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RESUMO

ADUBACAO COM ENXOFRE E COINOCULACAO NA CULTURA DA SOJA:
PRODUTIVIDADE E QUALIDADE DE GRAOS

AUTOR: Evandro Ademir Deak
ORIENTADOR: Thomas Newton Martin

O equilibrio nutricional do solo € um dos principais fatores que afetam a produtividade de
grdos das culturas, sendo essencial que os nutrientes estejam disponiveis no solo em niveis
acima do limite critico estabelecido para cada grupo de culturas. O nutriente de maior
demanda pela cultura da soja é o nitrogénio (N). No Brasil a soja obtém este nutriente
principalmente por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), realizada por bactérias
diazotrdéficas, que convertem o nitrogénio atmosférico (N2) em amonia (NHs"). Este processo
bioldgico é dependente de condicbes favoraveis do ambiente de cultivo, destacando-se a
disponibilidade de enxofre (S), um dos nutrientes essenciais ao metabolismo dos bacteridides.
Obijetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da inoculacao e da coinoculacdo, combinadas
com doses de S, sobre a produtividade e qualidade de grdos, bem como sobre a qualidade
fisiolégica de sementes de soja. Para isso, foram conduzidos experimentos a campo e no
laboratdrio de sementes. Foram conduzidos quatro experimentos a campo durante as safras
agricolas 2017/2018 e 2018/2019, sendo dois em Santa Maria e dois em Augusto Pestana, Rio
Grande do Sul, Brasil. Utilizou-se a cultivar Nidera 5959 IPRO. O delineamento experimental
foi de blocos ao acaso, e os tratamentos foram distribuidos em um fatorial 3 x 4, combinando
trés tipos de inoculacdo [Testemunha (ndo inoculado), Inocula¢do com Bradyrhizobium spp., e
Coinoculacdo com Bradyrhizobium spp. + Azospirillum brasilense] com quatro doses de S (0,
20, 40 e 60 kg hal), fornecido via S-elementar (90 % de S). Nos experimentos conduzidos a
campo (Artigo 1) foi avaliada a nodulacdo de plantas, os componentes da produtividade, a
produtividade e a qualidade de grdos. Com as sementes colhidas dos experimentos de campo
da safra 2017/2018 foram conduzidos dois experimentos no laboratério de sementes (Artigo
2), nestes foi avaliada a qualidade fisioldgica de sementes e atividade enzimatica de plantulas.
Os principais resultados obtidos foram que o S-elementar é uma alternativa eficiente para
disponibilizar sulfato as plantas, promovendo maior nodulagdo, acimulo de massa seca de
plantas, produtividade e qualidade dos grdos de soja. Além disso, a adubagdo com
S-elementar combinada com a coinoculagdo de plantas genitoras possibilita a expressao do
vigor de suas sementes, além de promover a obtencdo de sementes com maior percentual de
germinacdo, possivelmente devido a maior nodulagdo e consequentemente acimulo de N.
Conclui-se que a adubagdo com S-elementar combinada com a coinoculagdo promove
aumento na qualidade de graos e sementes de soja.

Palavras-chave: Enxofre Elementar. Fixacdo Biologica de Nitrogénio. Nutricdo de Plantas.
Proteina. Qualidade de Sementes.



ABSTRACT

SULFUR FERTILIZATION AND CO-INOCULATION IN SOYBEAN CULTURE:
GRAIN PRODUCTIVITY AND QUALITY

AUTHOR: Evandro Ademir Deak
ADVISER: Thomas Newton Martin

The nutritional balance of the soil is one of the main factors that affect the grain yield of crops,
and it is essential that nutrients are available in the soil at levels above the critical limit
established for each group of crops. The nutrient of greatest demand for soybean culture is
nitrogen (N). In Brazil soybeans obtain this nutrient mainly through biological nitrogen
fixation (FBN), carried out by diazotrophic bacteria, which convert atmospheric nitrogen (N2)
into ammonia (NHs*). This biological process is dependent on favorable conditions in the
cultivation environment, highlighting the availability of sulfur (S), one of the essential
nutrients for the metabolism of bacterioids. The objective of this research was to evaluate the
effect of inoculation and co-inoculation, combined with doses of S, on the productivity and
quality of grains, as well as on the physiological quality of soybean seeds. For this,
experiments were conducted in the field and in the seed laboratory. Four field experiments
were carried out during the 2017/2018 and 2018/2019 crops, two in Santa Maria and two in
Augusto Pestana, Rio Grande do Sul, Brazil. The cultivar Nidera 5959 IPRO was used. The
experimental design was randomized blocks, and the treatments were distributed in a 3 x 4
factorial, combining three types of inoculation [Control (non-inoculated), inoculation with
Bradyrhizobium spp., and co-inoculation with Bradyrhizobium spp. + Azospirillum brasilense]
with four doses of S (0, 20, 40 and 60 kg ha™), supplied via elemental-S (90 % S). In
experiments conducted in the field (Article 1), the nodulation of plants, yield components,
productivity and grain quality were evaluated. With the seeds harvested from the field
experiments of the 2017/2018 crop, two experiments were conducted in the seed laboratory
(Article 2), in which the physiological quality of seeds and enzymatic activity of seedlings
were evaluated. The main results obtained were that elemental-S is an efficient alternative to
make sulfate available to plants, promoting greater nodulation, accumulation of dry mass of
plants, productivity and quality of soybeans. In addition, fertilization with elemental-S
combined with co-inoculation of parent plants allows the expression of the vigor of its seeds,
in addition to promoting the obtaining of seeds with a higher percentage of germination,
possibly due to greater nodulation and consequently accumulation of N. Concludes it is
believed that fertilization with elemental-S combined with co-inoculation promotes an
increase in the quality of soybeans and seeds.

Key words: Elemental sulfur. Biological Nitrogen Fixation. Seed Quality. Protein. Plant
Nutrition.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é a cultura de maior expressdo em area cultivada no
Brasil, ocupando 36,84 milhdes de hectares na safra 2019/2020, com producdo de 122,06
milhGes de toneladas, e produtividade média de 3,31 toneladas por hectare (CONAB, 2020).
O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores mundiais do gréo, e o cultivo de soja no
pais esta entre as atividades de maior expansdo econdmica das ultimas décadas. Isso deve-se
principalmente ao interesse mundial no grdo de soja como fonte de proteina e 6leo, e também
pela geracdo de tecnologias e adocdo de praticas de manejo que permitiram a expansdo e
adaptacdo da cultura no pais (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

Diante da importancia econémica da soja, um dos principais aspectos a ser
considerado no manejo da cultura é a utilizacdo de sementes com qualidade genética, fisica,
sanitaria e fisiolégica (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Sementes de qualidade
possibilitam o estabelecimento rapido e uniforme das plantas no campo, formando o primeiro
componente da produtividade. Outro aspecto a ser considerado é a nutricdo de plantas, que
tem por objetivo suprir as demandas nutricionais da cultura durante o ciclo de cultivo. Neste
contexto, 0 nutriente que estiver em menor disponibilidade, serd o fator limitante da
produtividade, mesmo com o adequado suprimento dos demais fatores (MALAVOLTA,
2006).

O nutriente de maior demanda pela soja € o nitrogénio (N), e para a soja cultivada no
Brasil este € proveniente principalmente da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), processo
gue beneficiou 0 aumento na produtividade e na lucratividade da cultura no pais (HUNGRIA,;
CAMPO; MENDES, 2007). Na soja a FBN ¢é realizada por bactérias do género
Bradyrhizobium spp., as quais realizam simbiose com as plantas, captando o nitrogénio
atmosférico (N2) convertendo este em amonia (NHs"), tornando-o disponivel as plantas (REIS;
TEIXEIRA, 2005). Além das bactérias do género Bradyrhizobium, a associacdo destas com
bactérias da espécie Azospirillum brasilense vem mostrando resultados positivos na
nodulacdo, no comprimento de raizes e na produtividade de grdos de soja. Azospirillum

brasilense sdo bactérias pertencentes a um grupo conhecido como bactérias promotoras do
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crescimento de plantas (BPCP), devido a sua capacidade de estimular o crescimento vegetal,
por meio da inducdo na producdo de hormonios vegetais (RODRIGUES et al., 2015).

Todos os nutrientes sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, e
também a FBN. Neste contexto, o enxofre (S) € um nutriente que vem apresentando relatos de
deficiéncia nos solos pelo mundo, implicando em limitacGes na produtividade das culturas
(ALVAREZ, 2004). Isso deve-se principalmente ao aumento na exportacdo do nutriente pela
utilizacdo de cultivares com elevado potencial produtivo, bem como pela utilizacdo de
formulacdes de fertilizantes com baixas concentragdes de S, aliado a elevada mobilidade deste
elemento no solo quando na forma de sulfato.

A deficiéncia de S pode causar reducdo na FBN, pois este nutriente € um constituinte
importante da ferredoxina, enzima responsavel pelo transporte de elétrons até as subunidades
da nitrogenase, que € a enzima responsavel pela quebra do N2 nos nédulos (UDVARDI et al.,
2013). Além disso, o S participa da formacéo de proteinas, e como a soja apresenta elevado
teor de proteina nos graos, a baixa disponibilidade deste nutriente causa reducdo na qualidade
e na quantidade de proteinas formadas, devido a limitacdo deste na formacdo de aminoéacidos
essenciais (KRISHNAN; JEZ, 2018). Isso resulta em aumento nos custos de producdo dos
subprodutos obtidos a partir da moagem da soja. O farelo de soja é amplamente utilizado na
formulacdo de rac@es, servindo como a principal fonte de proteina, e quando os grdos de soja
apresentam baixo percentual proteico, € necessario aumentar a proporcdo de farelo na
composicao final da racdo (HIRAKURI et al., 2018).

Além da influéncia sobre a qualidade de gréos, a disponibilidade de S também pode
interferir na qualidade de sementes. A alteracdo na disponibilidade de um nutriente pode
alterar a relacdo entre a absorcdo e acumulo de outros, conforme mencionado, o S afeta a
FBN, e com isso interfere no acimulo de N e consequentemente na formacao de proteina, que

é uma fonte de reserva utilizada no processo de germinacao das sementes.



13

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da inoculagdo e da coinoculacdo, combinadas com doses de enxofre,
sobre a produtividade e qualidade de grdos, bem como sobre a qualidade fisioldgica de

sementes de soja.

1.1.2 Objetivos especificos

Verificar se a inoculacdo com Bradyrhizobium spp. e a coinoculacdo com
Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense combinadas com doses de enxofre aumentam
a nodulacdo das plantas, a produtividade e a qualidade dos graos de soja.

Avaliar se a inoculagdo com Bradyrhizobium spp. e a coinoculagdo com
Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense combinadas com doses de enxofre influenciam

na qualidade fisioldgica de sementes de soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A proteina e o 6leo sdo os principais componentes de reserva dos grdos de soja, que
possuem em média 36 % de proteina e 18 % de 6leo (MAHMOUD et al., 2006). Estes
componentes sdo determinantes para o grande interesse comercial pelo gréo, que é a principal
fonte proteica utilizada na alimentacdo animal (PIPOLO et al., 2015). Nas ultimas décadas
tem-se obervado aumento na produtividade média de grdos, e reducdo no teor de proteina
(MAHMOUD et al., 2006), atribuindo-se isto principalmente a correlacdo negativa entre
produtividade e teor de proteina (KRISHNAN; JEZ, 2018). O teor de proteina nos grédos é
influenciado pela base genética, pelo ambiente de cultivo, e também pela disponibilidade de
nutrientes (PIPOLO; SINCLAIR; CAMARA, 2004).

Neste contexto, a disponibilidade de N influencia na formacéo de proteinas, pois este
nutriente participa diretamente da sua formacdo, e por isso € o nutriente exigido em maior
quantidade pela soja, com uma demanda aproximada de 80 kg por tonelada de graos
produzidos (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Na cultura da soja o N pode ser
proveniente de diversas fontes, sendo a decomposi¢do da matéria organica do solo (MO), a
fixacdo ndo biologica, os fertilizantes nitrogenados, e a FBN (HUNGRIA et al., 2007).
Considerando a produtividade média de 3,31 toneladas de grdos de soja por hectare da safra
brasileira 2019/2020 (CONAB, 2020), e a necessidade de N pela cultura da soja, seriam
necessarios 265 kg de N por hectare para atender a demanda da cultura. Estimando que a
eficiéncia dos fertilizantes nitrogenados é de apenas 50 %, seria necessario fornecer
aproximadamente 1200 kg de ureia por hectare, tornando a cultura pouco atraente do ponto de
vista econdmico ao produtor (ZILLI; CAMPO; HUNGRIA, 2010).

Contudo, no Brasil, o fonecimento de N para a cultura da soja ocorre principalmente
por meio da FBN (SALVAGIOTTI et al., 2008), realizada por meio de bactérias diazotréficas
do género Bradyrhizobium spp. em simbiose com as plantas de soja, que podem fornecer até

94 % do N requerido pela cultura (HUNGRIA et al., 2006), dispensando o uso de fertilizantes
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nitrogenados, reduzindo os custos de producédo e os danos ambientais (ARAUJO et al., 2017).
Na FBN o nitrogénio atmosférico (N2) que compde aproximadamente 78 % do ar atmosférico
e estd quimicamente inerte, é convertido em amonia (NHs), tornando-se disponivel as plantas
(REIS; TEIXEIRA, 2005). Este processo ocorre por meio do complexo enzimatico
nitrogenase presente nas bactérias diazotroficas. Em troca, as bactérias recebem das plantas os
carboidratos necessarios a sua sobrevivéncia (TAIZ et al., 2017).

Desde a intensificacdo do cultivo da soja no Brasil, o melhoramento genético foi
incentivado a levar em consideracdo a afinidade de novas cultivares com bactérias
diazotréficas, visto que a FBN dispensa 0 uso de fertilizantes nitrogenados, aumentando a
competitividade do grdo no mercado externo (HUNGRIA et al., 2007; PRANDO et al., 2019).
Além de possibilitar elevados tetos produtivos desde que sejam seguidas as boas praticas de
inoculacdo (HUNGRIA et al., 2006). Neste sentido, juntamente com o melhoramento de
plantas, intensivos estudos foram direcionados a selecdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN) com capacidade de suprir a demanda de cultivares mais produtivas.

Deste modo, para que a FBN seja eficiente e possa atender a demanda de N pela
cultura, é necessario que seja realizado o processo de inoculacgdo, visando inocular estirpes de
bactérias selecionadas pela pesquisa para as condi¢des brasileiras (HUNGRIA et al., 2007;
HUNGRIA et al., 2017). No Brasil existem trés espécies registradas para a inocula¢do na
cultura da soja, sendo Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079), Bradyrhizobium elkanii
(SEMIA 587 e SEMIA 5019) e Bradyrhizobium diazoeficiens (SEMIA 5080) (BRASIL, 2011).
Assim, objetiva-se com a inoculagdo colocar as BFN proximas das sementes, afim de permitir
a infeccdo do sistema radicular, favorecendo a competicdo destas com bactérias nativas ou
naturalizadas que sdo menos eficientes em fixar N2 (COSTA et al., 2011; LOPEZ GARCIA et
al., 2009; MELCHIORRE et al., 2011).

Durante a germinacdo e emissdo das primeiras raizes, a plantula passa a liberar
flavonoides e betainas no solo, que servem como atrativos quimicos ativando genes de
nodulacdo nas bactérias, que passam a se locomover em direcdo das raizes (ALEXANDRE,

2010; BRENCIC et al., 2005). Apos esta troca de sinais, ocorre 0 contato e a adesdo das
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bactérias nos pélos radiculares, causando a deformacdo e enrolamento dos mesmos.
Posteriormente ocorre a degradacéo da parede celular, permitindo o contato das bactérias com
0 exterior da membrana plasmatica, que serd o local onde serd exposto o canal de infeccao
formado pela fusao das vesiculas do complexo de golgi. Por este canal as bactérias entram no
cortex celular, causando diferenciacdo celular nesta regido, dando inicio ao processo de
formagdo do primordio nodular (TAIZ et al, 2017). As bactérias passam a se multiplicar, e as
membranas das células do hospedeiro aumentam de volume, formando o nédulo. Apos este
periodo de divisdo as bactérias se diferenciam em bacteridides, iniciando a FBN (PRADO,
2008; TAIZ et al, 2017).

O nodulo desenvolve um sistema vascular proprio que permite a troca de N fixado por
sacarose que a planta ird fornecer para o metabolismo dos bacteridéides (BECANA et al.,
2018). O N2 que se difunde pelo espaco poroso do solo, é entdo aproveitado pelos rizobios,
que quebram a ligag&o entre os atomos de N2. A quebra é realizada por meio de um complexo
enzimatico denominado nitrogenase, convertendo o N2 em NHzs, que pode entdo ser utilizado
no metabolismo da planta. Este preferencialmente é convertido em formas organicas (amidas
e ureideos), e entdo transportado para a parte aérea da planta via xilema (ALBINO; CAMPO,
2001; TAIZ et al, 2017).

O complexo enzima nitrogenase divide-se em dois componentes, a Fe-proteina (4
atomos de ferro e 4 atomos de enxofre) e a MoFe-proteina (40 atomos de ferro e 2 atomos de
molibdénio), ambas tornam-se inativas na presenca de oxigénio. De modo geral, o H*
produzido no metabolismo oxidativo € transferido ao complexo nitrogenase, porém, 0s
elétrons precisam de um transportador, que neste caso é a ferredoxina, que conduz os elétrons
até a Fe-proteina que hidrolisa ATP e entdo transfere-os até a MoFe-proteina, que ird
utiliza-los na quebra das ligagdes do N2 (PRADO, 2008; TAIZ et al, 2017).

A FBN demanda energia, a qual é fornecida pela planta na forma de ATP. Os
fotossintatos séo importantes, pois eles geram forca redutora e ATP para a nitrogenase, séo o
substrato para 0 crescimento e a manutencdo da atividade das bactérias na assimilacdo de

NHs" (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Deste modo, condi¢cdes ambientais, ou manipulagdes
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que aumentem a disponibilidade de fotossintatos aos nodulos exercem influéncia sobre a

formacéo, manutencéo e atividade dos mesmos (HUNGRIA; VARGAS, 2000).

2.2 COINOCULACAO

A coinoculagdo na cultura da soja foi um avango importante no crescimento da
agricultura brasileira. Apds décadas de pesquisas com bactérias diazotréficas, passou-se a
recomendar um novo género de bactérias para soja, as bactérias do genéro Azospirillum spp.
Estas bactérias sdo recomendadas em associacdo com bactérias do género Bradyrhizobium,
pratica conhecida por coinoculacdo (ZUFFO et al., 2015). Esta préatica possui recomendacao
para a cultura da soja desde o ano de 2014, e ha relatos de incremento médio na produtividade
que chegam a 8% em comparacdo com a inoculacdo apenas com Bradyrhizobium
(HUNGRIA et al., 2013).

Azospirillum brasilense pertencem a um grupo de bactérias promotoras do crescimento
de plantas (BPCP) que colonizam a rizosfera (KLOEPPER; SCHROTH, 1978), e seus
beneficios foram inicialmente verificados pricipalmente quando em associacdo com espécies
de gramineas (BASHAN; DE BASHAN, 2010). As BPCP estimulam a planta a produzir
fitormonios de crescimento, dentre eles as auxinas (ASHRAF et al., 2011; TIEN et al., 1979),
giberelinas e citocininas (CASSAN et al., 2009), além de induzir a resisténcia da planta a
doencas (WANG et al., 2009), solubilizar fosfatos (RODRIGUEZ et al., 2004) e fixar N
(ASHRAF et al., 2011).

Dentre os beneficios proporcionados por bactérias do género Azospirillum, o que mais
se destaca é a producdo de fitormoénios de crescimento, que estimulam o crescimento do
sistema radicular das plantas (FIBACH-PALDI et al., 2012). Com maior volume de raizes, as
plantas exploram maior volume de solo, aumentando a absor¢cdo de agua e nutrientes,
aliviando os efeitos do déficit hidrico (DEAK et al., 2019; SILVA et al., 2019). Deste modo,
com a aplicacdo de Azospirillum existe maior &rea para infeccdo de Bradyrhizobium,

promovendo a nodulacgdo precoce (CHIBEBA et al., 2015; FIPKE et al., 2016), aumento na
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produtividade de grdos (HUNGRIA et al., 2013), e na qualidade fisiologica de sementes
(QUEIROZ REGO et al., 2018).

2.3 ENXOFRE (S)

O S é considerado um macronutriente secundario, pois sua reposi¢cdo ao solo
normalmente é realizada em associagdo com algum macronutriente priméario (CQFS-RS/SC,
2016). Dentre as fungdes do S na planta, uma das principais € a sua participagdo no processo
de FBN em leguminosas. O S é constituinte dos aminoacidos sulfurados cisteina e metionina,
gue sdo essenciais para a sintese e atividade da enzima nitrogenase (KRISHNAN, JEZ, 2018).
Além disso, € constituinte de grupos ferro-enxofre da ferredoxina (4Fe-4S), enzima que
participa da reacdo de transferéncia de elétrons até as subunidades da nitrogenase (BECANA
et al., 2018). De modo geral, nddulos com deficiéncia de S tem menores niveis de
leghemoglobina, glicose, ATP e ferredoxina, quando comparado a nédulos supridos
adequadamente com S, limitando a FBN e consequentemente a produtividade de grdos
(VARIN et al., 2010; GETACHEW et al., 2017).

A soja demanda aproximadamente 10 kg de S por tonelada de gréos produzidos
(PRADO, 2008). A exigéncia deste nutriente pela cultura é classificada como média/alta,
sendo superior em relacdo as gramineas devido ao elevado teor de proteina dos grdos, com
demanda similar ou superior ao fésforo (JEMAL et al., 2010). Porém, o manejo inadequado
das lavouras, com o uso de fertilizantes mais concentrados em nitrogénio, fosforo e potassio,
com baixas ou nulas concentracdes de S, vem causando reduc¢é@o nos niveis deste nutriente no
solo, principalmente em solos arenosos e com baixo teor de matéria organica (ALVAREZ,
2004; TIECHER et al., 2017).

De acordo com Comissao de Quimica e Fertilidade do Solo do Rio Grande do Sul e de
Santa Catarina (CQFS-RS/SC, 2016) as culturas estdo agrupadas em dois grupos quanto a sua
exigéncia em S, sendo que para as espécies das familias das fabaceas, brassicaceas e liliaceas

o limite critico no solo é de 10 mg dm™ de sulfato (SOs2) e de 5 mg dm™ para as demais
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espécies. No entanto, devido a restrita atencdo dedicada a este nutriente, aproximadamente
50 % dos solos da regido norte do estado do Rio Grande do Sul se encontram com o nivel de
S abaixo do nivel critico para a cultura da soja (TIECHER et al., 2017). Alvarez (2004)
também constatou baixos niveis de enxofre nos solos do RS, ao analisar 90 mil amostras,
verificou que em 49 % delas o teor de SO+ estava abaixo de 10 mg dm™, e 12,3 % estavam
com niveis inferiores a 5 mg dm. Nestas areas possivelmente a FBN esteja limitada para a
cultura da soja, consequentemente a formacdo de proteina no grdo é prejudicada pela
limitacdo do N. Nestas condices, a possibilidade de resposta a aplicacéo de S é alta (BROCH
etal., 2011).

O S pode ser aplicado ao solo por meio de fertilizantes que possuem 0 SO
prontamente disponivel as plantas como no sulfato de aménio, superfosfato simples, gesso
agricola, sulfato de potassio, ou por meio de fontes que fornecam o S em sua forma elementar.
A concentracao de S no S-elementar fica em torno 90 %, com isso reduz custos de transporte,
armazenamento e de aplicacdo por unidade de S (HOROWITZ; MEURER, 2006). Porém, o
S-elementar ndo é uma fonte de S prontamente disponivel as plantas, visto que estas absorvem
este nutriente preferencialmente na forma de sulfato (SO42). Para que 0 S-elementar possa ser
aproveitado pelas plantas este precisa ser oxidado a SO42 no solo, passando do seu estado de
oxidacdo S°para S®* (MALAVOLTA, 2006). A reacdo de oxidacio de S-elementar a sulfato
ocorre em solos bem drenados e com disponibilidade de oxigénio, e 0s agentes responsaveis
por esta oxidacao sdo as bactérias do género Acidithiobacillus (KELLY, WOOD, 2000).

A reagdo de oxidagdo de S-elementar em SO4 necessita da disponibilidade de agua e

oxigénio, conforme pode ser verificado na sua reacdo no solo (SAIK, 1995);

Acidithiobacillus

S-elementar + 1,5 Oz + Ho0O >>>>>>>>>>>>> H,S0 >>>>>>>>>>> 2HY + S04

Esta reacdo de oxidacao gera a formacdo de acido sulfurico (H-SO) e liberagdo de ions

H™ no solo, causando reducdo no pH, que dependendo da intensidade, pode reduzir a taxa de
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oxidacdo por afetar a atividade de Acidithiobacillus (HOROWITZ, MEURER, 2006;
HOROWITZ, MEURER, 2007; VITTI et al., 2015). Por ser um processo bioldgico, a
oxidacdo do S-elementar depende de condi¢des do ambiente, dentre temperatura, umidade,
aeracdo, pH, microrganismos, fertilidade do solo. Além destes, fatores relacionados a0 modo
de aplicacdo, como tamanho de particula, distribuicdo e dose a ser aplicada também

influenciam (LUCHETA et al., 2012).
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3ARTIGO 1

ADUBACAO COM ENXOFRE E COINOCULACAO COM Bradyrhizobium E
Azospirillum PODE MELHORAR A PRODUTIVIDADE E A QUALIDADE DE
GRAOS DE SOJA

RESUMO - A inoculacdo de sementes e o equilibrio nutricional do solo séo fatores decisivos
para a eficiéncia da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em plantas de soja. O enxofre (S) €
um macronutriente indispensavel na formagéo da ferredoxina, enzima doadora de elétrons as
sub-unidades da nitrogenase, que realiza a conversdo do nitrogénio atmosférico (N2) em
amonia (NHs"). Porém, a dindmica do S no solo é complexa, e isso pode resultar em
limitacdes da disponibilidade do mesmo as plantas. Objetivou-se com esta pesquisa avaliar a
relagdo da adubacdo com enxofre com a inoculagdo e a coinoculagdo sobre a nodulacdo,
produtividade e qualidade de graos de soja. Foram conduzidos quatro experimentos durante as
safras agricolas 2017/2018 e 2018/2019, sendo dois em Santa Maria e dois em Augusto
Pestana, Rio Grande do Sul, Brasil. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, e 0s
tratamentos foram distribuidos em um fatorial 3 x 4, combinando trés inoculacdes
[Testemunha (ndo inoculado), Inoculacdo com Bradyrhizobium spp., e Coinoculacdo com
Bradyrhizobium spp. + Azospirillum brasilense] com quatro doses de S (0, 20, 40 e 60 kg
ha!). Avaliou-se a nodulagdo das plantas, o acumulo de massa seca na parte aérea, 0s
componentes da produtividade, e a qualidade de graos de soja. A aplicacdo de S-elementar é
uma alternativa para disponibilizar sulfato as plantas, promovendo a nodulagéo, o acimulo de
massa seca de plantas, a produtividade e a qualidade de grdos de soja, além de beneficiar a
nodulagdo quando combinado com a coinoculagao.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense. Bradyrizobium spp. Enxofre elementar. Oleo.
Proteina.
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INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € a principal commoditie do mercado brasileiro
(CONAB, 2018). O interesse mundial pela soja deve-se a composicdo quimica do gréo, que
possui elevado teor de proteina (36 %) e 6leo (18 %) (MAHMOUD et al., 2006). A partir da
moagem do grdo de soja obtem-se o farelo de soja, rico em proteina, sendo utilizado como
fonte proteica para a alimentacdo animal, e o 6leo de soja, que é a principal matéria prima na
producdo de biodiesel no Brasil (ANP, 2018) e nos Estado Unidos (EIA, 2019).

Devido ao melhorameno genético obteve-se aumento na produtividade e reducdo no
teor de proteina dos grdos ao longo dos anos (MAHMOUD et al., 2006; KRISHNAN; JEZ,
2018). Esta reducdo acarreta em implicacGes comercias para o farelo de soja, devido ao ndo
atendimento de exigéncias para mercado interno regulamentadas pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA - Portaria 795, e para exportacdes pela
Associacdo Nacional dos Exportadores de Cereais — ANEC.

O aumento da concentracdo de proteina nos gréos de soja demanda maior absorc¢do de
nitrogénio (N) pela cultura. Este N provém principalmente da fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN), que consiste na conversdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (N2) em amonia (NHz"),
processo realizado principalmente por bactérias diazotréficas do género Bradyrhizobium spp.
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2015; POOLE, RAMACHANDRAN, TERPOLILLI,
2018). Além destas, as bactérias Azospirillum brasilense sdo utilizadas na coinoculacdo das
sementes com Bradyrhizobium spp. (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). A.
brasilense pertencem a um grupo conhecido por bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP), pois beneficiam as plantas por diversos mecanismos, dentre eles, FBN
(ASHRAF; RASOOL; MIRZA, 2011), induc&o de resisténcia a doencas (WANG et al., 2009),
solubilizacdo de fosfatos (RODRIGUEZ et al.,, 2004), e producdo de fitormonios de
crescimento, principalmente auxinas (FUKAMI et al., 2018) e giberelinas (CASSAN et al.,
2009). Os fitormonios provocam alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas nos tecidos dos

vegetais, promovendo maior desenvolvimento inicial (CASSAN et al., 2009), aumentando o
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sistema radicular (DEAK et al., 2019), permitindo maior disponibilidade hidrica (COHEN et
al. 2015), maior nodulacdo inicial e produtividade de graos (FIPKE et al., 2016).

Além do N, teores adequados de enxofre (S) sdo indispensaveis para a soja. Este
nutriente é constituinte dos aminoacidos essenciais cisteina e metionina (KRISHNAN; JEZ,
2018), que sao utilizados na formacéo e atividade da ferredoxina (SHERER et al., 2008), e do
complexo nitrogenase no nddulo que realiza a reducdo do N2 a NHs™ (SCHNEIDER et al.,
2019). Porém, tem-se observado que em torno de 50 % dos solos do Rio Grande do Sul (RS)
encontram-se com niveis de S abaixo do critico para o cultivo de soja (ALVAREZ, 2004) que
é de 10 mg de sulfato (SO42) por dm= de solo (CQFS, 2016). Nestes solos pode ocorrer
reducdo no potencial produtivo da cultura, bem como no teor de proteina nos grdos
(BECANA et al., 2018).

O S pode ser aplicado ao solo na forma de SO42, estando prontamente disponivel para
absorcdo pelas plantas, porém com elevada mobilidade no solo, ocasionando perdas por
lixiviagdo, principalmente em solos arenosos (JEMAL et al., 2010). Como alternativa, tem-se
o enxofre elementar (S-elementar), que para se tornar disponivel as plantas precisa ser
oxidado a SO42 (HOROWITZ; MEURER, 2007), processo realizado por microrganismos do
solo, assim a disponibilidade é lenta em relagio ao SO4, pois é dependente de condicdes de
solo favoraveis (LOPES et al., 2017).

Objetivou-se com esta pesquisa, avaliar a relacdo do S-elementar com a inoculacgéo e a

coinoculacdo sobre a nodulacéao, produtividade e qualidade de gréos de soja.

MATERIAL E METODOS

Descricao dos locais

Foram conduzidos quatro experimentos a campo, sendo dois na safra agricola
2017/2018 e dois na safra 2018/2019, em dois locais. Dois experimentos foram conduzidos no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), situado no

municipio de Santa Maria, RS, Brasil (29°71'S, 53°70'W, altitude de 116 metros). O solo é
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classificado como Argissolo Vermelho Distrofico arénico (EMBRAPA, 2018) [Ultisol (USDA,
2014)], com 59,9 % de areia, 27,4 % de silte e 12,6 % de argila. Os mesmos experimentos
foram coduzidos no Instituto Regional de Desenvolvimento Rural (IRDeR), vinculado ao
Departamento de Estudos Agrarios (DEAgQ), da Universidade Regional do Noroeste do Estado
do Rio Grande do Sul (UNIJUI), situado no municipio de Augusto Pestana (Augusto Pestana),
RS, Brasil (28°43'S, 54°00'W, altitude de 448 metros). O solo é classificado como Latossolo
Vermelho Distroférrico tipico (EMBRAPA, 2018) [Oxisol (USDA, 2014)], com 15,9 % de
areia, 27,5 % de silte e 56,6 % de argila. O clima € do tipo Cfa, subtropical umido com verdes
quentes e chuvas bem distribuidas, conforme a classificacdo de Koppen (ALVARES et al.,
2014).

Antes da aplicacdo dos tratamentos foi realizada amostragem do solo na camada de 0 a
10 cm e 10 a 20 cm de profundidade para determinacdo dos atributos quimicos (Tabela 1). A
precipitacdo pluvial e a temperatura média para o periodo de conducdo dos experimentos
estdo representados na Figura 1. Durante o periodo de condugdo dos experimentos houve um
acumulado de 526 mm de chuva para Santa Maria, e 660 mm para Augusto Pestana para a
safra 2017/2018. Na safra 2018/2019 a precipitacdo acumulada durante o ciclo de cultivo foi

de 811 mm para Santa Maria, e de 719 mm para Augusto Pestana.

Figura 1 — Precipitacdo pluvial e temperatura média do ar em Santa Maria e Augusto Pestana.
Safras 2017/2018 (A) e 2018/2019 (B).
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Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e Instituto Regional de Desenvolvimento Rural (IRDeR).
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Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do solo das &reas experimentais de Santa Maria e Augusto
Pestana antes da instalagéo dos experimentos. Safras 2017/2018 e 2018/2019.

Camadal ARG pHuo MO P K S Ca Mg Al CTCp7

Local
cm % 1 % —-mgdm3 - e cmol. dm3 -------

Santa Maria 0-10 18,0 47 20 372 1080 16,8 22 06 10 10,0
2017/2018 10-20 21,0 47 12 184 640 79 18 05 11 10,2

Augusto Pestana 0-10 56,0 51 29 493 2480 6,7 41 13 05 104
2017/2018 10-20 64,0 51 21 281 2240 98 36 12 05 9,7

Santa Maria 0-10 21,0 41 19 36,1 1040 40 11 05 22 263
2018/2019 10-20 26,0 47 17 282 840 47 10 04 22 289

Augusto Pestana 0-10 51,0 55 2,7 241 1120 29 6,7 2,7 00 159
2018/2019 10-20 54,0 57 21 113 720 67 65 26 00 14,2

1Camada — camada de solo coletada (cm); ARG — argila (%, m/v); pH H20— (&gua, 1:1); MO — matéria orgénica
(%, m/v); P — fosforo (P-Mehlich, mg dm™); K — potassio (mg dm), S — sulfato (mg dm®); Ca — célcio (cmol
dm); Mg — magnésio (cmol. dm3); Al — aluminio (cmol; dm3); CTC — capacidade de troca de cations (CTCpn 7,
cmolc dm®).

Manejo experimental

O trigo foi a cultura antecedente a instalacdo dos experimentos em ambos 0s locais
para 0 ano agricola de 2017/2018. No ano de 2018/2019 em Santa Maria a area permaneceu
em pousio durante a entresafra, e em Augusto Pestana a area foi cultivada com azevém
(Lolium multiflorum) utilizado para o pastejo de bovinos. Em todos os experimentos antes da
semeadura da soja foram realizadas aplicaces sequenciais de herbicidas afim de controlar
plantas daninhas, sendo a primeira aplicagdo com herbicidas a base de gliphosate [Roundup®,
1440 g de ingrediente ativo (i.a.) ha] + 2,4d (2,4-D Nortox®, 1209 g i.a. hal), e a segunda
aplicacdo 14 dias (+ 3 dias) apds, com herbicida a base de paraquat (Gramoxone®, 400 g i.a.
hat).

A cultivar utilizada foi a Nidera 5959 IPRO pertencente ao grupo de maturagdo
relativa 5.9, com tipo de crescimento indeterminado. O tratamento fitossanitario de sementes
(TS) foi realizado com produto comercial contendo fungicida e inseticida, formulado a base
de piraclostrobina, tiofanato metilico e fipronil (Standak Top®, 0,05 - 0,45 - 0,5 i.a. kg
sementes?). O TS foi realizado com o auxilio de sacos plasticos (volume de 10 L). Foram

tratados dois quilogramas (kg) de sementes, utilizando seis mL de calda por kg de sementes,
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agitando a embalagem manualmente até obter uniformidade do produto sobre as sementes. A
semeadura foi realizada nos dias 30/11/2017 e 01/12/2017 para Santa Maria e Augusto
Pestana respectivamente para a safra 2017/2018, e nos dias 01/11/2018 e 21/11/2018 para
Santa Maria e Augusto Pestana respectivamente na safra 2018/2019. A densidade de
semeadura foi ajustada para 340.000 sementes viaveis por hectare, conforme recomendacdes
da empresa obtentora da cultivar (Nidera Sementes).

A adubacdo foi realizada via sulco de semeadura, ajustada para expectativa de
produtividade de cinco toneladas por hectare para ambos experimentos (CQFS-RS/SC, 2016).
Afim de evitar a utilizagéo de S na semeadura, foi utilizada a mistura de superfosfato triplo
(46 %, P>0s) com cloreto de potassio (60 %, K>0), a homogeneizacdo foi realizada
manualmente na proporcdo 1:1, originando a formulacdo 00-23-30 (N-P20s-K20). Os demais
manejos fitossanitarios foram realizados conforme as indicacdes técnicas para a cultura da

soja no Rio Grande do Sul e Santa Catarina (REUNIAO... 2016).

Unidade experimental, delineamento e tratamentos

Em Santa Maria as unidades experimentais (UE) foram constituidas por cinco fileiras
de semeadura com espacamento de 0,45 m entre fileiras por 7,75 m de comprimento,
totalizando 17,43 m?, sendo colhidas as trés fileiras centrais por 5,00 m de comprimento,
totalizando 6,75 m? de area util de colheita. Em Augusto Pestana as UE foram formadas por
sete fileiras de semeadura com espacamento de 0,45 m entre fileiras por 5,00 m de
comprimento, totalizando 15,75 mz2, sendo colhidas as trés fileiras centrais de cada parcela por
4,50 m de comprimento, totalizando 6,07 m? de &rea util de colheita.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com quatro repetigdes.
Os tratamentos foram distribuidos em um fatorial (3 x 4), avaliando trés inoculacdes
[Testemunha (ndo inoculado), Inoculagdo (Bradyrhizobiumspp.) e coinoculagdo

(Bradyrhizobium spp. + A. brasilense)], e quatro doses de S (0, 20, 40 e 60 kg ha™).
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A inoculagdo com Bradyrhizobium foi realizada com produto comercial
(TotalNitromax®, Total Biotecnologia) de formulagéo liquida com garantias de 7 x 10° unidades
formadoras de colonia por mL (UFC mL™! de produto comercial) de Bradyrhizobium
japonicum estirpe CPAC 15 (SEMIA 5079) e Bradyrhizobium diazoefficiens estirpe CPAC 7
(SEMIA 5080), na dose de dois mL kg™ de sementes. Nos tratamentos com Azospirillum foi
utilizado produto comercial (AzoTotalmax®, Total Biotecnologia) com formulagdo liquida
contendo A. brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 com garantias de 2 x 108 UFC mL?, na dose
de dois mL kg de sementes. Foram inoculados dois kg de sementes com seis mL de calda
kg, com o mesmo procedimento adotado no TS. A inoculagéo foi realizada 24 horas apds o
TS, apds a inoculacdo as sementes foram deixadas secar a sombra por 30 minutos até a
semeadura.

Nos experimentos da safra 2017/2018 a aplicacdo dos tratamentos com S foi realizada
20 dias antes da semeadura, e nos experimentos da safra 2018/2019 os tratamentos com S
foram aplicados no dia da semeadura, em ambos experimentos foi realizada aplicagdo manual
a lanco de S sobre a UE, com produto formulado contendo 90 % de S-elementar pastilhado
com particulas medindo dois milimetros (mm) por quatro mm (Sulfurgran®). Durante o ciclo
da cultura foram realizadas amostragens do solo em trés momentos (pré-semeadura, floracédo
plena e pos colheita), afim de verificar a disponibilidade de SO42 durante o periodo de cultivo
e o efeito residual do S-elementar no solo na profundidade de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm.

Foi utilizado o extrator a base de fosfato de calcio Ca(H2PO4), contendo 500 mg L*
de P (CQFS-RS/SC, 2016). Em seguida é feita a digestdo do extrato com acido perclérico e a
determinacdo do teor de sulfato por turbidimetria com cloreto de bario, a quantificacdo é
realizada por espectrofotdmetro da turbidez formada pela precipitacdo do sulfato (FOX et al.,
1987). Os valores obtidos sdo expressos em mg de SO42 por dm3, e entdo interpretados de
acordo com a CQFS-RS/SC (2016), classificando o teor em baixo (< 2 mg dm™), médio (2,1 a
5,0 mg dm?®) e alto (> 5 mg dm®), estes valores servem de referéncia para a maioria das
culturas, exceto para leguminosas, brassicaceas e liliaceas, para estes grupos de culturas para

ser considerado como alto o teor de sulfato precisa estar acima de 10 mg dm3.
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Variaveis analisadas

No estadio fenoldgico R2 (florescimento pleno) (FEHR; CAVINESS, 1977) foram
coletadas quatro plantas por UE para contagem do numero de nodulos por planta (NN, n°
plantal). Posteriormente os ndodulos foram lavados e levados a estufa de circulagdo de ar
forgada a temperatura de 60 °C + 5 °C até atingir massa constante, entdo determinada a massa
seca de nodulos por planta (MSN, mg planta™) em balanca com precisdo de 0,001 g. A parte
aérea das plantas coletadas para a contagem de nodulos foi acondicionada em sacos de papel
kraft e colocada para secar em estufa de circulacdo de ar forcada a temperatura de 60 °C £
5°C até atingir massa constante para posterior pesagem e determinacdo da massa seca de
parte aérea (MSP, g planta®).

No estadio R8 foi realizada a amostragem de quatro plantas por parcela, e
contabilizado o nimero de vagens por planta (NV, n° planta®). Apds o estadio R8 foi
realizado o monitoramento da umidade na massa de gréos para realizar a colheita em torno de
13 %. A colheita foi realizada com o auxilio de uma motosegadeira, posteriormente as
amostras foram trilhadas, limpas e pesadas, aferindo o teor de umidade e corrigindo para 13 %
(base seca) para determinar a produtividade de gréos (PG, kg ha?). A partir da massa de graos
foram contabilizados e aferida a massa de 300 grdos por amostra para determinar a massa de
mil grdos (MMG, g 1000).

Apos a colheita, os graos das quatro repeticdes de cada tratamento foram agrupados e
homogeneizados, deste material foi retirada uma amostra de 0,5 kg, que foi analisada por
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) para determinar o teor de proteina bruta
(PB, %) e teor 6leo (OLEO, %) na massa de grdos. Os resultados das variaveis de qualidade
de gréos foram analisados como delineamento inteiramente casualizado (DIC), formando trés
repeticdes originadas da amostra de 0,5 kg.

Os resultados da produtividade de grdos para as doses de S foram utilizados para

determinar a eficiéncia agronémica (EA), que € um indicativo da produtividade de grdos por
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unidade de S aplicada. Foi utilizada a metodologia proposta por Fageria et al. (1998), em que:
EA = (PG com fertilizante — PG sem fertilizante) / (kg de nutriente aplicado). Baseando-se

nos dados de EA, foi realizada uma analise de viabilidade econémica (VE) da aplicacéo de S.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de F. Quando
significativos foi realizada analise de regressdo para as doses de S, e teste de comparagdo de
médias de Scott-Knott a 5 % de probabilidade para as inoculagdes, observando as interagoes.
As andlises foram realizadas com o auxilio do software estatistico Sisvar® (FERREIRA,

2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Teor de SO42 no solo

Na safra 2017/2018, antes da aplicacdo dos tratamentos o teor médio de SOs2 na
camada de 0 a 10 cm era de 16,8 e 6,7 mg dm™ para os experimentos de Santa Maria e
Augusto Pestana respectivamente (Tabela 2). Para a safra 2018/2019, em Santa Maria o teor
de SO42 estava em 4,0 mg dm=, e em Augusto Pestana em 2,9 mg dm= (Tabela 2). Com
excessdo da area de Santa Maria na safra 2017/2018, as demais areas estavam com niveis de

S04 abaixo do indicado para o cultivo de soja que é de 10 mg dm (CQFS-RS/SC (2016).
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Tabela 2 — Teor de sulfato no solo ao longo do ciclo de cultivo, para Santa Maria e Augusto
Pestana. Safras 2017/2018 e 2018/2019.

Local - safra Dose de enxofre (kg ha)

Camada (cm)

Momento de coleta 0 20 40 60
Santa Maria - 2017/2018 Teor de SO4% no solo (mg dm)
1 16,82 2 28,2 2
Semeadura (20 DAAS)! 18 ~ 28 ?S 1:? 1?1 5 43:’73
. 0-10 17,3 9,6 9,4 8,0
Florescimento (60 DAAS) 10 - 20 15,7 4.0 14 22
. 0-10 2,8 3,8 9,3 8,9
Colheita (150 DAAS) 1020 0.7 13 12 11
Augusto Pestana — 2017/2018
0-10 6,7 8,8 8,4 17,3
Semeadura (20 DAAS) 10 - 20 9.8 10,7 9.9 15,7
. -1 2, : 12,2 12,2
Florescimento (60 DAAS) 18 B 28 7’8 181’30 10,2 116
. 0-10 2,2 7,9 2,5 10,0
Colheita (150 DAAS) 10 - 20 15 11,0 88 121
Santa Maria — 2018/2019
-1 4 4 4 4
Semeadura (0 DAAS) 18 - 28 43 43 43 43
. 0-10 6,2 6,0 8,6 7,4
Florescimento (60 DAAS) 10 - 20 58 77 59 57
. 0-10 6,5 8,6 6,3 8,4
Colheita (130 DAAS) 10 - 20 45 6.6 45 5.2
Augusto Pestana — 2018/2019
0-10 2,9 2,9 2,9 2,9
Semeadura (0 DAAS) 10 - 20 6.7 6.7 6.7 6.7
] -1 , 4 : 7,
Florescimento (60 DAAS) 18 B 28 3613 3’7 23 5,?
. 0-10 9,5 7,0 57 91
Colheita (130 DAAS) 10 - 20 56 43 6.3 74

Dias ap6s a aplicacdo de enxofre elementar (DAAS), 2extrator fosfato de célcio Ca(H.P0O4), (CQFS-RS/SC,
2016).

Para a safra 2017/2018, no experimento de Santa Maria na semeadura [20 dias apds a
aplicacdo de S (DAAS)] observa-se que o teor de SO4 no solo na profundidade de 0 a 10 cm
estava acima do nivel de suficiéncia para a cultura da soja em todas as doses de S aplicadas

(Tabela 2). Neste experimento a aplicacdo de 20 kg ha* de S foi suficiente para elevar o teor
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de SO42 acima de 20 mg dm™ (CQFS-RS/SC, 2016). Logo, nas avaliagGes posteriores, no
florescimento pleno (60 DAAS) e na colheita (150 DAAS) o nivel de suficiéncia ndo foi
mantido, permanecendo apenas proximo a este nas doses 40 e 60 kg de S hal, que
apresentaram 9,3 e 8,9 mg de SO42 dm™ na camada de 0 a 10 cm de profundidade aos 150
DAAS. Para 0 experimento de Augusto Pestana aos 20 DAAS apenas na dose de 60 kg ha™* de
S foi possivel atingir o nivel de suficiéncia para a cultura, chegando a 17,3 mg de SOs2dm?
(Tabela 2). Na avaliacdo realizada aos 60 DAAS, o nivel de suficiéncia foi alcangado na dose
40 e 60 kg ha! de S, e aos 150 DAAS apenas a dose 60 kg ha de S manteve-se acima do
nivel critico para a cultura da soja.

Na safra 2018/2019 como a aplicacdo de S foi realizada no momento da semeadura, 0s
efeitos no teor de SO42 devem ser observados apenas na avaliagio realizada no florescimento
da cultura (60 DAAS). Nesta safra, nos dois experimentos nao foi possivel alcancar o nivel
critico de SO42 para a cultura da soja (Tabela 2). Possivelmente, a precipitagdo pluvial
acumulada ap6s a aplicacdo do S-elementar proporcionou condi¢des favoraveis para a total
oxidacdo do mesmo a SO42 (Figura 1B). Porém, pode ter favorecido a lixiviagio de SO4?

para camadas abaixo dos 20 cm de profundidade, fora do alcance do sistema radicular.

Andlise de variancia

Os resultados da ANOVA para a safra 2017/2018 demonstram que no experimento de
Santa Maria houve interacdo entre inoculacfes e doses de S para as variaveis MSN, MSP,
OLEO e PB, enquanto para a variavel NN houve efeito principal das inoculacdes e doses, e
para as variaveis NV e PG houve efeito do fator doses (Tabela 3). Para 0 experimento de
Augusto Pestana houve interacdo entre inoculagdes e doses para as variaveis OLEO e PB, e

para as variaveis NN, MSN, NV e PG houve efeito significativo para as doses.
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Tabela 3 — Resumo da andlise de variancia representado pelos quadrados médios para 0s

experimentos de Santa Maria e Augusto Pestana. Safras 2017/2018 e 2018/2019.

Santa Maria — 2017/2018

Fv? GL? NN* MSN MSP NV MMG PG PB  OLEO
Bloco 3 17,39  478,72™ 122"  2,77™ 249,04 198432,37" - -
Inoculagdo (INO) 6 523,74" 5912,03" 3,78" 2,31  79,97™ 143248,92" 2,04 0,60"
Enxofre (S) 3 196859" 680554° 249" 6391 42,71 32679508 1,18 0,10™
INOXS 6  268,98™ 2007,33" 4,28" 29,00 58,68™  73161,66™ 242" 0,38"
Erro 33/24 150,05 464,98 0,65 16,91 54,04 112756,76 0,05 0,05
Média - 86,02 246,15 7,99 41,89 191,77 4645,19 33,10 19,80
CV (%)? - 14,24 8,76 10,12 9,81 3,83 7,23 0,68 1,23
Augusto Pestana - 2017/2018
Bloco 3 112,04™ 458,61 0,26 56,87™ 68,86 689529,63 - -
Inoculagdo (INO) 6 37,63 8497,25" 0,33  44,57™ 22,69™  69443,60° 1,54 0,15
Enxofre (S) 3 866,93" 72,75 0,73 166,07" 31,23™  355640,54" 1,14° 041"
INO XS 6 9,89m 553,54 052" 37,66™ 13,27  80441,33™ 0,66 0,36
Erro 33/24 78,41 444,09 0,59 31,85 15,82 65629,94 0,00 0,06
Média - 60,86 153,95 5,13 41,30 151,69 3982,33 32,79 19,64
CV (%)? - 14,56 13,69 14,97 13,66 2,62 6,43 0,17 1,27
Santa Maria - 2018/2019
Bloco 3 96,33 20513,91" 28,55" 438,76" 46,70  252199,87" - -
Inoculagdo (INO) 6 447.86°  972,24" 952" 270,05 47,13  34366,81" 0,85° 0,15™
Enxofre (S) 3 447 47" 1991,27™ 1221" 14,01™ 23,33  10199,91"  0,24" 0,05™
INO xS 6 234,32 11967,18™ 6,52 80,18™ 3,85  67866,62" 0,02 0,28"
Erro 33/24 102,28 5987,56 5,32 47,60 17,01 49496,62 0,06 0,05
Média - 62,94 317,65 20,25 59,79 172,85 4480,34 33,37 20,61
CV (%)? - 16,07 24,36 11,39 11,54 2,39 4,97 0,78 1,10
Augusto Pestana - 2018/2019
Bloco 3 59,45"  320,81™  5,85™ 6,38  21,16™  20889,74" - -
Inoculagdo (INO) 6  10559™  284,59™  534™ 862" 67,88™ 113944,68™ 0,78 0,32"
Enxofre (S) 3 194829 2855,28" 21,83" 21,36™ 64,72 51937,30" 1,19° 1,37"
INOXS 6 473,49 1263,41™ 6,21 39,89 18,23  6855,28™  0,36" 0,06™
Erro 33/24 204,50 919,00 3,03 27,03 24,95 71329,87 0,09 0,07
Média - 72,11 152,90 13,00 40,39 159,53 3799,84 32,79 20,16
CV (%)? - 19,83 19,83 1339 12,87 3,13 7,03 092 1,35

Fonte de variagdo (FV), 2coeficiente de variacdo (CV%), 3graus de liberdade do erro (GL) [GL para variaveis de

nodulacdo e produtividade (33) e varidveis de qualidade de grdos (24)], “Variaveis explicativas: nimero de

nddulos por planta (NN, n° planta), massa seca de nddulos por planta (MSN, mg planta), massa seca de parte

aérea (MSP, g planta), nimero de vagens por planta (NV, n° planta?), massa de mil grdos (MMG, g 1000),

produtividade de grdos (PG, kg ha?), teor de proteina bruta (PB, %), e teor de 6leo (OLEO, %). “significativo e

"nao significativo pelo teste de F (0¢<0,05).
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Para a safra 2018/2019 no experimento de Santa Maria houve interagdo entre
inoculacBes e doses de S para a variavel OLEO, e para as variaveis NN e PB houve efeito
significativo para os fatores principais, e para NV as inoculacdes apresentaram efeito
significativo (Tabela 3). No experimento de Augusto Pestana observou-se efeito significativo
apenas para os fatores principais, sendo que as variaveis NN, MSN, MSP e OLEO foram
significativas para doses de S, e para as inoculagdes apenas a variavel OLEO foi significativa,

ainda observou-se interagéo entre os fatores para a variavel PB.

Nodulacéo de plantas

Em Santa Maria o NN foi influenciado pelas doses de S e pelas inocula¢des nos dois
anos de conducao dos experimentos. A inoculacdo com Bradyrhizobium spp. ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao tratamento testemunha em ambos experimentos de Santa
Maria, e a coinoculagdo com média de 92,11 nédulos por planta foi 14 % e 8 % superior a
testemunha e a inoculacdo, que apresentaram 80,76 e 85,19 nddulos por planta
respectivamente (Figura 2A). Para a safra 2018/2019 a coinoculagdo com 69,04 nédulos por
planta foi em média 15 % superior a inoculagcdo com 59,67 nodulos e a testemunha com 60,10
nodulos (Figura 4A). A maior nodulagcdo no tratamento coinoculado estd associada ao modo
de acdo do A. brasilense, que atua produzindo fitorménios de crescimento (CASSAN et al.,
2009), promovendo aumento no sistema radicular (DEAK et al., 2019), consequentemente
aumentando a nodulacdo, bem como a produtividade de grdos (CEREZINI et al., 2016;
HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013).

A utilizagdo de S promoveu incremento no NN em todos os experimentos. Na safra
2017/2018 no experimento de Santa Maria a maxima eficiéncia técnica (MET) foi alcancada
com a aplicacido de 31 kg ha? de S, com média de 99,63 nddulos por planta, em relacdo a
73,22 nodulos por planta na dose zero, indicando incremento de 36 % (Figura 2B). Porém
observa-se declinio na formagdo de ndédulos em doses superiores aos 40 kg hal de S,

decrescendo para 77,14 nodulos por planta na dose de 60 kg ha de S, valor semelhante ao
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observado na dose zero. Este decrécimo possivelmente deve-se a menor disponibilidade de
SO42. A oxidagdo do S-elementar gera elementos acidos que podem se tornar toxicos aos
microrganismos responsaveis pela sua oxidacdo, podendo resultar na inibicdo da converséo de
S-elementar em SO42 (HOROWITZ; MEURER, 2006). Além disso, a liberagdo de écidos
durante o processo de oxidacdo causa reducao no pH do solo (KARIMIZARCHI et al., 2014),
prejudicando a formacdo de nddulos (STECCA et al., 2019), além de limitar a produtividade
de grdos quando em valores abaixo de 5,5 (CQFS, 2016). Como pode se observar, o teor de
SO42 observado com a aplicacdo de 60 kg ha de S, foi inferior a dose de 20 e 40 kg ha de S
no periodo entre semeadura e florescimento da cultura (Tabela 2).

Para os demais experimentos houve ajuste linear crescente para o NN, obtendo-se a
MET com a utilizagdo da dose de 60 kg ha. Para o experimento realizado em Augusto
Pestana na safra 2017/2018 o NN variou de 51,09 nddulos na dose zero, para 70,58 nddulos
por planta na dose 60 kg ha, representando um incremento de 37 % (Figura 3A). Para os
experimentos conduzidos na safra 2018/2019, em Santa Maria houve um aumento de 27 % no
NN, passando de 53,97 na dose zero para 68,71 nddulos na dose de 60 kg ha* (Figura 4B).
Em Augusto Pestana na mesma safra o incremento foi de 46 %, variando entre 57,98 nddulos
na dose zero e 85,04 na dose de 60 kg ha (Figura 5A).

Ao avaliar a taxa de oxidacdo de S-elementar, Horowitz e Meurer (2006) observaram
gue em um Argissolo com 10 % de argila a taxa de oxidacdo foi linear até os 70 dias ap0ds a
incubac&o, chegando a 563 mg de SO42dm, sendo 2,7 vezes superior a taxa de oxidagdo no
Latossolo com 47 % de argila que atingiu 0 maximo de 207 mg de SO42 dm™ no mesmo
periodo de incubacdo. Deste modo, verifica-se que o teor de argila no solo influencia na taxa
de oxidacdo de S-elementar, como pode ser observado pela disponibilidade de SO4 no solo
para o primeiro ano de experimentos (Tabela 2).

Quanto a MSN na safra 2017/2018 no experimento de Santa Maria houve interagao
entre inoculagdes e doses de S, com destaque para a coinoculagdo que teve 290 mg de nodulos
secos por planta na MET com a aplicacdo de 29 kg S ha, contra apenas 252 mg por planta da

testemunha que necessitou da aplicacio de 51 kg ha* de S para atingir a MET, ainda assim foi
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inferior & coinoculacdo (Figura 2C). A inoculacdo foi o tratamento com resultado
intermediario entre a testemunha e a coinoculacdo, com media de 270 mg de ndédulos secos,
com MET na dose de 37 kg ha® de S. Observa-se que as plantas coinoculadas além de
produzir a maior MSN, necessitaram de menores doses de S para se igualar aos demais
tratamentos. A producdo de fitormdnios de crescimento (CASSAN et al., 2009) com a
aplicacdo de A. brasilense estimula a producdo de pélos radiculares e o crescimento do
sistema radicular (DEAK et al., 2019), explorando maior volume de solo e possibilitando
maior absor¢do de &gua e nutrientes (ARDAKANI; MAZAHERI, 2011), favorecendo a
nodulagdo e o0 acimulo de N na parte aérea (BENINTENDE et al., 2010).

Para os experimentos de Augusto Pestana, em ambos 0s anos apenas o fator principal
doses de S foi significativo para a MSN. Na safra 2017/2018 os valores variaram de 129 mg
planta? na dose zero para 179 mg planta® na dose de 60 kg ha? (Figura 3B). Do mesmo
modo que para NN esta varidvel teve a MET na maior dose avaliada, sendo obtido um
incremento de 38 % na MSN. Para a safra 2018/2019 na dose zero observou-se nodulacdo de
130 mg planta?, elevando-se para 164 mg planta® na dose de 60 kg ha, representando um
incremento de 25 % na MSN (Figura 5B).

O S atua como constituinte de metabdlitos secundarios envolvidos na producgdo de
fatores de nodulacdo na planta. Assim, a deficiéncia de S causa atraso e reducdo na nodulagédo
de leguminosas (VARIN et al., 2010). Além de reduzir a atividade da nitrogenase devido a
menor producdo dos aminoacidos cisteina e metionina (SCHNEIDER et al., 2019). N6dulos
com deficiéncia de S possuem menos leghemoglobina, glicose, ATP e ferredoxina, limitando a
disponibilidade de oxigénio e energia para a FBN (BECANA; WIENKOOP; MATAMOROS,
2018; SCHERER, 2008; VARIN et al., 2010).
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Figura 2 — NUmero de nddulos (A e B), massa seca de nddulos (C), massa seca de planta (D),
namero de vagens por planta (E), produtividade de gréos (F), teor de proteina bruta (G), e teor
de o6leo (H), em funcdo dos tipos de inoculacdo [Testemunha (NI), Inoculacdo (INO),
Coinoculagéo (CO-INO)] e doses de enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha*). Santa Maria (2017/2018).
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Figura 3 — NUmero de nddulos (A), massa seca de nddulos (B), niUmero de vagens por planta
(C), produtividade de gréos (D), teor de proteina bruta (E), e teor de 6leo (F) em fungéo dos
tipos de inoculagéo [Testemunha (NI), Inoculacdo (INO), Coinoculagdo (CO-INO)] e doses de
enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha). Augusto Pestana (2017/2018).
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Figura 4 — Numero de nédulos (A e B), nimero de vagens por planta (C), teor de dleo (D), e
proteina bruta (E e F), em funcédo dos tipos de inoculagédo [Testemunha (NI), Inoculacéo (INO),
Coinoculagéo (CO-INO)] e doses de enxofre (0, 20, 40 e 60 kg hal). Santa Maria (2018/2019).
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Figura 5 — Numero de nédulos (A), massa seca de nddulos (B), massa seca de planta (C), teor de
proteina bruta (D), e teor de 6leo (E), em funcdo dos tipos de inoculagdo [Testemunha (NI),
Inoculagdo (INO), Coinoculagio (CO-INO)] e doses de enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha™).
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Massa seca de plantas

Para a safra 2017/2018 no experimento de Santa Maria, mesmo com nivel de SO4?
acima de 10 mg dm houve incremento no acimulo de MSP para o tratamento coinoculado
(Figura 2D). A coinoculagdo obteve média de 9,86 g planta™ com a aplicacdo de 35 kg de S
ha!, sendo 30 % superior aos demais tratamentos que ndo apresentaram diferenca quanto a
dose, com média de 7,72 g planta® para a testemunha e 7,69 g planta’ para a inoculagéo
(Figura 2D). Para a safra 2018/2019 houve efeito para as doses de S no experimento de
Augusto Pestana com a MET obtida na dose de 37 kg de S ha atingindo 14,15 g planta™
(Figura 5C).

Hungria, Nogueira e Araujo (2013) também observaram aumento significativo no
acumulo de MSP de soja coinoculada com Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense. O
aumento na MSP para o tratamento coinoculado esta relacionado a maior nodulacdo das
plantas (Figura 2A e C), permitindo maior FBN, e consequentemente maior acimulo de
fotoassimilados na parte aérea (BENINTENDE et al., 2010; GETACHEW et al., 2017). Além
disso, a aplicacdo de S favorece a FBN e consequentemente o acimulo de MSP, por ser
constituinte dos grupos ferro-S da nitrogenase, este nutriente é indispensavel para a formacao

e atividade dos nédulos (UDVARDI et al., 2013).

Componentes da produtividade

Na safra 2017/2018 houve efeito das doses de S no NV, com ajuste quadratico para
ambos experimentos, com 43,93 vagens por planta com a aplicacio de 38 kg de S ha™ no
experimento de Santa Maria, e 44,18 vagens por planta com a aplicacio de 40 kg de S ha™ no
experimento de Augusto Pestana. Para safra 2018/2019 houve efeito significativo para 0s
tipos de inoculagdes, onde a coinoculagdo com 64,12 vagens por planta foi superior a

testemunha e a inoculagdo com 55,95 e 59,29 vagens por planta respectivamente (Figura 4C).
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Estes resultados ndo corroboram com os obtidos por Lopes et al. (2017) que ndo observaram
efeito da aplicacdo de até 100 kg de S ha para estas variaveis. O NV e a MMG séo 0s
componentes da produtividade que apresentam maior correlagdo com a produtividade de
grdos (PERINI et al.,, 2012). Nos experimentos de Augusto Pestana estas variaveis
apresentaram correlacdo positiva com a PG, sendo observado um coeficiente de correlacéo de

0,39 para 0 NV na safra 2017/2018, e de 0,41 para a MMG na safra 2018/2019 (Tabela 4).

Tabela 4 — Matriz da correlacéo de Pearson para variaveis mensuradas apos a aplicacdo de tipos
de inoculagcdo [Testemunha (NI), Inoculagdo (INO), Coinoculagdo (CO-INO)] e doses de
enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha). Santa Maria (valores acima da diagonal principal) e Augusto
Pestana (valores abaixo da diagonal principal). Safras 2017/2018 e 2018/2019.

2017/2018
NN? MSN MSP NV MMG PG PB OLEO
NN - 0,60 0,27 0,24 -0,07™ 0,06™ 0,43 -0,18™
MSN 0,49 - 0,34 0,14 0,21™ 0,18™ 0,46 -0,11™
MSP 0,31" 0,05™ - 0,14 0,03"™ -0,21"™ 0,49 0,08"™
NV 0,26 0,52 -0,34" - 0,05™ 0,05™ 0,33 -0,28"
MMG 0,11 0,12 0,02 0,07 - 0,20™ -0,00™ -0,03™
PG 0,42 0,41 0,01™ 0,39 0,14 - -0,14™ 0,03"™
PB -0,30" 0,12™ -0,19™ 0,10™ 0,14™ -0,16™ - -0,39"
OLEO 0,28" 0,22™ 0,15™ 0,15™ -0,11™ 0,31" -0,48" -
2018/2019
NN MSN MSP NV MMG PG PB OLEO
NN - -0,00™ 0,24"™ 0,14 0,29 -0,03™ 0,51" -0,08™
MSN 0,31" - -0,05™ -0,09™ 0,10™ 0,10™ 0,09™ -0,24"
MSP 0,34 0,26™ - 0,40 -0,05™ 0,15™ 0,15™ -0,00™
NV -0,06™ -0,08™ 0,00™ - -0,07™ 0,12 0,13™ -0,03™
MMG -0,01™ 0,08™ 0,17 -0,08™ - 0,24"™ 0,29 -0,15™
PG 0,05™ 0,16™ 0,04 -0,12" 0,41 - -0,02™ -0,12™
PB -0,43" -0,10™ -0,16"™ -0,16™ -0,10™ 0,19™ - 0,34

OLEO 0,47 0,25™ 0,28™ -0,10™ 0,02 -0,19™ -0,66" -

INN — nmero de nédulos por planta; MSN — massa seca de nédulos por planta; MSP — massa seca de parte
aérea; NV — nimero de vagens por planta; MMG — massa de mil grdos; PG — produtividade de grdos; PB — teor
de proteina bruta; OLEO - teor de 6leo. “Correlagdo significativa e ™ndo significativa a 5 % de probabilidade de

erro.

Para a variavel PG houve efeito significativo para as doses de S nos experimentos

conduzidos na safra 2017/2018 (Tabela 3). Houve ajuste linear crescente em ambos
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experimentos, indicando que a dose de 60 kg ha™* de S resultou na maior PG (Figura 2F e 3D).
Houve um incremento de 355 kg ha™ para o experimento de Santa Maria (4467 — 4822 kg ha™)
e de 364 kg ha! para o experimento de Augusto Pestana (3800 — 4164 kg ha™), representando
7,9 % e 9,5 % a mais na PG respectivamente. O incremento na PG foi de 5,91 e 6,06 kg de
grdos para cada kg de S aplicado para os experimentos de Santa Maria e Augusto Pestana
respectivamente. Conforme observado na analise de correlacdo, para o experimento de
Augusto Pestana na safra 2017/2018 houve correlacdo positiva de 0,41 da MSN com a PG
(Tabela 4). Com isso, pode-se dizer que o aumento no NN (Figura 3A) que teve correlacdo
positiva com a MSN esta associado ao aumento da PG.

Ja para os experimentos conduzidos na safra 2018/2019 ndo houve efeito dos fatores
avaliados sobre a PG, a média de produtividade para Santa Maria e Augusto Pestana foi de
4480 kg ha! e 3799 kg ha respectivamente (Tabela 3). Conforme analises de solo, para a
safra 2018/2019 em nenhum dos tratamentos com S o teor de SO4 esteve acima do limite
critico para a cultura da soja (Tabela 2). Possivelmente o excesso de chuvas (Figura 1B) ap6s
a aplicacdo de S-elementar acarretou na lixiviagio de SO42 para camadas de solo abaixo da
zona abrangéncia do sistema radicular, isso ocorre devido a fraca energia de ligacdo deste
anion aos minerais do solo. Este processo € agravado em solos com baixo teor de argila, bem
como pela aplicacdo de calcario e de fertilizantes fosfatados na camada superficial
(CRUSCIOL et al., 2012). Isso ocorre devido a maior energia de ligacdo entre fosfatos e
minerais, e com a aplicacdo de calcario ocorre precipitacdo de 0xidos de ferro e aluminio, e 0
OH- ocupa os sitios de adsor¢do do sulfato. Assim, o acumulo de sulfato em camadas mais
profundas ocorre parcialmente devido a reducdo do pH do solo em profundidade (BISSANI,
2008).

Os resultados corroboram com os encontrados por Lopes et al. (2017), ao avaliar
fontes e doses de S verificaram que houve incremento na produtividade de gréos de soja, com
a MET variando entre 66,2 kg ha, 91,0 kg ha™ e 31,6 kg ha'* de S para superfosfato simples,
gesso agricola e S-elementar respectivamente. Do mesmo modo, Getachew et al. (2017)

obtiveram aumento de até 28,8 % na produtividade de grdos com a aplicacdo de 30 kg de S
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hal. Porém, os resultados com a utilizacio de S-elementar na cultura da soja nem sempre sio
positivos, Broch et al. (2011) avaliando fontes de S observaram que quando o S foi fornecido
na forma de S-elementar na dose de 40 kg ha'* a produtividade de gréos de soja foi inferior ao
fornecimento de S na forma de SO472 via superfosfato simples e gesso agricola. O beneficio da
utilizacdo de S depende da fonte utilizada e das condicdes ambientais, pois para ser
aproveitado pelas plantas o S-elementar precisa passar por oxidagOes até SO42, para entdo
tornar-se disponivel as plantas (HOROWITZ; MEURER, 2006).

Apesar de haver incremento na nodulacdo com a utilizacdo da coinoculagdo no
experimento de Santa Maria, isso ndo influenciou na PG. Possivelmente o NN e a MSN foram
suficientes para produzir e suprir adequadamente a demanda de N pelas plantas, visto que em
ambos os experimentos 0 NN e a MSN atingiram valores considerados adequados para

manutencdo da produtividade da soja (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

Qualidade de graos

Na safra 2017/2018 no experimento de Santa Maria o teor de PB na massa de gréos
teve ajuste quadratico para a testemunha e para a coinoculacdo, com a MET sendo obtida com
a aplicagdo de 27 kg de S ha para a coinoculagdo chegando a 34,3 % de PB, enquanto a
testemunha teve sua MET aos 33 kg de S ha! com 33,3 % de proteina nos grdos (Figura 2G).
Ainoculacdo teve ajuste linear crescente com 33,3 % de proteina com a aplicacéo de 60 kg de
S hal. Observou-se o incremento de um ponto percentual na PB com a utilizagdo da
coinoculacdo. Além disso, em relagdo a testemunha este tratamento necessitou de 6 kg de S
ha! a menos para atingir maior percentual de proteina. No experimento de Augusto Pestana
houve interacdo, onde a inoculacdo com Bradyrhizobium foi superior a testemunha e a
coinoculagio na faixa entre 8 e 42 kg de S ha, com reducéo em doses superiores (Figura 3E).
A reducdo no teor de proteina nas doses mais elevadas pode estar relacionada a maior PG
nestas doses, visto que existe uma correlacdo negativa entre produtividade e teor de proteina

na massa de gréos (KRISHNAN; JEZ, 2018).
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O maior acumulo de PB nos grdos para a coinoculagdo na dose referida pode estar
associado a maior MSN neste tratamento, visto que houve correlacao positiva de 0,46 entre as
variaveis MSN e PB (Tabela 4). Além disso, a disponibilidade adequada de SO4 possibilita
maior atividade da enzima nitrogenase, devido a maior producdo de leghemoglobina e de
ferredoxina, beneficiando a FBN (VARIN et al., 2010). Getachew et al., (2017) verificaram
variacdo significativa de 31,3 % para 33,5 % no teor de proteina nos grdos quando utilizaram
S na dose de 40 kg ha, indicando aumento de 7 %. Além disso, ao avaliar estirpes de
Rhizobium também foram obtidas diferencas significativas para o teor de proteina. Cazzato et
al., (2012) também obtiveram aumento no teor de proteina nos grdos de tremogo (Lupinus
albus L.) passando de 30,6 % para 32,4 % com a aplicagdo de 30 kg S ha™.

Para a safra 2018/2019 no experimento de Santa Maria a coinoculacdo com 33,68 %
de PB foi superior a inoculacdo com 33,25 % e a testemunha com 33,19 % de PB (Figura 4E).
Em relacdo a aplicacdo de S, neste experimento o melhor resultado foi obtido com a aplicacédo
de 60 kg ha, obtendo-se 33,44 % de PB contra 33,16 % do tratamendo na dose zero (Figura
4F). No experimento de Augusto Pestana houve interagdo entre os tratamentos, a
coinoculacdo foi o tratamento que ndo apresentou ajuste de nenhuma equacdo, e foi o
tratamento com a menor média, com 32,56 % de PB (Figura 5D). A testemunha ndo diferiu da
inoculagio, e foi superior a coinoculacgdo até a dose de 25 kg S ha™.

Com excessdo do experimento de Augusto Pestana na safra 2018/2019, observa-se que
os tratamentos que receberam a coinoculacdo e a aplicacdo de S proporcionaram maior
nodulacdo das plantas, e possivelmente maior atividade dos nodulos, resultando assim em
maior FBN e acumulo de N que proporcionou incremento na PB dos grdos, resultando em
maior qualidade dos mesmos.

Para o teor de 0leo houve interacdo entre os tratamentos para ambos experimentos na
safra 2017/2018, porém com pouca variagdo entre 0s mesmos. No experimento de Santa
Maria o tratamento que produziu maior teor de 6leo foi a inoculagcdo com 20,3 % de 6leo,
seguido de valores ligeiramente inferiores da coinoculagéo e da testemunha com 19,7 % e

19,6 % de Oleo respectivamente (Figura 2H). Para o experimento de Augusto Pestana apenas a
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testemunha e a coinoculagdo foram significativos, apresentando em seu ponto de MET 20 %
de 6leo para ambos os tratamentos, porém para a testemunha este valor foi aos 46 kg S ha e
para a coinoculacdo apenas na maior dose avaliada (Figura 3F).

Na safra 2018/2019 observou-se interacdo no experimento de Santa Maria, com 0s
melhores resultados observados para o tratamento testemunha, que foi superior a inoculacao e
coinoculagdo (Figura 4D). Estes resultados reforcam a relagdo inversa entre teor de 6leo e
proteina bruta, evidenciado pela correlacdo negativa entre as varidveis PB e OLEO de todos
0s experimentos conduzidos (Tabela 4). Nesta mesma safra para o experimento de Augusto
Pestana houve ajuste linear crescente, obtendo-se o maior teor de 6leo na dose de 60 kg de S
hal (Figura 5E). Para os tipos de inoculacdo observou-se resultados superiores para a
inoculacdo e coinoculacdo que foram superiores a testemunha (Figura 5F).

De acordo com Pipolo, Sinclair e Camara (2004), o melhoramento de plantas prioriza
a obtencdo de cultivares mais produtivas, associadas a resisténcia a doencas, isso acarreta em
reducdo no teor de proteina nos grdos, devido a correlacdo negativa entre produtividade e
concentracdo de proteina nos grdos. Além disso, ndo existe incentivo econdmico para a
utilizacdo de cultivares com maior teor proteico, visto que produtores séo remunerados apenas
pela quantidade de grdos produzidos. Porém, a qualidade é influenciada também pelo manejo
da cultura, sendo possivel aumentar o teor de proteina pela maximizagdo da assimilacdo de N,

principalmente pela FBN.

Produtividade relativa, eficiencia agrondémica e viabilidade econémica

As andlises de produtividade relativa (PR), eficiéncia agrondmica (EA), e viabilidade
econémica (VE) foram estimadas com base na produtividade media dos tratamentos na dose
zero de cada experimento. As produtividades que serviram como referéncia para estas analises
foram de 4408 kg ha' e 3752 kg ha! (Santa Maria e Augusto Pestana, safra 2017/2018), e
4502 kg ha! e 3838 kg ha® (Santa Maria e Augusto Pestana, safra 2018/2019). Os valores da

VE (Figura 6C) sdo referentes a comercializacdo dos grdos de soja (R$ 70,00 por saca de
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60 kg de grdos) juntamente com os custos para a aplicacdo das doses de S (R$ 2,22 por kg de

nutriente + custo de aplicacao).

Figura 6 — Produtividade relativa (A), eficiéncia agrondmica (B), e viabilidade econémica (C)
da comercializacdo de grdos de soja, em funcdo da aplicacdo de doses de enxofre (20, 40 e
60 kg ha), tendo como referéncia a dose zero. Santa Maria e Augusto Pestana, safras
2017/2018 e 2018/2019.
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APR (Figura 6A) representa o ganho obtido com a aplicacdo das doses de S, conforme
verificado para a PG houve incremento na PG apenas na safra 2017/2018 nos experimentos de
Santa Maria e Augusto Pestana. Com base na PR avaliou-se a EA (Figura 6B), que representa
0 volume de gréos de soja produzidos com a aplicacdo de uma unidade de nutriente. A EA foi
positiva para a safra 2017/2018, indicando maior EA para a dose de 20 kg ha, obtendo-se em
média 13 kg de grdos para cada kg de S aplicado, contra apenas 6 kg de grdos para cada kg de
S aplicado nas doses 40 e 60 kg. A maior EA resultou em VE da aplicagéo de S apenas para a

safra 2017/2018, obtendo-se o maior retorno na dose de 60 kg ha (Figura 6C).
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Para a safra 2018/2019 a VE foi negativa (Figura 6C), isso deve-se a falta de
incremento produtivo pela aplicacdo do S, além de apresentar reducdo ndo significativa na
produtividade em algumas doses aplicadas (Figura 6A). Os resultados indicam que a
aplicacdo de S acarretou em prejuizo ao produtor, pode-se atribuir isso a elevada precipitacdo
pluvial observada no inicio do ciclo de cultivo (Figura 1B), resultando em rapida converséo e
lixiviagdo do SO42 no solo, conforme verificado pela avaliagdo do teor de SO42no solo ao

longo do ciclo de cultivo (Tabela 2).

CONCLUSOES

A aplicacio de enxofre elementar em doses entre 20 e 40 kg ha* promove a nodulagio,
0 acumulo de massa seca de plantas, a produtividade e a qualidade de grdos de soja, além de
beneficiar a nodulacdo quando combinado com a coinoculacdo de Bradyrhizobium ssp. e

Azospirillum brasilense.
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4 ARTIGO 2

Inoculacdo e coinoculacdo associadas ao uso de enxofre aumentam a qualidade

fisioldgica de sementes e reduzem o estresse oxidativo em plantulas de soja

Resumo

A utilizacdo de sementes com qualidade fisiologica é essencial para o estabelecimento da
cultura da soja, e pode ser influenciada pelo estado nutricional das plantas genitoras.
Objetivou-se com esta pesquisa avaliar a qualidade fisioldgica de sementes de soja oriundas
de plantas genitoras submetidas a inoculacdo e a coinoculacdo, associadas a doses de enxofre
(S). Foram conduzidos dois experimentos durante a safra agricola 2017/2018 nos municipios
de Santa Maria e Augusto Pestana, Rio Grande do Sul (RS), Brasil. Utilizou-se a cultivar
Nidera 5959 IPRO em ambos experimentos. A campo 0s tratamentos foram organizados em
um fatorial 3 x 4, combinando trés tipos de inoculagdes [Testemunha (ndo inoculado),
Inoculagdo com Bradyrhizobium spp., e Coinoculagdo com Bradyrhizobium spp. +
Azospirillum brasilense] com quatro doses de S (0, 20, 40 e 60 kg S ha*). Apds a colheita as
sementes foram armazenadas por seis meses e entdo avaliadas quanto a qualidade fisioldgica
pelos testes de germinacdo e vigor. As sementes do experimento de Santa Maria foram
submetidas ao teste padrdo de germinacdo, e posteriormente as plantulas foram seccionadas
em raiz e parte aérea, e avaliadas quanto ao conteudo de peréxido de hidrogénio, enzimas
antioxidantes, e pigmentos fotossintéticos. A adubacdo com S combinada com a coinoculacao
de plantas genitoras possibilita a expressao do vigor de sementes destas plantas. Alem disso, a
inoculacdo e a coinoculacdo permitem a obtencdo de sementes com maior percentual de

germinacao.

Palavras-chave: Enxofre Elementar. Germinagéo. Glicyne max. Nutri¢do. Vigor.
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Introducéo

Diante da importancia econdmica e social da soja (Glycine max. L. Merrill) no mundo, o uso
de sementes com atributos de qualidade fisica, sanitaria, genética e fisioldgica € indispensavel
para garantir o estabelecimento da cultura no campo, e permitir a expressdo do potencial
produtivo (Carvalho e Nakagawa, 2012; Brzezinski et al., 2017). Dentre os atributos de
qualidade fisioldgica, o vigor de sementes é fundamental para o estabelecimento rapido e
uniforme das plantulas, principalmetente sob condi¢Ges de ambiente desfavoravel durante o
periodo de germinacédo e emergéncia (Marcos Filho, 2015b).

A disponibilidade de nutrientes a planta genitora influencia na qualidade fisiologica de
sementes de soja (Guerra et al., 2006). Isso ocorre devido as alteracbes no acumulo de
reservas, dentre proteinas, carboidratos, lipidios, e minerais nas sementes (Marcos Filho,
2015a). O equilibrio nutricional € essencial na formacdo do embrido e dos cotilédones
(Carvalho and Nakagawa, 2012). No inicio da germinacdo as plantulas utilizam reservas
acumuladas no embrido como fonte de energia. Posteriormente, a manutencao das plantulas se
da pela mobilizacdo das reservas dos tecidos de armazenamento até os pontos de crescimento.
Assim, as reservas sdo importantes até o momento que a plantula passa a viver
autotroficamente (Carvalho and Nakagawa, 2012; Marcos Filho, 2015a). Deste modo, a
disponibilidade de nutrientes as plantas genitoras é importante durante todo o periodo de
cultivo, visto que isso influenciara no acumulo de nutrientes na parte aérea e posterior
transferéncia e acimulo destes nas sementes (Getachew et al., 2017).

No Brasil a recomendacgéo de calagem e adubacéo de areas destinadas a producéo de
sementes de soja é realizada baseando-se nos niveis criticos utilizados para areas de producéo
de gréos (CQFS, 2016). No entanto, os solos estdo sujeitos a deficiéncia de enxofre (S), sendo
que entre 90 % e 95 % deste nutriente encontra-se na forma organica, e sua disponibilidade
pode ser limitada, principalmente em solos arenosos e com baixo teor de matéria organica
(MO) (Sutar et al., 2017). Esta deficiéncia nutricional agrava-se com a remoc¢édo do S pelas

culturas sem a devida reposicdo, devido a priorizar-se o uso de fertilizantes contendo
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principalmente macronutrientes primarios [nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K)] (Jemal
et al., 2010). Para o cultivo da soja nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
recomenda-se a aplicacdo de S quando o nivel de sulfato (SO42) no solo estiver abaixo de
10 mg dm™ na camada de 0 a 10 cm de profundidade (CQFS, 2016). Porém, devido a elevada
mobilidade do SO no solo, pode ocorrer indisponibilidade deste nutriente nos estadios de
maior demanda da cultura.

O S é um elemento essencial na formacdo de sementes de soja. Por ser uma
leguminosa, a soja produz elevado teor de proteina nas sementes (36 %) (Mahmoud et al.,
2006), por isso a planta demanda elevada quantidade de S quando comparada as gramineas
(Jemal et al., 2010). Isso deve-se a participacdo do nutriente na producdo de aminoacidos
essenciais como a cisteina e metionina (Krishnan e Jez, 2018). Além disso, é constituinte de
ferredoxinas, que sdo proteinas envolvidas na fotossintese e na fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) (Becana et al., 2018).

A FBN ¢é o principal meio de fornecimento de N para as plantas de soja. Neste
contexto, bactérias do género Bradyrhizobium formam uma relagéo simbidtica com a soja. As
bactérias atuam assimilando o nitrogénio atmosférico (N2), disponibilizando este na forma de
amonia (NHs) para as plantas, em troca as plantas disponibilizam os carboidratos necessarios
as bactérias (Queiroz Rego et al., 2018). As bactérias do género Azospirillum também estdo
sendo recomendadas em coinoculacdo da soja. Estas bactérias beneficiam as culturas por um
conjunto de mecanismos, dentre eles, a FBN, producdo de fitormbdnios de crescimento,
solubilizacdo de fosfatos, tolerdncia a doencas, e melhorias no aparato fotossintético (Bashan
et al., 2014; Cassan et al., 2009; Masciarelli et al., 2014), resultando em incremento na
produtividade de gréos (Hungria et al., 2013; Hungria et al., 2015).

Neste contexto, o suprimento adequado de S favorece a FBN, pois 0 S é essencial na
formagéo e atividade da ferredoxina e da nitrogenase, enzimas reponsaveis pelo transporte de
elétrons e conversdo do N2 em amonia (NHz) (Varin et al., 2010). Com isso, tem-se maior
disponibilidade de N para as plantas, e consequentemente melhorias no metabolismo das

mesmas, visto que o N é constituinte de proteinas, acidos nucleicos, aminoacidos, fitormonios,
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clorofilas e metabdlitos secundarios (Becana et al., 2018). Possibilitando assim melhorias na
qualidade fisiologica de sementes, pois esta é influenciada pela disponibilidade e assimilacao
de nutrientes (Marcos Filho et al., 2015a).

A adubacdo com S incrementa a produtividade de graos (Getachew et al., 2017). Além
disso, melhorias na qualidade fisiologica de sementes também sdo obtidas com a aplicacéo de
S (César et al., 2008). A qualidade fisioldgica de sementes de soja é superior quando utilizada
a adubacdo com fdsforo, molibdénio e cobalto, contribuindo com a manutencéo no vigor e na
germinacdo de sementes, indicando que é possivel produzir sementes com qualidade com o
manejo adequado da fertilidade do solo (Guerra et al., 2006).

O menor crescimento inicial de plantulas de soja pode estar relacionado ao estresse
provocado pela deficiéncia nutricional. Plantas submetidas a condicfes estressantes produzem
espécies reativas de oxigénio [ERO, do inglés reactive oxygen species (ROS)], que sdo
formadas principalmente nas mitocéndrias, cloroplastos e peroxissomos a partir do oxigénio
molecular (O.) utilizado na respiracdo celular (Karuppanapandian et al., 2011). As ERO
atuam em resposta a situacOes de estresse, influenciando na expressdao de genes do
metabolismo e das vias de transducdo de sinais. Porém, quando acumulam-se nas células,
podem reagir com moléculas bioldgicas causando danos irreversiveis e levar a morte celular,
devido ao estresse oxidativo extremo (Barbosa et al., 2014). Como forma de evitar o acimulo
de ERO e do estresse oxidativo, as plantas possuem mecanismos de defesa antioxidante,
formado por agentes enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre as enzimas antioxidantes
destacam-se a superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase, glutationa redutase,
peroxidases (POD), catalase e polifenoloxidase (Mittler, 2002).

Objetivou-se avaliar a qualidade fisiologica de sementes de plantas genitoras
inoculadas, coinoculadas e associadas a aplicacdo de doses de S fornecido via enxofre

elementar (S-elementar).
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Material e métodos

Descricao dos locais de obtencéo das sementes

Os experimentos foram conduzidos em duas etapas. A primeira etapa foi realizada em dois
locais, sendo conduzidos dois experimentos de campo na safra 2017/2018. O primeiro
experimento (Exp 1) foi realizado no Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias
Rurais da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, situado no municipio de Santa Maria,
estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil (29°71'S, 53°70'W, altitude de 116 metros). O solo
da regido e classificado como Argissolo Vermelho Distréfico Arénico (EMBRAPA, 2018)
[Ultisol (USDA, 2014)]. O segundo experimento (Exp 2) foi conduzido no Instituto Regional
de Desenvolvimento Rural (IRDeR), vinculado ao Departamento de Estudos Agrarios
(DEAQ), da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI),
situado no municipio de Augusto Pestana, RS, Brasil (28°43'S, 54°00'W, altitude de 448
metros), em um solo classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico tipico (EMBRAPA,
2018) [Oxisol (USDA, 2014)]. A precipitacdo pluvial durante o periodo de conducdo dos
experimentos foi de 526 mm para Santa Maria, e 660 mm para Augusto Pestana.

Antes da aplicacdo dos tratamentos foi realizada a amostragem do solo nas
profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm para determinacdo dos atributos quimicos para

posterior interpretacdo e recomendacdo de adubacdo (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo quimica do solo das areas experimentais de Santa Maria (Exp 1) e
Augusto Pestana (Exp 2) antes da instalagdo dos experimentos. Safra 2017/2018.

Camada® ARG pHwo MO P K S Ca Mg Al CTCpur

Local
cm % 11 % N Voo [ A — cmol. dm™ -------

Santa Maria 0-10 18,0 47 20 37,2 1080 168 22 06 10 100
2017/2018 10-20 210 47 12 184 640 79 18 05 11 10,2

Augusto Pestana 0-10 56,0 51 29 493 2480 6,7 41 13 05 104
2017/2018 10-20 64,0 51 21 281 2240 98 36 12 05 9,7

1Camada — camada de solo coletada (cm); ARG — argila (%, m/v); pH (&gua, 1:1); MO — matéria organica (%,
m/v); P — fésforo (P-Mehlich, mg dm™); K — potassio (mg dm); S — SO42 (mg dm); Ca — célcio (cmolc dm™);
Mg — magnésio (cmolc dm3); Al — aluminio (cmolc dm™); CTC — capacidade de troca de cations (CTCpy 7,
cmolc dm3).
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Descricao dos tratamentos de campo

Os experimentos de campo foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso, em um
fatorial 3 x 4, com quatro repeticGes. Os tratamentos foram formados por trés tipos de
inoculacédo [Testemunha (n&o inoculado), Inoculacdo (Bradyrhizobium spp.), e Coinoculagédo
(Bradyrhizobium spp. + Azospirillum brasilense)], e quatro doses de S fornecido via
S-elementar (0, 20, 40 e 60 kg S ha®).

A inoculagdo com Bradyrhizobium foi realizada com produto comercial
(TotalNitromax®, Total Biotecnologia) de formulag&o liquida com garantias de 7 x 10° unidades
formadoras de colonia (UFC mL™ de produto comercial) de Bradyrhizobium japonicum
estirpe CPAC 15 (semia 5079) e Bradyrhizobium diazoefficiens estirpe CPAC 7 (semia 5080),
na dose de dois mL por quilograma (kg) de sementes. Para o tratamento com Azospirillum foi
utilizado produto comercial (AzoTotalmax®, Total Biotecnologia) com formulagdo liquida
contendo A. brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 com garantias de 2 x 102 UFC mL™?, na dose
de dois mL kg? de sementes. A inoculagdo foi realizada 30 minutos antes da semeadura,
utilizando seis mL de calda kg™ de sementes, que foi preparada com a mistura dos inoculantes
e agua. A aplicacdo do S foi realizada 20 dias antes da semeadura (DAS) em aplicacdo a lanco,

com um produto formulado contendo 90 % de S-elementar (Sulfurgran®, Produquimica).

Manejo das areas de producao de sementes

A semeadura foi realizada com uma semeadora adubadora nos dias 30/11/2017 e 01/12/2017
em Santa Maria (324 mil plantas ha') e Augusto Pestana (315 mil plantas ha?)
respectivamente. Foi utilizada a cultivar Nidera 5959 IPRO, do grupo de maturacdo relativa
5.9, e tipo de crescimento indeterminado, categoria de sementes C1l. O tratamento

fitossanitario das sementes (TS) foi realizado com produto comercial contendo fungicida e
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inseticida formulado a base de piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil (Standak Top®,
0,05-0,45 - 0,5 g i.a. kg! de sementes), realizado 24 horas antes da inoculagio das sementes.

A adubacéo foi realizada via sulco de semeadura com a mistura de superfosfato triplo
(46 %, P20s) e cloreto de potassio (60 %, K20), que foi realizada manualmente na proporgéo
1:1, originando a formulagdo 00-23-30 (N-P20s-K:0). As doses foram ajustadas para
expectativa de produtividade de cinco toneladas de sementes por hectare para ambos
experimentos (CQFS, 2016). Os demais tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendacdes técnicas para a cultura da soja, visando a producdo de sementes

(Reunido...2016).

Colheita, secagem, armazenamento e caracterizacdo dos lotes de sementes

No estadio fenoldgico R8 (Fehr e Caviness, 1978) as plantas foram monitoradas para que a
colheita fosse realizada com umidade dos grdos préxima a 13 %. As plantas foram colhidas
com o auxilio de uma motosegadeira, posteriormente trilhadas com uma trilhadora, e limpas
com uma classificadora de sementes. Apds limpas e classificadas, as sementes das quatro
repeticdes foram homogeneizadas formando uma amostra (1000 g), entdo foi determinada a
massa de 1000 sementes na base seca (13 %) (Tabela 2). Também foi determinado o teor de
proteina bruta na massa de sementes, analisado por espectroscopia no infravermelho proximo
(NIR) (Tabela 2). Estas amostras foram acondicionadas em sacos de papel kraft, e
armazenadas sob temperatura de 15 °C e umidade relativa do ar (UR) de 55 % pelo periodo de
seis meses, apOs este periodo as sementes foram submetidas aos testes de qualidade

fisioldgica, compondo a segunda etapa dos experimentos.
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Tabela 2. Caracterizacdo dos lotes de sementes obtidos do campo. Santa Maria e Augusto
Pestana, RS. Safra 2017/2018.

Santa Maria (Exp 1) Augusto Pestana (Exp 2)
Dose de S (kg hat) Dose de S (kg hat)
Tipo de Inoculagdo 0 20 40 60 0 20 40 60
Percentual de umidade (%)
Testemunha 10,77 11,04 11,13 11,52 11,03 10,85 10,97 10,87
Inoculacdo 11,19 11,19 11,27 11,06 11,35 11,19 10,78 11,40
Coinoculacao 11,21 11,34 11,11 11,42 10,99 11,23 11,11 10,80
Massa de 1000 sementes ()
Testemunha 186,67 186,39 190,27 193,65 156,05 152,13 152,42 150,64
Inoculacdo 193,78 191,43 188,02 197,18 153,46 153,11 148,10 152,67
Coinoculacao 197,55 195,59 190,15 190,65 150,38 152,37 148,25 150,75
Teor de proteina (%)
Testemunha 32,34 3351 32,64 32,78 33,31 33,28 32,45 33,37
Inoculacéo 32,61 3261 3291 33,50 32,96 33,69 32,73 32,12
Coinoculacéao 33,52 33,09 3532 3236 32,83 32,49 3252 31,75

Variaveis analisadas

A segunda etapa dos experimentos foi realizada no Laboratorio Didatico e de Pesquisas em
Sementes do Departamento de Fitotecnia, e no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, localizados em
Santa Maria, RS, Brasil, em outubro de 2018. Foram utilizadas sementes colhidas na safra
2017/2018. Nesta etapa utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em um fatorial 3
X 4, com quatro repeticdes, submetendo as sementes aos testes descritos.

Primeira contagem de plantulas (PC, %), e teste padrédo de germinacao (G, %): foram
semeadas quatro repeticGes de 50 sementes uniformemente distribuidas entre trés folhas de
papel toalha (germitest) umedecidas com agua destilada na proporcéao de 2,5 vezes a massa do
papel seco. Destas folhas de papel toalha foram confeccionados rolos, que foram
acondicionados em sacos plasticos fechados e levados ao germinador do tipo Biochemical
oxygen demand (BOD), e foram mantidos na posicéo vertical, sob temperatura de 25 °C pelo

periodo de oito dias, com fotoperiodo 12/12 h (claro, escuro). Para avaliacdo da PC foi
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realizada a contagem aos cinco dias apds a semeadura (DAS), e para avaliacdo da germinagdo
foi realizada a contagem aos oito DAS. Os resultados foram expressos em porcentagem média
de plantulas normais (Brasil, 2009).

Comprimento de parte aérea (CPA, cm plantula?) e comprimento de raiz (CR, cm
plantula?®): foram utilizadas 10 plantulas normais oriundas do teste de PC, estas foram
medidas com régua milimétrica (raiz primaria e hipocotilo), expressando os resultados em
centimetros por plantula (Nakagawa, 1999).

Massa seca de plantula (MSP, mg plantula™): apés avaliagdo do comprimento de raiz
primaria e hipocétilo, foram removidos os cotilédones e as plantulas foram alocadas em sacos
de papel, e levadas a estufa de circulacdo de ar forcado pelo periodo de 48 horas a uma
temperatura constante de 65°C, entdo aferida a massa, e 0s resultados expressos em miligrama
por plantula (Nakagawa, 1999).

Envelhecimento acelerado (EA, %): foram utilizadas caixas de gerbox (Ax Lx P - 11
x 11 x 3 cm) com uma tela colocada na posi¢do horizontal no centro de caixas. Distribui-se
uma camada Unica de sementes tomando toda a superficie da tela. No fundo das caixas foi
adicionado 40 ml de &gua destilada afim de manter a umidade relativa em aproximadamente
100 %. Em seguida as caixas foram tampadas, vedadas e entdo levadas a estufa com
circulacdo de ar forcada e mantidas na temperatura de 41 °C pelo periodo de 48 horas (Marcos
Filho et al., 2001b). Apos este procedimento as sementes foram colocadas para germinar pelo
mesmo procedimento utilizado no teste padrdo de germinacédo, sendo 0s valores expressos em
plantulas normais no quinto dia apos intalagdo do teste (Brasil, 2009).

Condutividade elétrica (CE, uS cm™ g?): foram utilizadas quatro repeti¢des de 50
sementes previamente pesadas em balanca de precisdo (0,001 g), estas foram colocadas em
copos plasticos (200 mL), e em seguida foram adicionados 75 mL de agua destilada em cada
copo. Os copos foram levados a BOD e mantidos pelo periodo de 24 horas com luz constante
e temperatura de 25°C (Krzyzanowski et al., 1999). Apds o periodo de embebicdo das
sementes foi realizada a leitura da CE da solugdo com o auxilio de um condutivimetro, e 0s

resultados expressos em pS cm™ g,
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As sementes do Exp 1 foram utilizadas em andlises bioquimicas. Para estas analises as
sementes foram submetidas ao teste padrdo de germinacgédo, semeando quatro repeticfes de 50
sementes por rolo de papel (Brasil, 2009). Aos oito DAS as plantulas foram seccionadas em
raiz e parte aérea excluindo-se os cotilédones e congeladas imediatamente em ultrafreezer a
-80 °C. Destas amostras determinou-se o conteudo de peroxido de hidrogénio e enzimas
antioxidantes. Além destas, na parte aérea também foi determinada a quantidade de clorofila
total e carotendides, conforme metodologias assim descritas.

Conteido de Perdxido de hidrogénio (H202, umol g de matéria fresca): foi
determinado na parte aérea e nas raizes das plantulas, que foram maceradas separadamente
em nitrogénio liquido, homogeneizadas em &cido tricloroacético (0,1%, w/v), na sequéncia
sendo centrifugadas (12,000 x g, 15 min, 4°C). Uma fracdo do sobrenadante foi removida
adicionando-se um tampéo de fosfato de potassio (10 mM, pH 7) acrescido de iodeto de
potassio (1 M). O contetdo de H202 (umol g de matéria seca) do sobrenadante foi
determinado comparando-se a absorbancia no comprimento de 390 nm com uma curva de
calibracéo padrdo (Loreto e Velikova, 2001).

Para as andlises enzimaticas foram utilizadas amostras de raizes e da parte aérea das
plantulas, onde estas foram maceradas em nitrogénio liquido, sendo que 0,5 g de amostra foi
homogeneizada em 3 mL de tampdo fosfato de sédio (pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de
EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O homogeneizado foi centrifugado a
13.000 xg por 20 min. a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para a determinacao da atividade
das enzimas (Zhu et al., 2004) e concentracéo de proteinas (Bradford, 1976).

Guaiacol peroxidase (POD, U mg?! proteina): a atividade desta enzima foi
determinada pela metodologia de Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato.
A mistura de reacdo continha 1,0 mL de tampdo fosfato de potassio (100 mM, pH 6,5),
1,0mL de guaiacol (15mM) e 1,0mL de H202 (3 mM). Apbds homogeneizacdo, foi
adicionado 50 pL do extrato da planta a esta solugdo. A atividade da enzima foi medida pela

oxidacdo do guaicol a tetraguaiacol por meio do aumento na absorbéncia a 470 nm. Os
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resultados foram expressos em unidade de enzima por mg de proteina (U mg™ proteina). Para
o célculo, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM™*cm™.

Superdxido dismutase [SOD, unidades de enzima (U) mg™* proteina]: foi utilizado o
método espectofotométrico (Giannopolitis e Ries, 1977), em uma solucéo contendo fosfato de
potassio (50 mM, pH 7.8), metionina (13 mM), riboflavina (2 uM), nitroblue tetrazélio (NBT)
(75 uM), tetradcido de etilenodiamina (0.1 mM) e extrato enzimatico (100 uL). A produgdo
fotoquimica de azul de formozana oriunda do nitroblue tetrazdlio foi monitorada pelo
acréscimo na absorbancia de 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade
de enzima necesséria para inibir a fotorredugcdo de NBT em 50 % (Beauchamp e Fridovich,
1971).

Clorofilas e carotendides (mg g* FW): a extracdo dos pigmentos fotossintéticos se deu
por meio da metodologia proposta por Hiscox e Israelstan (1979) e estimando-se pela equacéao
de Lichtenthaler (1987). Amostras de folhas (0,05g) foram incubadas a 65°C com
dimetilsulféxido (DMSO) até a extracdo completa dos pigmentos. As absorbancias da solucéo
foram medidas em espectrofotdmetro (Celm E-205D) a 663, 645 para as clorofilas a e b

respectivamente, e 470 nm para os carotendides.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos as pressuposi¢cfes do modelo matematico (Steel et al., 1997),
posteriormente submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de F. Quando
significativos foi realizada analise de regressdo para as doses de S, e teste de comparacgéo de
médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro para os tipos de inoculagdes,
observando as interagdes. As andlises foram realizadas com o auxilio do software estatistico

Sisvar® (Ferreira, 2011).
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Para as varidveis de qualidade fisiologica de sementes no Exp 1 houve interacdo entre 0s

fatores para o teste de EA. O teste de PC apresentou efeito significativo para os fatores

principais inoculacGes e doses de S, ja para G e CE apenas o fator principal inoculagtes foi

significativo, e para o teste de CPA houve significancia apenas para o fator principal doses de

S (Tabela 3). No Exp 2 foi verificada interacdo entre os fatores para as varidveis CPA e EA.

Em relacdo as inoculacfes houve efeito significativo para os testes de PC e CR (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da anélise de variancia representado pelos quadrados médios para 0s
experimentos com sementes de Santa Maria (Exp 1) e Augusto Pestana (Exp 2).

Exp 1
Fv! GL3 pC* G CPA CR MSP CE EA
Inoculagéo (INO) 2 343,58"  335,08" 0,21™ 0,95™ 0,00™ 157,33"  402,25"
Enxofre (S) 3 224,30" 39,63™ 1,25° 2,37 0,00™ 17,20™ 132,22"
INO xS 6 134,47 42,63 0,32m 3,30™ 0,00™ 37,85™ 140,80"
Erro 36 77,86 41,47 0,34 0,87 0,00 31,07 31,05
Média - 75,79 88,45 3,57 5,65 18,00 35,51 73,5
CV (%)? - 11,64 7,28 16,52 16,54 13,77 15,7 7,58
Exp 2
Inoculagdo (INO) 2 289,33" 63,08™ 0,72 4,18" 0,00™ 120,42"  190,33"
Enxofre (S) 3 13,11 8,30 1,00 0,12" 0,00™ 247,34™  258,88"
INO xS 6 115,77 91,97™ 0,46 0,30™ 0,00™ 189,70  479,88"
Erro 36 66,83 50,41 0,16 0,49 0,00 122,31 31,83
Média - 59,83 70,79 3,75 5,44 16,00 61,91 28,83
CV (%) - 13,66 10,03 10,9 18,87 12,2 17,86 19,57

'Fonte de variacdo (FV), 2coeficiente de variagdo (CV%), 3graus de liberdade do erro (GL), *Variaveis

explicativas: primeira contagem (PC, %), germina¢do (G, %), comprimento de parte aérea (CPA, cm

plantula?), comprimento de raiz (CR, cm plantula?), massa seca de plantula (MSP, mg plantula?),

condutividade elétrica (CE, uS cm? g?), e envelhecimento acelerado (EA, %). “significativo e "ndo

significativo pelo teste de F (a<0,05).
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Primeira contagem

No Exp 1 pelo teste de PC a inoculagdo teve 76,1 % e a coinoculacdo 80,2 % de plantulas
normais em contagem realizada aos cinco DAS, possibilitando a obtencdo de sementes com
potencial fisiologico superior ao tratamento ndo inoculado que obteve em média 71,0 % (Fig.
1A). Para o Exp 2 os resultados foram semelhantes, com 63,0 % para a inoculagdo e 61,5 %
para coinoculagdo, sendo superiores a testemunha que teve 55,0 % de plantulas normais (Fig.
2A). As sementes oriundas de plantas genitoras que foram inoculadas e coinoculadas podem
ter tido maior concentracdo de N disponivel proveniente da FBN (Getachew et al., 2017).
Consequentemente houve maior translocacdo e acumulo de proteinas nas sementes, e as
plantulas originadas destas sementes tiveram maior aporte de proteina para o crescimento do
eixo embrionario e formacdo dos tecidos da plantula (Guerra et al., 2006).

Em relacdo a aplicacdo de doses de S houve efeito significativo apenas no Exp 1,
sendo obtida a MET na dose de 19,45 kg S ha, com 79 % de plantulas normais na PC (Fig.
1B). Pode-se atribuir o maior vigor das plantulas ao maior acimulo de S nas sementes, e
consequente aumento na producao de proteinas (Dhage et al., 2014). A reducdo dos valores da
PC observados em doses superiores a MET pode ser devido a menor quantidade de N
translocada das folhas para as sementes, devido ao excesso de S disponivel (César et al.,
2008). A aplicacdo de doses de S superiores a demanda das plantas pode causar um
desequilibrio na absorcdo destes nutrientes, promovendo excesso na absorcdo de S e

acarretando em reducdo no teor de N foliar (Crusciol et al., 2006).

Germinacao

No Exp 1 a G seguiu a tendéncia obtida para o teste de PC, ou seja, a inoculagdo com 89,7 %

e a coinoculagdo com 92,2 % foram superiores a testemunha com 83,3 % (Fig. 1C). A

coinoculagdo foi 10,6 % superior ao tratamento testemunha, indicando maior potencial
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fisiologico de sementes obtidas de plantas que receberam a coinoculagcdo. Em experimento
conduzido por Queiroz Rego et al. (2018), a coinoculacdo além de promover maior
produtividade de sementes, permitiu a obtencdo de sementes com percentual de germinacéo
16,0 % superior em relacdo a testemunha ndo inoculada. Possivelmente o maior percentual de
germinacdo obtido para a coinoculacdo esta relacionado ao maio acumulo de nitrogénio nas
sementes, proveniente da FBN, que é mais eficiente nestes tratamentos, devido a maior
nodulagéo (Getachew et al., 2017).

Em relacdo as doses de S ndo se observou diferenca significativa para ambos
experimentos, indicando ndo haver efeito do S sobre a germinagdo das sementes para ambos
experimentos (Tabela 3). César et al. (2008) também nao observaram efeito de doses de S via
sulfato de amdnio sobre a germinacdo de sementes de feijdo, entretanto verificaram efeito do
S sobre o vigor das sementes. Deste modo, pode-se dizer que em condicdes de deficiéncia de
S no solo a planta de soja tende a formar menos sementes, porém mantendo sua capacidade de

germinacao.

Comprimento de parte aérea

Para a variavel CPA no Exp 1 apenas o fator principal doses de S foi significativo, com ajuste
de uma equagéo quadratica, obtendo a MET com a aplicacdo de 23,51 kg de S ha?, chegando
a 3,87 cmplantula® de parte aérea (Fig. 1D). Observa-se redugdo no CPA quando aplicou-se
doses superiores a 40 kg de S hal, isso pode ser devido a menor disponibilidade de SO4?,
ocasionado pelo efeito toxico do excesso de S aos microrganismos do solo, causando reducao
na taxa de oxidagdo de S-elementar a SO42 (Horowitz e Meurer, 2006).

No Exp 2 houve interagdo entre os fatores avaliados, onde inicialmente observou-se
reducdo dos valores para a testemunha e para a coinocula¢do com o aumento das doses até um
ponto de minima, voltando a subir na maior dose avaliada (Fig. 2B), engquanto para o

tratamento com a inoculacdo houve um ajuste linear crescente, variando de 3,25 cm plantula™
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na dose zero para 3,90 cm plantula™ na dose de 60 kg S ha™t. César et al. (2008) observaram
reducdo no comprimento de plantula, bem como reducdo na MSP com o aumento das doses
de S aplicadas na cultura do feijao. O aumento da exportacédo de S pelas plantas eleva também
a quantidade de S destinada as sementes (Getachew et al., 2017). Porém, com maior
concentracdo de S nas sementes, Getachew et al. (2017) observaram que houve redugdo no
acumulo de N nas sementes. Isso pode acarretar em redugdo no teor de aminodcidos, afetando
a qualidade fisiolégica das sementes (Crusciol et al., 2006). O maior CPA é um indicativo da
maior qualidade fisiologicas das sementes. Sementes vigorosas permitem o estabelecimento
de plantulas vigorosas, que tendem a viver autotroficamente antes que plantulas com baixo

vigor, favorecendo estas plantulas durante o estabelecimento da cultura (Soltani et al., 2006).

Comprimento de raiz

Para a varidvel CR ndo houve efeito significativo para 0 Exp 1 com média de 5,65 cm
plantula™ (Tabela 3). Ja para o Exp 2 foi obtido efeito significativo para o fator inoculagéo,
onde a coinoculagéo e a inoculagdo com 5,89 e 5,56 cm por plantula respectivamente, foram
superiores ao tratamento testemunha com 4,88 cm por plantula (Fig. 2C). O teste de CR €
baseado no crescimento das plantulas, e serve como um indicativo de vigor das sementes.
Sementes vigorosas sdo mais eficientes em mobilizar as reservas dos tecidos de
armazenamento para o eixo embrionario, refletindo em crescimento mais rapido e uniforme

(Marcos Filho, 2015b).

Condutividade elétrica

No Exp 1 a CE foi menor para a testemunha com 32,35 uS cm? g?! comparado aos

tratamentos que receberam a inoculagdo e a coinoculagdo com 35,55 e 38,62 uS cm? g*
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respectivamente (Fig. 1E). O teste de CE é um teste bioquimico indicativo da liberagdo de
solutos pelas sementes durante o processo de embebicdo, sendo que sementes menos
vigorosas ou mais deterioradas liberam maior quantidade de solutos para 0 meio externo
(Marcos Filho, 2015b). Ressalta-se que lotes de sementes com valores abaixo de 70 — 80 uS
cm* g sdo considerados de alto vigor (Krzyzanowski et al., 1999). Portanto, apesar de existir
diferenga estatistica entre as inoculag@es, ambas sdo consideradas de alto vigor pelo teste de

CE.

Envelhecimento acelerado

Esta varidvel apresentou interacdo significativa em ambos experimentos. No Exp 1 a
testemunha obteve em média 75,0 % de germinacgdo no teste de EA, sem ajuste de nenhuma
equacdo (Fig. 1F). Ja a inoculacdo obteve um ajuste linear crescente, variando de 59,0 % na
dose zero, até atingir o valor 76,0 % na dose de 60 kg ha® de S. No tratamento com a
coinoculacdo na dose zero obteve-se 81,0 %, ocorrendo um decréscimo com a aplicacdo de
doses de S chegando a um valor minimo de 73,0 % na dose de 30 kg ha™ de S, voltando a
subir e chegando ao valor de 81,0 % na dose de 60 kg ha® de S. No Exp 2 o tratamento
testemunha teve um ajuste linear crescente para as doses de S variando de 18,0 % na dose
zero, para 37,0 % na dose de 60 kg ha de S. A coinoculagéo foi superior a testemunha até a
dose de 40 kg S ha, com decréscimo a partir desta dose (Figura 2D).

Observou-se que em ambos experimentos, a coinoculagdo se mostrou superior aos
demais tratamentos. O teste de EA fornece informacgdes sobre a taxa de deterioracdo de
sementes quando as mesmas sdo submetidas a condi¢Ges de temperatura e umidade elevadas,
simulando o armazenamento e indicando o potencial de emergéncia de plantulas a campo

(César et al., 2009; Marcos Filho, 2015b).
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Anélises bioquimicas

As analises bioquimicas sdo referentes as plantulas provenientes da germinacdo de sementes
obtidas do experimento de Santa Maria (Exp 1). Para a variavel carotenodides houve efeito
significativo para os tipos de inoculacbes, e para as demais variaveis houve interacdo

significativa entre tipos de inoculagdes e doses de S (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia representado pelos quadrados médios para as
variaveis fisiologicas com plantulas do experimento de Santa Maria (Exp 1).

Parte aérea Sistema radicular

FVi GL® H:02* POD SOD CLa CLb CLtotal CAR H202 POD SOD
Inoculagéo (INO) 2 0,00 489,42" 269,38" 0,01° 0,000 0,03° 0,00 0,05 844151 1829,41"
Enxofre (S) 3 0,00 113,29" 141,62° 0,000 0,00° 0,000 0,00™ 0,00  16,66™ 136,71
INOXS 6 000" 18256" 316,08" 0,000 0,000 0,00 0,00™ 0,00" 28,16" 309,34

Erro 36 000 2427 389 0,00 000 0,00 0,00 0,00 910,06 51,05

Média - 0,03 3723 4474 005 002 013 0,01 0,09 126,63 43,74

CV (%)? - 21,18 13,23 13,94 16,26 2582 1491 30,24 24,23 23,82 16,33

'Fonte de variagdo (FV), 2coeficiente de variagdo (CV%), °graus de liberdade do erro (GL), *Variaveis
explicativas: perdéxido de hidrogénio (H.O., umol g matéria fresca), guaiacol peroxidase (POD, U mg* de
proteina), superdxido dismutase (SOD, U mg* de proteina), clorofila a (CLa, mg/g FW), clorofila b (CLb, mg/g
FW), clorofila total (CLtotal, mg/g FW), e carotendides (CAR, mg/g FW). “significativo e "n&o significativo
pelo teste de F (0<0,05).

Peroxido de hidrogénio

O contetdo de H>O: foi influenciado pela aplicacdo das doses de S e dos tipos de inoculagéo,
nas raizes e na parte parte aérea (Fig. 3 A, B). Na parte aérea houve aumento no contetido de
H20. para o tratamento testemunha em doses acima dos 40 kg de S, indicando uma situacéo
de estresse oxidativo. Para o tratamento com inoculagéo, houve reducéo linear enquanto para
a coinoculagdo nio houve efeito significativo, com média de 0,0180 umol g de matéria
fresca, mantendo em nivel abaixo dos demais tratamentos em todas as doses avaliadas (Fig. 3

A). Para o sistema radicular houve efeito significativo apenas para o tratamento coinoculado,
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com ajuste quadratico crescente chegando a 0,2168 pmol g de matéria fresca com a
aplicacdo de 46 kg de S, enquanto a testemunha e a inoculagdo apresentaram em média
0,0531 e 0,0606 umol g* de matéria fresca (Fig. 3B). Esse aumento na concentracio de
perdxido de hidrogénio no tratamento coinoculado com o aumento da concentragdo de S tem
relacdo com a atividade da enzima peroxidase (Fig. 3D) e possivelmente ndo ocasionou dano
nas plantulas, uma vez que as plantulas desse tratamento apresentaram alto vigor e qualidade
fisiologica.

O H20: é considerado uma ERO, que é uma das formas reduzida ou excitada do
oxigénio atmosférico, e estas sdo formadas principalmente nos cloroplastos, mitocéndrias e
peroxissomos, de modo geral em organelas que possam doar ou excitar um elétron para o
oxigénio atmosférico (Karuppanapandian et al., 2011). As ERO atuam como moléculas
indicadoras de situacGes de estresse nas plantas, regulam o desenvolvimento, a diferenciacéo,
respostas ao ambiente e a morte celular (Mittler, 2017). Na presente pesquisa observou-se
maior nivel de H>O> na parte aérea das plantulas obtidas do tratamento testemunha, servindo
como um indicativo de menor disponibilidade de N, evidenciada pela menor concentracdo de
proteina nas sementes (Tabela 2, exp 1), e pela menor nodulacdo observada nas plantas

genitoras das sementes para este tratamento (dados ndo apresentados).

Superodxido dismutase e Guaiacol peroxidase

As ERO sdo removidas por mecanismos antioxidantes, os quais atuam de maneira constante
afim de evitar o estresse oxidativo, que inclui a oxidacdo ou danos ao DNA, RNA, proteinas e
membranas (Mittler, 2017). O sistema antioxidante & composto principalmente por enzimas,
que tem por finalidade manter as ERO em niveis baixos, considerados ndo tdxicos, e a
concentracédo e/ou atividade destas no tecido foliar serve como um indicador de situacdes de
estresse em plantas (Mittler et al., 2004). Em uma situacdo estressante com elevagdo nos

niveis de ERO, ocorre a ativacdo de genes codificantes de enzimas antioxidantes como
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resposta a este estresse (Barbosa et al., 2014). Fazem parte deste sistema antioxidante as
enzimas superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD) (Barbosa et al., 2014).

A atividade da enzima SOD foi influenciada pelas doses de S e pelas inoculacdes (Fig.
3E, F). Na parte aérea das plantas houve reducdo linear na atividade enzimatica com a
aplicacdo de S quando utilizada a inoculacdo e a coinoculacdo, enquanto no tratamento
testemunha houve aumento na atividade enzimética (Fig. 3E). No sistema radicular houve
efeito significativo apenas para a inoculacdo, que teve maior atividade enzimatica com a
aplicagdo de S (Fig. 3F), enquanto a testemunha foi o tratamento com a menor atividade,
sendo 32,64 mg U mg* de proteina, e a coinoculagdo com média de 53,97 mg U mg? de
proteina. A menor atividade da enzima SOD na parte aérea para a inoculagdo e coinoculacdo
com a aplicacdo de S pode indicar que a aplicacdo destes tratamentos a campo proporcione
condi¢cdes mais adequadas para a producdo de sementes com maior capacidade de defesa
contra as ERO. Isso deve-se a maior nodulacdo das plantas inoculadas e coinoculadas,
consequentemente maior disponibilidade de N, bem como pela adubacdo com S, reduzindo a
producdo de ERO e consequentemente exigindo menor atividade da SOD. No tratamento
testemunha, o aumento na atividade da SOD na parte aérea tem relacdo com o contetdo de
H>O, (Fig. 3A), uma vez que essa enzima € responsavel por dismutar o anion superéxido,
produzindo H;O2, ou seja, a maior atividade da SOD ocasionou maior producdo de H.O>
nesse tratamento, indicando uma situacao de estresse oxidativo.

A atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) também foi influenciada pelas
inoculagBes e pelas doses de S. Na parte aérea a maior atividade foi verificada para o
tratamento que recebeu a inoculacéo e a aplicacdo de 31 kg ha de S, chegando a 35,48 mg U
mg de proteina (Fig. 3C). No sistema radicular apenas o tratamento inoculagdo teve aumento
linear na atividade da POD pela aplicacdo de S, variando entre 118,11 e 170,20 mg U mg de
proteina entre a dose zero e 60 kg de S ha (Fig. 3D). A testemunha e a coinoculagio n&o
foram influenciadas pela aplicagdo do S, obtendo em média 113,53 e 113,19 mg U mg* de
proteina respectivamente. Pode-se observar nas raizes do tratamento inoculado, houve um

aumento na atividade das enzimas SOD e POD, as quais podem ter sido responsaveis pela
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manutencdo dos niveis estaveis de H.O> nas células. Na parte aérea, 0 aumento na atividade
da POD e a reducdo na atividade da SOD justificam a concentracdo de peroxido de hidrogénio
nos tratamentos inoculados e coinoculados. Além disso, a atividade combinada dessas duas

enzimas pode ter relacdo positiva com o vigor das plantulas nesses tratamentos.

Clorofilas e carotenoides

O conteudo de pigmentos fotossintéticos sendo clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e
clorofila total (Chl total) estdo representados nas figuras 4 A, B e C respectivamente. As
plantulas originadas do tratamento com a coinoculacdo foram as que apresentaram maior teor
de Chl total, e também foi o Unico tratamento que nédo teve influéncia da aplicacdo de S, com
média de 0,1744 mg/g FW (Fig. 4C). Para o tratamento testemunha e para a inoculacdo houve
incremento linear crescente no teor de Chl total com a aplicagéo de doses de S, a testemunha
apresentou os menores teores, variando entre 0,0625 e 0,1100 mg/g FW, e a inoculagéo variou
entre 0,1250 e 0,1570 mg/g FW entre as doses zero e 60 kg de S ha'.

Apesar de ndo ser constituinte da molécula de clorofila, o S faz parte da ferredoxina,
uma proteina Fe-S presente nos cloroplastos, que participa do transporte de elétrons no
processo de formacdo da clorofila (Pagani e Echeverria, 2012). Além de favorecer a FBN e
consequentemente o acimulo de N nas folhas e sementes. Conforme verificado nesta pesquisa,
houve maior teor de Chl total para o tratamento coinoculado, indicando possivel incremento
no acumulo de N nas sementes, o que resultou em maior producédo de proteinas (Tabela 2), e
consequentemente favoreceu a producgéo de clorofila. O aumento linear do teor de Chl total
para a testemunha e para a inoculacdo estd relacionado a maior disponibilidade de S,
demonstrando a importancia do S na sintese de clorofila (Pagani e Echeverria, 2012). As
clorofilas sdo responsaveis pela captacdo da energia luminosa, influenciando na taxa

fotossintética das plantas. Deste modo, plantulas com maior producdo de Chl total tendem a
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absorver maior energia luminosa e consequentemente apresentar maior vigor incial, conforme
verificado pelo teste de PC (Fig. 1A).

De modo semelhante, para os carotenoides observou-se que a inoculacdo e a
coinoculacdo ambas com 0,0100 mg/g FW foram superiores ao tratamento testemunha que
apresentou 0,0018 mg/g FW (Fig. 4D). Os carotendides sdo considerados pigmentos
acessorios, e auxiliam o sistema celular no processo de defesa antioxidante, atuando na
fotoprotegdo, evitando a formacdo de radicais livres ou promovendo a sua degradagéo,
prevenindo danos as células dos vegetais (Barbosa et al., 2014). Assim, pode-se dizer que 0s
tratamentos com inoculacéo e coinoculagdo, por possibilitar maior producéo de carotendides,
possuiam maior capacidade de eliminar radicais livres, reduzindo os danos causados pelo
estresse oxidativo (Wahid, 2007), consequentemente permitindo a expressao do vigor das
plantulas conforme verificado nos testes de vigor (Fig. 1A). A analise genémica revelou
funcBes de sinalizacdo entre compostos intermediarios da via biossintética da clorofila que
regulam a producdo transcricional de proteinas de ligacdo a clorofila coletoras de luz
(carotenos e xantofilas) (Lohr et al., 2005). Isso indica uma relagdo préxima entre as rotas de
biossintese de clorofilas e carotendides, o que justifica o efeito positivo da inoculacdo e

coinoculacdo sobre a producdo de carotenoides.

Conclusodes

A adubacdo com S, combinada com a coinoculagdo de plantas genitoras proporciona um
controle adequado das enzimas antioxidantes e de perdxido de hidrogénio e aumenta o
conteudo de clorofilas e carotenoides, possibilitando a expressdo do potencial fisioldgico de

sementes e vigor das plantulas originadas dessas sementes.
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Fig. 1. Resultados dos testes de primeira contagem (A e B), germinacgéo (C), comprimento de
parte aérea (D), condutividade elétrica (E), e de envelhecimento acelerado (F), de plantulas de
soja oriundas de plantas que receberam tipos de inoculacdo [Testemunha (NI), Inoculacdo
(INO) e Coinoculagdo (CO-INO)] e doses de enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha'), para o Exp 1.
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Fig. 2. Resultados dos testes de primeira contagem (A), comprimento de parte aérea (B),
comprimento de raiz (C) e de envelhecimento acelerado (D), de plantulas de soja oriundas de
plantas que receberam tipos de inoculagdo [Testemunha (NI), Inoculacdo (INO) e
Coinoculago (CO-INO)] e doses de enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha™) para o Exp 2.
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*médias seguidas pela mesma letra entre barras ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (a< 0,05).
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Fig. 3. Contetido de perdxido de hidrogénio na parte aérea (A) e raizes (B), atividade da enzima
guaiacol peroxidase na parte aérea (C) e raizes (D), e atividade da enzima superoxido dismutase
na parte aérea (E) e raizes (F) de plantulas de soja oriundas de plantas que receberam tipos de
inoculacdo [Testemunha (NI), Inoculacdo (INO) e Coinoculagdo (CO-INO)] e doses de enxofre
(0, 20, 40 e 60 kg ha), para o Exp. 1.
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Fig. 4. Conteldo de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) de
plantulas de soja oriundas de plantas que receberam tipos de inoculacdo [Testemunha (NI),
Inoculagdo (INO) e Coinoculagio (CO-INO)] e doses de enxofre (0, 20, 40 e 60 kg ha?) para o
Exp. 1.
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5 DISCUSSAO

O elevado teor de 6leo e principalmente de proteina nos gréos de soja, aliado ao baixo
custo de producdo quando comparada a outras fontes de proteina, direcionam o mercado para
a utilizacdo do farelo de soja como a principal fonte de proteina na alimentacdo animal.
Durante o processo de formacdo de proteina, um nutriente indispensavel para as plantas € o
nitrogénio (N), que constitui aproximadamente 16,5 % das proteinas, 0 que torna a cultura da
soja altamente exigente em N, com uma demanda média de 80 kg por tonelada de grdos
produzidos. Deste modo, a deficiéncia de N pode acarretar em reducdo no teor de proteina nos
grdos, influenciando no custo final da racdo, pois sera necessario utilizar maior proporcéo de
farelo de soja na formulacdo de racdo. Além disso, quando se pensa na producdo de sementes,
a qualidade destas também é afetada pela concentracdo de proteina, pois as proteinas sdo uma
das fontes de reserva utilizadas no processo de germinacdo, € uma reducdo no percentual
destas pode resultar em menor vigor de sementes e também no percentual de germinacao.

Sabendo que a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € a principal e mais econdmica
fonte de N para a cultura da soja no Brasil, deve-se adotar praticas de manejo que promovam
condicGes favoraveis para a relacdo entre plantas e microrganismos, permitindo que a FBN
tenha condigdes suprir a demanda de N para lavouras com alto potencial produtivo. Neste
contexto, a disponibilidade do nutriente enxofre (S) em niveis adequados, e na forma
assimilavel pelas plantas é indispensavel para a nodulacdo e atividade dos bacteridides
responsaveis pela FBN.

Diante disso, nesta pesquisa, combinamos a inoculagdo (Bradyrhizobium spp.) e a
coinoculacdo (Bradyrhizobium spp. com Azospirillum brasilense), com doses de enxofre (0,
20, 40 e 60 kg hal), e avaliou-se a nodulagio, componentes da produtividade, e também
qualidade de grdos e sementes de soja, buscando identificar praticas que possam auxiliar
técnicos e produtores na tomada de decisdo do manejo de sua cultura.

A prética da inoculacdo com Bradyrhizobium spp. é utilizada h4 muitas décadas no
Brasil, e nesta pesquisa foi eficiente em promover a nodulagdo das plantas, no entanto,

quando se fez a coinoculacdo que é uma pratica recente que visa a utilizacdo de
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Bradyrhizobium spp. juntamente com Azospirillum brasilense, os resultados de nodulagéo
foram superiores. Além disso, a qualidade de grdos foi superior nestes tratamentos,
atribuindo-se isso a maior FBN e consequentemente maior conversdao de nitrogénio
atmosférico, o que resultou em maior acimulo de massa seca de plantas e também de proteina
nos graos. Este € um resultado interessante, pois existe a tendéncia que futuramente a
negociacdo de gréos de soja seja realizada por classes de qualidade, semelhante ao que ja
ocorre com o trigo, e a partir desta classificacdo sera realizada a remuneracdo ao produtor,
sendo a coinoculagdo uma importante ferramenta pensando em qualidade de graos.

Em relagdo ao S, neste experimento utilizou-se o S-elementar, uma forma que para se
tornar disponivel as plantas precisa ser oxidado a sulfato, forma que é assimilavel pelas
plantas. Conforme avaliacGes realizadas, a oxidacdo ocorreu, e na safra 2017/2018 o S
elementar foi eficiente em elevar o teor de sulfato no solo acima do nivel critico para a cultura
da soja. Porém, deve-se ter cuidado quanto a dose de S elementar a ser utilizada, o processo
de oxidacdo é realizado por meio de bactérias no solo, e este processo resulta na liberacdo de
acido sulfdarico, liberando ions H* no solo, causando a acidificacdo do meio. Como se sabe a
reducdo do pH do solo pode ser prejudicial para a cultura da soja, e também para a nodulacao.
Deste modo, no primeiro ano de conducdo dos experimentos obsevou-se que doses superiores
aos 40 kg de S por hectare foram prejudiciais para a nodulacdo das plantas.

Em relacdo a qualidade de sementes foram observados resultados positivos no vigor e
na germinacdo, sendo superiores nas sementes oriundas de plantas que receberam a
inoculacéo e a coinoculagéo. O uso de sementes com garantia de germinacao e principalmente
vigor é indispensavel pensando no estabelecimento da cultura da soja. Pensando no alto
investimento e também no retorno econdémico da cultura, a coinoculacdo se apresenta como
uma alternativa de baixo custo para a obtencdo de sementes com vigor e germinacao, e deve
ser uma prética adotada por produtores de sementes.

De modo geral, nesta pesquisa a coinoculacdo ndo resultou em incremento na
produtividade de grdos, porém, os beneficios obtidos na qualidade de grdos e também na

gualidade de sementes sdo importantes para a cultura da soja, e indicam que pesquisas
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relacionadas a essa pratica devem ser continuas, pois a qualidade de grdos ndo pode ser
perdida com o aumento na produtividade ao longo dos anos. Em relacéo ao S-elementar, este
se mostrou eficiente em determinadas situacfes, sendo uma alternativa de facil reposicao de
enxofre ao sistema, porém deve-se ter atencdo quanto as doses. A adubacdo com enxofre
precisa ser adotada pelos produtores, seja utilizando o S-elementar, ou buscando utilizar

fertilizantes que possuam este nutriente em sua formulagéo.
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6 CONCLUSOES

A aplicacdo de enxofre elementar em doses entre 20 e 40 kg ha™* promove a nodulag&o,
0 acumulo de massa seca de plantas, a produtividade e a qualidade de gréos de soja, além de
beneficiar a nodulacdo quando combinado com a coinoculacdo de Bradyrhizobium ssp. e
Azospirillum brasilense.

A adubacgédo com S, combinada com a coinoculagdo de plantas genitoras proporciona
um controle adequado das enzimas antioxidantes e de perdxido de hidrogénio e aumenta o
contetdo de clorofilas e carotendides, possibilitando a expressdo do potencial fisiologico de

sementes e vigor das plantulas originadas dessas sementes.
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