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RESUMO

APLICACAO DE MOLIBDENIO COMBINADA COM COBRE, MANGANES E
ZINCO NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA

A soja [Glycine max (L.)] € a cultura oleaginosa mais produzida e consumida no
mundo inteiro. Um dos maiores desafios na producdo de soja esta relacionado a
nutricdo da cultura, principalmente no fornecimento de nitrogénio (N), sendo que a
cultura tem toda a demanda nutricional por N atendida pela fixacdo biol6gica de
nitrogénio (FBN). Contudo, a fixacdo bioldégica de N e a produtividade da cultura da
soja sdo afetadas pela falta do fornecimento adequado de micronutrientes, com
destaque para o molibdénio (Mo), o cobre (Cu), o manganés (Mn) e o zinco (Zn). O
tratamento das sementes com micronutrientes tem sido feito visando potencializar a
FBN, o fornecimento do Mo tem sido usual no tratamento de sementes de soja, no
entanto, a combinacdo com os demais micros ndo tem sido estudada. O objetivo
desse estudo foi determinar a melhor dose para aplicagdo combinada de Mo, Cu,
Mn e Zn para tratamento de sementes de soja que proporcione maior eficiéncia na
nutricdo nitrogenada e na produtividade. Foi utilizado um produto a base de Mo, Cu,
Mn e Zn, sendo os tratamentos constituidos por 5 doses: 0, 50, 100, 200 e 400 mL
ha' ou em 65 kg de sementes de soja. Determinou-se o actimulo de N na parte
aérea, o conteudo de clorofilas e carotenoides, a eficiéncia quantica do fotossistema
Il, o indice de coloracdo verde e de extravasamento de eletrdlitos, os compostos
fendlicos e a produtividade da cultura. A aplicacdo de Mo combinada com Cu, Mn e
Zn no tratamento de sementes de soja proporcionou efeito no acimulo de N na
parte aérea. O indice de cor verde e 0s teores de carotenoides aumentaram com as
doses crescentes do produto, com reflexos na eficiéncia fotossintética. Contudo, a
dose de 400 mL ha* induziu efeito téxico nas plantas evidenciada pelo aumento do
indice de extravasamento de eletrélitos e diminuicAo da massa seca e
produtividade. O uso da dose de 100 mL ha™ de um produto & base de Mo, Cu, Mn
e Zn no tratamento de sementes aumenta a produtividade de soja.

Palavras-chave: fitotoxicidade, micronutrientes, produtividade, Glycine max (L.)
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ABSTRACT

APPLICATION OF MOLYBDENUM COMBINED WITH COPPER, MANGANESE
AND ZINC IN THE TREATMENT OF SOYBEAN SEEDS

Soybean [Glycine max (L.)] is the largest oilseed crop produced and consumed
worldwide. One of the biggest challenges in soybean production is related to crop
nutrition, especially nitrogen (N) supply. Biological N fixation and soybean crop
productivity reflect the adequate supply of micronutrients. We can highlight cobalt
(Co), manganese (Mn), copper (Cu), molybdenum (Mo), and zinc (Zn). Seed
treatment with micronutrients has been done with the aim of enhancing FBN. We aim
in this study to determine the best dose for application of Mo combined with Cu, Mo,
and Zn for soybean seed treatment that provides greater efficiency in nitrogen
nutrition and yield. A commercial product based on Mo, Cu, Mn, and Zn was used,
and the treatments consisted of 5 doses of the product: 0, 50-, 100-, 200-, and 400-
mL ha™ or in 65 kg of soybean seeds. Shoot N accumulation, chlorophyll, and
carotenoid content, photosystem Il quantum efficiency, green color, and electrolyte
leakage index were analyzed, as well as phenolic compounds and crop yield. The
application of Mo combined Cu, Mn, and Zn in soybean seeds provided an effect on
N accumulation in the leaves. The green color index and carotenoid contents
increased with increasing dose of the product, reflecting on photosynthetic efficiency.
However, the dose of 400 mL ha™ induced a toxic effect on plants, evidenced by the
increase of electrolyte leakage index and decrease of both dry matter and
productivity. The use of a dose of 100 mL ha™ of a product based on Mo, Cu, Mn,
and Zn in seed treatment increases soybean yield.

Keywords: phytotoxicity, micronutrients, productivity, Glycine max (L.)



1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.)] é a cultura oleaginosa mais produzida e consumida
no mundo, sendo uma das mais importantes economicamente (Hartman et al.,
2011). O Estados Unidos se destaca como um dos grandes produtores mundiais e a
China como um dos grandes consumidores/importadores da soja (An e Ouyang,
2016; Bandara et al., 2020).

No Brasil, a area de soja cultivada na safra 2020/2021 foi estimada em 38,5
milhdes de hectares, sendo a Regido Centro-Oeste a maior produtora, com 17,2
milhdes. Somente o estado de Mato Grosso foi responsavel por aproximadamente
10,3 milhdes de hectares, area ligeiramente superior a registrada na safra anterior
(CONAB, 2021). Além disso, juntamente com a China, o Brasil € um dos maiores
representantes do mercado da soja (Liu et al., 2015).

Um dos maiores desafios na producéo de soja esta relacionado a nutricdo da
cultura, principalmente do fornecimento de nitrogénio (N). O N € um dos nutrientes
mais requeridos pela cultura, exigindo cerca de 80 kg de N para produzir uma
tonelada de graos (Hungria et al., 2001; Rengel et al., 2018). A demanda nutricional
de N pela soja € atendida predominantemente pela fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN) a partir de bactérias do género Bradyrhizobium (Hungria et al., 2015). Nesse
processo, micronutrientes, como o molibdénio (Mo), o cobre (Cu), o manganés (Mn)
e 0 zinco (Zn) (Chang e Knowles, 1965; Orji et al., 2018), sdo essenciais porque
constituem diversos componentes necessarios para a sua eficiéncia (Egamberdieva
e Kucharova, 2008).

O Mo estd envolvido na nutricdo e assimilacdo do N pelas plantas
favorecendo o uso dos nitratos retirados do solo e as bactérias dos nodulos
radiculares a fixar o N atmosférico (Campo et al., 2000). O Cu esta envolvido na
assimilacéo do carbono e no metabolismo do N e sua deficiéncia resulta em retardo
de crescimento (Farooq et al.,, 2012). O Mn desempenha um papel vital no
metabolismo do N, fotossintese e forma varios outros compostos necessarios para o
metabolismo das plantas (Stout e Arnon, 1939). O Zn também é importante para o
crescimento das plantas, desde o desenvolvimento inicial, pois favorece a protecao
das sementes contra patégenos, aumenta a eficiéncia no uso de agua e melhora o

rendimento das culturas (Marschner, 1995; Sharma, 2006; Kaya et al., 2007).
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A produtividade das culturas é reflexo do fornecimento adequado de
micronutrientes. No entanto, frequentemente sao realizadas aplicacbes de doses
mais altas de fertilizantes aos solos devido a baixa eficiéncia do uso de nutrientes
(Singh, 2007). A aplicagdo de micronutrientes pode ser realizada diretamente ao
solo, pulverizados via foliar ou adicionados como tratamento de sementes (Sharma
et al., 2015). A opcao via tratamento de sementes refere-se a exposicdo das
sementes a determinados agentes fisicos, quimicos ou biol6gicos para fornecer
protecdo e condicbes que favorecam a germinacdo e emergéncia, crescimento
inicial e produtividade da planta (Forsberg et al., 2003).

O tratamento de sementes de soja € uma das formas mais usadas para
aplicacao de inoculantes das bactérias fixadoras de N (Schulz e Thelen, 2008). Essa
forma colabora para aumentar a viabilidade da aplicagdo de micronutrientes via
sementes, como utilizado para o Mo, que geralmente é feita usando solucéo liquida,
contudo, a forma de aplicacdo liquida, mesmo ndo sendo nociva as bactérias
fixadoras de N, requer altos volumes de calda que variam de 100 a 200 mL ha™ e
gue podem ser nocivos as sementes de soja (Lana et al., 2009).

O efeito téxico da aplicacdo de micronutrientes em altas doses via tratamento
de sementes devem ser estudados porgue interferem em processos tais como o
crescimento da planta, a biossintese da clorofila, alteracdes na atividade de enzimas
envolvidas no processo fotossintético, clorose e producédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (Wallace et al., 1977; Chaney, 1993; Fernando e Lynch, 2015).

O tratamento das sementes com micronutrientes tem sido feito visando
potencializar a FBN, sendo as taxas minimas de Mo e Co ja definidas por
pesquisadores e amplamente aplicadas pelos agricultores (Lavres et al., 2016).
Contudo, ndo ha recomendacdes para aplicacdo de Mo combinada com Cu, Mn e
Zn via tratamento de sementes.

O objetivo desse estudo foi determinar a melhor dose para aplicagédo de Mo
combinado com Cu, Mn e Zn no tratamento de sementes de soja que proporcione

maior eficiéncia na nutricdo nitrogenada e na produtividade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importanciado Mo, Cu, Mn e Zn na fixacdo biolégica de nitrogénio

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é o processo no qual o nitrogénio
atmosférico (N2) é convertido em formas que podem ser utilizadas pelas plantas,
realizado a partir de uma reacdo catalisada pela enzima nitrogenase, que €
encontrada em bactérias fixadoras (Vance, 2001). Diversas enzimas participam do
processo de FBN e necessitam de micronutrientes para o seu 6timo funcionamento
(Raymond et al., 2004).

O Mo é componente da enzima nitrogenase que catalisa a reducdo do N
atmosférico a NHs, reacdo pela qual o Rhizobium (bactéria fixadora de N) dos
nédulos radiculares supre N a planta hospedeira, fazendo com que a ambnia
convertida sirva de fertilizante (Gonzalez-Guerrero et al. 2014). Com o surgimento
do problema de deficiéncia de Mo no solo, adubacdo mineral tornou-se necessario
em cultivos de soja (Sfredo et al.,, 1997). A aplicacdo de Mo pode ser feita de
diversas formas: i) aplicagdo no sulco; ii) aplicacdo foliar; iii) tratamento de
sementes, para garantir sanidade, por exemplo; e iv) enriqguecimento nutricional de
sementes, para aumentar as concentracbes de micronutrientes em funcdo das
deficiéncias nutricionais (Oliveira et al. 2017). O enriqguecimento de sementes,
apesar de ser o menos utilizado, mantém niveis adequados de nutrientes durante
todo o ciclo da cultura. A aplicacdo do Mo nas sementes no momento da semeadura
antecede a aplicacao do inoculante (Albino e Campo, 2001).

De acordo com Mengel e Kirkby (1978), o Cu € importante no processo de
metabolismo de proteinas respiratorias e carboidratos sendo requerido no processo
de FBN. O Cu também desempenha um papel em uma proteina que é expressa
coordenadamente com os genes nif e pode afetar a eficiéncia da fungéo bacterioide
(Weisany et al.,, 2013). A soja responde bem a fertilizagdo com Cu, tendo
rendimentos na sua produtividade (Moreira e Moraes, 2019).

O Mn é um micronutriente mais abundante no solo, depois do ferro. O Mn
desempenha diversas funcbes nas plantas, tendo papéis vitais na fotossintese,
como um componente da proteina divisora de agua do fotossistema Il. O Mn
também possui fungcdes como a sintese de RNA (acido ribonucleico), acimulo de

reservas de fosforo (P), protecdo de &cido indol acético (AlA), fixacdo de didéxido de
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carbono (CO,) e FBN, inclusive em condi¢des de seca, visto que a amido hidrolase,
responsavel pela degradacio de ureideos nas folhas é dependente de Mn™" (Valdez
et al., 2000; Marschner, 2012). Em solos brasileiros, as concentragdes totais de Mn
variam de 10 a 4000 mg kg™ e as concentracdes sollveis variam de 0,1 a 100 mg
kg?' (Malavolta 2006). Além disso, o Mn tem baixa mobilidade no floema e sua
absorcdo é realizada preferencialmente por difusdo como Mn?* (Pittman 2005;
Malavolta 2006; Marschner 2012).

O Zn atua principalmente na sintese de proteinas e no crescimento
meristematico por atuar na formagdo do aminoacido triptofano, precursor do acido
indolilacético, mas € pouco movel na planta e os muitos fatores podem afetar na sua
disponibilidade (Bertol et al., 2010; Sulino e Buso, 2021). Na soja, € um
micronutriente que atua no crescimento da planta e na formacédo de graos, sendo
gue a planta precisa absorver cerca de 40 g de Zn a cada 1 tonelada de graos. A
partir disso, 66% vao para o grao, demonstrando um alto valor de extragdo. O Zn
pode ser aplicado na soja via solo, foliar ou via semente (Prado et al., 2008).

A aplicagdo combinada de Mo, Cu, Mn e Zn podem diminuir 0S custos
operacionais da producdo da soja, visto que seriam aplicados de uma s6 vez. Além
disso, pode garantir maior produtividade da cultura, dada a importancia destes

micronutrientes as plantas.

2.2 Deficiéncia e toxicidade de Mo, Cu, Mn e Zn em plantas de soja

Os sintomas da deficiéncia de Mo sdo frequentemente comparaveis as de N.
O Mo é essencial a incorporacdo de N aos tecidos de leguminosas, por ser
integrante de enzima nitrogenase. Logo, as plantas de soja podem apresentar folhas
verde-palido ao amarelo e séo retorcidas na caréncia desse micronutriente. Com a
progressdo da deficiéncia, as margens foliares, as nervuras centrais e as areas
internervais tornam-se necraoticas (Sfredo e Oliveira, 2010; Farooq et al., 2012).

O Cu é requerido pelas plantas sendo que niveis de deficiéncia criticos sao
observados na faixa de 1-5 mg kg, porém, altas concentracdes podem ser téxicas
para as células (Ducic e Polle, 2005). O principal mecanismo de toxicidade do Cu
envolve a reacdo de Fenton, a qual é caracterizada pela producdo de metal

catalisada de radicais de hidroxila do superdxido e peroxido de hidrogénio (Briat e



13

Lebrun, 1999). Na soja, os sintomas de deficiéncia de Cu sao: clorose, morte apical
e internddios curtos (Mascarenhas et al., 2013).

O Mn é essencial para as plantas, pois participa da estrutura de proteinas e
enzimas de fosforilagdo, consequentemente, sua deficiéncia causa danos aos
cloroplastos e ao fornecimento dos elétrons necesséarios para a fotossintese
(Fernando e Lynch, 2015). Por outro lado, seu excesso pode ser prejudicial as
plantas, dependendo da espécie, variedade ou genoétipo do vegetal, devido a
toxicidade (Kochian et al., 2004, Ducic e Polle, 2005). Processos como a atividade
enzimatica, a absorgéo e a redistribuicdo e uso de outros nutrientes, tais como Ca,
Fe, N e P, nas plantas podem ser afetados por altas concentracbes de Mn nos
tecidos vegetais. Isso pode gerar respostas negativas na produtividade das culturas
agricolas (Lavres Junior et al., 2010).

A toxicidade do Mn induz o estresse oxidativo (St. Clair et al.,, 2005). Em
plantas de soja o Mn pode causar hipertrofia da epiderme adaxial e formacao de
areas necrdticas com nervuras de coloragcdo purpura nas folhas (Santos et al.,
2017). A disponibilidade de Mn para as plantas é altamente dependente do pH do
solo, sendo que sua deficiéncia pode causar clorose em tons amarelo-esverdeados
das folhas mais novas entre as nervuras e as nervuras de cor verde-escura (Sfredo
e Borkert, 2004)

Os sintomas de deficiéncia de Zn manifestam-se em folhas mais novas, dada
a pouca mobilidade do elemento. Dessa forma, diminui o nivel de RNA,
prejudicando a sintese de proteinas, e as plantas podem apresentar como sintomas
mais caracteristicos o encurtamento dos internodios e a producéo de folhas novas
pequenas, com sinais de clorose e lanceoladas, e folhas mais velhas com coloracao
amarelo-castanha. Em casos de toxicidade, as plantas se manifestam com
coloracdo avermelhada nas nervuras e peciolos (Sfredo e Borkert, 2004;
Mascarenhas et al., 2013).

Quando as plantas sdo cultivadas em condigcdes nutritivas ideais, elas
geralmente crescem e tém uma produtividade normal. Logo, doses adequadas
garantem que nao haja deficiéncia nutricional e evitam problemas indiretos nas

culturas, como a fitotoxicidade.
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2.3 Tratamento de sementes de soja

As sementes séo vitais e base para a agricultura, visto que a maioria das
culturas agricolas e dos alimentos sao cultivadas e produzidos a partir de sementes.
A necessidade de manter a qualidade e sanidade das sementes, aumentou a
guantidade de préaticas agricolas adotadas, e com isso muitas técnicas foram
desenvolvidas (Sharma et al., 2015).

O tratamento de sementes refere-se a exposicdo das sementes a certos
agentes fisicos, quimicos ou biolégicos que ndo sdo empregados apenas para
tornar as sementes livres de pragas ou doencas, mas tratadas para fornecer a
possibilidade de uma germinacdo e emergéncia, bem como, crescimento saudavel
da planta (Forsberg et al., 2003). As sementes podem ser tratadas com
micronutrientes por imersdo em solucdo nutritiva de uma concentracdo por um
periodo especifico (priming de sementes) ou por revestimento com micronutrientes,
tais como o realizado para aplicacdo de Mo, Cu, Mn e Zn (Farooq et al., 2012).

A soja, ao contrario de algumas fabaceas, tem a capacidade de derivar a
maior parte de suas necessidades de N da fixacdo simbiotica, sendo a inoculacao
da semente de soja ou do solo ao redor da semente com Bradyrhizobium japonicum
€ comumente praticada para garantir a FBN (Zilli et al., 2010). O tratamento de
sementes de soja com micronutrientes tem sido realizado visando potencializar a
FBN (Dourado Neto et al., 2012).

O uso de tratamento de sementes com Mo é usual devido a sua atuagédo na
FBN e assimilagcdo de NO3 via enzima nitrato redutase (Taiz e Zeiger, 2010) e no
caso do Zn, o0 seu uso no tratamento de sementes é importante para o crescimento
da plantula, na codificacdo de enzimas necessérias para remobilizacdo das reservas
(Marschner, 2012). O tratamento de sementes com Co pode ser necessario em
solos deficientes deste nutriente (Marschner, 2012). Montanha et al. (2021)
reportaram que alguns micronutrientes podem ser combinados para o tratamento de

sementes de soja de modo que fornecam um melhor desempenho para as plantas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condicdes de crescimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal, no periodo de novembro de 2020 a
marco de 2021, utilizando sementes de soja da cultivar 74177RSF IPROS2.

3.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos por cinco doses, sendo 0, 50, 100, 200 e
400 mL ha* ou em 65 kg de sementes de soja de uma suspensdo concentrada
constituida por Mo, Cu, Mn e Zn. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticoes.

As concentracdes dos micronutrientes presentes na suspensao concentrada
foram de: Mo: 56 g L™ na forma de molibdato de sédio; Cu: 117,2 g L™ na forma de
6xido clprico; Mn: 164,5 g L™ na forma de carbonato de manganés; e Zn: 262,2 g L™
na forma de 6xido de zinco.

A aplicacdo do produto foi realizada nas sementes previamente a semeadura,
sendo o produto diluido em agua destilada para melhorar o recobrimento da
superficie das sementes e misturado de forma homogénea. Nao foi realizado o
equilibrio dos elementos nas doses testadas porque pretendeu-se verificar se a
aplicacdo combinada dos elementos promove resposta ha planta no aumento da
FBN e consequentemente na produtividade, bem como, determinar a dose tdxica
gue promove diminuicdo de 15% no rendimento de graos (Prado, 2021).

Foi utilizado vasos de 7 dm® preenchido com 6 dm® de amostras de um
Latossolo Vermelho distrofico tipico, A moderado, textura argilosa (Andrioli e
Centurion,1999), coletado do horizonte Ap. Realizou-se a analise quimica para fins
de fertilidade, conforme método descrito por Raij et al. (2001), tendo os seguintes
resultados: pH CaCl,= 5; matéria organica=11 g dm™; P res.= 11 mg dm®; S=18 mg
dm™; B<0,12 mg dm®; Cu= 0,2 mg dm™; Fe= 9 mg dm™; Mn= 1,7 mg dm™; Ca= 11
mmol. dm™®; Mg= 6 mmol. dm™®; K= 1,9 mmol. dm™; Al= 0 mmol. dm™; H+Al= 20
mmol; dm®; SB (soma de bases)= 18,5 mmol. dm™; CTC (capacidade de troca
catidénica)= 38,1 mmol. dm™; V (saturacdo por bases - V=SBx100/CTC) =49%.
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Determinou-se o teor de Si (3,0 mg dm?), utilizando o método descrito por
Korndorfer et al. (2004). A granulometria do solo foi de 540 g kg de areia, 380 g kg™
de argila e 90 g kg™ de silte (Camargo et al., 1986).

Foi realizado aplicagdo de calcario (PRNT: 125; CaO: 48%; MgO: 16%) 60
dias antes da semeadura, objetivando elevar a saturagéo por bases (V) a 60%. O
calcério foi incorporado ao volume total de solo e os vasos foram mantidos em 70%
da capacidade de retencdo de agua no solo. Juntamente com aplicacdo do calcario
foi realizado a incorporacdo de 200 mg dm™ de P na forma de superfosfato simples.

A semeadura foi realizada diretamente nos vasos utilizando-se cinco
sementes por vasos. Apos o quinto dia, as plantas atingiram a fase de emergéncia
plena, sendo realizado o desbaste e mantendo duas plantas por vaso. Na
semeadura foi realizado a fertilizagdo com K, B e Zn nas doses 150, 2 e 4 mg dm3,
utilizando cloreto de potassio, acido bérico e sulfato de zinco, respectivamente. A
aplicacao desses fertilizantes foi realizada através de fertirrigacdo com lamina de 5
mm.

Foi realizado aplicacdo de inoculante contendo estirpes de Bradyrhizobium
elkanii (Biomax® premium) na dose de 720 mL por 200 L via sulco de semeadura.
As plantas foram irrigadas diariamente mantendo o nivel de saturacdo de agua no
solo em 70% da capacidade de retencéo.

Na fase de florescimento pleno foram realizadas andlises fisioldgicas,
nutricionais e a producdo de massa seca, utilizando uma das plantas. A segunda
planta foi mantida no vaso sendo cultivada até a maturacdo fisiologica para
determinagao dos componentes de produtividade.

3.3 Variaveis analisadas

3.3.1 Conteudo de clorofilas e carotenoides

Para a andlise dos pigmentos, foram coletadas amostras de massa fresca do
terco médio do limbo foliar da primeira folha completamente desenvolvida. As
amostras foram pesadas e submersas em acetona a 80% contida em frascos
previamente cobertos com papel aluminio, permanecendo nessa solucdo até a

completa descoloracdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
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(Beckman DU 640) a 663 nm para clorofila a (Chl a), 647 nm para clorofila b (Chl b)
e 470 nm para carotenoides. Os valores obtidos foram utilizados para o célculo de

concentracdo dos pigmentos, seguindo as equacdes proposta por Lichtenthaler
(1987).

3.3.2 Eficiéncia quantica do fotossistema Il (PSIl) (Fv/Fm)

As medi¢cbGes do rendimento quantico do PSII, representada pelos valores de
Fv/Fm, foram realizadas entre 7 e 8 horas da manha, sendo as folhas submetidas a
um periodo de adaptacdo ao escuro usando pin¢as do aparelho com intensidade de
saturagao de 3500 pymol por um periodo de 30 minutos.

A fluorescéncia maxima e variavel foi avaliada por excitacdo desencadeada
por uma luz vermelha pulsante (intensidade de saturacdo de 3500 pmol). A
eficiéncia quantica do PSII foi determinada pelo calculo da razéo entre fluorescéncia
maxima e variavel, conforme proposto por Lichtenthaler et al. (2005). As medidas
foram realizadas na primeira folha completamente desenvolvida utilizando um
fluorébmetro portatil (Opti-sciences — Os30P).

3.3.3 indice de coloragéo verde

A estimativa do indice de coloracéo verde foi determinada usando o medidor
de clorofila Opti-sciences® CCM — 200, considerando uma média de trés leituras na
por¢cdo mediana da primeira folha completamente desenvolvida.

3.3.4 Iindice de extravasamento de eletrélitos

Na quantificagdo dos danos causados a integridade das membranas
celulares, foi utilizado o método da determinacdo do indice de extravasamento de
eletrolitos, proposto por Dionisio-Sese e Tobita (1998). Foram coletados dez discos
foliares da primeira folha completamente desenvolvida e emergidos em &gua
deionizada por 2 horas, sendo a condutividade elétrica (EC1) da solucao lida usando
um medidor de condutividade (TDS-3). As amostras foram autoclavadas a 121°C por
20 min e apdés o resfriamento a condutividade elétrica final (EC;) foi obtida. O
extravasamento de eletrdlitos foi determinado considerando a formula: EC1/EC, X
100.
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3.3.5 Compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fendlicos totais foi realizada utilizando amostras de
folhas frescas, que foram imersas em metanol concentrado e mantida no escuro por
3 horas. O teor de fendis totais foi determinado por reacéo colorimétrica induzida por
folin-ciocalteau 2 N e carbonato de sédio 20%, com leitura em espectrofotdmetro a
765 nm (Singleton e Rossi, 1965).

3.3.6 Massa seca da parte aérea

A parte aérea das plantas foi coletada, lavada em agua corrente e depois
submerso em uma solucdo de detergente neutro (0,1% v/v) e solucdo de &cido
cloridrico (0,3% v/v) e novamente em agua deionizada. O material vegetal foi seco
em estufa de circulacdo forcada de ar (65 = 5°C) até atingir massa constante e
foram pesados.

3.3.7 Acumulo de N na parte aérea

O teor de N na parte aérea foi determinado a partir de digestdo de amostras
de material vegetal conforme o método descrito por Bataglia et al. (1983). Com base

no teor e na matéria seca foram determinados o acumulo.

3.3.8 Componentes de produtividade

Os componentes de produtividade foram determinados na fase de maturacéo
fisiologica, determinando-se o nimero de vagens por planta, massa de 1000 gréaos e

rendimentos de gréos.

3.3.9 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise de variancia unidirecional
(ANOVA) pelo teste F (p < 0,05) ap6s verificagdo da normalidade (teste W de
Shapiro-Wilks) e homogeneidade das variancias (Teste de Bartlett).

As doses testadas foram analisadas por meio de modelos matematicos de

regressao polinomial e exponencial com trés parametros (modificado por Gaussian):

_ 2
g=ael7 )]
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em que: y = parametro analisado; a = valor de maximo de y; X0 = valor de X

gue proporciona 0 maximo emy; e b = amplitude no valor de X.

Os graficos foram elaborados usando o software SigmaPlot®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo combinada de Mo com Cu, Mn e Zn na dose de 145,2 mL ha™* no
tratamento de sementes de soja proporcionou efeito no acumulo de N na parte
aérea. O maior acumulo de N observado foi de 62,2 mg por planta (Figura 1).

O Mo tem participacdo na redutase de nitrato e € responsavel pela reducao
de NOs para assimilacao de N pela planta (Lavres et al., 2016; Yang et al., 2020). O
Co influencia na absorcao de N por via simbiotica, pois faz parte da estrutura das
vitaminas B12, que sdo necessarias na sintese de leghemoglobina e que
determinam a atividade dos nddulos (Somasegaran e Hoben, 1994; Mengel e Kirby,
2001). J& o Zn pode desempenhar um papel na translocacédo de N para a matéria
vegetal acima do solo (Cakmak e Marschner, 1990). O que pode se atribuir aumento
do acumulo de N na parte aérea pelo efeito desses micronutrientes no metabolismo
do N.

Da mesma forma como observado, Leite et al. (2009), utilizando diferentes
doses de Mo, também observaram aumento do acumulo de N na soja. Isso
evidencia que a aplicacdo de Mo combinada com Cu, Mn e Zi em dose adequada via
tratamento de semente aumenta o acimulo de N na parte aérea de soja e pode ser
uma forma eficiente de aplicacdo desses micronutrientes para incrementar 0s
ganhos associados a FBN em plantas de soja.
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Figura 1. Acumulo de nitrogénio (N) na parte aérea de plantas de soja cultivadas sob doses de

molibdénio combinado com cobre, manganés e zinco: 0, 50, 100, 200 e 400 mL ha™ aplicado via
semente. Barras representam o erro padrdo da média, n= 4.
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O Mo contribui decisivamente na fixacdo biolégica de N2, sendo recomendado
de 12 a 25 g ha™ de Mo via semente (Sfredo e Oliveira, 2010). Dessa forma, a
aplicacdo de Mo combinada com esses micronutrientes melhoram a eficiéncia de
uso e diminui a dose a ser utilizada. Como as quantidades de Mo requeridas pelas
plantas sdo pequenas, a sua aplicacdo via semente, através da peletizacéo,
constitui-se na forma mais pratica e eficaz de adubacdo e contribui para a
produtividade da soja (Reisenauer, 1963; Gupta e Lipsett, 1981; Sfredo e Oliveira,
2010; Dourado Neto et al., 2012).

A dose de 400 mL ha causou efeito téxico as plantas, diminuindo em 60,3% o
valor de N acumulado, em comparac¢éao ao obtido em plantas cultivadas na dose de
0 mL ha* (Figura 1). Resultados que estdo de acordo com Barbosa et al. (2016),
gue salientam que os efeitos da aplicacdo de micronutrientes variam com o
elemento aplicado, a dose e/ou a combinagéo de elementos. Assim fica evidenciado
gue altos niveis de Cu, Zn, diminuem a concentracdo de N em soja (Vesper e
Weindesaul 1977).

Altos niveis de Zn podem causar toxicidade na soja, sendo dois niveis de
toxicidade demonstrados (0,8 e 40 uM) (Fontes e Cox, 1998). Ainda, outros autores
encontraram doses criticas de cada elemento isolado acima desta utilizada neste
estudo com os elementos combinados. Ohki (1976) obteve dose critica de Mn para
concentracbes acima de 200 mg kg™ via solugdo; Mascagni e Cox (1985)
encontraram concentracdes criticas entre 16 e 22 mg kg™* e Adams et al. (2000)
detectaram uma concentracdo foliar critica de 1,5 mg kg! para Cu, todas
associadas a fitotoxicidade.

O indice de extravasamento de eletrélitos € um parametro fisiolégico que
estima a integridade das membranas celulares (Bajji et al., 2002). Foi observado
gue doses baixas proporcionaram diminuicdo neste parametro, sendo o menor valor
de 12,5% na dose 1655 mL ha’, o que pode indicar maior integridade das
membranas celulares.

No entanto, a maior dose utilizada (400 mL ha™) causou aumento de 41,6%,
em relacdo a dose de 0 mL ha (Figura 2a), sendo notério que a utilizacdo de altas
doses causa estresse nutricional nas plantas, o que pode aumentar a degradacao
dos componentes celulares e ocasionar necrose (Campanharo et al., 2010; Singh et
al., 2010).
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Figura 2. indice de extravasamento de eletrolitos (a) e fenois totais (b) em plantas de soja cultivadas
sob doses de molibdénio combinado com cobre, manganés e zinco: 0, 50, 100, 200 e 400 mL ha™
aplicado via semente. Barras representam o erro padrdo da média, n= 4.

Os compostos fendlicos totais aumentaram até a dose 139,6 mL ha™ com
valor de 17,5 g EAG 100 g, enquanto a dose de 400 mL ha™* diminuiu em 21,1% o
contetido de fendis totais, em comparacdo a dose de 0 mL ha™ (Figura 2b). A
fertilizacado é importante para aumento dos fendis totais nas plantas (Kokopka et al.,
2012), sendo assim, a falta de nutrientes pode causar diminuicdo nos compostos
fendlicos em soja, os quais sdo importantes na regulacdo do crescimento e
metabolismo da planta (Makoi; Ndakidemi, 2007).

A aplicacdo de Mo via semente auxilia na FBN e na nodulacédo (Dourado Neto
et al., 2012), o que pode ocasionar um efeito combinado no aumento dos fenais,
gue resultam em maior contetdo de N e da atividade da enzima nitrato redutase
(Abd-Alla, 1992), devido esses compostos serem eficientes eliminadores de radicais
livres (Kumaret al., 2010).

O enriquecimento das sementes de soja com Mo, Cu, Mn e Zn aplicados em
conjunto provocou alteracdes nos atributos fotossintéticos das plantas. O indice de
cor verde aumentou até o valor de 20 na dose de 155,6 mL ha™* (Figura 3)., segundo
Ahmad et al. (2020), o Zn auxilia na producéo de clorofila e fotossintese, além de
auxiliar na diminuicdo da fitotoxicidade causada por outros elementos. O Cu é
necessario para a sintese adequada de pigmentos (clorofilas e carotenoides) e
plastoquinona (Peng et al. 2013; Rehman et al. 2019), mas a sua toxicidade pode

causar diminuicao destes pigmentos (Peng et al., 2013).
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Figura 3. indice de cor verde (a), clorofila a (Chl a) (b), clorofila b (Chl b) (c), clorofila a+b (Chl a+b)
(d), carotenoides (e) e eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) (f) de plantas de soja cultivadas
sob doses de molibdénio combinado com cobre, manganés e zinco: 0, 50, 100, 200 e 400 mL ha™
aplicado via semente. Barras representam o erro padrdo da média, n= 4. MF = massa fresca.

Contudo, a dose de 400 mL ha™ induziu efeito toxico nas plantas, diminuindo
o indice de cor verde em 29,5%, em comparacao a dose de 0 mL ha (Figura 3a). O
excesso de Cu em plantas pode causar um efeito antag6nico ao conteudo de outros
elementos, causando um efeito negativo nos pigmentos fotossintéticos (Adrees et al,

2015). O Mn quando causa fitotoxicidade nas plantas, leva as mesmas ao
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enrugamento e a clorose foliares (Fernandi e Lynch, 2015). A diminuicdo nos
pigmentos verdes fotossintéticos pode estar associada a fatores como o dano
oxidativo das membranas do cloroplasto, a inibicdo da biossintese de clorofila ou a
substituicdo de ions Mg em anéis de tetrapirol da planta em resposta a metais
pesados (Nagajyothi et al., 2009).

Os teores foliares de clorofila a, b e a+b nas plantas de soja também foram
modificados pelo tratamento das sementes. O maior teor de clorofila a foi de 0,49
mg g* na dose 158,5 mL ha™ (Figura 3b), o de clorofila b foi de 0,16 mg g™ na dose
150,2 mL ha™* (Fig. 7c), e o de clorofila a+b foi de 0,64 mg g™* na dose 168,5 mL ha™
(Fig. 7d). Resultados obtidos por Heitholt et al. (2002) mostram que a adicdo de Cu
(25 a 100 mg kg™), Mn (10 a 40 mg kg™*) e Zn (2 a 8 mg kg™*) no solo promovem
aumento no contetdo de clorofilas e na concentracao foliar de N. A clorofila é um
componente chave da fotossintese, permitindo o consumo de energia solar na soja
(Gai et al., 2017). Baixas concentracdes de pigmentos fotossintéticos podem limitar
diretamente o potencial fotossintético (Karami et al., 2016).

No entanto, a dose de 400 mL ha™ também causou efeito tdxico, diminuindo
em 36,8, 25 e 7,8% os teores de clorofila a, b e a+b, respectivamente, em relacdo a
dose de 0 mL ha' (Figura 3b-d). De acordo com Fageria (2001), 0 Zn e o Mn
interferem na utilizacdo de ferro para a sintese de clorofila. Marschner (1995)
salienta que a diminuicdo no teor de clorofila pode ocorrer pelo incremento nos
danos oxidativos atribuidos a reducéo na atividade da Cu/ZnSOD sob deficiéncia de
Zn. Os sintomas de toxidez ocasionados pelo excesso de Cu e Zn sdo apresentados
no organismo vegetal devido a uma serie de interacbes que ocorrem em nivel
molecular e celular. Um sintoma bastante comum é a clorose, observada quando
ocorre diminui¢cdo do contetdo de clorofilas nas folhas jovens (Yang et al., 2011).

Os teores de carotenoides aumentaram até a dose de 160,5 mL ha™ sendo de
0,29 mg g* (Figura 3e). O Mo desempenha um papel importante no processo
fotossintético e esta positivamente correlacionada com a sintese de clorofila, eficacia
fotossintética e, consequentemente, crescimento vegetativo e rendimento de graos
(Liu et al., 2018). A dose de 400 mL ha™* causou diminuicéo no teor de carotenoides
em 10,3%, em relacdo a dose de 0 mL ha* (Figura 3e). Alguns estudos apontam que
metais pesados diminuem o teor de carotenoides em plantas, incluindo leguminosas
(Panda e Khan, 2008; Aldoobie e Beltagi, 2012; De Souza et al., 2012).
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A eficiéncia quéantica do fotossistema Il (Fv/Fm) aumentou até atingir valor de
0,83 proporcionado pelo uso da dose de 155 mL ha™ (Figura 3f). Porém, a aplicacéo
da dose de 400 mL ha™ diminuiu a Fv/Fm em 16,9%, em comparacédo a dose de 0O
mL ha (Figura 3f). Sob condicbes de estresse, as plantas podem apresentar menor
eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm). Esse decréscimo ja foi observado por
outros autores (Cambrollé et al., 2013a; Santana et al., 2015; Tiecherl et al., 2016a;
2016Db), e se caracteriza como um estado de fotoinibic&o cronica (Alves et al., 2002),
a qual se atribui uma diminuicdo na propor¢cdo de centros de reacdo abertos
(Maxwell e Johnson, 2000), ou seja, aptos a receber elétrons.

De maneira semelhante ao observado nos parametros fisiologicos, a massa
seca da parte aérea das plantas também foi influenciado pelo tratamento das
sementes de soja com a aplicacdo combinada de Mo, Cu, Mn e Zn. A massa seca
da parte aérea aumentou até 3 g na dose de 144,7 mL h&™ (Figura 4a). Contudo a
dose de 400 mL ha’ diminuiu em 44,7% a produgdo de massa seca, em
comparacdo ao de plantas da dose 0 mL ha™ (Figura 4a). Marcondes e Caires
(2005), observaram que a massa seca da parte aérea ndo aumentou quando o Mo
foi aplicado isoladamente via semente, enquanto Haach e Primieir (2012)
concluiram que combinando Zn e Mo na dose de 3 mL kg™, resultam em aumento
na produtividade da soja.

Os componentes de rendimento da soja também refletiram os tratamentos
avaliados. O maior numero de vagens por planta foi de 78,9 na dose de 146,8 mL
ha (Figura 4b). J4 o peso méaximo de 1000 gréos foi de 122,5 g, proporcionado pela
aplicacdo da dose de172,9 mL ha™ (Figura 4c). A produtividade aumentou até atingir
2637,14 kg ha! na dose de 120 mL ha™ (Figura 4d). O aumento na produtividade
pode ser atribuido a presenca do Zn, pois este 25icronutriente possui grande
importancia no metabolismo das plantas. Ele esta envolvido em varios processos
enzimaticos, e atua como ativador de varias enzimas que agem nos processos de
fotossintese, producdo de amido e fito-hormonios, além de promover a sintese de
proteinas e crescimento meristematico, estando ligado diretamente na producéo do
aminoacido triptofano que € precursor do &cido indolilacético, que promove o

alongamento celular diferencial (Pes e Arenhardt, 2015).
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Figura 4. Massa seca da parte aérea (a), numero de vagens (b), peso de 1000 gréos (c), produtividade
(d) e imagens de plantas de soja (e) cultivadas sob doses de molibdénio combinado com cobre,
manganés e zinco: 0, 50, 100, 200 e 400 mL ha™ aplicado via semente. Barras representam o erro
padrdo da média, n= 4.
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A maior dose utilizada (400 mL ha™) diminuiu em 21% o nimero de vagens
por planta (Figura 4b), em 12,2% o peso de 1000 graos (Figura 4c) e em 22,6% a
produtividade (Figura 4d). Ambrosini et al. (2016) ressalta que o excesso de Cu e
Zn, e o0s sintomas da toxidez podem evoluir para uma reducdo drastica de
crescimento, de perda de produtividade, levando até mesmo a morte da planta. Em
relacdo ao crescimento das plantas foi observado uma melhoria nas doses menores
e efeito toxico na dose de 400 mL ha™ (Figura 4c).

A presente informacédo da aplicagdo combinada de Mo com Cu, Mn e Zn é de
importancia técnica pois a relacdo entre os nutrientes foi constante e o produtor tem
interesse dos efeitos destes elementos somados em produtos previamente
formulados para tratamento de sementes de soja (Mo: 56 g L™; Cu: 117,2 g L™, Mn:
164,5 g L™ e Zn: 262,2 g L™). No entanto, indicamos para pesquisas futuras que seja
realizado trabalhos isolando cada elemento para ter efeito individual de cada
elemento para que possa realizar ajuste na relacdo entre esses nutrientes podendo
surgir novo produto.

Alguns estudos apresentam a importancia dos aspectos nutricionais do
fornecimento de enxofre (S), ferro (Fe), Co e molibdénio Mo para a fixacao biolégica
de N (Hungria et al., 2006; Campo et al., 2009), entretanto, poucos reportaram o
efeito da aplicacdo de Mo combinada com Cu, Mn e Zn via semente em soja. Neste
estudo, pode-se comprovar que a aplicagcdo de Mo combinada com Cu, Mn e Zn via
semente em soja pode favorecer a produtividade da soja. Mas ocorre efeito téxico
em doses superiores a 337,5 mL ha™ (32 g ha™ de Mo), diminuindo o crescimento
das plantas e da produtividade da cultura. Este estudo mostrou que a combinacéo

destes elementos deve ser avaliada cuidadosamente, no tocante a dose utilizada.
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5. CONCLUSOES

O uso da dose de 100 mL ha™ de um produto & base de Cu, Zn, Mn e Mo no
tratamento de sementes aumenta a produtividade de soja;

Uma dose de 337,5 mL ha™ da combinacdo destes nutrientes é critica em
plantas de soja causando fitotoxicidade, a qual afeta parametros fotossintéticos e a

produtividade da cultura.
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