfes simbiontes com microrganismos diazotroficos. Harper; Paulsen (1969),
trabalhando com trigo (Triticum aestivum), verificaram a diminuicdo na atividade da
nitrato redutase em plantulas deficientes em molibdénio, porém, a GS néo foi
afetada. Diferentemente, Yu et al. (2010), também trabalhando com trigo, verificaram

diminuicdo da atividade da GS quando adubaram com Mo. A GS, nas folhas,

também assimila NH4+ gerado na fotorrespiracdo, proveniente da quebra de

proteinas, na biossintese de lignina, além da reducao do nitrato.

O aumento na atividade da nitrogenase reflete em concentracdes
maiores de NH." disponiveis as plantas. Consequentemente, as enzimas envolvidas
no metabolismo do nitrogénio, como a GS tendem a ter sua atividade elevada, ja

gue em conjunto com a GOGAT séo enzimas chave na assimilacdo de N.
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Figura 11 - Atividade da sintese da glutamina (umol de GGH/g MF) em plantas de soja enriquecidas
com diferentes concentracdes de Molibdénio ( Mo) g ha™. UTFPR, Campus Pato Branco,
2015.
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Para atividade da glutamato sintase houve interacéo entre as diferentes
fontes de Mo e concentragdes, conforme figura 12. Nota-se que para o Biomol a
concentragdo de 25 g ha™ foi a que expressou maior atividade (17 p mol de NADH
reduzido g MF?); jA para Molybdate observou-se que houve aumento na atividade
(16 u mol de NADH reduzido g MF') somente na concentracdo de 50 g ha ™. Para
as demais concentragcdes de ambos os produtos comerciais testados ndo houve
diferenca na atividade quando comparadas a testemunha (15 p mol de NADH
reduzido g MF™).

2 15 *

516 .

=Ry

Ewub T Ty

T2 ) ¢

- B0

T

S8 38

iz o Biomol v=-0,001231x%+0,058640x+ 14412891 R== 43%
3]

2z 4 B Molybdate y=-0,00042x2+0,020862x+ 14,183378 R*=16%
€7

£ 0

K 0 25 50 75

Concentragdao de Mo (g ha'!)

Figura 12 - Atividade da sintese do glutamato (1 mol de NADH reduzido/g MF) em plantas de soja
enriquecidas com diferentes concentracdes de Molibdénio (Mo) g ha*. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2015.

Relacionadas ao metabolismo do N, as enzimas xantina oxidase e
xantina desidrogenase, sdo responsaveis pelo catabolismo das bases purinicas,
resultando na formacéo de ureideos (MARSCHNER, 2002), sendo os principais a
alantoina, o acido alantéico, importantes moléculas de transporte de N em
leguminosas de clima tropical, como soja, feijao e amendoim (TAIZ; ZEIGER, 2009).
Alantoina e &cido alantéico séo transportados das células das raizes (as nao
infectadas pelas bactérias fixadoras) através do xilema para outras partes das
plantas. Nas folhas, sdo degradadas liberando amoénia, a qual sera assimilada pela
GS e GOGAT (CRAWFORD et al., 2000). Portanto, a disponibilizacao de N na parte
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aérea das plantas é resultado da formacdo destas moléculas nos nodulos, que

resultam diretamente da fixacdo de N, pela nitrogenase. Assim, aumentos na

atividade da GS e GOGAT podem indicar aumento na atividade de nitrogenase,

indiretamente.

A disponibilidade de NH,", através da nitrogenase presente nas

bactérias fixadoras é que determinara a atividade de GS/GOGAT, pois estas
enzimas sao responsaveis pelo que parece ser a rota primaria de assimilacdo de N

nas plantas (TEMPLE et al., 1998). Verificou-se que tanto para GS quanto para

GOGAT, a melhor concentracdo de Mo foi de 25 g hal, o que pode indicar,
indiretamente, como a melhor também para a nitrogenase.
Ao analisar a sintese proteica, ambas as fontes de Mo e suas

diferentes concentracdes resultaram em aumento na sintese destes compostos.

Como era esperado, a concentracdo de 25 g ha! de Mo foi a que mais efeito teve
sobre as proteinas (Figura 13), confirmando aumento destas e consequentemente,
maior quantidade de enzimas e suas atividades.

Por ser constituinte de proteinas, é esperado que o aumento da
absorcéo e assimilacdo do N resulte em maior concentracdo destas biomoléculas.
Na deficiéncia de micronutrientes, como observado por Harper; Paulsen (1969) em
plantas de trigo, principalmente com a falta de molibdénio, a sintese proteica foi
menor, 0 que os autores relacionaram a menor atividade da nitrato redutase e,
consequentemente, na sintese de demais compostos nitrogenados. Ja Nicholas et
al. (1954) verificaram que decréscimo na atividade da glutamato desidrogenase
(GDH) provocado pela deficiéncia de Mo poderia indicar sua funcao indireta na
sintese de proteinas.
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Figura 13 - Teor de proteinas (ug de proteinas g* de MF) em plantas de soja enriquecidas com
diferentes concentracGes de Molibdénio (Mo) g ha™*. UTFPR, Campus Pato Branco, 2015.
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5.6 CONCLUSOES
O enriquecimento de Mo, via foliar, ndo afetou a nodulacéo das plantas
da geragdo seguinte, porém a utilizacdo de Mo acima de 25 g ha™ proporciona
aumento na atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio bem

como no teor de proteinas totais.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os testes de vigor e germinacado realizados permitem detectar a
influéncia positiva da aplicacdo de molibdénio via foliar garantindo alta qualidade nas
sementes oriundas de plantas enriquecidas nas condicoes em que foi testada.

O fornecimento via foliar de molibdénio para plantas de soja garante
translocacdo para sementes deste elemento, evidenciado através da resposta
positivas na ativacdo das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio.

Plantas oriundas de sementes enriquecidas apresentardo um melhor
desenvolvimento e uma maior assimilagdo de nitrogénio consequentemente

garantirdo uma maior produtividade de graos.
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