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Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo buscd-las.
Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar
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RESUMO

Myo-inositol e D-Pinitol sdo compostos naturais de plantas encontrados em
diversos tecidos vegetais. Estudos sobre germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas mostraram que D-pinitol estimulou o
desenvolvimento pos-germinativo das radiculas e epicotiio de Canavalia
ensiformis, Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata. O objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos do tratamento com Myo-inositol e D-pinitol exdgeno durante a
germinacao de sementes e desenvolvimento de plantulas de soja (Glycine max).
As sementes foram germinadas em solu¢cdes de Myo-inositol e D-Pinitol (0,36
ug/mL) ou &gua (controle). A germinacéo foi conduzida em placas de Petri, dentro
de estufas com ambiente controlado. As plantas foram cultivadas em intervalos de
12 até 96 horas e os tecidos foram separados em cotilédones e eixos para serem
utilizados nos experimentos. Os tecidos foram submetidos a dosagens de
proteinas totais, aminoacidos livres, atividade de proteinases cisteinicas, a-
amilases e dosagem de triacilglicerois. Neste trabalho foi demonstrado que D-
pinitol e myo-inositol estimularam o crescimento do eixo hipocotilo-radicula de
plantulas de G. max. Os niveis de proteinas totais e as atividades de proteinases
cisteinicas de cotilédones e eixos embrionarios variaram durante a germinacgéo e
no desenvolvimento das plantulas. No entanto, essas variagbes nao foram
observadas no perfil visualizado por SDS-PAGE. A quantificacdo de aminoacidos
livres nas amostras de cotilédones, onde foram observadas reducdes de
proteinas totais, mostraram um aumento no conteudo de glutamina livre. As
concentragbes de carboidratos também foram influenciadas pelos tratamentos,
diminuindo em cotilédones tratados com myo-inositol. Nos eixos embrionarios o
nivel de carboidratos aumentou em 24 e 36 h e diminuiu em 72 h. No tratamento
com D-pinitol variagdes nos niveis desses agucares também foram observadas,
com aumentos e reducbes ao longo do tempo e em funcdo do tratamento.
Variacbes também foram observadas na atividade de amilases, principalmente
um aumento em eixos tratados com D-pinitol. Os triacilglicerois diminuiram em
cotilédones tratados com D-pinitol em 12 horas e aumentaram nos intervalos de
24,60, 72, 84 e 96 horas.

Palavras-chave: Glycine max; Germinagdo de sementes; Promotores de

crescimento vegetal.
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ABSTRACT

Myo-inositol and D-Pinitol are natural compounds found in diverse plant tissues.
Seed germination and seedling development studies showed that D-pinitol
stimulated the post-germination development of radicles and epicotyls
of Canavalia ensiformis, Phaseolus vulgaris and Vigna unguiculata seedlings. The
objective of this work was to investigate the effects of the exogenous application
of myo-inositol and D-pinitol on soybean (Glycine max) seed germination and
seedling development . Seeds were germinated in the presence of myo-inositol, D-
pinitol solutions (0.36 pg/mL) or water (control experiments). The germination was
developed in Petri dishes, under controlled environment cabinet. In intervals of 12
hours, up to 96 hours, the seed tissues were separated and cotyledons and
embryonic axes were used in the experiments. These tissues were submitted to
dosages of total proteins, free amino acids, cysteine proteinase and a- amylase
activities, triglycerides. In this work, we show that D-pinitol and myo-inositol
stimulated the growth of hypocotyl-radicle axes of G. max seedlings. These levels
were influenced by the treatments in some intervals of time tested, however similar
variation was not observed in the visualization of proteins and enzyme activity
profiles by SDS-PAGE. In respect to the free amino acid quantification in
cotyledon samples, where total proteins was seen to be reduced, an increase in
the level of free glutamine was observed. The carbohydrate levels were also
influenced by the treatments, decreasing in cotyledons treated with myo-inositol. In
axes, the levels increased at 24 and 36 h and decreased at 72 h. Under D-pinitol
treatment, variations in sugar levels were also observed, with increases and
decreases over the time and treatment. Variations were also observed in amylase
activities, mainly an increase in axes treated with D-pinitol. The triglycerides
decreased in cotyledons treated with D-pinitol at 12 h and increased at 24, 60, 72,
84 e 96 h.

Key-words: Glycine max; Seeds germination; Plant growth promoters.



1. INTRODUCAO

1.1- Glycine max

A soja pertence a classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie
Glycine max e a forma cultivada € a Glycine max (L.) Merrill. O género Glycine se
subdivide em dois subgéneros: Soya e Glycine. O primeiro é constituido por duas
espécies (Glycine soya e Glycine max) e o segundo por 15 espécies perenes e
selvagens (Hancock, 2004; Sediyama, 2009).

Ha um consenso de que a soja tenha se originado na costa leste da Asia,
principalmente na China, 4000 anos atras. Entretanto, seu cultivo nos dias atuais
€ resultante de cruzamentos naturais entre espécies de soja selvagens as quais,
dentro de um processo evolutivo, foram domesticadas e melhoradas pelos
cientistas chineses. A China deteve a producdo de soja exclusivamente até
meados de 1894 sendo apenas introduzida na Europa no final do século XV por
curiosidade, nos jardins botanicos da Inglaterra, Franca e Alemanha (Hancock,
2004; Paiva et al., 2006; EMBRAPA, 2013).

Santos (1988) relata que a soja foi introduzida no Brasil em 1882, pelo
professor Gustavo Dutra, da Escola de Agronomia da Bahia, que se empenhou
nas primeiras pesquisas da cultura no pais. Porém, somente a partir de 1914 a
soja passou a ser cultivada comercialmente, no municipio de Santa Rosa, RS. O
cultivo da soja somente adquiriu expressiva importancia econdmica a partir dos
anos 40 (Paiva et al., 2006). A espécie Glycine max € exoética no Brasil e de
grande interesse socioecondmico, pois tem como principais caracteristicas
possuir elevados teores médios de proteina (40%) e Oleo (20%), alta
produtividade de grdos e também pela capacidade de adaptacdo a diferentes
ambientes (Paiva et al., 2006). Considerando que a soja € uma das principais
fabaceas cultivadas no mundo, devido a sua expressiva importancia agro
econbmica, o Brasil ao longo dos ultimos anos, vem se destacando com a
segunda posi¢cdo no ranking de produtores mundiais de soja ficando atras dos
Estados Unidos (USDA, 2013).



Dados sobre o levantamento da safra brasileira de grédos 2013/2014, divulgado
em fevereiro pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2015),
revelaram que mais uma vez a soja obteve um recorde de producédo com 86,12
milhdes de toneladas em 30,17 milh6es de hectares de area cultivada em todo o
Brasil. Como uma cultura em franca expanséo, a soja ja possui em média suas
caracteristicas bioguimicas bem conhecidas como, 20% de 6leo, 38% de proteina
e 34% de carboidratos (Sediyama et al., 2005 e EMBRAPA, 2013). Contudo, o
aumento dessa produtividade estd amplamente associado aos avangos
tecnologicos, moleculares e bioquimicos, bem como o uso destas novas
tecnologias no seu manejo agricola e os ganhos com o melhoramento genético

desta espécie oleaginosa.

1.2- Germinacdo de sementes e desenvolvimento pos-germinativo

A germinacdo da semente é, de modo simplificado, a saida do repouso
metabdlico, quando o embrido retoma seu crescimento culminando na
emergéncia da radicula através do tegumento (Nonogaki et al.,2010).

Em geral, para que ocorra a germinacdo de uma semente até o
estabelecimento de uma nova plantula, trés condicdes ambientais basicas sao
indispensaveis: presenca de &agua, disponibilidade de oxigénio e temperatura
(Castro et al., 2004; Sert et al., 2009).

O processo geral da germinacdo ja é bem descrito e envolve uma série de
atividades metabdlicas que se iniciam a partir da embebicdo da semente. Todos
0s constituintes que a semente quiescente necessita para a retomada primaria
das atividades metabdlicas ja estdo presentes na mesma (Bewley, 1997). O
processo de embebicdo entdo reidrata todas essas células e constituintes ja
existentes, disparando a retomada da atividade metabdlica, aléem de ativar o
maquinario para formagédo das novas células, enzimas e demais componentes
gue serdo posteriormente necessarios para o desenvolvimento pds-germinativo
(Bewley, 1997).

A absorcdo de 4gua pela semente durante a germinacao e o desenvolvimento
pos-germinativo, de uma maneira geral, apresenta um carater trifasico (Figura 1).

A fase | é caracterizada por uma rapida tomada de agua e, nessa fase, séo



descritos processos como a liberacdo de solutos, inclusive inibidores de
germinacdo, ativacdo de enzimas existentes e sintese de proteinas usando
MRNAs pré-existentes (Bewley, 1997). As sementes quiescentes possuem
mitocondrias pobremente diferenciadas, que sofreram danos durante a
dessecacdo, sendo assim no inicio da tomada de &4gua ha o reparo dessas
mitocondrias pré-existentes, além do inicio da sintese de novas mitocéndrias
(Ehrenshaft e Brambi, 1990; Attucci et al., 1991; Grelet et al., 2005). Tolleter et
al. (2007) demonstraram gue organelas e enzimas, como as do ciclo de Krebs por
exemplo, sdo protegidas da dessecacédo durante a maturacao das sementes pelas
proteinas LEAs (Late Embryogenesis Abundant). Ja foi descrito que proteinas
LEA exercem funcéo de protecdo em sementes de cevada (Hordeum vulgare),
cenoura (Dacus carota), algodado (Gossypium hirsutum), milho (Zea mays), ervilha
(Pisum sativum), nabo (Brassica napus L.), arroz (Oryza sativa L.), girassol
(Helianthus annuus), tomate (Solanum lycopersicum) e trigo (Triticum spp.) (Dure
et al., 1989; Skriver e Mundy 1990; Lane, 1991). Trabalhando com sementes de
soja (Glycine max) Blackman et al. (1991) demonstraram que as proteinas LEAs
se acumulam no tecido embrionéario e sdo capazes de proteger as células durante
0 processo de dessecacdo, assim como alguns carboidratos (rafinose, trealose,
sacarose e outros oligossacarideos) encontrados em sementes.

Na fase Il a reducdo na absorcdo de dgua caracteriza uma fase estavel com
sintese de novo de enzimas, translocacdo e assimilacdo das reservas de
carboidratos, de sintese de novos mMRNAs e sintese de proteinas a partir de
novos mMRNAs. Para a maioria das sementes de leguminosas, a germinagcao se
completa ao final da fase Il. A fase Ill compreende o desenvolvimento poés-
germinativo e é caracterizada pelo aumento na absor¢cdo de agua associada a
uma intensa sintese de novos tecidos e células, culminando com o crescimento
do eixo hipocétilo-radicula (Holdsworth et al., 2008). Nessa fase ha uma intensa
atividade metabdlica com alta producdo de macromoléculas (polissacarideos e
proteinas). A mobilizacdo de reservas € intensa nessa fase. As sementes ditas
dormentes, conhecidas por ndo completarem a germinagdo, ndo conseguem
ultrapassar a fase Il (Kigel e Galili, 1995; Bewley, 1997).

Considera-se que a germinacao estd completa quando ocorre a emergéncia

da radicula através do tegumento. Alguns eventos classicos como o apice da



mobilizacdo de reservas proteicas estdo associados com o desenvolvimento pés-

germinativo e crescimento da plantula (Bewley, 1997; Vidal e Vidal, 2000).

Germinacao Pés-germinacio

Fase | Fase Il Fase lll /

Mobilizagao das reservas

Alongamento das céluyfas da radicula

Divisao celular e

12}
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c
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Fonte: The Plant Cell. v 9. 1997 (Bewley)

FIGURA 1: Principais eventos bioquimicos durante a embebi¢cdo de agua nas fases de

germinacao e desenvolvimento pds-germinativo (Adaptado de Bewley, 1997).



1.2.1-Mobilizacéo de reservas durante a germinacdo e desenvolvimento pos-

germinativo

As reservas depositadas nas sementes durante a maturagcao
desempenham importante papel no processo de germinacdo e estabelecimento
da plantula, pois a nova planta dependera destas reservas para se estabelecer.
Segundo Buckeridge et al., (2004) as principais substancias de reserva em
sementes sdo polissacarideos, lipideos e proteinas. Porém, a quantidade e a
propor¢cdo dessas reservas podem variar entre géneros ou espéecies de mesmo
género, de acordo com suas estratégias de dispersao e estabelecimento (Bewley
e Black, 1994).

O amido é o polissacarideo predominante nas sementes de plantas superiores
e é considerado uma importante reserva, principalmente para as necessidades
energeéticas iniciais. As reservas de amido nas sementes podem variar de acordo
com a espécie. Em sementes de Araucaria angustifolia a reserva de amido pode
chegar a 60% do peso da semente (Cardemil e Reinero, 1982).

Vérias enzimas estao envolvidas na degradacdo dos estoques de amido: a-
amilases, 3-amilases e amido fosforilase (Bewley e Black, 1994; Zeeman et al.,
2010), porém a a-amilase é a principal enzima envolvida na degradacao do amido
quebrando as ligagdes do tipo a1-4 (Kumari et al., 2010). Corte et al., (2006)
trabalhando com sementes de Caesalpinia peltophoroides Benth observaram que
os graos de amido foram as primeiras reservas a serem consumidas no processo
germinativo.

Muitas sementes armazenam proteinas como suas principais reservas. Os
aminoacidos oriundos da degradacdo destas proteinas possuem dois destinos
durante a germinagéo e desenvolvimento pds-germinativo: alguns serdo utilizados
na biossintese de novas proteinas, essenciais para 0 metabolismo ou degradacéo
e outros serao redirecionados para as vias produtoras de energia como o Ciclo de
Krebs (Bewley e Black, 1994; Tegeder, 2012).

A mobilizacdo de proteinas armazenadas é observada em sementes de
plantas. Porém, a mobilizacdo de proteinas em cotilédones de leguminosas e no

endosperma de cereais, € um evento predominante ap0s a emergéncia da



radicula, sendo entdo um processo efetivamente pds-germinativo (Bewley e
Black, 1994; Mintz, 1996; apud Muntz et al., 2001).

As proteinas de sementes sao classificadas de acordo com suas solubilidades
como: albuminas que s&o sollveis em agua e tampdes neutros; globulinas
solaveis em solugdes salinas; glutelinas solluveis em solugfes bésicas ou acidas e
as prolaminas que sdo soluveis em solucbes alcoodlicas (Shewry, 1995). As
principais proteinas de reserva das sementes sdo predominantemente
pertencentes as classes das globulinas nas leguminosas, e das prolaminas nos
cereais (Carasco et al., 1978). As sementes quiescentes ja possuem enzimas
proteoliticas ativas ou que serdo ativadas com o inicio da embebicdo (Mintz et
al., 2001).

As endopeptidases, conhecidas como proteinases, segundo a classificacao de
Storey e Wagner (1986) sao subdivididas em quatro grupos a seguir:

- Proteinases serinicas (EC 3.4.21): sdo enzimas que possuem um residuo do
aminoacido serina em seu sitio ativo, de maneira geral possuem um pH 6timo em
torno de 8,0 e 9,0 e a sua atividade pode ser inibida por aprotinina, inibidor de
tripsina de soja e fenilmetilsulfonilfluorido.

- Proteinases cisteinicas (EC 3.4.22): sd0 as enzimas que possuem um
residuo de cisteina no seu sitio catalitico, apresentam um pH 6timo em torno de
5,0 ou 6,0 e sua atividade pode ser inibida por E-64, cistatina, leupeptina entre
outros.

- Proteinases asparticas (EC 3.4.23): sdo as enzimas que dependem de um
residuo de asparagina para a sua atividade catalitica, mostrando um pH 6timo
entre 3,0 e 4,0 e sao inibidas por pepstatina.

- Metaloproteases (EC 3.4.24): sdao enzimas que necessitam de um ion
metalico para o funcionamento adequado do seu mecanismo catalitico, possuem
pH o6timo entre 8,0 e 9,0 e a inibicdo da sua atividade pode ser feita por EDTA e
1,10-fenantrolina.

As proteinases cisteinicas sao consideradas as principais proteinases que
atuam na mobilizacdo das reservas de proteinas do tipo globulinas. Essas
enzimas foram observadas em sementes de Vicia sativa L., juntamente com a
deteccdo de seu mMRNAs, ao longo de todo o periodo germinativo (Schlereth et

al., 2000; 2001). Proteinases cisteinicas também foram detectadas durante o



desenvolvimento de sementes de Vigna unguiculata nos trabalhos de Fernandes
(1990) e Nong et al. (1995) detectaram em sementes de Glycine max.

Estudos comprovam que, durante a germinacdo de sementes de cevada, as
proteinases cisteinicas do tipo papaina foram ativadas pela presenca de
giberelinas (Rogers et al., 1985; Koehler e Ho, 1990). O que também foi
observado em sementes de arroz (Watanabe et al., 1991) e milho (De Barros e
Larkins, 1990; Domoto et al., 1995). Uma vez que essa indugdo é necesséria para
a degradacdo de proteinas de reserva liberando aminodcidos que atuardo na
sintese proteica de novo na germinacdo. Entretanto, as plantas também podem
acumular inibidores de proteinases cisteinicas em sementes maduras de feijao-
de-corda (Vigna unguiculata) (Fernandes et al., 1991) e em arroz (Abe et al.,
1987) podendo inibir sua sintese.

Os lipidios também sé&o fontes importantes de energia para a germinacao e o
desenvolvimento poés-germinativo para algumas sementes. Essas reservas
predominam na forma de triacilglicerois e estdo armazenados nos coOrpos
lipidicos. Os triacilglicerois acumulados sé@o hidrolisados pela ac¢édo das lipases,
liberando &cidos graxos, que sdo oxidados liberando energia para o
estabelecimento da nova planta (Vallilo et al., 2007).

Em trabalhos realizados com sementes de Apuleia leiocarpa, foi observado
qgue as reservas de lipidios foram mobilizadas durante a germinacédo (Pontes et
al., 2002). Suda e Giorgini (2000) também observaram a mobilizacao dos lipidios
no endosperma de sementes de Euphorbia heterophylla. Silva et al., (1998)
analisando a composicdo de &cidos graxos em sementes de Dalbergia
miscolobium, observaram uma diferenca na composicdo das gorduras
armazenadas em diferentes tecidos da semente, nas quais foram detectadas altas
concentracbes de acidos graxos nos eixos hipocotilo-radiculas e que estavam

ausentes nos cotilédones.
1.2.2-Controle hormonal da germinacgao
Durante a germinacdo os horménios atuam na sinalizagdo da comunicacdo do

eixo hipocotilo-radicula e os tecidos de reserva modulando suas interacdes

metabdlicas. Os principais hormdnios que controlam a germinacdo sdo: acido



abscisico (ABA) - inibidor da germinacéo e giberelinas (Acido Giberélico — GA3) -
promotor da germinacéo (Taiz e Zeiger, 2013).

O acido abscisico (ABA) é um fitohormonio reconhecidamente atuante na
maturacdo de sementes. Sua sintese ocorre em amiloplastos ou cloroplastos
(Nambara et al., 2010). O ABA também pode agir na inibicdo da germinagcéo ou
atuando na promoc¢ado do acumulo de reservas e na tolerancia a dessecacao.
Durante a maturacdo de sementes o ABA esta presente em altas concentracfes
para evitar a germinagdo precoce e seus niveis vao diminuindo até atingirem
valores minimos durante a germinacao (Nambara et al., 2010).

As GAs séo fitohormbnios conhecidos por participarem ativamente nas vias de
sinalizacao, funcionando como regulador de crescimento durante a germinacéo e
desenvolvimento poés-germinativo. Sao pertencentes a familia dos diterpenos
tetraciclicos formados por quatro unidades de isoprenos. A sintese das GAs
ocorre em trés compartimentos especificos: plastideo; reticulo endoplasmatico e
citossol (formacéo das GAs ativas (GA,; e GA,) (Taiz e Zeiger, 2013).

Segundo Bewley e Black (1994), o acido giberélico, conhecido como GA; atua
na expressao génica, ativacdo e sintese de véarias enzimas promovendo a
germinacao, aumentando a porcentagem e a velocidade de germinacdo. O GA3
pode agir diretamente no crescimento celular; na extensibilidade da parede
celular; na permeabilidade da membrana celular; na atividade enzimatica; na
variacdo do potencial osmoético e na mobilizacado de acucar (Guardia e Benlloch,
1980).

As GAs ativam a sintese de hidrolases, como a a-amilase, diminuindo a
resisténcia mecéanica favorecendo o crescimento da radicula (Lovegrove e
Hooley, 2000; Kaneko et al.,2002). Essa ativacdo ocorre na camada de aleurona
estimulando a mobilizacdo de reservas de amido durante a germinacao de
sementes (Taiz e Zeiger, 2013) (Figura 2). Sua agdo como ativador de expresséo
da a-amilase em células da camada de aleurona em sementes de Hordeum
vulgare foi elucidada na década de 90 (Gubler et al., 1995; Gubler et al., 1999;
Cercos et al., 1999). Shen et al. (2003) demonstraram que o tratamento com GA3
em folhas de arroz promoveu uma rapida elongacéo nos entre nos.

Castro (1981) relatou que o tratamento com GA3 (100 mg L-1), proporcionou

aumento na massa de matéria seca total e de folhas em plantas de soja.
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FIGURA 2: Esquema mostrando a interacdo entre a sintese de GAs, a ativacao de
enzimas, a mobilizacdo de reservas de um gréo de cevada e as diferentes fungbes nos

varios tecidos durante a germinacgédo. (Adaptado: Taiz e Zeiger, 2013).

1.3-ACUCARES E SEUS DERIVADOS COMO MOLECULAS SINALIZADORAS

Tem sido demonstrado que as plantas também utilizam acuUcares,
principalmente mono e dissacarideos ou seus derivados como sinalizadores para
a ativacdo e coordenacdo do metabolismo entre tecidos, principalmente entre
tecido fonte e os tecidos dreno (Rolland e Sheen, 2005). Os acUcares sollveis
como sacarose, glicose e frutose ja foram descritos atuando como sinalizadores
capazes de modular a expressao de diferentes genes (Koch, 1996; Rolland et al.,
2002). Coue'e et al. (2006) destacaram néo s6 a funcionalidade desses acucares
na manutencdo das funcdes celulares vegetais, mas também seu envolvimento
em sinais metabdlicos como resposta a hormonios especificos nas vias de
transducéo de sinais.

Estudos tém mostrado que ha uma interligacdo entre as vias de sintese e
interconversdo de agucares e acredita-se que muito dessas vias sejam utilizadas

para a interconversdo de moléculas necessérias a sinalizacdo e ativacdo de
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processos metabdlicos. A figura 3 mostra as interconversdes envolvendo a familia
dos oligossacarideos da série rafinose (RFOs), como a rafinose, estaquiose e
verbascose, muitos dos quais sdo sintetizados a partir da sacarose e as adicdes
subsequentes de galactoses formando derivados (Figura 3). Alguns desses
acucares sao mostrados como ativadores do promotor da a-amilase (Lu et al.,
1998). A deficiéncia de acucares e outros nutrientes, como nitrogénio e fosfato
podem conduzir a uma série de mecanismos de regulacdo de outras hidrolases,
transportadores e fatores de transcricdo, ativando a sintese da a-amilase e outras
enzimas hidroliticas no escutelo e na camada de aleurona (Hong et al., 2012)
Estudos anteriores mostram que a sacarose e a rafinose desempenham um
importante papel durante a germinacdo de grédos de cevada (Hordeum vulgare),
diminuindo seus niveis durante os primeiros estagios da germinagdo, porém a
sacarose passa a aumentar no processo pdés-germinativo (MaclLeod, 1957;
Palmer, 1969). Alguns trabalhos (Bernal-Lugo e Leopold, 1992; Karner et al.,
2004) tem demonstrado que além da funcdo de armazenamento, a sacarose
também esté relacionada a a sinalizacdo em processos de direcionamento do
fluxo de nutrientes, em processos de protecdo e integridade das membranas de
plantas, principalmente quando submetidas a condi¢cdes adversas, como déficit
hidrico. O aumento da sacarose como efeito protetor durante a dessecacdo da
semente esta relacionado com o metabolismo da rafinose. Sreenivasulu et al.
(2008) constataram que a trealose ajuda a estabilizar as proteinas que séo

ativadas durante a germinacéo precoce.
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FIGURA 3: Via proposta para a sintese de ciclitois, galactosideos ciclitois e familia
dos oligassacarideos da série rafinose. Os parénteses indicam que as enzimas que
catalisam tais reacdes ainda ndo foram elucidadas. MIPS: Myo- inositol-fosfato sintase
(EC 5.5.1.4); Myo: Myo-inositol; IKP: Myo-inositol-fosfatase quinase; IMP: Myo-inositol-
fosfato monofosfatase (EC 3.1.3.25); IMT: Myo-inositol 4-metiltransferase; STS:
estaquiose sintase (EC 2.4.1.67); RFS: rafinose sintase (EC 2.4.1.82); GOL-S: galactinol
sintase (EC 2.4.1.123); UDP-GAL.: uridina difosfato galactosideo; TGMI: trigalactosil Myo-
inositol; DGMI: digalactosil Myo-inositol; GOL-galactinol: TGPA: trigalactosil pinitol A;
UDP: uridina difosfato; VBS: verbascose sintase (Adaptado de Obendorf et al., 2009).

1.3.1-MYO-INOSITOL E D-PINITOL

O Myo-inositol (MI) é o ciclitol mais abundantemente encontrado nos vegetais.
S&o compostos sintetizados a partir da glicose 6-fosfato (Figura 4) agindo como
precursor da maioria dos outros inositois, incluindo o chiro-inositol, ononitol e o D-
pinitol (Obendorf et al., 2009). MI tem sido descrito como um segundo mensageiro
em rotas de sinalizacdo como transducdo e regulacdo de sinal hormonal,
regulacdo da sintese de ATP (adenosina trifosfato), transporte e estocagem de
alguns hormonios (auxina); participa da biossintese da parede celular e trafego de
vesiculas (Saiard et al., 2004).

Loewus e Murthy (2000) mostraram a acdo do MI como fator de crescimento
para certos micro-organismos, bem como sua exigéncia para o desenvolvimento

de alguns mutantes de levedura, fato esse que tem motivado o interesse dos
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pesquisadores para a descoberta de novas fun¢des e caracteristicas bioquimicas
e bioldgicas desses compostos.

Loewus e Loewus (1983) também sugerem o papel dos MI no crescimento e
desenvolvimento de plantas. Os MIs estdo associados a estrutura e funcéo de
moléculas atuando diretamente como precursor para compostos em plantas, na
reserva de fosfato, na transducédo de sinal, na protecdo de estresse, homeostase
hormonais e biossintese da parede celular (Morré et al., 1990; Loewus e Murthy,
2000).

Em plantas de Arabidopsis e G. max mutantes expressando variacdes
mutantes da enzima Myo-inositol fosfato sintase foram observadas alteragdes no
processo da embriogénese, como defeitos no desenvolvimento do endosperma e
na deposicdo de reservas, demonstrando que essas moléculas participam de
maneira efetiva nesses processos bioquimicos (Abid et al., 2009). Chun et al.
(2003) demonstraram que os Mis participam ainda, no remodelamento da
cromatina, reparo e recombinacdo de DNA, expressao de genes e exportacao de
MRNA.

O D-Pinitol (1D-30-metil-chiro-inositol) € outro importante ciclitol encontrado
nas plantas. D-pinitol € um dos principais carboidratos solUveis encontrados em
plantas de soja (Kuo et al.,1988; Guo e Oosterhuis, 1993; 1997). Este ciclitol é
formado a partir da metilacdo do Myo-inositol e tem sido detectado em varios
tecidos de vegetais, como folhas, caules, raizes e sementes (Kuo et al., 1997). Foi
também detectado nos brotos florais e folhas de jojoba (Dittrich e Korak, 1984;
Nelson e Bartels, (1992). Alguns trabalhos tém relacionado este ciclitol com a
resposta das plantas a estresses ambientais como alta salinidade, baixa
temperatura, concentracdo de sédio (Bieleski, 1994; Murakebzy et al., 2002) e
estresse hidrico (McManus et al., 2000). Guo e Oosterhuis (1997) demonstraram
que plantas de G. max submetidas ao déficit hidrico aumentaram
significativamente os contetdos de pinitol em suas folhas.

Yamada et al. (1995) mostraram relacédo entre as concentragdes de D-pinitol
com a capacidade da espécie Mesembryanthemum crystallinum, conhecida como
planta do gelo, se desenvolver sob condi¢bes adversas (seca, salinidade do solo
e baixas temperaturas). O aumento da expressao de genes envolvidos na sintese
de pinitol também tem sido observado em plantas submetidas a condi¢Ges

adversas (Vernon e Bohnert, 1992).
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Bieleski (1994b) relatou que plantas provenientes de ambientes com alta
salinidade acumulam altos niveis de D-pinitol em suas folhas. Kuo et al. (1997)
observaram que o conteddo de D-pinitol varia enormemente nos diferentes
tecidos durante o desenvolvimento de sementes de G. max.

A presenca dos Myo-inositois e do D-pinitol em diferentes partes do vegetal
tem sido associada a funcbes tais como: transporte e armazenamento de
acucares, regulacdo osmatica, resposta a condicdes de alta salinidade e déficit
hidrico (Loescher, 1987; Bieleski et al., 1997). Entretanto, o D-pinitol se destaca
como sendo o principal carboidrato associado ao mecanismo de resposta em
plantas (Bieleski, 1994a). Murakeozy et al. (2002) identificaram a presenca
expressiva do D-pinitol nos carboidratos totais de folhas e raizes de Limonium
gmelini. Em alguns casos, D-pinitol e Ml podem se acumular em tecidos vegetais
em concentracdes superiores as de glicose, frutose e sacarose (Chiera et al.,
2006). Estudos mostraram que folhas de G. max contém quantidades
relativamente altas de ciclitois como o D-pinitol, Myo-inositol, D-chiro-inositol e D-
ononitol, além de sacarose, maltose, frutose e glicose (Streeter et al., 2001;
Kosina et al., 2009).

D-pinitol também tem sido relacionado com a promocéo de crescimento para
alguns vegetais. Oliveira et al. (2004) trabalhando com sementes de Canavalia
ensiformis germinada na presenca de D-pinitol, mostraram que esse composto
promoveu a germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo, aumentando
consideravelmente o tamanho e a massa do eixo hipocotilo-radicula e dos
epicotilos das plantulas. Resultados similares também foram observados nos
estudos de Silva (2006) em sementes de Phaseolus vulgaris e Ribeiro (2011),
onde em sementes de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris germinadas na
presenca de D-pinitol tiveram o tamanho de seus eixos hipocétilos-radicula e
epicotilos aumentados. Entretanto, aumentos na atividade e expressédo do gene
da a-amilase também foram observados por Ribeiro (2011).

Ribeiro et al. (2011) observaram a presenca de Myo-inositol durante a
germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo de V. unguiculata e P. vulgaris,
enquanto D-pinitol foi detectado apenas em cotilédones de sementes quiescentes.

Embora existam evidéncias claras sobre os efeitos positivos de D-pinitol sobre
a promocéao do crescimento do eixo hipocatilo-radicula durante a germinacédo, os

mecanismos de acdo que explicam esses efeitos ainda ndo estdo elucidados. Os
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resultados positivos do tratamento sobre a ativagdo da amilase, mostrados

anteriormente apontam para um possivel mecanismo de acdo sobre o aumento

da mobilizacéo de reservas.

RESUMO DA VIA DE SINTESE DO
MYO-INOSITOL E D-PINITOL

D-pinitol

Glicose-6-fosfato

MIPS  Myo-inositol fosfato
v sintase

1L-myo-inositol-1-P
Myo-inositol fosfato

Myo-inositol fosfato monofosfatase

desconhecido metil transferase ¥/ desconhecido

<«—— D-ononitol «——myo-inositol ——s  D-quiro-inositol

FIGURA 4: Resumo da via de sintese do D-pinitol e Myo-inositol (Adaptado de Obendorf

et al., 2009).
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2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral
» Investigar os efeitos do Myo-inositol e do D-pinitol na germinacédo e

desenvolvimento pos-germinativo de sementes de soja G. max (BRS 284).

2.2- Objetivos especificos

» Avaliar os efeitos dos tratamentos com Myo-inositol e D-pinitol na taxa
germinativa e no tamanho do eixo hipocotilo-radicula das sementes de soja.

» Quantificar as reservas energéticas de triacilglicerois, proteinas e
carboidratos em cotilédones e eixos hipocotilo-radiculas submetidos aos
tratamentos.

» Avaliar a atividade de enzimas chaves na mobilizacdo das reservas

energeéticas como proteases e amilases.

3- MATERIAL E METODOS

3.1- Sementes de soja (G. max)

As sementes de soja BRS 284 utilizadas neste trabalho foram gentilmente
cedidas pela Embrapa/Soja de Londrina-PR. Essa cultivar se apresenta bem
adaptada nos Estados do PR, SP, SC, MS, MG e GO e com melhor desempenho
em areas com altitude de até 700 metros.

Possui como caracteristica ser precoce, de crescimento indeterminado, ou
seja, ndo possui vagens na gema terminal. Seus teores proteicos estdo em torno
de 38,7% e de 6leo 20,4% (EMBRAPA SOJA, 2013).

A cultivar BRS 284 possui excelente potencial produtivo mesmo em areas de
ocorréncia do nematoide de galha Meloidogyne javanica, uma das principais

pragas da cultura da soja (Gomes, 1976).

3.2- Experimentos de germinacao

Os experimentos foram realizados em triplicata, usando 20 sementes por
placa utilizando 4gua destilada (controle), solugdo de D-pinitol numa concentracao
de 0,36 pug/mL, (concentracdo previamente definida como efetiva no

desenvolvimento dos eixos hipocétilo-radiculas de Gycine max, (Ribeiro, 2011).
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As sementes foram desinfestadas por uma rapida lavagem com uma solucédo de
alcool etilico 70%, em seguida foram colocadas para germinar em placas de Petri
(14 cm de diametro) contendo algodao estéril (1,6 g/placa) e umedecido com 30
mL de &gua destilada estéril (controle) ou 30 mL de solu¢cdo de D-pinitol. As
placas foram mantidas numa estufa incubadora (fotoperiodo 12h luz/12h escuro)
a 28°C, umidade relativa ambiente de 60% e observadas em intervalos de 12h por
até 96 horas.

Um segundo experimento de germinacédo foi conduzido para determinar a
concentracdo efetiva ideal de Myo-inositol seguindo os mesmos procedimentos de
repeticbes, montagem das placas e desinfestacdo anteriormente citadas. Para
isso foram utilizadas cinco concentracfes diferentes: 0,002; 0,09; 0,36; 0,72 e
1,44 ug/mL. Os procedimentos seguintes da germinacao foram executados como
descrito acima. A cada intervalo de 12 horas, todas as sementes foram separadas
em suas partes constituintes como: tegumento, cotilédones e eixo hipocotilo-
radicula (ao fim da germinacdo). Para as dosagens especificas propostas para
este trabalho foram utilizados os cotilédones e eixo hipocétilo-radicula, os quais
foram medidos, congelados em nitrogénio liquido, macerados, liofilizados e

mantidos sob refrigeracéo a -20 °C.

3.3- Curva de embebicéo de agua

Para determinacgdo da curva de embebicdo foram utilizadas 20 sementes em
cada placa de Petri, as quais continham algodao embebidos em 30 mL de agua
destilada (controle) ou nas solugdes de myo-inositol ou D-pinitol (0,36 pg/mL). A
casa intervalo de 12 horas, 10 sementes foram retiradas da placa e pesadas para
a obtencédo da matéria fresca (MF) até um total de 96 horas de embebicdo. Apos
esse periodo, as sementes foram liofilizadas por um periodo de 4 dias e pesadas
novamente para obtencdo da massa da matéria seca (MS) correspondente a cada

periodo de embebicéo.

3.4- Dosagens das proteinas soluveis em Tampao Salino

As proteinas totais solUveis em tampdao salino dos eixos hipocotilo-radiculas e

cotilédones foram extraidas utilizando 1 mg do p6/1 mL de tampéo de fosfato de
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sédio 100 mM, cloreto de sédio 500 mM, pH 7,6 (Tampéo PBS). As amostras
foram submetidas a agitacédo sob refrigeracédo por 1 hora a 4°C e posteriormente
centrifugadas (3000 x g a 4°C) por 5 minutos. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante utilizado para o ensaio.

A dosagem de proteinas utilizando o método do acido bicinconinico (BCA) foi
realizada segundo a metodologia de Smith (1985), utilizando-se 20 uL das
amostras extraidas e acrescentadas de 200 pL do reagente BCA na proporcao de
1:50. Em seguida as amostras foram incubadas em banho-maria por 30 minutos.
ApOs esse periodo um volume de 220 L foi transferido para placa de cultura de
células e as absorbancias lidas a 540 nm em um espectofotdbmetro. O branco da
amostra conteve 20 uL do tampdo PBS com 200 uL do reagente BCA. Para
determinar a concentracdo de proteinas nas amostras foi utilizada uma curva

padrao de ovoalbumina.

3.5- Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a visualizacdo do perfil proteico, as amostras foram submetidas ao
processo de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), na presenca de SDS
segundo a metodologia descrita por Laemmli, (1970) e quantificadas por
densitometria.

O gel principal (gel de separacéo) foi montado em placas de vidro de 10 X
13,5 cm, misturando-se: 3,3 mL de &gua destilada; 4,0 mL de uma solucdo de
acrilamida mix 30 %; 2,5 mL de tampé&o Tris 1,5 M pH 8,8; 0,1 mL de SDS 10 %;
0,1 mL de persulfato de amoénia (APS) 10 % e 0,004 mL de TEMED.

O gel de empacotamento foi preparado misturando-se: 2,7 mL de &gua
destilada; 0,67 mL de uma solugéo de acrilamida mix a 30 %; 0,5 mL de tampéao
Tris 1,0 M pH 6,8; 0,04 mL de SDS 10 % ; 0,04 mL de persulfato de amonio 10 %
(APS) e 0,004 mL de TEMED. O tampéao de corrida para eletroforese foi o Tris-
glicina contendo SDS 1% em pH 8,8 e agua (g.s.p. 1000 mL). A eletroforese
processou-se por aproximadamente 3 horas com uma voltagem de 50 V e apés
passar pelo empacotamento foi colocada uma voltagem de 100 V até o final do
processo.

Para o preparo das amostras foram pesados 1 mg de po dos cotilédones e
eixos hipocotilo-radiculas tratados com Myo-inositol e D-pinitol e em seguida
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dissolvidos em tampao de amostra (1 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 3,8 mL de
agua destilada; 0,8 mL de glicerol; 1,6 mL de SDS 10 % e 0,4 mL de Azul de
bromofenol 1 %). As amostras foram deixadas agitando na geladeira por 15
minutos, centrifugadas e por fim foram aplicados 20 uL dessa mistura em cada
poco do gel. O gel foi corado com uma solugdo de Azul de Coomassie R 0,1%,
40% de metanol e 10% de acido acético). O gel foi descorado por uma solucao de
35 % de metanol e 10 % acido acético). O marcador de peso molecular croméforo
utilizado foi: Full-Range Rainbow™ Molecular Weight Marker (12 000 — 225 000
kDa) RPN8OOE GE Healthcare (Figuras 12, 13 e 16 A e B).

3.6- Atividade enzimatica em gel de gelatina (Zimografia)

Para a deteccéo da atividade em gel de proteinases cisteinicas, foi preparado
um gel contendo gelatina 1% em gel de poliacrilamida 12%, tendo por base a
metodologia descrita primeiramente por Heussen e Doudle (1980). O marcador de
massa molecular utilizado foi o PageRuler™ Prestained Protein Ladder, com kDa
de 10 a 180 (Fig. 17 A e B). Através desta técnica foram analisadas as atividades
proteinasicas de amostras dos eixos hipocétilo-radiculas em diferentes tempos
(12 a 96 horas) de embebicéo.

A eletroforese foi processada como descrito na secdo 3.4 e apés o gel foi
lavado com Triton X-100 2,5% por 4 vezes, durante 30 minutos cada e incubado
por 14 horas em um banho-maria a 37°C em tampao citrato-fosfato pH 5,6.
Posteriormente, o gel foi corado por uma solugdo contendo Azul de Coomasie R
0,1% em uma solucéo de metanol 40%, &cido acético 10% e agua (g.s.p. 400 mL)
e descorado com uma solucdo de metanol 35%, 4cido acético 10% e agua (q.s.p.
500 mL).

3.7- Determinacéao da atividade das proteinases cisteinicas do tipo papaina

As atividades in vitro das proteinases cisteinicas foram realizadas conforme
descrito por Michaud et al. (1994), com modificacbes por Oliveira (2007) e
utiizando a azocazeina como substrato. As amostras foram submetidas a

extracdo de proteinas na proporcdo de 15 mg de pd de cotilédones e eixo
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hipocétilo-radiculas diluidos em 150 uL de tamp&o citrato-fosfato (citrato de sédio
100 mM, fosfato de sédio monobasico 100 mM, Triton X-100 0,1%, DTT 1,5 mM,
pH 5,6). A extracdo ocorreu durante 2 horas, sob agitacdo a 4°C. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas e o0 sobrenadante utilizado no
experimento. Para obtenc&o da curva, a papaina foi diluida na proporcéo de 1 mg/
2 mL de tampé&o citrato-fosfato obtendo-se uma solucdo com uma concentracao
final de papaina de 500 pg/mL. Azocaseina 1% foi preparada em 10 mL de
tampao citrato-fosfato.

O ensaio foi preparado com quantidades crescentes (1; 2; 4; 8; 10; 12; 14; 16;
18; 20 e 22 ulL) da solucéo estoque (500 pg/mL) da papaina, 80 uL da solucéo de
azocaseina 1% e tampao citrato-fosfato para completar um volume final de 120
uL. A seguir foram levadas para incubacdo de 1 hora em banho-maria a 37 °C.
Logo apos esse periodo a reacdo foi parada com 300 uL de acido tricloroacético
(TCA) 10% e levadas para centrifugacdo por 5 minutos a 10000 x g a 26 °C.
Foram transferidos 350 uL do sobrenadante para novos eppendorfs, onde foram
adicionados 300 uL de NaOH 1 M. A leitura foi feita em comprimento de onda de
440 nm.

As atividades proteinasicas das amostras utilizando o substrato azocaseina
em pH 5,6 é indicado para proteinases cisteinicas semelhantes a papaina. A
reacdo foi realizada incubando-se 80 uL da solu¢do azocaseina 1% com 30 uL
das amostras com 10 uL de tampao citrato-fosfato. Apds a incubacédo a 37 °C em
banho-maria por 1 hora, a reacéo foi parada pela adicdo de 300 uL de TCA 10%.
Em seguida, a solucao foi centrifugada por 5 minutos a 10000 x g. Foram
retirados 350 pL do sobrenadante, adicionados 300 uL de NaOH 1 M. As
amostras foram submetidas a leitura espectrofotométrica em comprimento de
onda de 440 nm.

3.8- Quantificacéo dos triacilglicerois

As dosagens dos triacilglicerois foram realizadas utilizando o kit
TRIGLICERIDES 120 da empresa DOLES. O sistema para dosagem enzimatica
compdem-se de uma mistura de enzimas/ATP liofilizadas (lipase, glicerolquinase,

glicerolfosfato, oxidase, peroxidase/0,024 mmol de ATP) e 0,018 mmol de 4-
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Aminoantipirina. Um tampdo e uma solugdo de glicerol. As absorbancias das
amostras foram lidas por espectrofotometria em comprimento de onda de 510 nm.

A gquantificacdo de triacilglicerois foi realizada em cotilédones tratados e néo
tratados com D-pinitol. 1 mg de p6 de cotilédones foram diluidos em 1mL de
tampédo (preparado do Kit), agitados por 1 hora em temperatura ambiente e
centrifugados e por fim utilizou-se 25 puL do sobrenadante. Para a curva foram
tabulados treze pontos contendo: 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0
e 6,5 uL de glicerol, adicionados a 1 mL de tampé&o do kit. Os pontos da curva de
glicerol foram levados para incubagéo por 10 min a 37 °C. O experimento foi feito

em triplicata.

3.9- Determinagéao da atividade da a-amilase

A determinagdo da atividade enzimatica das a-amilases foi feita através da
dosagem de acUcares redutores, baseada na metodologia descrita por Miller
(1959), com modificacdes.

Para a realizagdo do ensaio foi preparado o reagente &acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) da seguinte forma: Na solucdo 1- em 30 mL de H,O
destilada foram adicionados 4,5 % de hidroxido de sddio (NaOH). Na solucéo 2-
1% de acido 3,5 dinitrossalicilico e 25,5% de tartarato duplo de sédio e potassio
foram dissolvidos em 88 mL de H,O destilada. Na solucdo 3- uma solucéo
composta de 1 g de fenol cristalino dissolvido em 2,2 mL de uma solucdo de
NaOH 10 % e o volume final foi levado a 10 mL com agua destilada. O reagente
DNS é composto da soma das trés solu¢cbes preparadas.

Para a realizacdo do ensaio, em triplicata, 1 mg do pé de cotilédones e eixos
hipocotilo-radiculas tratados ou ndo com Myo-inositol e D-pinitol foram diluidos
em 400 uL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,8. As amostras foram
agitadas durante 30 minutos a 4 °C, centrifugadas a 3000 g por 5 minutos a 4 °C.
Aos sobrenadantes (25 ulL) foram adicionados 6 uL de uma solugéo de amido 1 %
e 19 uL de H,0 destilada. Foram feitos trés brancos: o branco do reagente DNS
(50 uL de tampéo fosfato de potassio); o branco da solugéo de amido 1 % (25 uL
de tampéo fosfato de potassio, 25 ulL da solucédo de amido 1 %) e os brancos das
amostras (25 uL de cada amostra, 25 uL de H,O destilada). Todas as amostras

foram incubadas a 37 °C em banho-maria por 45 minutos. Apos o resfriamento
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foram, entdo, adicionados 100 mL do reagente DNS e em seguida foram fervidas
durante 5 minutos e ao fim desse processo foram adicionadas 100 uL de agua
destilada. Um volume de 250 uL de cada amostra foi transferido para uma placa
de cultura de células com 96 pocos para leitura em um leitor de microplacas, sob
um comprimento de onda de 540 nm.

Para quantificarmos a atividade da a-amilase nas amostras, foi preparada uma
curva padrao utilizando maltose como acucar redutor. Para isso, foi preparada
uma solucdo de maltose 1 % e quantidades crescentes desta solucéo (1,25; 2,50;
3,75; 5,0; 6,25; 7,5; 8,75; 10,0; 11,25; 12,5; 13,75; 15,0; 16,25; 17,5; 18,75; 20,0;
21,25; 22,05; 23,75; e 25,0 uL) foram colocadas em tubos eppendorfs, aos quais
foi adicionada agua destilada para completar um volume final de 50 uL. Em cada
tubo, foram adicionados 100 uL de reagente de DNS e, posteriormente, as
solugdes foram fervidas a 100 °C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados
100 pL de agua destilada e 250 uL de cada solucéo foram transferidos para uma
placa de cultura de células, para que as absorbancias pudessem ser lidas num

leitor de microplacas a 540 nm.

3.10- Quantificacdo dos acUcares redutores

A quantificacdo de acUcares redutores foi feita seguindo a metodologia
descrita por Miller (1959), com modificacdes.

As amostras de cotilédones e eixos hipocétilo-radiculas foram dissolvidas nas
seguintes proporcdes: 1 mg em 400 uL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH
6,8. Em seguida foram submetidas a agitagdo a 4 °C por 30 minutos,
centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos a 4 °C para retirada do sobrenadante e
transferidos para novos tubos. O ensaio enzimatico foi realizado em triplicata.
Foram utilizadas 50 uL das amostras onde adicionou-se 100 uL de DNS e em
seguida foram levadas a fervura a 100 °C por 5 minutos. Ao final foram
acrescentados 100 uL de agua destilada e lidas a 540 nm no espectofotdbmetro. A
curva de maltose utilizada nesse ensaio foi a mesma descrita no item anterior

para o ensaio da a-amilase.
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3.11- Determinagéo dos aminoacidos livres

Para determinacdo dos aminoacidos livres foram escolhidas as amostras
dos cotilédones tratados com Myo-inositol nos tempos de 60 e 96 horas e seus
respectivos controles. Uma quantidade de 1 mg do p6 de cotilédones foi
ressuspendido em 1mL de HCI 0,02 M. A solucdo obtida foi agitada, filtrada e
transferida para novos tubos. Em seguida procedeu-se a diluicdo, onde retirou-se
10 uL da solugcdo contendo a amostra e acrescentou-se 190 uL de HCI 0,02 M.
Foram aplicadas 20 uL dessa solucéo diluida na coluna de troca iénica.

Para a andalise dos aminoacidos livres foi empregada a técnica da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) num cromatografo Shimadzu
modelo LC- 10AD, equipado com coluna de troca cationica Amino-Na e detector
de fluorescéncia seguindo o manual de instrucées do equipamento (Shimadzu
Corporation, 1993). O fluxo de eluicdo foi de 0,5 mL/min. Para eluicdo foi
empregado um gradiente crescente de pH, constituido por tampao citrato de
sédio, Kit Shimadzu, tipo NA, formado pelas solu¢cdes tamponadas comerciais AA-
MA, AA-MB e AA-MC, cuja composi¢ao quimica € descrita na tabela 1.

Os aminoacidos foram detectados por fluorescéncia de excitacdo/emissao
de 350 nm e 450nm, respectivamente, utilizando derivatizacdo pos-coluna
empregando uma solucdo 0,08% de ortoftaldialdeido (OPA) em tampdao
Carbonato de sddio. A coluna foi padronizada com uma mistura de aminoacidos
para hidrélise de proteinas (Sigma A9781) constituida de acido aspartico (Asp),
acido glutamico (GlIn), treonina (Thr), prolina (Pro), glicina (Gly), alanina (Ala),
valina (Val), leucina (Leu), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe), lisina (Lys), arginina
(Arg), serina (Ser), isoleucina (lle). Foram aplicados 500 pmoles (picomoles) de
cada aminoacido. Uma padronizacdo adicional foi feita utilizando o aminoacido

glutamina, ausente na mistura anterior.
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Tabela 1- Composi¢do quimica da fase movel usada para eluicdo dos aminoacidos
Solucado AA-MA Solucdo AA-MB Solucdo AA-MC
Normalidade 0,20 0,60 0,20
pH 3,20 10,00 (N&o ajustar o pH)
Citrato de 58,80 58,80 -
s6dio.2H20 (g)
Hidroxido de sédio - - 4,00
(9
Acido Borico () - 12,40 -
Etanol (mL) 210,00 - -
Acido perclorico 50,00 - -
(60%) (mL)
NaOH 4N (mL) - 30,00 -
Volume Final (L) 3,00 1,00 0,50

3.12- Delineamento experimental

Um experimento preliminar foi instalado no delineamento inteiramente
casualizado utilizando cinco concentracées de myo-inositol (0,022; 0,090; 0,360;
0,720; 1,440 pug/mL), um controle (H,O destilada), oito tempos de avaliagdo (12,
24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas) e com duas repeticdes, com a finalidade de
obter a melhor concentracdo na promoc¢do do crescimento do eixo hipocatilo-
radicula para ser utilizado posteriormente nos experimentos principais. A unidade
experimental foi constituida por uma placa de Petri contendo 20 sementes de G.
max, cultivar BRS 284.

Dois experimentos principais foram conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (2 x 8). O primeiro experimento foi constituido
de dois tratamentos (controle e D-pinitol) e 08 tempos de avaliagdo (de 12 em 12
horas) totalizando 96 horas. O segundo experimento foi constituido pelo myo-
inositol e o tratamento controle (somente com agua destilada) e os mesmos
tempos de avaliagdo utilizados no primeiro experimento. Cada unidade

experimental foi composta por uma placa de Petri contendo 20 sementes de soja,
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cultivar BRS 284, sendo utilizadas trés repeticdes por tratamento. Foram
necessarias 1920 sementes [(2x8) x 2 x 3 x 20 = 1920]. As variaveis avaliadas
foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA) apOs verificadas as
preposicbes do teste F, principalmente a normalidade dos erros e a
homogeneidade das variancias dos tratamentos. Atendidos os pré-requisitos,
foram realizadas as ANOVAS e seus desdobramentos necessarios. Os
tratamentos foram comparados pelo teste da diferenca minima significativa
(d.m.s.), ou seja, utilizando o teste estatistico “t” de Student protegido pela analise
de variancia. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do aplicativo
computacional GENES (Cruz, 2013).
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4- RESULTADOS

4.1- Efeitos do tratamento com o Myo-inositol sobre o crescimento dos eixos

hipocotilo-radiculas de G. max

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostraram que o tratamento com
Myo-inositol na concentracao de 0,36 ug/mL apresentou um efeito positivo sobre
o crescimento dos eixos hipocatilo-radiculas de plantulas de G. max (Figura 5 B).
O aumento observado foi de aproximadamente de 30%. A partir desse resultado
esta foi definida como a concentracdo efetiva e utilizada nos demais

experimentos.

Tabela 2- Comprimento médio dos eixos hipocotilo-radiculas de soja G. max
embebidos em concentracbes crescentes de Myo-inositol por 96 horas.
*Comparacdes pelo teste da diferenca minima significativa (DMS) a 5% de
probabilidade.

Concentragao Concentragao Comprimento Comparacéao
(ug/mL) (cm) (DMS)
0 0,000 3,2185 C
1 0,022 3,7961 AB
2 0,090 3,5023 BC
3 0,360 4,1600 A
4 0,720 2,7460 D
5 1,440 3,0898 CD
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Figura 5 B: Eixos hipocotilo-radiculas de sementes de G. max germinadas em
concentragdes de 0,022 a 1,44ug/mL de myo-inositol e controle (Agua destilada) no
tempo de 96 horas. Folha quadriculada equivale a medida de 1cm.
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4.2-Efeitos do tratamento com D-pinitol e Myo-inositol sobre a germinacdo e

desenvolvimento de plantulas de G. max

O numero de sementes germinadas nao foi alterado comparando-se o
tratamento com D-pinitol e o controle (Figura 6 A) em nenhum dos oito tempos de
embebicédo. Diferentemente, o Myo-inositol promoveu pequenos aumentos
significativos nas taxas germinativas das sementes de soja, a partir de 72 horas
de embebicgéo. Estas diferencas em relacdo ao tratamento controle ocorreram nos
tempos de 72, 84 e 96 horas (Figura 6 B). Com relacdo a massa fresca e massa
seca das sementes também nao foram observadas alteracdes significativas entre
os tratamentos (Figura 6C).

Com relacdo ao comprimento do eixo hipocotilo-radicula das plantulas de G.
max, 0s tratamentos com D-pinitol e Myo-inositol promoveram aumentos no
crescimento. O D-pinitol foi superior ao controle, pois promoveu 0 crescimento
dos eixos hipocotilo-radiculas das plantulas de G. max a partir do tempo de 48
horas, com exceg¢éo no tempo de 84 horas que nao foi significativo (Figura 7 A).

Ja o Myo-inositol proporcionou aumento no tamanho do eixo hipocotilo-
radicula a partir do tempo de 48 horas de embebicao, diferindo do controle nos
tempos de 48, 72, 84 e 96 horas, com excec¢ao no tempo de 60 horas (Figura 7
B).

Porém, quando comparado os dois tratamentos pode-se observar que o D-
pinitol foi o composto que promoveu aumentos mais expressivos que o Myo-

inositol nos tempos a partir de 36 horas (Figura 8).
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FIGURA 6 — Numero de sementes de G. max, cultivar BRS 284, germinadas em
condicBes controle e sob os tratamentos com D-pinitol (A) ou Myo-inositol (B) expressos
em porcentagem e (C) Massa fresca e seca (g) nos tempos de até 96 horas. Os
experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados representam as médias das
repeticdes.* Estatisticamente significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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FIGURA 7- Comprimento dos eixos hipocétilo-radiculas de plantulas de G. max, cultivar
BRS 284, tratadas com D-pinitol (A) ou com Myo-inositol (B). Os experimentos foram
feitos em triplicatas e o0s resultados representam as médias das repeticdes.*
Estatisticamente significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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FIGURA 8- Comprimento dos eixos hipocétilo-radiculas de plantulas de G. max, cultivar
BRS 284, tratadas com Myo-inositol ou com D-pinitol (comparacdo entre os tratamentos).
Os experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados representam as médias das
repeticbes. * Estatisticamente significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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4.3- Dosagem de proteinas em cotilédones e eixos hipocotilo-radiculas tratados

com D-pinitol

O tratamento D-pinitol promoveu aumentos significativos na concentragao de
proteinas nos cotilédones nos tempos de 72 e de 96 horas de embebicao (figura 9
A). Entretanto, nos eixos hipocotilo-radiculas ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos com D-pinitol e &gua (figura 9 B).

4.4- Dosagem de proteinas em cotilédones e eixos hipocotilo-radiculas tratados

com Myo-inositol

As sementes de G. max tratadas com o Myo-inositol apresentaram reducdes
significativas na concentracéo de proteinas de seus cotilédones nos tempos de 60
e de 96 horas de embebicédo (Figura 10 A). Ao avaliar a concentracdo de proteina
nos eixos hipocotilo-radiculas, pode-se observar efeito contrario, pois a
concentracdo de proteinas no tecido tratado com Myo-inositol foi superior ao

controle nos tempos de embebicéo de 24, 36 e 48 horas (Figura 10 B).
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FIGURA 9- Concentracdo de proteinas em cotilédones (A) e em eixos hipocatilo-
radiculas (B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, tratados com D-pinitol. Os
experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados representam as médias das

repeticbes. * Estatisticamente significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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FIGURA 10- Concentracdo de proteinas em cotilédones (A) e em eixos hipocatilo-

radiculas (B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, tratados com Myo-inositol. Os

experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados representam as médias das

repeticbes. * Estatisticamente significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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4.5- Perfil proteico em SDS-PAGE (12%) de cotilédones e eixos hipocatilo-
radiculas tratados com D-pinitol e Myo-inositol

O perfil proteico revelado por SDS-PAGE de cotilédones tratados com D-pinitol
nao mostrou nenhuma alteracdo visivel em bandas proteicas entre as massas
moleculares de 200 a 14 kDa, faixa de bandas bem resolvidas em SDS-PAGE
12%. Independente dos tratamentos, foi observado o desaparecimento de bandas
entre 200 e 97 kDa ao longo dos tempos de embebicdo e um enriquecimento de
bandas com massa abaixo de 45 kDa (Figuras 11 A e B). Os resultados para os
tratamentos com Myo-inositol foram similares, ndo sendo observadas alteragdes
entre os tratamentos (dados ndo mostrados).

O perfil de proteinas dos eixos hipocatilo-radiculas tratados ou ndo com D-
pinitol e Myo-inositol também foi visualizado e assim como nos cotilédones, ndo
foi possivel observar diferencas significativas entre os tratamentos e os controles
durante o tempo de embebigédo de 96 horas comparado com o D-pinitol (Figura 12
A e B) e com o Myo-inositol (Figura 13 A e B).
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FIGURA 11- Perfil proteico em SDS-PAGE (12%) de cotilédones controle (c) e tratados
(t) com D-pinitol embebidos nos tempos de 12, 24, 36 e 48 horas (A) e 60, 72, 84 e 96
horas (B). kDa: marcadores de massas moleculares.

FIGURA 12- Perfil proteico em SDS-PAGE (12%) de eixos hipocatilo-radiculas de G. max
controle (c) e tratados (t) com D-pinitol embebidos nos tempos de 12, 24, 36 e 48 horas
(A) e 60, 72, 84 e 96 horas (B). kDa: marcadores de massas moleculares.

FIGURA 13- Perfil proteico em SDS-PAGE (12%) de eixos hipocatilo-radiculas de G. max
controle (c) e tratados (t) com Myo-inositol embebidos nos tempos de 12, 24, 36 e 48
horas (A) e 60, 72, 84 e 96 horas (B).kDa: marcadores de massas moleculares.
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4.6- Visualizacao da atividade em gel de gelatina (Zimografia) de proteinases de
eixos hipocoétilo-radiculas e cotilédones de G. max tratados com D-pinitol e Myo-

inositol

Na figura (14 A e B) tem-se a visualizacdo da atividade gelatinolitica de
proteinases nos eixos hipocatilo-radiculas nos tempos de 12 a 96 horas (tratados
ou ndo com D-pinitol). Assim, pode-se observar bandas de atividade entre 76 e 52
kDa a partir de 36 horas na presenca do D-pinitol e a partir do tempo de 48 horas
em ambas as amostras (tratada e controle). As marcacgfes de atividades foram
aparentemente similares em todos os demais tempos de embebicao.

O perfil de atividade para eixos hipocétilo-radiculas tratados com Myo-
inositol também foram similares entre os controles e tratamentos em todos o0s
tempos analisados (Dados ndo mostrados).

Para a analise do perfil de atividade gelatinolitica de proteinases de
cotilédones tratados ou ndo com D-pinitol e Myo-inositol foram utilizadas apenas
as amostras que haviam mostrado diferencas estatisticamente significantes. Para
as amostras tratadas com D-pinitol foram usados os tempos de 24, 36, 48, 84 e
96 horas e para as amostras tratadas com Myo-inositol os tempos de 12, 36, 48 e
84 horas (Figura 15 A e B). Os resultados mostraram atividade nas amostras a
partir de 48 horas para os tratamentos com D-pinitol e a partir de 36 horas nas
amostras tratadas com Myo-inositol. Embora essas atividades sejam
relativamente bem definidas, com faixa de massa molecular abaixo de 100 e 70
kDa, nenhuma variagao significativa pode ser evidenciada, com excecdo de um
aumento aparente na marcacao da atividade de cotilédones tratados com D-pinitol
em 96 horas (Figura 15 B).
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FIGURA 14- Atividade proteinasica em gel de poliacrilamida 12% contendo 1% de
gelatina de amostras de eixos hipocatilo-radiculas de G. max de 12 a 96 horas de
embebicdo em agua (controle-C) ou D-pinitol (Tratado-T). A: eixos hipocotilo-radiculas
embebidos de 12 a 48 horas. B: eixos hipocotilo-radiculas embebidos de 60 a 96 horas.
kDa- Marcador de peso molecular.
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FIGURA 15: Atividade proteinasica em gel de poliacrilamida 12% contendo 1% de
gelatina de amostras de cotilédones de G. max nos controles (C) e tratados (T) com D-
pinitol nos tempos de 24, 36, 48, 84 (A) e 96 horas (B) e tratados com Myo-inositol nos
tempos de 12, 36, 48 e 84 horas (B). kDa- Marcador de peso molecular.
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4.7- Atividade da proteinase (pH acido) em cotilédones e eixos hipocatilo-
radiculas de G. max tratados com Myo-inositol e D-pinitol

A figura 16 A mostra que a concentragdo, estimada pela atividade, de
proteinases nos cotilédones de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, ndo seguiu
um padrdo. Pode-se observar a variabilidade entre os tempos e as repeticdes, 0
que resultou valores entre 0,35 e 0,85ug/mg. As concentracdes em cotilédones
tratados com myo-inositol superaram as do controle nos tempos de 36 e 84 horas
de embebic&o e foram inferiores ao controle nos tempos de 12 e 48 horas. Nos
demais tempos nao houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Quanto ao efeito do myo-inositol sobre a concentracdo de proteinases nos
eixos hipocdtilo-radiculas € possivel observar a superioridade do tratamento
somente no tempo de 24 horas de embebicdo, enquanto que nos tempos de 60,
72 e 84 horas os tratamentos foram inferiores aos do controle (Figura 16 B).

Na figura 17 A verifica-se o efeito do tratamento com D-pinitol sobre a
atividade das proteinases em pH &cido, observa-se que as atividades foram
diminuidas nos cotilédones tratados nos tempos de embebicdo de 48, 84 e 96
horas, enquanto que a atividade das proteases foi superior ao controle somente
nos tempos de embebicdo de 24 e de 36 horas, ndo havendo diferenca
significativa nos tempos de 12, 60 e 72 horas.

Pela analise da figura 17 B, observa-se que as atividades de proteinases
foram inferiores ao controle nos tempos de embebicdo de 48, 72 e 84 horas.
Enquanto que o tratamento com D-pinitol aumentou a atividade das proteinases

dos eixos hipocotilo-radiculas somente em 36 horas.
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FIGURA 16- Concentracdo da proteinase em cotilédones (A) e em eixos hipocétilo-
radiculas (B) de plantulas de G. max, cultivar BRS-284, tratados com Myo-inositol durante
a embebicdo por até 96 horas. Os experimentos foram feitos em triplicatas e os
resultados representam as médias das repeticfes. * Estatisticamente significativo pelo
teste do DMS (P<0,05).
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FIGURA 17- Concentracdo da proteinase em cotilédones (A) e eixos hipocatilo-radiculas
(B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, tratados com D-pinitol durante a embebi¢&o
por até 96 horas. Os experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados
representam as médias das repeticdes. * Estatisticamente significativo pelo teste do DMS

(P<0,05).
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4.8- Quantificacdo dos triacilglicerois em cotilédones de G. max tratados com

D-pinitol

Na figura 18, observa-se o efeito significativo do tratamento com D-pinitol
no aumento da concentracao de triacilglicerois em cotilédones de plantulas de
G. max. As sementes que obtiveram maiores concentracdes se encontraram
nos tempos 24, 60, 72, 84 e 96 horas de embebicdo, enquanto o controle
superou o tratado somente no tempo de 12 horas. Devido a dificuldade de
obtencdo dos kits de dosagens de triacilglicerois ndo foi possivel a deteccao

desses lipidios nas demais amostras.
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FIGURA 18- Concentracao dos triacilglicerois em cotilédones de plantulas de G. max,
cultivar BRS 284, tratados com D-pinitol durante a embebicdo por até 96 horas. Os
experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados representam as médias das

repeticbes.*Estatisticamente significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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4.9- Determinagao da atividade da a-amilase em cotilédones e eixos hipocatilo-

radiculas de G. max tratados com Myo-inositol e D-pinitol

A atividade da a-amilase nos cotilédones de plantulas de G. max, cultivar
BRS 284, em fungédo dos tratamentos variou bastante, tendo aumentado em
alguns tempos e diminuindo em outros (Figuras 19 e 20). Para o tratamento com
Myo-inositol foram observados diminuicdo da atividade dos cotilédones com o
tratamento nos tempos 12 e 60 horas, enquanto somente em 36 horas houve
aumento na atividade (Figura 19 A). Nos eixos hipocotilo-radiculas observa-se
diminuicdo nos tempos 24, 48 e 84 horas e aumento nos tempos 36, 60, 72 e 96
horas (Figura 19 B).

Com relacdo ao tratamento com D-pinitol, foram observados diminuigéo da
atividade dos cotilédones com o tratamento nos tempos 72 e 96 horas, e aumento
nos tempos 36 e 60 horas (Figura 20 A). Os efeitos mais pronunciados foram
vistos nos eixos hipocdétilo-radiculas tratados, onde aumentos na atividade foram

observados nos tempos 24, 36 e 48 horas (Figura 20 B).
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FIGURA 19- Concentracao da a-amilase nos cotilédones (A) e eixos hipocétilo-radiculas
(B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, controles ou tratadas com Myo-inositol
durante a embebic&o por até 96 horas. Os experimentos foram feitos em triplicatas e os
resultados representam as médias das repeticGes. * Estatisticamente significativo pelo
teste do DMS (P<0,05).
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FIGURA 20- Concentracdo da a-amilase nos cotilédones (A) e eixos hipocétilo-radiculas
(B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, controles ou tratadas com D-pinitol durante
a embebicdo por até 96 horas. Os experimentos foram feitos em triplicatas e os
resultados representam as médias das repeticfes. * Estatisticamente significativo pelo
teste do DMS (P<0,05).
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4.10- Quantificacdo dos acUcares redutores em cotilédones e eixos hipocotilo-
radiculas de G. max tratados com Myo-inositol e D-pinitol

A concentracdo de acucares redutores variou bastante entre os tempos de
embebicdo assim como entre as repeticdes. O tratamento com Myo-inositol
promoveu reducdo nas concentracdes em cotilédones de G. max com 12, 24, 72,
84 e 96 horas de embebicdo quando comparado com o controle (Figura 21 A).
Nos demais tempos ndo houve diferenca significativa comparando com o controle.
Quando analisadas as concentracdes desses carboidratos nos eixos embrionarios
também foram observados valores bastante variaveis, sendo maiores nos tecidos
tratados nos tempos 24 e 36 horas e diminuindo com o tratamento a partir de 72
horas (Figura 21 B).

Os dados observados para os tratamentos com D-pinitol no que diz
respeito a concentracdo de acucares redutores mostram valores maiores nos
tecidos tratados nos tempos de 12, 24, 36, 48, e 72 horas de embebig&o, sendo
inferior ao controle nos tempos de 60, 84 e 96 horas (Figura 22 A). J& no eixo
hipocotilo-radicula o D-Pinitol promoveu maiores concentracdes de acucares
redutores nos tempos de 36, 48 e 84 horas de embebicdo, sendo o teor inferior ao
controle somente no tempo de 96 horas (Figura 22 B).
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FIGURA 21- Concentracdo de acgucares redutores em cotilédones (A) e em eixos
hipocotilo-radiculas (B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, tratados com Myo-
inositol durante a embebicdo por até 96 horas. Os experimentos foram feitos em
triplicatas e os resultados representam as médias das repeticdes. * Estatisticamente
significativo pelo teste do DMS (P<0,05).
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FIGURA 22- Concentracdo de acuUcares redutores em cotilédones (A) e em eixos
hipocétilo-radiculas (B) de plantulas de G. max, cultivar BRS 284, tratados com D-pinitol
durante a embebic&o por até 96 horas. Os experimentos foram feitos em triplicatas e os
resultados representam as médias das repeticbes. * Estatisticamente significativo pelo
teste do DMS (p<0,05).
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4.11- Deteccado dos aminoacidos livres

Para as analises de aminoacidos livres foram escolhidas as amostras de
cotilédones controle e tratadas com Myo-inositol nos tempos 60 e 96 h. Essas
amostras foram escolhidas por apresentarem reducdes significativas nas
concentracdes de proteinas totais sollveis nos cotilédones de G. max submetidos
ao tratamento (Figura 10 A).

Os resultados mostraram que dos 20 aminoacidos proteicos, apenas 7
foram detectados nas amostras, a grande maioria em poucas quantidades, sendo
a glutamina o aminoacido que se encontrou em maior concentracdo. Os
aminoacidos detectados foram aspartato (Asp), glutamina (GlIn), valina (Val),
fenilalanina (Phe), arginina (Arg), alanina (Ala) e glicina (Gly). Ao se analisar as
quantidades desses aminoacidos com relacdo aos resultados obtidos pode-se
evidenciar que a maioria aumentou com o tratamento, sendo que a glutamina foi o
resultado mais conclusivo. Esses aminoacidos, além de terem sido detectados em
baixas concentragbes, aumentaram com o tratamento com Myo-inositol em
ambos os tempos. Para os demais aminoécidos foram observados aumentos na
concentragéo de Val, Phe e Arg com 60 horas de tratamento, enquanto Ala e Gly
foram detectados apenas nos tecidos tratados com Myo-inositol. No tempo de 96
horas de tratamento, além da glutamina, foram observados aumento nas
quantidades dos aminoacidos Asp, Val e Ala, enquanto que a Gly foi detectada
apenas nos tecidos tratados. Embora esses aminoacidos tenham aparentemente
aumentado de concentragdo com o tratamento, suas deteccbes em baixas
concentracfes, com excecao da glutamina, dificulta a conclusGes dos resultados
(Tabela 3).
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Tabela 3- Valores médios de aminoacidos (pMol) detectados nas amostras de
cotilédones controles e tratados com Myo-inositol nos tempos de 60 e 96 horas de
embebicdo. Os experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados

apresentados sdo as medias das repeticdes.

Tempo de germinacéo

60 horas 96 horas
Amino&cidos Controle Myo-inositol Controle Myo-inositol
Asp 5,7 5,3 1,2 5,6
GlIn 214,0 373,3 223,7 335,0
Val 11,5 34,4 16,5 50,0
Phe 9,4 21,7 5,5 7,3
Arg 1,1 6,6 2,0 3,9
Ala - 8.8 0,6 6,2

Gly - 14,1 - 0,5
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DISCUSSAO

A qualidade da semente € considerada um ponto indispensavel para a
garantia de uma produtividade agricola satisfatéria, visto que influencia
diretamente o vigor germinativo da mesma. Além dessa qualidade outros fatores
que influenciam essa produtividade sédo a homogeneidade e a uniformidade no
processo germinativo e pds-germinativo. Devido & importancia da germinagao no
estabelecimento da nova planta, estudos que visem a promocdo e a
homogeneidade da germinacdo de cultivares de interesse agrondmico tém sido
realizados ao longo dos anos. Dentro deste contexto a descoberta de compostos
quimicos naturais capazes de estimular a germinacdo e o desenvolvimento pés-
germinativo tem recebido atencéo especial.

Alguns acucares e seus derivados tem sido relacionados com funcdes de
sinalizacdo no crescimento vegetal. Ciclitois derivados da glicose como Myo-
inositol e D-pinitol tem sido relatados como promotores de crescimento, inclusive
em vegetais (Oliveira et al.,, 2004, Chiera et al., 2007; Mitsuhashi et al., 2008;
Obendorf et al.,, 2009, Ribeiro, 2011). MI e seus derivados participam de
processos de transducdo e regulacdo de sinais hormonais, regulacdo da sintese
de ATP, transporte e estocagem de alguns horménios, como auxina; participacao
da biossintese da parede celular e trafego de vesiculas (Saiard et al., 2004).

Atividades do D-pinitol ja foram descritas em processos como a germinacao e
o desenvolvimento pdés-germinativo, onde foi mostrado os efeitos deste na
promocdo do crescimento do eixo hipocotilo-radicula de C. ensiformis, V.
unguiculata e P. vulgaris (Oliveira et al., 2004; Silva 2006; Ribeiro 2011;Ribeiro et
al., 2015-em preparagdo). Assim, o presente trabalho investigou os efeitos do
Myo-inositol e do D-pinitol na germinagédo e desenvolvimento pds-germinativo de
sementes de G. max, bem como avaliou os efeitos dos tratamentos sobre as
reservas energéticas de cotilédones e eixos hipocotilo-radiculas durante a
embebicéo.

Sementes de soja da cultivar BRS 284 foram inicialmente germinadas em
solucbes de Myo-inositol em concentracdes variadas de 0,022 até 1,44 pg/mL
para investigar se alguma dessas concentracfes promovia um maior crescimento

do eixo hipocétilo-radicula. Os resultados mostraram entdo que a concentracao
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de 0,36 ug/mL foi a que mais estimulou o crescimento, alcancando percentuais de
quase 30% de aumento em 96 horas de tratamento. Essa concentragao foi similar
a previamente determinada como efetiva para o D-pinitol (Oliveira et al., 2004).
Sendo assim ambas as moléculas D-pinitol e Myo-inositol foram usadas nos
experimentos de germinacdo em concentracdo de 0,36 pg/mL. O primeiro
parametro avaliado foi o0 nUmero de sementes germinadas nos tratamentos ao
longo do tempo. Os resultados mostraram que o tratamento com D-pinitol ndo
influenciou na taxa germinativa, enquanto o tratamento com o Myo-inositol
aumentou o numero de sementes germinadas nos tempos 72, 84 e 96 horas.
Esses resultados com D-pinitol sdo opostos aos observados para sementes de
Canavalia ensiformis, que tiveram um aumento no numero de sementes
germinadas quando tratadas com D-pinitol 0,36 ug/mL (Oliveira et al., 2004).
Entretanto, os resultados estdo de acordo com o observado por Ribeiro (2011)
para sementes de P. vulgaris e V. unguiculata onde o tratamento também nao
alterou o numero de sementes germinadas.

Quando analisado o crescimento do eixo hipocatilo-radicula foi observado
aumento em ambos o0s tratamentos, principalmente para D-pinitol que
proporcionou aumentos dos eixos nos tempos 48, 60, 72 e 96 horas. Esses
aumentos alcancaram percentuais de 60% nos tempos 72 e 96 horas. Esses
dados estdo de acordo com o previamente observado com o tratamento com D-
pinitol para sementes de C. ensiformis, P. vulgaris e V. unguiculata (Oliveira et al.,
2004; Silva 2006; Ribeiro 2011) onde esse composto promoveu o crescimento do
eixo hipocatilo-radicula dessas espécies.

Uma hipotese para explicar esse aumento no crescimento seria uma
possivel influéncia em processos bioquimicos predominantes durante a
germinacdo e desenvolvimento pos-germinativos. O aumento da disponibilizacio
de energia seria um desses processos. Esta energia € providenciada pela
mobilizacdo de polissacarideos, proteinas de reservas e acidos graxos (Bewley e
Black, 1994; Bewley, 1997). Desta forma foram investigadas as concentragoes e
padrées proteicos, atividade de proteinases cisteinicas, quantidades de

carboidratos e lipidios em tecidos submetidos ou ndo aos tratamentos.
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Assim, foram investigados possiveis alteracbes nesses constituintes.
Inicialmente avaliou-se a quantidade de proteinas totais solUveis em cotilédones e
eixos durante os tempos de embebicdo em ambos os tratamentos.

Os resultados mostraram poucas variagbes na quantidade de proteinas nos
cotilédones e eixos tratados com D-pinitol, sendo aumentadas pelo tratamento
com D-pinitol em alguns tempos, principalmente nos cotilédones em 72 horas e
nos eixos em 36 horas. Com relagéo ao tratamento com Myo-inositol observamos
uma diminui¢cdo na quantidade de proteinas nos cotilédones principalmente em 60
e 96 horas enquanto nos eixos as proteinas aumentaram com o tratamento
principalmente nos tempos de 24, 36 e 48 horas. Entretanto quando avaliamos o
perfil proteico por SDS-PAGE nenhuma alteracdo marcante foi observada no perfil
de proteinas visualizadas na faixa de massa molecular entre 200 e 14 kDa.

Proteinas sdo consideradas uma das principais reservas para 0s processos de
germinacdo e desenvolvimento pos-germinativo em sementes de leguminosas.
Estima-se que em sementes maduras as proteinas de reserva podem representar
cerca de 20 a 30% das proteinas totais em leguminosas (Bewley e Black, 1994).
As vicilinas séo globulinas 7S e representam as principais proteinas de reserva de
leguminosas, elas sdo depositadas durante o processo de maturacdo e
preenchimento de graos para serem mobilizadas durante o desenvolvimento pés-
germinativo das plantulas (Shewry e Lucas, 1997). Durante a germinacao,
acredita-se que ocorra primeiro a mobilizacdo de proteinas de reserva do eixo
hipocétilo-radicula, como descrito por Mintz et al. (2001). Embora tenham sido
observadas mudancas pontuais em alguns tempos de tratamentos, os resultados
nao apontam claramente para mudancas que justifiquem o maior crescimento dos
eixos tratados com 0S compostos.

O papel das proteinases cisteinicas ja € bastante descrito com relacdo a
mobilizacdo de reservas nos processos germinativos e poés-germinativos de
sementes de leguminosas (Yamauchi et al., 1994; Tanaka et al., 1993). Schlereth
et al. (2000) confirmaram que o inicio da mobilizacdo de proteinas do tipo
globulina, em cotilédones e eixos, durante a germinacdo de sementes de Vicia
sativa € ativado pela acdo das proteinases do tipo cisteinicas. Sendo assim, foi
investigada a atividade proteolitica em pH acido que é o pH 6timo de atividade
desse tipo de enzimas. Atividade proteolitica em pH acido foi observada em todos

os tecidos, tratados ou controle em todos os tempos de embebicdo. Para ambos
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os tratamentos observou-se aumentos e reducdes de atividade ao longo dos
tratamentos. Essas atividades também foram visualizadas por zimografia usando
SDS-PAGE contendo gelatina e embora as atividades tenham sido visualizadas
os resultados nao apresentaram diferencas entre os tratamentos.

Foram escolhidos alguns tempos e tecidos especificos para investigagcdo mais
detalhada sobre a aparente diminuicdo da concentracédo total de proteinas. As
amostras escolhidas foram de cotilédones tratados com Myo-inositol nos tempos
de 60 e 96 horas e em seguida submetidas & analise de aminoéacidos livres. O
objetivo foi verificar o destino dos aminoacidos possivelmente liberados dessas
proteinas. Os resultados mostraram a presenca de 7 aminoacidos dos 20
possiveis, sendo que muitos destes foram detectados em concentra¢cdes muito
pequenas, algumas consideradas apenas tracos. A excecao foi a GIn que foi
detectada em alta concentracéo. Os aminoacidos detectados foram Asp, GIn, Val,
Phe, Arg, Ala e Gly. Com relacdo aos tratamentos, o dado mais importante foi o
aumento da glutamina com o tratamento com Myo-inositol em ambos os tempos.
Para os demais aminoacidos embora tenha sido observado aumentos para quase
todos, os baixos niveis detectados dificultam qualquer tipo de conclusdo para
estes dados.

Os aminoacidos sdo moléculas de baixo peso molecular que podem ser
requeridas para o desenvolvimento do vegetal em vérias situagfes. O principal
uso de aminoacidos nos estagios de germinacdo e desenvolvimento poés-
germinativos estdo associados a constru¢do de novas proteinas como enzimas ou
proteinas para as novas células; ou oxidacdo para a liberacdo de esqueletos
carbOnicos que alimentardo vias produtoras de energia como o Ciclo de Krebs.
Esses aminoacidos podem ainda servir como fonte de nitrogénio organico para a
sintese de varios compostos, como nucleotideos, clorofila hormbnios e
metabdlitos secundarios (Tegeder, 2012; Taiz e Zeiger, 2013).

As proteinas de reserva sdo as principais fornecedoras de aminoacidos
durante a germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo. Os aminoacidos
resultantes ou sédo oxidados para a liberacéo de intermediarios diretos ou indiretos
do Ciclo de Krebs onde serdo usados para gerar energia ou serdo translocados
para os pontos de crescimento sendo utilizados diretamente na formacao de
novas proteinas (Popinigis, 1985). E sabido que o eixo hipocotilo-radicula da

semente possui reservas, inclusive proteinas, que suprirdo as atividades
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metabodlicas nas primeiras horas de germinagdo, sendo que a partir de um
determinado tempo de germinacdo também irdo depender das reservas dos
cotilédones, inclusive dos aminoacidos liberados. (Popinigis, 1985). Sendo assim,
h& ocasibes em que as plantas necessitam transportar os aminoacidos de um
orgdo/tecido para outro, como por exemplo, de cotilédones de sementes em
germinacao para as partes aéreas em expansao e ponta da raiz (Popinigis, 1985).

Algumas transformacdes metabodlicas sdo necessarias para o transporte de
aminoécidos para outros tecidos ou mesmo para o seu catabolismo no local de
liberacdo. Dos 20 aminoacidos proteicos, em plantas apenas o glutamato pode
ser diretamente oxidado. Isto € feito pela acdo da glutamato desidrogenase (GDH)
Sendo a qual cataliza a transaminacdo de aminoacidos que sao transformados
em glutamato. Os produtos formados pela reacdo da GDH sdo amonia e 2-
oxoglutarato, sendo esse Ultimo usado preferencialmente pelas plantas nas
reacoes de transaminacdo. A amoénia liberada nesse processo é reassimilada em
reacdo catalisada pela glutamina sintetase (GS) formando glutamina que
posteriormente sera usada para a sintese de asparagina. Lehmann e Ratajczak
(2008) revelam que a asparagina € universalmente usada pelas plantas
superiores como um componente de armazenamento de N e de transporte para
outros tecidos. O N-amida da asparagina € derivado diretamente do grupo amida
da glutamina em reacéo catalisada pela enzima asparagina sintetase (AS). Assim,
o alto contetdo de glutamina encontrado nos cotilédones pode indicar uma alta
atividade no metabolismo de aminoacidos. Nessas circunstancias um alto teor de
glutamato formado € oxidado na mitocondria liberando aménia, que retorna para o
citoplasma, via um receptor de glutamato (GR) que atua como um canal de NH",
(Lehmann e Ratajczak 2008). Essa amobnia € entdo usada para a sintese de
glutamina pela a¢do da glutamina sintetase (GS). Quando necessario a glutamina
entdo reage com aspartato originando asparagina que sera translocada para os
tecidos que necessitarem.

Outra reserva significativa nas sementes de leguminosas € constituida por
carboidratos que podem compreender entre 24% até 68% da massa da semente
(Hoover e Sosulski 1991). Para muitas sementes a energia inicial necessaria para
0S primeiros eventos da germinacdo sao fornecidas pela quebra do amido
estocado (Van der Maarel et al., 2002), desta forma a degradacéo do amido é vital

para 0 sucesso da germinagcdo. Em sementes de sorgo (Sorghum spp.) os
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contetdos de amido durante a germinacao foram reduzidos cerca de 70 % para
concentragOes inferiores a 35% (Elmaki et al., 1999) mostrando uma acentuada
mobilizacdo desse carboidrato nas primeiras horas de embebicdo. A degradacéo
de amido é uma via modulada por fatores metabdlicos e hormonais, sendo o
horménio giberelina (GA) considerado o responsavel pela inducdo da sintese de
novo das enzimas responsaveis por esse processo, principalmente a-amilase
(Perata et al., 1997). A quebra do amido envolve um grupo de enzimas como as
a-amilases, B-amilases, enzima desramificadora do amido e a-glucosidases
(Dunn, 1974). Ambas, a-glucosidase e o-amilase, sdo capazes de quebrar
granulos de amido, sendo a a-amilase considerada a principal enzima a
desempenhar essa funcdo durante a germinacéo (Perata et al., 1997; Saman et
al., 2008).

AvaliacGes quanto aos teores de acUcares redutores e atividade de amilases
foram avaliadas nas amostras de cotilédones e eixos submetidas aos
tratamentos. Os resultados obtidos mostraram que a concentracdo de acguUcares
redutores variou bastante entre os tempos, dificultando enormemente a
interpretacédo dos resultados e a conclusédo dos dados. O tratamento com Myo-
inositol promoveu reducdo nos acgUcares dos cotilédones na maioria tempos
estudados, principalmente em 84 horas. Nos eixos também observaram-se muitas
variacfes, sendo maiores nos tecidos tratados nos tempos 24 e 36 h e menores a
partir de 72 horas. Para o tratamento com D-pinitol os teores foram maiores nos
cotilédones tratados nos tempos de 12, 24, 36, 48, e 72 horas e inferior ao
controle nos tempos de 60 e 84 horas. Ja nos eixos o D-Pinitol promoveu maiores
teores de acglcares em 36, 48 e 84 horas, sendo inferior ao controle somente em
84 horas.

A atividade da a-amilase também variou bastante em funcdo dos tempos e dos
tratamentos. Em cotilédones tratados com Myo-inositol houve diminuicdo da
atividade em 12 e 60 horas e aumento em 36 horas. Nos eixos hipocotilo-
radiculas a diminuicdo ocorreu nos tempos 24, 48 e 84 horas e aumento nos
tempos 36, 60, 72 e 96 horas. Com relacédo ao D-pinitol, o principal resultado foi o
aumento da atividade em eixos de 36 horas. Os efeitos positivos dos tratamentos
de D-pinitol sobre a atividade da enzima a-amilase estdo de acordo com o0s

observados por Ribeiro (2011) que mostrou que esse tratamento aumentou a
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atividade e a expressao do gene para essa enzima em cotilédones de P. vulgaris
e V. unguiculata.

Os efeitos significativos dos tratamentos sobre as concentracdes de
triglicerideos foram avaliadas apenas em cotilédones tratados com D-pinitol, onde
foram verificados aumentos nos tempos 24, 60, 72, 84 e 96 horas e diminui¢ao
apenas em 12 horas. Devido a dificuldade de obtencao dos kits de dosagens de
triacilglicerois nao foi possivel a deteccao desses lipidios nas demais amostras.

Embora algumas diferencas pontuais nas quantidades de proteinas totais, de
carboidratos, em atividades proteoliticas, na atividade de a-amilases e
triacilglicerois tenham sido visualizadas nos tecidos germinados na presenca de
Myo-inositol e D-pinitol, a grande variagédo entre nos tecidos entre os tratamentos
e os diferentes tempos estudados dificultam a inferéncia de alguma concluséo
sobre possiveis efeitos positivos ou negativos do tratamento sobre a sintese e/ou
sobre a mobilizacdo desses compostos. A analise do conjunto permite concluir
gue ha realmente um efeito positivo dos tratamentos sobre o crescimento do eixo
hipocotilo-radicula e que esses tratamentos causam direta ou indiretamente
perturbacdes pontuais na composi¢cdo dos tecidos. Entretanto, € provavel que a
promocdo do crescimento desencadeada pelos tratamentos ndo esteja
relacionada com a aceleracdo da mobilizacdo de reservas proteicas ou glicidicas

e nem com a ativacédo de enzimas que degradam essas reservas.
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CONCLUSOES

» Apenas o tratamento com Myo-inositol promoveu aumentos significativos
no nimero de sementes germinadas, a partir de 72 horas de embebicéo.

» O crescimento do eixo hipocdtilo-radicula foi estimulado por ambos os
tratamentos, principalmente pelo D-pinitol que proporcionou aumentos de ate
60%.

» A deteccdo de aminoacidos livres nas amostras tratadas com o Myo-
inositol mostrou um marcante aumento na quantidade de glutamina.

» Algumas diferencas pontuais nas quantidades de proteinas totais, de
carboidratos, em atividades proteoliticas, na atividade de a-amilases e
triacilglicerois foram visualizadas nos tecidos germinados na presenca dos

tfratamentos.

» A alta variacdo das concentragdes nos diferentes tecidos, durante os tempos e
entre os tratamentos ndo possibilitou conclusdes definitivas sobre os efeitos de

cada tratamento sobre 0 metabolismo desses compostos.

» A andlise dos dados mostrou que embora o efeito positivo dos tratamentos
sobre o crescimento do eixo hipocétilo-radicula seja claro, essa promoc¢ao do
crescimento ndo esta relacionada com o aumento da mobilizagdo de reservas

proteicas ou glicidicas desses tecidos.
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