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Influéncia da luz na mobilizagdo de reservas durante o crescimento inicial da soja

(Glycine max (L.) Merr)

RESUMO

O sucesso dos processos iniciais do desenvolvimento vegetal ¢ influenciado por fatores
ambientais e pelas reservas que garantem a manutencdo da plantula. As principais reservas
encontradas nas sementes sdo carboidratos, proteinas e lipideos, que serdo mobilizadas
durante o desenvolvimento inicial até a plantula se tornar fotoautotréfica. A luz pode agir
tanto como sinal na fotomorfogénese, assim como influencia também como fonte de energia
para a fotossintese na plantula. O objetivo desse estudo foi investigar como diferentes
tratamentos de luminosidade influenciam na mobilizagdo de reservas proteicas e no
metabolismo de aminoacidos durante o crescimento inicial de soja. Sabendo da importancia
da soja no cendrio econdmico, assim como por ser uma espécie interessante para compreender
processos iniciais por apresentar cotilédones com grandes reservas proteicas, torna-se
relevante avaliar como as reservas das sementes sdo utilizadas para fornecer energia e
precursores para biossintese durante esse periodo inicial. As sementes de soja foram
germinadas em sala de crescimento sob luminosidade de 500 pmol m™s™” durante sete dias,
apos esse periodo, as plantulas foram submetidas a trés tratamentos: Luz Normal, Luz Baixa e
Escuro, onde permaneceram por trés dias. Foram realizadas andlises bioquimicas, incluindo
quantifica¢do de aminodcidos livres totais por ninidrina, quantifica¢do de carbono e
nitrogénio total, e quantificagdo de aminoacidos por CLAE. As propor¢des de aminoacidos
foram menores no tratamento de Luz Normal, enquanto as plantulas no Escuro apresentaram
maiores quantidades de aminodcidos livres, sugerindo haver inicio da protedlise relacionada a
falta de carbono quando as plantulas estdo submetidas ao escuro. Ao observar a proporcdo de
Nitrogénio Total nas plantulas foi possivel perceber que os valores para quase todos os 6rgaos
foram gradativamente aumentando do tratamento Luz para Luz Baixa e Escuro. Os resultados
sugerem que durante os momentos de pouca luminosidade possa estar havendo uma maior
degradacdo de proteinas e aumento da concentragdo de aminodcidos e o seu direcionamento

para prover energia para os 6rgaos em crescimento.

Palavras-chave: fotomorfogénese, escotomorfogénese, aminoacido.



Influence of light on the mobilization of reserves during initial soybean growth (Glycine
max (L.) Merr)

ABSTRACT

The success of the initial processes of plant development is influenced by environmental
factors and by the reserves that the maintenance of the seedling. The main reserves found in
the seeds are carbohydrates, proteins and lipids, which will be mobilized during the initial
development until the moment when the seedlings become photoautotrophic. Light can act
both as a signal in photomorphogenesis, as it also influences as a source of energy for
photosynthesis in the seedling. The objective of this study was to investigate how different
treatments of luminosity influence the mobilization of protein reserves and amino acid
metabolism during initial soybean growth. Knowing the importance of soybean in the
economic scenario, as well as the fact of it being an interesting species to understand initial
processes, since it presents cotyledons with large protein reserves, it is relevant to evaluate
how the seed reserves are used to provide energy and precursors for biosynthesis during this
initial period. The soybean seeds were germinated under a 500 pmol m™s™ of luminosity for
seven days, after which the seedlings were submitted to three treatments: Normal Light, Low
Light and Dark, where they remained for three days. Biochemical analyzes were performed,
including quantification of total free amino acids by ninhydrin, quantification of carbon and
total nitrogen, and quantification of amino acids by HPLC. The amino acid ratios were lower
in the Normal Light treatment, while the seedlings in the Dark presented higher amounts of
free amino acids, suggesting that the onset of proteolysis is related to the lack of carbon from
when the seedlings were submitted to dark. Observing the proportion of Total Nitrogen in the
seedlings, it was possible to perceive that the values for almost all organs were gradually
increasing from the treatment Light to Low Light and Dark. The results suggest that during
low light moments there may be an increasing protein degradation and an increasing amino

acid concentration and its targeting to provide energy to growing organs.

Key words: photomorphogenesis, skotomorphogenesis, amino acid.
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1. INTRODUCAO

A germinacdo e o desenvolvimento das plantulas sdo processos importantes no ciclo de
vida vegetal. O sucesso do crescimento inicial ¢ influenciado por fatores ambientais e pelas
reservas que garantem a manutencdo da plantula, sendo essa fase heterotrofica critica para o
desenvolvimento e um momento em que hd uma maior vulnerabilidade aos estresses do
ambiente (Castro et al., 2004). Ao longo do desenvolvimento da plantula ha formacdo do
sistema radicular e a capacidade de se manter realizando fotossintese (Melo et al., 2004;
Castro et al., 2004). Durante o periodo inicial e crescimento, as estruturas da semente e do
embrido proporcionam a nutri¢do necessaria para o crescimento das plantulas (Kolchinski et
al., 2006). As principais reservas encontradas nas sementes sdo carboidratos, proteinas e
lipideos, que serdo mobilizadas durante o desenvolvimento inicial até a plantula se tornar
autotréfica (Buckeridge et al., 2004, Henning et al., 2010).

Diversos fatores afetam a germinagdo e crescimento inicial, dentre eles a temperatura, luz,
hormonios e disponibilidade de dgua (Borghetti, 2004; Han et al, 2013; Bewley & Black, 1994).
A luz esté entre os principais fatores que influenciam o desenvolvimento vegetal (Chory et al.,
1996). Tanto a quantidade como a qualidade de luz que chega para as plantas pode influenciar
no seu desenvolvimento (Melo et al, 2004). A presenca de luz resulta na fotomorfogénese onde
haverd uma conducdo da morfologia da plantula a realizar fotossintese, enquanto o
desenvolvimento no escuro resulta na escotomorfogénese, induzindo a planta a estiolar,
tentando alcangar condigdes para se manter de forma autotréfica (Arnim & Deng, 1996).
Plantulas em ambientes sombreados também podem apresentar caracteristicas que demonstrem
uma menor taxa fotossintética e consequentemente menor desenvolvimento (Su et al., 2014). A
luz além de agir como sinal durante o desenvolvimento vegetal, ¢ a fonte de energia para a
fotossintese na plantula (Brown & Hurber, 1987). A capacidade de realizar fotossintese pode
afetar tanto na protedlise de proteinas presentes nas plantas, assim como na mobilizagdo de
reservas (Brouquisse et al., 1998).

A soja (Glycine Max (L.) Merr) ¢ uma leguminosa que teve origem no Oriente, e as suas
sementes possuem grandes quantidade de proteinas, minerais e vitaminas, tendo grande
importancia para a alimentacdo humana na produgdo de farelos e dleos, assim como para
alimenta¢do animal. Pode também ser utilizada na producao de combustivel, como o biodiesel
(Hymowitz, 1970; Yin et al., 2014). As sementes de soja ao germinar apresentam cotilédones
que em presenca de luz se tornam verdes e, além de serem utilizados como fonte de nitrogénio e

carbono através da degradacdo de reservas previamente estocadas, possuem também capacidade
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fotossintética (Marek, 1992). Dentre as reservas presentes nas suas sementes, grande parte da
sua composicdo compreende de proteinas (Agrawal et al, 2008). Durante a germinagdo e
crescimento inicial as proteinas de reserva sdo degradadas e fornecem aminoécidos para a
manutengdo e crescimento da plantula (Qi et al., 1992). Essa composi¢do quimica coloca a soja
como uma importante espécie leguminosa para ser utilizada como modelos de estudos durante a
germinagao e crescimento inicial.

Sabendo da relevancia da soja como importante fonte de alimento, além das
caracteristicas que a tornam interessante para estudos durante a germinac¢do e desenvolvimento
inicial, busca-se compreender como diferentes niveis de luminosidade podem afetar a
degradacdo de proteinas dos cotilédones da soja e qual o direcionamento dos aminoacidos
liberados para a biossintese ou para catabolismo durante esses processos. Podendo dessa forma
fornecer auxilio ao conhecimento sobre o desenvolvimento inicial e contribuir tanto em estudos

que envolvam o metabolismo de plantulas, assim como em ambitos agrondmicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Germinacao e Crescimento Inicial

O desenvolvimento inicial ¢ um momento crucial na historia de vida das plantas, pois
representa a fase de maior vulnerabilidade no desenvolvimento vegetal em que as culturas
estdo se estabelecendo, possibilitando o surgimento de novos individuos e a perpetuagdo das
espécies (Bewley & Black, 1994). O processo de germinacdo se inicia com a absor¢ao de
agua pela semente (Castro et al., 2004) e finaliza com a elongacdo da radicula, e geralmente
pode ser dividido em trés fases com base no processo de absor¢ao de 4gua, sendo a fase I uma
fase de rapida absor¢do de dgua, na fase II ocorre a ativacdo do metabolismo e a fase III ¢ um
estdgio em que a radicula comeca a crescer. Logo, quando ha o surgimento da radicula ou
aumento em sua massa fresca, considera-se completa a germinagdo (Labouriau, 1983; Bewley
& Black, 1994).

Uma vez concluido o processo de germinacdo, haverd o desenvolvimento de plantulas,
que serd amplamente determinado pela resposta ao ambiente e pelas reservas que irdo
sustenta-las nesse estdgio inicial, antes de se tornarem fotoautotroficas (Kolchinski et al.,
2006). Das diversas defini¢des de ‘plantula’ encontradas na literatura, a que tem maior
relevancia para a mobilizacdo de reservas e ird ser utilizada ao longo do trabalho serd: “Uma
plantula ¢ um individuo vegetal desenvolvido a partir de uma semente, um individuo sera
plantula enquanto depender da reserva de sua semente e enquanto uma porg¢ao significativa da
sua biomassa for oriunda das reservas da sua semente” (Melo et al., 2004). O crescimento
inicial pds-germinativo pode ocorrer em duas maneiras, epigea, onde ha um crescimento do
hipocétilo que leva os cotilédones a ficarem acima do solo, e o tipo hipoégea onde os
cotilédones permanecem no solo e ha uma elongac¢ao do epicotilo que leva as folhas para fora
do solo (Bewley & Black, 1994).

Diversos fatores externos e internos influenciam o processo fisioloégico do crescimento
inicial, tais como luz, fitormonios, temperatura, disponibilidade de agua e o vigor das
sementes. Os sinais de luz sdo percebidos principalmente por fotorreceptores, tais como
fitocromos, criptocromos e fototropinas, que regulam o crescimento e o desenvolvimento da
planta e sdo responsaveis pelas respostas morfogénicas induzidas pela luz, que se da através
do comprimento de onda do espectro em que a planta estd exposta (Casal et al., 1998; Arnim

& Deng, 1996; Casal & Yanovsky, 2005). Fitormonios como 4acido abscisico (ABA) e acido
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giberélico (GA) podem desempenhar papéis regulatorios durante a germinagdo e a
mobilizagdo de reservas. O ABA ajuda a manter a dorméncia da semente e inibe a degradacao
de reservas, enquanto o GA a promove (Pawlowski, 2007). A faixa de temperatura 6tima para
germinagdo e crescimento varia para cada espécie, sendo que a temperatura 6tima pode
garantir o sucesso no desenvolvimento inicial e temperaturas acima ou abaixo podem
acarretar a diminui¢do ou perda total da germinagdo e emergéncia das plantulas. Geralmente a
faixa de 20-30 °C mostra-se adequada para o desenvolvimento de muitas espécies tropicais e
subtropicais (Aguiar et al., 1993). O efeito do vigor da semente também pode influenciar no
seu sucesso germinativo e desenvolvimento inicial, sementes que possuem maior vigor
apresentam maior velocidade em processos metabolicos proporcionando emissdo mais rapida
da raiz, maior taxa de crescimento e maior comprimento das plantulas (Vanzolini & Carvalho,

2002).

2.2 Reservas e a sua Mobilizacao

As sementes contem reservas que tém como fungdo permitir a manutencao e crescimento
do embrido (Buckeridge et al., 2004; Agrawal et al., 2008). Esses componentes de reserva sao
sintetizados durante a fase de desenvolvimento da semente, denominado maturagdao. As
principais reservas encontradas nas sementes das plantas sdo carboidratos, lipideos e
proteinas, e sdo utilizadas como fontes de Carbono, Nitrogénio e Enxofre para formacgao de
componentes estruturais e geragcdo de energia (Ziegler, 1995; Henning et al., 2010).

Os teores de composicao das reservas nas sementes podem variar entre as espécies (tabela
1) (Magalhaes et al., 2010; Corte et al., 2006). Por exemplo, o Arroz, possui cerca de 85% de
amido do total de massa seca, enquanto muitas sementes oleaginosas contém 50 a 70% em
6leo, assim como a semente de Canola (Brassica napus) que contém cerca de 40% de 6leo
(Ruuska et al., 2002). Ja culturas leguminosas, tais como a Soja (Glycine max), podem

apresentar 40% do seu peso seco como proteina (Agrawal et al., 2008).
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Tabela 1. Exemplos dos principais tipos de reservas encontrados em diferentes cultivares.

Principal tipo de

Cultivar Familia reserva
Arroz Poaceae Amido
Sorgo Poaceae Amido
Milho Poaceae Amido

Cevada Poaceae Amido
Aveia Poaceae Amido
Trigo Poaceae Amido
Feijao Fabaceae Amido

Soja Fabaceae Proteina
Ervilha Fabaceae Proteina
Amendoim  Fabaceae Lipideo

Canola  Brassicaceae Lipideo

Girassol ~ Asteraceae Lipideo

Gergelim  Pedaliaceae PRPC
Café Rubiaceae PRPC

*PRPC: Polissacarideos de reserva de parede celular.

A mobilizacdo das reservas ¢ um dos eventos mais importantes na germinagdo e
crescimento inicial de plantulas, pois fornece recursos e energia para 0S Processos
biossintéticos e manuten¢do celular, e serd crucial para a eficiéncia da germinacdo e o
estabelecimento das plantulas (Han et al., 2013). A germinagdo e a pos-germinagdo das
sementes ¢ caracterizada pela mobilizagdo das reservas dos tecidos de armazenamento e a
transferéncia dos produtos solubilizados para o eixo do embrido em crescimento (Beevers,
1968). Diferentes reservas sao mobilizadas através de diferentes vias metabolicas durante a
germinagdo e o crescimento inicial. A mesma reserva pode ser também sujeita a diferentes
vias de degradacdo em cada espécie e a mobilizagdo das reservas ndo progride na mesma taxa
em todas as regides do cotilédone da semente (Han et al., 2013).

Um importante evento metabodlico na germinagdo e crescimento inicial ¢ a hidrolise de
proteinas de reserva da semente (Qi et al., 1992). As proteinas de reserva sdo acumuladas em
vacuolos de armazenamento, onde se dobram de forma compacta e apresentam regides
vulneraveis a protedlise. Algumas das familias de proteinas de armazenamento possuem
caracteristicas estruturais principais em comum, como o grupo das Globulinas 11S e 7S, no
qual apresentam unidades monoméricas que sdo dobrados e compactados de forma

estruturalmente equivalente e montados, respectivamente, com hexdmeros e trimeros. As
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Albuminas 2S apresentam um arranjo de quatro a cinco alfa-hélices em uma hélice direita. E
ainda um outro grupo de proteinas de reserva conhecidas como Prolaminas apresentam a
dobragem em moléculas compactas em forma de haste, no qual os residuos formam rotagdes
B-reservas organizadas numa estrutura em espiral (Tan-Wilson & Wilson, 2012).

He et al. (2007) observaram em seus estudos a protedlise controlada das extensdes N-
terminal das proteinas de armazenamento 7S B-conglicininas em um periodo inicial no
crescimento das plantulas durante os primeiros dias de desenvolvimento, constatando que
além de serem utilizados para a sintese de proteinas no crescimento, os aminoacidos podem
ser convertidos em intermediarios do Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos (TCA) para
proporcionar energia ou suporte na mobilizagdo de reservas por lipolise, B-oxidagado e ciclo de

glioxilato, processos que também sdo observados durante o crescimento inicial das plantulas.

2.3 Influéncia da Luz na Germinacio e Crescimento Inicial

Fatores fisicos e biologicos podem influenciar no desenvolvimento de plantulas, entre eles
a disponibilidade de luz, temperatura, ataque de patdgenos, estresse hidrico etc., e entender a
maneira como as espécies respondem a esses fatores auxilia na compreensdo de como as
plantulas vao interagir com o ambiente (Melo et al., 2004). Dos varios fatores ambientais que
podem afetar o desenvolvimento vegetal, a luz esta entre os principais, e desempenha papel
importante na deteccdo sazonal, como um possivel sinal para alterar padrdes de
desenvolvimento (Chory et al., 1996), na quebra da dorméncia das sementes (Neto et al.,
2003; Abreu & Garcia, 2005; Chunchui et al., 2014), na fotossintese (Harris et al., 1986),
assim como também pode intervir na protedlise de componentes presentes nas plantas (Sudia
& Green, 1967).

A luz, como sinal, tem varios efeitos sobre o desenvolvimento vegetal que ¢ grandemente
ilustrado pelo desenvolvimento de plantulas. A fotomorfogénese, que ¢ o desenvolvimento
induzido pela presenca de luz, conduz a uma morfologia da plantula que ¢ otimizada para
realizar fotossintese, assim como a direcdo da luz incidente direciona parte aérea e raizes a
responderem fototropicamente. A cinética dos efeitos mediados pela luz permite respostas
como a reducdo do alongamento do hipocétilo e indugdo da expansdo celular nos cotilédones
e folhas. Os padrdes de desenvolvimento das plantulas sob luz sdo distintos daqueles no
escuro, com relacdo a expressao génica, diferenciagdo celular e morfologia do 6rgdo. Sendo a

intensidade da luz e o comprimento de onda fatores importantes na determinagdo da
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velocidade de crescimento celular, da acumulagdo de pigmentos e da diferenciagdo dos
plastidios (Arnim & Deng, 1996). O uso de Arabidopsis thaliana como organismo vegetal
modelo levou a maior compreensdo do controle da luz no desenvolvimento das plantulas,
mostrando que sob condi¢des de luz, a plantula emerge da semente, constituindo um
hipocotilo, cotilédones e uma raiz principal. Apds um aumento de volume, o hipocotilo
comeca a se endireitar e os cotilédones se abrem e expandem-se por divisdo e expansao
celular, acompanhados pelo aciimulo de clorofila, se tornando verdes. Isso ¢ atribuido pelas
respostas moleculares do fitocromo, que constitui uma das importantes areas de investigacao
no campo da fotomorfogénese. O fitocromo ¢ um pigmento proteico considerado fundamental
na recep¢do do sinal luminoso, e faz parte de uma familia pequena de fotorreceptotes, cujas
proteinas sdo codificadas por genes diferentes (Casal et al, 1998; Casal & Sanchez, 1998;
Grande & Takaki, 2006). Entre suas varias formas, existem duas principais que se pode
encontrar o fitocromo, a forma inativa (Fv) que absorve luz vermelha em um pico maximo de
660 nm e se converte para a forma ativa (Fve), que tem absor¢do maxima de 730 nm. A forma
Fve absorve luz vermelho-extremo e se transforma novamente na forma inativa. A passagem
de Fv para Fve, e vice-versa, acontece rapidamente em tratamento luminoso. Essa reacdo
também pode acontecer no escuro, porém em processo mais devagar (Casal & Sanchez, 1998;
Zaidan & Barbedo, 2004). Esses pigmentos traduzem sinais luminosos em sinais bioquimicos
e subsequentemente através de mudangas moleculares e fisiologicas modulam o crescimento e
o desenvolvimento das plantulas (Arnim & Deng, 1996; Casal et al, 1998).

Os processos de desenvolvimento sdo regulados tanto pela qualidade da luz (por exemplo,
comprimento de onda) e quantidade (fluéncia), como pelo fotoperiodo, representado pela
duracdo do periodo de luz no controle das respostas sazonais, no qual por meio dos
fotorreceptores a planta coordena aspectos do seu desenvolvimento (Yanovsky, 2001). Os
ritmos circadianos sdo o subconjunto de ritmos bioldgicos e definem um tempo para
completar um ciclo. Nas plantas, os ritmos circadianos controlam eventos fisioldgicos e
bioquimicos, sendo a luz um fator importante para diversos processos, como a abertura
estomatica, expressdo génica e mobilizagdo de reservas em plantulas (Brown & Huber, 1987;
Casal & Yanovsky, 2005; Dodd et al, 2005; McClung, 2006). Sendo assim, eventos
biologicos controlados pela luz, tais como ciclos dia-noite, sdo sincronizados pelo relogio
bioldgico.

A luz ¢ a fonte de energia utilizada para assimilacdo fotossintética de CO, e fonte de
energia direta ou indireta para outros processos. As plantas armazenam metabdlitos durante o

dia, e durante a noite elas sdo dependentes desse armazenamento para o seu metabolismo. O
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amido ¢ exemplo de um metabdlito essencial para o crescimento, sendo possivel observar que
distirbios na sua utiliza¢do afetam o metabolismo e crescimento da planta. O uso prematuro
do amido pode levar a uma falta de carbono durante a noite, afetando sua mobilizacdo, e a
redu¢do da utilizagdo de carbono que poderia ser investida em crescimento de folha e raizes
(Stitt & Zeeman, 2012).

O desenvolvimento no escuro, conhecido como escotomorfogénese, causa o efeito de
estiolacdo, onde maximiza a elongacdo celular com pouco desenvolvimento de folhas, a
medida que a plantula tenta alcancar condi¢des de luz suficientes para o crescimento
fotoautotréfico (Arnim & Deng, 1996; Josse & Halliday, 2008). Plantas em ambientes
sombreados também podem apresentar estiolamento que ¢ representado por interné mais
alongado, diminuicao da area foliar e folhas de cor verde-clara (Melo et al., 2004).

A luz pode afetar tanto no desenvolvimento e diferenciagdo de plantulas, ou seja,
fotomorfogénese, como pode-se ter o efeito da luz também como fonte de energia, no caso da
fotossintese. Ha estudos quem mostram o efeito causado pela luz durante ciclos de luz e
escuro na protedlise dos componentes de reservas de plantas que estdo em privagdo de
carbono. Onde submeteram plantas jovens de milho a ciclos de luz, escuro e escuro
prolongado para avaliar a ocorréncia dos efeitos da limitagdo de acucar em diferentes partes
da planta. Observando que ndo houve proteodlise significativa induzida durante os ciclos
normais de luz e escuro, no entanto as alteracdes no metabolismo e crescimento foram
percebidas logo apods o inicio do periodo de escuro e provavelmente uma protedlise
relacionada a privagdo de carbono aparega durante os periodos de escuro prolongado
(Brouquisse et al., 1998).

Tanto a quantidade como a qualidade da luz que chega para as plantas pode ser alterada
antes de atingi-las, dependendo de onde estdo localizadas, pois os comprimentos de onda,
principalmente na regido do vermelho e do azul do espectro, podem ser absorvidos, por
exemplo, por folhas mais altas e consequentemente a luz que chega até o solo estara mais
filtrada e apresentard menor irradidncia e mudangas nos comprimentos de onda (Melo et al.,
2004). O sombreamento ¢ um fator que também pode afetar no desenvolvimento inicial das
espécies, Su et al., (2014) avaliaram o efeito do sombreamento causado por um sistema de
consoércio entre culturas, que significa maximizar o espago intercalando o cultivo de duas ou
mais espécies. Intercalando a colheita de milho com a de soja, observando que as plantas de
milho causavam sombreamento nas plantas de soja e isso era um fator limitante para o
crescimento da soja se comparado com espécies em monocultura. Os resultados mostraram

que as plantulas de soja sob efeito do sombreamento apresentaram taxas relativamente mais
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baixas de fotossintese liquida, transpiragdo e condutdncia estomatica devido a baixa
luminosidade disponivel.

Sendo assim, sabendo que durante o periodo de crescimento inicial, a plantula ¢
nutricionalmente dependente dos produtos de reserva presente nos cotilédones, e sabendo que
a luz pode afetar esses processos, torna-se relevante avaliar como a degradagdo e mobilizagao
de reservas ¢ influenciada pela luz e qual a contribui¢do disso para o metabolismo das

plantulas.

2.4 Soja (Glycine Max (L.) Merr)

A soja (Glycine max (L.) Merr) ¢ uma espécie leguminosa oriunda da China (Hymowitz,
1970). Atualmente o cultivo dessa espécie estd concentrado principalmente nos Estados
Unidos, Brasil e Argentina, que respondem por cerca de 70% a 80% da produg¢do mundial
(Masuda & Goldsmith, 2009; FAO 2013). Indonésia, Japao e Coreia também sdo produtores
de soja (Yin et al., 2014).

O Brasil ¢ um dos grandes produtores mundiais dessa espécie, ocupando uma area de
33,89 milhdes de hectares na safra de 2016/2017, o que totalizou uma produgdo de 113,92
milhdes de toneladas (Artuzo et al., 2018). A soja foi introduzida no Brasil em 1882, no
entanto nos anos 1960-1970 a sua producado se intensificou (Black, 2000). De acordo com a
Embrapa (2014) a producdo da soja estd entre as atividades econdmicas que apresentaram
crescimentos mais expressivos nas ultimas décadas. As sementes possuem grandes
quantidades de proteinas, minerais e vitaminas (Yin et al., 2014), e junto com outras espécies,
ela faz parte das plantas importantes para a alimentacdo humana, na producdo de farelos e
6leos, assim como na alimenta¢do animal (Hymowitz, 1970).

A temperatura ¢ importante para estabelecer o sucesso do processo de desenvolvimento
desta espécie. Para as sementes de soja a temperatura em que melhor se desenvolvem ¢ entre
20°C a 30°C, e o seu crescimento ¢ pequeno ou inexistente em temperaturas menores que
10°C, sendo que acima de 40°C também apresenta efeitos adversos. A disponibilidade de
agua no desenvolvimento da soja também ¢ importante, especialmente em dois periodos, na
germinagdo-emergéncia, ¢ na floragdo-enchimento dos graos. Para garantir uma boa
germinagdo, a semente de soja precisa absorver pelo menos 50% do seu peso em agua (Tyagi

& Tripathi, 1983).
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As sementes de soja possuem cotilédones que emergem e se tornam verdes durante a sua
germinagdo e crescimento inicial. Os cotilédones desenvolvem caracteristicas semelhantes a
folhas, incluindo a capacidade fotossintética e funcionam tanto como 6rgdos fotossintéticos
como na mobilizagdo de reservas (Marek, 1992). Ainda que a contribui¢do fotossintética dos
cotilédones ndo seja muito grande, ¢ possivel observar ser suficiente para compensar perdas
por respiragdo, antes da expansdo das folhas primarias (Harris et al., 1986). Thomas & Costa
(1993) observaram que o efeito da remog¢do dos cotilédones para a plantula resulta na
diminuicdo da quantidade de tecidos fotossintetizantes e de reserva, sendo assim ¢ observado
que h4 uma grande importancia de ao menos um dos cotilédones permanecer por cerca de dez
dias para garantir alto rendimento da plantula.

E de grande importancia a composi¢do quimica das reservas de soja para compreender o
seu processo de germinagdo e crescimento inicial, tendo em consideragdo a quantidade
elevada (aproximadamente 40%) de proteinas totais encontrada nessa espécie (Agrawal et al.,
2008), a soja ¢ colocada como uma espécie leguminosa modelo. Existem duas principais
proteinas de reserva em sementes de soja, glicinina e B-conglicinina, que juntas compdem
cerca de 70% das reservas de proteina da semente e ambos os tipos estdo presentes nos
vacuolos de armazenamento de proteinas (Diaz, 1993; Qi et al., 1992; Kim et al., 2011).

A proteina 11S, conhecida como glicinina ¢ constituida de seis subunidades ndo idénticas,
cada subunidade consiste de um componente polipeptidico acido ligado a um componente
basico por uma unica ligacao dissulfeto (Nielsen, 1985). A B-conglicinina, identificada como
7S, € uma glicoproteina composta por trés subunidades (o, o' e P) associadas nado
covalentemente (Thanh & Shibasaki, 1978). As cadeias 4cidas de glicinina e as subunidades
o’ e a de B-conglicinina sdo mobilizadas primeiro no crescimento de plantulas. As extensdes
N-terminal das subunidades o’ e o da B-conglicinina sio ricas em Acido Glutimico (Glu),
Glutamina (Gln), Acido Aspartico (Asp) e Asparagina (Asn). Nos cotilédones das plantulas, a
protedlise das proteinas de armazenamento ¢ iniciada por enzimas proteoliticas. A protease
Cl1, uma serina protease que funciona em um pH &cido, ¢ a responsavel pela degradacao
inicial das subunidades proteicas (Qi et al., 1992). A degradagdo das reservas proteicas de -
conglicinina em sementes de soja durante a germinagao e o crescimento inicial comeca com a
proteolise das subunidades o' e a por essa enzima proteolitica (Tan-Wilson et al., 1996). Essa
protease foi localizada nos vacuolos de armazenamento de proteinas de células do parénquima
nos cotilédones por microscopia imunoelectronica (Tan-Wilson et al., 1996; He et al., 2007).
De acordo com Diaz et al., (1993), a mobilizagdo de proteinas de reserva em soja ocorre

primeiramente em células adjacentes aos feixes vasculares e na epiderme.
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3 JUSTIFICATIVA

Os processos de germinagdo e crescimento inicial de plantulas sdo considerados
momentos criticos no desenvolvimento e um periodo de alta sensibilidade das espécies.
Levando em consideracdo a importancia da soja no cenario econdmico, assim como por ser
uma espécie interessante para compreender processos iniciais por apresentar cotilédones
fotossintéticos com grandes reservas proteicas, torna-se relevante avaliar como as reservas das
sementes sdo utilizadas para fornecer energia e precursores para biossintese durante esse
periodo inicial. Sabendo que condi¢des ambientais, como a luz, podem influenciar a
germinagdo e crescimento das plantulas torna-se necessario estudos que mostrem como o0s
diferentes niveis de luminosidade podem afetar a degradacao das proteinas dos cotilédones e o
que acontece com os aminoacidos resultantes dessa degradagdo e qual a contribui¢do disso
para o metabolismo da plantula. Sendo assim, esse estudo visa fornecer subsidios para
ampliar a gama de conhecimento em ambitos agrondmicos e elucidar de forma mais ampla o
metabolismo dos processos iniciais de desenvolvimento da soja, podendo também contribuir
em estudos ecofisiologicos e biotecnologicos, por meio da aplicagdo na melhoria da qualidade
da espécie, assim como na compreensao de aspectos fisiologicos e bioquimicos dos processos

de mobilizagdo das reservas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar como diferentes condi¢cdes luminosas influenciam na mobilizacdo de reservas
proteicas € no metabolismo de aminodcidos durante o crescimento inicial de soja (Glycine

max).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar como a luz influencia na mobiliza¢do de reservas, analisando o estimulo da
luz em relagdo a quebra de proteinas e investimento de aminoacidos em crescimento;

* Analisar quais aminoacidos sdo liberados durante a protedlise nos tratamentos de
luminosidade;

* Avaliar se as plantulas apresentam maior direcionamento de aminoacidos em

condi¢des de escuro e baixa luminosidade.
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5 HIPOTESES

* Na presenga de luz as reservas proteicas estocadas nos cotilédones sdo utilizadas
exclusivamente para a producdo de biomassa nova, ndo sendo ativado o catabolismo
de aminoacidos;

* Em condi¢des de escuro e baixa luminosidade, os aminoécidos de cadeia ramificada
sdo catabolizados e utilizados como fonte de Carbono e Nitrogénio;

* No escuro a taxa de degradacdo de proteinas ¢ acelerada para fornecer energia a partir

do catabolismo de aminoacidos.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1. Material Vegetal

As sementes de soja utilizadas neste estudo sdo da variedade BR/MG46 [Conquista].
Das quais foram cedidas para o estudo pela Empresa Schancap Sementes. As sementes foram
armazenadas em frascos vedados e mantidos em camara fria (Temperatura + 4 °C) até o inicio

dos experimentos.

6.2. Crescimento Vegetal e Tratamentos

As sementes passaram por trés lavagens em agua destilada e foram dispostas em potes
de pléstico de 500 mL, o fundo do pote foi coberto por algodao hidréfilo umedecido com 25
mL de dgua destilada e recoberto com papel filtro. As sementes foram dispostas no papel
filtro/algodao e recobertas com 200 g de areia. A areia foi previamente lavada e esterilizada
em estufa a 120°C.

Os potes contendo as sementes foram mantidos em sala de crescimento a 24°C e
luminosidade de 500 pmol m™s™ utilizando lampadas de LED. Todas as sementes germinaram
sob a mesma condi¢do de luz e temperatura, durante sete dias. Apods esse periodo, as plantulas
foram submetidas aos tratamentos. Os potes foram dispostos em trés tratamentos, sendo estes:
Luz Normal, Luz Baixa e Escuro. Para o tratamento em Luz Normal, as plantulas
permaneceram em luminosidade de 500 umol m™s™ e fotoperiodo de 12h. Para o tratamento
em Luz Baixa as plantulas tiveram a luminosidade reduzida para 50 pmol m™s™ utilizando-se
telas de sombrite preto 50%, e fotoperiodo de 12h. Para o tratamento no Escuro as plantulas
foram mantidas em caixas fechadas com auséncia de luz. As plantulas permaneceram trés dias
nos tratamentos antes de iniciar a coleta do material.

Foram utilizados 12 potes para cada tratamento, sendo trés tempos de coleta com
quatro potes em cada coleta. Em cada pote foi distribuido dez sementes, num total de 360

sementes (Figura 1).



Luz Normal

Cl C2 C3

Luz Baixa

C2 C3
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Escuro

1

12 potes

120 sementes

6.3. Coleta e Armazenamento do Material Vegetal

Cl C2 C3

Y
12 potes

120 sementes

Figura 1. Delineamento Experimental dos tratamentos. Os circulos representam os potes € 0s nimero nos
circulos representam a quantidade de sementes de soja em cada pote. C1: Coleta 1, C2: Coleta 2, C3: Coleta 3.

Apds os trés dias em que as plantulas permaneceram submetidas aos tratamentos,

e o primeiro par de folhas em expansao (Figura 2).

foram realizadas trés coletas aleatorizadas. As coletas se iniciaram no estagio de

desenvolvimento VC e V1, momento em que as plantulas estavam com os cotilédones abertos
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Figura 2. Estagio de desenvolvimento das plantulas de soja ao se iniciar as coletas do experimento com o0s

cotilédones abertos e primeiro par de folhas em expanséo.

A primeira coleta foi realizada logo antes do inicio do dia as 6h00. A segunda coleta
foi feita 12 horas apds a primeira coleta, no final do dia as 18h00. E a terceira coleta foi

realizada apds mais 12 horas de escuro, no inicio do outro dia as 6h00 (Figura 3).
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Escuro 39135 (Ouatro potes) — DB, (Quatro potes) —%—  (Quatro potes)

Figura 3. Horarios das coletas das plantulas de soja em cada um dos tratamentos.

Foram coletados os cotilédones, epicétilos, folhas, hipocotilos e raizes das plantulas

germinadas em cada um dos tratamentos (Figura 4), e pesado em seguida para obtengdo da

sua massa fresca. Logo apos, foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C até

a liofilizagcdo do material vegetal. Apos 48h de liofilizacdo, o material foi novamente pesado

para obtencao da sua massa seca e entdo foi macerado e armazenado em tubos plésticos tipo

eppendorfs® de 2 mL a -20°C.



Figura 4. Partes da plantula de soja coletadas no experimento.
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6.4. ANALISES BIOQUIMICAS

6.4.1. Extraciao de Aminoacidos Livres

A extracdo foi realizada a partir de 10 mg de cada amostra, que foram transferidas para
um microtubo de 2 mL com 500 pL de etanol 80% (v/v) e colocadas em banho-maria a
80°C/20 min. Em seguida, os microtubos foram submetidos a centrifugacdo a 10.000g/10 min.
O sobrenadante foi coletado e transferido para outro microtubo e, o material insoluvel,
submetido a mais trés ciclos de extragdo: ressuspendido, homogeneizado em vortex e
colocado a 80°C/20 min no banho-maria. Apo6s cada ciclo, foi submetido a centrifugagdo a
10.000g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram coletados no mesmo pool e, o material
insoluvel, foi seco em speed vac por 5 minutos a 40°C. Ambos foram armazenados a -20°C

até o momento das analises (Praxedes et al., 20006).

6.4.2. Quantificacio de Aminoacidos por Ninidrina

Foi adicionado 50pL do extrato etandlico em pogos de uma microplaca acrescidos de
50uL de tampao citrato (pH 5.2) com 0.2% de &cido ascorbico e 100puL de solugdo de
ninidrina 1% (p/v) preparado em etanol 70% (v/v). A microplaca contendo a reacdo foi
aquecida a 80°C/30 min, resfriada a temperatura ambiente por 5 min e, em seguida, lida a
absorbancia em espectrofotometro a 570 nm. Foi assumida que a intensidade da cor purpura
obtida ao final do procedimento ¢ proporcional a concentracdo de aminoacidos presente na
amostra. Para essa analise foi construida uma curva de calibragdo com uma solucdo de
Leucina (SIGMA®™) — padréo de absorbancia (Moore & Stein, 1954) nas concentragdes de 0.1;
0.2; 0.4; 0.6; 0.8 e 1.0 mmol, acrescido de um ponto branco — nulo em concentragdo (Yemm

& Cocking, 1955).

6.4.3. Quantificacio de Nitrogénio e Carbono Total

A quantificagdo de nitrogénio e carbono total foi feita através do processo de
combustdo da biomassa em analisador de carbono, nitrogénio e enxofre (CN-628S, Leco, St.
Joseph - Mi, EUA). Foram utilizados 100 mg de biomassa seca para cotilédones e raizes e 20
mg para epicdtilos, folhas e hipocotilo. As amostras foram previamente secas em estufa a 60

°C por pelo menos 12h. Apos a secagem, foram pesadas e vedadas para a retirada de ar.
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A combustdo foi feita em excesso de oxigénio (H20 < 3 ppm, CnHm < 5 ppm) a 950
°C. O gés hélio (He) (H,O < 3 ppm, O, < 2 ppm) foi utilizado como gés cromatografico
carreador a pressdo de 669 mm.Hg. A curva padrdo foi realizada utilizando padrdes

certificados previamente secos em estufa a 80 °C por duas horas.

6.4.4. Quantificacio de Aminoacidos por CLAE

Aminodcidos soluveis foram extraidos utilizando etanol aquecido conforme descrito no topico
6.4.1. Os aminoacidos foram quantificados utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) de troca ionica Dionex ICS3000 equipado com uma coluna analitica
AminoPac PA10 de didmetro interno de 4,6mm, comprimento de 250mm e um detector
eletroquimico. Foi utilizado 500 pL do extrato etanolico para secagem em speed vac. Logo
apos foram solubilizadas em 500 pL de acido cloridrico (0,1M). As amostras foram diluidas
45x utilizando 4cido cloridrico (HCI) a 0,1M. As amostras foram injetadas num loop de 10
pL. Os aminoacidos foram eluidos da coluna utilizando um gradiente de hidroxido de sodio e
acetato de sodio (Dionex Corporation, 2004) e quantificados utilizando curvas padrdo. Teve-
se como fase movel a solucdo de hidroxido de sddio (NaOH) 200 mM preparada com agua
ultrapura. O acetato de sddio foi preparado a 1M, a corrida foi realizada a 27 °C com o tempo
de corrida de 75 minutos. A separa¢do cromatografica utilizou como fases moveis as misturas
A: hidréxido de sédio, B: acetato de sodio, C: dgua. Usando os pardmetros de gradiente da
corrida: 84% de A e 16% de B (Tabela 2). Para registar os dados obtidos pelos detectores na
cromatografia foi utilizado o computador integrado ao sistema de detec¢do. O software
utilizado foi o Chromeleon Chromatography Data System. O integrador do software fornece o
tempo de retengdo de cada pico, a area de cada um e a area total de todos eles (Skoog et al.,
2002). A identificacdo dos componentes da amostra foi realizada através da comparag¢ao dos
cromatogramas obtidos com padrdes eluidos nas mesmas condigdes da amostra, e, os
componentes sendo identificados pelos seus tempos de retencdo. Os padrdes foram obtidos
comercialmente ¢ foram analisados em diferentes concentracdes, formando assim uma curva
de calibracdo, no qual corresponde a um grafico da concentragdo do componente pela area do
pico obtido. Através desta analise foram quantificados os componentes da amostra através das
areas dos picos (Skoog et al., 2002). A identificagdo dos picos correspondentes aos diferentes
aminoacidos individualmente foi feita por meio de padrdes de Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metionina, Fenilalanina, Treonina, Triptofano, Valina, Arginina, Histidina, Alanina,

Asparagina, Aspartato, Cisteina, Glutamato, Glutamina, Glicina, Prolina, Serina e Tirosina
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solubilizados em 4cido cloridrico 0,1M, nas seguintes concentragdes: 80, 40, 20, 10, 5 e 2.5

uM.

Tabela 2. Gradiente do método cromatografico utilizado nas analises de CLAE.

Tempo de

Retenc¢ao Fluxo
[Min] [mL/min] %B %C
2,000 0,250 16,0 0,0
12,100 0,250 32,0 0,0
16,000 0,250 32,0 0,0
24,000 0,250 24,0 40,0
40,000 0,250 24,0 40,0
40,100 0,250 80,0 0,0
42,100 0,250 80,0 0,0
42,200 0,250 16,0 0,0
65,000 0,250 16,0 0,0

6.5. Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados observando a quantidade total de aminoacidos nos

cotilédones em relagdo aos outros tecidos da plantula por meio das andlises de biomassa e a

composi¢ao de proteinas. Dados de quantificacdo de aminodcidos, carbono e nitrogénio foram

expressados como porcentagem de massa seca. Comparagdes entre os tratamentos ou tempos

foram feitas utilizando ANOVA seguido por teste de Tukey, utilizando o software R
(Landeiro et al, 2010). Foi adotado o nivel de probabilidade de 0,05.
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7 RESULTADOS
7.1 DESENVOLVIMENTO DAS PLANTULAS

Foi possivel observar diferencas morfoldgicas entres plantulas dos diferentes tratamentos.
As plantulas submetidas ao tratamento Escuro demonstraram estiolamento, com hipocotilos
alongados, folhas com pouca coloragdo verde e pouca abertura dos cotilédones. As plantulas
no tratamento Luz Baixa também apresentaram sinais de estiolamento, como aumento do
comprimento do hipocétilo. Em contrapartida, as plantulas submetidas ao tratamento de Luz

Normal apresentaram folhas maiores e coloracdo verde escura (Figura 5).

Figura 5: Diferencas morfoldgicas observadas nas plantulas de soja nos diferentes tratamentos do experimento.

A: Luz Normal, B: Luz Baixa, C: Escuro.
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7.2 BIOMASSA

Os pares de cotilédones apresentaram valores médios de massa fresca de até 0,650g
(Figura 6), e valores pouco acima de 0,100g de massa seca (Figura 7), ndo tendo mudancas
significativas na massa seca entre as diferentes coletas. O epicdtilo mostrou uma diferenga
significativa para massa fresca entre os tratamentos na terceira coleta, mostrando haver
diferenga entre Luz e Escuro, com valores mais altos no Escuro (Figura 6). Os valores de
massa seca foram mais baixos, pesando até 0,012g com diferengas entre os tratamentos na
coleta 2 e 3, com valores um pouco mais altos no tratamento Escuro principalmente na coleta
3. O epicdtilo apresentou diferencas entre as coletas para massa seca no tratamento de Escuro,

mostrando um aumento na terceira coleta (Figura 7).
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Figura 6. Efeitos dos tratamentos de luminosidade sobre a massa fresca nos diferentes 6rgéos da plantula de soja
coletadas em diferentes horas do dia. C1: Coleta 1 (6h); C2: Coleta 2 (18h); C3: Coleta 3 (6h). As analises foram
realizadas utilizando ANOVA seguida por teste Tukey a posteriori. As letras representam as diferengas
estatisticas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de
probabilidade adotado de 0,05. Valores em média e desvio padréo.

As folhas apresentaram valores de massa fresca semelhantes entre as trés coletas e os
trés tratamentos, no entanto mostrou uma diferenga significativa na massa seca na segunda e
terceira coleta do experimento, com valores mais altos no tratamento de Luz e mais baixos no
Escuro. Apresentando também diferenca significativa entre as coletas, para o tratamento de

Luz Normal, com valores aumentando na segunda coleta (Figura 7). O hipocétilo nao
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apresentou mudangas significativas entre os tratamentos e coletas nas analises de massa fresca
e seca. As raizes também ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos e

coletas para massa fresca e massa seca.
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Figura 7. Efeitos dos tratamentos de luminosidade sobre a massa seca nos diferentes 6rgéos da plantula de soja
coletadas em diferentes horas do dia. C1: Coleta 1 (6h); C2: Coleta 2 (18h); C3: Coleta 3 (6h). As analises foram
realizadas utilizando ANOVA seguida por teste Tukey a posteriori. As letras representam as diferengas
estatisticas entre os tratamentos e coletas. Letras maitsculas representam diferencas entre as coletas e mintsculas
representam diferencas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel

de probabilidade adotado de 0,05. Valores em média e desvio padréo.

Utilizando os dados de massa fresca e seca foi possivel calcular a porcentagem de massa
seca nos orgdos. Os cotilédones apresentaram valores em torno de 18% de massa seca nas
duas primeiras coletas do experimento. No tratamento de Luz Baixa os valores ficaram entre
16%, ndo tendo variacdo entre as coletas. No Escuro foi possivel observar um discreto
aumento da porcentagem de massa seca na terceira coleta do experimento (19%). Pdde ser
observado uma diferencga significativa na porcentagem de massa seca de Epicotilo e Folha,
mostrando que hé diferenca entre os tratamentos de Luz e Escuro (Tabela 2), assim como uma
diferenca significativa para Hipocotilo, entre os tratamentos de Luz e Escuro.

As porcentagens de massa seca em geral foram maiores nos tratamentos de Luz
diminuindo significativamente no Escuro nos epicétilos, folhas e hipocoétilos. Os valores mais
altos foram observados para Folhas na plantula que permaneceu na Luz (20%) e os valores
mais baixos observados por Epicétilo e Hipocotilo durante o tratamento de Escuro

prolongado.
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As proporcdes de massa seca se mantiveram entre as coletas, ndo apresentando mudanca
significativa estatisticamente entre os diferentes tempos, apenas nos Orgdos entre o0s

Tratamentos.

Tabela 3. Porcentagem de massa seca nos diferentes tratamentos e 6rgdos da plantula de soja. Valores em média

e desvio padrdo.

Orgio

Tratamento Coleta Cotilédone Epicétilo Folha  Hipocotilo  Raiz
Luz 1(6h) 18,0+1,5 104+4,5 20,1+1,4 10,7+1,4 13,1£3,2
Luz Baixa 1(6h) 15914 10,8+1,1 19,2+1,5 11,2+0,7 17,645,0
Escuro 1(6h) 16,4+4,5 9,5+0,9 18,3+1,2  9,2+1,3 14,546,6
Luz 2(18h) 18,7£1,3 13,8+1,5 223+1,6 11,3+x1,5 17,1£3,9
Luz Baixa 2 (18h) 16,9£3,9  88+1,5 20,5424 10,9+1,3 12,543,2
Escuro 2 (18h) 17,4+4,3  8,5£0,7  20,2£3,0  9,5+1,0 11,0+3,0
Luz 3(6h) 15,6+0,8 15,1+23a 21,9+2,7a 16,1456 a 17,634
Luz Baixa 3 (6h) 15,2+1,3 10,2+0,9b 18,4+1,8ab 10,8+0,6 b 13,742,3
Escuro 3 (6h) 19,0+5,7 6,1£3,4b 16,4£t1,5b 9.2+1,5b 17,9+2,1

* As letras representam as diferengas estatisticas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo

diferem entre si ao nivel de probabilidade adotado de 0,05.
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7.3 CARBONO E NITROGENIO TOTAL

Os cotilédones apresentaram uma diferenca significativa de carbono total entre Luz e
os demais tratamentos na primeira coleta (Figura 9). Os cotilédones apresentaram os
valores mais altos de carbono total quando comparados aos demais tecidos. Epicétilos
apresentaram valores levemente maiores para carbono total no tratamento Luz Baixa,

porém ndo sendo significativo dentre os demais tratamentos (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos dos tratamentos de luminosidade sobre Carbono Total nos diferentes 6rgdos da plantula de soja
coletadas em diferentes horas do dia. C1: Coleta 1 (6h); C2: Coleta 2 (18h); C3: Coleta 3 (6h). As analises foram
realizadas utilizando ANOVA seguida por teste Tukey a posteriori. As letras representam as diferengas
estatisticas entre os tratamentos e coletas. Letras maitsculas representam diferencas entre as coletas e mintsculas
representam diferencas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel

de probabilidade adotado de 0,05. Valores em média e desvio padrio.

As folhas apresentaram diferencas estatisticas significativas para carbono total entre os
tratamentos e entre as coletas realizadas (Figura 9). Na segunda coleta mostrando haver
diferenga entre Luz e os demais tratamentos e na terceira coleta mostrando haver diferenca
entre Luz e Escuro, sendo os valores mais baixos no tratamento Escuro. A diferenca entre as
coletas foi no tratamento de Luz Normal. O hipocétilo apresentou valores pouco acima de
43% de carbono total, ndo apresentando diferencas bruscas entre os tratamentos. Ja as raizes
apresentaram diferenca entre os tratamentos, sendo que na coleta dois houve diferenca
estatistica entre os tratamentos Luz e Escuro, com valores mais altos no Escuro, € a coleta trés
mostrou diferengas entre Escuro e os demais tratamentos, apresentando também maiores

valores durante o tratamento Escuro. As raizes também apresentaram diferencas estatisticas
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entre as coletas, no tratamento Escuro, com valores maiores na segunda e terceira coleta

(Figura 9).
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Figura 9. Efeitos dos tratamentos de luminosidade sobre Nitrogénio Total nos diferentes 6rgéos da plantula de
soja coletadas em diferentes horas do dia. C1: Coleta 1 (6h); C2: Coleta 2 (18h); C3: Coleta 3 (6h). As analises
foram realizadas utilizando ANOVA seguida por teste Tukey a posteriori. As letras representam as diferengas
estatisticas entre os tratamentos e coletas. Letras maitsculas representam diferengas entre as coletas e minusculas
representam diferencas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel

de probabilidade adotado de 0,05. Valores em média e desvio padréo.

Para Nitrogénio Total os cotilédones e epicoétilos apresentaram valores em torno de
7%, ndo variando entre os tratamentos e entre as coletas. As folhas apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos nas coletas dois e trés, sendo que Luz teve valores mais
baixos em porcentagem de nitrogénio total, Luz Baixa teve valores um pouco acima e Escuro
valores mais altos. Hipocétilo teve diferencas entre os tratamentos e coletas, apresentando
também valores mais baixos em Luz, seguidos de um leve aumento em Luz Baixa e valores
um pouco maiores no Escuro. E diferenca nas coletas no tratamento de Escuro. A raizes
apresentaram diferencas significativas entre as coletas e entre os tratamentos na coleta um. As
diferengas entre as coletas foram observadas no tratamento de Escuro, com valores um pouco
maiores na segunda e terceira coleta.

Por meio da porcentagem de nitrogénio, foi calculado o total de nitrogénio em cada

orgdo da plantula. Foi observado diferenca significativa no epicétilo na coleta 2, mostrando
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haver maior teor de Nitrogénio Total no tratamento de Luz Normal. O mesmo padriao foi

observado para as folhas na coleta 1 e para o hipocétilo na coleta 3 (Figura 11).
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Figura 10. Efeitos dos tratamentos de luminosidade sobre o total de nitrogénio nos diferentes 6rgdos da plantula

de soja coletadas em diferentes horas do dia. Cl: Coleta 1 (6h); C2: Coleta 2 (18h); C3: Coleta 3 (6h).
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7.4 AMINOACIDOS TOTAIS LIVRES

No epicdtilo, o nivel durante o Escuro foi consideravelmente maior em comparagdo com
os outros Orgdos da planta, sendo esses valores significativos no ultimo dia de coleta do
experimento. Além disso, houve uma diferenca significativa entre os Tratamentos de Luz e
Escuro nas trés coletas e entre as coletas. A diferenca entre as coletas pode ser observada no
tratamento de Escuro, com valores maiores de aminoacidos livres na terceira coleta (Figura
6). As folhas apresentaram valores pouco acima de 3% de massa seca no Tratamento de Luz,
tendo o conteido de aminodcidos diminuido na segunda coleta do experimento nos
tratamentos de Luz e Luz Baixa. Assim como em epicdtilo, as folhas também apresentaram
diferengas entre os Tratamentos de Luz e Escuro durante a segunda coleta, tendo valores mais

altos no Tratamento de Escuro.
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Figura 11. Efeitos dos tratamentos de luminosidade sobre Aminoacidos Totais nos diferentes 6rgaos da plantula
de soja coletadas em diferentes horas do dia. C1: Coleta 1 (6h); C2: Coleta 2 (18h); C3: Coleta 3 (6h). As
analises foram realizadas utilizando ANOVA seguida por teste Tukey a posteriori. As letras representam as
diferencas estatisticas entre os tratamentos e coletas. Letras maiusculas representam diferengas entre as coletas e
mintsculas representam diferengas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre

si ao nivel de probabilidade adotado de 0,05. Valores em média e desvio padrio.

O hipocotilo teve valores mais baixos no Tratamento Luz na primeira coleta,

mostrando novamente haver diferenca entre Luz com o Escuro (Figura 8). As raizes
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apresentaram os menores valores dentre os demais oOrgdos da plantula, entre 3% de
aminoacidos nos trés tratamentos e nas trés coletas, ndo apresentando diferencas estatisticas

significativas entre os tratamentos ou coletas.
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7.5 AMINOACIDOS POR CLAE

Pelas andlises de CLAE foi possivel detectar 14 aminoacidos nos diferentes 6rgaos de soja
observados no experimento, sendo eles: Arginina (ARG), Lisina (LYS), Asparagina (ASN),
Serina (SER), Histidina (HIS), Fenilalanina (PHE), Acido aspértico (ASP), Acido glutimico
(GLU), Glutamina (GLN), Isoleucina (ILE), Valina (VAL), Alanina (ALA), Glicina (GLY) e
Tirosina (TYR). No entanto, alguns aminoécidos ndo foram detectados em todos os 6rgaos da
plantula, tais como lisina, fenilalanina, 4cido aspartico, &acido glutamico, glutamina,
isoleucina, valina, alanina, glicina e tirosina (Anexo 1).

Dos 14 aminodcidos detectados pela cromatografia, 11 tiveram alguma diferenga
estatistica significativa em algum dos Orgdos e tratamentos realizadas no experimento.
Arginina mostrou diferenga significativa para raiz na coleta 2, com valores mais baixos
durante o tratamento no Escuro (Anexo 1; Figura 12-A). Lisina apresentou alteracdo em
hipocotilo na coleta 1 e coleta 2, mostrando valores mais altos do aminoacido durante o
Escuro (Anexo 1; Figura 12-B). Asparagina demonstrou em geral os maiores valores de
porcentagem em comparagdo aos demais aminoacidos, com mudangas significativas em
epicotilos nas trés coletas e entre as coletas no tratamento Escuro, nas folhas nas trés coletas e
entre as coletas também no Escuro, e em hipocotilo entre os tratamentos na coleta 3, exibindo
maiores valores durante o Escuro em comparacdo a Luz Normal e Luz Baixa (Anexo 1;
Figura 12-C). Serina apresentou alteragdes em epicétilos nos tratamentos nas trés coletas e
entre as coletas no tratamento Escuro, exibindo valores mais baixos no tratamento Luz
Normal e aumentando de Luz Baixa para Escuro, da mesma maneira em hipocotilos na coleta
2 (Anexo 1; Figura 12-D). Histidina exibiu mudancas significativas em epicotilo nos
tratamentos nas trés coletas e entre as coletas no tratamento Escuro, entre os tratamentos na
raiz na coleta 1 e hipocétilo na coleta 2 os valores no Escuro foram significativamente
maiores (Anexo 1; Figura 12-E). Fenilalanina apresentou diferencas em epicdtilo entre as
coletas no tratamento Escuro e entre os tratamentos nas trés coletas, com valores sempre
maiores durante o Escuro, assim como em folhas na coleta 1 e hipocotilos na coleta 2 (Anexo
1; Figura 12-F). Acido glutdmico apresentou mudangas em epicotilos nos tratamentos nas trés
coletas e entre as coletas no tratamento Escuro, com valores significativamente menores no
tratamento de Luz baixa em comparagdo a Luz Normal e Escuro (Anexo 1; Figura 12-A).
Isoleucina demonstrou diferengas em epicotilos na coleta 1, exibindo valores maiores do
aminoacido durante o tratamento Escuro (Anexo 1; Figura 12-G). Em Valina foi possivel

observar mudancas significativas em epicotilos nos tratamentos na coleta 2 e 3 e entre as
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coletas no tratamento Escuro, e entre os tratamentos em hipocoétilos nas coletas 1 e 2, com

valores sempre menores em Luz Normal e maiores em Luz Baixa e Escuro (Anexo 1; Figura

12-I). Para Alanina as alteragdes significativas foram nas raizes nas coletas 1 e 2, exibindo os

maiores valores durante o tratamento de Luz Normal (Anexo 1; Figura 12-J). Em Glicina

houve diferengas nos cotilédones da coleta 2 e 3, hipocotilo na coleta 1 e raizes na coleta 3,

demonstrando sempre valores bem maiores no tratamento de Luz Normal (Anexo 1; Figura

12-K).
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Figura 12. Porcentagem de massa seca dos aminoacidos detectados por CLAE nos diferentes tratamentos e

orgdos da plantula de soja. A: Arginina; B: Lisina; C: Asparagina; D: Serina; E: Histidina, F: Fenilalanina; G:
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Isoleucina, H: Glutamato, I: Valina, J: Alanina; K: Glicina. As letras representam as diferengas estatisticas entre
os tratamentos e coletas. Letras mailsculas representam diferengas entre as coletas e minusculas representam
diferengas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de
probabilidade adotado de 0,05. Valores em média e desvio padrdo. Cl1: Coleta 1 (6h), C2: Coleta 2 (18h), C3:
Coleta 3 (6h).



49

8 DISCUSSAO
8.1 DESENVOLVIMENTO DA PLANTULA

As folhas apresentaram diferengas significativas nos valores de massa seca, mostrando
valores mais altos sob o tratamento com luminosidade de 500 pmol m™s” (Figura 7). A
fixacdo do carbono e a expansdo da folha ocorrem a taxas mais elevadas durante o dia e em
ambientes com luz (Pal et al., 2013; Sulpice et al., 2014). Em um estudo anterior plantulas de
soja também tiveram ganho em massa seca quando cultivadas na luz, e os cotilédones por
realizarem fotossintese elevaram as taxas de formagdo de sacarose (da mobilizagdo de
reservas e/ou fotossintese) para exportacdo para os tecidos que crescem rapidamente na
plantula (Brown & Huber, 1987).

A menor quantidade de massa seca nas folhas crescidas no escuro esta relacionada
com a mobilizacdo das reservas e investimento para energia e crescimento da plantula. Uma
plantula que se desenvolve em um ambiente escuro deve superar o desafio de crescer tentando
encontrar luz. Para isso a planta se desenvolve por meio do crescimento heterotrofico
utilizando as reservas depositadas nos cotilédones (Seluziaki et. al., 2017). O balanco
energético ¢ fundamental para o crescimento das plantulas no escuro, uma vez que sdo ainda
mais dependentes das suas reservas para gerar energia. Por exemplo, em plantas de
Arabidopsis a principal fonte de energia para o crescimento estiolado provém de acidos
graxos armazenados no embrido e no endosperma, o que ¢ importante pois pelo catabolismo
desses acidos graxos sdo produzidos agucares pelo ciclo de glioxilato e gliconeogénese
(Eastmond et al., 2000; Penfield et al., 2004; Rylott et al., 2003).

Sabe-se que a luz promove a fotomorfogénese, caracterizando a desaceleragdo do
alongamento do epicotilo e hipocoétilo, expansdo dos cotilédones, aumento da sintese de
antocianinas e amadurecimento de cloroplastos, incluindo montagem da maquinaria
fotossintética e elaboracdo de membranas internas (Arnim & Deng, 1996). Na auséncia de luz
ou luz limitada, a plantula passa a utilizar a escotomorfogénese ou crescimento estiolado
(Arsovski et al., 2012; Seluziaki et. al., 2017). No presente estudo estes padrdes morfologicos
foram observados no tratamento de Escuro, caracterizando plantulas com epicotilo alongado e
folhas reduzidas, o que também estd de acordo com os dados de massa fresca e massa seca.
(Figura 6; Figura 7). Todavia, esse crescimento acelerado no epicotilo teve um maior
predominio de teor de 4gua do que de massa seca, isso pode estar relacionado ao alongamento
celular que ocorre a partir da absor¢do de 4gua por uma diferenca de pressdo osmotica

(Schopfer, 2006). Foi possivel observar diferengas para a massa seca entre as coletas para
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epicotilos no tratamento de Escuro, observando um aumento da massa seca entre os diferentes
tempos de coleta, indicando que o epicdtilo esta crescendo mais rapido que os demais 6rgaos
e hd um aumento desse peso principalmente durante noite, entre a coleta dois e trés do
experimento. Como era esperado, a propor¢do de agua superou a propor¢do de massa seca,
fato relacionado ao crescimento da plantula e seu alongamento celular, que ocorre a partir da
absorcdo de agua e acumulo de solutos na célula durante os periodos iniciais de
desenvolvimento (Schopfer, 2006).

As plantulas no Tratamento Luz Baixa de 50 pmol m™s™ apresentaram em geral
valores mais baixos de biomassa quando comparados ao Tratamento de Luz Normal (Tabela
2), com epicétilos levemente estiolados e folhas de tamanhos reduzidos (Figura 5),
semelhante ao que foi encontrado por Liu et al, 2017, onde as plantulas de soja que foram
submetidas a luminosidade reduzida pelo efeito do sombreamento tiveram redugdo na
biomassa. Demonstrando assim que a baixa luminosidade leva a um declinio no rendimento e
consequentemente valores mais baixos de biomassa e indicando que a plantula possa estar
também usando as reservas como fonte de energia para o seu crescimento ¢ desenvolvimento

inicial (Liu et al., 2017).
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8.2 DISTRIBUICAO DE CARBONO E NITROGENIO

Os diferentes orgdos que foram analisados da plantula, com exce¢do das raizes,
apresentaram em geral maiores valores de Carbono Total durante o tratamento de Luz 500
pmol m™s™', valores um pouco mais reduzidos nas plantulas do tratamento Luz Baixa 50 pmol
m”s”, seguidas por valores menores das plantulas no Escuro (Figura 9). Nas folhas foi
possivel observar diferencas entre as coletas, mostrando que durante o tratamento de Luz
Normal a taxa de Carbono aumentou ente as coletas, apresentando valores maiores na ultima
coleta do experimento. Em outros estudos com plantas submetidas ao escuro prolongado foi
possivel observar que as concentragdes de aglicar e amido diminuiram ao longo do tempo em
todos os 6rgdos da planta (Slot & Kitajima, 2015; Avin-Wittenberg et al., 2015).

Sabe-se que muitas plantas armazenam parte dos fotoassimilados como amido durante o
dia e os remobilizam para sustentar o metabolismo e o crescimento a noite. Sendo assim, as
alteracdes que ocorrem no fotoperiodo e relogio bioldgico (tais como dias curtos/longos,
escuro prolongado, etc.) podem alterar a regulagdo da degradacdo do amido e resultar em um
menor desenvolvimento da planta (Stitt & Zeeman, 2012). A luz ¢ a unica fonte de energia
para a assimilacdo fotossintética de CO,, dessa forma, foi possivel notar que apesar da
limitacdo de luminosidade nas plantulas do tratamento Luz Baixa, a propor¢do de carbono
total ndo foi tdo discrepante em relagdo as plantas na Luz Normal. As folhas apresentaram
diferencas estatisticas significativas para carbono total entre os tratamentos, indicando que
durante o Escuro o carbono foi reduzido. Isso pode estar ligado ao fato das plantulas estarem
utilizando mais as reservas por estarem com falta de carbono, assim como observado por
Fernandez et al., (2017) apds a diminui¢cdo da intensidade da luz, a taxa de acumulacdo de
amido declina em propor¢do ao declinio da fotossintese.

Ao observar a propor¢ao de Nitrogénio Total nas plantulas ¢ possivel perceber que, assim
como em Aminoacidos Totais, os valores para quase todos os orgdos foram gradativamente
aumentando do tratamento Luz para Luz Baixa e Escuro durante as trés coletas do
experimento (Figura 10). Isso pode estar indicando que durante os momentos de pouca
luminosidade pode estar havendo uma maior degradacdo de proteinas e aumento da
concentragcdo de aminoécidos livres e o seu direcionamento para prover energia para os 0rgaos
em crescimento. No entanto para cotilédones e raizes que ndo apresentaram diferencas no
aumento de aminoacidos livres, outro tipo de reserva pode estar sendo degradado, tal como
amido, acucares e lipideos. Além disso houve também uma diminui¢do de massa seca nos

tratamentos de Luz Baixa e Escuro, sendo que em plantas de Arabidopsis foi observado que
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baixos niveis de nitrogénio resultam em uma redu¢do significativa do tamanho dos

cotilédones e plantulas, peso fresco, clorofila e antocianinas (Martin et al., 2002).
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8.3 AMINOACIDOS
8.3.1 AMINOACIDOS TOTAIS

As proporgdes de aminodcidos totais variaram em geral de forma oposta aos valores de
massa seca, ou seja, o tratamento de Luz proporcionou valores mais altos em massa seca e
menores propor¢cdes de aminodcidos totais, em contrapartida as plantulas no Escuro
apresentaram maiores quantidades de aminoacidos (Figura 8). Sendo assim, indica-se que haja
menor atividade proteolitica significativa nos diferentes tecidos da plantula durante o
tratamento de Luz, ou seja, nos ciclos normais de luz/escuro. No entanto, observa-se
mudangas no metabolismo dos aminodcidos sob tratamento em baixa luminosidade e
principalmente, indica-se haver inicio da protedlise relacionada a falta de carbono quando as
plantulas estdo submetidas ao escuro. De forma semelhante foi encontrado alteragdes na
quantidade de proteinas em plantas de milho sob condi¢des de fotoperiodo normal e escuro
prolongado, observando-se uma diminui¢do de proteinas apos 48h de escuro (Brouquisse,
1998), mostrando que a degradacdo de proteina estd ligada a um aumento nas atividades
proteoliticas e a liberagdo de nitrogénio protéico na forma de aminoacidos, particularmente
Asparagina (Asn), e NHy4 ", no qual pode ser observado nas andlises de aminodcidos (Hust &
Sudia, 1973).

Provenientes da degradacdo de proteinas, os aminoacidos podem ser utilizados como fonte
de energia para o metabolismo da plantula. Em situagcdes de baixa de carbono, como nas
plantulas submetidas a pouca luminosidade ou ao escuro, as plantulas podem utilizar
substratos alternativos para o seu desenvolvimento e crescimento, tais como os esqueletos de
carbono provenientes do catabolismo de aminoéacidos (Aratjo et al, 2012).

O epicotilo foi o tecido que apresentou maior propor¢cdo de aminodcidos totais,
principalmente no tratamento de Escuro, sendo que esses valores aumentaram gradativamente
entre as trés coletas do experimento, alcancando maiores valores na ultima coleta (Figura 8).
Evidenciado por Araujo et al.,, (2012), durante o periodo de senescéncia, componentes
celulares como proteinas e lipidios sdo degradados e mobilizados para uso em outras partes
das plantas. Sendo assim, quando o nivel de proteinas cai durante a senescéncia ha uma
liberagdo de nitrogénio e demais metabodlitos que serdo transportados via floema para outros
tecidos que estdo crescendo, como epicdtilos (Aragjo et al., 2012; Brouquisse, 1998; Muntz et
al., 2001).

As plantulas tiveram propor¢des mais baixas de aminoécidos livres no tratamento Luz, em

contrapartida valores mais altos em massa seca (Figura 7; Figura 8). As plantulas sob essa
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condi¢do tinham além das reservas proteicas estocadas nos cotilédones, a producdo de
fotoassimilados resultantes da fotossintese realizada pelas folhas e pelos cotilédones que sob

presenga de luz tornam-se também fotossintetizantes (Harris et al., 1986).
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8.3.2 AMINOACIDOS POR CLAE

Dos 11 aminoacidos que apresentaram diferencas estatisticas significativas nos 6rgaos e
tratamentos observados, Lisina, Asparagina, Serina, Histidina, Fenilalanina, Acido glutamico,
Isoleucina e Valina exibiram maiores valores durante os tratamentos de Luz Baixa e Escuro
(Tabela 3). Apenas os aminoacidos Arginina, Alanina e Glicina demonstraram maiores
valores em Luz Normal para os 6rgdos e tratamentos que tiveram diferengas estatisticamente
significativas (Tabela 3). Sabe-se que os aminoécidos possuem varias fungdes importantes nas
plantas, além do seu papel como constituinte proteico, também sdo pegas fundamentais em
diversos processos fisiologicos tais como crescimento e desenvolvimento da planta, controle
intracelular do pH, geracdo de energia e sinalizagdo a estresses. Além disso, muitos
aminoacidos representam precursores para a biossintese de outros compostos nitrogenados
tais como nucleotideos, fitormdmios ou metabolitos secundarios (Hildebrandt et al., 2015).

Compreender o metabolismo vegetal ¢ um desafio, frente a complexidade em entender
as vias, o transporte de elétrons mitocondriais e outros processos ativos na planta. A
compreensdo da regulacdo das respostas das vias classicas e alternativas da respiracdo sob
desenvolvimento de plantas e deficiéncia de recursos tem sido alvo de diversos estudos. O
catabolismo dos aminodcidos pode contribuir para entender o estado de energia das células
vegetais em condi¢des fisiologicas em que as plantas podem estar sob estresse, como por
exemplo na “fome de carbono”, condi¢do que indica falta de carbono para a planta se
desenvolver e realizar processos necessarios para sua sobrevivéncia. Isto pode estar
acontecendo nas plantulas de soja submetidas a condi¢cdes de baixa ou auséncia total de
luminosidade, uma vez que os resultados mostram um maior nivel desses metabolitos durante
essas condigdes, sugerindo um direcionamento para catabolismo desses aminoacidos para
prover energia aos 0rgdos em crescimento. Durante a privagdo de carbono as proteinas sao
degradadas e os seus aminoécidos catabolizados podem contribuir para a producdo de energia
necessaria para os oOrgdos na plantula (folhas ou raizes sob estresse, por exemplo)
(Hildebrandt et al., 2015). Os resultados avaliados pela cromatografia (Tabela 3) sao
semelhantes aos encontrados pela andlise de Aminoacidos Totais por Ninidrina (Figura 8),
onde observa-se um acumulo de aminoécidos nos tratamentos de Luz Baixa e Escuro. Isso
corrobora com uma de nossas hipoteses, de que em condi¢des de baixa luminosidade pode
estar sendo aumentada a degradagdo de proteinas e havendo um maior direcionamento dos

aminodcidos para geracao de energia.



56

Durante certas condi¢des, como a falta de carbono, € observado que os aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAAs - branchedchain amino acids) estdo envolvidos na resposta ao
estresse. Joshi et al., (2010) consideram que o acumulo de aminodcidos livres em resposta ao
estresse abidtico desempenha um papel de tolerancia, e nessas condigdes de falta de
luminosidade ha um acumulo de BCAAs. Outros estudos mostram que em plantas de
Arabidopsis os produtos de degradagdo de aminoacidos de cadeia ramificada e aminoacidos
aromaticos fornecem elétrons diretamente a cadeia de transporte de elétrons através do
complexo da flavoproteina de transferéncia de elétrons (ETF) ou indiretamente pelos produtos
catabolicos que alimentam o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) (Aragjo et al., 2010;
Aragjo et al., 2012). No presente estudo foi observado aumento significativo de aminoacidos
de cadeia ramificada: Isoleucina e Valina, ¢ do aminoacido aromatico: Fenilalanina, em
condigdes de baixa luminosidade ¢ escuro (Tabela 3). Corroborando com outra de nossas
hipoteses, de que os BCAAs e AAs aromaticos podem estar sendo usados para gerar energia.
Outros estudos demonstram que sob condi¢des de estresse abidtico ha o acumulo de BCAAs,
e os aminoacidos resultantes da degradacdao de proteinas sdo doadores de elétrons diretos e
indiretos para produzir ATP (Obata & Fernie, 2012), semelhante ao encontrado por Araujo et
al., (2012).

O catabolismo de aminoacidos alimenta a via da ETF, catalisadas pela isovaleril-CoA
desidrogenase e 2-D-hidroxiglutarato desidrogenase (Galili et al., 2016). Aratjo et al., (2011)
sugerem que a Lisina também pode ser degradada via 2-hidroxiglutarato. Sendo assim, a
doacdo de elétrons para o sistema de transferéncia de elétrons ocorre via catabolismo de
BCAAs e AAs aromaticos no caso da isovaleril-CoA desidrogenase e pelo catabolismo de
AAs aromaticos e principalmente Lys no caso de 2-D-hidroxiglutarato desidrogenase. O
fornecimento de elétrons para cadeia de transporte de elétrons mitocondrial pela degradacao
de BCAAs, AAs aromaticos e Lys, representa uma forte conexao entre o metabolismo de
aminoacidos ¢ o TCA (Galili et al., 2016).

A autofagia ¢ um mecanismo catabdlico para reciclagem de macromoléculas e
proteinas e permite a manuten¢do de pools de aminodcidos e a remobilizacdo de nutrientes.
Barros et al., 2017 estudaram a importdncia metabdlica da autofagia frente ao
desenvolvimento vegetal em condigdo de escuro prolongado, mostrando que em plantas
mutantes de Arabipopsis com disrupgao de autofagia houve senescéncia precoce, incluindo
diminui¢do do conteudo de clorofila e eficiéncia fotoquimica. Além disso, o perfil metabdlico
de folhas sob condi¢do de escuro mostrou uma extensa reprogramagao metabolica na qual os

aumentos nos niveis de aminoacidos foram observados. Sendo assim, durante a senescéncia
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causada pela falta de luminosidade, a isovaleril-CoA desidrogenase e a D-2-hidroxiglutarato
desidrogenase atuam como doadores de elétrons alternativos ao pool de ubiquinona. Essa
reprogramagdo metabolica pode resultar no aumento dos intermediarios do ciclo TCA e dos
niveis de aminodcidos totais, assim como a diminui¢do de proteinas e amido (Pires et al.,
2016).

Sabe-se que as plantulas de soja apresentam, além das folhas, os cotilédones com
capacidade fotossintética. Antes do processo de senescéncia, cotilédones mobilizam para
outras partes da planta os metabodlitos necessarios para o desenvolvimento do vegetal. Estes
processos sdo conduzidos por regulacdo génica ao longo do crescimento vegetal. As folhas
passam por varias mudancas ao longo do seu crescimento, sendo que a medida que uma folha
nova se expande e ganha competéncia fotossintética, ela passa a ser fonte para outras partes
da planta, e depois passa pela senescéncia conforme os nutrientes sdo mobilizados e
exportados antes da abscisdo foliar. Foi possivel observar que para Asparagina as folhas
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos nas trés coletas realizadas,
mostrando que durante o escuro o nivel desse aminoacido foi maior. Isso pode ser observado
também na andlise de Ninidrina. Em contrapartida, as folhas apresentaram maiores valores de
Massa Seca e Carbono Total quando estavam no tratamento com luminosidade normal.
Demonstrando que durante o processo de senescéncia e escuro, as plantulas possuem mais
aminoacidos livres que podem estar sendo utilizados para gerar energia, ou que a falta de
energia pode estd impedindo a utilizagdo dos aminoacidos livres para a produgdo de novas
proteinas, uma vez que os niveis de carbono e massa seca sdo reduzidos nessas condigdes
(Brown & Hudson, 2015).

A Asparagina foi o aminodcido que apresentou maiores valores de porcentagem e
mostrou diferengas significativas principalmente no Escuro em epicétilos, folhas e hipocoétilos
(Tabela 3). A Asparagina ¢ uma importante forma de nitrogénio (N) armazenado ou
transportado nas plantas (Kambhamoati et al., 2017). As principais rotas de catabolismo de
Asn ¢ a reacdo de desaminacdo e liberagdo de Asp e amdnio, catalisada pela asparaginase
(ASPQG), passo necessario para transformar Asn da forma armazenada de N em outros AAs.
Outra rota do catabolismo de Asn envolve a transaminagdo do grupo a-amino de Asn para um
aceptor de 2-oxoacido, produzindo 2-oxossuccinato, seguido por sua hidrolise para formar
oxaloacetato e amonia. O nitrogénio também pode ser removido dos aminoacidos por reagdes
de desamina¢do produzindo 2-oxodcidos e amonio. Serina e treonina também podem ser

diretamente desaminadas por desidratases (Kambhamoati et al., 2017).
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Ainda nos tratamentos de pouca ou nenhuma luminosidade, Glutamato e Histidina
também tiveram mudangas significativas, apresentando maiores niveis nesses tratamentos. O
nitrogénio absorvido ou produzido ¢ inicialmente assimilado em glutamina (Gln) e Glutamato
(Glu) (Ohyama, 2017). A quebra do Glutamato pode ser conseguida por desaminagdo
oxidativa a 2- oxoglutarato. A descarboxilacdo do glutamato pelas glutamato-descarboxilases
produz o y-aminobutirico (GABA). Estudos mostram uma associagdio do GABA com o
metabolismo central sob priva¢ao de carbono, indicando que ele pode desempenhar um papel
na coordenac¢do do balango de carbono-nitrogénio e até mesmo mediar uma resposta de “fome
de carbono” (Hildebrandt et al., 2015). Foi observado que plantas com alteragdes nos niveis
das enzimas do TCA mostraram apenas pequenas alteragdes em respiragdo nos tecidos
fotossintetizantes. No entanto, a inibi¢cao de 2-oxoglutarato desidrogenase teve um impacto na
respiragdo e no metabolismo de aminoacidos. Portanto, acredita-se que a manutencdo de 2-
oxoglutarato através das etapas iniciais do TCA esta envolvida na regulacdo da atividade do
TCA e no metabolismo de aminoacidos (Dongen et al., 2010; Aratjo et al., 2012). Enquanto o
metabolismo de grande parte dos aminodcidos ¢ amplamente discutido na literatura, o
catabolismo de Histidina em plantas permanece ainda pouco investigado (Galili et al., 2016;
Hildebrandt et al., 2015).

As diferencgas vistas entre os tratamentos podem ser resultado de alteragdes do reldgio
circadiano, uma vez que o metabolismo vegetal ¢ regulado por fatores ambientais, tais como a
disponibilidade de luz e nutrientes. A regulacdo do reldgio circadiano ¢ proposta para elucidar
a importancia dos ritmos circadianos no desenvolvimento vegetal e seu crescimento. Analises
de expressao génica em diferentes espécies vegetais sugerem que o reldgio circadiano regula a
transcri¢do de varias enzimas envolvidas no metabolismo primério vegetal (Farré & Weise,
2012). Alteragdes na regulacdao do reldgio circadiano pode ser observado por mutantes de
Arabidopsis que exibem mudancgas significativas nos niveis de metabdlitos, onde hd um
aumento de intermediarios do TCA, incluindo aminoacidos (Fukushima et al., 2009). As
alteracdes no presente estudo foram vistas principalmente em relagdo as plantulas que
permaneceram em condigdes de pouca ou nenhuma luminosidade. Acredita-se que o escuro ¢é
um importante sinal para as plantas e um momento em que se desenvolvem ativamente por
meio da regulacdo génica e de alteragdes bioquimicas. Ou seja, embora as plantas nao
possuam “receptores de escuro”, o fato dos fotorreceptores estarem inativos facilita a ativacao
e inibi¢cdo dos processos que acontecem em condi¢des de escuro, sendo assim, a propria
escuriddo pode ser considerada um sinal por desencadear uma série de respostas no

metabolismo das plantulas sob tal condi¢ao (Gommers & Monte, 2018).
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Alguns orgaos das plantulas de soja apresentaram maior massa fresca, massa seca ou
% de massa seca no tratamento de Luz Normal (Tabela 2). Em contrapartida, grande parte dos
dados de Aminoacidos por Ninidrina e Aminoacidos por CLAE indicam menores valores no
tratamento de Luz Normal. Durante o crescimento vegetal, a biossintese de aminodcidos das
células fotossintéticas ¢ regulada para fornecer substrato para a sintese proteica. Sendo assim,
durante esse estagio a degradacdo de proteinas e catabolismo de aminoéacidos sdo menos
importantes € em auséncia de estresse, proteinas e aminoacidos sdo proporcionados para
utilizagdo na biossintese (Hildebrandt et al., 2015). No entanto, pelas analises de
cromatografia, os aminodcidos: Arginina, Alanina e Glicina tiveram maiores porcentagens
nos tratamentos de Luz Normal. A Arginina ¢ muito utilizada no transporte e armazenamento
de nitrogénio. Dessa maneira, a mobiliza¢do de nitrogénio requer a degradacdo da arginina e
enzimas envolvidas podem ser induzidas durante a germinacdo. A Arginina ¢ hidrolisada na
mitocondria pela Arginase e produz ureia e ornitina. J& a degradagdo da Glicina ao dioxido de
carbono e amonio ¢ catalisada por um sistema multienzimatico glicina-descarboxilase. O
sistema de clivagem da glicina em plantas C3 ¢ para a fotorrespiragdo, uma vez que as
enzimas envolvidas sdo fortemente induzidas pela luz e podem se tornar as proteinas mais
abundantes da matriz mitocondrial durante o dia (Douce et al., 2001). Para outros
aminodcidos as rotas catabdlicas podem ser mais curtas. Como no caso da Alanina, que ¢
diretamente convertida em piruvato pelas alanina-aminotrasnferase (Hildebrandt et al., 2015).

Alanina, Arginina e Glicina, os aminoacidos que apresentaram diferengas estatisticas
durante o tratamento de Luz Normal, mostraram aumento principalmente nas raizes. Sabe-se
que as folhas sdo os principais produtores de fotoassimilados por meio da fotossintese e esses
produtos podem ser transportados e armazenados temporariamente em orgaos de reserva ou
drenos, tais como as raizes. Pela analise de Carbono Total também foi possivel observar que
as raizes apresentaram menores porcentagens de carbono nas coletas 2 e 3 no tratamento de
Luz Normal (Figura 9), em contraponto, as folhas apresentaram maiores porcentagens de
carbono durante os tratamentos de luz. Sendo assim, essas plantulas mostram que apesar da
quantidade de carbono nas raizes ter sido menor durante o tratamento de Luz Normal, hd um
aumento desses aminoacidos (Ala, Gly e Arg) nessa condi¢do. A energia disponivel é chave
para o metabolismo e influencia o crescimento e desenvolvimento das plantas. Dessa maneira,
as plantas obtém a energia através da captagdo de energia luminosa por meio da fotossintese e
pela oxidacdo de substratos organicos pela respiragdo mitocondrial, esse processo ¢
dependente de carboidratos pelo ciclo TCA. Nas condi¢des em que os carboidratos se tornam

limitantes, tais como analisados por estresse de falta de luminosidade e senescéncia, as plantas
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passam a usar substratos alternativos, como lipideos e aminoéacidos, mantendo assim o
metabolismo mitocondrial ativo, por meio da geragdo de elétrons que podem ser transferidos

para a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial pelo sistema ETF (Barros et al., 2017).
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9 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar que houveram diferengas entre os
tratamentos utilizados no estudo e que as plantulas mostraram um maior acumulo de
aminodcidos nos tratamentos com pouca ou nenhuma luminosidade, tais como epicoétilos e
folhas que apresentaram aumentos significativos nos niveis de Aminoacidos Totais Livres que
foram também refletidos nas analises de Nitrogénio Total.

Por meio das analises de CLAE foi possivel observar os aminoacidos envolvidos durante
a protedlise no escuro e em baixa luminosidade, corroborando com as hipéteses que nas
condi¢des de escuro e baixa luminosidade a taxa de degradacdo de proteinas ¢ acelerada para
fornecer energia e que os aminoacidos de cadeia ramificada podem estar sendo catabolizados
e utilizados como fonte de Carbono e Nitrogénio em condi¢des de “fome de carbono”. Esse
método se mostrou adequado para atingir os objetivos propostos no estudo e corroborar com
as hipdteses testadas.

O metabolismo vegetal apresenta grande complexidade e estudos que ajudem a
compreender esse metabolismo ao longo da germinagdo e crescimento inicial tornam-se
necessarios € podem oferecer informagdes uteis para o conhecimento agrondmico da espécie,
permitindo auxilios em estudos futuros e também aplicagdo na melhoria da qualidade da
espécie. Além disso os resultados poderdo ser utilizados para futura modelagem metabolica,
permitindo analisar as vias metabolicas ao longo do crescimento inicial sob diferentes

condi¢des de luminosidade.
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10 PLANO DE PUBLICACAO

A partir dos resultados da pesquisa pretende-se submeter um artigo cientifico intitulado
“A influéncia da luz na mobilizacdo de reservas durante o crescimento inicial de soja (Glycine

max (L.) Merr)” para a revista: Journal of Plant Physiology (B1).
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12. ANEXO 1- QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS POR CLAE
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Porcentagem de massa seca dos aminoacidos detectados por CLAE nos diferentes tratamentos e 6rgéos da plantula de soja. A: Coleta 1 (6h), B: Coleta 2 (18h), C: Coleta 3

(6h). As letras representam as diferencas estatisticas entre os tratamentos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de probabilidade adotado de 0,05.

Os tragos representam a auséncia de detecgdo do aminoacido na cromatografia. Valores em média e desvio padrio.

A COLETA 1 (6h)
AA  Tratamento Cotilédone Epicotilo Folha Hipocétilo Raiz
Luz 0,104+ 0,004 0,336 + 0,056 0,114 + 0,033 0,126 £ 0,126 0,204 + 0,023
Luz Baixa 0,158 +0,039 0,343 +0,025 0,169 + 0,043 0,039 + 0,025 0,214 £ 0,028
ARG Escuro 0,168 £0,028 0,368 + 0,029 0,198 + 0,070 0,139+ 0,093 0,209 + 0,022
Luz 0,171 £ 0,014 - - 0,027 0,002 a -
Luz Baixa 0,151 + 0,029 - - 0,025 +0,001 a -
LYS Escuro 0,208 + 0,054 - - 0,066 + 0,005 b -
Luz 0,200 + 0,008 0,279+0,017a 0,305+ 0,005 a 0,240 £ 0,014 0,258 + 0,029
Luz Baixa  0,297+0,029 0,379+0,081a 0,324 + 0,058 ab 0,219+ 0,019 0,256 + 0,032
ASN Escuro 0,299+ 0,015 0,430+0,014b  0,395+0,039b 0,283 + 0,027 0,292 + 0,078
Luz 0,029 £ 0,004 0,055+ 0,005 a 0,035+ 0,014 0,024 + 0,005 0,014 £ 0,001
Luz Baixa 0,029 +0,004 0,101 £0,005 b 0,034 + 0,002 0,027 + 0,007 0,016 + 0,006
SER Escuro 0,030 +£0,005 0,094 +£0,018 b 0,038 +0,001 0,032 + 0,004 0,024 + 0,005
Luz 0,040 £ 0,002 0,029 + 0,005 a 0,022 + 0,004 0,023 + 0,008 0,032+ 0,005 a
Luz Baixa 0,038 +0,003 0,040 + 0,005ab 0,028 + 0,003 0,018 + 0,006 0,032+0,011 a
HIS Escuro 0,040 £ 0,003 0,068 + 0,005 b 0,049 + 0,003 0,026 + 0,005 0,058 £0,017 b
Luz - 0,027 +0,005¢ 0,016 +0,002 a 0,052 £ 0,010 -
Luz Baixa - 0,038+0,005b 0,008 + 0,004 b 0,074 £ 0,025 -
PHE Escuro - 0,064 £0,005a 0,020 + 0,004 a 0,066 + 0,006 -




Continuagao
AA  Tratamento Cotilédone Epicotilo Folha Hipocétilo Raiz
Luz - - - - 0,825+ 0,040
Luz Baixa - - - - 0,360 + 0,198
ASP Escuro - - - - 1,089 + 0,784
Luz - 0,062 + 0,004 a 0,048 + 0,007 - -
Luz Baixa - 0,028 + 0,003 b 0,058 + 0,025 - -
GLU Escuro - 0,068 £0,012 a 0,103 £ 0,053 - -
Luz - - - - 0,016 +0,008
Luz Baixa - - - - 0,038 + 0,008
GLN Escuro - - - - 0,021 £0,016
Luz - 0,060 = 0,007 b - 0,029 + 0,003 0,014 + 0,003
Luz Baixa - 0,070 £ 0,002 a - 0,026 £ 0,011 0,012 + 0,003
ILE Escuro - 0,077 £ 0,004 a - 0,030 + 0,004 0,024 + 0,010
Luz - 0,160 + 0,038 - 0,052+ 0,021 b 0,020 + 0,006
Luz Baixa - 0,167 + 0,009 - 0,089 + 0,032 ab 0,025+ 0,011
VAL Escuro - 0,176 + 0,059 - 0,118 0,009 a 0,066 + 0,013
Luz - - - 0,233 + 0,054 0,468 £0,096 a
Luz Baixa - - - 0,407 + 0,053 0,235+0,045 b
ALA Escuro - - - 0,480 + 0,124 0,264 + 0,104 b
Luz 0,187 + 0,034 - - 0,567 + 0,046 a 0,568 + 0,062
Luz Baixa 0,164 + 0,045 - - 0,270 £0,126 b 0,440 + 0,109
GLY Escuro 0,153 +0,017 - - 0,394+ 0,118 ab 0,416 + 0,089
Luz - - - 0,006 + 0,001 -
Luz Baixa - - - 0,008 + 0,002 -
TYR Escuro - - - 0,007 £ 0,001 -
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COLETA 2 (18h)

AA  Tratamento Cotilédone Epicotilo Folha Hipocétilo Raiz
Luz 0,128 + 0,039 0,346 + 0,036 0,163 + 0,058 0,102 + 0,082 0,265+ 0,028 a
Luz Baixa 0,130 + 0,024 0,334+ 0,010 0,158 + 0,084 0,074 + 0,058 0,256 + 0,039 ab
ARG Escuro 0,195 + 0,025 0,352 + 0,029 0,174 + 0,036 0,092 + 0,078 0,198+ 0,031 b
Luz 0,133 + 0,025 - - 0,075+ 0,002 a -
Luz Baixa 0,123 + 0,044 - - 0,125 +0,020 a -
LYS Escuro 0,141 +0,027 - - 0,194+ 0,042 b -
Luz 0,272 + 0,032 0,406 +0,035ab 0,263 +0,020 a 0,247 + 0,031 0,207 + 0,030
Luz Baixa 0,291 + 0,015 0,322+ 0,095 b 0,322+0,018 b 0,229 + 0,024 0,255 + 0,032
ASN Escuro 0,294 + 0,008 0,448 £ 0,032 a 0,361 +£0,027 b 0,252 + 0,056 0,262 + 0,021
Luz 0,030 + 0,004 0,057+ 0,002 ¢ 0,030+ 0,010 0,014 £ 0,003 a 0,016 = 0,008
Luz Baixa 0,026 + 0,007 0,070 + 0,007 b 0,032+0,003  0,032+0,011 ab 0,017 + 0,006
SER Escuro 0,023 + 0,004 0,089 + 0,008 a 0,032 + 0,009 0,044+ 0,013 b 0,021 + 0,009
Luz 0,040 + 0,003 0,059 + 0,009 a 0,011 +0,007 0,014 +0,002 a 0,034+ 0,010
Luz Baixa 0,038 £ 0,003 0,070 + 0,004 ab 0,017+0,004 0,023 + 0,004 ab 0,044 + 0,007
HIS Escuro 0,039 + 0,003 0,103 + 0,007 b 0,030 + 0,007 0,037+ 0,018 b 0,053 £ 0,016
Luz - 0,056 = 0,009 a 0,016 = 0,002 0,049 £0,013 a -
Luz Baixa - 0,065 + 0,004 a 0,015+ 0,003 0,102+ 0,021 b -
PHE Escuro - 0,096 + 0,007 b 0,019 + 0,007 0,114+ 0,023 b -
Luz - - - - 0,936 + 0,619
Luz Baixa - - - - 1,047 £ 0,778
ASP Escuro - - - - 0,743 +£0,450
Luz - 0,097 0,015 a 0,051 + 0,003 - -
Luz Baixa - 0,064 + 0,023 b 0,070 £ 0,019 - -
GLU Escuro - 0,103 +£0,005 a 0,067 + 0,020 - -
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Continuagao
Tratamento Cotilédone Epicotilo Folha Hipocétilo Raiz
Luz - - - - 0,024 + 0,009
Luz Baixa - - - - 0,013 + 0,006
GLN Escuro - - - - 0,035 +0,010
Luz - 0,073 + 0,004 - 0,019 + 0,004 0,015+0,013
Luz Baixa - 0,081 + 0,006 - 0,029 + 0,004 0,018 + 0,009
ILE Escuro - 0,082 + 0,008 - 0,045 + 0,023 0,028 + 0,009
Luz - 0,142 +0,008 a - 0,037+ 0,020 b 0,022 + 0,057
Luz Baixa - 0,172+ 0,038 a - 0,096 + 0,024 ab 0,026 + 0,015
VAL Escuro - 0,253 +£0,023 b - 0,162+ 0,077 a 0,046 + 0,022
Luz - - - 0,473 + 0,148 0,376 £ 0,067 a
Luz Baixa - - - 0,448 + 0,062 0,343+ 0,115b
ALA Escuro - - - 0,293 + 0,096 0,200 + 0,069 b
Luz 0,241 £0,041 a - - 0,606 + 0,146 0,289 + 0,253
Luz Baixa 0,117+ 0,040 b - - 0,324 +0,164 0,374 + 0,166
GLY Escuro 0,091 +£0,013 b - - 0,427 + 0,240 0,230 + 0,096
Luz - - - 0,008 £+ 0,002 -
Luz Baixa - - - 0,009 + 0,003 -
TYR Escuro - - - 0,012 + 0,006 -
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COLETA 3 (6h)

AA Tratamento Cotilédone Epicotilo Folha Hipocétilo Raiz
Luz 0,189 + 0,045 0,351 + 0,006 0,169 + 0,041 0,118 +0,013 0,219 + 0,029
Luz Baixa 0,183 + 0,063 0,323 + 0,006 0,128 + 0,015 0,110 + 0,084 0,237 + 0,028
ARG Escuro 0,175+ 0,041 0,345 + 0,027 0,202 + 0,078 0,183 +£0,041 0,180 + 0,032
Luz 0,140 + 0,022 - - 0,136 + 0,012 -
Luz Baixa 0,151 +0,022 - - 0,129 + 0,023 -
LYS Escuro 0,178 +£ 0,058 - - 0,134+ 0,014 -
Luz 0,200 + 0,022 0,278 + 0,022 0,306 0,011 a 0,298 +0,014 a 0,232 + 0,047
Luz Baixa 0,272 + 0,024 0,334 + 0,044 0,302 +0,038 a 0,280 +0,033 ab 0,234+ 0,015
ASN Escuro 0,276 + 0,033 0,348 = 0,055 0,322+ 0,050 b 0,350+ 0,012 b 0,243 + 0,032
Luz 0,032 + 0,008 0,064 + 0,003 a 0,036 + 0,004 0,033 + 0,007 0,012 + 0,003
Luz Baixa 0,023 + 0,003 0,080+ 0,016 a 0,035 + 0,003 0,024 + 0,008 0,025 + 0,009
SER Escuro 0,037 + 0,007 0,117+0,010 b 0,043 + 0,004 0,038 + 0,006 0,036 + 0,007
Luz 0,042 + 0,001 0,074+ 0,010 a 0,013 + 0,003 0,018 + 0,002 0,028 + 0,004
Luz Baixa 0,041 + 0,010 0,093 £0,035 a 0,011 + 0,004 0,020 = 0,009 0,044 + 0,015
HIS Escuro 0,047 + 0,004 0,137 +0,007 b 0,023 + 0,002 0,036 +£ 0,019 0,046 += 0,014
Luz - 0,069+ 0,010 a 0,025 + 0,003 0,113 +0,018 -
Luz Baixa - 0,087 +0,033 a 0,023 + 0,008 0,108 + 0,008 -
PHE Escuro - 0,128 £ 0,007 b 0,033 + 0,002 0,114 + 0,007 -
Luz - - - - 0,190 + 0,113
Luz Baixa - - - - 0,888 + 0,952
ASP Escuro - - - - 0,900 + 0,367
Luz - 0,110+ 0,008 a 0,013 +0,115 - -
Luz Baixa - 0,072+ 0,020 b 0,019 + 0,006 - -
GLU Escuro - 0,152+0,012 ¢ 0,029 + 0,003 - -
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Continuacdo
AA Tratamento Cotilédone Epicotilo Folha Hipocétilo Raiz
Luz - - - - 0,040 + 0,020
Luz Baixa - - - - 0,027 + 0,012
GLN Escuro - - - - 0,050 £ 0,022
Luz - 0,070 = 0,003 - 0,030 + 0,004 0,015+ 0,003
Luz Baixa - 0,090 + 0,017 - 0,027 + 0,008 0,023 + 0,008
ILE Escuro - 0,100 +0,015 - 0,034 + 0,012 0,021 + 0,005
Luz - 0,146 0,025 a - 0,109 + 0,022 0,050 + 0,043
Luz Baixa - 0,289 +£0,045b - 0,095 + 0,037 0,050 + 0,024
VAL Escuro - 0,322 +0,034 b - 0,119 +0,023 0,092 + 0,007
Luz - - - 0,401 £ 0,120 0,431 + 0,254
Luz Baixa - - - 0,369 + 0,117 0,281 + 0,036
ALA Escuro - - - 0,402 + 0,123 0,171 + 0,055
Luz 0,165+0,041 a - - 0,521 +£ 0,195 0,549 + 0,044 a
Luz Baixa 0,082 +0,010 b - - 0,146 + 0,089 0,364 = 0,109 ab
GLY Escuro 0,065+0,013 b - - 0,412 + 0,004 0,211 +0,116 b
Luz - - - 0,009 + 0,002 -
Luz Baixa - - - 0,007 + 0,002 -
TYR Escuro - - - 0,010+ 0,003 -




