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RESUMO

QUEIROZ, RAPHAEL BARROS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, agosto
de 2022. A aplicacéo exdgena de triptofano melhora a geminacao e vigor de plantulas
de soja (Glycine max L.) mediante ajuste no estresse oxidativo. Orientadora: Dr2,
Layara Alexandre Bessa. Coorientadores: Dr. Roniel Geraldo Avila e Dr2. Luciana
Vitorino.

A soja é a principal cultura cultivada a nivel mundial, devido ao seu valor
econémico, fazem-se necessarios estudos, visando o emprego de tecnologias e tratamento
de sementes cada vez mais eficientes e monetariamente mais baratas. Por outro lado, a
cultura apresenta uma queda em produtividade quando expostas a estresses,
principalmente nos estadios inicias de estabelecimento da cultura. Contudo, nas ultimas
décadas, vendo sendo empregado como uma alternativa a utilizacdo de aminoacidos e um
deles é o triptofano (5-hidroxitriptofano) sendo responsavel por aumentar o potencial
germinativo e produtivo das culturas, ativacdo do sistema antioxidante, protecdo do
aparato fotossintético, incremento na germinacdo e promocdo de enraizamento séo
algumas das caracteristicas jd conhecidas do triptofano (Trp). Avaliar o efeito do
triptofano na germinacdo e o vigor fisiolégico das plantulas de soja (Glycine max). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5 tratamentos,
sendo eles 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano. As sementes foram colocadas para
germinar durante todo o periodo nas solucdes dos diferentes tratamentos. Apos a
montagem do experimento, foram realizadas 3 coletas, pré-determinadas, sendo elas: 12
coleta — 14 horas apds a semeadura (HAS), 22 coleta — 5 dias apds a semeadura (DAS) e
3% coleta — 8 dias apds a semeadura (DAS), esta por sua vez, foi separadas parte aérea e
de raizes. Para tal foi avaliado, biomoléculas do metabolismo priméario, malondialdeido,
peroxido de hidrogénio, prolina e enzimas do estresse oxidativo. Este trabalho comprovou
que o uso do aminoécido triptofano foi responsavel por gerar um estresse oxidativo nas
sementes quando colocadas pra germinar nas diferentes concentragdes, 0 que aumentou
a germinacdo e vigor de plantulas de soja. A concentracdo de 100 uM de triptofano foi a
que apresentou melhores resultados para as variaveis analisadas como amido, aglcares
redutores, agucares sollveis totais e sacarose, nas épocas de coleta definidas como 5 dias
apos a semeadura e 8 dias ap0s a semeadura na parte aérea. Ja, a concentragdo de 200 uM
de triptofano apresentou os melhores resultados para as variaveis analisadas como
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, malondialdeido,
perdxido de hidrogénio, catalase, superoxido desmutase e prolina 5 dias ap6s a semeadura
e 8 dias ap0s a semeadura na parte aérea e na parte de raizes.

PALAVRAS-CHAVES: soja; concentracdo; exdgena; biomoléculas; fisiologia de
sementes.



12

ABSTRACT

QUEIROZ, RAPHAEL BARROS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde,
August 2022. Exogenous tryptophan application improves twinning and vigor of
soybean seedlings (Glycine max L.) by adjusting for oxidative stress. Advisor: Dr.
Layara Alexandre Bessa. Co-advisors: Dr. Roniel Geraldo Avila and Dr. Luciana Cristina
Vitorino.

Soybean is the main crop grown worldwide, due to its economic value, studies are
necessary, aiming at the use of increasingly efficient and monetarily cheaper technologies
and seed treatment. On the other hand, the crop shows a drop in productivity when
exposed to stress, especially in the early stages of crop establishment. However, in the
last decades, being used as an alternative to the use of amino acids and one of them is
tryptophan (5 hydroxytryptophan) being responsible for increasing the germination and
productive potential of the cultures, activation of the antioxidant system, protection of the
photosynthetic apparatus, increase in germination and rooting promotion are some of the
already known characteristics of tryptophan (Trp). To evaluate the effect of tryptophan
on germination and physiological vigor of soybean (Glycine max) seedlings. The
experimental design used was completely randomized, with 5 treatments, being 0, 25, 50,
100 and 200 uM of tryptophan. The seeds were placed to germinate throughout the period
in the solutions of the different treatments. After setting up the experiment, 3
predetermined collections were carried out, namely: 1st collection - 14 hours after sowing
(HAS), 2nd collection - 5 days after sowing (DAS) and 3rd collection - 8 days after
sowing (DAS), which in turn, was separated from shoots and roots. For this purpose,
primary metabolism biomolecules, malondialdehyde, hydrogen peroxide, proline and
oxidative stress enzymes were evaluated. This work proved that the use of the amino acid
tryptophan was responsible for generating oxidative stress in the seeds when placed to
germinate at different concentrations, which increased the germination and vigor of
soybean seedlings. The concentration of 100 uM of tryptophan was the one that presented
the best results for the analyzed variables such as starch, reducing sugars, total soluble
sugars and sucrose, at the collection times defined as 5 days after sowing and 8 days after
sowing in the shoot. On the other hand, the concentration of 200 uM of tryptophan
presented the best results for the variables analyzed, such as germination percentage,
germination speed index, malondialdehyde, hydrogen peroxide, catalase, superoxide
dismutase and proline 5 days after sowing and 8 days after sowing. sowing in the aerial
part and in the root part.

KEYWORDS: Soy; concentration; exogenous; biomolecules; seed physiology.
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INTRODUCAO GERAL

Sementes de soja que possuem elevada qualidade fisioldgica e um alto vigor
aumentam a porcentagem de emergéncia de plantulas em ambientes cultivaveis,
permitindo a formagdo homogénea e 0 seu crescimento. Além do mais, plantulas que
emergem mais rapidamente acarretam mudas mais fortes, com tendéncia a desempenho
superior em condigbes de campo (MARCOS-FILHO, 2015; PEGO et al., 2011; SILVA
et al., 2018; SCHEEREN et al., 2010; TAVARES et al., 2013). Por outro lado, lotes de
sementes de qualidade fisiologica reduzida e um baixo vigor, tem como principal
consequéncia, a menor resisténcia das plantulas no campo a condigdes adversas (PESKE
et al., 2012), o que contribui com a reducdo na produtividade das lavouras.

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos nos Gltimos anos, afim, de mitigar os
efeitos danosos dos estresses, e melhorando seu desenvolvimento quando a planta é
submetida a uma condicgdo adversa. Uma das alternativas mais eficazes e que vem sendo
muito utilizada € o tratamento de sementes, este tratamento pode ser feito com inseticida,
nematicida, fungicida, inoculante ou até mesmo com aminoacido, permitindo que a
planta, em ambientes cultivaveis, ndo tenha sua produtividade reduzida (LUDWIG et al.,
2011; BETTONI et al., 2013; HAMMAD e ALI, 2014; WANG et al., 2014; MONDAL
et al., 2015).
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O triptofano (L- Triptofano) € um aminoacido essencial, sendo um fator
mitogénico bem conhecido que modula uma série de atividades fisioldgicas em humanos,
animais e plantas. E o principal responsavel pela biossintese de auxina (AlA), que é tida
quase que exclusivamente a partir do seu precursor principal, o triptofano (BERGMANN,
GROSSE e RUPPEL, 1970; KEVIN, 2003; SPAEPEN et al., 2007), j& foi descrito em
mais de 64 espécies de plantas, e o triptofano pode desempenhar um papel importante na
modulacdo do crescimento, desenvolvimento, morfogénese, além, de ser promotora de
mecanismos bioquimicos e moleculares, mediante situacdes de estresses, principalmente
de natureza abiotica (AHAMMED et al., 2019; MURCH et al., 2009; KANG et al., 2007;
ZHANG et al., 2013; PELAGIO-FLORES et al., 2016; MUKHERJEE et al., 2016;
ERLAND etal., 2017; TIRYAKI et al., 2012).

No entanto, € valido ressaltar que mesmo utilizando o tratamento de sementes, o
desenvolvimento da semente envolve vias de sinalizacdo altamente coordenadas e ao
mesmo tempo complexas associadas a fase de dessecacdo, acimulo e mecanismos de
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como atividade diferencial de
uma variedade de reguladores de crescimento (KANG et al., 2007). A germinacdo de
sementes e o estabelecimento de plantulas envolvem a mobilizacdo de reservas
acompanhada com a sinalizacdo de longa distancia de biomoléculas dos cotilédones as
raizes (MURCH et al., 2009; KANG et al., 2007; ZHANG et al., 2013; PELAGIO-
FLORES et al., 2016; MUKHERJEE et al., 2016; ERLAND et al., 2017).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Soja e Germinagéo

A soja (Glycine max), também conhecida como feijdo-soja e feijao-chinés, é
uma planta pertence a familia Fabaceae, familia esta, que compreende também plantas
como o feijdo, a lentilha e a ervilha (CARRAO-PANIZZI e SILVA, 2011). E empregada
na alimentacdo humana (sob a forma de 6leo de soja, tofu, molho de soja, bebida proteica
de soja, proteina de soja, soja em gréo etc.) e animal (no preparo de ra¢bes) (BARCELOS
et al., 2002; CANTELLI et al., 2017). E um gréo rico em proteinas, fonte de algumas
vitaminas do complexo B, como a riboflavina e a niacina, e também em vitamina C
(&cido ascorbico) (CANTELLI et al., 2017).

Devido ao seu teor de 6leo e proteina do grao, na segunda década do século XX,
a soja comecou a despertar o interesse das industrias mundiais. Diversas tentativas de
introducdo comercial do cultivo do grdo em paises como: Russia, Inglaterra e Alemanha
fracassaram, provavelmente, devido as condigdes climaticas desfavoraveis (GODOY et
al, 2016), no Brasil, por ser um pais tropical, a soja teve boa adaptabilidade (GODOQOY et
al, 2016; MALAVOLTA, 2006).
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Niacina
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asc%C3%B3rbico

16

Dentre os diversos estados brasileiros, a regido Centro-Oeste é conhecida por ser
a maior produtora de gréos, ocupando a marca de 54 milhdes de toneladas na safra
2020/2021. Destes, 35 milhGes de toneladas foram produzidas pelo estado do Mato
Grosso, 0 qual ocupa a primeira posi¢cdo como o estado mais produtor do pais. Porém,
esse aumento exacerbado na producgéo desta oleaginosa, bem como outros alimentos, se
d& em decorréncia do aumento populacional (CONAB, 2021), além, do uso de plantas
cada vez mais adaptadas aos locais cultivo (FAVORETO et al., 2018; FAVORETO et al.,
2017).

As plantas possuem além de metabolitos vegetais que s&o secretados durante todo
0 seu ciclo de cultivo, a presencga de fitorménios que regulam diversos processos que vao
desde o estabelecimento da cultura: germinagdo e vigor, sendo 0s parametros para
determinar a qualidade da semente, até o crescimento, desenvolvimento, senescéncia e
morte celular causada por estresse, na sua grande maioria, de origem abiltica
(HIRAKURI et al., 2018; FAVORETO et al., 2018; BALBINOT JUNIOR et al., 2017).

As sementes gue possuem um alto vigor aumentam a porcentagem de emergéncia
em ambientes cultivaveis, permitindo a formacdo homogénea de plantulas e o seu
crescimento. Além do mais, plantulas que emergem mais rapidamente originam mudas
mais fortes, com tendéncia a desempenho superior em condi¢des de campo (SILVA et
al., 2018; MARCOS-FILHO, 2015; PEGO et al., 2011).

Durante o desenvolvimento das sementes, processo esse que antecede a
maturacdo, todos os tipos de nutrientes sdo acumulados, incluindo lipidios, proteinas e
amido (WANG et al., 2021). Ap6s a maturacdo, a semente ortodoxa é submetida a um
estadgio de dessecacdo, 0 que caracteriza um elo entre a maturacdo e a germinacéo
(ANGELOVICI, 2010).

A germinacdo € determinada como a retomada do crescimento do eixo
embrionario levando ao desenvolvimento de uma plantula a partir da semente, que se
encontra em estado de laténcia/dorméncia e compreende uma sequéncia ordenada de
atividades metabdlicas iniciadas com a embebicdo (NOGUEIRA et al., 2018). Do ponto
de vista botanico, este processo se encerra com a protrusao da raiz primaria, ja do ponto
de vista agrondémico (tecnologia de sementes) o mesmo soO € findado ao originar uma
plantula normal que ao ser submetida a condi¢fes de campo, ela consegue crescer e se
desenvolver, sem afetar a sua produtividade (MARCOS-FILHO, 2015). Varios fatores
ambientais influenciam no processo de germinacdo, destacando-se a &gua, temperatura,

gas carbonico, oxigénio e luz (SANTOS et al., 2018).
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A embebicdo ou absorcdo de &gua na semente, € um processo dirigido pelo
gradiente de potencial hidrico (yw) entre a semente e seu ambiente, variando muito de
espécie para espécie, além, de envolver eventos associados a transicdo de uma semente
seca quiescente para um estado metabolicamente ativo (BEWLEY et al., 2013). A
ativacdo metabdlica promove a diminuicdo da rigidez do tegumento, intensifica a
velocidade respiratoria, as trocas gasosas, a biogénese da mitocondria, reparo de DNA, a
traducdo e/ou degradacdo de mRNASs armazenados, a transcri¢do e traducdo de novos
mRNAs, sintese e a atividade de enzimas e hormdnios, além de contribuir
significativamente com a regularidade da digestdo, translocacdo e assimilacdo das
reservas para o embrido (MARCOS-FILHO, 2015).

2. Processos metabdlicos da germinacao

A degradacdo da reserva de armazenamento € induzida por giberelina (GA), que
é produzido pelo embrido e segregado para o escutelo e a camada de aleurona, onde
envolve as a¢des da enzima a-amilase (AMY), que atua diretamente nos granulos de
amido e produz glucanos ramificados e lineares que sdo posteriormente hidrolisados em
glicose pelas a¢des combinadas das enzimas dextrinase de desramificacao, f-amilase
(BAM) e a-glucosidase (AGL). Proteinases, lipases e fitinases também s&o ativadas na
camada de aleurona (PENFIELD et al., 2005; THOMAS e RODRIGUEZ, 1994). A
ativacdo dessas enzimas durante a embebicdo esta associada a reducdo do teor de amido
do endosperma e um aumento dos teores de acUcares sollveis como glicose, frutose e
maltose (LIU e HOU, 2018; PALMIANO e JULIANO, 1972). A degradacdo do amido
de sementes é regulada de forma antag6nica por acido abscisico (ABA) e giberelina (GA)
de forma que, a expressdo de genes que degradam o amido, como AMY ¢ intensificado
por GA, mas € reprimido por ABA (GUBLER et al., 1995 ; GOMEZ-CADENAS et al .,
1999, 2001). Por sua vez, LIU et al. (2009) observou que o oxido nitrico (NO) regula a
transcrigdo do gene CYP707A2 o qual e responsavel pela codificacdo da proteina (+) -
acido abscisico 8'-hidroxilase, desempenhando um papel importante no catabolismo de
ABA durante o primeiro estagio de embebicédo e favorecendo o processo de germinacao.

VERMA et al. (2015) e ORACZ et al. (2007) propuseram que a quebra da
dorméncia e o processo de germinagdo, tanto em sementes secas quanto embebida é
precedida pela producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxido de hidrogénio
(H20>) além, da carbonilacéo de proteinas especificas do embrido, que s@o responsaveis
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pela mobilizacdo de reservas por meio de modificagdes oxidativas de proteinas
armazenadoras, desempenhando um papel importante na remodelacéo do proteoma e do
transcriptoma da semente por oxidacao seletiva, fazendo com que essas reservas sejam
realocadas para o eixo de crescimento rapido — embrido — promovendo a ruptura do
tegumento e o crescimento da radicula (DIAZ-VIVANCOS et al., 2013).

A oxidacdo de proteinas como: enzimas glicoliticas, ATP-sintase mitocondrial,
aldolase redutase, metionina sintase, fatores de traducéo e chaperones moleculares incita
de forma positiva a germinacéo, pois processos de oxidacao especificos podem ajudar a
proteger outros componentes celulares contra os efeitos negativos que as ROS podem
causar no metabolismo celular. Além disso, 0 comprometimento de algumas atividades
metabolicas (por exemplo, enzimas glicoliticas) pode levar a ativagdo da via da pentose
fosfato (PPP), proporcionando poder redutor para enzimas antioxidantes na forma de
NADPH (JOB et al., 2005 ; BARBA-ESPIN et al., 2011).

Neste contexto, vale destacar a importancia de forma positiva das biomoléculas
associadas como espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico, brassinosterdides e
sulfeto de hidrogénio, além, importancia dos fitormdnios auxina, giberelinas, etileno e
acido abscisico em varios mecanismos de crosstalk molecular em plantas (BEILBY et al.,
2015). As respostas positivas de sinalizagdo celular em decorréncia da associagdo de
moléculas no processo de germinacdo é amplamente discutido e elucidado em algumas
espécies: girassol (Helianthus annuus), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) pimenta preta
(Piper nigrum) e tomate (Lycopersicon esculentum) (BAZIN et al., 2011; JOB et
al., 2005; MULLER et al., 2006, 2007).

Um ponto crucial ao longo da evolucgédo que contribuiu com a fixacdo da vida na
Terra, foi o desenvolvimento de um sistema de sinalizacdo complexo que propiciou a
percepcao e interacdo do organismo com o ambiente (RAMAKRISHNA et al., 2012).
Essa sinalizacdo pode ocorrer em curtas ou longas distancias por intermédio do sistema
neurobioldgico, constituido por sinais elétricos, hidraulicos e de moléculas sinalizadoras,
propiciando o acoplamento das respostas do organismo (PELAGIO-FLORES et al., 2011,
2016). Em animais, atualmente esta bem estabelecida o papel das moléculas sinalizadoras
tais como acetilcolina, catecolaminas, histaminas, triptofano, serotonina, dopamina,
melatonina, GABA (dcido y-aminobutirico) e glutamato, conhecidas como
neurotransmissores metabodlicos as quais desempenham fungdes primordiais na deteccéo,
locomocgdo, visdo, processamento de informacéo e desenvolvimento (RAMAKRISHNA

et al., 2012). Em plantas, ha muito tem sido notado pelos cientistas que cada um desses
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compostos esta presente, no entanto, pouco se sabe suas fungdes fisiologicas
principalmente em relaco ao triptofano, tendo em vista que este aminocido, é precursor
de diversas outras moléculas (ERLAND et al., 2017; BRENNER et al., 2006).

3. Triptofano

O triptofano (Trp) é o principal precursor das vias de biossintese de AlIA e é
sintetizado através de uma rota, inicialmente, comum a trés aminoacidos: triptofano,
fenilalanina e tirosina. BERGMANN, GROSSE e RUPPEL, (1970), ao estudarem a
dindmica da serotonina em sementes de Juglans regia, os autores verificaram que
triptofano é o precursor da auxina, serotonina e melatonina, uma vez que a biossintese de
auxina e serotonina em cotilédones isolados em meio de cultura é aumentada pelo
fornecimento de triptofano exdgeno.

MUKHERJEE (2018) cita a importancia do aminoacido triptofano, tendo em vista
gue 0 mesmo ao ser degradado é responsavel por produzir auxina e este fitorménio tem
um papel fundamental para o alongamento celular. Levando em consideracao a auxina
em associacdo com giberelina, acido jasmonico, &cido salicilico e ABA, estas moléculas
afetam positivamente o funcionamento da proteina PIN e esta, por sua vez, € responsavel
por regular a protrusdo de radicula (MUKHERJEE, 2018; WAN et al., 2018). Por outro
lado, a associacdo entre auxina e acido jasmonico é responsavel por modular a arquitetura
das raizes, além, de promover tolerancia de plantas a estresses abioticos, causados pela
deficiéncia hidrica ou bidticos, causados por fungos ou insetos (WAN et al., 2018).

Paralelamente, SHERWIN (1970), verificou em hipocétilo de pepino a presenca
da enzima descarboxilase do triptofano, responsavel pela conversdo de triptofano em
triptamina, na presenca de piridoxal-5'-fosfato em um meio com pH 7,0.
Subsequentemente, foi verificado que a triptamina € hidroxilada a auxina pela acéo da
enzima constitutiva, triptamina-5-hidroxilase. Assim sendo, a via biosintética do
triptofano torna-se elucidada em plantas (GROSSE; KARISCH; SCHRODER, 1983;
KANG et al., 2015).

Para tanto, atualmente duas vias sdo propostas em plantas (Figura 1) (FAN et al.,
2018).



20

= | N,
$o A1
\ / A\
~— coos Tryptophan

<@

L-tryptophan decarboxylase
( { ] COOM Ve P i Tryptamine deaminase RN R
| - / \ 1

\\ /’V \/& \ ,\/ "KJ/_\ s~ 7\ COOH

i, S

uo’ NH; Tryptamine Sy

S5-hydroxytryptophan

Indoleacetic acid

\\\ “11'
o’ ol

(\ \/1\

’ " Serotonin

Tryptamine S-hydroxylase

Serotonin N-acetyftransferase

Iz

HO N-acetyliserotonin

Hydroxyindole O-methyltransferase

ZX

TS5l a
A ;r \/\ /«\
—0 Melatonin

Figural. Biossintese de auxina, serotonina e melatonina a partir do triptofano regulada pelas
enzimas triptofano descarboxilase, aromatica L-aminoacido descarboxilase (AADC), triptamina
5 hidroxilase (TRP 5H), triptamina deaminase, serotonina-N-acetil transferase e hidroxiindol O-
metil transferase.

Fonte: FAN et al., 2018.

A partir da elucidacdo de sua rota biosintética e verificada sua analogia com o
horménio vegetal, auxina, diversos estudos emergiram buscando avaliar o papel do
triptofano no desenvolvimento vegetal. Em 2007, KANG et al., (2007a) realizaram a
caracterizacdo da triptamina 5-hidroxilase em plantas de arroz, e verificaram que a maior
atividade da enzima é observada em raizes. Além disso, foi verificado que a enzima tem
a atividade aumentada na presenca de triptamina e reduzida na presenca de altas
concentragOes de triptofano. Posteriormente, KANG et al., (2007b) caracterizaram a
enzima descarboxilase do triptofano em planta de arroz e verificaram que a enzima exibe
um alto K na presenca de triptofano, indicando uma alta especificidade da enzima pelo
seu substrato, triptofano. Subsequentemente, KANG et al., (2009), ao realizarem a
superexpressdo da descarboxilase do triptofano em planta de arroz e posterior indugéo de
senescéncia nas plantas, puderam observar que os niveis de triptofano aumentaram nas
folhas senescentes e isso corroborou para um atraso na senescéncia dessas folhas. Esses
dados reafirmam os resultados encontrados por HUANG e KAO, (1992).

Em 2010, ABDEL-MONEM et al., (2010) realizaram o primeiro estudo

verificando a capacidade do triptofano em amenizar os efeitos metab6licos promovido
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pelo estresse salino. Nesse estudo, os autores cultivaram em campo, girassois em trés
diferentes concentragdes de sal (NaCl) no solo e trataram as plantas via foliar com
diferentes concentrac6es de triptofano e serotonina. A aplicacédo de triptofano resultou em
aumentos significativos no crescimento da planta, producao de sementes e rendimento de
Oleo. Além disso, foi verificado um aumento nos niveis de AIA, pigmentos
fotossintéticos, carboidratos totais e contetido proteico. E valido ressaltar ainda, que um
dos efeitos provocados pelo estresse salino é a indisponibilidade de agua para o vegetal,
uma vez que o sal presente no solo reduz o potencial osmético do mesmo. Assim sendo,
plantas com um sistema radicular eficiente na captura de &gua exibem superior
desempenho em solos salinos.

CABRINI et al., (2019) constataram que triptofano aplicado de maneira exogena

esta diretamente relacionado a germinacdo, crescimento, inducdo do sistema antioxidante
enzimatico e biossintese de moléculas osmorreguladoras em plantas de milho (Zea mays
L.) quando associada ao fungo Torulaspora globosa. RODRIGUES et al., (2016) citam
que plantas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) quando suplementadas com
triptofano, sdo capazes de promover a biossintese de acido 3-indol acético por meio de
genes presentes nas bactérias da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus.
Os aminodcidos atuam como biorreguladores auxiliando no desempenho de diversos
aspectos, eles sdo responsaveis por tornarem as plantas mais tolerantes aos fatores de
estresse e, consequentemente, estas podem se desenvolver de forma vigorosa em
condicBes de cultivo adversas. Sua acdo é relatada na sinalizacdo afim de aumentar a
eficiéncia do sistema antioxidante, aumentando a expressédo de genes que sdo produzidos
no momento de estresse, bem como na regulacdo de osmdlitos (SRIVASTAVA et al.,
2016).

Por te atuacdo direta na estruturacdo do crescimento das plantas, 0s
biorreguladores séo capazes de manter o vigor vegetativo, pois, agem sob a floracéo,
dentre outros aspectos (TAN et al., 2012; SZAFRANSKA et al., 2012, 2013). Quando
aplicados em niveis adequados, estes, sdo responsaveis por mitigar os efeitos danosos
causados pelo estresse, além, de potencializar o desempenho produtivo das plantas
(VLOT et al., 2009; RIVAS-SAN VICENTE et al., 2011). MILIC et al. (2018), relatam
melhoras relacionadas ao tamanho dos frutos, rendimento e desenvolvimento e plantas de
mirtilo, quando submetidas a aplicagdo de triptofano. Resultados semelhantes foram

encontrados por REHMAN et al. (2018), que obteve uma melhoria na qualidade de
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macas, no seu peso, tamanho e rendimento, com aplicacdo de diferentes biorreguladores,
sendo um deles o triptofano.

ZHANG et al. (2014), revelam que plantas com niveis ideias de triptofano tem um
melhor desempenho mediante situacdes adversas causadas por estresses bioticos e
abidticos. (AHAMMED, et al., 2019). Deste modo, o triptofano é capaz de percorrer mais
facilmente os compartimentos intracelulares, e agir sobre espécies reativas de oxigénio
(EROs), além, de ser uma molécula biorreguladora natural que esta presente em quase
todas as espécies vegetais ja estudadas (ERLAND et al., 2019; WANG et al., 2017,
ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2019; ZHANG et al., 2014). TAN et al. (2013) nos
afirma que altos niveis de triptofano produzida pelas mitocéndrias e cloroplastos séo
responsaveis por estas organelas celulares contra possiveis estresse oxidativo levando em
consideracdo sua direta interacdo com radicais livres, além, de preservar as funcGes
fisioldgicas das plantas, ndo afetando o seu crescimento e nem seu desenvolvimento.

Varios estudos citam o triptofano como uma molécula promotora de crescimento
e de enraizamento primario e secundario, sendo um fator determinante para a prevencgéo
de possiveis estresses (CHEN et al., 2009; HERNANDEZ-RUIZ et al., 2004; SARROU
et al., 2014; ZHANG et al., 2014; ERLAND et al., 2019, CHEN et al., 2020), além, de
atuar na regulacdo da germinacdo de sementes, melhorando significativamente o
percentual de germinacdo, promovendo um maior desenvolvimento radicular e peso
fresco final (HERNADEZ-RUIZ et al., 2010; WEI et al., 2014; XIAO et al., 2019).

Em trabalho desenvolvido por XIAO et al. (2019), os autores relatam melhoras na
germinacao de sementes de algodao, submetidas a diferentes doses de triptofano exdgeno,
sendo este, capaz de impulsionar o desempenho e o crescimento/desenvolvimento inicial
de sementes de algoddo, ja CHEN et al. (2020) citam que este mesmo biorregulador foi
responsavel por atenuar os efeitos adversos do estresse salino em sementes de algodao. O
pré tratamento de sementes com diferentes concentracdes de triptofano aumentou o
conteddo de H20. e MDA ja que causou um estresse oxidativo na semente, sendo
responsavel também por elevar os niveis de aclcares, proteinas e prolina conforme teve
aumento nas concentracdes de triptofano (CHEN et al., 2020).

Estudos recentes demostram que o tratamento exdgeno com triptofano
desempenha um papel de suma importancia na defesa das plantas contra alguns estresses,
sendo estes: déficit hidrico, salinidade, estresses quimicos, e estresse por altas
temperaturas, que sdo responsaveis pela producdo elevada de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (WANG et al., 2017; AHAMMED, et al., 2019; XIAO et al., 2019,
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CHEN et al., 2020), essa molécula tem acdo crucial, pois, além de sinalizadora, atua na
captura direta de radicais livres, protegendo outras estruturas contra danos oxidativos e
aumentando a eficiéncia da cadeia de transporte mitocondrial (TAN et al., 2010; WANG
et al., 2017; AHAMMED, et al., 2019), tendo em vista que apresenta uma relagédo
sinérgica com outros compostos antioxidantes como a glutationa, &cido ascorbico, e
regulacdo de atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido desmutase (SOD),
peroxidase (POD) catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH- PX), glutationa redutase
(GSSG-R) (GITTO et al., 2001; RODRIQUEZ et al., 2004; FISCHER et al., 2013; XIAO
etal., 2019; ARNAO et al., 2019).

Em conformidade com essa afirmacdo, AHAMMED et al. (2019) citam que a
atividade das enzimas SOD e APX, cresceu cerca de 90% e 20%, respectivamente,
quando houve a aplicacéo de triptofano em combinacdo com alta temperatura, comparado
as plantas controles (AHAMMED et al., 2019).

WEI et al. (2014) em trabalhos desenvolvidos com a cultura da soja relata que o
triptofano promoveu um aumento dos genes envolvidos na divisao celular, fotossintese,
metabolismo de carboidratos, biossintese de acidos graxos e metabolismo de ascorbato,
bem como, na defesa antioxidante, no aparato fotossintético, em processo de atraso de
senescéncia foliar, em inducdo de genes de divisdo celular, dentre outros aspectos
(GRAHAM, 2005; WANG et al., 2012; SZAFRANSKA et al., 2013).

Embora exista na literatura estudos recentes a respeito da associacdo entre
moléculas, principalmente do triptofano-auxina, auxina-melatonina, auxina-giberelina,
auxina-acido jasménico, em algumas espécies, 0s mesmos, por sua vez, ndo fazem
inferéncia a estudos in situ em plantas de forma integrada, levando em consideracao todo
0 seu ciclo de crescimento e desenvolvimento, quando submetidos a cultivo em campo
ou laboratdrios, ja que sdo ambientes distintos, dificultando o completo entendimento do
papel da triptofano e se 0 mesmo esta diretamente relacionado a melhorias em processos
fisioldgicos de plantas. Para exemplo ressalta-se que até hoje ndo se sabe o triptofano é
um mensageiro direto modulando positivamente o metabolismo primario, secundario, ou
ambos, qual o seu principal papel quando a planta é submetida estresse, se este
aminoacido pode ser sintetizado por uma rota alternativa ou se 0 mesmo pode ser
responsavel pelo “start” e desencadear diversos papéis fisioldgicos, ja que esta molecula
é muito estudada, elucidada e de maneira geral desempenha um papel fundamental em
animais, porém, pouco se sabe da sua importancia quando relacionada a plantas de forma

unitaria e ndo em associagdo com outras moléculas ou até mesmo com microrganismos.
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A fim de elucidar o papel triptofano durante a germinacao, esta pesquisa buscou entender
sua funcdo em processos fisiologicos relacionados a germinacdo e vigor de sementes,

bem como, no crescimento das plantulas de soja mediante estresse oxidativo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar o efeito do triptofano na germinacéo e o vigor fisiologico das plantulas de
soja (Glycine max). Para tal foram avaliados, biomoléculas do metabolismo primaério,

malondialdeido, peroxido de hidrogénio, prolina e enzimas do estresse oxidativo.

Objetivos especificos
Determinar se o triptofano aumentou a germinacao e vigor de plantulas de soja quando
colocadas pra germinar nas diferentes concentra¢cdes do aminoacido e qual concentracao
obteve melhores resultados;

Determinar a concentracdo de triptofano a ser aplicada de forma exdgena em
sementes para os estudos relacionados a qualidade fisiologica;

Determinar como o triptofano age sobre o sistema antioxidante enzimatico durante

a germinacdo de sementes e germinacéo de plantulas de soja.
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CAPITULO I: A APLICACAO EXOGENA DE TRIPTOFANO
MELHORA A GERMINACAO E VIGOR DE PLANTULAS DE SOJA
(Glycine max L.) MEDIANTE AJUSTE NO ESTRESSE OXIDATIVO.

RESUMO: A soja é tida como a principal cultura a nivel mundial e é utilizada no
consumo humano e animal, tanto in natura, como através dos seus derivados. Devido ao
consumo da mesma aumentar ano a ano e seu valor econdmico tanto de producdo quanto
de venda ser alto, sdo necessarios estudos mais especificos, principalmente, visando o
emprego de tecnologias e tratamento de sementes de forma mais eficiente e
monetariamente mais barata. Por outro lado, plantas de soja ao serem submetida a
estresses, as mesmas apresentam uma diminuicdo em biomassa total, além, de uma
reducdo danosa em produtividade, principalmente nos estadios fenoldgicos inicias que
sdo caracterizados pelo estabelecimento da cultura. Contudo, nas Ultimas décadas,
diversas alternativas afim de mitigar os efeitos causados pelo estresse vem sendo
empregado, uma delas ja existentes no mercado de aplicacdo é a utilizacdo de
aminoacidos, sendo um destes o triptofano (5-hidroxitriptofano), responsavel por
aumentar o potencial germinativo e produtivo das culturas, ativagdo do sistema
antioxidante, protecdo do aparato fotossintético, incremento na germinagdo e promogao
de enraizamento s&o algumas das caracteristicas ja conhecidas do triptofano (Trp). Por tal
motivo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do triptofano na
germinacdo e o vigor fisioldgico das plantulas de soja (Glycine max). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5 tratamentos, sendo eles 0,
25, 50, 100 e 200 puM de triptofano. As sementes foram colocadas para germinar durante
todo o periodo nas solucBes dos diferentes tratamentos. Ap6s a montagem do
experimento, foram realizadas 3 coletas, pré-determinadas, sendo elas: 12 coleta — 14
horas apds a semeadura (HAS), 22 coleta — 5 dias ap6s a semeadura (DAS) e 32 coleta —
8 dias ap6s a semeadura (DAS), esta por sua vez, foi separadas parte aérea e de raizes.
Para tal foi avaliado, biomoléculas do metabolismo primario, malondialdeido, peroxido
de hidrogénio, prolina e enzimas do estresse oxidativo. Este trabalho comprovou que o
uso do aminoacido triptofano foi responsavel por gerar um estresse oxidativo nas
sementes quando colocadas pra germinar nas diferentes concentragdes, 0 que aumentou
a germinacdo e vigor de plantulas de soja. A concentracdo de 100 uM de triptofano foi a
que apresentou melhores resultados para as variaveis analisadas como amido, agucares
redutores, agucares sollveis totais e sacarose, nas épocas de coleta definidas como 5 dias
apos a semeadura e 8 dias apds a semeadura na parte aérea. Ja, a concentracdo de 200 uM
de triptofano apresentou os melhores resultados para as variaveis analisadas como
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinagdo, malondialdeido,
perdxido de hidrogénio, catalase, superoxido desmutase e prolina 5 dias ap6s a semeadura
e 8 dias ap0s a semeadura na parte aérea e na parte de raizes.

PALAVRAS-CHAVES: potencial germinativo; aminoacido; fisiologia; sistema
antioxidante; exogena; biomoléculas.
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CHAPTER I: EXOGENOUS APPLICATION OF TRYPTOPHAN IMPROVES
GERMINATION AND VIGOR OF SOYBEAN SEEDLINGS (Glycine max L.) BY
ADJUSTING THE OXIDATIVE STRESS.

ABSTRACT: Soybean is considered the main crop worldwide and is used for human and
animal consumption, both in natura and through its results. Increase the year of production
and the economic value of production to its production employment, mainly, more
efficient and monetarily cheaper production. On the other hand, reduction plants in
growth, the same reduction plants in total biomass, in addition to a reduction of damage
in productivity, mainly in the initial phen stages that are characterized by the
establishment of the culture. In the last decades, several alternatives in order to increase
the risk of employment, one of them already existing in the job market is the use of amino
acids, increasing the germination and productive potential of the cultures, attentive to the
antioxidant system, protection of photosynthetic a, increase of germination and
germination promotion are some of the already known characteristics of tryptofa (Trp).
Portal presents a study aimed at evaluating the effect of tryptophan on germination and
the reason for the vigor of soybean plants (Glycine max). The experimental design used
was completely randomized, with 5 treatments, being 0, 25, 50, 100 and 200 uM of
tryptophan. The seeds were placed to germinate throughout the period in the solutions of
the different treatments. After setting up the experiment, 3 predetermined collections
were carried out, namely: 1st collection - 14 hours after sowing (HAS), 2nd collection -
5 days after sowing (DAS) and 3rd collection - 8 days after sowing (DAS), which in turn,
was separated from shoots and roots. For this purpose, primary metabolism biomolecules,
malondialdehyde, hydrogen peroxide, proline and oxidative stress enzymes were
evaluated. This work proved that the use of the amino acid tryptophan was responsible
for generating oxidative stress in the seeds when placed to germinate at different
concentrations, which increased the germination and vigor of soybean seedlings. The
concentration of 100 uM of tryptophan was the one that presented the best results for the
analyzed variables such as starch, reducing sugars, total soluble sugars and sucrose, at the
collection times defined as 5 days after sowing and 8 days after sowing in the shoot. On
the other hand, the concentration of 200 uM of tryptophan presented the best results for
the variables analyzed, such as germination percentage, germination speed index,
malondialdehyde, hydrogen peroxide, catalase, superoxide dismutase and proline 5 days
after sowing and 8 days after sowing. sowing in the aerial part and in the root part.

KEYWORDS: germinal potential; amino acid; physiology; antioxidant system;
exogenous; biomolecules.
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1.1 INTRODUCAO

A soja é tida como a principal cultura anual e é cultivada em todo Brasil e mundo.
Por tal motivo possui forte expressdo socioeconémica, principalmente no Brasil, 0 que
gera um aumento na demanda por mao de obra qualificada, e consequentemente o
desenvolvimento da regido de cultivo. A regido centro-oeste do Brasil é responsavel por
produzir cerca de 80 milhGes de toneladas, destas, 22 milhdes séo produzidas somente no
estado do Goias, demonstrando o crescimento ano ap6s ano da cultura e a
representatividade da mesma e da regido frente a economia (CONAB, 2022; SILVA et
al., 2018).

Por conta deste aumento gradual ano a ano dessa cultura de grande interesse
comercial, a busca por desenvolvimento de novas tecnologias, sejam elas relacionadas ao
melhoramento genético, ao tratamento de semente ou a aplicagdo de produtos, tem sido
um desafio para os pesquisadores, levando em consideragdo que a utilizacdo de sementes
viaveis e vigorosas fazem com que as plantas tenho um incremento, principalmente,
relacionados a produtividade, mesmo que estas plantas, tenham passado por situacGes de
estresse a campo, afim de mitigar os efeitos danosos destes estresses, durante o
estabelecimento das culturas (MARCOS-FILHO, 2015; PEGO et al., 2011).
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Uma tecnologia que vem tomando cada vez mais espacgo e estd por sua vez, vem
sendo desenvolvida e estudada a nivel mundial é a aplicacdo de aminoacidos em plantas
e em sementes, afim de melhorar a qualidade fisioldgica das plantas frente adversidades
dos ambientes de cultivo (LUDWIG et al., 2011; BETTONI et al., 2013; HAMMAD e
ALI, 2014; WANG et al., 2014; MONDAL et al., 2015).

Os aminoacidos sdo acidos orgénicos cujas moléculas possuem um ou mais
grupamento amina, sendo as principais constituintes de proteinas, além, de serem
precursores de varias substancias que regulam o metabolismo vegetal. A sua aplicacao
nas diversas culturas ndo tem como objetivo suprir a necessidade de aminoacidos para a
realizacdo de sintese proteica, mas sim de ser o responsavel pelo “star” na ativagdo do
metabolismo fisiologico das plantas, tendo uma importante acdo antiestressante (DA
SILVA et al. 2017). Alguns aminoacidos por meio do seu catabolismo produzem
compostos de cadeia carbonada para o ciclo de Krebs, sendo importante também em
processo de respiracdo e producdo de energia na planta na forma de ATP (adenosina
trifosfato) (HILDEBRANDT et al., 2015). Outros séo precursores de hormdnios vegetais
em plantas, como é o caso do triptofano que ao ser degradado € responsavel por produzir
acido indol acético (AlA) (HILDEBRANDT et al., 2015; TAIZ e ZEIGER, 2017).

Devido a isso, especula-se que a aplicacdo de aminoacidos em tratamento de
sementes pode promover o desempenho das plantas em campo, principalmente em
sementes de baixa qualidade fisiol6gica ou em plantas que podem ter sofrido algum tipo

de estresse.
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1.2 MATERIAL E METODOS

PRE TESTES E CURVA PADRAO DA CULTIVAR

Caracterizacdo de sementes

Inicialmente as sementes foram caracterizadas quanto ao grau de umidade, a
caracterizacdo de sementes sera determinada pelo método da estufa a 105° C, podendo
variar entre £ 3° C por 24h com quatro subamostras de 200 g sementes, para cada
repeticdo (BRASIL, 2009).

Teste de emergéncia

A semeadura foi realizada em caixa de areia quatro sub amostras de 50 sementes
do lote, distribuidas em profundidade de 3,0 cm, espacamento de 0,5 cm, em sulcos com
1,0 metro de comprimento. Osolo foi umedecido até aproximadamente 60% da
capacidade de retencdo de dgua. Foram feitas irrigagdes durante todo o ciclo de cultivo,
trés vezes ao dia por um sistema de irrigagdo por aspersdao previamente programado.
No décimo terceiro dia apds a semeadura e estabilizacdo das plantas, foi contado o

numero de plantulas emergidas e os resultados foram expressos em percentagem.
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Condutividade elétrica (CE)

Foram utilizadas quatro subamostras fisicamente puras de 50 sementes, as
mesmas foram pesadas em balanca de precisdo de 0,0001g e colocadas para embeber em
copos de plastico (capacidade de 200 mL) contendo 75 mL de agua deionizada, mantidas
em uma bancada limpa, durante 24 horas, a temperatura de 25° C (HAMPTON e
TEKRONY, 1995; VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999). Decorrido o periodo de
embebicdo, as sementes foram levemente agitadas para uniformizagdo dos lixiviados e
procedeu-se a leitura da condutividade elétrica da solucdo. Para medir a condutividade
eléctrica adotou-se o método de massa, com sementes escolhidas ao acaso, conforme
sugerido por Loeffler et al. (1988). As leituras da condutividade elétrica foram realizadas
em condutivimetro Digimed DM-31 e os valores médios obtidos para cada lote expressos

em uS cm™ g* de semente.

Curva padrao de embebicéo da cultivar BONUS

Para determinar os periodos de cada coleta, foi realizada uma curva padrdo de
embebicdo de sementes, onde, a primeira coleta foi realizada as 14 horas ap6s a
semeadura (HAS), tendo em vista que percorrido esse tempo de embebi¢do, 0 mesmo
corresponde a fase 1, que caracteriza o final do processo de rapida absor¢do de agua e o
inicio da ativacdo metabolica, conforme mostra a Figura 1. Para obtencdo dos valores
médios da curva padrdo, foram utilizadas 8 repeticdes de 25 sementes cada, dispostas em
caixa gerbox contendo papel mata-borrdo umedecidos com 2,5 vezes a massa do papel
seco e estes, por sua vez, foram pesadas a cada 1 hora em balanca de precisdo de 0,0001g,
afim de ter o maximo de variacdo até que o peso da semente embebida ficasse estavel
(CASTRO e HILHORST, 2004; MC DONALD et al., 1988 com adaptacdes).



34

Curva de Embebicdo de Soja (Glycine max L.) -
Cultivar BONUS
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Figura 1. Curva de absorcdo de &gua da cultivar BONUS (8579 RSF IPRO) determinada através da
embebicdo de sementes de soja calculada em horas ap6s a semeadura (HAS).

Material vegetal, condicdes de cultivo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Metabolismo e Genética da
Biodiversidade em parceria com o Laboratdrio de Sementes do Instituto Federal Goiano
— Campus Rio Verde, com as coordenadas geograficas 17° 48’ 15.9> S — 50° 54° 19,5”
W.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5
tratamentos, sendo eles 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano. As sementes foram
colocadas para germinar durante todo o periodo nas solucdes dos diferentes tratamentos.
Cada tratamento tinha 8 repeticGes sendo cada repeticdo constituido de 25 sementes,
totalizando 200 sementes em cada tratamento, onde, cada semente foi considerada uma
unidade experimental.

Foram utilizadas sementes de soja da cultivar BONUS, com tecnologia
IPRO - 8579 RSF, que é adaptada a regido do cerrado e confere resisténcia as quatro
principais lagartas que atacam a cultura da soja. As sementes foram adquiridas atraves de
uma doagdo da Fazenda Mono Azudo, que tem propriedade situada no municipio de Rio
Verde-GO e demanda de campo de producdo de sementes. As mesmas vieram sem
nenhum tratamento de semente, seja ele com fungicida, inseticida ou ambos. Foi realizado
um pré-teste no lote de sementes para identificar a sua viabilidade. As sementes foram
desinfestadas para a remoc&o de epifiticos, para este fim, foram realizadas trés sucessivas

lavagens em agua corrente seguidas de agitacdo em agua e detergente neutro (Tween) por
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5 minutos. Em seguida, as sementes ficaram imersas em etanol a 70% por 1 minuto, em
seguida em hipoclorito de sddio (2,5% de cloro ativo) por 1 min e 30 segundos e depois
novamente em etanol a 70% por 30 segundos. Posteriormente foi realizado trés lavagens
em agua destilada autoclavada.

Os procedimentos basicos exigidos para a obtencdo de amostras, métodos de
avaliacdo, interpretacéo e indicacdo de resultados de analise de lotes de sementes para a
producdo e o comércio seguiu-se a metodologia proposta pelo livro de Regra de Analises
de Sementes (BRASIL, 2009). O substrato que foi utilizado para o teste de germinacéo é
papel do tipo “germitest” e utilizou-se as solugdes delimitadas em cada tratamento para
umedecimento dos mesmos, na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel seco, que € 0
usualmente utilizado na cultura da soja, a uma temperatura de 27° C. Para ser feita a
semeadura no papel tipo “germitest”, os mesmos foram organizados em rolos com duas
folhas na base e uma sobre as sementes. Imediatamente apds a aplicacdo de cada
tratamento foi efetuada a semeadura das sementes com o auxilio de uma régua propria
para tal finalidade. Em seguida todos os tratamentos ficaram acondicionados em sacos
plasticos, identificados e colocados em germinador do tipo BOD, com controle de
fotoperiodo 12h-12 h a temperatura de 25° C + 1° C e umidade relativa entre 90% e 95%.
Apo6s a montagem do experimento, foram realizadas 3 coletas, pré-determinadas, sendo
elas: 12 coleta — 14 horas ap6s a semeadura (HAS), 22 coleta — 5 dias ap6s a semeadura
(DAS) e 32 coleta — 8 dias apds a semeadura (DAS), esta por sua vez, foi separadas parte

aérea e de raizes.

Avaliacdo de germinacao e vigor de plantula

As contagens efetuadas foram feitas todos os dias, realizadas do 1° ao 8° apds a
semeadura, de acordo com BRASIL (2009). Germinagdo: consistindo no total de
sementes germinadas em cada tratamento no quinto dia apds a semeadura, considerando
sementes germinadas aquelas que protudiram a radicula. Germinagdo total: avaliada no
oitavo dias apds a semeadura, considerando-se germinadas as sementes que formaram
plantulas normais segundo BRASIL (2009), sendo os resultados expressos em
percentagem média com base no nimero de plantulas normais. Percentagem de plantulas
normais forte: contando-se as plantulas que apresentavam desenvolvimento normal do
hipocétilo e radicula, sendo os resultados expressos em percentagem média. Indice de

velocidade de germinacéo: calculado de acordo com MAGUIRE (1962), sendo, IVG =
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E1/N1 + E2/N2 + ... + En/Nn. Em que: E1, E2 e En - ndmero de plantulas normais
computadas na primeira, segunda e ultima contagem. N1, N2 e Nn - nimero de dias ap6s

a implantacdo do teste.

Extracéo e quantificagdo de acucares totais, redutores, amido e 0 aminoacido

prolina

O material fresco foi separado por épocas de coleta, 0s mesmos foram congelados
em nitrogénio liquido, moido, embalado, etiquetado e armazenado em ultrafreezer -80°C
para posteriores andlises. Utilizou-se 200 mg do material vegetal, previamente
processado, em solucdo MCW (metanol; cloroférmio; dgua), a mistura foi deixada em
contato por 24 horas e, em seguida, os extratos foram centrifugados a 1300 rpm durante
30 minutos, sendo o sobrenadante coletado. Para extracdo do amido, o pellet da extracéo
anterior foi ressuspendido com acido percldrico a 30% (RABELO et al., 2019). Apds 24
horas, a mistura foi centrifugada a 1300 rpm por 30 min, sendo o sobrenadante coletado.
As aliquotas foram utilizadas para analisar a concentracdo dos agucares solUveis totais
(AST) e amido foi utilizado o0 método de antrona (YEMM & WILLIS, 1954) e os acucares
redutores (AR) pelo método do &cido dinitrosalicilico (MILLER, 1959). O conteudo de
sacarose foi estimado pela diferenga entre a concentracdo de AST e dos AR. A curva
padrdo para a determinacéo espectrofotométrica dos carboidratos foi preparada com D-

glicose e pode ser vista conforme a (Imagem 1).
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Imagem 1. Curva padrdo para determinacdo de AcUcares Sollveis Totais (AST) e Aclcares Redutores
(AR) de sementes e plantulas de soja - Glycine max L. tratadas com diferentes concentragdes 0, 25, 50, 100
e 200 UM de triptofano. Acervo pessoal. 2022.
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A quantificacdo da concentracdo de prolina foi realizada com base na
metodologia proposta por BATES et al. (1973). Para tal, foram macerados 100 mg de
material vegetal em acido sulfosalicilico 3%. Os extratos obtidos foram homogeneizados
a temperatura ambiente durante 60 minutos e, posteriormente, filtrados com papel de
filtro. As aliquotas obtidas ap06s a filtracdo reagiram com solugdo composta por 2 mL de
ninhidrina &cida e 2 mL de acido acético glacial em tubo de ensaio, durante 1 hora, a
100°C. A concentracdo de prolina foi determinada de acordo com a absorbancia das
amostras a 520 nm e expressas em pmol prolina mg™* MF com base em curva-padrao
preparada com concentracdes j& conhecidas, variando entre 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pumol
de prolina.

Extracéo e atividade das enzimas antioxidantes

Para a determinagéo da atividade das enzimas do sistema antioxidante, utilizou-
se 0 material armazenado em ultrafreezer a -80°C separado por época de coleta. A
extracdo das enzimas foi realizada a partir da maceracao de 200 mg do material vegetal
em nitrogénio liquido com 50% de PVPP e procedendo-se com o protocolo de extracdo
proposto por BIEMELT et al. (1998). O extrato enzimatico foi utilizado para avaliacdo
da atividade da catalase (CAT) e dismutase do superoxido (SOD).

A atividade da enzima dismutase do superoxido (SOD) seguiu a metodologia de
GIANNOPOLITIS e RIES (1977) com algumas adaptacdes, em que € avaliada a
capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazlio (NBT). As
leituras foram realizadas em ELISA a 560 nm. Para realizar a anélise, foi pipetado nos
trés primeiros pocos da placa 10 pL de agua (branco) e nos demais pocos aliquotas de 10
puL das amostras em triplicata. Foram adicionados 190 pL de um mix do tampdo de
incubacdo em cada poco da placa utilizando a multicanal de solugdes para uma reagéo:
Fosfato de Potassio 100 mM, pH 7.8 que corresponde a 100 pL do volume da solucéo;
Metionina 70 mM que corresponde a 40 pL do volume da solucdo; EDTA 10 pM que
corresponde a 3 pL do volume da solugdo; Agua que corresponde a 31 pL do volume da
solugdo; NBT 1 mM que corresponde a 15 pL do volume da solucgéo e Riboflavina 0,2
mM que corresponde a 2 pL do volume da solucdo. E importante destacar que o NBT e
a Riboflavina devem ser adicionados a0 mix momentos antes de pipetar 0 mesmo nos
pogos da placa, pois estes, podem oxidar muito rapidamente, além, de ser de suma

importancia proteger o mix da luz durante todo o processo. Feito isso, realizar a leitura e
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em seguida, iluminar a placa com as amostras durante 7 min e realizar novamente as
leituras das amostras a 560 nm, observar a formacdo de formaza devido a redugédo do
NBT pela luz. A atividade da SOD foi determinada em U mg?* MF, em que 1U
corresponde a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do
NBT, tal fotoredugédo pode ser observado na (Imagem 2).

R T

Imagem 2. Determinacdo da enzima Dismutase do Superéxido (SOD) em sementes e plantulas de soja -
Glycine max L. tratadas com diferentes concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano. Acervo
pessoal. 2022.

A atividade da CAT foi avaliada conforme a metodologia proposta por HAVIR e
MCHALE (1987) com adaptacdes, com base no consumo de H>O> a cada 15 segundos,
por 3 minutos, a 240 nm em espectrofotdmetro. O coeficiente de extin¢cdo molar utilizado
foi 36 mM™ cm™. Foram pipetados 9 pL de gua (branco), em triplicata, na placa, e estes,
constituem o branco, nos demais pocos da placa foram pipetados 9 pL de amostra junto
com o mix. brancos. Foram adicionados 162 puL de um mix do tampéo para uma reacéo,
constituido de: Fosfato de Potassio 200 mM, pH 7.0 que corresponde a 90 pL do volume
da solucéo e Agua que corresponde a 72 pL do volume da solugo, incubar o seguinte
tampdo de extracdo no banho-maria a 30° C e, em seguida, pipetar na placa. Para leitura,
adicionar 9 pL Peroxido de Hidrogénio 250 mM na solucdo, o que totalizara 180 uL no
volume final. A atividade da CAT foi quantificada em pmol H,02 min™t mg* MF e pode

ser observada conforme a (Imagem 3).
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Imagem 3. Determinagdo da enzima Catalase (CAT), andlise realizada em sementes e plantulas de soja -
Glycine max L. tratadas com diferentes concentraces 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano. (A) — aliquota

sem a adicdo de H,O; (B) — aliquota com a adigdo de H,0,, sendo possivel observar que, apés a analise ha
formagado de “bolhas”. Acervo pessoal. 2022.

Extracdo e quantificacdo do teor de peroxido de hidrogénio (H202) e
malondialdeido (MDA)

A extracdo de perdxido de hidrogénio (H202) e peroxidacdo lipidica —
malondialdeido aconteceu da seguinte forma: utilizou-se 200 mg do material vegetal que
ja estava armazenado, 0 mesmo foi macerado em nitrogénio liquido com 50% de PVPP,
posterior a isso, a amostra foi homogeneizada em 1500ul de acido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v), levadas a centrifuga com 12.000 g por 15min a 4° C, em seguida, foi coletada
0 sobrenadante, dispostos em eppendorf devidamente identificados e utilizado para
posteriores quantificagdes. A concentragdo de H20- foi obtida por leitura a 390nm em
espectrofotometria de acordo com VELIKOVA et al. (2000) e sua determinagéo pode ser
vista conforme a (Imagem 4). J& para concentracdo de MDA, foi determinada utilizando-
se a metodologia proposta por BUEGE e AUST (1978), de acordo com a (Imagem 5),
onde, as leituras sdo realizadas em espectrofotobmetro a 535 e a 600 nm.
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R : g
Imagem 4. Determinacdo de Peroxido de Hidrogénio (H202) em sementes e plantulas de soja - Glycine
max L. tratadas com diferentes concentracdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano. Acervo pessoal. 2022.

Imagem 5. Determinagdo de Peroxidacdo Lipidica — Malondialdeido (MDA) em sementes e plantulas de
soja - Glycine max L. tratadas com diferentes concentracdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano. Acervo
pessoal. 2022.

Andlises estatisticas

Ap6s obtencdo dos dados, aplicaram-se testes estatisticos para
adequacdo, ou ndo, dos resultados a analise de variancia (ANOVA). Por ser um trabalho
que foram utilizadas diferentes concentracgdes, o0 ajuste de regressdo quadratica neste caso,
é o melhor indicativo para testar todo e qualquer contraste entre as médias observadas nos
diferentes tratamentos, em todas as épocas de coleta, para todas as variaveis analisadas e

aquelas que obtivessem os melhores resultados de R? seriam expostas por meio de figuras.
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Todas as andlises estatisticas, foram conduzidas em ambiente SISVAR versdo 5.6
(FERREIRA, 2014).

1.3 RESULTADO

Porcentagem de germinacao - (%) Germinagao

A maior porcentagem de germinacdo pdde ser observada nas concentracoes de 50,
100 ¢ 200 uM tratadas com triptofano exdgeno, que correspondem a 83, 81 e 84%, quando
comparadas a controle, que foi de 37%. Ja se tratando da quantidade de plantulas
anormais e mortas, conforme houve um aumento nas concentracgdes de triptofano, houve
uma reducdo em tais varidveis, demonstrando que o triptofano modulou positivamente a
porcentagem de germinacdo de um lote de semente que ndo era viavel para plantio

comercial e tais resultados podem ser observados conforme a (Figura 2).
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Figura 2. (%) Porcentagem de germinacéo de plantulas de soja - Glycine max L. tratadas com diferentes
concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano submetidas ao teste de ANOVA a (p < 0,05**) de
significancia.

Imagem 6. Primeira contagem aos 5 dias ap0s a semeadura (DAS) de plantulas de soja - Glycine max
L. tratadas com diferentes concentracdes 0, 25, 50, 100 e 200 puM de triptofano. Acervo pessoal. 2022.
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Imagem 7. Segunda contagem aos 8 dias ap6s a semeadura (DAS) de plantulas de soja - Glycine max
L. tratadas com diferentes concentrages 0, 25, 50, 100 e 200 pM de triptofano. Acervo pessoal. 2022.

indice de Velocidade de Germinacgdo — IVG

O IVG esta atrelado & porcentagem de germinacgdo, aumentando a partir do
segundo dia de germinacdo conforme mostra a Figura 3. Na primeira contagem, que é
tida como a germinacdo fisioldgica, 5 dias apds a semeadura (DAS), cerca de 47 sementes
ja haviam germinado, indicando que o triptofano aumentou a velocidade de germinacgao

e consequentemente o vigor de plantulas de soja.
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IVG - Indice de Velocidade de Germinacao
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Figura 3. (IVG) indice de Velocidade de Germinago de sementes de soja - Glycine max L. calculados dias
apos a semeadura, mostrando a evolugdo temporal por meio das médias de plantulas emergidas, sendo
submetidas ao teste de ANOVA a (p < 0,05**) de significAncia e ajustadas ao modelo de regressdo

quadratico.

Teores de acucares solaveis, redutores e amido

Verificou-se que houve um decréscimo para os teores de AST (Acucares Sollveis
Totais) na primeira coleta (Figura 4), que ocorreu 14 HAS, o que corresponde a cerca de
15,10 ug de glicose no tratamento de 100 uM de triptofano, quando comparado ao
tratamento controle, sem a aplicacdo de triptofano, que é de 21,47 ug de glicose. Este
mesmo comportamento pdde ser observado na 32 coleta (Figura 4), ocorrida 8 DAS (Dias
Ap0s a Semeadura) nas raizes, onde o tratamento de 200 uM foi 0 que apresentou menor
valor, correspondente a 5,20 ug de glicose, quando comparado aos demais tratamentos,
25,50 e 100 uM, respectivamente, inclusive, até mesmo quando comparado ao tratamento
controle, onde ndo ha aplicacdo de triptofano. Ja para a 22 coleta e 32 coleta (Figura 4) em
parte aérea, conforme foram aumentando as concentracGes de triptofano, aumentou-se

também os teores de AST, cerca de 28,42 ug de glicose em plantulas tratadas com 25 uM
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de triptofano, quando relacionado a plantulas tratadas com 100 uM de triptofano, que
obtiveram uma concentracao de 44,70 ug de glicose na MF (Matéria Fresca).

Acucares Solaveis Totais (ASL)
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Figura 4. Quantidade de (AST) agUcares solUveis totais em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas
com diferentes concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 pM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo
estas, 14 horas apds a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS)
em parte aérea e 8 dias apds a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de
ANOVA a (p < 0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadratico.

Assim como para os AST (Acucares Sollveis Totais), os AR (AgUcares
Redutores) tiveram um resultado pelo teste de média similar. Onde, na 12 coleta e na 32
coleta da parte de raizes, ocorreu uma diminuicao nos teores de AR, a menor quantidade
pdde ser observada no tratamento com 200 uM de triptofano para ambas as épocas de
coleta. Porém, na 22 coleta e na 32 coleta em parte aérea, ao aumentarem as concentragdes
de triptofano, aumentou-se também os teores de AR, 0 maior valor pode ser observado

no tratamento com 100 uM de triptofano, conforme mostra a Figura 5.
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Acucares Redutores (AR)
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Figura 5. Quantidade de (AR) acucares redutores em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas com
diferentes concentracdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo estas,
14 horas ap6s a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS) em
parte aérea e 8 dias apos a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de
ANOVA a (p < 0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadrético.

Ap06s a embebicdo, a quantidade de amido sofre um aumento significativo,
atingindo aproximadamente o dobro do valor inicial, cerca de 320,20 ug de glicose na
concentracdo de 100 uM, quando comparada ao tratamento controle, que tem uma
quantidade de amido de cerca de 51,57 pg de glicose na MF (Matéria Fresca), tal
afirmativa pode ser observada na Figura 6. Ha uma variacdo na quantidade de amido
durante as épocas de coleta, mas, ao final do periodo estudado, onde h& a formacéo de
plantula, caracterizado pela terceira coleta em parte aérea e raizes, a mesma atinge valores
semelhante ao inicial, onde ainda é semente, compreendido pelo periodo de 14 horas apds

a semeadura (HAS).
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Figura 6. Quantidade de amido em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas com diferentes
concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo estas, 14 horas
apos a semeadura (HAS), 5 dias ap6s a semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS) em parte aérea
e 8 dias apds a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de ANOVA a (p <
0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadratico.

A quantidade de sacarose aumentou, conforme foi-se aumentando as
concentracgdes de triptofano. A concentracdo de 100 uM de foi a que apresentou melhores
médias (80,05; 18,51; 24,24) ug de glicose na MF (Matéria Fresca) para as épocas de
coletas compreendidas como 14 horas ap6s a semeadura (HAS), 8 dias apds a semeadura
(DAS) em parte aérea e 8 dias apds a semeadura (DAS) em raizes — Figuras 7. Ja a
concentracdo de 25 pM, foi a que apresentou resultados inferiores as demais

concentracdes para esta variavel analisada, independente da época de coleta.
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Figura 7. Quantidade de sacarose em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas com diferentes
concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo estas, 14 horas
apos a semeadura (HAS), 5 dias ap6s a semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS) em parte aérea
e 8 dias apds a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de ANOVA a (p <
0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadrético.

Atividade das enzimas antioxidante e prolina

O uso de triptofano melhorou substancialmente as atividades de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimatico. As atividades da SOD foram aumentadas nas
concentracdes de 100 e 200 uM para as épocas de coleta compreendidas como: 14 horas
apos a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS) e 8 dias ap6s a semeadura
(DAS) em parte aérea, com as seguintes médias: 13,64; 13,93; 15,01 na concentracao de
100 uM e 44,22; 71,05; 72,11 na concentracdo de 200 UM, respectivamente, evidenciadas
nas Figuras 8, quando comparada as demais concentracdes, e também quando comparado
ao tratamento controle. Ja para os 8 dias apds a semeadura (DAS) em parte de raizes, a
acao da enzima foi diminuida conforme houve aumento nas concentracGes de triptofano
(25, 50, 100 e 200 uM), quando comparadas ao tratamento controle, sem adicdo de
triptofano.
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Superoxido Desmutase (SOD)
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Figura 8. Atividade da enzima (SOD) superdxido desmutase em sementes e plantulas de Glycine max
L. tratadas com diferentes concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 pM de triptofano nas diferentes épocas de
coleta, sendo estas, 14 horas apds a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS), 8 dias apds a
semeadura (DAS) em parte aérea e 8 dias apds a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram
submetidas ao teste de ANOVA a (p < 0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo
quadratico.

A Catalase (CAT) para 12 coleta que corresponde a 14 horas ap6s a semeadura
(HAS) e 32 coleta em parte de raizes (Figura 9), que é tida como 8 dias ap06s a semeadura,
teve valores médios de 137,46 e 156,15 umol de H20, min*t mg™* MF (matéria fresca) em
concentragfes acima de 100 uM, quando comparada aos demais tratamentos. Ja, nas
coletas 5 dias ap6s a semeadura (DAS) e 8 dias ap6s a semeadura (DAS) — Figuras 9, em
doses acima de 50 uM de triptofano, a acdo da enzima foi reduzida, em alguns casos a
cerca de 61% do seu valor quando comparado ao tratamento sem a aplicacdo de
triptofano.



50

Catalase (CAT)

Tratamento (uM

180 2 &
- ¥ = 0,0046x2 - 0,175x + 6,4104
= 160 R2=0,9977
=140 »
o 120
S 100
o 80 ¥ =-0,0014x2 + 0,0628x + 46,297
.3 " 60 ° R2= 0!9433 Y= 0?0.074X2 - I,OOSlX + 43_.194
S~ . v 2=0,9519
P |
= w:
= 2 20 = 6y =-0,0014x2+0,0628x + 46,297
v S S S R®=0,9433
o 0
g 0 50 100 150 200
- p—
N
N
«

e14HAS +#5DAS S DAS - Parte Aérea 8 DAS - Parte de Raizes

Figura 9. Atividade da enzima (CAT) catalase em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas com
diferentes concentracdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo estas,
14 horas ap6s a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS) em
parte aérea e 8 dias ap6s a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de
ANOVA a (p < 0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadratico.

Os valores médios referentes a quantidade de prolina por miligrama de matéria
fresca podem ser vistos segundo a Figura 10, onde, os mesmos valores foram ajustados
para 0 modelo de regressdo quadratico no qual demonstra aumento da quantidade de
prolina conforme houve um aumento nas concentragdes de triptofano. Os maiores valores
encontrados foram de 235,46; 134,65; 135,63; 69,04 pg prolina mg™ MF para as épocas
de coleta compreendidas como 14 horas apds a semeadura (HAS), 5 dias ap6s a
semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS) em parte aérea e 8 dias apds a

semeadura (DAS) nas raizes, respectivamente, tratadas com 200 uM de triptofano.
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Figura 10. Quantidade de prolina em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas com diferentes
concentrages 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo estas, 14 horas
apos a semeadura (HAS), 5 dias ap6s a semeadura (DAS), 8 dias apds a semeadura (DAS) em parte aérea
e 8 dias apds a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de ANOVA a (p <
0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadrético.

Teor de peroxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA)

Os teores de H202 podem ser vistos na Figura 10, onde foi ajustado ao modelo de
regressdo quadratico demonstrando aumento das concentragdes conforme ocorreram
elevacdes dos valores de triptofano as 14 horas apds a semeadura (HAS) com média de
9,76 umol no tratamento suplementado com 200 uM de triptofano, bem como houveram
aumento aos 5 dias apo6s a semeadura (DAS) e 8 dias ap06s a semeadura (DAS) em parte
aérea, com seus respectivos valores 9,70 e 9,76 pumol. Aos 8 dias apds a semeadura (DAS)
em parte de raizes, a partir da dose de 25 uM de triptofano, a quantidade de perdxido na
matéria fresca sofre uma reducdo, sendo o tratamento suplementado com 200 uM o que
obteve menor valor médio, expresso por 4,93 umol quando comparado ao tratamento
controle, onde ndo ha adicdo de triptofano, com valor de 10,23 pumol de peroxido na

matéria fresca.
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Figura 10. Quantidade de (H20) per6xido de hidrogénio em sementes e plantulas de Glycine max
L. tratadas com diferentes concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de
coleta, sendo estas, 14 horas apds a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS), 8 dias apds a
semeadura (DAS) em parte aérea e 8 dias apds a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram
submetidas ao teste de ANOVA a (p < 0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo
quadrético.

Para malonaldeido, 0 mesmo ajustou-se ao modelo quadratico e apresentou
aumento com a elevacao da concentracdo de triptofano, a partir de 25 uM, sendo que a
dose com 200 puM foi a que apresentou melhores resultados para esta variavel,

independente da época de coleta (Figura 11).
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Figura 11. Quantidade de (MDA) malondialdeido em sementes e plantulas de Glycine max L. tratadas com
diferentes concentracdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM de triptofano nas diferentes épocas de coleta, sendo estas,
14 horas ap6s a semeadura (HAS), 5 dias apds a semeadura (DAS), 8 dias ap6s a semeadura (DAS) em
parte aérea e 8 dias ap6s a semeadura (DAS) nas raizes, onde as médias foram submetidas ao teste de
ANOVA a (p < 0,05**) de significancia e ajustadas ao modelo de regressdo quadratico.

1.4 DISCUSSAO

O triptofano nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 uM proporcionou as sementes
de soja um aumento na porcentagem de germinagdo quando comparadas ao tratamento

controle, sem adicao de triptofano. Isto mostra que o lote da cultivar BONUS estava com
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baixa porcentagem de germinacg&o, tendo em vista que a mesma € calculada com base na
quantidade de plantulas normais ao final da dltima contagem.

A cultivar BONUS possui diversas caracteristicas como: alta produtividade,
estabilidade, além de ter um excelente desenvolvimento inicial, e tem um perfil genético
de destaque por ser resistente a fatores bioticos, principalmente relacionado as principais
pragas e doencas da cultura (STEINER et al, 2020). Por outro lado, alguns fatores podem
ter contribuido para a diminuicdo da porcentagem de germinacdo: um deles relacionado
ao gene AT3G12580(HSP70-4) — TAIR que € um importante componente celular da
mitocondria, clorofila, cloroplasto, complexo de Golgi e outros, presentes em diversas
culturas, e o0 outro, relacionados a niveis de estresse quando submetidas a condicGes de
cultivo a campo.

CABRAL (2019, 76p), cita que a cultivar BONUS, quando submetida a estresses
abioticos possui um nivel moderadamente suscetivel a estresse salino e um nivel
considerado suscetivel ao estresse hidrico. STEINER et al, 2020 e CABRAL 2019, 77p
em trabalhos com a cultura da soja citam que a diminuicdo da germinacdo da semente
BONUS, esta relacionada a fatores genéticos ou a estresses abioticos sofridos, que por
sua vez interferiram negativamente quando a semente foi reidratada e estava pronta para
iniciar o processo de germinacao.

Porém, a soja, assim como a maioria das plantas de metabolismo Cs apresentam
grande sensibilidade aos diversos tipos de estresses (REDDY et al., 1991; SINGH et al.,
2007; LOKA; OOSTERHUIS, 2010), onde, tais fatores podem alterar afetar sua
fisiologia, bioquimica e até mesmo sua morfologia. Mesmo com diferentes respostas
fisioldgicas e metabolicas para sobreviver ao estresse, as plantas quando tratadas de forma
exogena com composto ou a combinacGes de compostos, sdo altamente responsivas a
estes tratamentos, auxiliando nos processos de desenvolvimento. O aminoacido triptofano
pode aumentar a tolerancia de plantas quando submetidas ao estresse, além, de promover
0 proprio estresse oxidativo em sementes. Promotor de crescimento, a biomolécula esta
relacionada em inimeras respostas metabdlicas em plantas, em condi¢fes favoraveis ou
ndo (ERLAND et al., 2019). O pré-tratamento ou a aplicagdo através da irrigagdo com
triptofano (Trp) ndo s6 promove a germinagdo, mas também melhora significativamente
o0 crescimento e desenvolvimento de raizes e o acumulo de nutrientes (ZHANG et al.,
2017).

No processo de germinacdo das sementes, que caracteriza o ponto inicial, a fase |
ou fase de absorcédo rapida de agua BEWLEY e BLACK (1985), é tida como a mais


https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g12580
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g12580
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g12580
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sensivel e critica para o ciclo de vida das plantas, pois estresses sofridos antes, durante ou
apos a semeadura restringem o adequado estabelecimento das culturas PAREEK et al.
(2017), limitando a acdo de algumas enzimas, aminoacidos e proteinas, importantes no
fase I, além, de inviabilizar a utilizacéo das reservas energéticas da semente (PAREEK et
al., 2017; MENEGALE et al.,2015).

Esta caracteristica € muito comum, porque ap0és a reidratacdo da semente, ocorre
uma rapida entrada de agua, para posteriormente, iniciar os processos metabdlicos que
sdo de suma importancia para que a ocorra 0 processo de germinacdo (MENEGALE et
al.,2015). Tendo em vista que a semente, depende da sua reserva energeética, pois, ainda
nao possui os pigmentos fotossintéticos para absorver luz e manter todo o “corpo celular”
e esta manutencao, por outro lado, sé € iniciada quando ha formacédo dos primeiros pares
foliares (MARCOS FILHO et al.,1987).

Posterior ao processo de absorcao rapida de agua e ativagdo metabdlica, inicia-se
a germinacdo, porém, existe um indicativo que esta diretamente atrelado a germinacao, o
vigor. O vigor é avaliado por diversos testes, sendo eles: condutividade elétrica, teste
tetrazolio, teste de envelhecimento acelerado, teste frio, primeira contagem, indice de
velocidade de germinacdo, teste em caixa de areia e o de raio X, todos estes capazes de
mensurar arelacdo com alteracGes na fluidez, bem como, na integridade e permeabilidade
do sistema de membranas celulares das sementes (ABU-ROMMAN et al. 2010,
HUSSAIN & REIGOSA 2011; MARCOS FILHO et al.,1987; MARCOS FILHO, 2005),
De fato, aqui verificamos que sementes de soja quando tratadas com triptofano,
aumentaram a porcentagem de germinacio e vigor, um indicativo deste dado €é o indice
de Velocidade de Germinacéo (IVG).

No presente estudo foi demonstrado que o Trp proporcionou um incremento no
namero de plantulas normais ao final das avalia¢cdes, bem como no vigor. WEITBRECH
et al. (2011) citam que a biomolécula ao ser fornecida de maneira exdgena, foi
responsavel por desencadear um estresse oxidativo nas sementes, aumentando o
crescimento e desenvolvimento de plantas algoddo, tanto em condigdes de estresse
térmico, como em condi¢fes normais. Ja, LIANG et al (2018) demonstram que doses de
50 umol de triptofano foi responsavel por uma reducao na severidade dos danos causados
pelo estresse, mitigando os efeitos do estresse auxiliando em um maior crescimento
radicular e acimulo de biomassa.

EPSTEIN e BLOOM (2005) em trabalho desenvolvido com tamareira (Phoenix
dactylifera) citam que o IVG esta diretamente relacionado a porcentagem (%) de
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germinacdo e ao vigor das plantas, pois, esta varidvel é um método quantitativo de
avaliacdo de plantulas normais diérias, além de permitir ter uma estimativa ao final da
sua avaliacdo (EL-FEKY e ABO-HAMAD, 2014). J4, ABU-ROMMAN et al. 2010 citam
que sementes de Triticum (Triticum durum) quando ndo armazenadas de maneira ideal,
deterioradas ou quando expostas a estresses, hd uma perda na integridade do sistema de
membrana, reduzindo a seletividade de solutos, aumentando o tempo de germinagéo e
diminuindo a quantidade de plantas normais e consequentemente o vigor, podendo causar
até intoxicacdo ou morte, mesmo que as plantas possuam uma boa reserva energética para
ser utilizada durante o processo de estabelecimento da cultura (ABU-ROMMAN et al.
2010, HUSSAIN & REIGOSA 2011; PESKE et al., 2012).

Para CHEN et al. (2021), estes mecanismos de mitigacao estdo relacionados a regulacao
pelo triptofano na expressdo dos genes para biossintese do ABA e GA, na via de
transducdo de sinal da planta, induzindo o desenvolvimento da raiz do embrido e
germinacao de sementes, reduzindo a dorméncia (SARROPOULOU et al., 2012), além,
de incrementar o0 ganho de comprimento e diametro de raiz (ZHANG et al., 2013; ZENG
etal., 2018).

A maioria das espécies da familia Fabaceae sdo capazes de acumular certos
compostos de reserva em suas sementes, a soja por sua vez, possui uma grande quantidade
de amido e lipideos, que ao serem degradados, sdo capazes de modular uma cascata de
sinalizacdo metabolica na semente (BUCKERIDGEV& DIETRICH, 1990). O amido na
fase I, ou inicial, tende a ser mais abundante, tendo em vista que a semente ainda nao foi
hidratada o suficiente para que ocorra a ativagdo metabdlica e degradacdo do mesmo, ja
na fase 11, oamido tende a diminuir e ser disponibilizado para as plantas através de outros
compostos, ou, em alguns casos, ser realocado em outra partes da planta, tendo em vista
gue o mesmo possui funcdo protetora. Corroborando com os dados deste trabalho,
BUCKERIDGEV& DIETRICH (1990) nos mostra que o polissacarideo de reserva mais
abundante, o amido, possui a vantagem de ser formado por glucose que € prontamente
utilizado como fonte de energia (BUCKERIDGE & REID, 1996; BUCKERIDGE et al.,
2000). Uma vantagem ao ser comparada ao acumulo de monossacarideos, é que estes
polissacarideos ndo podem sofrer glicosilacdo inespecifica de elementos celulares. Outra
vantagem € a relativa inatividade osmotica dos polimeros, pois, 0 amido € insoltvel e €
altamente compactado em organelas celulares especificas, os amiloplastos, permitindo
uma entrada de agua na semente de forma controlada através da parede celular

(BUCKERIDGE et al., 2000), alem, de servir como substrato para a respiragdo, bem
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como, limitar o ataque de alguns insetos (BUCKERIDGE et al., 2000; ROLLAND et al.,
2002).

Existem também outras formas de armazenamento de carboidratos que séo atraves
dos polissacarideos de reserva de parede celular de sementes, como o galactomanano, o
galactano e o xiloglucano (BUCKERIDGE et al., 1992; BUCKERIDGE & REID, 1996).

MOLLE (2007) cita que em plantas de jatobd (Hymenaea courbaril L.), a
degradacéo do xiloglucano de reserva € iniciada simultaneamente com a fotossintese nos
edfilos, que sdo os primeiros pares de folhas que emergem da abertura dos cotilédones.
Este mesmo caso pode ser associado a plantas de soja, tendo em vista que 0 mesmo autor,
relacionou a quantidade de amido e xiloglucano sintetizado pelas plantulas em um
trabalho desenvolvido com outros autores neste mesmo ano, mostrando a importancia do
amido nos estadios iniciais de desenvolvimento e corroborando com o0s dados
relacionados a amido-glicose analisados neste trabalho. TARZE et al, (2007) afirmam
que as plantulas de soja em desenvolvimento possuem duas fontes de carbono
simultaneamente: a reserva dos cotilédones e a fotossintese. Um sendo sintetizado durante
a noite e disponibilizando carbono para os tecidos em crescimento e 0 outro controlado
pelo ritmo circadiano associado a disponibilidade de luz (AMARAL, 2005; WINTER &
HUBER, 2000).

OLIVEIRA et al., (2010) inteira que os carboidratos de reserva sdo
hidrolisados a glicose pelas amilases e glucosidase. A glicose, portanto, pode ser
utilizada como forma de energia ou entdo, ser transportada para o eixo embrionario
sob forma de outra molécula, neste caso, a sacarose (GUIMARAES et al, 1998;
HUARTE e BENECH-ARNOLD, 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Dai se explica o fato
de que a quantidade de amido na primeira época de coleta era muito maior quando
relacionado a quantidade de sacarose, evidenciando que o amido, por ser pouco
maovel ou imobvel, ao ser degradado, hd um redirecionamento de molécula para o eixo
embrionario e para as outras estruturas quando formadas. Por outro lado, apos a
formacé&o do eixo embrionario, a quantidade de sacarose nas outras épocas de coleta
estda sempre em alta, porque ela tem um papel importante no corpo celular, levando

em consideracdo a sua mobilidade.

A sacarose, atua como uma transportadora de carbono ao longo da pléntula e
planta. WINTER & HUBER (2000) em estudos com jatoba (Hymenaea courbaril L.)

mostra que a propria disponibilidade de sacarose nos tecidos funciona como um


http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/04/23/hymenaea-courbaril-l/
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sinalizador de processos bioguimicos, uma vez que, além de fonte de energia, advinda da
quebra de carboidratos (SANTOS et al., 2004), a propria sacarose pode atuar como um
regulador direto ou indireto da expressdo génica e de fitormonios (WINTER & HUBER,
2000).

Por conta da via biosintética do triptofano, a primeira e principal molécula sintetizada é
o0 acido indol acético (AlA) (MURCH et al., 2002). Desta forma, a aplicacao de triptofano
sugere que esta molécula proporciona um aumento nos niveis de amido, acUcares,
proteinas, enzimas, além, de incremento de biomassa de parte aérea e radicular, o qual
proporciona um aumento de raizes primarias e secundarias, bem como um aumento em
seu diametro (WEI et al., 2014; XIAO et al., 2019, AHAMAD et al., 2019). De forma
similar, SARROU et al. (2021) e CHEN et al. (2021), relatam que doses intermediarias
de melatonina, que € sintetizada através da via do triptofano, aumentaram principalmente
a quantidade de acucares redutores, prolina, enzimas, malondialdeido e perdxido de
hidrogénio em sementes, bem como, promoveram um aumento no comprimento de parte
aérea e de raiz, além, da biomassa e produtividade total dos frutos de roma submetidas a
deficiéncia hidrica. Este fato corrobora com os resultados apresentados neste trabalho.

A sintese de sacarose em H. courbaril parece ser exercido pela auxina, em razdo
de altos picos de atividade das hidrolases que sdo responsaveis pela mobilizacdo deste
dissacarideo, que ocorrem em conjunto com 0s maiores teores de auxina endogena
(SANTOS & BUCKERIDGE, 2004).

Os acucares, sejam eles totais ou redutores, sdo responsaveis por desencadear uma
série de processos metabdlicos que tem como funcdo principal o crescimento e
desenvolvimento das plantas (DANTAS et al., 2008; PONTES et al., 2002). Neste
trabalho, os niveis de aclcares sofreram alteracdes durante as épocas de coleta, mas em
sua grande maioria, 0S mesmos niveis permaneceram crescentes apés a aplicacdo de
triptofano, mostrando que o aminodcido modulou positivamente a quantidade de
acucares.

Esse resultado é semelhante aos obtidos por DANTAS et al. (2008),
KARUNAGARAN e RAO (1991), PONTES et al. (2002) e SEIFFERT (2002) em que
os teores de Acucares Soluveis Totais (AST) diminuem gradativamente até o final da
embebicdo e aumentam apos o inicio da ativacdo metabdlica de sementes de baralna
(Schinopsis brasiliensis), kulthi bean (Macrotyloma uniflorum), aricirana (Apuleia

leiocarpa (Vogel)) e de almecega-vermelha (Protium widgrenii), respectivamente.
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DANTAS et al. (2008) citam que os AcgUcares Redutores (AR), tem um
comportamento similar aos Acucares Sollveis Totais (AST), onde, na fase | ocorre uma
gueda na quantidade de AR, mas, ao ser iniciada a fase Il, que é caracterizada pela
ativacdo metabdlica, esta quantidade é aumentada rapidamente. Esta elevacdo, quando
comparado aos AST (29,64 umol.g™) pode ser de até 10x mais para AR (296,4 pmol.g™?)
para feijao comum (Phaseolus vulgaris) MKONDA et al., (2017.), pertencente a mesma
familia que a da soja (Glycine max L.).

Os Acucares Redutores (AR) tém um papel fundamental, pois, € a partir destes
que irdo ser distribuidos e realocados os produtos oriundos da sintese da reserva da
semente ou da proépria fotossintese. MOLLE (2007), diz que no processo de germinacao,
ha érgdos que atuam como fonte, neste caso, a reserva energetica da semente, ou seja, 0
cotilédone, e outros como dreno, principios foliares e raizes priméria e secundarias. Pois
estes, por sua vez, ndo séo fotossintetizantes ou séo incapazes de produzir fotossintatos
em quantidade suficiente para sustentar o proprio crescimento, ou necessidade de
armazenamento (TAIZ e ZEIGER, 2017), este mesmo processo pode acontecer durante
toda a “vida” da planta e os aglcares desempenham um papel fundamental nesta
manutencdo celular.

MAIA et al. (2016), mostra que o aumento de agUcares e das atividades
enzimaticas em plantulas de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata), possibilitou menores
danos na funcdo celular pelo sistema de limpeza de protecdo interna, bem como,
promoveu uma redistribuicdo de reservas para parte aérea e de raizes, para que, ao ser
formado o aparato fotossintético, a planta consiga manter a sintese metabodlica. Este
sistema é catalisado por enzimas, que recupera as plantas de espécies reativas de oxigénio,
mantendo o seu balanco celular, e em conjunto com a atividade osmorregulatoria desses
acucares, permite uma maior tolerancia a fatores de estresse (ASHRAF et al., 2011;
ANJUM et al., 2011).

DANTAS et al. (2008), cita que os teores de amido em sementes quiescentes de
catingueira é baixo, sendo de 4,31 mg.g?, indicando, portanto, que estd ndo seja o
principal carboidrato de reserva desta espécie. Ja, em estudos com sementes de garapeira
(Apuleia leiocarpa) ficou evidenciado que houve um incremento nos teores de amido
nos cotilédones durante o periodo de embebicdo das sementes (PONTES et al., 2002)
mostrando que o processo de reidratacdo da semente é de suma importancia (YARI
et al., 2012), porque é através desta entrada de dgua que irdo ser reestabelecidos os

processos metabdlicos e hidrolise de algumas moléculas por parte das enzimas.
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Através dos processos de hidrolise, mediados por enzimas como a-amilase, o amido é
degradado, e sendo disponibilizado como fonte de energia suficiente para a germinagéo
e desenvolvimento das sementes (YUE et al., 2019; CHEN et al., 2021). Levando em
consideracdo que o amido disponibiliza energia para a germinagdo das sementes e € a
principal fonte de armazenamento de carboidratos para o crescimento das mesmas, 0
triptofano pode estar ligado ao processo de hidrolise do amido, no qual por meio do seu
tratamento, ha o aumento da quantidade relativa de enzimas, principalmente a-amilase,
sendo responsavel por promover assim, uma maior disponibilidade de amido para 0 meio
(ZHANG et al., 2017; CHEN et al., 2021). Em estudo com melatonina, que é uma
molécula sintetizada através do triptofano, ZHANG et al. (2012) observaram que 0
tratamento em sementes de pepino proporcionou um maior fortalecimento radicular,
durante estresse hidrico, devido a uma melhora no diametro da raiz. CHEN et al. (2021),
por sua vez, demonstraram que o pre-tratamento de sementes com melatonina estressadas
por sal, foram capazes de regular positivamente a disponibilidade de amido, resultando
em melhorias nos processos germinacédo e desenvolvimento das mesmas.

Outros processos fisiologicos regulam o crescimento e desenvolvimento das
plantas, alguns deles relacionados a sinteses de algumas macromoléculas como
carboidratos, lipidios e proteinas, bem como na producdo de alguns fitormonios
essenciais para o “corpo da planta”, além, da absorcdo de agua (BLEISS; EHWALD,
1993), que interfere positivamente na promoc¢do de expansdo celular. Estes mesmos
autores citam que o triptofano é responsavel pelo crescimento das raizes, sejam elas
primarias ou secundarias, através da inducao de auxina, o qual afeta a absorcéo de agua
e causa extensdo irreversivel da parede celular das plantas (BLEISS; EHWALD, 1993),
ligado a capacidade de modulacdo e adaptacdo por meio da aplicacdo de triptofano,
aumentando a eficiéncia da entrada de 4gua, mesmo em condicdes estressantes (AHMAD
etal., 2019).

Em sementes, quando o processo de germinacao se inicia, além da importéancia de
algumas enzimas hidroliticas, a formacdo de espécies reativas ao oxigénio s&o
importantes na degradacdo de componentes de tecido de reserva, além, de promover o
afrouxamento nas membras lipidicas, processo este, conhecido como peroxidagédo
lipidica, que ao final do processo, por meio de facilitadores, serdo redirecionadas as
regides de crescimento, ou seja, para o embrido (BONOME et al., 2011; CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000).
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Os lipidios sdo os principais constituintes do material de reservas de diversas
espécies, tais como: soja (Glycine max L.) (BITTENCOURT e GUDA, 2021), leiteiro
(Euphorbia heterophylla L.) (SUDA e GIORGINI, 2000) e araticum mirim (Annona
emarginata) (CORSATO, 2010), sendo armazenados na forma de triglicerideos. Através
do processo de gliconeogénese os lipidios sdo hidrolisados resultando na formacéo de
glicerol e cidos graxos livres.

Segundo WANG et al. (2012) e HU et al. (2021) os autores fazem inferéncia que
as sementes ao serem tratadas sdo responsaveis pelo aumento de forma gradual da sintese
de algumas biomoléculas do metabolismo primario e secundério, além, da regulacédo de
fitormdnios, sendo o acido abscisico (ABA) antagonizado ao ser feita essa reidratagdo da
semente e regulando genes especificos ocasionando uma reducdo no seu contetido em
plantas quando estressadas (LI et al., 2015). Segundo 0 mesmo autor, o tratamento com
o triptofano eleva a concentracdo de giberelina (GA) na camada de aleurona, sendo esta
responsavel por iniciar o processo de germinacdo, tendo em vista que as espécies reativas
ao oxigénio (ROS), bem como a sintese de algumas enzimas, sdo responsaveis por
degradarem o amido e fornecer a plantula.

BONOME et al., (2011), citam que o aumento nos niveis de EROs como o
oxigénio singleto e o perdxido de hidrogénio foram responsaveis por promover a
peroxidacdo de lipideos, porém, estas mesmas EROs, sinalizaram para originar uma
cascata de eventos bioquimicos, que em sementes, tem um papel importante quando
relacionado aos processos de germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

UCHIDA et al. (2002) mostraram que plantas de arroz quando tratadas com
H>O2 em baixas concentra¢fes, apresentaram uma maior resisténcia ao estresse salino,
demonstrando que este composto promove um aumento da tolerdncia a estresses
abioticos, mesmo em plantas que ja tenham sofrido algum tipo de estresse anteriormente.

A aplicacdo de H>O2 exdgeno em sementes de arroz SASAKI et al. (2005) e milho
AZEVEDO NETO et al. (2005) promoveu um aumento na quantidade de H-Og, isto fez
com que ocorresse uma maior taxa de germinagdo em um intervalo de tempo reduzido,
aumento no peso fresco das plantulas, comprimento das raizes e da parte aérea, massa
seca total, além de um aumento dos transcritos de enzimas do sistema antioxidante
(SASAKI et al., 2005), demonstrando que a agdo desta molécula, esta diretamente
relacionada eficiéncia de realocacdo da reserva da semente AZEVEDO NETO et al.
(2005), pois, 0 em algumas situa¢fes atua como um mensageiro secundario, regulada

por diversos estimulos, principalmente através de NADPH-oxidases e peroxidases, por
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ser uma molécula pequena e relativamente mével, pode transportar informacdes entre os
diferentes compartimentos celulares, modulando atividades de sinalizagdo de outros
componentes e fazendo com que ocorra cascatas de reacdes, com diferentes resultados
bioldgicos, abrangendo até mesmo 0s que conduzem a sua propria sintese, iniciando
também processos de tolerancia cruzada (PETROV; BREUSEGEM, 2012; AZEVEDO
NETO et al., 2005; GONG et al., 2001; PRASAD et al., 1994).

Durante este processo de germinacdo, os niveis de malondialdeido (MDA) é tido
como um dos indices mais importante para refletir a taxa e a intensidade da peroxidacéo
lipidica nos tecidos vegetais (HU et al., 2016). O tratamento com triptofano promoveu
um estresse oxidativo, ocasionando um maior acimulo de superdxido, consequentemente,
ocasionou um aumento em peroxidacdo lipidica de membrana celular, assim,
promovendo um aumento nas taxas de MDA, em plantulas de soja, isso fez com que as
plantas crescessem mais rapidamente. O aminodcido triptofano tem a capacidade
antioxidante, sendo responsavel por neutralizar as EROs, mantendo o equilibrio e
limpando seu excesso no sistema (JAHAN et al., 2021a; 2021b).

Em estudos recentes, a mesma resposta foi relatada por diversos autores, em
diversas culturas, sendo elas submetidas aos diferentes tipos de estresse ou até mesmo
seu tratamento quando estas plantas estdo sob condicdes ideais de campo (WANG et al.,
2017; AHAMMED et al., 2019; XIAO et al., 2019, CHEN et al., 2020 JAHAN et al.,
2021a; 2021b), demonstrando que a aplicacdo de triptofano, é responsavel por
desencadear um estresse oxidativo em sementes, aumentando os niveis de MDA,
peroxidacdo, por outro lado, plantas quando tratadas com triptofano, este tratamento nao
somente alivia os efeitos danosos do estresse XIAO et al. (2019), como proporciona uma
melhora nos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos da planta para sua sobrevivéncia e
desenvolvimento AHAMMED et al. (2019), por meio principalmente da acdo de algumas
enzimas que sdo responsaveis por manter o equilibrio das EROs no meio celular JAHAN
et al., 2021a; 2021b).

O tratamento de sementes de forma exdgena, principalmente de aminoacidos, tem
se mostrado eficiente, pois, além de alterar a sintese de alguns compostos, a morfologia
da plantula e planta, altera também a fisiologia do vegetal de maneira geral,
principalmente de maneira benéfica, atuando positivamente em respostas a fatores
abioticos, pois aumenta a catalise enzimatica. Neste trabalho, 0 aumento na atividade das
enzimas superoxido desmutase (SOD) e catalase (CAT), além, do aumento nos niveis de

prolina que é um fator ndo enzimatico, mostra qudo importante € manter a atividade
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osmorregulatdria do meio celular, para que ocorra de maneira mais eficiente os processos
fisioldgicos.

Em plantas de guandu (Cajanus cajan), a atividade osmorregulatdria constitui um
dos mecanismaos fisiologicos mais eficientes para a manutencdo da turgescéncia celular
(MARIJUAN E BOSCH, 2013), esse mecanismo é estabelecido mediante acimulo, no
vactolo ou no citosol, de solutos compativeis (prolina, glicina, betaina, tretalose,
sacarose, poliaminas, manitol, pinitol, entre outros), sendo responsaveis pela manutengéo
do equilibrio hidrico e a preservacéo da integridade de proteinas, enzimas e membranas
celulares (ASHRAF et al. 2011; AMRI e MOHAMMADI, 2012; MARIJUAN e BOSCH,
2013).

Segundo os autores CVIKROVA etal.,, (2013) FILIPPOU et al. (2013) e
FILIPPOU et al. (2014) em sementes de tabaco (Nicotiana tabacum), maria mole
(Medicago truncatula) e espanta-lobos (Ailanthus altissima), respectivamente, o acimulo
de prolina ocorre pela sintese “de novo” ou pela inibigdo do processo de oxidacdo da
prolina.

Este acimulo de solutos compativeis ndo é nocivo ao metabolismo celular e, por
aumentar a pressdo osmotica no interior das células, a absorcdo de agua e presséo de
turgor celular € mantida, permitindo assim, a continuidade dos processos fisiolégicos, o
crescimento do embrido, a formacdo de plantula e de plantas saudaveis
(CVIKROVA et al., 2013; FILIPPOU et al. 2014; MARIJUAN & BOSCH, 2013).

Para sua propria protecdo contra efeitos toxicos mediados pela abundancia de
EROs nas plantas, as células e suas organelas, como cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos empregam um sistema de defesa antioxidante (DUAN et al., 2008;
DAVAR et al., 2013).

GILL & TUTEJA, 2010 citam que a superdxido dismutase (SOD) é uma das
enzimas antioxidantes intracelulares mais eficazes, sendo a primeira na linha de defesa
contra efeitos toxicos em niveis elevados das espécies reativas de oxigénio,
principalmente contra 0 aumento de anion superéxido (O2) (ASHRAF et al., 2011,
RESENDE, SALGADO e CHAVES, 2003). No entanto, apds ocorrer a dismutagéo de
O, em H.O pela SOD, faz-se necessario a agdo complementar de enzimas como
CAT e APX, promovendo a detoxificacdo, as quais irdo manter o balanco de H202 no
meio celular, uma vez que esse subproduto em grandes quantidades também é téxico
(BAILLY, 2004; CAVALCANTI, 2012; GILL & TUTEJA, 2010; PRASAD et al, 1994,

SHARMA et al.,, 2011). Sendo assim, o aumento da agdo destas enzimas, estéo
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diretamente relacionados ao aumento de perdxido de hidrogénio e malondialdeido, que

no processo de germinacao, desempenham um papel fundamental nas sementes.

1.5 CONCLUSAO

Este trabalho comprovou que o uso do aminoécido triptofano foi responsavel por
gerar um estresse oxidativo nas sementes quando colocadas pra germinar nas diferentes
concentracdes, 0 que aumentou a germinacdo e vigor de plantulas de soja. A concentracdo
de 100 uM de triptofano foi a que apresentou melhores resultados para as variaveis
analisadas como amido, agucares redutores, acglcares sollveis totais e sacarose, nas
épocas de coleta definidas como 5 dias ap6s a semeadura e 8 dias ap6s a semeadura na
parte aérea. Ja, a concentracdo de 200 pM de triptofano apresentou os melhores resultados
para as variaveis analisadas como porcentagem de germinacao, indice de velocidade de
germinacdo, malondialdeido, peroxido de hidrogénio, catalase, superéxido desmutase e
prolina 5 dias apds a semeadura e 8 dias apds a semeadura na parte aérea e na parte de
raizes. Porém, fazem-se necessarios estudos mais abrangentes em relacdo ao tratamento

de sementes com o uso do triptofano relacionando o seu crescimento e desenvolvimento
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em casa de vegetacdo e a campo, tendo em vista que todo o trabalho foi realizado em
laborat6rio com fotoperiodo, temperatura e umidade controlada.
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