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RESUMO

PAULA, Solange Aparecida de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2011. Influencia da temperatura de cultivo e doses de fosforo no
solo na composicdo bioquimica de sementes de soja. Orientador: Valéria
Monteze Guimaraes. Coorientadores: Sebastido Tavares Rezende, Maurilio
Alves Moreira e Luiz Orlando de Oliveira.

A soja, um grao de alto valor nutricional, é utilizada como base para varios
produtos, portanto existe uma demanda crescente por cultivares de soja com
caracteristicas de qualidade especificas. A busca de novas alternativas para o
aumento da produtividade da soja e para uma soja com alto valor nutritivo tem
sido constante objetivo de pesquisadores e produtores. As respostas da cultura
a aplicagao do foésforo via solo sdo bem definidas, sendo esse nutriente de
grande importancia no desenvolvimento da mesma. A adubagédo da soja pode
ser influenciada por diversos fatores, entre eles as condi¢des climaticas, o teor
de nutrientes no solo e os tratos culturais. Com o objetivo de avaliar os efeitos
da adubacao fosfatada e da temperatura de crescimento das plantas de soja na
qualidade de graos de soja foi realizada essa pesquisa. Os tratamentos
constaram de sete niveis de fésforo (15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960 ppm), duas
temperaturas de crescimento das plantas e duas cultivares de soja, utilizando-
se delineamento em blocos casualizados com trés repeticbes em arranjo
fatorial. As caracteristicas avaliadas foram: concentragcdo de oligossacarideos
de Rafinose, de acido fitico, de acidos graxos e, atividade de fitase e mio-
inositol 3- fosfato sintase ambas em sementes maduras e em sementes
coletadas 40 dias apds a floragédo. As variaveis acido fitico, oligossacarideos de
rafinose, acido palmitico, acido oléico, acido linoléico, acido linolénico atividade
de fitase em semente 40 dias apds a floragao e semente madura, atividade de
mio-inositol 3-fosfato sintase, nos dois estagios tiveram efeito significativo na
interagcao tripla entre doses de fosforo x cultivar e temperatura. Sacarose,
rafinose e acido estearico tiveram apenas efeito significativo para a interagao

entre cultivares e temperatura. De posse desses resultados podemos concluir
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que o uso de uma adubagdo adequada aliada ao conhecimento das condigdes
de cultivo e do cultivar utilizado pode ser uma ferramenta para se obter

cultivares com melhor caracteristicas para o uso da soja na alimentagao.



ABSTRACT

PAULA, Solange Aparecida de, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
October, 2011.Influence of temperature and availability of soil phosphorus
in biochemical composition of seeds soybean. Adiviser: Valéria Monteze
Guimaraes. Co-adivisers: Sebastido Tavares Rezende, Maurilio Alves Moreira
and Luiz Orlando de Oliveira.

Soybeans, a grain of high nutritional value is used as the basis for several
products, so there is a growing demand for soybean cultivars with specific
quality characteristics. The search for new alternatives to increase the
productivity of soybeans and soy with a high nutritional value has been a
constant goal of researchers and producers. The responses of the crop to the
soil application of phosphorus are well defined, this nutrient is of great
importance in the development of the same, implying their use in increasing the
yield. Fertilization of soybeans can be influenced by several factors, including
climatic conditions, the nutrient content in soil and crop management. In order to
evaluate the effects of phosphorus and temperature on the quality of soybeans
was conducted this research. Treatments consisted of seven levels of
phosphorus (15, 30, 60, 120, 240, 480 and 960 ppm), using a randomized block
design with three replications. These characteristics were: Raffinose content of
oligosaccharides, phytic acid content, fatty acid content and phytase activity of
myo-inositol 3 - phosphate synthase both in two stages of grain
development. The variables phytic acid, raffinose oligosaccharides, palmitic
acid, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid phytase activity in the seed and
mature seed 40 days, activity of myo-inositol 3-phosphate synthase in two
stages, suffered a significant interaction between doses of phosphorus triple x
cultivar and temperature. Sucrose, raffinose and stearic acid had a significant
effect only for the interaction between cultivars and temperature. With these

results we conclude that the use of appropriate fertilization coupled with the



knowledge of growing conditions and cultivar can be used is a tool to obtain

cultivars with improved characteristics for use of soybean in the diet.
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1-INTRODUCAO

A soja € uma excelente fonte de proteina, éleo e minerais para dieta
humana e de animais, trazendo grandes beneficios a saude. Em funcéo de seu
alto valor nutricional, a soja tem se tornado um produto agricola cada vez mais
importante, com um aumento constante na sua produgao.

O crescimento da producdo e o aumento da capacidade produtiva da
soja brasileira estdo aliados aos avangos cientificos, a interagédo entre a planta,
o0 ambiente e o0 manejo e a disponibilizacdo de tecnologias no setor produtivo,
estando nessa situagao o uso de fertilizantes minerais como fosforo. Os solos
brasileiros sdo carentes de fosforo, menos de 0,1% do fésforo encontra-se na
solugédo do solo de forma disponivel para a planta. Os solos em que a soja €
cultivada normalmente apresentam alta capacidade de fixagao de fosforo e isto,
aliado a alta exigéncia desta cultura por esse nutriente, torna fundamental o
estabelecimento de formas e fontes de adubacéo. No entanto, as quantidades
de fésforo adicionadas devem ser econdmicas e ecologicamente corretas para
que, no futuro, ndo venham causar problemas ambientais, tal como a
eutrofizagcdo dos sistemas aquaticos. Ao mesmo tempo, 0 mundo podera
enfrentar uma escassez futura dos recursos de fertilizantes fosfatados, uma vez
que o minério de fésforo, que pode ser economicamente extraido e
transformado em adubo, tem fonte limitada e eventualmente podera ser
esgotado (Kuwano et al., 2009).

O fosforo se faz importante para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, por participar de reagbes metabdlicas fundamentais, mas
principalmente pela formagdo de compostos energéticos como trifosfato de
adenosina (ATP) e outros compostos como derivados de inositol, fosfolipidios e
outros ésteres (Tran et al, 2010)

Sementes normalmente acumulam varias vezes mais fosforo do que é
necessario para suas fungdes celulares basicas, normalmente este “excesso”
de fésforose refere a molécula de  &cido fitico (mio-inositol
1,2,3,4,5,6 hexafosfato ou Ins P8). Acido fitico e fitatos



sdo termos frequentemente usados como sindbnimos, embora acido fitico seja
um acido livre e fitato seja um sal de acido fitico. Em sementes, o acido fitico
ocorre  principalmente na forma de sal, formando complexo com calcio,
magnésio ou potassio. Varias e importantes fungbes fisioldgicas tem sido
propostas para o acumulo de fitato na semente. Durante a germinagéo, o
fésforo armazenado € necessario para a sintese de compostos como
acidos nucléicos e fosfolipidios. O mio-inositol livre pode ser usado como uma
fonte de carbono para o crescimento da planta, ou pode servir como uma
molécula de partida para uma das numerosas vias metabdlicas, como por
exemplo para formacao dos Oligossacarideos da Familia da Rafinose (RFOs)
(Israel et al., 2011).

Para que ocorra a liberacado do fésforo e da molécula de mio-inositol, o fitato
€ hidrolizado pela acéo catalitica da enzima fitase. Os animais ndo-ruminantes
e humanos ndo possuem em seu trato intestinal a enzima fitase, e assim, séo
incapazes de utilizar eficientemente o fésforo do fitato. O fitato é considerado
um fator antinutricional porque quela minerais e forma
complexos insoluveis com as proteinas, diminuindo a biodisponibilidade desses
nutrientes essenciais. O fitato que ndo é digerido pelo trato gastrointestinal é
excretado nas fezes dos animais, as quais podem ser usadas como
adubo para pastagens e solos agricolas.

Entre os fatores ambientais que exercem efeitos sobre o desenvolvimento
da cultura de soja, um dos mais importantes é a temperatura, que varia com as
épocas do ano. A temperatura influencia a composicdo, qualidade e
produtividade da soja, pois provoca mudangas qualitativas ao longo do ciclo da
cultura. Em se tratando de mecanismos fisioldgicos de adaptacao as condi¢des
térmicas, muitas plantas adquirem a capacidade de se adaptar a temperatura
do ambiente ajustando a fluidez da membrana, o metabolismo e o perfil de
expressao dos genes (Chinnusamy et al., 2004).

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o
desempenho de duas cultivares de soja, Conquista e A7002, submetidas a

niveis de adubagao fosfatada e temperaturas de cultivo, quanto aos conteudos



de acido fitico, oligossacarideos de rafinose, sacarose, acidos graxos nas
sementes maduras e atividade das enzimas fitase e mio-inositol-3-fosfato

sintase (sementes madura e colhidas 40 dias apos a floragao).

2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da temperatura e de doses de fésforo do solo sobre
os conteudos de acido fitico, fosfolipidios, oligossacarideos de rafinose,
sacarose, acidos graxos e sobre as atividades enzimaticas da mio-inositol-1-
fosfato sintase e fitase, em dois estadios do desenvolvimento das sementes dos

cultivares de soja Conquista e A7002.
2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desenvolvimento das variedades de soja cultivadas em diferentes
temperaturas e concentracdes de fosforo do solo.

e Determinar os conteudos dos fatores antinutricionais: rafinose, estaquiose e
acido fitico em graos de soja;

e Padronizar um protocolo para determinagdo da atividade de mio-inositol-1-
fosfato sintase (MIPS) de gréos de soja em desenvolvimento.

e Determinar a atividade de fitase em gréaos de soja em desenvolvimento.

¢ Auvaliar a influencia da concentracéo de fésforo do solo e da temperatura nos
conteudos de acido fitico, acidos graxos, oligossacarideos de rafinose e

sacarose em graos de soja



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1-A SOJA COMO FONTE DE ALIMENTO

A soja € uma valiosa fonte de proteina e dleo. A proteina é utilizada
principalmente como alimento, enquanto o 6leo é mais amplamente utilizado,
tanto incorporado a alimentagdo humana e animal, como também em algumas
aplicagbes industriais como por exemplo para produgdo de biodiesel. As
concentragdes de proteina e 6leo nos graos soja, sado influenciadas tanto pelo
genotipo como pelo ambiente e em média € de cerca de 40 e 20%,
respectivamente (Clemente & Cahoon, 2009).

Os chineses ja exploram o potencial da soja para uso na alimentacao ha
milénios, mas somente nos ultimos anos, os ocidentais passaram a considerar
a soja como alimento funcional, ou seja, aquele que além das funcdes
nutricionais basicas, produz efeitos benéficos a saude (Messina et al., 1994).

A relacédo entre o consumo de soja e a saude humana tem sido
amplamente investigada pelas caracteristicas nutricionais desse alimento, quer
seja pelo elevado teor de proteina de qualidade nutricional adequada, pelo
conteudo significativo de minerais e fibras, ou ainda, devido a quantidade
reduzida de gordura saturada e a auséncia de colesterol (Grieshop et al.,2001).

Entre os alimentos funcionais, a soja tem se mostrado como um dos mais
versateis na atualidade (Yim, 2002). Entre os principais efeitos na saude
humana, destacam-se a prevencgao e tratamento de doengas como alguns tipos
de cancer (mama, prostata, gastrico e intestinal), sintomas da pré e pés-
menopausa (climatério), doengas cardiovasculares, osteoporose (Trucom,
2005) e controle da diabetes (Messina et al., 1994).

Dentro do cenario agricola brasileiro a soja € uma das culturas de grande
importancia econémica. O Brasil ocupa o segundo lugar na produgdo mundial
de soja, e mantém o ritmo de crescimento das ultimas safras, com produgao
estimada em 75,31 milhdes de toneladas na safra 2010/2011. Este volume é

9,6% ou 6,62 milhdes de toneladas superior a producédo obtida na safra

4



2009/10, quando foram colhidas 68,69 milhdes de toneladas
(www.conab.gov.br). Apesar de o Brasil ser um grande produtor de soja, essa
leguminosa € pouca usada como alimento pela populagao brasileira. Apesar de
ser pouco consumida, observa-se que a produgédo de alimentos a base de soja
no Brasil € um segmento que apresenta forte crescimento. Diversos produtos
tém sido lancados no mercado em decorréncia do aumento na procura de
alimentos derivados de soja, principalmente devido a divulgacao pela midia, dos
beneficios a saude que o consumo desta leguminosa proporciona ao
organismo. No mercado brasileiro, além do dleo de soja, encontra-se extrato
(ou “leite”) de soja em po, proteina texturizada de soja (PTS ou “carne” de soja),
farinha de soja, creme de soja, condensado de soja, congelados a base de soja
(hamburguer, salsichas e nuggets de soja), pratos prontos congelados,
sorvetes, iogurtes a base de soja, lecitina de soja, entre outros (Benassi, 2006).

O extrato (ou “leite”) de soja representa uma opg¢ao de alimento para as
pessoas que sao intolerantes a lactose. Conforme Carrdao-Panizzi & Mandarino
(1998), “o “leite” de soja € uma alternativa viavel para alimentagéo, apesar de
sua deficiéncia em calcio e vitaminas A e C. O “leite” de soja apresenta alta
digestibilidade (95%) comparavel a do leite de vaca (91%) e do leite humano
(90%).

Apesar do baixo custo e de suas propriedades nutricionais e funcionais, a
soja € ainda pouco usada na dieta do brasileiro. As razdes para esse baixo
consumo sao atribuidas provavelmente a falta de habito e/ou de informacédo em
relacao aos beneficios que o seu consumo proporcionaria ao organismo. Soma-
se a isto o seu sabor e odor desagradavel, devido a presenca de diversos
compostos organicos nas sementes, a indugdo de flatuléncia gerada por
oligossacarideos do tipo estaquiose, rafinose e verbascose, e aos seus
componentes antinutricionais como &cido fitico (Morais et al.,2000; Sarwar,
1997). Todos esses fatores contribuem para que grande parte da soja seja
utilizada na extragdo de Oleos e seus residuos sejam destinados,

especialmente, a alimentagao animal.



3.2 - EFEITO DA TEMPERATURA NA CULTURA DE SOJA

Em qualquer lugar que as plantas crescam, elas estardo sujeitas as
condi¢des de multiplos estresses, os quais limitardo seu desenvolvimento e
suas chances de sobrevivéncia (Larcher, 2000). A soja, sendo uma cultura
termo e fotossensivel, esta sujeita a uma gama de alteragbes fisiologicas e
morfoldgicas, quando as suas exigéncias nao sao satisfeitas (EMBRAPA Soja,
2008).

A temperatura € um elemento meteorolégico diretamente relacionado a
adaptacgdo, desenvolvimento e a produgao eficiente da cultura. Para todas as
plantas, observa-se uma tolerancia para uma temperatura minima e maxima,
passando por um valor 6timo (Bonhomme, 2000). Os valores ideais de
temperatura do ar para o crescimento e desenvolvimento da soja sdo em torno
de 30°C, mostrando efeitos adversos quando exposta a temperaturas acima
dos 40°C (Farias et al., 2007). Alguns trabalhos apresentam valores de
temperatura base para soja no Brasil de 10°C (Farias et al., 2007), 11°C
(Sinclair et al., 2005) e 14°C (Camargo et al., 1987). Devido as plantas se
desenvolverem linearmente correlacionadas com a temperatura (Hesketh et al.,
1973), sob condicbes climaticas adversas com ocorréncia de elevadas
temperaturas, por exemplo, sua taxa de desenvolvimento frequentemente
encontra-se no lado decrescente da relagdo, acima da temperatura 6tima
(Ferreira et al, 1997). Pearson et al. (1994) sugerem o uso da temperatura
efetiva para a obtengdo do tempo térmico nestes casos uma vez que a
temperatura diaria (ou horaria) oscila entre condigbes sub-6timas e super-
otimas, sendo necessario considerar o efeito redutivo das elevadas
temperaturas na taxa de desenvolvimento da cultura. A temperatura minima
para o inicio do estadio reprodutivo da soja é variavel de acordo com a
exigéncia de cada variedade; porém, para as cultivares brasileiras estima-se a
temperatura minima em 13 °C, pois o florescimento da soja somente € induzido

em temperaturas acima desse valor. A maturagdo pode, também, ser acelerada



pela ocorréncia de altas temperaturas (Sediyama et al., 1993; Bergamin et
al.,1999; Santos, 2008).

O ambiente onde a planta de soja € cultivada exerce forte influéncia na
produtividade, qualidade fisiolégica e na composi¢cdo quimica das sementes de
soja seja ela formada por compostos do metabolismo primarios ou secundario
(Avila & Albrechet, 2010).

3.3 - ADUBACAO FOSFATADA

O fésforo &€ um dos dezessete elementos essenciais para a
sobrevivéncia das plantas, estando presente em componentes estruturais das
células, como nos acidos nucléicos e fosfolipidios das biomembranas, e
também em componentes metabdlicos mdveis armazenadores de energia,
como o ATP. O abastecimento de fosforo as plantas se da essencialmente via
sistema radicular, estando sua absor¢cdo entdo na dependéncia da capacidade
de fornecimento do substrato.

O fosforo € o segundo elemento que mais limita a produtividade nos
solos tropicais. Esse comportamento € consequéncia de sua capacidade em
formar compostos de alta energia de ligagdo com os coldides, conferindo-lhe
alta estabilidade na fase soélida. Assim, mesmo que os teores totais do elemento
no solo sejam altos em relagdo aos necessarios para as plantas, apenas uma
pequena fragcdo deste tem baixa energia de ligagdo que possibilita sua
dessorgao e disponibilidade as plantas. A fragao de fésforo ligada aos coléides
com baixa energia € chamada fator quantidade (Q) e esta em equilibrio com o
fésforo na solugéo do solo, fator intensidade (1), de onde as plantas o absorvem.
Quando a capacidade de Q em repor o | é insuficiente para sustentar a
absorcgao pelas plantas, a estratégia mais comum para reverter este quadro é a
adicao de fertilizantes fosfatados (Schulze, 1989).

A planta, como dreno, tem o solo como sua fonte principal de nutrientes
minerais havendo, portanto, a necessidade de manutencdo do suprimento de

nutrientes em quantidades adequadas para a planta. O solo é naturalmente



fonte de nutrientes ou torna-se fonte por meio da adigéo de fertilizantes (Novais
et.al.2007).

Os fertilizantes sofrem constantemente altas taxas de perdas no campo,
devido as lixiviagbes e erosdes do solo, que carregam para fora das areas de
plantio fragdes minerais e organicas essenciais a cultura em desenvolvimento,
além dos problemas relacionados com a retencdo e a disponibilidade dos
nutrientes no solo (Morais, 2009). Quando fertilizantes fosfatados sao aplicados
ao solo, principalmente em solos altamente intemperizados, apdés a sua
dissolugdo, praticamente todo o fosforo € retido na fase solida do solo,
formando compostos menos soluveis, ou seja, apenas parte do fésforo retido é
aproveitada pelas plantas (Souza, 2001).

O fésforo participa de varios processos metabdlicos nas plantas, como
transferéncia de energia, sintese de acidos nucléicos, respiracdo, sintese e
estabilidade das membranas, ativacdo e desativacdo de enzimas, reagdes
redox, etc (Vance et al, 2003). Porém, a interacdo do fésforo com os
constituintes do solo, sua ocorréncia em formas organicas e sua lenta taxa de
difusdo na solugédo do solo o tornam o nutriente menos disponivel para a planta
(Araujo & Machado, 2009).

3.3.1 FOSFORO NO SOLO

No solo, o fésforo esta presente nas fases soélida e liquida, ou seja,
adsorvido ou complexado com os oxi-hidroxidos de Fe, Al e Ca e com a matéria
organica, ou livre na solugdo do solo. Sendo o solo uma mistura de materiais
organicos e inorganicos, o fésforo também se apresenta em formas organicas e
inorganicas, tanto na fase sélida como na solugao do solo, sendo que existe um
equilibrio entre o fosforo adsorvido e o fésforo em solugdo. Devido a baixa
quantidade total de agua retida pelo solo e a baixa concentragdo de P na
solugdo, a quantidade prontamente disponivel de P para as plantas € muito

baixa, havendo a necessidade de difusdo de P da fase sdlida para a solugao



para suprir as necessidades das culturas. Essa difusao € dependente do pH, do
teor de 6xidos e de outros fatores que afetam o equilibrio fésforo-solido/fésforo-
solugao (Anghinoni & Bissani, 2004).

O foésforo organico esta presente no ambiente como parte do tecido de
plantas vivas e de residuos em decomposi¢ao, bem como de graos e sementes
exportados nas colheitas, e também faz parte dos residuos de origem animal e
humana. Uma das formas mais comuns de adicionar fésforo ao sistema é por
meio do uso de fertilizantes industriais, os quais s&o originados da manipulagao
de rochas fosfaticas, tornando o fosforo disponivel para absorgéo pelas plantas.
Entretanto, o uso de residuos vegetais e animais também sao formas
importantes de adigao de fésforo, e ocorrem constantemente, muitas vezes sem
ser percebido.

Naturalmente em solos tropicais e subtropicais o fésforo encontra-se em
concentragcbes muito baixas na solugdo, sendo Ilimitante para o
desenvolvimento de culturas comerciais. Em solos jovens, as grandes
quantidades de fosfatos primarios, através do intemperismo, fornecem este
nutriente as plantas. A disponibilidade de P € muitas vezes descrita pelo grau
de labilidade deste nutriente no solo, ou seja, pela forma e interagdo que o P
esta sofrendo dos sitios de adsorcédo do solo. Se o mesmo esta em solugcéo ou
fracamente adsorvido, entdo esta na forma labil, se esta adsorvido com maior
forga nas argilas e 6xidos de Fe e Al, entdo o grau de interagdo é que regulara
a labilidade do mesmo. Com o desenvolvimento do solo, as formas labeis de
fésforo diminuem e as formas nao labeis aumentam, especialmente aquelas
inorganicas inativas. A participagdo do P organico aumenta, e os processos
biolégicos tendem a governar sua disponibilidade para as plantas e/ou

microrganismos do solo (Cross & Schlesinger, 1995).



3.3.3 - ABSORCAO E FORMAS DE FOSFORO NA PLANTA E SUA FUNCAO
NO METABOLISMO

As plantas absorvem o fésforo nas formas aniénicas H,PO4 e HPO?4 que
sdo as formas ibnicas do foésforo de maior ocorréncia nas faixas de pH
normalmente encontradas nos solos, de 4,0 a 8,5 (Barber, 1984). O processo
de absorcdo pode ser definido como a entrada do elemento em uma parte
qualquer da célula, no espacgo intracelular da raiz ou folha (Malavolta et
al.1997).

A baixa concentragdo de fosforo disponivel nos solos exige um
mecanismo de absorcdo bastante eficiente. As plantas adquirem o fésforo
contra um gradiente de concentragdo através da membrana plasmatica, as
concentragdes de Pi nas células sdo geralmente mais de cem vezes superiores
as concentragdes na solugado do solo (Raghothama, 2000). O que exige que
seja gerado um forte gradiente eletroquimico, para que o transporte de fosforo
para dentro da célula seja possivel (Smith, 1997). A fonte de energia para esse
transporte provém da operagao de uma bomba i6nica (extrusao de prétons), a
enzima ATPase, localizada no plasmalema, ativada por cations com diferentes
especificidades, bombeia H+ para fora do citoplasma (Glass, 1984).

Segundo Rauscher & Bucher (2002), apds absorgédo radicular, o Pi
encontra cinco possiveis destinos:

1) Ingressa no compartimento metabdlico;

2) Uma pequena porcdo de Pi ingressa nas vias biossintéticas de

fosfolipidios, DNA e RNA, tornando-se um componente da célula;

3) Uma quantidade variavel de Pi é perdida pela célula via efluxo;

4) Ocorre o influxo e armazenamento de Pi no vacuolo para regular a

homeostase de Pi no interior da célula e

5) O Pi é transportado para as células parénquima do xilema e

posteriormente, liberado para o transporte a longa distancia.

Quando absorvido, o fosfato pode permanecer como Pi, ser esterificado

como ester simples de fosfato (como em um acgucar fosfato) ou ser preso a

10



outro fosfato por ligagdes pirofosfato de alta energia, como no ATP (Marschner,
1995).

Nas células vegetais, o fésforo pode estar presente nos nucleotideos,
nos fosfolipidios presentes nas membranas celulares, nos fosfatos de
adenosina (ATP e ADP). Em sementes, o fésforo acumula-se preferencialmente
como acido fitico, na forma de sais de acido fitico ou fitato (Araujo & Machado,
2006). Na forma de Pi, € substrato ou produto em muitas reagées enzimaticas,
incluindo as da fotossintese e metabolismo de carboidratos.

Em plantas, a deficiéncia de fésforo altera o metabolismo primario para o
secundario, resultando acumulo de metabolitos secundarios, como flavondides
(Vance et al., 2003). A deficiéncia de fésforo causa uma redugdo no
crescimento das plantas como um todo, atraso no florescimento, numero
reduzido de frutos e sementes (Malavolta et al., 1997).

O baixo conteudo de fésforo nos graos implica em um menor teor de
acido fitico (Feet el a.,1992). O &cido fitico é localizado exclusivamente nos
globdides dentro dos corpos protéicos, mas ndo em todos esses corpos,
resultando em diferentes conteudos relativos de N e P nos graos, o que abre
perspectivas de uma sele¢do independente para os teores de N e P nos gréos
(Araujo & Teixeira, 2003).

3.4 Fitase (EC 3.1.3.8)

A fitase ou mio-inositol hexafosfato fosfohidrolase €& uma enzima
pertencente ao grupo das fosfatases de histidinas acidas, que hidrolisa o acido
fitico a mio-inositol e acido ortofosforico, necessario para o processo metabdlico
na biossintese celular. Ha dois tipos de fitase, a mio-inositol 3- fosfohidrolase,
denominada 3-fitase e a mio-inositol 6-fosfohidrolase, denominada 6-fitase ou
fitato 6- fosfatase (Vohara & Satyanarayama, 2003).

Com base nas propriedades bioquimicas (pH, temperatura, mecanismos
cataliticos e especificidade de hidrolise) e no alinhamento da sequéncia de

aminoacidos, as fitases podem ser divididas entre fitases acidas de histidina

11



(HAP) e fitases alcalinas. A maioria das fitases de vegetais, bacterianas e
fungicas pertencem a classe HAP. A IUPAC-IUB (The International Union Of
Pure and the International Union of Biochemistry) classificou todas as fitases
acidas como subfamilia de HAP de alto peso molecular, na qual se inclui as 3-
fitases que iniciam a hidrolise da ligagdo ester na posicao 3, e as 6-fitases que
hidrolisam na posi¢gao 6 (Nagashiro, 2007).

A maioria das fitases comercializadas é derivada de diferentes espécies
de fungos (Remus, 2007). Uma série de fitases com propriedades estruturais e
cataliticas variadas €& encontrada em plantas e microrganismos. A fitase é
encontrada em cereais como arroz, trigo, milho, sorgo, soja, e outras
leguminosas ou sementes oleaginosas (Vohara & Satyanarayama, 2003).

Animais monogastricos e 0 homem, ao consumirem cereais que contem
fosfatos na forma de fésforo fitico, ndo o utilizam por causa da auséncia de
atividade de fitase intestinal (Wodzinski & Ullah, 1996).

3.5 Mio-inositol-3-fosfato Sintase (5.5.1.4)

Varios estudos envolvendo as enzimas da via de sintese do mio-inositol
e seus derivados tem sido realizados. Sendo a enzima mio-inositol-3-fosfato
sintase (MIPS) uma das mais estudadas, por ser a enzima responsavel pelo
primeiro passo da via de sintese do mio-iositol.

MIPS é a enzima que converte glicose 6- fosfato em mio-inositol 3-
fosfato, através de reacbes de oxidacdo, enolizagdo, ciclizacdo e reducéo
(Manjumder et al 1997).

3.6 - OLIGOSSACARIDEOS DE RAFINOSE

Os oligossacarideos da familia da rafinose (RFOs) sao oligossacarideos
derivados da sacarose, que receberam este nome devido ao primeiro produto
de uma série homodloga de a-galactosideos. Sado agucares nao redutores, de
baixo peso molecular, soluveis em agua e em solugbes de alcool e agua
(Arentoft & Sorensen, 1992; Arentoft et al., 1993). Além da rafinose, os RFOs

sdo constituidos de estaquiose, verbascose e ajucose (Cerning-Beroard &
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Filiatre-Verel,1976). S&o geralmente os agucares soluveis mais encontrados

nas plantas, apds a sacarose (Dey, 1990), podendo perfazer entre 2 a 13% do

peso seco. Esses RFOs possuem um papel muito importante na estabilidade da

semente e na protecdo contra o dessecamento. Na figura 1 esta a estrutura

quimica dos oligossacarideos:

HocH, .0

HOCHz f_,, HOCH, HOCH,

Sucrose Raffinose Slachyose Verbascose

Figura 1- Estruturas quimica da sacarose e dos RFOs.
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3.6.1 - BIOSSINTESE E PAPEL FISIOLOGICO DOS OLIGOSSACARIDEOS
DE RAFINOSE

Os oligossacarideos de rafinose sdo a fonte primaria de energia e
substrato para a sintese de varios compostos, durante a germinagao das
plantas que armazenam tais acgucares (Jiménez et al., 1985). Segundo Dey
(1981), a rafinose é armazenada nos 6rgaos de reserva, sendo utilizada como
precursora para a sintese de outros oligossacarideos ou podendo ser
hidrolisada por alfa-galactosidases.

Além disso, os RFOs tém outras funcdes nas plantas, eles servem como
metabdlitos de transporte de esqueletos carbénicos em muitas leguminosas e
existem evidéncias de seu papel na adaptacao das plantas ao frio e em conferir
tolerancia a dessecacgao, durante o processo de maturagdo das sementes. Na
literatura varios autores (Horbowicz & Obendorf, 1994; Koster et al., 1994,
Leprince & Waltres-Vertucci, 1995; Crowe et al., 1996) relatam a expressao de
enzimas relacionadas a biossintese de galactinol e RFOs e sua acumulagao
intracelular, intimamente associada com as respostas ao estresse ambiental.
Na auséncia dos RFOs, a tolerancia das sementes a dessecacao € perdida,
mesmo que a sacarose esteja presente. Acredita-se que a sacarose seja o
principal agente da tolerancia a dessecacao (Korter & Leopold, 1988), e que os
RFOs impegam a cristalizacdo da sacarose (Leopold & Vertucci, 1986).

Segundo Dey (1985), a via metabdlica de sintese dos RFOs pode ser

representada como se segue:

UDP-galactose + mio-inositol —_,  Galactinol + UDP
Galactinol + sacarose —— > Rafinose + mio-inositol
Galactinol + rafinose —— > Estaquiose + mio-inositol
Galactinol + estaquiose ——» Verbascose + mio-inositol
Galactinol + verbascose —— » Ajucose + mio-inositol
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Na Figura 2 estdo representadas a via de sintese dos oligossacarideos :

UDP
— —_— -
UDP - Glc UDP - Gal Sacarose
(Glicose — Frutose)
GS
Glc6P —» — Mio-inositol »  Galactinol Rafinose
/ sintase
Acido fitico Rafinose
(Galactose-Sacarose)
Galactinol
Estaquiose
sintase
Galactinol
Galactinol
Ajucose Verbascose <« Estaquiose
(Galactose- Verbascose) *— —— (Galactose- Estaquiose) (Galactose- Rafinose)

Figura 2 - Esquema da via metabdlica de sintese dos RFOs (adaptado de
Suarez et al., 1999).

A sintese dos RFOs comega com a produgao de galactinol a partir de
UDP-galactose e mio-inositol, essa reacédo € catalisada pela galactinol sintase
(UDP-galactose: mio-inositol galactosil transferase; GS), que requer Mg*? para
sua atividade (Liu et al., 1995). A UDP-Galactose é derivada da conversao de
UDP-Glicose pela enzima UDP-glucose-4'-epimerase. O galactinol age como
doador de galactosil e acha-se que a sintese de oligossacarideos € 0 Unico
papel do galactinol nas plantas (Saravitz et al., 1987). Subsequentemente a
primeira reacao, sintases especificas catalisam a sintese de cada
oligossacarideo da série (rafinose, estaquiose e verbascose, com a produgao
de a-1,6-galactosidios, tri, tetra, penta e hexassacarideos de rafinose) através
da transferéncia do galactinol para a sacarose com regeneragao do mio-inositol
(Ribeiro, 2001). A rafinose ocorre em plantas superiores nas folhas, caules e
orgaos de reserva. Ocorre um acumulo na concentracao de rafinose com a
perda de agua nas sementes maduras (Dey,1985). A estaquiose € um dos mais

abundantes tetrassacarideos em plantas, reconhecida como o maior agucar de
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reserva e transporte das leguminosas. Estaquiose é sintetizada a partir de
rafinose em uma reacgao catalisada pela estaquiose sintase (galactinol: rafinose
6-a-D-galactosil transferase), onde o galactinol serve como doador de
galactose. Verbascose e ajucose sdo penta e hexassacarideos,
respectivamente. Estes oligossacarideos coexistem com rafinose e estaquiose
na maioria das leguminosas, estando presentes em o6rgaos de reserva (Dey,
1985, 1990).

Geralmente as sementes acumulam sacarose durante seu
desenvolvimento e RFOs sdo acumulados durante a maturagdo e dessecacao,
sementes de soja imaturas sdo capazes de germinagdo e nao toleram
dessecacgao rapida (Saravitz et al.,1987; Kuo et al., 1988; Lowell & Kuo, 1989;
Horbowicz & Obendorf,1994; Lahuta et al., 1995; Blackman et al. 1991, 1992).

3.6.2 - OCORRENCIA E DISTRIBUICAO DOS OLIGOSSACARIDEOS DE
RAFINOSE EM PLANTAS E SUAS IMPLICACOES NUTRICIONAIS

Os RFOs ocorrem no embrido de sementes de leguminosas e sao
hidrolisados durante a germinagéo, resultando no acumulo temporario de
galactose e sacarose nesses tecidos (Dey,1980; Saravitz et al.,, 1987). Os
RFOs sao o segundo tipo de carboidrato soluvel mais abundante nas plantas,
apos a sacarose. Eles sao sintetizados e depositados nos 6rgaos de
armazenamento, como as sementes, durante o processo de maturagéo e sio
mobilizados durante os primeiros estadios da germinagao (Dey,1990).

Uma vez que existe variagcédo entre cultivares de soja quanto ao conteudo
de RFOs, para sua redugdo em sementes de soja seria necessaria a
identificagdo de gendtipos que apresentassem sementes com baixos teores de
oligossacarideos,seguido de hibridagbes entre estes e posterior selegéo.
Entretanto, Hymotwitz et al.(1972) concluiram que devido a existéncia de uma
correlacéo positiva entre concentragao de proteina e de estaquiose na semente,
torna-se dificil desenvolver linhagens de alta concentragdo de proteina e que

tenha baixo teor de estaquiose.
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Com o objetivo de obter sementes e de variedades de soja com baixo
teor de oligossacarideos para uso na alimentagdo humana, Suarez et al. (1999)
analisaram um grande numero de sementes quanto a atividade das enzimas
rafinose sintase e estaquiose sintase, que catalisam as etapas finais da sintese
de rafinose e estaquiose, respectivamente. Esses estudos resultaram na
identificacdo de sementes e variedades com atividade muito baixa para essas
enzimas, as quais apresentam também baixa concentracdo de rafinose e
estaquiose quando comparadas com sementes convencionais.

As primeiras evidéncias sobre o efeito antinutricional dos RFOs foram
notadas por Kuriyama & Mendel (1917). Esses autores reportaram que quando
alimentavam ratos com dietas contendo de 3 a 5 g de rafinose, esses
apresentavam diarréia severa e residuos de rafinose nas fezes. A ingestdo de
soja e derivados resulta no aparecimento de sintomas desagradaveis, o que
limita o seu consumo. Dentre os sintomas desagradaveis, destaca-se a
flatuléncia (De Lumen, 1992), que é resultante do metabolismo anaerdbico dos
RFOs, presentes nos grdos das leguminosas em geral (Price et al., 1988). A
mucosa do intestino humano e de outros animais monogastricos, como aves e
suinos, é desprovida das enzimas a-1,6-galactosidases (EC. 3.2.1.22 a-D-
galactosil galactohidrolase), que sao necessarias a conversdao dos RFOs em
agucares mais simples. Consequentemente, 100% dos RFOs ndo sé&o
degradados e sao entdo conduzidos ao intestino grosso onde bactérias
anaerodbicas possuem 0s sistemas enzimaticos necessarios para fermentacéo
desses agucares, o que resulta em liberagdo de grandes quantidades de CO,
H, e CH4, fenbmeno este conhecido como flatuléncia intestinal, que esta
associado com codlicas, diarréia, dispepsia e constipagdo (Steggerda &
Dimmick, 1966; Suarez et al 1999). Desta forma, os RFOs presentes na soja e
outras leguminosas assumem papel restritivo quanto ao consumo destes graos

como fonte protéica.
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3.7 - ACIDO FiTICO

O fitato no grdo de soja representa em torno de 50 a 70 % do fosforo
total (Reddy et al., 1989). Segundo Souza (2003), as variagées nos valores de
acido fitico no grao de soja, descritas na literatura, sdo decorrentes, além do
gendtipo, das variagbes nas condigdes ambientais, na dose aplicada de
fertilizantes, no armazenamento e nos métodos de determinagéo. Nas plantas,
o acido fitico tem como fungdes fisiolégias, suprir 0 processo de germinagao
com o inositol, fosfatos e minerais (Lott et al., 2000; Lei et al, 2001) e controlar
os niveis de fosfatos inorganicos, tanto na fase de maturacdo da semente

quanto na sua germinacgao (Strother, 1980).

3.7.1 - VIA DE BIOSSINTESE DE ACIDO FITICO

A sintese de acido fitico inicia apdés o florescimento e se da por um
processo de fosforilagdo da molécula de mio-inositol. A principio, este pode ser
suprido pela sintese de novo ou pode ser reciclado a partir de uma forma
armazenada, ou ainda ser translocado. No entanto, a sintese de novo é
reconhecida como sendo a principal fonte de inositol em grdos, o qual envolve a
conversao de glicose-6P em mio-inositol-1P pela acdo da enzima mio-inositol-1-
P-sintase (MIPS) (Loewus & Murthy, 2000).

A partir do mio-inositol-monofosfato o processo de fosforilagdo é
continuado sucessivamente até a formagdo do mio-hexaquisfosfato (IP6) ou
acido fitico. Este se acumula durante desenvolvimento até maturacdo de
semente e dessecacdo. Para explicar a via biossintética do IP6 existem muitas
propostas na literatura: que ha uma fosforilagdo sucessiva da molécula de mio-
inositol com auséncia de intermediarios parcialmente fosforilados estaveis
(Biswas et al., 1978), ou aquela que envolve fosforilagdo sucessiva, porém com
a presenga dos intermediarios (Brearley & Hanke, 1996). Em ambas, a

fosforilagdo ocorre pela acdo de quinases.
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No caso da via que se refere a presenca dos polifosfoinositidios como
intermediarios, a formagao de IP3 ocorre pela agado da fosfolipase C e os
demais intermediarios também s&o formados por quinases, em que duas
fosforilagbes sucessivas levam o IP3 ao IP5, e finalmente o IP5 para o IP6,
através da pentaquisfosfato quinase, esta ultima conversdo é comum em todas
as vias, o0 que varia é a posigao do fosforo na molécula de mio-inositol (Majerus
et al., 1988)..

Independente do caminho de sintese do acido fitico, o fésforo, mio-
inositol ou glicose podem ser usados como primeiros substratos a serem
incorporados na via de sintese de fitato. O fosforo € incorporado na forma de
ATP, a glicose e mio-inositol sdo fontes de carbono (Loewus & Loewus, 1983).
Tanto glicose como mio-inositol podem gerar mio-inositol-1P pela acdo de duas
enzimas, mio-inositol-1-P-sintase e mio-inositol-quinase, respectivamente
(Loewus & Murthy, 2000). As vias de biossintese do acido fitico estdo

mostradas na Figura 3.

Formas armazenadas

Fotossintetizado oL
de mio-inositol

D-glicose-6-P l
la
S B D e .
mio-inositol-1-P  ——— mig-inositol —— Fosfatidilinositol (PI)
[o] F
P2 PIP JFormas |
VE G ligadas
1P3 Intermediarios PIP2
}E estiveis ou ndo jie
P4 1P3
VE i
IP5 “14? '
Acido fitico

(IP6)

Figura- 3- Possiveis vias metabdlicas envolvidas na sintese de acido fitico. A
esquerda, via proposta por Biswas et al., (1978) na auséncia de intermediarios
estaveis, ou no caso dos intermediarios estaveis refere-se a via proposta por
Brealy & Hanke, (1996). A direita, via proposta por Majerus et al., (1988), A= 1
L-mio-inositol-1P-sintase; B= 1L-mio-inositol-1P fosfatase; C= mio-inositol-
quinase; D= fosfatidil inositol sintase; E= quinases; F= Pi quinase; G= PIP

quinase; H= fosfolipase C e K= pentaquifosfato quinase.
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3.7.2 - OCORRENCIA E DISTRIBUICAO DE ACIDO FiTICO EM PLANTAS E
SUAS IMPLICACOES NUTRICIONAIS

O acido fitico é tipicamente depositado como inclusbes globulares
juntamente com as proteinas de reserva (Lott et al., 1995). Nos cereais, o acido
fitico concentra-se na camada do aleurona e no embrido. As dicotileddneas
podem ter o fitato depositado no endosperma, cotilédones e eixo embrionario,
sendo que a menor percentagem se encontra no eixo embrionario (Lott et al.,
1995).

A soja e seus derivados contém de 1 a 1,5% de acido fitico que podem
ser quelados com metais di e trivalentes, tais como Ca, Cu, Zn, Fe, Mg, Mn e
Mo (Rackis, 1974), e interagir com proteinas e vitaminas (Chang,1977). A
importancia antinutricional destes sais deve-se a interagcdo dos grupos fosfato
com amido, minerais e proteinas, levando a alteracdo na solubilidade,
funcionalidade, digestibilidade e absor¢do desses nutrientes (Reddy et al.,
1989).

Devido a estes aspectos, o interesse em manipular o teor de fitato em
graos tem crescido em todo mundo. A fitase € a principal enzima responsavel
pela hidrélise do fitato durante a senescéncia e germinacgdo, resultando em
fésforo inorganico e inositol com varios graus de fosforilagdo. Esta enzima
apresenta grande distribuicdo na natureza tanto em microrganismos como em
sementes como, soja, feijao, trigo. Porém, nao esta presente em humanos e
animais monogastricos. Assim, a maior parte do P contido neste composto é
indisponivel e excretado sem ser absorvido (Raboy et al., 1991; Reddy et
al.,1989).
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3.8 ACIDOS GRAXOS DA SOJA

Os dleos vegetais possuem como seu principal componente lipidico os
triacilglicerdis, que sdo compostos de trés acidos graxos, cada um ligado ao
glicerol através de ligagbes ésteres. O 6leo de soja € composto pelos seguintes
acidos graxo: Palmitico (16:0); estearico (18:0); oléico (18:1); linoléico (18:2) e
linolénico (18:3). A proporgéo que esses acidos graxos sao encontrados na soja
€ em média: 11 % de acido palmitico; 4% de acido estearico; 24% de acido
oléico; 54% de acido linoléico e 7% de acido linolénico (Kinney,1996).

A qualidade do éleo, o valor nutricional, o sabor e as propriedades
fisicas, como estabilidade oxidativa, ponto de fusdo, sdo determinadas pela
composigcao e distribuicdo dos acidos graxos na molécula de triacilglicerol. O
teor de acidos graxos poliinsaturados tem sido relacionado com a diminui¢do da
estabilidade oxidativa e da qualidade do 6leo de soja (sabor e odor), gerando
compostos volateis, rancidez (Yadav, 1996 & Murphy, 1999).

Em soja a biossintese de acidos graxos inicia-se com a formac&o dos
acidos graxos palmitico, estearico e oléico em uma sequéncia de reagdes
catalizada pela acido graxo sintase. Este complexo enzimatico tem como
funcdo adicionar unidades de dois carbonos a cada ciclo até formar o Palmitoil-
ACP (Yadav, 1996). A B-cetoacil sintase Il promove a elongacéo do Palmitoil-
ACP a estearoil-ACP e a estearoil-ACP dessaturase promove a conversao de
estearoil-ACP a oleocil-ACP (Somerville & Browse, 1991). Sintetizados nos
plastidios, eles podem ser transportados para o citosol associados a proteina
carreadora do grupo acil (ACP) e serem utilizados para a producgao de lipidios
estruturais de membranas e de reserva (Yadav,1996)

A biossintese de acidos graxos insaturados € catalisada por enzimas
denominadas acido-graxo dessaturases, tendo como principal substrato a
fosfatidilcolina. Essas enzimas catalisam a introdu¢do de duplas ligagdes na
por¢ao hidrocarbbénica dos acidos graxos (Kinney, 1996). Cada acido graxo

dessaturase introduz uma ligagdo em uma posicdo especifica da cadeia
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carboénica do acido graxo. A primeira reacao é catalisada pela estearoil-COA

dessaturase para produzir o acido oléico (18:1).

4- MATERIAIS E METODOS

Sementes de soja dos cultivares comerciais A7002 (desenvolvido pela
Aventis atualmente Nidera) e MG/BR 46 Conquista (desenvolvida pela
EPAMIG/EMBRAPA), foram utilizadas neste experimento. Essas cultivares
foram selecionadas por possuirem distintos conteudos de 6leo nas sementes, a
cultivar A7002 possui aproximadamente 26%, a cultivar MG/BR 46 Conquista
possui 20% de 6leo; por apresentam ciclo de maturidade semelhantes de 135
dias (semi tardio para nossa regiao) e mesmo tipo de crescimento. As sementes
foram cedidas pelo programa de melhoramento genético da soja do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria —-BIOAGRO-UFV.

O experimento foi montado em delineamento em blocos casualizados,
seguido por um arranjo fatorial, com trés repeticées por tratamento, totalizando
84 parcelas, cada parcela foi constituida por um vaso contendo 4,0 kg de solo
previamente corrigido e adubado.O solo foi corrigido com CaCO; e adubado
com sulfato de potassio, acido borico, sulfato de cobre, de zinco e de manganés
e fosfato de calcio monobasico utilizado como fonte de fosforo. A adubacéao
utilizada foi a recomendada para soja, com exceg¢do da adubacao fosfatada,
onde a dose de fosforo utilizada foi variavel. Sete doses de fésforo foram
utilizadas: 15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960 ppm. Em cada vaso foram plantadas
quatro plantas.

Durante o cultivo das plantas, quarenta dias ap6s a floracdo, foram
coletadas sementes de cada tratamento que foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -20°C, para posterior analise das atividades de fitase e
mio-inositol-3-fosfato sintase, as demais andlises foram realizadas com a
semente madura. As plantas foram cultivadas no periodo de agosto até
dezembro de 2009.
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Até o inicio do periodo reprodutivo, as plantas foram mantidas em uma
mesma casa de vegetacdo. Apos esse periodo, foram divididas em duas casas
de vegetacao: uma com sistema de ventilagdo constante, em que a temperatura
maxima média foi de 30°C e a minima de 15°C. Na outra, as temperaturas
maxima e minima médias foram de 35°C e 21°C. As medidas de temperatura
foram realizadas diariamente, as 18:00 h, utilizando termémetros de maxima e

de minima, com o objetivo de avaliar o efeito da temperatura de cultivo.

4.1. ANALISE DE ACIDO FITICO

O &cido fitico foi extraido segundo o método descrito por Haug & Lantchz
(1983). O volume de 1,5 mL de HCI 0,2 M foi adicionado a 0,015 g de farinha de
soja para extragdo. Em seguida a mistura foi agitada durante 30 min a 25 °C e
centrifugada a 17.200 x g durante 15 min. O sobrenadante (0,5 ml) foi misturado
com 1 mL de solugéo de FeCl; em HCI 0,2 M (0,11g de cloreto férrico foram
dissolvidos em 100 mL de HCI 0,2 M e o volume completado para 1000 ml), e
em seguida a mistura foi aquecida por 30 min a 100 °C. Apods resfriamento a
temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a 3.000 x g durante 15 min a
25 °C. O sobrenadante (0,5 mL) foi misturado com 0,75 miIL de solugdo de
bipiridina (10g de bipiridina, 10ml de acido tioglicolico em 1000 ml de agua
destilada). Logo apés, foi feita a leitura da absorbancia em 519 nm e os valores
foram transformados em concentragdo de acido fitico pelo uso de uma curva
padrao construida a partir de solucdes de diferentes concentragdes de fitato de

sodio.
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4.2. EXTRACAO E ATIVIDADE DE FITASE

Para preparacao de extrato enzimatico para analise de fitase, graos de
soja foram moidos e a 50mg de farinha de soja foram adicionados 1,5 mL de
tampao de extracdo Tris-HCI 0,02 M (pH 7,6) contendo 0,1% Triton X-100. A
mistura foi homogeneizada e entdo centrifugada as 12.000 x g por 30 min, a
4°C.

A atividade de fitase foi determinada conforme Lolas & Markakis (1977).
Em tubo de ensaio contendo 0,2 mL de tamp&o acetato de sddio 0,6 M, pH 5,3,
0,15 mL de fitato de s6dio8 mM, pH53, e 0,65mL de agua, foi
adicionado 0,2 mL do extrato bruto contendo a fitase. A incubacgao foi realizada
em banho-maria a 50°C por 30 minutos, e a reacao paralisada pela adicdo de
acido tricloroacético até concentracéo final de 0,7 M. Em seguida, a solugao foi
centrifugada por 5min a 13000g e o fosforo inorganico determinado no
sobrenadante, de acordo Heinonen & Lahti (1981). Uma unidade internacional
de atividade de fitase (1 U) foi definida como sendo a quantidade de enzima

que libera 1 ymol de fésforo inorganico por minuto, nas condigdes de ensaio.

4.3. EXTRACAO E ATIVIDADE DA MIO-INOSITOL-3-FOSFATO SINTASE
(MIPS)

Os graos de soja foram triturados e ao p6 (200 mg) foi adicionado 1ml de
Tampéo Tris-HCI 30 mM (pH 7.5) contendo 1 mM de Ditriitol, 1 mM de acido
ascorbico, 1 mM de EDTA-Na,, 6 mg de Polivinilpropenol 40 insoluvel e 1 mM
de metil fenil sulfonil fluoreto (PMSF). As amostras foram centrifugadas a
20.000 x g por 25 min, e o sobrenadante clarificado foi utilizado para
determinacao da atividade da enzima MIPS.

O ensaio para a atividade de MIPS continha extrato bruto (200 pL), 200
uL de D-glicose 6-fosfato 5 mM e 100 uL de NAD* 5 mM. A mistura de reagéo
foi incubada por 1,5 horas, a 37°C, e interrompida com adi¢cao de 200 uL de
acido tricloroacético 20% (p/v). As proteinas precipitadas foram removidas por

centrifugacao. O sobrenadante (500 pL) foi incubado por 1,5 h com 750 uL de
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NalOs 0,2 M. Para remover o excesso de NalO4 foi adicionado ao
sobrenadante 1 mL de Na,SO4 1 M. A quantificacdo de inositol monofosfato no
sobrenadante foi realizada pela adicdo de 2 ml da mistura de reagentes [0,4 mL
de H,SO4 3 M, 0,4 mL de molibdato de aménio 2,5% (p/v), 0,8 mL de H,O e 0,4
mL de acido ascérbico10%, (p/v)] e a mistura foi incubada a 37°C por 1,5 horas.
Foi realizada a medida da absorbancia a 660nm e as unidades de enzima foram
calculadas utilizando uma curva padrdo com mio-inositol fosfato de 0,4 a 2 mM
(Coelho et al., 2007).

4.4 ANALISE DE ACUCARES

As concentragdes de sacarose, rafinose e estaquiose foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A extracdo dos
oligossacarideos das sementes de soja foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Guimarées et al (2001). As sementes foram moidas e
pesados cerca de 30 mg de farinha, as quais foram utilizadas para o processo
de extragao dos oligossacarideos. A fragao 6leo presente na farinha foi retirada
por 3 extracdes sucessivas com 1,0 mL de éter de petrdleo a 42 °C por 5 min.
Trés etapas sucessivas de tratamento com etanol 80 % a 100 °C por 5 min
foram usadas para extrair os oligossacarideos da farinha desengordurada. Apos
cada extracdo com etanol 80 % a mistura foi centrifugada em centrifuga do tipo
Eppendorff 5415C, 14.000 rpm, por 5 min. O extrato alcodlico total obtido foi
evaporado em estufa a 50 °C, e os oligossacarideos ressuspendidos em 1,0 mL
de etanol 80 % e congelados a -20°C. Essa solugdo foi submetida a
centrifugagao por 10 min e filtrada em filtro Milipore de 0,45 micra de diametro.
O filtrado foi analisado em HPLC.

Para quantificacdo dos oligossacarideos, inicialmente foi feita uma
padronizacdo do método. A partir de uma solugdo estoque contendo mistura
dos agucares (frutose, sacarose, rafinose e estaquiose) nas concentragcbes de
4, 4, 8 e 8 (p/v), respectivamente. Cada solugao foi injetada no cromatografico
para obtencao das curvas, correlacionando a area do pico com a concentragao

do agucar na solugao. As equacdes foram obtidas por regresséo linear.
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Os RFOS extraidos foram analisados por HPLC em cromatografo
Shimadizu série 10A, equipado com detector de indice de refracdo, uma coluna
em aco inox (25 X 0,465 cm) contendo na fase estacionaria o grupo aminopropil
(-NH2). A mistura acetonitrila-agua (80:20) em condi¢des isocraticas foi a fase
movel. As andlises foram realizadas a 35 °C sob o fluxo de 1 mL/min e todo o
processo foi controlado por um computador acoplado ao sistema.

Um volume de 20 yL de cada amostra foi injetado no cromatografo e
cada agucar presente foi identificado e quantificado por comparagdo com os

tempos de retencéo e concentragdes dos agucares nas solugdes padrao.

4.5 ANALISE DE ACIDOS GRAXOS

O conteudo de cada acido graxo presente no 6leo das sementes de soja
foi determinado por cromatografia gasosa. Aproximadamente 20 mg de
semente de soja moida foram colocadas em tubos de rosca, e a cada amostra
foi adicionado 1 ml de hexano, sendo a mistura mantida a 4 °C por cerca de 16
horas, sob atmosfera de N,. Apds esse tempo, a solugdo de lipidios e hexano
foi transferida para outro tubo, e o solvente evaporado por borbulhamento de
N». Para obtencao dos ésteres metilicos, foi utilizada a metodologia descrita por
Jham et al. (1982).

Apdés a derivatizagdo, aliquotas de 10 pl foram injetadas em
cromatografo a gas GC-17A marca SHIMADZU. Foram utilizadas coluna
Carboaw (30 m x 0,32 mm) e temperaturas de 225°C para a coluna, 245°C para
o injetor e 280°C para o detector. O gas de arraste foi o nitrogénio, com o fluxo
de 1,1 ml/min. Cada acido graxo presente foi identificado e quantificado por
comparagao com os tempos de retengdo e concentragdes dos acidos graxos

nas solucdes padrao.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo sistema F, par
testar as hipoteses dos efeitos principais e da interagdo entre os fatores.

Quando o efeito da interacédo foi significativo, os graus de liberdade foram
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desdobrados, ajustando-se curvas de regressao, através do programa SAS
9.1.3 (2007). O teste de Tukey também foi utilizado para comparacdo entre

meédias.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises dos conteudos médios de acido fitico,
estaquiose, rafinose, oligossacarideos de rafinose (RFOs) (rafinose +
estaquiose), sacarose, acidos graxos, e das atividades enzimaticas de fitase e
mio-inositol-1-fosfato sintase (MIPS), estdo dispostos no Anexo |. O resultado
da analise de variancia esta apresentado nas tabelas 1, 2 e 3.

De acordo dos resultados obtidos, foi verificado que a medida que as
doses de fésforo empregadas como nutriente na adubagdo do solo foram
aumentadas, houve também aumento no tamanho das plantas de soja e no
numero de vagens (Figura 5). Quando nao houve aplicagéo de fésforo no solo
(0O ppm) as plantas ndo se desenvolveram e cada planta produziu apenas 1
vagem, com uma semente cada, o que inviabilizou o uso desta dose como fonte
de dados no experimento. Nas doses de 15, 30 e 60 ppm de fésforo no solo as
plantas produziram de 10 a 80 g de sementes, a partir da dose de 120 ppm até

960 ppm houve aumento da produgdo variando de 110g a 240g

,respectivamente.

Figura 5 - Plantas de soja utilizadas no experimento, apresentadas da
esquerda para direita em ordem crescente de doses de fosforo aplicadas no

solo.
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Tabela 1 — Resumo da anadlise de variancia dos dados obtidos nas
determinacbes dos teores de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, fosfolipidios totais, submetidos a tratamentos com doses de
fésforo diferentes e temperaturas diferentes.

Quadrados médios
Teor de acido atividade de fitase

Fontes de variagdo ~ Grau de liberdade atividadede fitase  Atividade MIPS  Atividade MIPS soja

fitico 40dias soja madura 40dias Madura
cultivar 1 0.02390344* 0.5018025* 1.967268n.s 0.7583244E-01* 0.9557264E-03*
temperatura 1 0.12520296* 0.4014694E-01* 0.2138546n.s 0.2029708E-01* 0.1140264E-02*
Doses de fosforo 6 2.11482887* 0.1915665E-01* 0.7384114n.s 0.2845348* 0.2046072*
C*T 1 0.00498344* 0.6133213* 0.8976252n.s 0.1520687E-01* 0.1054536E-01*
C*p 6 0.01235580* 0.3045194E-01* 0.9590249n.s 0.4291572E-01* 0.2906466E-02*
P*T 6 00.0582471* 0.4757457E-01* 0.9706277n.s 0.2671291E-01* 0.2894345E-01*
C*P*T 6 0.00652225* 0.2003262E-01* 1.261107n.s 0.6015802E-02* 0.2734327E-01*
CV(%) 5.042733 7.7439 98.6104 7.97 4.4032
Tabela 2 — Resumo da analise de varidncia dos dados obtidos nas

determinagdes dos teores de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfolipidios totais, submetidos a
tratamentos com doses de fésforo diferentes e temperaturas diferentes.

Quadrados médios

Fontes de Grau de Teor de Teor de Teor de Teor de Teor de
varia¢do liberdad palmitico estedrico oléico linoléico linolenico
e
cultivar 1 7.004555*  3.146000* 552.3538* 466.8623* 7.7830108*
temperatur 1 2.856725*  1.349659* 258.6621* 31.65686*  58.15930*
a
Doses de 6 0.2507868 0.1542808* 333.2564* 291.9223* 0.8949604*
fosforo *
C*T 1 0.1499960 0.9577577E 5.6392088 3.773515* 0.2826108n
-O1ns S
C*pP 6 0.5199535 0.3546621E 1.664626n 1.539951n 0.1400065n
* -01* s s s
P*T 6 0.925971* 0.9470252* 98.63042* 45.76583*  2.3926038
C*P*T 6 0.2677214 0.9369923E 24.12498*  15.15222* 0.4209266*
* _01*
CV(%) 1.8044 7.6270 4.9942 1.6543 4.2377
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Tabela 3 —Resumo da analise de varidncia dos dados obtidos nas
determinagdes dos teores de oligossacarideos de Rafinose, Estaquiose,
rafinose, sacarose, submetidos a tratamentos com doses de fésforo
diferentes e temperaturas diferentes.

Quadrados médios

Fontes de Grau de Teor de Teor Teor Teor
variagao liberdad RFOs Estaquiose Rafinose Sacarose
e
cultivar 1 7.004555* 3.146000* 552.3538*  466.8623*
temperatur 1 2.856725* 1.349659* 258.6621* 31.65686*
a
Doses de 6 0.2507868 0.1542808* 333.2564* 291.9223*
fosforo *
C*T 1 0.1499960 0.9577577E 5.6392088 3.773515*
-01ns
C*P 6 0.5199535 0.3546621E 1.664626n 1.539951n
* -01* S S
P*T 6 0.925971* 0.9470252* 98.63042* 45.76583*
C*P*T 6 0.2677214 0.9369923E 24.12498* 15.15222*
* _01 *
CV(%) 1.8044 7.6270 4.9942 1.6543

Os resultados de cada variavel, submetido a analise de variancia pelo
teste F a 5% de probabilidade, revelou efeito significativo da interagao tripla
entre os fatores temperatura (T), cultivar (C) e doses de fésforo (P) (TxCxP)
sobre as variaveis acido fitico; estaquiose; RFOs; acido palmitico; acido oléico;
acido linoléico; acido linolénico; atividade de mio-inositol fosfato sintase (40
dias); atividade de mio-inositol fosfato sintase em soja madura e atividade de
fitase em soja madura, fosfolipidios totais, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina (Anexo ). As concentracdes de sacarose e acido estearico
sofreram influencia da interagdo entre temperatura e cultivar, acido estearico
também sofreu efeito da interagdo entre temperatura e dose de fosforo; a
concentragao de rafinose sofreu efeito das variaveis estudadas (temperatura,

cultivar e doses de fésforo) de forma independente a 5% de probabilidade.
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5.1 - ACIDO FiTICO

Houve interagao tripla entre temperatura (35-21°C e 30-15°C), cultivar
(A7002 e Conquista) e as doses de fésforo do solo (15, 30, 60, 120, 240, 480 e
960 ppm) sobre a concentragao de acido fitico nas sementes de soja. Estes
resultados indicam que esses trés fatores influenciaram no conteudo de acido

fitico, como observado na Figura 6.
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Figura 6 — Concentracéo de acido fitico nas sementes de duas cultivares
de soja cultivadas em diferentes temperaturas e em funcédo de doses de fosforo
aplicadas no solo. a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C); c) A7002
(30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).

Em sementes de plantas de ambos os cultivares, A7002 e Conquista,
crescidas nas duas faixas de temperatura, foi observado aumento na
concentracao de acido fitico nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de
fésforo aplicada no solo. Em doses mais baixas de fosforo (15, 30, 60 e 120

ppm), os valores de acido fitico foram semelhantes para todas as condigbes
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analisadas e variaram entre 0,2 e 0,4 %. Na dose de fésforo de 240 ppm a
concentracao de acido fitico ainda foi bastante reduzida, permanecendo entre
0,4 e 0,6%. Em doses de 480 e 960 ppm, a concentracédo de acido fitico variou
entre aproximadamente 1,0 e 1,4%, equivalente aquela encontrada em graos
de soja cultivados em condi¢gdes normais de adubacgao fosfatada. A soja em
condigbes normais de cultivo apresenta em média de 1-1,5% de acido fitico
(Rackis, 1974). Neste experimento, os conteudos de acido fitico variaram de
0,26%, para as doses mais baixas de fosforo, a 1,4%, determinado na soja
cultivada na dose mais alta de fésforo. Ambas as cultivares apresentaram
maior concentragdo de acido fitico quando crescidas na temperatura de
(35/21°C) em todas as doses de fosforo utilizadas, variando de 0,316 a 1,4% de
acido fitico, enquanto quando crescidas a (30/15°C) a concentragdo de acido
fitico variou de 0,26 a 1,38%.

Modi & Asanzi (2008), observaram que em diferentes temperaturas o
teor de acido fitico era aumentado a medida de se aumentava a dose de fosforo
usada como fertilizante.

O fdésforo fitico representa entre 65 a 85% do fésforo total das sementes
(Raboy, 2002). Uma fragdo substancial de todo o foésforo absorvido pelas
plantas das culturas do solo é translocado a semente e sintetizados em acido
fitico. Durante germinagéao, os fitatos sdo degradadas por fitases endogenas
liberando fosforo, mio-inositol (inositol) e minerais para uso pelas mudas em
crescimento. Estes compostos podem servir como doadores de fésforo para a
regeneracado da ATP a partir de ADP, necessaria para o metabolismo basico em
primeiros estagios de germinagdo das sementes, antes da reconstituicdo da
integridade da membrana mitocondrial (Raboy 2001).

Israel et al., (2011), estudaram as diferentes concentragdes de fitato,
sacarose , inositol e oligossacarideos de rafinose em plantas de soja que
apresentavam baixo teor de acido fitico e teor normal, quando submetidas a
baixa suplementacdo de fosforo e a suplementagcdo normal. Eles observaram
que o teor de acido fitico diminui em ambas as plantas com submetidos a

deficiéncia de foésforo.
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Raboy (1987), observou que sementes com um teor reduzido de acido
fitico (0.5%) germinavam bem e o crescimentos das plantas era quase téo
vigoroso como de plantas com teor de acido fitico normal de cerca de 1.5%. O
que mostra que essas plantas com baixos teores de acido fitico podem ser
potencialmente utilizadas, uma vez que o acido fitico € considerado um fator
antinutricional e sua redugdo nos gréos de soja € uma das metas de alguns
programas de melhoramento de soja para uso na alimentacgao.

Os resultados deste estudo reforcam que o uso de uma adubacgao
fosfatada aliada a um melhor entendimento do gendtipo utilizado e condi¢des
de plantio, podem ser utilizados como um eficiente método para se produzir

sementes de soja com diferentes teores de acido fitico
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5.2- FITASE

A atividade da enzima fitase foi observada em dois estagios de
desenvolvimento do grao de soja, 40 dias apos a floragao e no grdo maduro. A
atividade de fitase nos graos coletados 40 dias apos a floragdo e em sementes
maduras sofreu efeito da interagdo tripla entre as variaveis estudadas
(temperatura x cultivar x doses de fosforo). O efeito da interagdo entre os
fatores na atividade de Fitase em sementes colhidas 40 dias apds o
florescimento ndo pode ser explicado por analise de regresséao.

A atividade de fitase em sementes maduras variou de 0.55 a 0.82 U/g na
cultivar A7002 e de 0.84 a 1 U/g na cultivar Conquista na temperatura de
35/21°C. Na temperatura de 30/15°C na cultivar A 7002 a atividade de fitase
variou entre 0.78 a 0.99 U/g e na cultivar Conquista variou de 0.85 a 1.07 U/g
(figura 8).

As Fitases sao fosfatases acidas envolvidas na hidrélise do fitato (mio-
inositol hexafosfato). A Fitase € extensivamente estudada em sementes, onde
fitato € uma principal forma de armazenamento de fésforo.

Varias espécies de plantas cultivadas em solug&o nutritiva ou areia com
fitato como unica fonte de fdésforo pode extrair fésforo suficiente para o
crescimento normal, devido a atividade da enzima fitase, que cataliasa a reacéo
de hidrolise do acido fitico liberando entdo o fésforo (Islam, Mandal & Osman,
1979; Tarafdar & Claassen 1988).

Algumas plantas como o lirio branco aumentam a secregcdo dessas
enzimas, quando submetidas a condi¢gbes de deficiéncia de fosforo (Adams &
Pate, 1992). Estes dados sugerem um papel importante para fitases na
aquisicao de fosforo.

Hayes et al.,, (2000) observaram a atividade de fitase em raizes de
plantas que germinaram em areia com deficiéncia de fésforo e com adubagéao
normal, eles concluiram que as plantas germinadas em ambientes com
deficiéncia de fosforo a atividade de fitase era maior que as que germinaram em

ambientes com adubac&o normal, variando de 0,13 a 1.7 U.g-".
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Esses dados da literatura nos levam a sugerir que a atividade de fitase
é efetiva durante a germinacgao e talvez se sua atividade estivesse sido medida

durante a germinagao, encontrariamos resultados mais conclusivos.

a) b)
A7002
Conquista
1.00
095 4 140 4
0.90 1 1.05 4
0.85 1
— 1.00 4 3
=
S 0801 5 .
o S 0951 .
& 0751 Y
z 3
o ] <. 0.90
070 4 o 3 07,2 =
° y=0.63+0.8"x-59""x o °
0.65 {4 R? =0.88 085 0 . *
§=091-03"x+355""x*
o.ao/f 080 R?=0.42
0.00 4 j j j j " ' o.oo/‘( T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Phosphorus (ppm) Phosphorus (ppm)
c) d)
A7002 Conquista
120 1 110
1.15 .
1.10 1.05 1
1.05 100
S 1.00 | S
2 3 1
o 0.95 % 095
@ &
= 0.90 1 £ 090 {
& £
0.85 1¢ §=0.84+05%x-325""x2 §=099+027°x-342"7x?
0.80 1 R? =054 085 R? =0.49
L[]
0.75 0.80
0.00/( T T T T T 1 0.00/( T T T T ]
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Phosphorus (ppm) Phosphorus (ppm)

Figura 7 — Atividade de fitase nas sementes maduras de duas cultivares
de soja cultivadas em diferentes temperaturas e doses de fésforo aplicadas no
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5.3 MIO-INOSITOL-3- FOSFATO SINTASE (MIPS)

A atividade de MIPS sofreu efeito da interagéo tripla entre as variaveis
estudadas nos dois estagios de desenvolvimento (40 dias apos a floragdo e
semente madura) estudados (tabela 1).

Em ambos os estagios de desenvolvimento, 40 dias apds floragdo e
semente madura, nas duas faixas de temperatura analisadas, foi observado
aumento na atividade de MIPS nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de
fésforo aplicada no solo. A atividade da MIPS 40 dias apos a floragdo em
doses mais baixas de fésforo (15, 30, 60 e 120 ppm), variaram entre 0,34 e 0,53
U/g. Em doses de 240, 480 e 960 ppm, a atividade de MIPS variou entre
aproximadamente 0,51 e 1,07 U/g (figuras 6 e 7). Como pode ser observado
que a atividade da enzima MIPS foi maior no inicio do desenvolvimento da
semente do que na semente madura. Sugerindo que a produ¢ao de mio-inositol
€ maior no desenvolvimento da semente do que na semente madura.

O comportamento da atividade de mio-inositol-3-fosfato sintase, perante
as variaveis temperatura e doses de fosforo (figuras 6 e 7) foi semelhante ao
comportamento da concentragao de acido fitico diante dessa mesmas variaveis
( figura 6), o que nos leva a sugerir que o aumento na concentragdo de acido
fitico esta ligado ao aumento da atividade da enzima MIPS, indicando que a
atividade especifica de MIPS em sementes representa uma etapa limitante na
sintese de acido fitico, como um ponto de controle importante que regula a rota

metabdlica.
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soja cultivadas em diferentes temperaturas e doses de fosforo aplicadas no
solo. a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C); ¢) A7002 (30°C-15°C);

d) Conquista (30°C-15°C).
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5.4 — Acglcares
Os acucares soluveis da soja basicamente (99%) s&o constituidos de
sacarose, estaquiose e rafinose. Neste trabalho identificamos o efeito da
temperatura e de doses de fésforo na concentragdo des agucares de forma

individual, nos gréaos de soja.

5.4.1 Sacarose

A concentragdo de sacarose nos graos de plantas crescidos em menor
concentracado de fosforo foi significativamente maior do que nos de plantas
crescidas em concentragdes maiores.

A cultivar A7002 apresentou variacdo no conteudo de sacarose de 3,00
a 3,83 % e 5,07 a 5,85% e a cultivar Conquista uma variagao de 3,04 a 3,96% e
4.34 a 5,00% nas temperaturas de 35/21°C e 30/15°C, respectivamente. Esses
resultados indicam que a concentragcéo de sacarose € maior quando a soja é
cultivada em temperaturas mais altas e que a cultivar A7002 apresenta maior
concentracdo de sacarose que a cultivar conquista. Houve declinio na
concentracdo de sacarose, variando de 3,84% a 4,65%, a medida que
aumentou as doses de fosforo (tabela 4). A concentracdo de sacarose foi
equivalente aquela encontrada em graos de soja cultivados em condigdes
normais de adubacéao fosfatada que varia de 2,5 a 8,0% de sacarose.

As plantas desenvolveram mecanismos rigidamente controlados que
permite a coordenagdo da homeostase fosforo com a fotossintese (Wissuwa et
al., 2005). Para manter a homeostase de fosforo e suprir a demanda
metabdlica, a expressao de alguns transportadores de alta afinidade de fosfato
(por exemplo, PHT2) parece ser regulada e induzida pela oferta de sacarose
(Lejay et al., 2003). Nos ultimos anos, um progresso substancial foi feito para
entender a interligagdo entre a regulacdo do fosforo e os agucares,
especialmente o papel do agucar no estabelecimento da resposta fisioldgica,

bioguimica e molecular a deficiéncia de fosforo em plantas (Hammond, 2008).
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Tem sido demonstrado que plantas de tabaco cultivadas sob deficiéncia
de fésforo possuem uma demanda de fotoassimilados reduzida, resultando na
acumulacdo de carboidratos e diminuicdo na fotossintese (Pieters et al.,
2001). Segundo Morcuende et al. (2007) a repressao da fotossintese pode ser
uma resposta secundaria ligada a menor demanda de fotoassimilados e a
maiores niveis de agucar durante a limitagao fésforo.

Aclimatacdo de plantas para a deficiéncia de fésforo € um processo
altamente coordenados, com uma extensa re-programagao das vias
bioquimicas e metabdlicas. Neste processo, a sacarose, principal fonte de
carbono (C) de brotos e de raizes, também atua como um mensageiro
secundario para enviar para raiz sinalizagdo do nivel de fésforo para regular a

expressao génica e absorgao de fésforo inorganico (Liu et a.,2005)

Tabela 4- Concentragao de sacarose (%) em relagéo a aplicagao de fésforo no

solo.
Doses de fésforo (ppm) Médias
15 4,6475 A
30 4,5267 A
60 4,3967 A
120 4,1758 AB
240 4,1492 AB
480 4,1225 AB
960 3,8392 B

MEDIAS SEGUIDAS POR MESMA LETRA NAO DIFEREM ENTRE S| A 5% DE PROBABILIDADE PELO TESTE

TUKEY
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5.4.2 Rafinose

A concentragdo de rafinose foi influenciada pelas trés variaveis
analisadas (temperatura, cultivar, doses de fésforo), mas de forma
independente, ou seja, nao houve interagao significativa entre as variaveis.

A concentracdo de rafinose variou de 0,84 a 1,34 na cultivar A7002
cultivada na temperatura de 35/21°C e entre 0,71 e 1,03% quando cultivada a
temperatura de 30/15°C. Ja na cultivar Conquista a concentragao de rafinose
variou de 0,83 a 1,18% (35/21°C) e 0,63 a 0,88% (30/15°C).

Assim podemos observar que a cultivar A7002 apresentou maior
concentragcao de rafinose, do que a cultivar conquista. E que o conteudo de
rafinose aumenta quando a soja é cultivada em temperatura mais alta. Essa
diminuicdo do conteudo de rafinose em temperaturas mais baixas pode estar
associada ao aumento da concentracao de estaquiose em temperaturas mais
baixas, uma vez que a estaquiose € sintetizada a partir da rafinose e de um
residuo de galactose doado pelo galactinol, em uma reagao catalisada pela
estaquiose sintase.

Em relagdo a doses de fosforo usadas nos tratamentos a medida que se
aumenta a dose de fosforo no solo ha uma diminuigdo na concentragdo de
rafinose, em concentragbes menores de fosforo aplicadas ao solo (15, 30, 60,
120 ppm) a concentragdo de rafinose varia de 0.99 a 1.08 % e em
concentragdes maiores (240, 480 e 960 ppm) o conteudo de rafinose varia de
0,86 a 0,87%. (tabela 5) Os valores médios de concentracdo de rafinose
encontrados foram equivalentes aos encontrados em sementes de soja
cultivada em condi¢gdes normais de adubacéao fosfatada, que variam de 0,1 a
1,1 % (Hymowitz et al., 1972).
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Tabela 5 - Variagdo da Concentragéo de rafinose (%) em relagao a dose

de fésforo aplicada ao solo.

Doses de fésforo meédia
15 1,0842A
30 1,0675A
60 1,0392AB
120 0,9967AB
240 0,8708B
480 0,8667B
960 0,8608B

MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ENTRE Sl A 5% DE PROBALIDADE PELO

TESTE TUKEY.

5.4.3 Estaquiose

A concentracdo de estaquiose sofreu efeito da interacéo tripla entre as
variaveis estudadas (temperatura x cultivar x doses de fosforo). Essa interagéo
€ apresentada na através da diferentes equagdes de regressao (figura 10).

Em ambos os cultivares, A7002 e Conquista, na temperatura de
(30/15°C) , foi observado aumento na concentragdo de estaquiose nas
sementes, a partir da dose de 240 ppm de fésforo aplicada no solo. Em doses
mais baixas de fésforo (15, 30, 60 e 120 ppm), os valores de estaquiose foram
semelhantes para a condi¢gdes analisadas e variaram entre 2,54 e 3,17 %. Na
dose de fosforo de 240 ppm a concentragdo estaquiose ainda foi bastante
reduzida, permanecendo em 2,78% (A7002) e 3,33 (Conquista). Em doses de
480 e 960 ppm, a concentragdo de estaquiose variou entre 3,50 a 4,06%,
equivalente aquela encontrada em graos de soja cultivados em condigdes
normais de adubacao fosfatada. A soja em condi¢cdes normais de cultivo

apresenta em média de 1,4 a 4,1% de estaquiose (Oliveira et al., 2010).
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Na temperatura de 35/21°C, os dois cultivares também apresentaram
comportamento semelhante, foi observado aumento na concentragdo de
estaquiose nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de fésforo aplicada no
solo e uma queda na concentragdo na dose de 960 ppm de fosforo aplicado ao
solo. Em doses mais baixas de fosforo (15, 30, 60 e 120 ppm), os valores de
estaquiose foram semelhantes para a condicbes analisadas e variaram entre
2,51 e 2,88 %. Na dose de fésforo de 240 ppm a concentragédo estaquiose foi
3,26% (A7002) e 3,27 (Conquista), na dose de 480 ppm a concentracao
estaquiose foi 3,34% (A7002) e 3,68% (Conquista) e em 960 ppm, a
concentragao de estaquiose foi de 3,19% (A7002) e 2,67% (Conquista).
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Figura 10 — Concentracao de estaquiose nas sementes duas cultivares
de soja cultivadas em diferentes temperaturas e em fungao de doses de fésforo
aplicadas no solo a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C); c) A7002
(30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).
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5.5.4 - OLIGOSSACARIDIOS DE RAFINOSE (RFOS)

A concentracdo de oligossacarideos de rafinose, somatorio do conteudo
de rafinose e estaquiose, sofreu efeito da interagdo tripla entre as variaveis
(cultivar, temperatura, doses de fosforo), ou seja, interagao significativa.

A concentragdo de RFOs apresentou comportamento semelhante (Figura
11) ao comportamento apresentado pela concentragdo de estaquiose nas
condicdes estabelecidas neste experimento. Fato este explicavel por a
estaquiose representar a maior fragdo dos RFOs. Em ambos os cultivares,
A7002 e Conquista, na temperatura de (30/15°C) , foi observado aumento na
concentracao de RFOs nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de fosforo
aplicada no solo. Em doses mais baixas de fésforo (15, 30, 60 e 120 ppm), os
valores de estaquiose foram semelhantes para a condi¢gdes analisadas e
variaram entre 3,65 e 4,20 %. Na dose de fésforo de 240 ppm a concentragéo
estaquiose ainda foi bastante reduzida, permanecendo em 2,78% (A7002) e
3,33 (Conquista). Em doses de 480 e 960 ppm, a concentragdo de estaquiose
variou entre aproximadamente 3,50 a 4,06%, equivalente aquela encontrada em
graos de soja cultivados em condigdes normais de adubacgao fosfatada. A soja
em condi¢cdes normais de cultivo apresenta em média de 1,4 a 4,1% de
estaquiose (Oliveira et al., 2010).

Na temperatura de 35/21°C, os dois cultivares também apresentaram
comportamento semelhante, foi observado aumento na concentracdo de
estaquiose nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de fosforo aplicada no
solo e uma queda na concentragdao na dose de 960 ppm de fosforo aplicado ao
solo. Em doses mais baixas de fosforo (15, 30, 60 e 120 ppm), os valores de
estaquiose foram semelhantes para a condigbes analisadas e variaram entre
2,51 e 2,88 %. Na dose de fosforo de 240 ppm a concentragado estaquiose foi
3,26% (A7002) e 3,27 (Conquista), na dose de 480 ppm a concentragado
estaquiose foi 3,34% (A7002) e 3,68% (Conquista) e em 960 ppm, a
concentracao de estaquiose foi de 3,19% (A7002) e 2,67% (Conquista).
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Na temperatura de 30/15°C ambas as cultivares (A7002 e conquista)
apresentaram maior teor de RFOs na dose de fésforo de 960ppm. Ja na
temperatura de 35/21°C as cultivares apresentaram maior teor RFOs na dose
de fosforo de 460 ppm. O que se pode observar é que em uma temperatura
mais baixa com uma maior dose de fosforo o teor de RFOs aumenta (Figura
12).

Estes resultados sugerem que diferentes condi¢des ambientais ndo so
afetam a concentragdo RFOs, mas também a composi¢cdo de cada RFOs em
sementes. Goérecki et al (1996) relataram apenas pequenas diferengas no
conteudo RFOs em sementes de lupin, crescidas em temperaturas
diferentes. Mais recentemente, Hao et al (2010) relataram que a concentragao
de rafinose diminuiu, enquanto a concentracdo de sacarose aumentou em
folhas de melao produzidas em temperatura mais baixa a noite 9 ° C (normal
15 °C).
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Figura 11 — Concentracao de RFOs nas sementes de duas cultivares de
soja cultivadas em diferentes temperaturas e em fungdo de doses de fésforo
aplicadas no solo. a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C); c) A7002
(30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).

Wolf et al. (1982) relataram que a temperatura tem um efeito maior
sobre a concentragao de sacarose do que a de oligossacarideos de rafinose.
Foi observado decréscimo de 56% na concentracdo de sacarose quando a

temperatura foi aumentada de 18-33°C durante o dia e de 13-28 ° C durante a
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noite. Estaquiose mostrou uma ligeira redugdo com aumento da temperatura,
enquanto rafinose permaneceu inalterada.

Siebeneicher et al., (2000), observaram uma aumento significativo no
teor de acucares soluveis, principalmente sacarose, em plantas de feijao
crescidas sob baixas temperatura (5°C).

Segundo Siebeneicher et al., (2000), a piruvato quinase, a fosfrutocinase
e a fosfotransferase, enzimas da glicolise que sédo termossensiveis, podem
reduzir sua atividade durante o processo de aclimatizagao a temperaturas mais
baixas, para posterior ajuste do metabolismo. Os agucares crioprotetores mais
encontrados em plantas sdo sacarose, rafinose e sorbitol, sendo a sacarose o

mais encontrado (Guy,2000)
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5.5 Acidos graxos

As figuras (12,13,14,15) e tabelas (6,7,8) indicam a composi¢do dos
acidos graxos presentes no oOleo das cultivares de soja A7002 e Conquista
cultivadas em condi¢gbes diferentes de temperatura e doses de fosforo. A
composi¢cao dos acidos graxos foi evidentemente afetada pelas variaveis
(temperatura, cultivar e doses de fosforo) estudadas neste trabalho, como pode
ser observado na tabela 3. A seguir sera mostrado o efeito dessas variaveis em
cada acido graxo analisado.

Segundo Gibson e Mullen, (1996), a temperatura de crescimento e
desenvolvimento das plantas € um fator importante na composi¢céo de acidos

graxos constituintes dos lipidios estruturais, de membrana e de reserva.

5.5.1 Acido Palmitico

A concentracado de acido palmitico foi afetada pela interacao tripla entre as
variaveis temperatura x cultivar x doses de fésforo

Na temperatura de 35/21°C, a cultivar A7002 apresentou declinio na
concentragcao de acido palmitico a medida que se aumentou as doses de
fésforo aplicadas ao solo, variando de 9,59% a 10,89%, a cultivar Conquista
também apresentou um declinio na concentragao de acido palmitico até a dose
de 480pm de fdsforo no solo, tendo a concentragado de acido palmitico variado
de 10,23 a 11,17%, Ja na dose de 960 ppm de fésforo no solo foi observado
pequeno aumento na concentragdo de acido palmitico para 10,29 %. Ja a
temperatura de 30/15°C esse comportamento foi diferente para as cultivares. A
cultivar A7002 apresentou aumento no conteudo de acido palmitico de 10,32
para 11,77% a medida que se aumentou as doses de fésforo e a cultivar
Conquista apresentou uma concentragcdo semelhante nas menores doses
(15,30,60, 120 ppm) de fosforo aplicadas no solo, variando de 11,18 a 11.35%
de acido palmitico, seguida de um aumento na concentragao de acido palmitico
nas doses mais altas (240, 480 e 960 ppm) de fésforo aplicadas ao solo Esses

resultados podem ser observados na figura 12.
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Figura 12 — Concentragcdo de acido palmitico nas sementes de duas
cultivares de soja cultivadas em diferentes temperaturas e em fungdo de doses
de fésforo aplicadas no solo. a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C);
c) A7002 (30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).
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5.5.2 Acido estearico

O conteudo de 4&acido estearico sofreu interagdo entre as variaveis
temperatura e doses de fosforo. Esses resultados podem ser observados nas
tabelas 3,4,e 5. A cultivar A7002 apresentou maior teor de acido estearico
(3,79%) na temperatura de 35/21°C. Na temperatura de 30/15°C houve
diferenca estatistica quando se variou as doses de fésforo, variando a
concentragcao de acido estearico de 2,44 a 3,49%, ja4 na temperatura de
35/21°C a medida que se aumentou a dose de fosforo (15, 30, 60, 120, 240,
480 e 960 ppm) houve um aumento na concentragdo de acido estearico de 2,
37 a 3, 43% (Anexo 1)

Tabela 6- Efeito da aplicacdo de diferentes doses de fosforo na

concentracao de acido estearico (%).

Doses de fésforo (ppm) Média do teor de acido estearico
15 3,1824 A
30 3,1252 AB
60 3,0777 AB
120 2,9591 AB
240 2,9442 AB
480 2,9250 AB
960 2,8853 B

Valores seguidos por mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey
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Tabela 7 - Efeito interacdo da interagcdo entre temperatura x doses na

concentracao de acido estearico (%).

temperatura
Doses (ppm) 35/21°C 30/15°C

15 3,43A 2,44B
30 3,15A 3,10A
60 3,04A 2,85A
120 2,90A 2,95A
240 2,56B 3,21A
480 2,47B 3,45A
960 2,66B 3,49A

Valores seguidos por mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste tukey

Tabela 8- Efeito da interacdo entre doses de fosforo x temperatura na

concentracao de acido estearico (%).

Doses de fosforo

temperatura 15 30 60 120 240 480 960
35/21°C  3,43ABC 3,15ABCD 3,04ABCDE 2,90BCDE 2,56DE 2,47E 2,66CDE
30/15°C 2,94B 3,10AB 2,85B 2,95B 3,21AB 3,45AB  3,49AB

Valores seguidos por mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste tukey
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5.6.3 Acido Oléico

Na temperatura de 35/21°C, as cultivares A7002 e Conquistas
apresentaram comportamento semelhante nas doses mais baixas de fosforo
aplicadas ao solo, Em ambos os cultivares, foi observado aumento na
concentragcao de acido oléico nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de
fésforo aplicada no solo. Em doses mais baixas de fésforo (15, 30, 60 e 120
ppm), os valores de acido oléico foram semelhantes para as condigbes
analisadas e variaram entre 13.99 e 16.63 % (A7002) e 20,26 e 22,79%
(Conquista). Na dose de fésforo de 240 ppm a concentragdo de acido oléico
ainda foi bastante reduzida, 18.69% (A7002) e 26,54% (Conquista). Nas doses
de 480 e 960 ppm, a concentragdo de acido oléico foram respectivamente
32,14% e 35,14% (A7002) e 40.05%e 33,23 % (conquista). Ja na temperatura
de 30/15°C a cultivar A7002 apresentou um aumento na concentragao de acido
oléico até a dose de fésforo de 480 ppm, sendo que a concentracdo de acido
oléico variou de 15,89 a 20,05% e na dose de 960 ppm o conteudo de acido
oléico sofreu uma pequena queda para 19.97%. A cultivar conquista teve seu
conteudo de acido oléico aumentado a medida que se aumentou a dose de
fésforo aplicada ao solo, a concentracdo de acido oléico neste cultivar variou de
19,64 a 29, 65% (Figura 13).
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Figura 13 — Concentragdo de acido oléico nas sementes de duas

cultivares de soja cultivadas em diferentes temperaturas e em fungédo de doses
de fésforo aplicadas no solo. a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C);
c) A7002 (30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).
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5.5.4 — Acido Linoleico

Em ambos os cultivares, A7002 e Conquista, nas duas faixas de
temperatura analisadas, foi observado diminuicao na concentragdo de acido
linoleico nas sementes, a partir da dose de 240 ppm de fésforo aplicada no
solo. Em doses mais baixas de fosforo (15, 30, 60 e 120 ppm), os valores de
acido linoléico foram semelhantes para todas as condicbes analisadas e
variaram entre 57.39 e 64.37 %. Na dose de fosforo de 240 ppm a
concentracao de acido oléico variou entre 54,24 e 61,52%. Na dose de 480 ppm
a concentracdo de acido linoléico variou de 42,34% a 56,18%.

Ja na dose 960 ppm, as duas cultivares apresentaram comportamento
distintos em concentracdo de acido linoléico em relagcdo a temperatura. Na
temperatura de 35/21°C a cultivar A7002 apresentou uma pequena queda na
concentracado de 4acido linoléico (46,53%) e a cultivar conquista sofreu um
aumento na concentracdo de acido linoléico (47,53%) e na temperatura de
30/15°C, a cultivar A7002 teve um aumento na concentragao de acido linoléico
(55,97%) e a cultivar conquista uma diminuicao (48,35%) (Figura 14).
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Figura 14 — Concentracdo de acido linoleico nas sementes de duas

cultivares de soja cultivadas em diferentes temperaturas e em fungédo de doses
de fésforo aplicadas no solo. a) A7002 (35°C-21°C); b) Conquista (35°C-21°C);
c) A7002 (30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).
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5.5.5 Acido Linolénico

A concentragcdo de acido linolenico apresentou perfil variado a medida
que se alterou a temperatura e as doses de fésforo. Na temperatura de 35/21°C
as duas cultivares apresentaram perfil semelhante a medida que se aumentava
as doses de foésforo, o teor de acido linoleico caiu até a dose de 480 ppm e
depois apresentou um aumento na dose de 960ppm, a concentracdo de acido
linoleico variou de 5,11 a 7,99% nesta temperatura. Ja na temperatura de
30/15°C a concentragao de acido linoleico na cultivar A7002 apresentou
aumento até a dose de 960 ppm, variando de 8,05 a 8,86%, ja a cultivar
Conquista apresentou aumento na concentracdo de acido linoleico até a dose
de 480ppm de fésforo aplicado ao solo, a concentragao variou de 7,45 a 8,32%
seguida de uma queda na concentragdo quando se aplicou a dose de 960 ppm,

onde a concentrac&o de acido linoleico foi de 7,87%.. (Figura 15)
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Figura 15 — Concentragdo de acido linolénico nas sementes de duas
cultivares de soja cultivadas em diferentes temperaturas e em fungdo de doses
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c) A7002 (30°C-15°C); d) Conquista (30°C-15°C).

Lanna et al.,, 2002, observaram que os teores de acido palmitico e
estearico ndo sofreram alteragdo na concentracdo quando plantas de soja

forma cultivadas em temperaturas diferentes, o teor de acido oléico foi
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aumentado em temperaturas mais altas e o de acidos graxos insaturados foi
diminuido.

Rennie e Tanner (1989), concluiram que o teor de acidos graxos era
influenciado por mudanga de temperatura. Eles estudaram a composicéo de
acidos graxos numa faixa de temperatura de 15/12C e 40/30C. Neste trabalham
foi verificado que o teor de acido palmitico e estearico se mantinha basicamente
estavel nesta faixa de temperatura, o teor de acido oléico foi aumentado e o de
acido linoléico diminuiu entre as linhagens estudadas.

Em uma grande variedade de organismos, o grau de insaturagado dos
acidos graxos aumenta quando o organismo € exposto a temperaturas mais
baixas (Somerville & Browse, 1991). O aumento dos teores de acidos graxos
insaturados pode nos lipidios em temperaturas mais baixas pode ser explicado
pela regulacgdo traducional ou pos-tranducional, como alteragédo da atividade de
dessaturases (Cheesbrough, 1989). Segundo Wolf et al.,(1982) em
temperaturas mais altas a reagéo de desidrogenacgao é limitada, pois oxigénio
torna-se menos soluvel no citoplasma e a quantidade de oxigénio seria um
fator limitante na velocidade de reacao da desidrogenacao.

A variagdo na composi¢ao dos acidos graxos presentes no oleo de soja
esta intimamente ligada a qualidade do 6leo de soja. Pois quanto maior a
concentracao de acidos graxos poliinsaturados no éleo de soja, menor sera sua
estabilidade oxidativa. Oleos vegetais que possuem uma grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados estdo mais sujeitos a oxidagao do que 6leos que
possuem maior quantidade de acidos graxos saturados (Corsini e Jorge, 2006).

Esses resultados vem confirmar que eficiente selecdo de gendtipos de
soja, com melhorar qualidade, requer um melhor entendimento da natureza
genética dessa caracteristica e da influencia de fatores fisiolégicos e ambientais

sobre esta caracteristica, alem da interagdo entre esses diversos fatores.
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6- CONCLUSOES

e O uso adequado da adubacgao fosfatada € uma importante ferramenta

para se alterar o teor de acido fitico em gréaos de soja.

e Os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia de se
conhecer bem a natureza genética da caracteristica analisada, bem
como os fatores ambientais que a influenciam, assim como a interagao

entre esses fatores.

¢ A enzima mio-inositol 1 fosfato sintase pode ser um potencial alvo para
a regulacio da sintese de acido fitico e de outros compostos como os

oligossacarideos de rafinose ( rafinose e estaquiose).

e Através do uso de temperaturas de crescimento das plantas mais altas
aliada a uma adubacéo fosfatada adequada, podemos obter gréos de

soja com menores teores de Oligossacarideos de rafinose.
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Tabela 9 -Conteudo de Rafinose (%) nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fosforo.

Doses de 35/21°C 30/15°C
fosforo
(ppm)
A7002 Conquista A7002 Conquista
15 1,32+0.29 1,03+0.15 1,18+0.340 0,88+0.13
30 1,30£0.14  1,0110.07 1,04+£0.050 0,87+0.09
60 1,34+0.31  0,90+0.13 0,98+0.155 0,86+0.11
120 1,16£0.11  0,9040.09 1,06+£0.168 0,85+0.17
240 1,14+0.27 0,711£0.19 0,83+0.164 0,74+0.14
480 1,02+0.12 0,77+0.03 1,06+£0.155 0,67+0.09
960 0,84+0.31 0,87+0.01 1,04+0.069 0,63+0.13

Tabela 10- Conteudo de Estaquiose (%) nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fdsforo.

Doses de 35/21°C 30/15°C

fésforo

(Ppm)

A7002 Conquista A7002 Conquista

15 2.5140.25 2.95+0.42 2.5410.52 3.610.55
30 2.80+0.15 2.73+0.29 2.76+0.19  3.15+0.13
60 2.40+0.29 2.87+0.2 2.91+0,20 2.89+0.87
120 2.66£0.10 2.88+0.18 2.78+0.03 2.82+0.15
240 3.26£0.08  3.27%0.30 3.17¢0.10  3.33+0.30
480 3.3410.09 3.68+0.54 3.50+0.08  3.60+0.07
960 3.19+0.22 2.67+0.15 4.06+0.22 4.04+0.17
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Tabela 11 — Conteudo de Sacarose (%) nas cultivares a A7002 e conquista

em diferentes temperaturas e doses de fésforo.

Doses de 35/21°C 30/15°C
fésforo
(Ppm)

A7002 Conquista A7002 Conquista
15 3,8310.28  3,96+0.18 5,5210.54 4,91+0.18
30 3,70+0.42  3,94+0.71 5,85+0.39  5,0040.35
60 3,75£0.35  3,53+0.19 5,65+0.56  4,69+0.36
120 3,8410.25  3,69+0.17 5,37+0.24  4,52+0.83
240 3,65+0.21  3,36+0.19 5,07+0.44 4,87+0.54
480 3,00£0.67  3,04+0.16 5,6310.31 4,44+0.82
960 3,0740.24  3,82+0.65 5,27+0.49  4,34+0.29

Tabela 12- Conteudo de Acido fitico (%) nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fésforo.
Doses 35/21°C 30/15°C
de
fosforo
(ppm)

A7002 Conquista A7002 Conquista

15 0.318+0.003 0.408+0.010 0.260£0.015 0.303+0.007
30 0.343+0.023 0.378+0.015 0.250£0.011  0.292+0.012
60 0.316+£0.009 0.424+0.005 0.237+0.009 0.313+0.009
120 0.335+0.008 0.415+0.005 0.239+0.012 0.311+0.003
240 0.503+0.004 0.599+0.008 0.556+0.028 0.586+0.006
480 1.116+£0.041  1.05+0.075 0.971+0.053 1.024+0.025
960 1.396+0.059 1.40+0.058 1.381+0.043 1.19310.065
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Tabela 13- Contetido de Acido Palmitico nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fosforo.

Doses de 35/21°C 30/15°C
fosforo
(ppm)
A7002 Conquista A7002 Conquista
15 10.89+0.23  11.170.02 10.54+0.05 11.35:0.03
30 10.57£0.02  11.26+0.15 10.32£0.02  11.47+0.20
60 10244012  11.56+0.06 10.36£0.25 11.46+0.28
120 40.40:0.28  11.35+0.06 10.6940.09 11.18+0.12
240 10204018  10.95:0.16 10.77£0.12  11.070.19
480 10.20£0.18  10.2310.13 11.26+0.42 11.35+0.34
960 9.50+0.23  10.29+0.06 11424010  10.92+0.45

Tabela 14 - Conteudo de Estearico (%) nas cultivares a A7002 e

Conquista em diferentes temperaturas e doses de fésforo.

Doses de 35121°C 30/15°C
fosforo
(Ppm)
A7002 Conquista A7002 Conquista
15 37004024 3.065:048 3.157+0.13  2.717+0.19
30 3426+0.33 2.87840.13 3.153:0.10  3.044+0.32
60 3399:024 2.680+0.06 2.926:0.24 2.772+0.19
120 3119:0.04 2.673:0.23 3.12440.16 2.784+0.59
240 56824021  2.44040.26 3.32740.22 3.092+0.17
480 56841016  2.253+0.05 3.637:0.05 3.260+0.27
%0 57124011  2.63240.02 3.78240.04 3.199+0.71
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Tabela 15- Conteudo de acido oléico (%) nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fosforo.

Doses 35/21°C 30/15°C

de

fosforo

(ppm)

A7002 Conquista A7002 Conquista

15 43996:052 20.260+0.36  15.890:0.33 20.679+0.59
30 44385:0.14 20777027  16.194%0.46 19.643£0.28
60 14798:0.19 21.931:023  16.944%0.10 19.666£0.10
120 166334155 22.799:0.69  17.372:0.33 21.147+0.43
240 18688:0.31 26.541+1.2 18.4040.98 21.739+0.23
480 35146£1.03  40.056+1.6 20.057+0.86 24.824+2.9
%0 35143:007 33.235:0.05  19.967+0.28 29.647+1.6

Tabela 16- Contetido de Acido Linoléico (%) nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fosforo.

Doses de 35/21°C 30/15°C
fosforos(pp
m)
A7002 Conquista A7002 Conquista
15 63.327+1. 59.246=0. 62.278+0. 57.532+0.
40 24 13 68
30 63.959+0. 58.036=0. 62.042+0. 57.6070.
54 33 55 19
60 64.370+0. 57.395z0. 61.402+0. 58.2530.
33 39 21 23
120 62.795+0. 57.017z0. 60.75310. 57.436=0.
67 38 12 28
240 61.525+0. 54.248%0. 58.799+0. 55.9650.
34 79 35 39
480 49.291+0. 42.344+1. 56.187+0. 52.237+2.
99 30 12 06
960 46.536+0. 47.530+0. 55.970+0. 48.356%3.
07 05 15 49
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Tabela 17- Contetdo de Acido linolenico (%) nas cultivares a A7002 e

conquista em diferentes temperaturas e doses de fosforo.

Doses de 35/21°C 30/15°C
phosphorus

A7002 Conquista A7002 Conquista
15 7.091:047 6.493:0.35  8.132+0.32 7.896+0.58
30 7.659+0.10 7.046:0.48  8.182+0.34 8.226+0.33
60 7.18940.11 6.423:0.19  8.402¢0.09 7.847+0.24
120 7.049:0.68 6.158+0.34  8.05140.42 7.454+0.32
240 6.805:0.46 5.804+0.31  8.697+0.86 8.118+0.19
480 53924017 51104028  8.856+0.36 8.321+0.46
960 6.040:0.03 6.239+0.01  8.858:0.07 7.870+0,28

Tabela 18- Atividade de MIPS 40 dias (U/g)

Doses de Low temperature Hight temperature
fésforo
(ppm)

A7002 Conquista A7002 Conquista
15 0.52+0.02 0.45+0.04 0.45+0.07 0.3410.02
30 0.56+0.05 0.44+0.05 0.40+0.04 0.4310.03
60 0.4840.02 0.46+0.04 0.494+0.06 0.45+0.01
120 0.3840.05 0.47+0.04 0.36+0.03 0.53+0.03
240 0.51+0.06 0.61+0.02 0.62+0.04 0.69+0.04
480 0.60+0.07 0.69+0.01 0.69+0.01 0.84+0.09
960 0.68+0.06 0.83+0.04 0.73+0.06 1.07+0.03
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Tabela 19- Atividade de MIPS em soja madura (U/g)

Doses de Low temperature Hight temperature

fésforo

(Ppm)

A7002 Conquista A7002 Conquista

15 0.341£0.02 0.23+0.01 0.24+0.02 0.28+0.01
30 0.2840.02 0.24+0.01 0.27+0.02 0.2840.02
60 0.27+0.02 0.3040.01 0.29+0.01 0.27+0.02
120 0.29+0.01 0.32+0.01 0.20+0.01 0.33+0.03
240 0.36+0.01 0.37+0.01 0.38+0.01 0.39+0.01
480 0.52+0.01 0.47+0.01 0.5240.02 0.51+0.03
960 0.55+0.01 0.58+0.01 0.594+0.02 0.67+0.02

Tabela 20 - Atividade de fitase em soja 40 dias apos a floragao (U/g)

Doses de Low temperature Hight temperature
fosforo
(ppm)

A7002 Conquista A7002  Conquista
15 0.65+0.04 0.42+0.04 0.26+0.04 0.3310.06
30 0.71+0.03 0.43+0.04 0.23+0.03 0.2910.03
60 0.5240.06 0.23+0.03 0.3840.02 0.35+0.04
120 0.72+0.02 0.3040.01 0.141£0.00 0.46+0.05
240 0.38+0.01 0.46+0.04 0.1940.02 0.52+0.00
480 0.55+0.03 0.42+0.03 0.37+0.02 0.41+0.03
960 0.69+0.01 0.44+0.03 0.36+0.03 0.47+0.01
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Tabela 21 - Atividade de fitase em soja madura (U/g)

Doses de Low temperature Hight temperature
fésforo
(Ppm)
A7002 Conquista A7002 Conquista
15 0.691£0.01 0.85+0.01 0.84+0.06 1.03+0.00
30 0.65+0.02 0.87+0.04 0.78+0.03 0.88+0.02
60 0.55+0.04 0.97%0.01 0.92+0.05 1.07+0.02
120 0.67+0.02 0.95+0.01 0.97+0.02 1.02+0.04
240 0.82+0.01 0.84+0.10 0.95+0.06 0.9940.08
480 0.86+0.03 0.86+0.13 0.95+0.02 1.0040.06
960 0.82+0.02 1.00+0.11 0.9940.02 0.85+0.06
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