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Introducao

A soja € uma das principais culturas no agronegécio brasileiro e uma das
oleaginosas mais cultivadas no mundo. Devido seu alto teor de 6leo e protei-
na é bastante empregada na alimentagdo humana e na producao de ragao
animal, além de aplicagdes em industrias cosméticas, farmacéutica, veteri-
néria, etc.

A cultura da soja tem elevada demanda por nitrogénio (N) devido ao alto teor
de proteinas nos graos. Para produzir 1000 kg de graos, sdo necessarios
15 kg de N para o desenvolvimento estrutural da planta e mais 65 kg para
0s graos, resultando em uma demanda de aproximadamente 80 kg de N
(Hungria et al., 1997). Essa demanda tornaria inviavel a produgéo de soja se
o suprimento de N fosse realizado por meio de fertilizantes quimicos, frente
ao seu elevado custo de producéo. Porém, essa demanda pode ser suprida
por meio de bactérias do género Bradyrhizobium ao realizarem o processo de
fixagado biolégica do N (FBN).

Os Bradyrhizobium presentes no solo geralmente levam mais tempo para
estabelecer a simbiose com a planta hospedeira, sendo que, pelo uso de ino-
culantes, é possivel aumentar o niUmero de bactérias ativas vidveis aplicadas
via sementes, o que aumenta a velocidade de estabelecimento da simbiose e
também a ocupacao nodular por bactérias mais eficientes em realizar a FBN.
Ainoculacao de sementes de soja em areas sem populacao estabelecida de
Bradyrhizobium é essencial para a cultura, mas mesmo em areas com alta
no solo, a inoculagéo tem levado a um ganho médio de produtividade de 8%
(Hungria et al., 2017).
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Muitos setores da industria utilizam couro para fabricagéo de produtos, como
fabricas de sapatos, roupas, industria automobilistica, artefatos, com geracgao
cada vez maior de residuos, o que demanda estudos sobre seu reaprovei-
tamento e redugéo dos impactos ambientais. Para produzir 200 kg de couro
para comercializagdo, cerca de uma tonelada de pele precisa ser beneficia-
da, o que produz cerca de 250 kg de residuos sélidos de couro n&o curtido e
200 kg de residuos curtidos, além de 50 mil kg de aguas residuarias (Erdem;
Ozverdi, 2008). Entretanto, esses residuos podem ser reaproveitados no sis-
tema de producéo ou na geragéo de subprodutos, como o uso de aguas re-
siduarias como fonte de nutrientes na agricultura ou a extragdo de colageno
para aplicagéo agroindustrial a partir dos residuos de couro, respectivamente.

As células de Bradyrhizobium aplicadas sobre sementes de soja podem per-
der sua viabilidade rapidamente por meio de ressecamento, altas tempera-
turas ou estresse osmoético produzido por substéncias aplicadas concomi-
tantemente as sementes, como micronutrientes e produtos fitossanitarios.
Entretanto, varias substancias, geralmente polimeros, tém sido testadas
como aditivos para inoculantes, visando aumentar a sobrevivéncia das célu-
las inoculadas e consequentemente manter seu potencial de in6culo por mais
tempo. Nesse aspecto, o colageno tem potencial para uso como protetor ce-
lular para inoculagéo de sementes de soja.

O objetivo desse trabalho foi empregar o colageno proveniente da industria
curtumeira como aditivo para a inoculagdo de Bradyrhizobium em semen-
tes de soja e avaliar seu efeito na sobrevivéncia das bactérias aplicadas as
sementes.

Material e Métodos

Os testes foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia do Solo da
Embrapa Soja, em Londrina, PR. Empregaram-se nos testes sementes de
soja da cultivar BRS1010, que foram inoculadas com inoculante comercial
contendo as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080, em combinagbes com a
adicao do colageno hidrolisado, cujo pH era 7,8.

Primeiramente realizou-se teste para determinar qual seria a melhor concen-
tracdo de colageno para se trabalhar, que ndo interferisse na distribuicdo das
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sementes. Testaram-se as concentragbes de 25%, 50%, 75% e 100% do
colageno, cuja concentragao final foi obtida pela diluicdo em agua deioniza-
da, em aliquotas de 10 mL. As misturas foram aplicadas sobre as sementes
da dose de 6 mL/kg de sementes e homogeneamente distribuidas. Apos a
homogeneizagédo as sementes foram deixadas a secar por XX min em con-
dicdo ambiente, observando-se quanto a ocorréncia de adeséo entre as se-
mentes tratadas. Observou-se que a aplicagdo de 6 mL/kg de sementes da
concentragao 50% foi a maior concentragcdo em que nédo havia adesé&o entre
as sementes.

Definida a melhor concentragéo para se trabalhar, testou-se a compatibilida-
de com Bradyrhizobium proveniente de um inoculante comercial contendo
protetor celular. Duas aliquotas de 500 g de sementes foram tratadas, sen-
do a primeira recebendo 1 mL de inoculante liquido mais 2 mL de colageno
50%, enquanto a segunda recebeu apenas 1 mL do inoculante. O inoculan-
te empregado € um produto comercial que apresenta protetor celular. Ap6s
duas horas de tratamento, foram coletadas trés aliquotas de 100 sementes
de cada tratamento, suspensas em solugéo fisiolégica 0,85%, diluidas em
série e plaqueadas em triplicata em meio YMA para a recuperacao das cé-
lulas de Bradyrhizobium. O ensaio de recuperacao de células foi realizado
de acordo com as metodologias e especificacdes das Instrucdes Normativas
n. 30, de 12 de dezembro de 2010 e n. 13, de 24 de margo de 2001 (Brasil,
2010, 2011).

Com base no desempenho da recuperacdo de células de Bradyrhizobium
com o uso do colageno como aditivo, foram realizados testes de sobrevivén-
cia em sementes em diferentes tempos de armazenamento. Utilizaram-se
trés aliquotas de 500 g de sementes, sendo uma tratada com 1 mL de inocu-
lante sem protetor celular e 2 ml de colageno na dilui¢do de 50%; a segunda
aliquota foi tratada com 1 mL de inoculante com protetor celular; a terceira
com 1 mL de inoculante sem protetor, que foram avaliados nos tempos de: 2
h, 1 dia, 2 dias, 6 dias, 12 dias, 19 dias apds a inoculagéo. As sementes foram
acondicionadas em sacos de papel e mantidas em temperatura ambiente ao
longo do periodo do teste. Para o primeiro teste com 2 h, trés aliquotas de
100 sementes de cada tratamento foram suspensas em solucao salina, dilui-
das em série e plaqueadas em triplicata em meio YMA para a recuperagéo
das células de Bradyrhizobium, e assim sucessivamente para cada periodo



XIll Jornada Académica da Embrapa Soja 269

de recuperacao de células. O ensaio foi realizado de acordo com as metodo-
logias e especificagdes das Instru¢des Normativas n. 30, de 12 de dezembro
de 2010 e n. 13, de 24 de margo de 2011 (Brasil, 2010, 2011).

Resultados e Discussao

A concentracdo de 50% colageno foi a escolhida para os testes seguintes
porque apos sua aplicacdo as sementes resultou em cobertura homogénea,
formando uma fina pelicula sobre o gréo, sem que ocorresse aderéncia entre
as sementes, fato que ocorreu nas concentragdes de 75 e 100% colageno. A
aderéncia das sementes causaria implica¢gdes no mecanismo de distribuicéo
de sementes, o que prejudicaria o processo de semeadura. Todos os trata-
mentos respeitaram o volume maximo de calda, que ndo deve ultrapassar
600 mL/100 kg de sementes (Henning, 2004), ja que volumes maiores de
solugdo aquosa podem causar danos a semente, prejudicando a germinagéo
(Tecnologias..., 2013).

Com ointuito de saber qual o comportamento das bactérias de Bradyrhizobium
com o colageno, realizou-se o teste de sobrevivéncia de células. As semen-
tes que receberam o coladgeno mais inoculante tiveram uma recuperacgéo de
células trés vezes maior em relagao as sementes tratadas somente com ino-
culante (Figura 1).

Constatado que o colageno n&o prejudica a recuperagdo de células de
Bradyrhizobium, avaliou-se a sobrevivéncia das bactérias ao longo de 19
dias de armazenamento. Tal qual o teste anterior, as sementes tratadas com
colageno apresentaram maior recuperacao de células quando comparadas
as sementes que receberam somente inoculante sem protetor celular e ino-
culante com protetor (Figura 2). Na recuperagéo de células no dia do trata-
mento das sementes, todas estiveram acima do limite minimo, uma vez que
devem ser recuperadas de 80-100 mil células no momento da semeadura,
sendo este numero considerado o ideal para ocorrer uma boa nodulagdo na
soja (Hungria et al., 2017). Apés um dia de armazenamento, somente as se-
mentes que receberam o colageno ainda estavam dentro do aceitavel como
uma boa recuperagdo de células; ja no sexto dia de armazenamento, ne-
nhum tratamento apresentava recuperacéo de células adequada para uma
boa nodulag&o, com uma taxa de sobrevivéncia préxima a 10.000 células nos



270 DOCUMENTOS 401

tratamentos com inoculante comum + colageno ou inoculante comercial com
protetor celular, enquanto o inoculante comum praticamente nao resultou em
recuperacgéao de células.
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Figura 1. Numero de células de Bradyrhizobium (UFC semente') recuperadas de se-
mentes de soja que recebeu inoculante com protetor celular, na presenca ou auséncia
de colageno.
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Figura 2. Numero de células de Bradyrhizobium (UFC semente™) recuperadas de
sementes de soja inoculadas com inoculante comum, inoculante comum + colageno,
e inoculante com protetor celular, em fungdo do tempo de armazenamento.
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Conclusao

O uso de colageno como aditivo para inoculagdo de Bradyrhizobium pode
ser promissor para aumentar a sobrevivéncia de células inoculadas sobre as
sementes de soja, beneficiando a fixagado biolégica do nitrogénio na cultura.
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