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RESUMO

Avaliacao do uso de aminoacidos na cultura de soja

Nos ultimos anos tem se intensificado o uso de produtos com a finalidade de aumentar a
produtividade na cultura da soja. Dentre estes estdo os bioestimulantes que podem possuir em sua
constituicdo extratos de algas, aminoacidos e horménios. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito
isolado de cada um destes constituintes. Frente a isto, esta pesquisa teve por objetivos avaliar o
efeito da aplicacdo de aminoacidos isolados em plantas de soja. Para isto, o trabalho foi dividido
em trés experimentos. No primeiro, foi realizada a aplicacdo via sementes de glutamato, cisteina,
fenilalanina e glicina em doses varidveis. Essa etapa foi conduzida em sistema de canteiros e foi
avaliada a emergéncia, indice de velocidade de emergéncia, acimulo de massa de matéria seca,
metabolismo antioxidante (enzimas superdxido dismutase - SOD, catalase - CAT, peroxidase -
POD, teor de perdxido de hidrogénio — H,O,, prolina e peroxidagao lipidica - PL) e produtividade.
A partir da selecdo das melhores doses obtidas na primeira etapa, foi realizado o segundo
experimento, conduzido em casa de vegetacdo. As aplicaces desse experimento foram realizadas
no tratamento de semente, via foliar ou em ambas as épocas, além disso, foi realizada a aplicacdo
de todos os aminoacidos em associacdo. Nesse experimento foram avaliados metabolismo
antioxidante, enzimas de resisténcia (polifenoloxidase - PFO e fenilalanina aménia-liase - PAL),
metabolismo do nitrogénio (enzimas nitrato redutase e urease, teor de NO3', NH,*, N-Aa, ureideos
e N-Total), variaveis de crescimento de raiz, acdimulo de massa de matéria seca e produtividade. Ja
o0 experimento Il foi realizado em campo, utilizando os mesmos tratamentos do experimento I1.
Foram avaliados o metabolismo antioxidante, enzimas de resisténcia, metabolismo do nitrogénio,
massa de matéria seca e produtividade. Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento
em blocos casualizados com quatro repeticBes para cada tratamento. Todos 0s aminodcidos
proporcionaram efeito positivo em diversas variaveis fisioldgicas analisadas. O uso de glutamato,
fenilalanina, cisteina e glicina de forma isolada repercutiram em melhores efeitos quando a
aplicacdo € realizada somente no tratamento de sementes. A partir da aplicacdo desses
aminoacidos ocorreu incremento da assimilacdo de nitrogénio e no acimulo de massa de matéria
seca, 0 que levou a maior produtividade dessas plantas. O maior efeito na produtividade foi
observado por meio da aplicacdo de fenilalanina em todos os experimentos, quando comparados
com os demais aminoécidos. Com relagdo ao metabolismo antioxidante o uso de cisteina no
tratamento de sementes proporcionou aumento da atividade das enzimas SOD e PAL e redugdo da
PL. O uso de fenilalanina no tratamento de sementes induz ao incremento da CAT e SOD e o
glutamato induz o aumento de PAL e SOD. A utilizacdo de todos os aminoécidos em associacao
somente foi eficiente na aplicacdo foliar, 0 que proporcionou maior desenvolvimento de raiz,
maior assimila¢do de nitrogénio, acimulo de massa de matéria seca e produtividade. Portanto, foi
possivel perceber que o glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina apresentam importante papel de
sinalizacdo em plantas, pois pequenas doses ja sdo suficientes para induzir ao incremento de
paradmetros fisiol6gicos e, consequentemente aumentar a produtividade.

Palavras-chave: Glutamato; Cisteina; Fenilalanina; Glicina; Glycine max
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ABSTRACT

Evaluation of amino acid use on the soybean crop

In recent years, the use of products to increase productivity in soybean has been
intensified. Bio-stimulants can have in their constitution algae extracts, amino acids and hormones.
However, little is known about the isolated effect of each of these constituents. Facing this
problem, this research aimed to evaluate the effect of the application of single amino acids to
soybeans. For this, the work was divided into three experiments. In the first, the application of
amino acids was performed via glutamate, cysteine, phenylalanine and glycine to seeds. This stage
was carried out on planting beds and the following variables were evaluated: emergency,
emergency speed index, dry matter accumulation, antioxidant metabolism (superoxide dismutase -
SOD, catalase - CAT, peroxidase - POD, hydrogen peroxide - H,O, - content, proline and lipid
peroxidation - PL) and productivity. From the selection of the best rates obtained in the first stage,
the second experiment was carried out in a greenhouse. The applications of this experiment were
performed as seed treatments, foliar application and both procedures; furthermore, the application
of all amino acids in combination was also performed. In this experiment, the following variables
were evaluated: antioxidant metabolism, resistance enzymes (polyphenol oxidase - PFO and
phenylalanine ammonia lyase - PAL), nitrogen metabolism (nitrate reductase and urease, NOj’
content, NH,", N-Aa, ureide and N-Total), root growth, dry matter accumulation and productivity.
The third experiment was carried out in the field using the same treatments of the second
experiment. The following variables were evaluated: antioxidant metabolism, resistance enzymes,
nitrogen metabolism, dry matter and productivity. All experiments were carried out in a
randomized block design with four replications for each treatment. All amino acids provided
positive effect on several physiological variables. The use of glutamate, phenylalanine, cysteine,
and glycine alone lead to the best effect when the application was done only as seed treatment.
From the application of these amino acids, the nitrogen assimilation was increased and the dry
matter accumulation, which led to higher productivity of the plants. The greatest effect on
productivity was observed by application of phenylalanine in all experiments, when compared
with other amino acids. Regarding the antioxidant metabolism, cysteine use in seed treatment
increased SOD and PAL activity and PL reduction. The phenylalanine use in seed treatment
increased CAT and SOD activities and glutamate induced an increase of PAL and SOD activities.
The use of all amino acids in association was only effective in foliar application, which provided
further development of root, greater assimilation of nitrogen, dry matter accumulation and
productivity. So, it was possible to conclude that glutamate, cysteine, phenylalanine and glycine
have an important signaling role in plants, because small rates are enough to induce the increase of
physiological parameters and consequently increase productivity.

Keywords: Glutamate; Cysteine; Phenylalanine; Glycine; Glycine max
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merril) é a mais importante oleaginosa cultivada ho mundo,
e a maior producdo desse grdo esta concentrada nos Estados Unidos (EUA), Brasil e
Argentina (USDA, 2016). No Brasil a soja € a cultura com maior area cultivada e atualmente
encontra-se em expansdo principalmente nas regides Centro-Oeste e Norte. O grdo de soja é
utilizado em larga escala na producao de diversos produtos. Destes, 0 6leo de soja € um dos
mais consumidos, utilizado pela populacdo mundial no preparo de alimentos. Esse grao
também € destinado para outros fins como producdo de farinha, sabdo, cosméticos, resinas,
tintas, solventes, biodiesel e ragcdes animais (KIM et al., 2016).

Tendo em vista a importancia da cultura, tem se intensificado cada vez mais as
pesquisas em busca do aumento da produtividade. Nesse sentido, 0 uso de bioestimulantes
tanto no tratamento de sementes quanto na aplicacdo foliar tem se mostrado bastante
promissor (KHAN et al., 2009; CRAINGIE, 2011, SOARES, 2014). Esses produtos podem
aumentar o vigor inicial das plantas, podendo desta forma elevar a resisténcia contra doencas
ou contra outros tipos de estresse, 0 que podera repercutir no aumento da produtividade. Os
bioestimulantes sdo constituidos por extratos de algas, hormdnios sintéticos ou algum
subproduto de fermentacdo e, na grande maioria contém aminoécidos em sua formulagéo
(COLLA etal., 2014; SHALABY; EL-RAMADY, 2014).

Os aminoacidos sdo moléculas organicas que possuem nitrogénio, carbono,
hidrogénio e oxigénio, além de possuirem também um radical organico ligado a esta estrutura,
caracteristica que diferencia os aminoacidos entre si (BUCHANAN et al., 2000). Dentre os
principais aminoacidos sintetizados pelas plantas esta o glutamato, glutamina e aspartato.
Dentre estes, o glutamato se destaca em relacdo aos demais pelo fato de ser o primeiro
aminoacido onde o nitrogénio absorvido pelas plantas é incorporado e, a partir dele pode ser
obtido uma gama de aminoacidos por meio da atividade das aminotransferases (BUCHANAN
etal., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os amino&cidos podem desempenhar diferentes func¢des nas plantas, podendo atuar
como agentes redutores de estresse, fonte de nitrogénio e precursores hormonais (ZHAO,
2010; DeLILLE; SEHNKE; FERL, 2011; MAEDA; DUDAREVA, 2012). No solo podem ser
encontrados diferentes tipos de aminoacidos, no entanto a meia vida dessas moléculas € curta
e a absorcdo dos aminodcidos so é possivel devido a presenca de transportadores nas raizes
(JAMTGARD, 2010).
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Diversos trabalhos tém mostrado a eficiéncia de absorcdo de aminoéacidos pelas
plantas (PERSSON et al., 2006; GIOSEFF et al., 2012), frente a isto a aplicacdo de
aminoacidos via tratamento de semente pode repercutir no melhor desenvolvimento da planta,
uma vez que essas moléculas podem desencadear processos fisiologicos favoraveis ao
desenvolvimento inicial da planta. Outros trabalhos mostram efeito positivo da aplicacéo
foliar dos aminoacidos (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011; KOUKOUNARAS et al., 2013;
SADAK et al., 2014).

No entanto, apesar do conhecimento sobre o efeito positivo da aplicacdo de
aminoacidos em plantas, a maior parte dos trabalhos foi realizada com produtos compostos
por um conjunto de amino&cidos, portanto existe a caréncia de informacdes a respeito da
aplicacdo isolada dessas moléculas e seu real efeito em plantas.

Outro fator relevante é que alguns trabalhos tém mostrado que a aplicacdo de
produtos fitossanitarios nas sementes pode induzir o aumento do estresse oxidativo, por meio
da elevada producdo de peroxido de hidrogénio, além do aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a catalase e superoxido dismutase (RODRIGUES, 2009; LACERDA,
2014). Alguns aminoacidos podem atuar diretamente ou indiretamente na atenuacdo do
estresse oxidativo das plantas, como o glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina. Desta forma,
a aplicacdo destes aminoécidos nas sementes pode ser uma alternativa que vise diminuir o0s
efeitos negativos dos tratamentos de sementes com produtos fitossanitarios e micronutrientes
sobre o sistema antioxidante. Além disso, os aminoacidos podem auxiliar o desenvolvimento
da planta em condicdes de estresse, como falta de agua, temperaturas elevadas, ataque de
patégenos, entre outros.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram estudar o uso de quatro aminoacidos
(glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina) na cultura de soja no intuito de: (i) definir a
melhor dose para aplicacdo no tratamento de sementes; (ii) conhecer a melhor época de
aplicacdo (tratamento de sementes, foliar ou ambas); (iii) avaliar o efeito da aplicacdo no
metabolismo oxidativo; e (iv) determinar o efeito da aplicacdo no acimulo de nitrogénio nas
folhas, na producdo de massa de matéria seca, no desenvolvimento de raiz e na produtividade

de gréos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nitrogénio em plantas: nitrato, aménio e aminoacidos

O nitrogénio pode ser encontrado no solo em grandes quantidades e em diferentes
formas quimicas tais como fons inorganicos como o nitrato (NO3) e amonio (NH4"), ou
também complexado em moléculas organicas como proteinas e aminoacidos. A principal
forma de absorcdo de nitrogénio pelas raizes é via NO3 e NH4*, ou ainda na forma de N,
através de bactérias fixadoras (JAMTGARD, 2010; MARSCHNER, 2012). No entanto,
apesar da forma inorganica ser a principal via de absor¢édo de nitrogénio, diversos estudos tém
se intensificado no sentido de mostrar a importancia de formas orgénicas de nitrogénio para as
raizes. Esses estudos mostram que plantas como trigo (OWEN; JONES, 2001; GIOSEFFI et
al., 2012), tomate (GE et al., 2009) e espécies de floresta boreal (PERSSON; NASHOLM,
2001) podem absorver nitrogénio na forma organica, especialmente em formas simples tais
como amino&cidos, sem a necessidade prévia da mineralizacdo a partir de microrganismos.

Quando a planta absorve o nitrogénio na forma de nitrato, ele sera reduzido a nitrito
via enzima nitrato redutase, utilizando-se energia do NADPH. Essa reducdo podera ocorre nos
plastidios das raizes ou na parte aérea da planta. O nitrito formado é reduzido a aménio
utilizando-se energia oriunda da ferredoxina (Figura 1). Por fim, o amdnio é incorporado aos
aminoéacidos por meio da atividade de duas enzimas, glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT). A primeira enzima combina aménio com glutamato para formar glutamina,
utilizando energia da molécula de ATP. A enzima glutamato sintase transfere o grupo amida
da glutamina para o 2-oxoglutarato, formando duas moléculas de glutamato, utilizando
energia do NADH ou da ferredoxina, dependendo do local de atuacdo. Uma rota alternativa
pode ser utilizada para a producdo de glutamina, via enzima glutamato desidrogenase (GDH),
utilizando 2-oxoglutarato, amoénio e energia do NADPH (MARSCHNER, 2012; TAIZ;
ZEIGER, 2013).
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Figura 1. Absorgdo pela raiz e assimilac@o de nitrogénio em plantas.

Legenda: NR - nitrato redutase; RNi - nitrito redutase; NO3 - nitrato; NO,™ - nitrito; NH," - amonio; NH; —
amonia; Aa — aminoacido; N, - gas nitrogénio

Plantas leguminosas (fabaceas) fixadoras de nitrogénio, em simbiose com bactérias
do género Rhizobium, também podem absorver esse nutriente na forma de N, o produto da
fixacdo é a amoOnia, que para evitar toxidade é convertida em formas orgéanicas nos nédulos da
raiz, chamados ureideos, que sdo transportados via xilema para a parte aérea (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Desta forma, nota-se que a absorcdo e assimilagdo de aminoacidos se tornam mais
vantajosas energeticamente a planta, quando se compara com a absorcdo de NOs’; NH;™ ou
fixacdo bioldgica. Nesse caso, 0 uso de aminoacidos poderia representar diversas vantagens

para as plantas, devido ao menor gasto energético para a assimilacdo do nitrogénio (JONES,
2002).

2.2. Aminoacidos no solo

Os aminoacidos sdo moléculas organicas formadas por atomos de carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, unidos entre si. Qualquer molécula de aminoacido tem um
grupo carboxila (COOH) e um grupo amina (NH;) ligada a um atomo de carbono. Nesse
mesmo carbono ficam ligados ainda um atomo de hidrogénio e um radical (R) (Figura 2). O

radical (R) representa um radical orgénico, diferente em cada molécula de aminoéacido
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encontrado na matéria viva. Cada variagdo no nimero ou na sequéncia de aminoécidos produz
uma proteina diferente e assim, existe uma grande variedade de proteinas (BUCHANAN et
al., 2000).

He_ _-H
N
| 0
H—C—EG "
| S OH
R

Figura 2. Estrutura geral de um aminoéacido.

Legenda: R — radical organico; H — hidrogénio; N — nitrogénio; C — carbono; O - oxigénio

Os aminoacidos podem ser encontrados no solo de trés formas diferentes. Na
primeira delas, encontram-se dissolvidos na solugéo do solo, e s&o denominados aminoacidos
livres e estdo disponiveis para serem absorvidos pelas raizes. Outra forma encontrada no solo
sd0 0s permutaveis, estes se encontram ligados as particulas de argila ou entdo estdo na
matéria organica do solo. Por fim, os aminoacidos podem ser encontrados nas moléculas de
proteinas, esta forma é pouco disponivel as plantas, e é responsavel por reabastecer o estoque
de aminoécidos livres do solo (SCHULTEN; SCHNITZEN, 1997; JAMTGARD, 2010).

Alguns estudos relatam que na solucdo do solo podem ser encontradas concentracfes
de aminoacidos livres que variavam 0,1 a 60 UM (JONES et al., 2002; HILL et al., 2011;
GIOSEFFI et al., 2012), por outro lado, outros autores afirmam que essas concentracdes
podem chegar a 158 uM (RAAB et al., 1999; JONES et al., 2005). A quantidade de
aminoacidos livres depende de diversos fatores tais como pH do solo e quantidade de
microrganismos no solo, além da atividade de enzimas proteoliticas, que podem ser exsudadas
pelos microbios de vida livre, fungos micorrizicos ou raizes de plantas (GODLEWSKI;
ADAMCZYK, 2007; PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2009). A atividade das enzimas
proteoliticas também pode ser influenciada pelo pH do solo, uma vez que a diminuigédo do pH
aumenta a atividade destas enzimas, proporcionando o aumento da rotatividade de
aminoéacidos no solo (NASHOLM et al., 2008).

Outro fator que afeta a disponibilidade dos aminoécidos é a caracterizacdo de cada
um deles, ou seja, aminoacidos basicos como a lisina e arginina tendem a ser pouco moveis,

em comparagdo a aminoécidos neutros como a glicina e alanina (OWEN; JONES, 2001). As
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cargas positivas destes aminoacidos basicos sao facilmente adsorvidas as particulas de argila e
a matéria organica do solo, as quais apresentam cargas negativas (LIPSON; NASHOLM,
2001). O periodo de permanéncia dos aminoacidos no solo tem sido foco de diversos estudos,
0s quais mostram que, em solos desprovidos de plantas os aminoacidos podem durar de 3 a 20
horas (LIPSON; NASHOLM, 2001; JONES; KIELLAND, 2002; JONES et al., 2005).

2.2.1. Absorcdo de amino&cidos pelas plantas

Nas plantas a primeira evidéncia de que os aminoacidos eram absorvidos comecou a
aparecer a partir do século XX (HUTCHINSON; MILLER, 1911). A utilizacdo de
aminodcidos pelas plantas € reconhecidamente mais favoravel energeticamente em relacéo ao
NOs; e NH;". No entanto, a capacidade de absorcio dos aminoacidos pelas raizes esta
intimamente ligada a disponibilidade dos aminoacidos na rizosfera e da atividade de
transportadores de aminoacidos nas membranas celulares em contato com a solucdo do solo
(JAMTGARD, 2010).

Os aminoécidos podem ser encontrados no solo de trés formas diferentes. Na
primeira delas, encontram-se dissolvidos na solucdo do solo, e sdo denominados aminoacidos
livres e estdo disponiveis para serem absorvidos pelas raizes. Outra forma encontrada no solo
sdo os permutaveis, estes se encontram ligados as particulas de argila ou entdo estdo na
matéria organica do solo. Por fim, os aminoacidos podem ser encontrados nas moléculas de
proteinas, esta forma é pouco disponivel as plantas, e é responsavel por reabastecer o estoque
de aminoécidos livres do solo (SCHULTEN; SCHNITZEN, 1997; JAMTGARD, 2010).

Alguns estudos relatam que na solucdo do solo podem ser encontradas concentracfes
de aminoacidos livres que variavam 0,1 a 60 uM (JONES et al., 2002; HILL et al., 2011,
GIOSEFFI et al., 2012), por outro lado, outros autores afirmam que essas concentragoes
podem chegar a 158 uM (RAAB et al.,, 1999; JONES et al., 2005). A quantidade de
aminoacidos livres depende de diversos fatores tais como pH do solo e quantidade de
microrganismos no solo, além da atividade de enzimas proteoliticas, que podem ser exsudadas
pelos microbios de vida livre, fungos micorrizicos ou raizes de plantas (GODLEWSKI;
ADAMCZYK, 2007; PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2009). A atividade das enzimas
proteoliticas também pode ser influenciada pelo pH do solo, uma vez que a diminuigéo do pH
aumenta a atividade destas enzimas, proporcionando o aumento da rotatividade de
aminoacidos no solo (NASHOLM et al., 2008).

Outro fator que afeta a disponibilidade dos aminodcidos é a caracterizacdo de cada

um deles, ou seja, aminoacidos basicos como a lisina e arginina tendem a ser pouco moveis,
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em comparagdo a aminoécidos neutros como a glicina e alanina (OWEN; JONES, 2001). As
cargas positivas destes aminoécidos basicos séo facilmente adsorvidas as particulas de argila e
a matéria organica do solo, as quais apresentam cargas negativas (LIPSON; NASHOLM,
2001). O periodo de permanéncia dos aminoacidos no solo tem sido foco de diversos estudos,
0s quais mostram que, em solos desprovidos de plantas os aminoacidos podem durar de 3 a 20
horas (LIPSON; NASHOLM, 2001; JONES; KIELLAND, 2002; JONES et al., 2005).

Existem divergéncias nas comparacdes sobre as proporcdes de absor¢ido NOs e NH,"
e aminoacidos pelas raizes, alguns autores relatam que o nitrato € a forma de nitrogénio mais
absorvida pelas plantas, seguidas pelos aminoacidos e aménio (FINZI; BERTHRONG, 2005).
No entanto, outros autores afirmam que a taxa de absorcdo de aminoécidos pelas raizes pode
ser maior do que as formas inorganicas de nitrogénio (PERSSON et al., 2006). GIOSEFF et
al. (2012) realizaram experimento em plantas de trigo, buscando avaliar a interacdo na
absorcéo entre as formas organicas e inorganicas de nitrogénio, e constataram que quando
existia a disponibilidade de glicina as raizes aumentavam a absor¢do desse aminoécido o que,
consequentemente levava a diminuicao da absor¢do de nitrato e aménio.

A absorcdo dos aminoacidos do solo é mediada por alguns transportadores presentes
nas raizes, entre eles estd o LHT1 (Lysine Histidine Transporter), AAP1 e AAP5 (Amino Acid
Permease 1 e 5), onde cada um destes possui diferente especificidade e afinidade como o0s
amino&cidos (HIRNER et al., 2006; LEE et al., 2007). LHT1 e AAP1 estdo relacionados com
a absorcdo dos aminoacidos neutros e acidos, ja AAP5 é responsavel pela absorcéo de lisina e
arginina (HIRNER et al., 2006).

Outra caracteristica que pode explicar a presenca de diferentes transportadores de
aminoacido esta relacionada com a localizacdo destes transportadores na raiz. O transportador
AAP1 pode ser encontrado na epiderme, cortex e cilindro vascular (HIRNER et al., 2006;
LEE et al., 2007), ja LHT1 é observado na coifa e na epiderme e por fim o AAP5 poder ser
encontrado em todas as regides da raiz, mas preferencialmente no cortex, endoderme e raizes
laterais (BRADY et al., 2007).

As plantas também podem absorver os aminoacidos por meio de micorrizas, que é a
associacdao de fungos com a raiz da planta. Estes fungos também possuem transportadores
especificos para a absorcdo dos aminoacidos, levando-os para dentro da planta que possui a
associacdo micorrizica (CHALOT et al., 2002; SMITH; READ, 2007).

Os aminoécidos encontrados no solo podem auxiliar no processo de regulagcdo na
absorcdo de cétions (BRADY, 1974), que podem estar aderidos aos coloides do solo em

concentragOes toxicas para as células, sendo considerados quelatizantes. Isso porque, quando
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um unico ligante se adere a um cation, esse é considerado complexado. Se um cétion esta
ligado a um composto organico em dois ou mais sitios de troca estruturando-se em um anel é
considerado um quelato do metal (MEISTER, 1999).

Alguns aminoacidos usados como quelato com micronutrientes sdo a lisina,
glutamato (MILLER, 1998), cisteina e histidina (BAKER, 1995). Além dos aminoacidos
citados, a glicina € o aminoécido mais simples usado em sistemas agricolas como um agente
quelatizante de micronutrientes e também como fonte de N, embora esta Gltima funcéo seja

menos enfatizada.
2.3. Aminoécidos na planta

Os aminoé&cidos sdo moléculas essenciais no metabolismo priméario e secundério,
pois desempenham diversos papéis nas plantas, além de atuarem como fonte de nitrogénio.
Outros aminoacidos desempenham funcdes especificas como precursores para a sintese de
metabolitos secundarios, como é o caso de horménios e moléculas de defesa (BUCHANAN et
al., 2000, Figura 3).

Cisteina
T Glicolise
. . v
Glicina | €<—| Serina | €= 3-Fosfoglicerato \
¥
Fosfoenolpiruvato —3 -~
Alanin =~ Ppiruvato
T e U
Leucina
\ Aspartato |€ Oxaloacetato T
Ciclo do
v icido citrico 2 - Oxoglutarato = | Glutamato
A N
¢

Figura 3. Rotas biossintéticas dos aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2013)
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2.3.1. Cisteina

Este € um importante aminoacido, pois além de ser uma fonte de enxofre, estd
envolvido no processo de producdo de fitoquelatinas e, juntamente com a glicina e o
glutamato atuam na sintese de glutationa, molécula importante no sistema de defesa em
plantas (FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010).

Apos a absorcdo do enxofre pelas raizes, na forma de sulfato, ele sofre reacOes de
reducdo ateé ser incorporado a cisteina. Este processo pode ocorrer nos plastidios da raiz ou, na
parte area, podendo ser observado nas mitocondrias, cloroplastos e no citosol (BUCHANAN
et al., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013). A enzima ATP sulforilase catalisa a reacdo do sulfato
com o ATP, produzindo 5’adenililsulfato (APS), este composto, por sua vez, € reduzido a
sulfito via enzima APS redutase, utilizando energia oriunda da glutationa (Figura 4). O sulfito
formado sofre acdo da enzima sulfito redutase, produzindo sulfeto, que reage com um
composto denominado O-acetilserina, formando assim a cisteina (BUCHANAN et al., 2000;
TAIZ; ZEIGER, 2013; RENNENBERG; HERSCHBACH, 2014).

A cisteina também estd envolvida na rota de producdo de metionina, aminoacido
importante na sintese de etileno e na formacdo de poliaminas, compostos importantes na
regulacdo de diversas funcdes nos vegetais (RAVANEL et al., 1998; BUCHANAN et al.,
2000).
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Figura 4. Sintese das principais func6es da cisteina em plantas (Adaptado de BUCHANAN et al., 2000; TAIZ;
ZEIGER, 2013; RENNENBERG; HERSCHBACH, 2014)

Legenda: SO, - sulfato; APS - 5' adenililsulfato; SO; - 6xido sulfurico; S* - sulfeto; GSH — glutationa
reduzida; GSSH — glutationa oxidada; Fd.q — ferridoxina reduzida; Fd,y — ferridoxina oxidada; OAS - O — Acetil

L-Serina

Compostos como a glutationa e fitoquelatinas sdo formados por meio da participacéo
de cisteina (Figura 5). A biossintese de glutationa se inicia a partir da cisteina e do glutamato,
onde a enzima y-glutamilcisteina sintetase (GCS) proporciona a produgdo de v-
GlutamilCisteina, este composto juntamente com a glicina formam glutationa reduzida (GSH)

via enzima glutationa sintetase (GS).
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Figura 5. Biossintese de glutationa e de fitoquelatinas em plantas (Adaptado de COBBETT, 2000).

Legenda: GSC - y-glutamilcisteina sintetase; GS - glutationa sintetase; GSH — glutationa reduzida

A glutationa é importante no sistema de defesa contra estresse em plantas, podendo
atuar no sistema de defesa enzimatico (ciclo ascorbato-glutationa, Figura 6) e ndo enzimatico,
por meio da neutralizacdo da acdo de outras espécies reativas de oxigénio, devido a sua
capacidade de doar elétrons (GILL; TUTEJA, 2010).

A glutationa pode sofrer acdo da enzima fitoquelatina sintase, que produz as
fitoquelatinas, formadas por pequenas moléculas de peptideos, ricas em cisteina e glutationa
(COBBETT, 2000). A fitoquelatina formada possui a capacidade de se ligar a metais toxicos
ndo essenciais como cadmio e aluminio e, também pode ser ligar a metais essenciais que estdo
em excesso na planta como zinco e cobre. Apds fazer a ligacdo com estes metais, a
fitoquelatina é armazenada no vacuolo, evitando assim, os efeitos danosos desses metais
(BUCHANAN et al., 2000; COBBETT, 2000).
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Figura 6. Representacdo esquematica do sistema de desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio via
enzimatica, por meio da via ascorbato-glutationa (Adaptado de MITTLER et al., 2002).

Legenda: O, - radical superéxido; H,O, — perdxido de hidrogénio; MDHA — monodehidro ascorbato; NADP -
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reduzido; NADPH - nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
oxidado; DHA — dehidroascorbato; GSSG — glutationa oxidada; GSH — glutationa reduzida

2.3.2. Glicina

Este aminoacido, além de participar da biossintese de glutationa e fitoquelatinas,
descritos anteriormente, esta envolvido no processo de formacéo de glicina betaina (Figura 7).
Este composto normalmente é acumulado em plantas que estdo sobre estresse hidrico, salino,
frio, calor e congelamento, pois auxilia na manutengéo integridade das membranas celulares,
mantendo a eficiéncia fotossintética (ASHRAF; FOOLAD, 2007). Tem sido relatado também
que, sob condi¢bes de estresse, a glicina betaina produzida pelas plantas pode estabilizar as
estruturas de proteinas e regular a atividades de enzimas (BUCHANAN et al., 2000;
SAKAMOTO; MURATA, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2013).

(1) - @ - @) me i
+ o Me + 0 Me .+ 0 \,+ 0
N — WYy —» N —» Me—N
T ! Y =Y
Glicina Sarcosina N,N-Dimetil glicina  Glicina Betaina

Figura 7. Biossintese de glicina betaina (SAKAMOTO; MURATA, 2002).
Legenda: 1 e 2 — Glicina sarcosina metiltransferase; 2 e 3 — Sarcosina dimetilglicina metiltransferase; Me —
grupo metil (CH3)

2.3.3. Fenilalanina

Este aminoacido esta relacionado com a biossintese de compostos fendlicos de

defesa como, por exemplo, lignina, taninos e flavonoides (HEIM et al., 2002; DENISOV;
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AFANAS’EV, 2005). A sintese destes compostos ocorre a partir do acido cinamico, que € o

produto da acdo da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) sobre o fenilalanina (Figura 8).

I
/N—(lz—C\ emlalamr}?:{noma—hase
i cn, ©H (AL >  Acido cindmico + NH,*
Fenilalanina ngmr_la
Flavonoides
Taninos

Figura 8. Producéo de compostos fendlicos a partir do &cido cinamico, oriundo da atividade da enzima PAL
sobre a fenilalanina.

Legenda: NH,* - am6nio

A lignina esté envolvida com a resisténcia das plantas, pois este composto é capaz de
fortalecer o caule e o sistema vascular, favorecendo o transporte de substancias e o
desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013). Ja os flavonoides podem proteger as
plantas contra raios UV, além de auxiliar na defesa contra ao ataque de fungos (BUCHANAN
etal., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Outra funcdo importante mediada pela fenilalanina amonia-liase é que estad enzima
também participa do processo de sintese do acido salicilico a partir da fenilalanina
(BUCHANAN et al., 2000). O acido salicilico € um horménio que atua principalmente na
resisténcia sistémica contra patdgenos nas plantas. Além disso, esse horménio pode mediar
respostas a estresses abidticos como estresse hidrico, estresse por frio, tolerancia a metais
pesados, altas temperaturas e estresse osmotico, esse fato porque o acido salicilico pode
regular a atividade de enzimas antioxidantes, o que garante a integridade celular (RIVAS-
SAN; PLASENCIA, 2011). Estes mesmos autores afirmam que esse horménio pode atuar na
regulacdo da germinagcdo de sementes, crescimento vegetativo, fotossintese, respiracao,

termogéneses, formacéo das flores e producdo de sementes.
2.3.4. Glutamato

O glutamato pode ser considerado um aminoacido chave em plantas, pois pode ser
utilizado em varias rotas biossintéticas (Figura 9), (TAIZ; ZEIGER, 2013). Ele serve de base
para a formacdo de diversos aminoacidos, como a arginina, prolina, glutamina e aspartato,
além disso, atua como precursor da molécula de clorofila, a partir da formacdo de -

aminolevulinico (Figura 9).
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Figura 9. Sintese do glutamato e seu metabolismo em plantas (FORD; LEA, 2007).

Legenda: NOj - nitrato; N, — g&s nitrogénio; NH; — am6nia

O glutamato também € importante no sistema de defesa em plantas, devido a sua
participagdo na producdo de glutationa e também devido & sintese de outros aminoacidos
como arginina e prolina, que podem atuar no sistema de defesa de plantas. A prolina
representa um papel importante no sistema de defesa antioxidante (GILL; TUTEJA, 2010),
sua producdo pode ocorrer no citosol e nos cloroplastos (REJEB et al., 2014). Esse composto
funciona como osmoprotetor, podendo atuar em estresses por seca, salinos e ocasionados pelo
excesso de metais, atuando também como quelante de metais evitando a producdo de OH",
(SMIRNOFF; CUMBES, 1989; ASHRAF, 2007; TROVATO et al., 2008; GILL; TUTEJA,
2010). Alguns trabalhos recentes tém mostrado que a prolina pode atuar também como uma
molécula sinalizadora, podendo induzir o aumento da atividade de enzimas antioxidantes em
resposta a diferentes tipos de estresses (HOQUE et al., 2007; YAN et al., 2011; CARVALHO
etal., 2013; REJEB et al., 2014).

Por outro lado, a arginina além de ser fonte de nitrogénio, pode estar envolvida na
maturagdo e germinagdo de sementes, transporte no xilema e floema e, seu acimulo tem sido
observado em condicOes de estresse e deficiéncia (LEE et al., 2007). Além disso, a arginina
pode atuar como precursora de poliaminas, que desempenham um importante papel na defesa
de plantas contra estresse (FORDE; LEA, 2007).
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2.4. Aplicacdo de amino&cidos em plantas

Alguns trabalhos tém comprovado o efeito da aplicacdo de aminoécidos em culturas
anuais e perenes com efeitos variados. Furuya e Umemiya (2002), trabalhando com
aplicacdes foliares de diferentes fontes de nitrogénio marcado na cultura de pessegueiro
(Prunus domestica), observaram maiores taxas de absor¢do de ureia e nitrato de sodio seguido
pelos aminoéacidos L-alanina, L-glutamato, glicina e L-lisina aos sete dias apds a aplicacdo. A
taxa de absorcdo de N aumentou conforme o peso molecular dos aminoacidos diminuia,
embora essa correlacdo ndo tenha sido comprovada com a arginina e L-lisina que
apresentaram elevada absor¢do quando comparada com outras moléculas de semelhante peso
molecular.

A fim de avaliar o efeito de aminoacidos no crescimento de Lolium multiflorum,
Nagao et al. (2005) efetuaram a aplicacéo de prolina (80 ou 40 mg L™) e inosina (40 ou 20 mg
L™). Nesse experimento os autores observaram que a aplicacéo de prolina e inosina aumentou
significativamente a massa de matéria fresca da planta.

A aplicacdo de aminoacidos em plantas também ¢ utilizada para melhorar o
crescimento e o nivel nutricional das plantas tornando-as mais tolerantes a danos por doencas
(EL-GHAMRY et al., 2009). Em plantas submetidas ao estresse ocorre acumulo de prolina e
outros aminoécidos. O papel desses aminoacidos varia na regulacdo osmética, regulacdo de
transporte de ions, modulacdo na abertura de estdmatos e desintoxicacdo de metais pesados.
Os aminoacidos também afetam a sintese e atividade de algumas enzimas, na expressao
génica e homeostase-redox (RAI, 2002).

Os aminoéacidos melhoraram o crescimento e a producdo de plantas submetidas a
condic@es salinas. Neeraja et al. (2005) verificaram que 0 uso de aminoacidos proporcionou o

aumento no niimero de flores e no rendimento de frutos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento |
3.1.1. Local

O experimento foi conduzido em area experimental da Escola Agrotécnica Afonso
Queiroz, Campus Il do Unipam (Centro Universitario de Patos de Minas), municipio de Patos
de Minas (MG) (18°34’ de latitude Sul, 46°31° de longitude Oeste e 815 m de altitude). O
solo é classificado como Latossolo Vermelho e apresenta um clima tropical de altitude (Cwa),
com precipitacdo média anual em torno de 1400 mm (SOUZA et al., 2005), sendo a
temperatura média anual igual a 21,1 °C; a mé&xima anual 27,8 °C; e a minima anual 16,3 °C,
conforme dados da Estacdo Meteoroldgica de Sertdozinho (EPAMIG) localizada no

municipio de Patos de Minas (MG).
3.1.2. Caracterizagdo do experimento

Inicialmente foram instalados pré-testes de emergéncia visando observar quais as
melhores doses e tratamentos a serem aplicados no experimento. Esses pre-testes foram
conduzidos em bandejas contendo como substrato areia lavada. Neste experimento foram
testados os aminoacidos glutamato, arginina, cisteina, fenilalanina, glicina, glutamina,
metionina e triptofano, nas doses de 100, 200, 300, 400 e 500 mg ha™.

Apds a obtencdo dos melhores tratamentos e melhores doses a serem aplicadas foi
realizada a instalacdo do experimento em campo. Este foi conduzido em canteiros, utilizando
soja (Glycine max L. Merrill), variedade cultivada SYN 1279 RR, de crescimento
indeterminado e ciclo precoce. A semeadura foi realizada em canteiros de 1 m de largura, com

espacamento de 0,2 m entre linhas, sendo semeadas 50 sementes por linha.
3.1.3. Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, constituido
pela aplicacdo de doses de amino&cidos no tratamento de sementes, sendo utilizadas quatro
repeticOes para cada tratamento (Tabela 1). Foram utilizados dois tratamentos controles, onde,
0 primeiro deles correspondeu a utilizagdo de sementes sem nenhum tratamento, e outro

utilizando tratamento convencional com fungicida e inseticida (Fipronil + Piraclostrobina +
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Tiofanato Metilico), na dose de dose de 1 mL kg-1 [sementes]. Os aminoacidos foram
diluidos em 4agua destilada e aplicados sobre as sementes na dose de 4 mL kg-1 [semente].

Tabela 1. Descricdo dos aminoacidos e doses utilizadas. Escola Agrotécnica Afonso Queiroz (UNIPAM). Patos
de Minas, MG. 2015

Tratamento® < Dose <
mg kg™ [sementes] pumol L
Controle 0 0
9 5250
12 10500
Glutamato 15 15768
18 21018
21 26269
3 6376
6 12751
Cisteina 9 19148
12 25524
15 31899
3 4676
6 9353
Fenilalanina 9 14044
12 18720
15 23397
3 10290
6 20581
Glicina 9 30904
12 41195
15 51485

Fipronil + Piraclostrobina + Tiofanato Metilico

1 As fontes utilizadas correspondem aos aminoacidos puros marca Sigma Aldrich®, com isomeria Optica levogiro

(L- aminoéacido)
3.2. Experimento 11
3.2.1. Local

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo localizada no Departamento
de Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq/USP),
municipio de Piracicaba, SP (22°41°S, 47°38°0 e 546 m de altitude).

3.2.2. Tratamentos e delineamento experimental

Foi conduzido em vasos de capacidade de 11 dm?® contendo areia lavada como
substrato, utilizando soja (Glycine max L. Merrill), variedade cultivada NS 7901 RR. Foram
semeadas 10 sementes por vaso e, ap0s a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando

apenas trés plantas por vaso.
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O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, constituido
pela aplicacdo de aminoacidos no tratamento de sementes e/ou via foliar, sendo utilizados oito
blocos por tratamento (Tabela 2). Antes da aplicacdo dos tratamentos todas as sementes foram
tratadas com fungicida e inseticida [Fipronil (250
g L") + Tiofanato metilico (225 g L™) + Piraclostrobina (25 g L™)] na dose de 1 mL kg™ de

sementes.

Tabela 2. Descricdo dos tratamentos de aminoacidos utilizados e a respectiva forma de aplicacdo. Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq/USP). Piracicaba, SP. 2015

Aplicacdo
Tratamento Descrigé\o1 Tratamento de sementes Foliar - V,
(TS, mg kg™ [sementes]) (mg ha®)
1 Controle 0 -
2 Glutamato 12 -
3 Cisteina 12 -
4 Fenilalanina 3 -
5 Glicina 9 -
6 Glutamato + Cisteina 12+12 i
+ Fenilalanina + Glicina +3+9
7 Glutamato - 120
8 Cisteina - 120
9 Fenilalanina - 30
10 Glicina - 90
11 Glutamato + Cisteina i 120+120
+ Fenilalanina + Glicina +30+90
12 Glutamato 12 120
13 Cisteina 12 120
14 Fenilalanina 3 30
15 Glicina 9 90
16 Glutamato + Cisteina 12+12 120+120
+ Fenilalanina + Glicina +3+9 +30+90

1" As fontes utilizadas correspondem aos aminoécidos puros (marca Sigma Aldrich®), com isomeria Optica
levogiro (L- aminoacido)
As informac0es referentes a concentracdos detalhada dos aminoacidos aplicados via

foliar estdo contidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Aminoécido, teor de N no aminodcicido (Aa), doses de Aa aplicado na area, dose de N aplicado na
area, teor de Aa nas folhas, teor de Aa aplicado. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalg/USP).
Piracicaba, SP. 2015

Teor Dose de Aa Dose de N  Teor de Aa nas Teor de Aa
S (%) de aplicado na aplicado folhas . Teor de Aa aplicado
Aminoacido N no area na area (umol g aphcadgl 2 (nmol g* [MF])®
Aa (mgha')  (mgha) [MF])* (wmol ha)
Glutamato 9,5 120 11,4 5,0 4,08 0,0004
Cisteina 11,5 120 13,8 15 4,95 0,0005
Fenilalanina 8,5 30 2,55 15 0,91 0,0001
Glicina 18,6 90 16,74 3,0 6,00 0,0006
Completo 48,1 1+2300++192(? 44,49 11,0 15,94 0,0016

! Valores referentes as concentracdes avaliadas por (GEIGER et al., 2001; URBANCZYK-WOCHNIAK et al.,
2005), em plantas de tabaco e batata.
2 populagdo de 250.000 plantas ha™

® Massa de matéria fresca de plantas de soja no estagio V, — 40 g

Durante a conducdo do experimento, os vasos foram irrigados diariamente de acordo
com a necessidade hidrica (400 mL por vaso). Foi realizada também aplicacdo semanal de

solucdo nutritiva proposta por Johnson et al. (1957) (Tabela 4).

Tabela 4. Descricao dos sais da solucéo nutritiva.

Sal g por 1000 L
Ca(NO3),.4H,0 457,7
KNO3 251,3
KH,PO, 142,9
MgSQO,.7H,0 251,3
FeDTPA 23,8
H3BO, 1,3
MnSO, 0,794
ZnS0,4.7H,0 0,106
CuS0,.5H,0 0,026
H,Mo00,.H,0 0,013

3.3. Experimento 111
3.3.1. Local

O experimento foi conduzido em area experimental da Escola Agrotécnica Afonso
Queiroz, Campus Il do UNIPAM (Centro Universitario de Patos de Minas), municipio de
Patos de Minas (MG) (18°34” de latitude Sul, 46°31° de longitude Oeste e 815 m de altitude),

com as caracteristicas descritas no item 3.1.1.
3.3.2. Caracterizacao do experimento

Antes da semeadura, foi realizada a coleta de amostras de solo da area onde o
experimento foi instalado. A analise quimica do solo estd apresentada na tabela 5. Como
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adubacdo, foram utilizados 450 kg ha-1 da formulagdo 08:30:10 + 3,26% de Ca + 4,25% de S
+0,2% de B + 0,2% de Zn.

Tabela 5. Andlise de solo (0-20 cm) da area de conducdo dos experimentos na area experimental do Centro
Universitario de Patos de Minas. Unipam. Patos de Minas, (MG). 2015

pH P-Mel P-Rem K ca® Mg** Al H+Al
Agua - mgdm?® s e (1110 PR [ ——
5,60 10,23 4,94 85,70 2,94 0,56 0,02 1,30
SB t T Vv m M.O.
------------------- L I R — e R—— dag kg™
3,72 3,74 5,02 74,11 0,53 3,12

O manejo das plantas daninhas foi realizado com aplicacdo de Glifosato (e.a 480 g L
1) na dose de 2 L ha™ aos 14 e 35 dias ap6s a semeadura. Para manejo de pragas foi realizado
aplicacdo de Acetamiprido (100 g L™) + Alfa-cipermetrina (200 g L™) na dose de 250 mL
[p.c.] hat e Clorfenapir (240 g L™) na dose de 500 mL [p.c.] ha™ aos 84 dias apés a
semeadura. O controle de doengas foi realizado com a aplicacéo de Piraclostrobina (133 g L™)
+ Epoxiconazol (50 g L™) aos 54 dias ap6s a semeadura e Fluxapiroxade (167 g L™) +

Piraclostrobina (333 g L™), na dose de 300 mL[p.c.] ha™ aos 70 e 84 dias ap6s a semeadura.
3.3.3. Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, constituido
pela aplicacdo de aminoacidos no tratamento de sementes e/ou via foliar, sendo utilizados oito
blocos por tratamento (Tabela 2). Antes da aplicacdo dos tratamentos todas as sementes foram
tratadas com fungicida e inseticida [Fipronil (250 g L™) + Tiofanato metilico (225 g L™) +
Piraclostrobina (25 g L™)] na dose de 1 mL kg™ de sementes.

Foram utilizadas sementes de soja (Glycine max L. Merrill), variedade cultivada NS
7901 RR, semeadas com o objetivo de atingir uma populacéo na colheita de 250.000 plantas
ha. Cada parcela foi composta por quatro linhas com sete metros de comprimento por 0,45 m
entrelinhas, totalizando uma 4rea de 12,6 m® A 4rea (til de cada parcela foi constituida pelas

linhas centrais, descartando 0,5 m em cada extremidade da parcela (Figura 10).
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Figura 10. Demonstracédo das parcelas utilizadas na area experimental. Unipam. Patos de Minas, MG. 2015

As aplicagbes foliares foram realizadas no estaddio V4 com pulverizador costal
propelido a CO,. A barra utilizada continha quatro bicos tipo leque, perfazendo 2,25 m de
comprimento e com pressdo de 2 bar. Para todas as aplicac@es foi utilizado volume de calda
de 200 L ha™.

Na Figura 11, sdo demostradas as condicGes climéaticas durante o periodo de
conducéo do experimento. Foram mensurados 760 mm de precipitacdo ao longo da conducéo
do experimento, no entanto a distribuicdo foi muito irregular, sendo 543 mm registrados no

periodo vegetativo e somente 217 mm de precipitacdo no periodo reprodutivo.
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Figura 11. Precipitagdo, temperatura maxima e minima, referentes ao periodo de conducéo do ensaio (26 janeiro
de 2015 a 10 de maio de 2015). Patos de Minas, MG

3.4. Avaliacoes
3.4.1. Emergéncia e indice de velocidade de emergéncia

Durante um periodo de dez dias ap6s a semeadura, foi registrado, diariamente, o
namero de plantulas emergidas, sendo adotado como critério de emergéncia, a emissdo dos
cotilédones acima do solo. O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi calculado de
acordo com equacao proposta Maguire (1962) (Equacéo 1).

EL E, E, E

IVE=—t+—242...°n [1]
t, t, t ot

em que “E” corresponde ao nimero de sementes emergidas e “t” € o tempo transcorrido a

n

partir da semeadura, expresso em dias.
Para o calculo da % de emergéncia (E) foi utilizado o numero total de plantulas
emergidas, dez dias apds a semeadura (Equacéo 2).
%E — NSE.100 2]
NSS
em que: NSE é o numero de sementes emergidas em cada linha de uma repeticdo e NSS € o

numero de sementes semeadas por linha.
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3.4.2. Determinac0es bioquimicas

As coletas para as determinac@es bioquimicas foram realizadas quando as plantas se
encontravam no estagio Vs (40 DAS) no Experimento I; nos estagios V3 e Vg para o
Experimento Il, e nos estdgios Ve (uma semana apOs a aplicacdo foliar, 40 DAS) no
Experimento Ill. Foram coletadas folhas, completamente expandidas do terco médio das
plantas, as folhas foram transportadas em caixas de isopor. O material foi utilizado para
determinacdo da atividade das enzimas urease (U), nitrato redutase (NR), catalase (CAT),
peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD), polifenoloxidase (PFO), fenilalanina
amonia-liase (PAL), quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H,O.), proteinas e peroxidacdo
lipidica (PL).

3.4.2.1. Urease

A extracdo do material para a determinacdo da atividade da urease foi realizada em
material fresco de acordo com a metodologia adaptada de Hogan et al. (1983). As folhas
foram coletadas as 9 horas e levadas para o laboratério em caixas de isopor, para manter o
material em baixa temperatura. Foram utilizadas cerca de 200 mg de folhas previamente
trituradas com auxilio de nitrogénio liquido, em seguida, esse material foi colocado em tubo
de ensaio contendo 4mL de tampé&o de fosfato com ureia pH 7,4 (NaH,PO,4 0,20 M; Na,HPO,
0,50 M; n-propanol 0,66 M e ureia 0,21 M). A utilizagdo do n-propanol visa o aumento da
permeabilidade dos tecidos, além de evitar a formacdo de amdnia por meio de contaminantes
microbianos. Apos esse procedimento os tubos de ensaio foram colocados em banho-maria a
30 °C, durante 2 horas, agitando-se de 5 em 5 minutos.

A determinacio do N-NH," foi realizada segundo a metodologia proposta por Mc
Cullough (1967). Esse método é baseado na producdo de indofenol (corante de coloracéo
azulada). Esse composto é produzido por meio da reacdo de fenol com compostos
nitrogenados (especialmente a aménia), em meio alcalino. Portanto, ap6s o periodo de
incubacdo das amostras foi retirada aliquota de 0,1 mL do extrato e, a amdnia retida nos
tecidos foliares foi extraida pela adi¢do de 1 mL do reagente | (Fenol 0,1 M + Nitroprussiato
de sddio 170 uM). Nessa parte do procedimento o Nitroprussiato de sodio funciona como um
agente catalizador da reagé@o. Posteriormente, foi adicionado 1 mL do reagente Il (NaOH
0,125 M + Na;HPO,4.12H,0 0,15 M + NaCl - 3% Cl,), estes compostos tornardo o meio de
reacdo alcalino, favorecendo a reacdo do fenol com a amonia. Por fim, os tubos foram

vedados, para evitar a evaporacdo do NH,", e levados para banho maria a 37 °C por 35
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minutos, para o desenvolvimento da cor, apds esse periodo foi realizada leitura colorimétrica
da reacdo em espectrofotobmetro a 625 nm. A atividade da enzima foi determinada pela
quantidade de NH," produzida, e os valores obtidos foram comparados com curva padrio de
cloreto de amonio (NH4CI), e os resultados obtidos foram expressos em pmol [NH4'] h g*
[MF].

3.4.2.2. Nitrato redutase

Esta avaliacdo foi realizada apenas no Experimento Ill nos estagios V3, Vs, R3 € Rs
(25, 40, 60 e 80 DAS, respectivamente). As coletas para a determinacdo da atividade da
enzima nitrato redutase foram realizadas as 9 horas e as folhas foram acondicionadas em
caixas de isopor até a chegarem ao laboratério. Para a determinacdo da atividade da enzima
nitrato redutase as folhas foram cortadas em discos de 7 mm de diametro. Em seguida, 200 mg
desse material foram colocados em tubo de ensaio envolvido com papel aluminio, contendo 5
mL de tampéo de fosfato de sodio + nitrato de potéssio - KNO3 0,25 M (6,25g de KNO3; em
250 mL de tampéo de fosfato de sédio pH 7,4). Posteriormente esses tubos foram colocados
em banho-maria a 35 °C, durante 2 horas, agitando-se de 5 em 5 minutos. Apos este processo,
1 mL do extrato foi colocado em baldo volumétrico (50 mL), onde foram adicionados 25 mL
de agua destilada e 1 mL de &cido sulfanilico, responsavel pela paralizacdo da atividade da
enzima. A solugdo permaneceu em repouso de 5 a 10 minutos, sendo posteriormente
adicionado 1 mL de alfa-naftilamina, que proporciona o desenvolvimento da cor da reagéo
(coloracdo rosa). Por fim, foi adicionado 1 mL do tampdo de acetato de sodio, que tem a
finalidade de tamponar a solucdo e, por fim, completou-se o volume do baldo com agua
destilada. As leituras foram realizadas entre 10 e 30 minutos ap6s o término da montagem do
meio de reacdo, em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 560 nm (MULDER et
al., 1959).

A estimativa da atividade da enzima nitrato redutase foi obtida por meio da curva
padréo de nitrito (NO;"), ajustada de acordo com as concentragdes de N na forma de NO;,". A
partir das absorbancias, foi ajustado o grafico (teor x leitura), obtendo-se a equacdo de
regressao linear. De acordo com esses dados, foi realizado o calculo da atividade da enzima

nitrato redutase, expressos em pg [N-NO-] g [massa de matéria fresca] h™.
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3.4.2.3. Determinacdes de estresse
3.4.2.3.1. Obtencao do material vegetal

As amostras de folhas foram coletadas as 9:00 horas, colocadas em sacos plasticos e
envolvidas em papel aluminio. Em seguida, foram congeladas em nitrogénio liquido, a fim de
paralisar as reacOes e levadas para laboratério onde foram armazenadas em freezer a - 20 °C.

A extracdo do material vegetal foi realizada por meio da trituracdo com auxilio de
nitrogénio liquido. Posteriormente, 200 mg de material vegetal foram macerados com 4 mL
de tampéo de fosfato de potassio 0,1 mol L™ pH 6,8. As amostras foram entdo, transferidas
para eppendorf’s e centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C. Ao final, as amostras foram
armazenadas a -20 °C para posterior determinacdo de proteina, catalase, peroxidase e
superdxido dismutase (KAR; MISHRA, 1976).

3.4.2.3.2. Teor de proteina total soluvel em folhas

Para determinacdo do teor de proteina na folha foi utilizada a metodologia descrita
por Bradford (1976). A reacdo é obtida com 20 pL de extrato, adicionando-se 1 mL de
reagente de Bradford, e a leitura realizada em espectrofotdmetro a 595 nm. O teor de proteina
total soltvel foi obtido através da curva padrao preparada com caseina. Os dados finais foram
expressos em mg g~ de matéria fresca e foram utilizados para os calculos da atividade das

enzimas (catalase, peroxidase e superoxido dismutase).
3.4.2.3.3. Superdxido dismutase

Esta enzima foi avaliada segundo a metodologia de Beauchamp e Fridovich (1971).
Esse método é baseado na formacéo de formazan, para isso, € utilizada a riboflavina, também
conhecida como vitamina B,, esse material, quando exposto a luz, reage com aminoacidos
(metionina), liberando elétrons. Esses elétrons livres se ligam ao O, formando o radical livre
O,". Esse radical tem a capacidade de se ligar ao NBT (Nitro Blue Tetrazolium), formando um
segundo composto, denominado formazan (que possui coloracdo arroxeada). Portanto, quando
a atividade da SOD ¢ intensa 0 O, é degradado, e ndo ocorre o consumo de NBT, formando
uma solucdo amarela. Se a atividade da SOD for baixa, havera O;" livre, que juntamente com
0 NBT formara formazina, resultando em uma solugéo roxa.

Para o preparo dos reagentes, todos os recipientes foram envolvidos com papel

aluminio para evitar reacdo com a luz. Foi adicionado a um tubo de ensaio 2000 pL de
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tampdo de fosfato de sédio 50 mmol L™ pH 7,8, 30 uL de extrato enzimatico, 450 uL de
solucdo de Nitroblue Tetrazolium (NBT) + EDTA (5:4) e 500 puL de solugdo de Metionina +
Riboflavina (1:1). Todas as amostras foram preparadas em duplicata, sendo que, apos o
preparo do sistema de reacdo, uma das amostras foi exposta a luz durante 10 minutos, sem o
papel aluminio, e a outra permaneceu com o papel aluminio. Apo6s esse periodo foram
realizadas leituras de absorbancia em espectrofotobmetro a 560 nm. A atividade da enzima foi
expressa em U de SOD mg™ proteina, onde U corresponde & quantidade de enzima necesséria

para causar 50% de inibicdo da reducéo do NBT.
3.4.2.3.4. Catalase

Para a determinacdo da atividade da catalase (CAT), foram colocados em um tubo de
ensaio 950 pL de tampdo de fosfato de sédio 50 mmol L™ pH 7,0 + H,0, 12,5 mmol L™ e 50
uL de extrato enzimético, resultando em um volume final de 1 mL. As leituras de absorbancia
foram realizadas a 240 nm, e foram avaliadas durante 60 segundos, para que possa ocorrer a
estabilizacdo da leitura. As leituras foram realizadas com luz ultravioleta, e com a luz visivel
apagada. Além disso, foram utilizadas cubetas de quartzo (material que permite leituras de
absorbancia na luz ultravioleta). Para os célculos da atividade da enzima foi utilizado o
coeficiente de extincdo molar do H,O, de 39,4 mmol L? cm™. A atividade da catalase foi

expressa em nmol de H,O, consumido min™ mg™ [proteina] (PEIXOTO et al., 1999).
3.4.2.3.5. Peroxidase

Segundo Asada (1999) existem algumas peroxidases que possuem afinidade com
doadores de elétrons aromaticos como o guaiacol e o pirogalol. Portanto, essa peroxidase
determinada neste método, pode ser considerada como a atividade da enzima guaiacol
peroxidase.

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada de acordo com as condigdes
citadas no trabalho de Teisseire e Guy (2000). Para isto, foi adicionado a um tubo de ensaio
500 pL de tampao fosfato de potassio 50 mmol L™ pH 6,5, 30 uL de extrato enzimético, 250
uL de pirogalol (1, 2,3-benzenotriol) 20 mmol L™ e 220 uL de perdxido de hidrogénio (H20,)
5 mmol L, totalizando um volume de 1 mL. Os tubos de ensaio foram deixados em
temperatura ambiente por cinco minutos. Apos esse periodo, a formagdo de purpurogalina,
que apresenta coloracdo amarela, foi medida em espectrofotdometro UV-visivel a 430 nm. Para
o0 calculo da atividade da enzima foi utilizado o coeficiente de extingdo molar da
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purpurogalina de 2,5 mmol L* cm™, sendo a atividade expressa em umol min® mg™

[proteina].
3.4.2.3.6. Fenilalanina amdnia-liase

A atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) foi realizada apenas nos
Experimentos Il e 11l no estagio V. A andlise foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Umesha (2006), com algumas modificacbes. A extracdo foi realizada com 400
mg de material vegetal fresco e moido com auxilio de nitrogénio liquido, o material foi
homogeneizado em 4 mL de tamp&o de fosfato de potassio 0,1 mol L™ pH 6,8, em seguida
centrifugado a 15.000 rpm durante 30 minutas a 4 °C. Para a determinacdo da atividade da
enzima foram adicionados a tubos de ensaio 900 uL de tampé&o Tris 25 mM pH 8,8, 100 pL
de extrato e 500 uL de fenilalanina 50 mM. Para cada amostra também era realizado um
padrdo em branco que continha apenas tampao Tris e o extrato. Ao final do ensaio, o material
foi incubado a 40 °C durante duas horas. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
290 nm. Para o célculo da atividade da enzima, foi determinada a producdo de &cido trans-
cindmico a partir da fenilalanina, sendo calculada a diferenca de leitura entre a amostra e o
branco, os valores finais foram obtidos com base em curva padrdo de acido trans-cinamico

0,01 M. Os resultados foram expressos em pumol [4cido trans-cinamico] mg™ [proteina].
3.4.2.3.7. Polifenoloxidase

A atividade da enzima polifenoloxidase (PFO) foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Duangmal e Apenten (1999), com algumas modificacGes. A
avaliacdo foi realizada apenas no Experimento Ill, no estagio Vs. A extracdo do material
vegetal foi realizada a partir do mesmo procedimento de extracdo da PAL. A determinacéo da
atividade da polifenoloxidase é medida pela converséo do pirocatecol em quinona e os valores
expressos em U min™ mg™ proteina. O substrato foi composto por catecol 20 mM, dissolvido
em tampdo fosfato de sddio 100 mM, pH 6,8. Para a reacdo, 900 puL do substrato foram
misturados com 100 pL de extrato proteico. As leituras foram realizadas a cada 10 s em

espectrofotdmetro a 420 nm, durante 1 minuto.
3.4.2.3.8. Peroxido de hidrogénio

O teor de peroxido de hidrogénio foi determinado por meio da reacdo com iodeto de

potassio (KI), segundo Alexieva et al. (2001). Em meio acido, o iodeto de potassio reage com
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0 perdéxido de hidrogénio, liberando iodo e agua, formando um composto de coloracao
laranja-avermelhada. Para esta determinacéo, foi realizada a extracdo do material vegetal, em
que 200 mg de folhas foram maceradas com 1 mL de TCA 0,1%. Apds homogeneizacgdo as
amostras foram transferidas para tubos e centrifugadas a 9700 rpm por 15 minutos a 4 °C. Do
sobrenadante foram retirados 200 pL ao qual foram adicionados 200 pL de tampéo fosfato de
potéassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdo 1 M de KI. O branco consistiu na mesma
mistura descrita acima, porém, ao invés do sobrenadante da amostra, coloca-se 200 pL de
TCA 0,1%. Os tubos com a reacdo foram colocados em gelo e permaneceram no escuro
durante uma hora. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 390 nm. A quantidade de
H.,0, foi expressa em umol g [MF].

3.4.2.3.9. Peroxidacéo lipidica

Esta analise foi determinada de acordo com a técnica de Heath e Packer (1968).
Nesta técnica é quantificada a formacdo de molondialdeido (MDA), este composto é formado
apos o processo de peroxidacgdo lipidica. Para esta determinagdo, foram pesados 200 mg do
material vegetal moido, que foi homogeneizado em 5 mL de solucdo contendo &cido
tiobarbitarico (TBA) 0,25% e &cido tricloroacético (TCA) 10%. Em seguida, o contetdo foi
transferido para tubos de ensaio com rosca e papel filme, e incubado em banho maria a 90 °C
por 1 h. Apo6s resfriamento, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente, e, em seguida, 0 sobrenadante coletado de cada amostra foi submetido
a leituras de absorbancia em espectrofotometro UV-visivel a 532 e 600 nm. Para o célculo da
peroxidacdo lipidica foi utilizado o coeficiente de extincdo molar do molondialdeido, 155

mmol L™ cm™. Os resultados foram expressos em nmol MDA g™ [MF].
3.4.2.3.10. Prolina

Este aminoacido foi determinado de acordo com o método proposto por Bates et al.
(1973). Para esta determinagdo, o extrato foi obtido pela adicdo de 5 mL de &cido
sulfossalicilico 3% em cerca de 200 mg de folhas frescas, sendo a mistura deixada em
agitacdo constante por uma hora a temperatura ambiente (25 °C). Apés esse periodo, as
amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente. Para a
reacdo, foram usados tubos de ensaio com tampa rosqueavel, nos quais foi adicionado 1 mL
de extrato, 1 mL de ninhidrina &cida (solugédo que contem 1,25¢g de ninhidrina, em 30 mL de
acido acético glacial, e 20 mL de acido fosforico 6 M) e 1 mL de &cido acético glacial,
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deixando-se a mistura em banho-maria (100 °C) por uma hora, para o desenvolvimento da cor.
Em seguida, os tubos de ensaio foram colocados em banho de gelo por 10 minutos para cessar
a reacdo. Por fim, foram adicionados 2 mL de tolueno, que tem por finalidade separar a
porcdo organica da reacdo, onde estard contida a prolina. Apos repouso, e formacdo da
mistura bifésica, a fase superior foi retirada para a quantificacdo dos niveis de prolina livre,
através de medidas de absorbancia em 520 nm. Utilizou-se como branco apenas o tolueno. O
teor de prolina foi calculado com base em curva padrdo de prolina, e os resultados foram

expressos em pmol g [MF].
3.4.2.4. Quantificacdo de formas de nitrogénio em folhas

Todas estas avaliacdes foram realizadas nos estagios Vi, Vs, Vs e Rg (10, 25, 40 e
100 DAS), no Experimento Il e em Vg no Experimento Ill. Foram coletadas folhas
completamente expandidas do terco médios das plantas. Esse material foi seco em estufa com
circulacdo de ar forcada e com temperatura de 65 °C e, posteriormente triturado com auxilio
de moinho de copo IKA. Para a determinacdo de nitrato (N-NOj3’), amino&cidos totais (N-
Aminoacido) e ureideos, 200 mg de material vegetal foram transferidos para tubo falcon e
adicionados 10 mL de agua Millig. Apos esse procedimento, o material foi incubado a 45 °C
durante uma hora e, posteriormente centrifugado a 10.000 rpm durante 15 minutos, ao final, o
sobrenadante foi separado e armazenado em freezer para posterior avaliagéo.

3.4.2.4.1. Nitrato

A quantificacdo de nitrato (N-NOg3") foi realizada por meio do método proposto por
Cataldo et al. (1975). Para esse procedimento, foram adicionados a um tubo de ensaio 50 pL
da amostra e 200 uL de solucdo contendo &cido salicilico 5% + acido sulfurico concentrado.
O ensaio permaneceu em repouso durante 20 minutos e, apos esse periodo foi adicionado 4,75
mL de NaOH 2N. A solucdo foi agitada vigorosamente e apds 10 minutos foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 410 nm. Os teores de nitrato foram obtidos a partir de curva
padrdo de KNO; (25 mM), e os dados expressos em mM [N-NOz g™ [MS].

3.4.2.4.2. Aminoécidos totais

Para a determinacdo de amino&cidos totais (N-Aa) utilizou-se protocolo de Yemm e
Cocking (1955) com adaptacdes descritas em Herridge (1984). A um tubo de ensaio foram

adicionados 100 uL da amostra, 50 uL de tampé&o de citrato 0,2M (18,8 g de &cido citrico +
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6,4 g de NaOH a 100 ml de H,O deionizada), 120 uL de solucdo de ninhidrina (0,958 ¢
ninhidrina (Merck) + 33 mg de &cido ascorbico + 500 mL de methoxi etanol). O ensaio foi
transferido para banho-maria a 100 °C durante 15 minutos, posteriormente foi adicionado 300
uL de etanol 60%, apos agitacdo foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 570 nm.
Os teores de aminodcidos totais foram obtidos a partir de curva padrdo de mistura de

aminoécidos (asparagina, glutamina - 2 mM), e os dados expressos em mM [N-Aa] g™ [MS].
3.4.2.4.3. Ureideos

O teor de ureideos (N-Ureideos) foi determinado com base no método proposto por
Young e Conway (1942), foi utilizado 1 mL da amostra, que foi adicionada a tubo de ensaio,
depois foram adicionados 200 uL de NaOH 0,5 N, a solucdo foi colocada em banho-maria
100 °C durante uma hora. Apos esse procedimento, foram adicionados 400 uL de solugédo
contendo HCI 0,65N + Cloridrato de Funil-hidrazina 0,33%, a solugdo homogeneizada foi
novamente para banho-maria 100 °C durante dois minutos. Logo ap6s, foram colocados em
banho de gelo por 15 minutos, ao final foi adicionado 1 mL de solucdo contendo ferrocianeto
de potéssio 1,67% + HCI 10N. O ensaio foi agitado vigorosamente, e ap6s 10 minutos foram
realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 525 nm. Os teores de ureideos foram obtidos a

partir de curva padréo de alantoina 1 mM, e os dados expressos em mM [ureideos] g™* [MS].
3.4.2.4.4. Nitrogénio total

Por fim, foi realizada a quantificacdo de nitrogénio total nas folhas (N-Total). Para o
processo de digestdo do material vegetal adicionou-se a um tubo digestor 100 mg da amostra,
3 mL de H,SO,4 98%, 1 mL de H,O, 30% e 1 g de mistura de sais (K,SO4 + CuSO,4 — 10:1).
Os tubos foram colocados em bloco digestor, aquecendo gradativamente até 350 °C (50 °C a
cada 30 minutos), durante um periodo total de 4 horas, onde se obteve um liquido viscoso de
cor esverdeada. Apos o resfriamento, completou-se o volume do tubo para 50 mL com agua
destilada. O teor de N total nos extratos foi avaliado pelo método Kjeldahl, destilando-se todo
0 aménio do extrato em meio fortemente alcalino e retendo a aménia em uma solucdo de
acido bérico, que depois foi titulada com HCI (0,01 M) (SILVA, 1999).
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3.4.3. Analises de crescimento
3.4.3.1. Massa de matéria seca

As determinacdes de massa de matéria seca de raiz, caule, folhas e vagens foram
realizadas aos 25 (estagio V) e 40 dias apds a semeadura (estagio Vg), no Experimento I; nos
estagios V1, Vs, Vs e Rg (10, 25, 40 e 100 DAS), no Experimento Il e nos estagios Vs, Ve, R4
e Rg (25, 40, 70 e 110 DAS, respectivamente), no Experimento Ill. Foram utilizadas trés
plantas por repeticdo, em que cada 6rgdo da planta foi acondicionado, separadamente, em
sacos de papel, e a secagem foi realizada utilizando-se 0 método padrdo de secagem em estufa

com circulacdo de ar forcada e com temperatura de 65 °C, até massa constante.
3.4.3.2. Crescimento de raiz

Esta analise foi realizada apenas no experimento 1, foi determinada nos estagios V1,
V3 e Vs (10, 25 e 40 DAS), onde foram amostradas duas plantas de cada repeticdo para
analise computacional das raizes por meio do software Winrhizo®, versio 4.1, acoplado a um
scanner Epson XL 10000. A anélise seguiu os procedimentos propostos por Bouma et al.
(2000). Para a obtencdo das imagens digitais foi utilizada resolucdo de 600 dpi. As raizes
foram dispostas integralmente sem sobreposicdo sobre cuba de acrilico contendo 1000 dm? de
agua.

A anélise foi realizada com base na classificacdo de tonalidade de cinza de cada um
dos pixels que compdem a imagem. O programa estabelece um valor de tonalidade de cinza
automaticamente, a partir do qual é possivel identificar cada tecido vegetal. Por meio desses
dados foi obtido o comprimento da raiz principal (cm), comprimento total de raizes (cm), area
superficial (cm?), area de projecdo (cm?), diametro médio (mm), volume de raiz (cm?),

namero de raizes laterais e comprimento total das raizes laterais (cm).
3.4.4. indice Spad

Para determinar o indice Spad na folha foi utilizado medidor portatil de clorofila
(clorofildometro Minolta, modelo Spad-502), que permite leituras instantaneas do teor relativo
de clorofila na folha sem destrui-la. Esta analise foi realizada aos 40 DAS (Vg), nos

Experimento | e I1.
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3.4.5. Produtividade

Nos experimentos | e 11, as plantas foram colhidas manualmente considerando-se trés
plantas por repeticdo. Os graos colhidos de cada planta foram pesados em balanca digital com
precisdo de 0,01 gramas. Foi determinado o teor de agua dos gréos e efetuado o calculo da
produtividade (producdo por unidade de &rea) com o teor de agua corrigido para 13% (0,13g
g™h). Ja no experimento 111, as plantas foram colhidas manualmente considerando-se as duas
fileiras centrais. Foram descartados 0,5 m em cada extremidade, logo apds, as plantas foram
trilhadas em trilhadora acoplada ao trator, por fim foram realizadas as pesagens e

determinagcfes como descritos para 0s demais experimentos.
3.5. Andlise estatistica

Os dados obtidos nos trés experimentos foram avaliados quanto a normalidade e
homogeneidade por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, ambos a 5%
de significancia.

Experimento |: Foi efetuada a andlise da varidncia e, quando significativa, foi
aplicada a analise de regressdo linear e polinomial, sendo usados apenas modelos
significativos, ambos ao nivel de 5% de significancia. Para comparar os resultados médios
entre os aminodcidos foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia.

Experimentos Il e 111: foi efetuada a anélise fatorial por meio de anélise da variancia
e, quando significativa, foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. A fim
de se comparar 0os demais tratamentos com o tratamento controle, foi aplicado o teste de
Dunnett a 5% de significancia.

Para os trés experimentos, foi realizada analise multivariada por meio da anélise de
Componentes Principais. Para esta andlise, as médias das variaveis avaliadas foram calculadas
e transformadas para média zero e variancia um. Essa transformacao foi realizada para evitar
superestimar ou subestimar o peso de uma variavel estudado no resultado final, devido a
diferencas de escalas de medidas. A partir da analise foram calculados os autovalores (valores
representativos da variabilidade retida para cada novo componente) e autovetores (valores
representativos da localizagdo dos pontos no grafico). Por meio destes dados sdo determinadas
quais variaveis foram mais representativas na variabilidade dos dados, podendo, portanto,
gerar um grafico bidimensional do tipo byplot.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software estatistico SAS 9.3 (SAS
Institute, 2011).
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento I: Efeito da aplicacéo de doses de aminoacidos na cultura da soja

A Tabela 6 mostra os resultados da analise de regressdo referentes a aplicacdo de
glutamato, via sementes. Obtiveram-se ajustes significativos, utilizando modelos polinomiais
de segundo grau, para as seguintes variaveis: IVE, E, MSR, SPAD, PTS, CAT, SOD, H,0,,
PL, PROL, UeP.

Tabela 6. EquacBes de regressdo ajustadas (ao nivel de significancia de 0,05) para indice de velocidade de
emergéncia (IVE), emergéncia (E), massa de matéria seca de raiz (MSR), massa de matéria seca de parte aérea
(MSPA), massa de matéria seca total (MST), aos 25 e 40 DAS, respectivamente, proteina total soldvel em folhas
(PTS), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), peroxido de hidrogénio (H,0,),
peroxidacgdo lipidica (PL), urease (U) e produtividade de grdos de soja (P) em plantas de soja submetidas ao
tratamento de sementes com glutamato nas doses de 9, 12, 15, 18 e 21 mg kg™ [semente].

Variavel ~ 2 1
independente (y) P Equagdo R X max
IVE <0,0001 y = -0,0108x? + 0,2839x + 6,3922 0,99 13,1
E 0,0003 y = -0,088x% + 2,0546x + 68,969 0,81 11,7
MSR 0,0515 - - -
MSPA 0,0740 - - -
MST 0,0621 - - -
MSR" 0,0039 y = 0,00002x* + 0,0003x + 0,0581 0,61 75
MSPA” 0,1040 - - -
MST” 0,0621 - - -
SPAD <0,0001 y = -0,0191x? + 0,3578x + 30,935 0,73 9,4
PTS <0,0001 y = -0,0098x? + 0,2207x + 5,0055 0,81 11,3
CAT <0,0001 y = -0,0023x? + 0,0114x + 1,2265 0,61 2,5
SOD <0,0001 y = -0,0698x? + 1,7661x + 7,6378 0,93 12,7
POD 0,9446 - - -
H,0, <0,0001 y = -0,0195x? + 0,6554x + 19,474 0,91 16,8
PL 0,0096 y = -0,0587x + 1,5252x + 59,08 0,71 13,0
PROL 0,0830 - - -
u <0,0001 y =-0,0115x? + 0,258x + 5,0861 0,71 11,2
P <0,0001 y = -0,0071x2 + 0,2026x + 3,4253 0,75 14,3
X = dose.

X max= Dose de glutamato (mg kg™ [semente]) que proporcionou valor maximo da variavel analisada.
* Referente a segunda coleta de massa de matéria seca (40 DAS)

A aplicacdo de glutamato promoveu incrementos nas variaveis analisadas, no
entanto, ndo foi possivel observar um padrdo de dose para cada variavel analisada, sendo que
as doses entre 7,5 e 14,3, foram as que mais promoveram efeitos positivos nas plantas.

O indice de velocidade de e emergéncia (IVE) foi afetado pelo incremento das doses
de glutamato, chegando a 8,26 na dose de 13,1 mg kg™* [semente], o que representou
incremento de 30% em relagdo ao controle (Figura 12A). A emergéncia também foi
beneficiada pela aplicacéo desse aminoacido, sendo que a aplicacdo de 11,7 mg kg™ semente
promoveu acréscimo de 17% na emergéncia em comparagdo as sementes sem nenhum

tratamento (Figura 12B).
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Figura 12. Efeito da aplicacdo de doses de glutamato no tratamento de sementes de soja: A - indice de
velocidade de emergéncia (IVE), B - emergéncia (E), C - massa de matéria seca de raiz aos 40 DAS (MSR), D -
valor SPAD (SPAD), E - teor de proteina total solivel nas folhas (PTS), F - atividade das enzimas catalase
(CAT) e G - superdxido dismutase (SOD), H - teor de perdxido de hidrogénio (H,0,), | - peroxidacdo lipidica

(PL), J - atividade da enzima urease (U) e K - produtividade (P). Unipam. Patos de Minas, MG. 2013
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Por outro lado, a aplicagdo de glutamato ndo afetou a massa de matéria seca das
plantas, exceto a MSR aos 40 DAS, em que a dose 7,5 mg kg™ [semente], j& foi suficiente
para promover aumento da massa desse orgao (Figura 12C).

Com relagdo ao indice SPAD, aplicagdo de glutamato na dose de 9,4 mg kg™
semente aumentou em 5% esse indice, em relagdo ao controle (Figura 12D). O acimulo de
proteina total soltvel em folhas também foi beneficiado pela aplicacdo desde aminoé&cido,
especialmente na dose de 11,3 mg kg™ semente (Figura 12E).

As enzimas CAT e SOD, responsaveis pela regulacdo dos radicais livres nas plantas,
apresentaram comportamentos diferentes com a aplicacdo de glutamato. O uso desse
aminoécido promoveu o decréscimo na atividade de CAT e aumento da atividade da SOD,
sendo que a dose de 12,7 mg kg™ [semente] promoveu maior atividade da SOD, 146% maior
que o controle (Figura 12G). Este aumento da atividade da enzima SOD néo foi suficiente
para a reducdo do estresse da planta, avaliado por meio da peroxidacdo lipidica, pois em uma
dose préxima a esta (13 mg kg™ [semente]), foi evidenciado o maior valor de peroxidacéo
lipidica nas plantas (Figura 121I).

A enzima SOD promove a dismutacao do radical superoxido dismutase em H,0,, no
entanto, nédo foi evidenciado o incremento deste radical a partir do aumento da atividade da
enzima, mostrando que o H,O, pode ter sido produzido por outras vias. A maior produgéo
desse radical foi evidenciada somente em doses mais elevadas de glutamato (16,8 mg kg™
[semente]), este incremento de producdo representou 28% em relacdo ao controle (Figura
12H).

A enzima urease, responsavel pela transformacdo de ureia em amonia, que seré fonte
de nitrogénio assimilada pela planta, foi afetada de forma positiva pela aplicacdo de glutamato
(Figura 12J). A dose de 11,2 mg kg™ [semente] foi responsavel pelo aumento de 28% na
atividade desta enzima em relacdo as plantas que nao receberam tratamento, via sementes.

Por fim, a dose de 2,9 mg [glutamato] kg™ [semente] promoveu o incremento da
produtividade em 66% em relagéo ao tratamento controle (Figura 12K).

As variaveis IVE, CAT, POD, H,0,, PL e P, oriundas de plantas submetidas a
aplicacdo de cisteina apresentaram ajustes significativos a partir de andlise de regressao
(Tabela 7).
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Tabela 7. Equagdes de regressdo ajustadas (ao nivel de significancia de 0,05) para indice de velocidade de
emergéncia (IVE), emergéncia (E), massa de matéria seca de raiz (MSR), massa de matéria seca de parte aérea
(MSPA), massa de matéria seca total (MST), aos 25 e 40 dias apés a semeadura (DAS), respsctivamente,
proteina total solivel em folhas (PTS), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD),
perdxido de hidrogénio (H,O,), peroxidacéo lipidica (PL), teor de prolina (PROL), urease (U) e produtividade
(P) em plantas de soja submetidas ao tratamento de sementes com cisteina nas doses de 3, 6, 9, 12 e 15 mg kg™

[semente].
Variavel ~ 2 1
independente (y) P Equagdo R Xmax
IVE 0,0201 y = -0,0182x? + 0,3437x + 6,4886 0,87 9,4
E 0,1601 - - -
MSR 0,1233 - - -
MSPA 0,6185 - - -
MST 0,6470 - - -
MSR” 0,4783 - - -
MSPA" 0,1323 - - -
MST" 0,3166 - - -
SPAD 0,1376 - - -
PTS 0,7844 - - -
CAT 0,0008 y =0,0908x + 1,093 0,84 -
SOD 0,3525 - - -
POD 0,0072 y =0,0056x + 0,5158 0,82 -
H,0, 0,0002 y =0,2222x + 19,303 0,69 -
PL <0,0001 y =-1,0325x + 60,275 0,83 -
PROL 0,0751 - - -
u 0,1341 - - -
P <0,0001 y = -0,0101x? + 0,2783x + 3,4182 0,75 13,8
X = dose.

X max= Dose de cisteina (mg kg™ [semente]) que proporcionou valor maximo da variavel analisada.

“ Referente & segunda coleta de massa seca (40 DAS)

A aplicacdo de 9,4 mg [cisteina] kg™ [semente] incrementou em 25% o indice de

velocidade de emergéncia, em relagdo ao controle (Figura 13A). As variaveis CAT, POD,

H.O, e PL apresentaram acréscimo linear quando submetidas ao aumento de doses de cisteina

(Figuras 13B, C, D e E, respectivamente), ou seja, a atividade das enzimas CAT e POD

aumenta a partir do incremento de doses de cisteina, no entanto, esta caracteristica ndo é

suficiente para reduzir os radicais livres (H,0;) e, consequentemente leva ao incremento da

PL.

Entretanto a elevacdo da producdo de radicais livres e da producao lipidica, ndo

afetou a produtividade das plantas, pois a aplicacdo de 13,8 mg [cisteina] kg™ semente

promoveu o0 acrescimo de 56% na produtividade, em relacdo as plantas que ndo receberam

nenhum tratamento (Figura 13F).
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Figura 13. Efeito da aplicacdo de doses de glutamato no tratamento de sementes de soja: A - indice de
velocidade de emergéncia (IVE), B - emergéncia (E), C - massa de matéria seca de raiz aos 40 DAS (MSR), D -
valor SPAD (SPAD), E - teor de proteina total soluvel nas folhas (PTS), F - atividade das enzimas catalase
(CAT) e G - superdxido dismutase (SOD), H - teor de perdxido de hidrogénio (H,0,), | - peroxidacdo lipidica
(PL), J - atividade da enzima urease (U) e K - produtividade (P). Unipam. Patos de Minas, MG. 2013

Os dados oriundos da aplicacdo de fenilalanina apresentaram ajustes de regressao
significativos para as variaveis IVE, E, MSR, MSPA, MST, SOD, U e P (Tabela 8).
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Tabela 8. Equacgdes de regressdo ajustadas (ao nivel de significancia de 0,05) para o indice de velocidade de
emergéncia (IVE), emergéncia (E), massa de matéria seca de raiz (MSR), massa de matéria seca de parte
aérea (MSPA), massa de matéria seca total (MST), aos 25 e 40 dias ap6s a semeadura (DAS),
respsctivamente, proteina total solGvel em folhas (PTS), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD), perdxido de hidrogénio (H,O,), peroxidacdo lipidica (PL), teor de prolina (PROL),
urease (U) e produtividade (P) em plantas de soja submetidas ao tratamento de sementes com fenilalanina
nas doses de 3, 6, 9, 12 e 15 mg kg™ [semente].

Variavel (y) p Equacio R? X max’
IVE 0,0001 y = 0,1255x + 6,9658 0,78 -
E 0,0033 y =0,5819x + 72,168 0,76 -
MSR 0,0425 y = -0,0002x? + 0,0043x + 0,0533 0,48 10,8
MSPA 0,0010 y = -0,0006x? + 0,0151x + 0,0841 0,70 12,6
MST 0,0008 y = -0,0009x? + 0,0198x + 0,1629 0,67 11,0
MSR" 0,0166 y =-0,0002x2 + 0,004x + 0,0559 0,90 10,0
MSPA" 0,0001 y = -0,0007x? + 0,0112x + 0,1044 0,78 8,0
MST" <0,0001 y = -0,0009x? + 0,0146x + 0,1861 0,92 8,1
SPAD 0,4029 - - -
PTS 0,1590 - - -
CAT 0,0644 - - -
SOD <0,0001 y = -0,1624x? + 2,9838x + 6,3703 0,84 9,2
POD 0,8600 - - -
H,0, 0,0546 - - -
PL 0,0530 - - -
PROL 0,0760 - - -
U <0,0001 y = 0,3875x + 4,7625 0,84 -
P 0,0101 y = 15,8449 — 0,1191x — 2,3688e™ 0,85 2,9
X = dose.

X max= Dose de fenilalanina (mg kg™ semente) que proporcionou valor maximo da variavel analisada.

“ Referente & segunda coleta de massa seca (40 DAS)

A aplicacdo de doses de fenilalanina via sementes, incrementou de forma linear o

IVE e a E das plantas (Figuras 14A e 14B, respectivamente).
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Figura 14. Efeito da aplicacdo de doses de fenilalanina via tratamento sementes de soja nas varidveis: A - indice
de velocidade de emergéncia (IVE), B — emergéncia (E), C - massa de matéria seca de raiz aos 25 DAS (MSR),
D - parte aérea aos 25 DAS (MSPA) e E - total aos 25 DAS (MST), F - massa de matéria seca de raiz aos 40
DAS (MSR¥*), G - parte aérea aos 40 DAS e H — total aos 40 DAS (MST*), | - atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD), J - atividade da enzima urease (U) e K - produtividade (P). Unipam. Patos de Minas, MG.

2013
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O actmulo de massa em diferentes 6rgdos da planta também foi afetado de forma
positiva pela aplicacdo desse aminoécido, sendo este efeito observado nas duas avaliagdes
(a0s 25 e 40 DAS). Para a MSR as doses de 10,8 e 10 mg [fenilalanina] kg™ [semente], aos 25
e 40 DAS, respectivamente, promoveram maior acumulo desta variavel, o que representou
acréscimo de 43 e 36% (Figuras 14C e F, respectivamente).

A MSPA foi incrementada com uma dose maior de fenilalanina (12,6
mg kg™ [semente]), aos 25 DAS (Figura 14D), no entanto, aos 40 DAS, apenas 8 mg de
fenilalanina kg™ semente, ja foram suficientes para promover maior aclimulo de MSPA
(Figura 14G).

O maior acréscimo da enzima SOD foi observado na dose de 9,2 mg
[fenilalanina]kg™ [semente], o que representou incremento de 215% em relacdo ao controle
(Figura 141). Por outro lado, a enzima urease apresentou aumento linear da atividade, a partir
do incremento das doses de fenilalanina (Figura 14J).

Com relagdo a produtividade, apenas uma pequena dose de fenilalanina (2,9
mg kg™ [semente]) ja foi suficiente para incrementar a produtividade (Figura 14K).

Ajustes significativos foram obtidos para as variaveis IVE, E, MSR, MSPA, MST,
SPAD, PTS, SOD H,0,, PL, PROL, U e P, quando as plantas foram submetidas a aplicacdo
via sementes de doses de glicina (Tabela 9).

Tabela 9. EquacBes de regressdo ajustadas (ao nivel de significadncia de 0,05) para o indice de velocidade de
emergéncia (IVE), emergéncia (E), massa de matéria seca de raiz (MSR), massa de matéria seca de parte aérea
(MSPA), massa de matéria seca total (MST), aos 25 e 40 DAS, respsctivamente, proteina total solivel em folhas
(PTS), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), peréxido de hidrogénio (H,0O,),
peroxidacdo lipidica (PL), teor de prolina (PROL), urease (U) e produtividade (P) em plantas de soja submetidas
ao tratamento de sementes com glicina nas doses de 3, 6, 9, 12 e 15 mg kg™ [semente].

Variavel (y) p Equacio R® X max’
IVE 0,0041 y= -0,0145x% + 0,3069x + 6,635 0,81 10,6
E <0,0001 y= -0,0392x% + 1,0499x + 69,322 0,78 13,4
MSR 0,8892 - - -
MSPA 0,5485 - - -
MST 0,7407 - - -
MSR” 0,0212 y= -0,0001x2 + 0,0028x + 0,0544 0,63 14,0
MSPA” 0,0010 y = -0,0006x? + 0,0151x + 0,0841 0,70 12,6
MST" 0,0008 y= -0,0009x? + 0,0198x + 0,1629 0,67 11,0
SPAD 0,0071 y= -0,0731x2 + 1,2203x + 29,8 0,72 8,3
PTS 0,0166 y= -0,032x2 + 0,5602x + 5,0239 0,92 8,8
CAT 0,0510 - - -
SOD <0,0001 y = -0,1861x? + 3,5979x + 6,7095 0,71 9,7
POD 0,0572 - - -
H,0, <0,0001 y = -0,0519x? + 0,4118x + 20,87 0,71 4,0
PL 0,0020 y = 0,1336x2 - 2,5764x + 54,36 0,53 9,7
PROL <0,0001 y= 0,0027x? - 0,0533x + 0,8498 0,76 9,9
U <0,0001 y= -0,0888x% + 1,7439x + 4,3147 0,84 9,8
P <0,0001 y= -0,0208x? + 0,4013x + 3,5614 0,88 9,6
X = dose.

X max= Dose de glicina (mg kg™ [semente]) que proporcionou valor maximo da variavel analisada.

“ Referente & segunda coleta de massa seca (40 DAS)
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O IVE apresentou maior valor com a aplicacéo de 10,6 mg [glicina] kg™ [semente], o
que repercutiu no aumento de 24%, em comparacdo ao controle (Figura 15A). Ja a E
apresentou maiores valores a partir da aplicacdo 13,4 mg [glicina] kg™ [semente], com
incremento de 10%, em relacdo ao controle (Figura 15B).

Né&o foi observado efeito significativo da aplicacdo de glicina sobre o acimulo de
massa de matéria seca aos 25 DAS, no entanto, aos 40 DAS houve efeito significativo. A
MSPA e MST apresentou maior acmulo nas doses de 12,6 e 11 mg [glicina] kg™ [semente],
respectivamente (Figuras 15C e D). Essas doses promoveram acréscimos de 112 e 67%, para
as variaveis MSPA e MST, respectivamente.

Doses de 8,3 e 8,8 mg [glicina] kg™ [semente] promoveram o acréscimo do valor
SPAD e PTS, respectivamente. Sendo observado aumento de 5,03 (Figuras E e F).

A enzima SOD apresentou maior atividade com aplicacdo de 9,7
mg [glicina] kg™ [semente], com aumento de 259% da atividade em relagdo ao controle
(Figura 15G). Esta enzima produz H,0O, durante o processo de dismutagdo e, este radical é
responsavel pela PL nas plantas, fato que foi observado nesse experimento, em que maior PL
também foi observada na dose de 9,7 mg [glicina] kg™ [semente] (Figura 151).

O pico de HyO, ocorreu a partir da aplicacio de 4
mg [glicina] kg™ [semente] (Figura 15H). J& o teor de prolina foi mais bem evidenciado a
partir da aplicacdo de 9,9 mg [glicina] kg™ [semente], com incremento de 31%, em relagéo ao
controle (Figura 15J). Dose semelhante (9,8 mg [glicina] kg™ [semente]) promoveu o
aumento da atividade da enzima urease, 0 que representou em acréscimo de 198% na
atividade desta enzima, em comparagéo ao controle (Figura 15K).

Todas essas caracteristicas podem ter repercutido no incremento da produtividade na
dose 9,6 mg [glicina] kg™ [semente] com acréscimo de 54% em relacdo ao controle (Figura
15L).
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Figura 15. Efeito da aplicagdo de doses de glicina via tratamento de sementes de soja nas varidveis: A - indice
de velocidade de emergéncia (IVE), B- emergéncia (E), C - massa de matéria seca parte aérea aos 40 DAS
(MSPA) e D - total aos 40 DAS (MST*), E - valor SPAD (SPAD), F - teor de proteina total soltvel nas folhas
(PTS), G - atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), H - teor de perdxido de hidrogénio (H,0,), I -
peroxidacdo lipidica (PL), J - teor de prolina, K - atividade da enzima urease (U) e L - produtividade (P).
Unipam. Patos de Minas, MG. 2013
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A partir da andlise de todos os dados em conjunto foi possivel observar que o
tratamento de sementes com glutamato na dose de 12 mg kg™ [semente] proporcionou maior
emergéncia das plantas (Tabela 10), com incremento de 18,7% em relacdo ao tratamento
controle. Esse mesmo aminoécido na dose de 18 mg kg™ [semente] ocasionou o valor méximo
de acimulo de perdxido de hidrogénio, valor 32% superior ao controle (Tabela 11).

O uso de cisteina afetou a atividade da enzima catalase e o teor de prolina nas folhas.
Sendo que a dose de 15 mg kg™ [semente] incrementou a atividade da enzima catalase em
128%, quando comparado ao controle, e a dose de 3 mg kg™ [semente] aumentou em 80% o
teor de prolina.

Por outro lado, a fenilalanina repercutiu na aceleracdo do processo de emergéncia,
acumulo de massa de matéria seca de parte aérea e total aos 25 DAS (Tabela 10), além do teor
de perdxido de hidrogénio (Tabela 11). No entanto, doses diferentes proporcionaram essas
respostas, sendo que a dose de 15 mg kg™ [semente] incrementou o IVE em 37%, a dose de
9 mg kg™ [semente] aumentou o aciimulo de massa de matéria seca de parte aérea e total e, a
dose de 12,4 ocasionou acréscimo de 37% no teor de H,O,, em relacdo ao controle (Tabela
10).

A aplicacdo de glicina na dose de 9 mg kg™ [semente] incrementou a massa de
matéria seca de parte aérea, total, valor Spad (Tabela 10) e atividade da enzima urease (Tabela
11), com acréscimos de 89, 65, 18 e 180%, respectivamente, quando comparados ao controle.

Por fim, o uso de Fipronil + Piraclostrobina + Tiofanato Metilico também afetou de
forma positiva a atividade da enzima urease, além de aumentar a atividade da enzima
superdxido dismutase e reduzir o teor de perdxido de hidrogénio (Tabela 11).

A aplicacdo de glutamato na dose de 21 mg kg™ [semente] proporcionou menor valor
SPAD. Com relacdo a peroxidacao lipidica (PL), o incremento da atividade das enzimas CAT
e SOD repercutiu na reducdo desta variavel. Os tratamentos com glutamato nas doses de 9 e
15 mg kg™ [semente] proporcionaram maior PL, 0 que representou reducio de 22 e 17,6%,
respectivamente, em relagéo ao controle (Tabela 11).

Com relacdo a produtividade, todos os tratamentos de sementes repercutiram no
incremento desta varidvel em relacdo ao controle, sendo que o tratamento com fenilalanina na
dose de 3 mg kg de semente proporcionou maior produtividade em relacdo aos demais

tratamentos, com acréscimo de 72 % de produtividade, em relagdo ao controle.
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Tabela 10. Emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), Massa de matéria seca de raiz (MSR), parte aérea (MSPA\) e total (MST) e valor Spad de plantas de
soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos via sementes. Unipam. Patos de Minas, MG. 2013

Dose . E IVE MSR MSPA MST MSR” MSPA™ MST" Spad
Tratamento [ggn :r?te] %) g planta’l
Controle 0 69,5¢e 6,43 ¢ 0,057 ns 0,103 ef 0,185 cd 0,057 ns 0,103 de 0,185¢ 30,9 be
9 78,0 abcde 8,04 ab 0,065 0,147 abcde 0,236 abcd 0,065 0,122 bcde 0,236 bcde 33,5 abc
12 825a 8,27 ab 0,056 0,123 bcdef 0,207 bed 0,058 0,131 bcde 0,207 cdef 31,7 bc
Glutamato 15 78,5 abcd 8,25 ab 0,075 0,120 bedef 0,225 bcd 0,070 0,120 bcde 0,225 bcdef 31,5bc
18 80,5 ab 7,98 ab 0,065 0,105 def 0,188 cd 0,065 0,105 cde 0,188 de 31,9 be
21 70,0 de 7,39 abc 0,077 0,167 ab 0,270 ab 0,077 0,167 ab 0,270 ab 29,6 ¢
3 71,0 cde 7,36 bc 0,065 0,129 bcdef 0,221 bed 0,073 0,140 bcde 0,233 bcdef 31,3 bc
6 75,5 abcde 8,07 ab 0,071 0,161 abc 0,250 abc 0,072 0,143 abcd 0,244 bcde 345ab
Cisteina 9 76,5 abcde 7,91 ab 0,079 0,145 abcde 0,244 abcd 0,077 0,154 abcd 0,242 bcde 339ab
12 72,5 bede 7,72 abc 0,071 0,123 bedef 0,216 bed 0,070 0,130 bcde 0,223 bedef 32,6 abc
15 73,5 bede 7,63 abc 0,066 0,119 bcdef 0,200 bed 0,067 0,137 bcde 0,227 bedef 32,1 bc
3 76,0 abcde 7,88 ab 0,055 0,089 f 0,172d 0,065 0,129 bede 0,221 bedef 31,2 be
6 78,0 abcde 8,10 ab 0,075 0,153 abcde 0,251 abc 0,071 0,161 ab 0,250 abc 31,4 bc
Fenilalanina 9 77,5 abcde 7,99 ab 0,082 0,195 a 0,305 a 0,079 0,145 abcd 0,244 bcde 319bc
12 78,0 abcde 8,42 ab 0,061 0,165 abc 0,252 abc 0,071 0,123 bcde 0,216 bcdef 319 bc
15 81,0 ab 8,82 a 0,065 0,158 abcd 0,248 abcd 0,066 0,119 bcde 0,200 cdef 31,1 bc
3 72,5 bede 7,96 ab 0,067 0,116 cdef 0,206 bed 0,055 0,089 e 0,172 f 31,2 be
6 73,5 bede 7,81 ab 0,068 0,145 abcde 0,236 abcd 0,071 0,153 abcd 0,251 abc 34,0 ab
Glicina 9 74,5 abcde 7,95 ab 0,051 0,108 def 0,182 cd 0,072 0,195 a 0,305 a 36,5a
12 79,0 abc 8,37 ab 0,061 0,108 def 0,193 cd 0,066 0,165 ab 0,252 abc 339ab
15 75,0 abcde 7,91 ab 0,069 0,131 bcdef 0,225 bcd 0,065 0,158 abc 0,248 abcd 30,7 bc
Fipronil + P"af\'/l‘fttl,:fcbo'”a + Tiofanato 1t 740abcde  7,28bc 0,080 0,129 bcdef  0,234abcd 0,067  0,116bcde 0,206 cdef 31,1 bc
CV (%) 4,33 6,66 20,80 14,90 12,72 14,26 14,63 10,10 4,61
DMS 8,71 1,39 0,04 0,053 0,076 0,026 0,053 0,061 3,94

Meédias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Referente & segunda coleta de massa de matéria seca (40 DAS).

'Dose de 1 mL kg [sementes]
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Tabela 11. Atividade das enzimas urease (U), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) peroxidase (POD), teor de proteina (PTS), peroxido de hidrogénio (H,0,),
peroxidacdo lipidica (PL), prolina (PROL) e produtividade (P) de plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos via sementes. Unipam. Patos de Minas, MG.
2013

Dose U CAT SOD POD PTS H,0, PL PROL P
Tratamento mg kg umol pmol mint pg? umol min™ nmol
[sementes] [NH,7h? [proteina] U pg™* [proteina] pg* mgg*[MF] pmolg![MF] [TBARS]g* umol g [MF] g planta™
g [MF] P [proteina] [MF]
Controle 0 50h 1,17 f 7,3k 0,51 abcdef 51ab 19,3 ghi 58,4 def 0,90 efg 3,45 k
Glutamato 9 6,8 f 1,50d 199c 0,55 abcd 5,9 ab 24,8 ab 7149 147D 4,50 efghij
12 6,8 f 0,63 hi 18,2d 0,34 g 6,3 ab 24,0 abc 67,3 fg 0,80 ghi 5,21 abcde
15 564 095¢g 16,7 ¢ 0,54 abcd 6,5ab 24,2 abc 68,79 0,79 ghi 4,45 fghij
18,55 584 0,47 ki 16,4 e 0,58 abc 5,5ab 255a 63,9 efg 0,70 ij 5,14 bedefg
21,65 554 0,49 jkI 138h 0,44 cdefg 5,2 ab 24,5 ab 66,9 fg 0,74 hij 4,36 hij
Cisteina 3 8,0e 1,53 cd 12,71 0,55 abcd 6,4 ab 19,6 efgh 56,5 cde 1,62 a 3,91 jk
6 50h 1,27 ef 12,31 0,52 abcde 7,1ab 20,2 efgh 58,3 def 0,92 ef 5,40 abc
9 36i 2,10b 12,3 0,58 abc 6,2 ab 22,4 cd 48,8 bced 1,17¢ 4,51 efghij
12 34i 2,03b 13,9 gh 0,58 abc 6,1 ab 23,1 bcd 49,8 bed 1,07 cd 5,54 abc
15 5749 2,67 a 8,9] 0,60 abc 5,2 ab 21,6 de 42,0 ab 0,73 hij 5,28 abcd
Fenilalanina 3 6,7 f 1,17 f 13,9 gh 0,45 bcdefg 6,1 ab 24,6 ab 442 ab 1,08 cd 593 a
6 6,9f 1,21 f 154 f 0,32¢g 5,6 ab 21,4 def 50,1 bed 0,83 fgh 4,62 defghij
9 6,5f 1,17 f 228b 0,47 bedefg 5,8ab 22,1 cde 48,1 abc 0,87 efg 4,36 hij
12 10,3d 137e 20,0c 0,65a 54 ab 26,0 a 48,7 bed 0,96 de 4,46 fghij
15 113¢ 1,02 g 12,3 0,39 defg 49b 17,2 jk 454 ab 0,70 ij 4,24 j
Glicina 3 70e 0,391 16,4 e 0,35fg 6,5 ab 24,7 ab 382a 0,62 jk 4,93 cdefghi
6 129b 0,59 hij 20,7¢ 0,37 efg 7,0 ab 21,0 defg 44,2 ab 0,62 jk 4,88 cdefghi
9 140a 0,68 h 20,0c 0,37 efg 7,4 ab 18,6 hij 44,8 ab 0,62 jk 5,74 ab
12 10,7 cd 0,56 jkli 30,3a 0,46 bcdefg 75a 17,91ij 44,8 ab 0,65 j 5,22 abcde
15 10,6 d 0,64 hi 14,7 fg 0,35 fg 5,8 ab 15,4 Kkl 44,4 ab 0,64 jk 4,85 cdefghi
Fipronil +
Piraclostrobina + 1t 135a 1,63¢ 30,8a 0,62 ab 6,8 ab 14,31 47,6 abc 0,52 k 5,00 bedefgh
Tiofanato Metilico
CV (%) 2,57 15,2 19,4 13,10 15,9 3,56 7,24 13,9 5,89
DMS 0,53 0,11 0,86 0,17 2,57 2,03 10,07 0,12 0,75

Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

"Dose de 1 mL kg™ [sementes]
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A andlise multivariada de componentes principais foi realizada com grupos de
variaveis, desta forma foram formados dois grupos, o primeiro com as varidveis de
emergéncia, IVE, analises de crescimento, valor SPAD, urease e produtividade, que nédo
apresentaram correlagcdo, portanto ndo foi gerado grafico. O segundo grupo foi composto
pelas variaveis de analise de estresse (Figura 16).

Foram formados dois componentes principais (CP), onde CP; correspondeu a
produtividade (P) e CP, foi determinado pela atividade da enzima catalase (CAT). Desta
forma, a produtividade apresentou correlagdo positiva com as varidveis teor de proteinas em
folhas (PTS) e superdxido dismutase (SOD), ou seja, quanto maior o teor de proteina e
atividade da SOD, maior foi a produtividade. Por outro lado, a produtividade, apresentou
correlacdo negativa com teor de H,O, e peroxidacdo lipidica (PL), o incremento destas
varidveis proporciona reducdo na produtividade. A enzima CAT apresentou correcdo positiva
com a enzima peroxidase (POD).

Os tratamentos de sementes com fenilalanina ou cisteina, nas doses de
3 e 6 mg kg™ [sementes], respectivamente e Fipronil + Piraclostrobina + Tiofanato Metilico,

proporcionaram maior produtividade.
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Figura 16. Grafico “byplot” obtido a partir da analise de componentes principais dos resultados das variaveis
avaliadas na cultura da soja submetida a aplicagdo de aminoécidos: Glu - Glutamato, Cis — Cisteina, Fen —
Fenilalanina e Gli — Glicina, com suas respectivas doses (mg kg-1 [sementes]). PTS — proteina total sollvel;
CAT - catalase; SOD — superoxido dismutase; POD — peroxidase; H202 — peroxido de hidrogénio; PL —
peroxidacdo lipidica; PROL — prolina; P — produtividade. Unipam. Patos de Minas, MG. 2013

4.2. Experimento I1: Avalia¢do do uso de aminoacidos em plantas de soja cultivadas

em condigdes parcialmente controladas
4.2.1. Emergéncia e indice de velocidade de emergéncia

O percentual de emergéncia ndo foi afetado pela aplicacdo de aminoéacidos, via
sementes (Tabela 12). No entanto, a aplicacdo de todos os aminoéacidos em conjunto
(Completo) proporcionou o aumento do indice de velocidade de emergéncia (IVE) das

plantas, com incremento de 15%, em relacdo ao controle.
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Tabela 12. Emergéncia (E, %) e Indice de velocidade de emergéncia (IVE, % dia®) de plantas de soja
submetidas a aplicacdo de aminoacidos via sementes. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de S&o Paulo. Piracicaba, 2015

Tratamento £ 'VE
%)

Controle 98 a* 2,36 b
Glutamato 97a 2,55ab
Cisteina 94 a 2,52 ab
Fenilalanina 98 a 2,66 ab
Glicina 98 a 2,66 ab
Completo 97 a 2,72a

CV (%) 2,79 571

DMS 5,99 0,34

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5%

de significancia
4.2.2. Metabolismo antioxidante

A atividade da enzima PAL néo foi afetada pela aplicagdo dos aminoacidos (Tabela
13). Porém, a aplicacédo de glicina incrementou a atividade da POD, o que representou 35% de
aumento em comparac¢do ao controle. Com relacdo a peroxidacao lipidica foi evidenciado que
o menor valor desta variavel ocorreu com aplicacdo de glutamato, tratamento que ndo
promoveu aumento da atividade das enzimas CAT, POD ou SOD, o que mostra que a planta
deve ter utilizado outras enzimas ou outros mecanismos para reduzir os radicais livres e,

consequentemente, reduzir a peroxidacdo lipidica.
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Tabela 13. Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT),
peroxidacdo lipidica (PL) e atividade da enzima fenilalanina aménio liase (PAL) em folhas de plantas de soja aos
25 dias apds a emergéncia, submetidas a tratamentos com aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo. Piracicaba, SP. 2015

SOD POD! CAT PL PAL
Tratamento U pg™ pmol min? pg?  umol min™ ug™  nmol [TBARS] umol [acido
[proteina] [proteina] [proteina] g™ [MF] trani cinamico]
mg™ [proteina]
Controle 12,7 b* 1,19 bc 0,22 a 60,0 ab 2,88 ns
Glutamato 12,7b 1,15¢ 0,19 ab 479a 2,57
Cisteina 154 a 1,19 bc 0,10b 69,4 bc 2,19
Fenilalanina 11,6 be 0,97¢c 0,17 ab 76,6 cd 2,35
Glicina 10,6 ¢ 161la 0,09b 76,5cd 2,89
Completo 8,5d 1,42 ab 0,13 ab 85,5d 1,23
CV (%) 6,80 8,87 23,15 7,68 15,72
DMS 1,85 0,25 0,11 12,17 3,01

* Meédias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de
significancia.
! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagéo

A aplicacdo de cisteina induziu ao aumento da atividade da SOD, o que representou
21% de acréscimo em relacdo ao controle, j& a CAT ndo teve incrementos da sua atividade a
partir da aplicacdo de aminoacidos, sendo que o controle apresentou maior atividade desta
enzima.

A utilizacdo do tratamento completo induziu a producdo de radicais livres, o que
levou a maior peroxidacéo lipidica, com incremento de 43% em relagdo ao controle.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos via foliar, ndo foi observado nenhum padrédo de
resposta de um aminoéacido especifico nas varidveis analisadas, sendo que em cada situacao
ou em cada avaliagdo um aminoéacido diferente representou melhor resposta positiva nas
plantas. Aos 40 DAS, a enzima SOD nao apresentou resposta entre 0 uso dos aminoacidos em
diferentes épocas de aplicacdo, somente foram observadas diferencas em comparacdo ao
controle, onde os tratamentos com glicina (foliar) e glutamato e cisteina (TS + Foliar)

proporcionaram maiores valores de SOD (Tabela 14).
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Tabela 14. Atividade das enzimas catalase (CAT), peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD) aos 40 dias ap0s a semeadura (sete dias ap6s a aplicagdo foliar), em
plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

CAT (umol min? pg? [proteina]) POD (pumol min™ pg? [proteina]) SOD (U pg™ [proteina])
Tratamento Aplicacdo - Aplicacdo - Aplicacdo -
TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 0,13* 0,36* 9,0*
Ac. Glutamico 0,26 abA* 0,21 aB* 0,16 abC 0,21 0,39 aB 0,43 aAB 0,50 bA* 0,44 10,4 ns 11,2 11,4* 11,0
Cisteina 0,22 bA* 0,17 aB 0,21 aAB* 0,20 0,44 aA 0,43 aA 0,49 bA* 0,45 9,9 9,5 11,8* 10,4
Fenilalanina 0,22 bA* 0,17 aAB 0,14 bB 0,18 0,45 aA 0,42 aA 0,42 bA 0,43 9,8 9,3 10,6 9,9
Glicina 0,22 bA* 0,04 hC* 0,16 abB 0,14 0,49 aA* 0,46 aA 0,46 bA 0,47 10,9 11,3* 111 111
Completo 0,30 aA* 0,04 bC* 0,11 bB 0,15 0,48 aB 0,51 aB* 0,64 aA* 0,54 9,9 10,7 9,9 10,2
Média 0,24 0,13 0,15 0,45 0,45 0,50 10,2 10,4 11,0
CV (%) 15,68 12,62 10,44
DMS (T) 0,05 0,12 2,21
DMS (A) 0,05 0,10 1,88
DMS (Dunnett) 0,06 0,12 2,29

Medias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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N&o foi evidenciada interacdo entre os tratamentos e épocas de aplicacdo para a
variavel H,0,, no entanto, observaram-se diferencas entre os tratamentos e o tratamento
controle, em que a aplicacdo de glutamato via TS, proporcionou menor teor desse radical e
cisteina, glicina e completo via foliar proporcionaram maior teor de H,O, em relacdo ao
controle (Tabela 15).

Houve interagdo significativa para as varidveis PAL e PL, em que, para a PAL, o
tratamento com glutamato incrementou a atividade desta enzima no TS, quando aplicados via
foliar os tratamentos com glutamato e fenilalanina proporcionaram melhores resultados e via
foliar a aplicacdo de cisteina foi o tratamento que proporcionou maior atividade da PAL em
relacdo aos demais aminoacidos. Quando realizada a comparacdo dentro de cada forma de
aplicacdo, os tratamentos com glutamato, cisteina e glicina proporcionaram maior atividade
da PAL, quando aplicados em TS, ja a fenilalanina, quando aplicada via foliar e o tratamento
completo, quando aplicado via TS + Foliar.

Diversos tratamentos com aminoacidos proporcionaram incremento na atividade da
enzima PAL, em relacdo ao controle, entre eles os tratamentos com glutamato, cisteina e
glicina, quando aplicados em TS, glutamato e fenilalanina, quando aplicados via foliar e
cisteina, fenilalanina, glicina e completo, aplicados via TS + Foliar.

A peroxidacdo lipidica ndo apresentou diferencas significativas entre os aminoécidos
em TS, no entanto, quando aplicado via foliar ou via TS + Foliar, a glicina proporcionou
reducdo da PL em comparacdo com os demais aminoacidos. As comparacdes realizadas
dentro de cada aplicacdo mostraram que glutamato e glicina proporcionaram melhores
resultados, quando aplicados via foliar ou TS + Foliar.

Entre os tratamentos realizados somente no TS n&o houve diferengas significativas
com o controle, no entanto, na aplicacdo foliar o tratamento com cisteina ou glicina
proporcionou reducdo da PL em relacdo ao controle, o que representou 12 e 20% de reducao,
respectivamente. Na aplicacdo via TS + Foliar os tratamentos com fenilalanina e glicina

tambem reduziram a PL, em relac&o ao controle, em 13 e 20%, respectivamente.
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Tabela 15. Atividade da enzima fenilalanina aménia liase (PAL, pmol [4cido trans Cindmico] mg™ [proteina]), teor de peroxido de hidrogénio (H,0O,, pmol g* [MF]) e
peroxidacdo lipidica (PL, nmol [TBARS] g™ [MF]) aos 40 dias apés a semeadura (sete dias apds a aplicacdo foliar), em plantas de soja submetidas & aplicagdo de
aminodcidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

PAL

-1 -1
(umol [4cido trans Cinamico] mg™ [proteina]) H20, (umol g™ [MF]) PL (nmol [TBARS] g~ [MF])
Tratamento Aplicagdo Aplicagdo
TS Foliar ';FS_+ Media TS Foliar TS.+ Media TS Foliar TS + Foliar Media
oliar Foliar
Controle 0,00* 67,3* 109,0*
Glutamato 1,65 aA* 0,28 aB* 0,00dC 0,64 58,5* 70,5 73,5 67,5b 109,5 aB 97,3 abA 99,8 abA 102,2
Cisteina 0,97 bA* 0,00 bC 0,79 aB* 0,59 61,3 75,3* 66,2 67,6 b 100,0 aA 97,2 abA* 100,4 abA 99,2
Fenilalanina 0,00 dC 0,26 aA* 0,14 cB* 0,13 61,7 71,3 68,7 67,2b 110,4 aB 104,3 bAB 96,4 abA* 103,7
Glicina 0,47 cA* 0,00 bC 0,14 cB* 0,20 65,0 77,6* 73,0 719a 104,8 aB 90,5 aA* 90,8 aA* 95,4
Completo 0,00 dB 0,00 bB 0,60 bA* 0,20 63,4 76,2* 71,9 70,5 ab 102,2 aA 100,0 abA 102,8 bA 101,7
Média 0,62 0,11 0,34 62,0C 742 A 70,7B 105,4 97,9 98,0
CV (%) 9,12 5,26 5,52
DMS (T) 0,06 4,22 11,17
DMS (A) 0,05 2,78 9,52
DMS (Dunnett) 0,06 7,64 11,73

Meédias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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4.2.3. Metabolismo do nitrogénio

Aos 25 DAS o uso de cisteina reduziu o teor de NO3 e ureideos nas folhas o que

representou decréscimo de 35 e 58%, em relacdo ao controle (Tabela 16).

Tabela 16. Nitrato (N-NO5, mM g™ [MS]), N- Ureideos (mM g™ [MS]), N- Aminoéacidos (N-Aa, mM g™ [MS]),
nitrogénio total (N-Total, g kg™ [MS]) e teor de proteinas (PTS, mg g™ [MF]) aos 25 dias ap6s a semeadura, em
folhas de plantas de soja submetidas ao tratamento de sementes com aminoacidos. Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo. Piracicaba, SP. 2015

Tratamento N-NOj N-U_IEI'dEOS N-Aa N-Iotal P'II'S
mM g~ [MS] g kg~ [MS] mg g~ [MF]

Controle 9,6 bc* 0,19 ab 176¢ 26,8a 32,9 ns
Glutamato 11,3 ab 0,17 bc 241a 235b 34,1
Cisteina 71lc 0,12 ¢ 18,4 bc 22,1b 28,2
Fenilalanina 9,8 bc 0,16 bc 254 a 22,4b 32,9
Glicina 8,7 bc 0,12 ¢ 22,5ab 236b 29,9
Completo 14,7 a 0,24 a 240a 280a 33,0
CV (%) 15,89 15,92 8,30 4,92 11,92
DMS 3,71 0,06 4,19 2,76 8,71

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de
significancia

Ainda aos 25 DAS o teor de proteina ndo apresentou diferenca significativa entre o0s
tratamentos de sementes realizados. A avaliagdo do teor de nitrato (NO3) mostrou que a
aplicacdo do tratamento completo promoveu o incremento desta variavel, com incremento de
53% em relacdo ao controle. Esse mesmo tratamento completo também incrementou o teor de
ureideos, aminoacidos totais e N total em folhas, o que representou aumento de 26, 36 e 4%,
respectivamente, em relagcéo ao controle.

Aos 40 DAS a atividade da enzima urease, teor de ureideos e de nitrato apresentaram
interacdo significativa entre os fatores avaliados (Tabela 17). Com relacdo a atividade da
enzima urease a aplicacdo do tratamento completo no TS proporcionou maior atividade da
enzima. Esse mesmo tratamento e o tratamento com glicina proporcionaram maior atividade
da enzima na aplicacéo via foliar, e a glicina na aplicagdo em TS + Foliar. O fator aplicacéo
mostrou que os tratamentos com glutamato, glicina e completo sdo capazes de mostrar
melhores resultados, quando aplicados via TS + Foliar. Ja o tratamento com cisteina, quando

aplicado via TS e com fenilalanina, quando aplicado via foliar.
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Tabela 17. Atividade da enzima urease, teor de amdnio (N-NH,"), N- Ureideos, N- Nitrato (N-NO5’), aos 40 dias apds a semeadura (sete dias ap6s a aplicacdo foliar), em
plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

Urease (umol [NH,] g [MF] h'Y)

N-NH,* (mM g [MS])?

N-Ureideos (mM g* [MS])

Aplicacdo (A)

Tratamento (T)

Aplicacdo (A)

Aplicacdo (A)

TS Foliar go?i;r Media TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 3,7* 0,004* 0,12*
Ac. Glutamico 4,8 cB* 2,4 cC* 7,7 cA* 50 0,008 0,006 0,015 0,009 b 0,10 bB 0,15 aA 0,07 bC* 0,11
Cisteina 6,8 bA* 2,6 cC* 5,2 dB* 4.8 0,013 0,002 0,009 0,008 b 0,14 aA 0,09 bB* 0,06 bC* 0,10
Fenilalanina 5,4 cAB* 6,0 bA* 4,9 dB* 5,4 0,009 0,011 0,002 0,007 b 0,06 cB* 0,06 cB* 0,14 aA 0,09
Glicina 5,1 cC* 8,6 aB* 14,5 aA* 9,4 0,030* 0,017 0,032* 0,026 a 0,08 cA* 0,06 cA* 0,07 bA* 0,07
Completo 9,2 aB* 9,0 aB* 10,1 bA* 9,4 0,019 0,017 0,021 0,019 ab 0,07 cB* 0,14 aA 0,13 aA 0,11
Média 0,016 A 0,010 A 0,016 A 0,09 0,10 0,09
CV (%) 6,55 7,68 12,41
DMS (T) 0,90 0,012 0,02
DMS (A) 0,77 0,007 0,02
DMS (Dunnett) 0,90 0,021 0,03
N-NO; (mM g [MS])
Tratamento Aplicacao
TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 2,61*
Ac. Glutamico 2,79 bA* 2,26 cB* 1,65 aC* 2,23
Cisteina 3,23 aA* 0,78 eC* 1,15 bB* 1,72
Fenilalanina 2,04 dB* 2,36 bA* 1,16 bC* 1,85
Glicina 1,42 eB* 1,52 dA* 1,17 bC* 1,37
Completo 2,36 cB* 2,79 aA* 0,43 cC* 1,86
Média 2,37 1,94 1,11
CV (%) 1,85
DMS (T) 0,07
DMS (A) 0,06
DMS (Dunnett) 0,17

Meédias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagao.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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O teor de N-NH,;" ndo mostrou interagdo significativa entre os tratamentos e as
aplicacdes, no entanto, ao realizar-se a média das aplicagdes dentro de cada aminoacido, foi
possivel perceber que a aplicacdo de glicina incrementou 0 acumulo desse elemento. Néao
foram evidenciadas diferencas entre as épocas de aplicacdo. Em comparacdo ao controle, 0s
tratamentos com glicina em TS e em TS + Foliar proporcionaram maiores valores de N-NH,"
(Tabela 17).

O teor de N-NOj3” foi incrementado a partir da aplicacdo de cisteina via foliar, por
outro lado, na aplicacdo foliar o tratamento completo proporcionou maior acumulo de nitrato
nas folhas e na via TS + Foliar o glutamato proporcionou melhor efeito no teor de NO3'.

O desdobramento do fator aplicacdo mostra que o uso de glutamato e cisteina
apresentaram melhor efeito quando aplicado via TS, por outro lado, fenilalanina, glicina e
completo proporcionam maior acimulo de nitrato por meio da aplicacdo foliar. A partir da
comparacao com o tratamento controle é possivel perceber que todos os tratamentos em todas
as épocas de aplicacdo foram superiores ao controle com relacdo ao acimulo de N-NO3 em
folhas, exceto os tratamentos com glicina em TS, cisteina foliar e completo em TS + Foliar,
que proporcionaram menor teor de N-NO3’, em relacdo ao controle.

A variadvel ureideos assim como N-NOj’, apresentou maior acimulo em plantas
submetidas ao tratamento de sementes com cisteina. Quando aplicados via foliar, o tratamento
que proporcionou maior teor de ureideos foi glutamato e controle, e via TS + Foliar os
tratamentos com fenilalanina e completo. A variavel aplicacdo mostrou que o tratamento
utilizando glutamato aplicado via foliar € mais eficaz no acimulo de ureideos em folhas.

Jé a cisteina mostrou melhor resposta na aplicacdo em TS, fenilalanila na aplicacdo
via TS + Foliar e completo quando aplicado via foliar ou TS + Foliar. Em comparagdo com 0
tratamento controle na variavel ureideos foi possivel observar diferencas nos tratamentos
fenilalanina, glicina e completo, aplicados via TS, cisteina, fenilalanina e glicina, quando
aplicados via foliar e, glutamato, cisteina e glicina, aplicados via TS + Foliar, em que esses
tratamentos reduziram o teor de ureideos em relagéo ao controle (Tabela 17).

Em TS o acimulo de N-Aa foi maior em plantas submetidas a aplicacéo de cisteina,
via foliar, o melhor tratamento foi com glutamato e via TS + Foliar quando usado o
tratamento completo. Em relacdo ao fator aplicagédo, o glutamato apresentou melhor resposta
quando aplicado via foliar, cisteina e fenilalanina, quando aplicados via TS e o tratamento
completo quando aplicado via TS + Foliar. Quando comparados ao tratamento controle,

nenhum dos tratamentos apresentou diferenca significativa (Tabela 18).
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Tabela 18. Aménio (N-NH,"), nitrogénio total (N-Total) e atividade da enzima urease aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias apds a aplicagdo foliar) em plantas de soja
submetidas a aplicacdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

N-Aa (mM g™ [MS])! N-Total (kg™ [MS]) Valor Spad
Tratamento Aplicacéo - Aplicacdo - Aplicacdo .
TS Foliar TS + Foliar Media TS Foliar TS + Foliar Media TS Foliar TS + Foliar Media
Controle 29,1 ns 33,1* 30,8*ns
Glutamato 27,0 bB 452 aA 22,1bB 31,4 38,5aA 34,8 aA 36,4 abA 36,6 29,6 ns 30,7 30,0 30,1
Cisteina 445 aA 34,4 abAB 21,1bB 33,3 37,1 abA 37,7 aA 38,2 aA 37,7 30,3 29,7 29,8 29,9
Fenilalanina 35,5 abA 18,2 bB 25,9 bAB 26,5 42,4 aA* 38,1aA 29,8 bcB 36,7 30,5 29,8 29,0 29,7
Glicina 30,0 abA 19,3 bA 27,4 abA 25,6 36,0 abA 33,8aA 25,6 cB 31,8 30,3 29,7 30,2 30,1
Completo 20,8 bB 27,9 bB 43,8 aA 30,8 31,3bB 40,8 aA* 35,0 abAB* 35,7 29,6 30,8 28,8 29,7
Média 31,6 29,0 28,1 371 37,0 33,0 30,0 30,1 29,5
CV (%) 8,40 9,80 6,80
DMS (T) 17,05 7,05 4,09
DMS (A) 14,53 6,01 3,49
DMS (Dunnett) 17,41 7,08 4,16

Meédias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagéo; * Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de
Dunnett a 5% de significancia
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O actmulo de N-Total em folhas foi evidenciado a partir da aplicacdo de todos os
aminoacidos em TS, exceto no tratamento completo, evidenciando que nem sempre existe
efeito acumulativo quando sdo usados todos os aminoacidos ao mesmo tempo. Por outro lado,
dentro da aplicacéo foliar, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos e, em TS +
Foliar a aplicagdo de cisteina promoveu maior acimulo de N-Total em relacdo aos demais
aminoacidos (Tabela 18).

O desdobramento do fator aplicagdo mostra que o glutamato proporciona maior teor
de N-Total quando aplicado via TS. Ja fenilalanina e glicina quando aplicados em TS ou
foliar. Apenas os tratamentos fenilalanina no TS e completo via foliar e via TS + Foliar
apresentaram diferengas significativas em relacdo ao controle, proporcionando incremento de
28, 23 e 6% de N-total, respectivamente.

A varidvel Spad ndo apresentou interacdes significativas entre os fatores estudados e,
também ndo apresentou diferenca significativa entre as aplicacdes de aminoéacidos e o
tratamento controle.

Aos 90 DAS o teor de nitrato foi influenciado pela aplicacdo de fenilalanina por
meio de tratamento de sementes, além disso, ocorreu maior acimulo de nitrato com a
aplicacdo de glicina aplicada via foliar e dentro do TS + Foliar o aminoacido mais eficiente
foi a cisteina (Tabela 19).

No fator aplicacdo o glutamato e o tratamento completo apresentaram maior eficacia
quando aplicados via foliar, cisteina e fenilalanina por meio do tratamento de sementes e a
glicina foi mais eficiente no acimulo de nitrato quando aplicada via TS + Foliar.

Em comparagdo com o tratamento controle os tratamentos com cisteina, fenilalanina
e glicina, aplicados via tratamento de sementes proporcionaram maior acimulo de nitrato em
relacdo ao controle. Além disso, a utilizacdo de glutamato, fenilalanina e completo aplicados
via foliar, e cisteina em TS + Foliar também foram superiores ao controle. Por outro lado, o
uso de glutamato e completo via TS + Foliar induziram ao menor acimulo de NO3 em
relacdo ao controle.

A aplicacdo de glutamato, cisteina, glicina e completo no tratamento de sementes
proporcionou maior acimulo de ureideos nas folhas em comparacdo com fenilalanina. J& por
meio de TS + Foliar a aplicacdo de glutamato e cisteina foram mais eficazes em relacdo aos
demais aminoacidos. Por meio do fator aplicacdo o tratamento com cisteina e completo
mostraram melhores resultados quando aplicados via TS e, fenilalanina quando aplicada em
TS + Foliar (Tabela 19).
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Tabela 19. Nitrato (N-NO3), N- Ureideos, N- Aminoacidos (N-Aa), nitrogénio total (N-Total), aos 90 dias apos a semeadura, em plantas de soja submetidas a aplicacdo de
aminoécidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

N-NO; (mM g1 [MS]) N-Ureideos (mM g* [MS]) N-Aa (mM g [MS])
Aplicagdo Aplicacdo Aplicacdo
Tratamento - - -
TS Foliar I;rosli;r Média TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 51* 0,33* 30,4*
Glutamato 5,2¢cB 6,5 abA* 3,4 cC* 50 0,29 aA 0,25 aA 0,25 aA* 0,26 57,1 bA* 42,6 bB* 35,7 dC* 451
Cisteina 6,9 abA* 55¢cB 5,4 aB 5,9 0,27 aA 0,19 aB* 0,25 aAB* 0,24 63,8 aA* 37,1 cC* 48,0 bB* 49,6
Fenilalanina 7,6 aA* 6,2 abcB* 4,7 abC 6,2 0,15 bB* 0,20 aAB* 0,23 abA* 0,19 47,9 cdA* 46,2 abA* 40,9 cB* 45,0
Glicina 6,3 bA* 6,8 aA* 4,4bB 5,8 0,22 abA* 0,18 aA* 0,19 abA* 0,20 46,8 dB* 48,8 aB* 52,7 aA* 49,4
Completo 4,9 cB 5,8 bcA* 3,4 cC* 4,7 0,25 aA* 0,21 aAB* 0,16 bB* 0,20 50,9 cA* 35,1 cB* 52,0 abA* 46,0
Média 6,2 6,1 43 0,24 0,21 0,21 53,3 41,9 45,9
CV (%) 7,65 16,70 4,25
DMS (T) 0,85 0,07 4,03
DMS (A) 0,73 0,06 3,43
DMS (Dunnett) 0,86 0,07 4,05
N-Total (g kg* [MS])
Tratamento Aplicacdo
TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 17,4*
Ac. Glutamico 23,4 aA* 17,2 bB 22,4 aA 21,0
Cisteina 21,4 abA 17,6 bA 17,6 abA 18,9
Fenilalanina 15,5¢cB 25,7 aA* 16,1 bB 19,1
Glicina 16,3 bcA 19,8 bA 16,7 abA 17,6
Completo 16,8 bcA 14,7 bA 18,9 abA 16,8
Média 18,7 19,0 18,3
CV (%) 15,21
DMS (T) 5,72
DMS (A) 4,88
DMS (Dunnett) 5,75

Meédias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenga significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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No entanto, quando € realizada a comparacdo com o tratamento controle, foi possivel
perceber que a aplicacdo de amino&cidos no geral reduziu o acimulo de ureideos nas folhas,
exceto quando se utilizou glutamato via TS ou foliar, que nao diferiu do tratamento controle
(Tabela 19).

A aplicacéo de cisteina no tratamento de sementes induz ao acimulo de aminoacidos
em folhas, quando comparado aos demais tratamentos. A utilizagdo de glicina por meio da
aplicacdo foliar ou TS + Foliar também aumenta o teor de aminoacidos em folhas, em relacao
aos demais tratamentos. Com relacéo ao fator aplicacdo o uso de glutamato e cisteina mostra
maior eficiéncia quando realizada por meio de TS. Por outro lado, glicina mostrou melhores
resultados quando aplicada via TS + Foliar, fenilalanina por meio de TS ou foliar e o
tratamento completo quando aplicado via TS ou TS + Foliar.

A aplicacdo de todos os aminoacidos utilizados repercutiu no aumento do teor de
aminoacidos em folhas, em comparagdo com o tratamento controle.

Com relacéo ao teor de nitrogénio total em folhas, a aplicagdo de glutamato induziu
ao maior acimulo desse elemento, quando foi aplicado tanto em TS, quanto em TS + Foliar.
No entanto, dentro dos tratamentos foliares, o mais eficiente foi fenilalanina. Em comparacéo
com o controle, apenas os tratamentos com glutamato no TS e fenilalanina em foliar foram
superiores, 0s demais tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas com o controle

para 0 acumulo de nitrogénio em folhas (Tabela 19).
4.2.4. Desenvolvimento de raizes

A utilizacdo dos aminoacidos glutamato, cisteina, fenilalanina, glicina ou todos em
conjunto (completo), promoveu o incremento de todos os pardmetros relacionados ao
desenvolvimento de raiz avaliados, exceto para area projetada pela raiz aos 10 DAS (Tabela
20).

Aos 10 DAS, as plantas submetidas ao tratamento de sementes, com cisteina,
fenilalanina e glicina, apresentaram maior desenvolvimento da raiz principal, com acréscimo
de 18, 23 e 21,8% no comprimento, em relacdo ao controle. A aplicacdo de cisteina promoveu
aumento do CT, AS, Vr, NRL e CRL, o que representou acréscimo de 85, 71, 50, 84 e 83%,
respectivamente, em relacdo ao controle. Todos os demais tratamentos aplicados tambem
foram superiores ao controle para estas varidveis, exceto para o volume de raiz, que

apresentou baixos valores no controle e no tratamento completo (Tabela 20).
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Tabela 20. Comprimento da raiz principal (CRP, cm.planta™), comprimento total da raiz (CT, cm.planta™), area superficial (AS, cm?planta™), area projetada (AP,
cm?.planta™), volume (Vr, cm® planta™), didmetro (D, cm), nimero de raizes laterais (NRL) e comprimento das raizes laterais (CRL, cm) de plantas de soja aos 10 e 25 DAS,
submetidas & aplica¢do de amino4cidos via sementes. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

Primeira coleta (10 DAS) Segunda coleta (25 DAS)

Tratamento CRP CT AS! AP! Vr NRL CRL CRP CT AS AP Vr NRL CRL
Controle 14,2 b* 852e 126e 4,6 ns 0,16 b 278¢c 359c¢ 185¢c 250,0c 9,3b 26,3 e 0,27c¢c 80,3e 538¢e
Glutamato 16,2 ab 131,6 b 20,3ab 6,3 0,23a  448ab 57,0 ab 20,4 bc 303,8a 10,6 b 349ab 0,35ab 98,6 b 82,0b
Cisteina 16,8 a 1576 a 215a 6,4 0,24 a 51,1a 65,7 a 22,5ab 291,4 ab 12,7 ab 325¢ 0,43 a 1190 a 100,2 a
Fenilalanina 175a 104,0d 173 ¢ 5,2 0,21a 410b 48,5 bc 19.8¢ 250,7 ¢ 10,6 b 336bc 0,35ab 84,6 d 67,5¢
Glicina 173a 127,9 be 198 b 57 0,22 a 454 ab 53,4 ab 232 a 257,2 bc 10,2 b 36,5a 0,36 ab 915¢ 63,1d
Completo 15,5ab 1139 cd 14,1d 57 0,16 b 385hb 55,2 ab 20,5 bc 272,9 abc 230a 30,4d 0,30 bc 975b 66,6 C

CV (%) 6,74 6,21 3,55 15,01 5,96 8,34 13,11 5,33 5,81 28,3 2,15 9,91 3,46 5,76

DMS 2,31 17,13 1,44 3,25 0,028 7,94 15,85 2,55 36,16 11,2 1,60 0,077 1,67 2,43

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagéo
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A aplicacdo de cisteina também proporcionou o aumento de Vr, NRL e CRL aos 25
DAS, com incremento de 59, 48 e 86%, respectivamente, em relagéo ao controle. No entanto,
todos os demais aminoacidos aplicados também aumentaram os valores destas variaveis, em
relacdo ao tratamento controle.

Com relagdo ao CRP, a aplicagdo de glicina promoveu aumento de 25% quando
comparado ao controle, ja para CT, o glutamato incrementou esta variavel, chegando a 22%
de aumento, comparado ao controle. Por outro lado, a AS aos 25 DAS foi mais bem
evidenciada com aplicacdo de todos os aminoacidos em conjunto (Tabela 20).

A Figura 17 evidencia os efeitos positivos da aplicacdo de aminoécidos, via

tratamento de sementes, no desenvolvimento das raizes de plantas aos 25 DAS.
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Figura 17. Plantas de soja, aos 25 dias apds a semeadura, submetidas ao tratamento de sementes com aminoacidos. A — Controle, B — Glutamato, C — Cisteina, D —
Fenilalanina, E — Glicina, F — Completo. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015
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Aos 40 DAS, CT, CRP e AS ndo apresentaram diferengas significativas entre 0s
tratamentos com aminoacidos e o controle (Tabela 21).

O CT de raizes também ndo apresentou diferencas entre os tratamentos com
aminoacidos. No entanto, houve interacdo significativa entre os fatores para as variaveis CRP
e AS. Para o CRP a aplicacdo de glutamato via foliar proporcionou melhores resultados e, a
aplicacdo de fenilalanina via foliar mostrou menor efeito nesta variavel, em comparacdo com
0s demais tratamentos.

Com relagdo ao fator aplicacdo, a fenilalanina proporciona maior CRP quando
aplicada via TS ou TS + Foliar, para os demais aminoécidos ndo houve diferencas entre as
épocas de aplicacao.

A érea superficial ocupada pelas raizes apresentou maiores valores na aplicacdo de
fenilalanina e glicina, via TS. Ndo foram observadas diferencas dentro das aplicacdes via

foliar ou via TS + Foliar.
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Tabela 21. Comprimento total de raizes (CT, cm.planta™), comprimento da raiz principal (CRP, cm.planta™) e érea superficial (AS, cm?planta™) aos 40 dias ap6s a
semeadura (sete dias ap6s a aplicacdo foliar), em plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminodacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
S&o Paulo. Piracicaba, SP. 2015

CT (cm.planta’®) CRP (cm.planta™)! AS (cm?.planta™®)
Aplicacdo Aplicacdo Aplicacdo
Tratamento - - -
TS Foliar I;rosli;r Média TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 1169,0 ns 25,5 ns 124,1 ns
Glutamato 11979 ns 1209,0 1349,9 1252,3 29,0 aA 37,2aA 34,3 aA 33,5 125,7 abA 123,5aA 147,5 aA 132,2
Cisteina 1035,4 1483,0 1131,8 1216,8 23,2 aA 25,1 abcA 25,6 aA 24,6 110,6 bA 156,3 aA 117,3 aA 128,0
Fenilalanina 1359,2 1207,7 1662,7 1409,9 32,0aA 20,7 cB 35,0 aA 29,2 172,3 aA 126,9 aA 154,1 aA 151,1
Glicina 1467,2 1203,2 1436,2 1368,9 32,7 aAB 23,7 bcB 36,1 aA 30,8 165,5 aA 130,3 aA 166,4 aA 154,1
Completo 1397,0 1580,1 1241,2 1406,1 36,4 aA 32,4 abA 31,8aA 33,5 146,5 abA 158,4 aA 128,4 aA 144,4
Média 12914 1336,6 1364,4 30,6 27,8 32,6 144,1 139,1 142,7
CV (%) 22,44 6,92 18,83
DMS (T) 601,84 0,20 53,90
DMS (A) 513,11 0,17 45,96
DMS (Dunnett) 614,8 13,8 53,9

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagéo.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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A aplicacédo de glicina via TS ou via TS + Foliar proporcionou maior AP, por outro
lado, a aplicacdo de cisteina via TS repercutiu na reducdo da AP (Tabela 22). Esse mesmo
aminoacido quando aplicado via foliar, juntamente com o tratamento completo, podem
proporcionar maior AP. Quando realizada a comparacédo dentro do fator aplicacdo observa-se
que o glutamato apresenta melhores resultados quando aplicado via TS + Foliar, os
tratamentos com cisteina e completo, se aplicados via foliar. E o tratamento com fenilalanina
e glicina proporciona maior AP, quando aplicados via TS ou via TS + Foliar.

Em comparacdo com o tratamento controle, a aplicacdo de fenilalanina, glicina e
completo via TS incrementa os valores de AP. Via foliar, apenas os tratamentos com cisteina
e completo foram melhores no aumento de AP em relacdo ao controle e, o tratamento com
glutamato, fenilalanina e glicina via TS + Foliar sdo mais eficientes, em relacdo ao controle.
Por outro lado, o tratamento com cisteina reduz a AP em relacéo ao controle.

Com relagdo ao volume de raizes, a aplicagdo de glicina por meio de tratamento de
sementes ou TS + Foliar aumentou os valores desta varidvel, em relacdo aos demais
tratamentos. Na aplicacdo foliar, melhores resultados foram evidenciados a partir da aplicacédo
de cisteina e tratamento completo.

A partir do desdobramento da variavel aplicagdo observa-se que o glutamato e a
fenilalanina proporcionam maior volume de raizes em TS + Foliar, e a cisteina quando
aplicada via foliar. O uso de glicina é mais eficaz em TS ou TS + Foliar e, por fim o
tratamento completo demostra melhores resultados no volume de raizes quando aplicado via
TS ou via foliar.

Em comparacdo com o tratamento controle a variavel volume apresenta melhores
respostas quando realizada a aplicagdo de fenilalanina, glicina e completo via TS, ou ainda
cisteina e completo via foliar, e glutamato, fenilalanina e glicina, via TS + Foliar. O uso de

cisteina no TS reduz o volume de raizes, em relacao ao controle (Tabela 22).



88

Tabela 22. Area projetada pela raiz (AP, cm?.planta™), volume das raizes (Vr, cm®.planta™) e niimero de raizes laterais (NRL) aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias apds a
aplicagdo foliar), em plantas de soja submetidas a aplicagdo de amino&cidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP.
2015

AP (cm?.planta™®) Vr (cm®planta®) NRL
Tratamento Aplicagdo N Aplicacdo N Aplicacdo o
TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar I;E)SIi;r Média
Controle 39,5* 1,05* 76,5*
Glutamato 37,4cB 39,3bB 47,0 bA* 41,2 1,04 cB 1,09 bcB 1,28 bA* 1,14 77,5cC 128,0 aA* 92,6 aB* 99,4
Cisteina 32,9dC* 49,7 aA* 37,3¢cB 40,0 0,87 dB* 1,31 aA* 0,90 dB 1,03 73,0 cA 71,3 cA 76,0 bA 73,4
Fenilalanina 45,8 bA* 40,3 bB 49,1 bA* 451 1,35 abB* 0,95cC 1,61 aA* 1,31 80,0 cB 59,5dC 95,6 aA* 78,4
Glicina 51,4 aA* 36,7 bB 53,0 aA* 47,0 1,48 aA* 1,15bB 1,55 aA* 1,39 105,9 bA* 95,4 hB* 92,0 aB* 97,8
Completo 46,6 bB* 50,3 aA* 37,9cC 44,9 1,22 bA* 1,34 aA* 1,06 cB 121 1438 aA* 96,5 bB* 74,3 bC 104,8
Média 42,8 43,3 44,8 1,20 1,17 1,28 96,0 90,1 86,1
CV (%) 4,37 6,44 4,04
DMS (T) 3,84 0,16 7,38
DMS (A) 3,27 0,13 6,30
DMS (Dunnett) 3,84 0,16 7,41

Médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de
significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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A aplicacdo do tratamento completo via TS incrementou o NRL, ja aplicacdo via
foliar foi melhor com o uso de glutamato e, via TS + Foliar os melhores tratamentos foram
com glutamato, cisteina e glicina. Dentro do fator aplicacdo, o uso de glutamato evidencia
maior NRL, quando aplicado via foliar, por outro lado, a aplicacdo de fenilalanina
proporciona melhores respostas em TS + Foliar, e glicina e completo quando utilizados no
tratamento de sementes.

Os tratamentos utilizando glicina e a mistura de aminoacidos (completo) via TS
proporcionaram maior NRL em relacdo ao controle. Ja a utilizacdo de glutamato, glicina e
completo via foliar, e glutamato, fenilalanina e glicina via TS + Foliar também promove o
aumento desta varidvel em relacdo ao controle (Tabela 22).

Apesar da aplicacdo de aminoacidos aumentar o NRL, isso ndo repercutiu no
comprimento das raizes laterais (CRL, cm), ndo apresentando diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 23). Por outro lado, o nimero de nds (NN) apresentou maior valor com a
aplicacdo de glutamato e com o tratamento completo via TS, este Gltimo tratamento também
promoveu maior nimero de nos quando aplicado via foliar. E, o tratamento com glutamato
também incrementou o NN quando aplicado via TS + Foliar.

A andlise do fator aplicagdo isolada mostra que a aplicacdo de glutamato proporciona
maior nimero de nds na aplicacdo via tratamento de sementes. J& a fenilalanina apresenta
melhor resultado quando aplicada via foliar ou TS + Foliar e por fim, o tratamento completo,
quando aplicado via TS ou foliar.

A partir da comparacdo com o tratamento controle foi possivel notar diferenca
significativa com glutamato e completo, aplicados via TS ou foliar, e glutamato, fenilalanina,
glicina e completo, quando aplicados por meio de TS + Foliar, que proporcionaram maior

nimero de nos em relacdo ao controle.
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Tabela 23. Comprimento das raizes laterais (CRL, cm.planta™) e niimero de nés (NN, nés.planta™) aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias ap6s a aplicacéo foliar), em
plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de So Paulo. Piracicaba, SP. 2015

CRL (cm.planta®)

NN (nés.planta™®)

Tratamento (T)

Aplicagdo (A)

Aplicagdo (A)

- - Média - - Média
TS Foliar TS + Foliar TS Foliar TS + Foliar
Controle 159,1 ns 0,3*
Glutamato 162,7 ns 161,6 169,6 164,6 3,3 aA* 1,5bB* 1,9 aB* 2,2
Cisteina 146,3 1419 161,6 149,9 0,9 bA 0,9 bA 0,9 bA 0,9
Fenilalanina 167,1 130,3 149,0 148,8 0,0cB 1,0 bA 1,4 abA* 0,8
Glicina 158,1 161,3 213,2 177,5 0,5 bcA 1,0 bA 1,1 abA* 0,9
Completo 187,1 175,7 156,9 173,2 3,0 aA* 2,5 aA* 1,6 abB* 2,4
Média 164,3 154,2 170.0 15 14 14
CV (%) 17,81 17,20
DMS (T) 58,47 0,78
DMS (A) 49,85 0,66
DMS (Dunnett) 60,04 0,78

Médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minisculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de

significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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A partir da Figura 18 é possivel visualizar as diferengas entre o desenvolvimento de

raizes a partir da aplicacdo de aminoécidos, em diferentes épocas aos 45 DAS.

Figura 18. Plantas de soja aos 45 dias apds a semeadura, submetidas a aplicacdes de aminoécidos. Aplicagdo via
sementes (A — Controle, B — Glutamato, C — Cisteina, D — Fenilalanina, E — Glicina, F — Completo), aplicacdo
via foliar (G — Controle, H — Glutamato, | — Cisteina, J — Fenilalanina, K — Glicina, L — Completo), aplicacdo via
sementes e foliar (M — Controle, N — Glutamato, O — Cisteina, P — Fenilalanina, Q — Glicina, R — Completo).
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

A Figura 19 mostra o grafico de componentes principais das variaveis relacionadas
com assimilacédo de nitrogénio e produtividade. Dois componentes principais foram formados,

sendo CP; representado pelo volume de raizes e CP, nimero de raizes laterais, ou seja, estas
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duas varidveis foram as que mais obtiveram peso na parti¢cdo da variancia dos dados, com
maior deteccdo de diferengas entre os tratamentos.

A Figura 19 mostra ainda, que a produtividade apresenta correlagdo com o nimero
de nos e o numero de raizes laterais, ou seja, 0 aumento destas variaveis pode proporcionar

incrementos na produtividade.
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Figura 19. Grafico “byplot” obtido a partir da analise de componentes principais dos resultados das variaveis
CT - comprimento total de raiz, AP - rea projetada pela raiz, AS - area superficial da raiz, Vr — volume de raiz,
CRP — comprimento da raiz principal, NRL — nimero de raizes laterais, CRL — comprimento das raizes laterais,
NN — nimero de nés e P — produtividade avaliadas na cultura da soja submetida & aplicacdo de aminoacidos:
aplicados no tratamento de sementes (GIu/TS - Glutamato, Cis/TS — Cisteina, Fen/TS — Fenilalanina, GIi/TS —
Glicina, Comp./TS - Completo), aplicados via foliar (Glu/F - Glutamato, Cis/F — Cisteina, Fen/F — Fenilalanina,
Gli/F - Glicina, Comp./F - Completo) e aplicados via tratamento de sementes e foliar (Glu/TS+F - Glutamato,
Cis/TS+F — Cisteina, Fen/TS+F — Fenilalanina, Gli/TS+F — Glicina, Comp./TS+F - Completo). Piracicaba, SP.
2015

4.2.5. Acumulo de massa de matéria seca e produtividade

O acumulo de massa de matéria seca tambem foi afetado pela aplicacdo de
aminoacidos, via sementes, sendo que a aplicacdo de cisteina promoveu o incremento de 154,
35 e 56% na MSR, MSF e MST, respectivamente, em relacdo ao controle aos 10 DAS (Tabela
24).
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Tabela 24. Massa de matéria seca de raiz (MSR, g planta™), haste (MSH, g planta™), folha (MSF, g planta™) e total (MST, g planta™) de plantas de soja aos 10 e 25 DAS,

submetidas a aplicacéo, via sementes, de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

Primeira coleta de massa de matéria seca (10 DAS)

Segunda coleta de massa de matéria seca (25 DAS)

Tratamento MSR MSH? MSF! MST MSR MSH MSF MST
Controle 0,053 f 0,075 ns 0,215 de 0,343 d 0,095 b 0,235 ¢ 0,502 ns 0,832 ns
Glutamato 0,123 b 0,090 0,250 b 0,463 b 0,170 ab 0,280 b 0,636 1,086
Cisteina 0,140 a 0,105 0,290 a 0,535a 0,205 a 0,265 d 0,683 1,153
Fenilalanina 0,085 d 0,090 0,205 e 0,380 ¢ 0,128 ab 0,268 cd 0,521 0,916
Glicina 0,068 e 0,085 0,230 cd 0,383 ¢ 0,173 ab 0,360 a 0,656 1,189
Completo 0,100 ¢ 0,115 0,240 be 0,455 b 0,128 ab 0,283b 0,511 0,921
CV (%) 6,08 11,18 3,23 3,74 19,83 2,29 11,43 8,66
DMS 0,013 0,045 0,018 0,037 0,102 0,015 0,288 0,435

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagao
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Com relacdo a segunda coleta de massa de matéria seca (20 DAS), a aplicacdo de
cisteina também promoveu maior acumulo de MSR, com aumento de 116%, em relagdo ao
controle. Por outro lado, a massa de materia seca de caule (MSH) obteve maior valor com a
aplicacdo de glicina, com incremento de 53% quando comparado ao controle. No entanto,
todos os demais tratamentos foram superiores ao controle. As variaveis MSF e MST coletadas
aos 20 DAS, néo foram afetadas pela aplicagdo de aminoécidos, via sementes (Tabela 24).

As variaveis MSR e MSH, aos 40 DAS, ndo apresentaram interacdo significativa
entre os tratamentos (Tabela 25). A partir das meédias de aplicacdo observa-se que o
tratamento com glicina mostrou maior acimulo de MSR. Em relacdo ao controle, apenas 0s
tratamentos com cisteina via foliar e glicina via TS + Foliar incrementaram a MSR.

Para a varidvel MSH ndo foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos. Por outro lado, a MSF acumulou de forma mais acentuada a partir da aplicacédo
de glicina por meio do tratamento de sementes ou via TS + Foliar. J& na aplicagdo foliar o
amino&cido mais eficiente sobre o acimulo de massa de matéria seca de folhas foi a cisteina.
Por meio da analise do fator aplicacdo observa-se que cada aminoacido se comportou de
forma diferente, sendo que o glutamato mostrou melhores resultados quando aplicado via TS
ou TS + Foliar, a cisteina, quando aplicada via foliar, glicina via TS e o tratamento completo
foi mais eficiente se aplicado via TS ou foliar.

Por meio da comparacdo com o tratamento controle, foi possivel perceber que todas
as formas de aplicacdo dos aminoacidos acentuaram o acimulo de MSF, exceto na aplicacao
de glicina via TS + Foliar, que ndo apresentou diferenca significativa com o tratamento
controle (Tabela 25).
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Tabela 25. Massa de matéria seca de raiz (MSR, g planta™), caule (MSH, g planta™) e folhas (MSF, g planta™) aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias ap6s a aplicacéo
foliar), de plantas de soja submetidas a aplicagdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S3o Paulo. Piracicaba, SP. 2015

MSR (g planta) MSH (g planta™) MSF (g planta™)
Tratamento (T) Aplicagdo (A) e Media Aplicacdo (A) \edia Aplicacdo (A) Media
TS Foliar Foliar TS Foliar TS + Foliar TS Foliar TS + Foliar
Controle 0,41* 0,77 ns 1,27*
Glutamato 0,48 0,46 0,50 0,48 b 1,18 ns 1,13 1,35 1,22 1,57 bA* 1,43 dB* 1,62 abA* 1,54
Cisteina 0,45 0,76* 0,53 0,58 ab 0,99 1,44 1,11 1,18 1,45 cB* 1,80 aA* 1,34 cC 1,53
Fenilalanina 0,54 0,67 0,47 0,56 ab 1,23 1,34 1,13 1,23 1,56 bA* 1,56 bcA* 1,56 bA* 1,56
Glicina 0,57 0,60 0,88* 0,68a 1,34 1,11 1,34 1,26 1,80 aA* 1,49 cdC* 1,67 aB* 1,65
Completo 0,66 0,61 0,68 0,65 ab 1,24 1,41 1,17 1,27 1,60 bA* 1,66 bA* 1,43 cB* 1,56
Média 0,54 A 0,62 A 0,61 A 1,20™ 1,28 1,22 1,59 1,59 1,52
CV (%) 18,14 19,66 3,29
DMS (T) 0,13 0,28 0,10
DMS (A) 0,19 0,42 0,09
DMS (Dunnett) 0,35 0,74 0,10

Médias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia.
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A varidvel MST ndo apresentou interacdo significativa entre os fatores estudados
(Tabela 26). Os tratamentos com a utilizacdo de glicina no TS ou via TS + Foliar, cisteina,
fenilalanina e completo via foliar, foram superiores ao controle, ou seja, proporcionaram

maior acumulo de massa de matéria seca total.

Tabela 26. Massa de matéria seca total (MST, g planta™) aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias ap6s a
aplicacao foliar), em plantas de soja submetidas a aplicagdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo. Piracicaba, SP. 2015

MST (g planta™)
Tratamento (T) Aplicacdo (A)

- - Média
TS Foliar TS + Foliar
Controle 2,45*
Glutamato 3,23 ns 3,02 3,46 3,23
Cisteina 2,89 4,00* 2,97 3,28
Fenilalanina 3,32 3,67* 3,16 3,35
Glicina 3,71* 3,19 3,88* 3,60
Completo 3,50 3,67* 3,27 3,48
Média 3,33™ 3,49 3,35
CV (%) 15,20
DMS (T) 1,04
DMS (A) 0,88
DMS (Dunnett) 1,04

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si,
por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia.

Quando observados os valores de massa de matéria seca final, é possivel notar que
ndo houve interacdo entre os fatores para as varidveis MSH e MSF (Tabela 27).

Por outro lado, a interacdo foi significativa para a massa de matéria seca de raiz, em
que a utilizacdo de cisteina, fenilalanina e completa dentro do TS proporcionou maior
acumulo de MSR, além disso, a aplicacdo de glutamato dentro da aplicagdo foliar ou em TS +
Foliar, também incrementa a MSR. No fator aplicacdo o uso de cisteina, fenilalanina e
completo no TS mostra melhores resultados em comparacdo com as demais formas de
aplicacdo. O glutamato mostra melhores resultados quando aplicado via TS + Foliar e a
glicina via foliar ou TS + Foliar.

Em comparagdo com o tratamento controle os tratamentos com cisteina, fenilalanina
e completo, aplicados via tratamento de sementes foram superiores ao controle. Além disso, a

utilizacdo de glutamato aplicado via foliar ou TS + Foliar também foi superior ao controle.
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Tabela 27. Massa de matéria seca de raiz (MSR, g planta™), haste (MSH, g planta™) e folhas (MSF, g planta™) aos 100 dias ap6s a semeadura, de plantas de soja submetidas &
aplicacdo de aminoacidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP. 2015

MSR (g planta) MSH (g planta™) MSF (g planta™)
Tratamento (T) Aplicacdo (A) e Media Aplicacdo (A) Vedia Aplicagdo (A) o \edia
TS Foliar . TS Foliar TS + Foliar TS Foliar .
Foliar Foliar
Controle 1,63* 3,51 ns 2,25*
Glutamato 1,71 bC 2,58 aB* 3,27 aA* 2,52 2,96 3,44 4,03 3,48 a 2,51 2,99 3,03 2,84 ab
Cisteina 2,92 aA* 1,10 cC 2,03 bB 2,02 3,29 2,33 3,03 2,89 ab 2,88 1,52 2,35 2,25 bc
Fenilalanina 2,94 aA* 1,52 bcB 1,71 bB 2,06 3,28 3,26 2,66 3,06 ab 2,66 2,20 2,71 2,52 abc
Glicina 1,59 bA 1,45 bcA 1,70 bA 1,58 2,84 2,07 2,69 2,53b 2,57 1,40 2,25 2,07c
Completo 3,02 aA* 1,80 bB 2,05 bB 2,29 3,63 3,58 3,25 349a 3,53* 2,69 2,58 2,93a
Média 2,44 1,69 2,15 3,20 A 293 A 3,13A 2,83A 2,16 B 2,58 AB
CV (%) 14,90 13,35 22,96
DMS (T) 0,63 0,84 0,67
DMS (A) 0,53 0,55 0,44
DMS (Dunnett) 0,63 1,57 1,25

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia.
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Os valores de MSH néo apresentaram diferencga significativa com o controle, no
entanto, foi constatada diferenca entre as médias das aplicagcGes dentro de cada tratamento,
onde a utilizacdo de glutamato ou tratamento completo proporcionou maior acimulo de MSH.
Esses mesmos tratamentos induziram ao aumento de MSF, além disso, a utilizacdo de
qualquer amino&cido no tratamento de sementes se mostrou mais eficaz no acimulo de MSF
em relacdo as demais formas de aplicagdo. Com relacdo ao controle, apenas a utilizagdo do
tratamento completo em TS foi superior (Tabela 27).

Na Tabela 28, observa-se que a aplicacdo de aminoacidos em diferentes épocas nao
proporcionou diferengas significativas no acumulo de MST em relacéo ao controle.

No desdobramento da interacdo € possivel perceber que o0 uso de glutamato dentro da
aplicacdo foliar ou de TS + Foliar proporciona maior acimulo de MST, em relacdo aos
demais tratamentos com aminodacidos. Dentro do fator aplicacdo apenas observa-se diferenca
para o glutamato, que é mais eficiente quando aplicado via TS + Foliar e cisteina, que
proporciona melhores resultados no TS, em comparacao as demais formas de aplicacgéo.

Com relacdo a produtividade, os tratamentos cisteina e fenilalanina em TS e
completo aplicado via foliar, foi superior ao tratamento controle. Por outro lado, a utilizacdo
de cisteina e glicina via foliar proporcionaram menor produtividade, em relacdo ao controle.

No desdobramento das interacGes, dentro do TS, o aminoacido mais eficiente foi a
cisteina, proporcionando maior produtividade em comparacdo com 0s demais aminoacidos. Ja
na aplicacdo foliar, o uso do tratamento completo se mostrou mais eficaz, e por fim, em TS +
Foliar o uso de glutamato, fenilalanina ou completo proporcionou maior produtividade em
relagdo aos demais aminoacidos.

Dentro do fator aplicacéo, a cisteina, fenilalanina, mostram melhores resultados na
produtividade, quando aplicados no tratamento de sementes. Por outro lado, o glutamato
repercute melhor incremento de produtividade quando aplicado em TS + Foliar e, o

tratamento completo quando aplicado via foliar (Tabela 28).
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Tabela 28. Massa de matéria seca total (MST, g planta™) e produtividade (P, g planta™) aos 100 dias ap6s a semeadura, de plantas de soja submetidas & aplicacéo de
aminoécidos. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sio Paulo. Piracicaba, SP. 2015

MST (g planta™) P (g planta)
Tratamento (T) Aplicacdo (A) - Aplicagdo (A) -
TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média

Controle 9,86 ns 2,3*
Glutamato 9,47 aB 11,47 aAB 12,97 aA 11,30 2,32¢cB 2,54 abAB 2,60 aA 2,5
Cisteina 11,55 aA 7,42 bcB 9,27 abAB 9,41 2,77 aA* 1,90 cB* 2,05 bB 2,2
Fenilalanina 11,92 aA 9,75 abcA 10,05 abA 10,57 2,66 abA* 2,37 bB 2,56 aAB 2,5
Glicina 9,64 aA 6,99 cA 9,00 bA 8,54 2,45 bcA 1,73 cB* 1,98 bB 2,1
Completo 13,15 aA 10,97 abA 10,68 abA 11,60 2,45 bcB 2,78 aA* 2,58 aAB 2,6

Média 11,14 9,32 10,39 2,5 2,3 2,4

CV (%) 18,60 6,45

DMS (T) 3,28 0,31

DMS (A) 3,86 0,26

DMS (Dunnett) 4,06 0,31

Medias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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Na Figura 20 é demostrado o gréfico de componentes principais gerados a partir das
varidveis relacionadas ao crescimento das plantas. A partir dessa analise obtiveram-se dois
componentes principais, sendo que o CP; foi composto pela Produtividade e o CP,

representado pela massa de matéria seca total aos 40 DAS.
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Figura 20. Grafico “byplot” obtido a partir da analise de componentes principais dos resultados das variaveis
MSR — massa de matéria seca de raiz, MSH — massa de matéria seca de caule, MSF — massa de matéria seca de
folhas, MST — massa de matéria seca total, aos 40 DAS (1) e 100 DAS (2), e P — produtividade avaliadas na
cultura da soja submetida a aplicagdo de amino&cidos: aplicados no tratamento de sementes (GIu/TS -
Glutamato, Cis/TS — Cisteina, Fen/TS — Fenilalanina, Gli/TS — Glicina, Comp./TS - Completo), aplicados via
foliar (GIu/F - Glutamato, Cis/F — Cisteina, Fen/F — Fenilalanina, Gli/F — Glicina, Comp./F - Completo) e
aplicados via tratamento de sementes e foliar (GIu/TS+F - Glutamato, Cis/TS+F — Cisteina, Fen/TS+F —
Fenilalanina, Gli/TS+F — Glicina, Comp./TS+F - Completo). Piracicaba, SP. 2015

Existe correlacdo positiva entre a produtividade e as variaveis MST, MSF, MSV,
MSR e MSH aos 100 DAS, quanto maior o valor destas varidveis, maior a produtividade.

Com relacéo aos tratamentos, de acordo com a analise o uso de fenilalanina e completo no TS

e glutamato em TS + Foliar pode incrementar a produtividade.



101

4.3. Experimento I11: Uso de amino&cidos e seu efeito em plantas de soja cultivadas

em campo
4.3.1. Metabolismo antioxidante

Com relacdo ao metabolismo oxidativo, aos 40 DAS as plantas mostraram respostas
a aplicacdo de aminoacidos para a atividade das enzimas CAT e SOD, com interacao
significativa entre os fatores tratamento e aplicacdo (Tabela 29). Dentro do TS, a enzima
catalase apresentou maior atividade quando houve aplicacdo de cisteina, ja na aplicacéo foliar
0 uso de glicina proporcionou maior atividade da CAT, esse mesmo aminoacido aumentou a
atividade da enzima quando aplicado via TS + Foliar. A partir do desdobramento do fator
aplicacdo, foi possivel perceber que todos os aminoacidos proporcionaram melhor resposta da
CAT quando aplicados via TS + Foliar.

Quando comparado ao controle, apenas as aplica¢fes de glutamato, cisteina e glicina
via TS + Foliar proporcionaram acréscimos na CAT em relacdo ao controle. Os demais
tratamentos proporcionaram reducdo da atividade da enzima, exceto a cisteina aplicada via
TS, que ndo diferiu do controle.

A enzima peroxidase apresentou acréscimos na sua atividade quando as plantas
foram submetidas a aplicacdo foliar de cisteina e glicina, o0 que representou aumento de 45 e
26% em relacdo ao controle. Ndo houve diferenca entre os aminodcidos e as formas de
aplicagéo.

Por outro lado, na atividade da SOD houve interacdo significativa entre o0s
tratamentos e épocas de aplicacdo, onde dentro do tratamento de sementes a aplicacdo de
glutamato proporcionou 0 aumento da atividade da enzima. Para as aplicagdes foliares e em
TS + Foliar, 0 uso de cisteina e glicina incrementaram a atividade da SOD. Para o fator
aplicacdo, o uso de todos os aminoacidos no tratamento de sementes foi mais eficaz na
inducdo de respostas desta enzima.

Em relacdo ao controle, todos os tratamentos apresentaram diferencas, no entanto o
uso de cisteina e completo no TS e todos os tratamentos e foliares e em TS + Foliar foram

inferiores ao controle, os demais, foram superiores na atividade da SOD (Tabela 29).
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Tabela 29. Atividade das enzimas catalase (CAT, pmol min™ ug™ [proteina]), peroxidase (POD, pmol min™ pg™ [proteina]) e superéxido dismutase (SOD, U pg™ [proteina])
aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias ap0s a aplicacdo foliar), em plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

CAT (umol mint pg?* [proteina]) POD (pumol min™ pg? [proteina]) SOD (U pg™ [proteina])
Aplicacdo (A) Aplicacdo (A) Aplicacdo (A)
Tratamento (T) ' TS + Média . . Média . . Média
TS Foliar Foliar TS Foliar TS + Foliar TS Foliar TS + Foliar
Controle 0,54* 0,66* 24,6%
Glutamato 0,49 bB* 0,38 bC* 0,87 bA* 0,58 0,51 0,78 0,66 0,65 bc 31,3 aA* 13,6 bB* 13,2 abB* 19,4
Cisteina 0,54 aB 0,37 bC* 0,68 cA* 0,53 0,76 0,96* 0,66 0,79a 20,9 cA* 17,4 aB* 14,2 aC* 17,5
Fenilalanina 0,26 dB* 0,18 dC* 0,37 dA* 0,27 0,62 0,81 0,62 0,68 bc 26,8 bA* 8,2 cC* 11,9 bB* 15,6
Glicina 0,36 cC* 0,48 aB* 0,90 aA* 0,58 0,75 0,83* 0,65 0,75 ab 27,7 bA* 15,7 aB* 7,4 cC* 17,0
Completo 0,18 eC* 0,23 cB* 0,33 eA* 0,24 0,63 0,76 0,57 0,65bc 12,6 dA* 4,8dC* 8,0 cB* 8,4
Média 0,37 0,33 0,63 0,66 B 0,83 A 0,63B 23,9 11,9 11,0
CV (%) 13,32 11,38 15,54
DMS (T) 0,03 0,09 1,74
DMS (A) 0,03 0,06 1,48
DMS (Dunnett) 0,03 0,16 1,74

Medias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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A aplicacdo de aminoécidos também induziu respostas na atividade das enzimas
PAL, PFO e no teor de PTS (Tabela 30).

O uso de glutamato no tratamento de sementes aumentou a atividade da enzima PAL,
ja para a aplicacdo foliar e TS + Foliar, a aplicacdo de fenilalanina mostrou melhores
resultados na atividade da enzima. Dentro do fator aplicacdo o glutamato e cisteina
proporcionaram melhores resultados quando aplicado via tratamento de sementes, ja a
fenilalanina, se aplicada via foliar e a glicina quando aplicada em TS + Foliar. Os tratamentos
que continham glutamato, cisteina e completo no TS, glutamato, fenilalanina e completo via
foliar, proporcionaram maior atividade da PAL, em relacdo ao controle. E todos os
tratamentos aplicados via TS + Foliar foram superiores ao controle.

Por outro lado, quando se observa os resultados da enzima polifenoloxidase o uso do
tratamento completo em TS proporcionou incremento na atividade da enzima, esse mesmo
tratamento, aplicado via foliar, também induziu ao aumento da atividade da enzima, embora
ndo tenha diferido dos tratamentos com glutamato, cisteina e glicina. Ja na aplicacdo em TS +

Foliar os aminoacidos glutamato e cisteina proporcionaram maior atividade da PFO.

Tabela 30. Atividade das enzimas fenilalanina amonia liase (PAL, umol [4cido trans Cinamico] mg™ [proteina]) e
polifenoloxidase (PFO, U min™ mg™ [proteina]) aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias ap6s a aplicacdo foliar),
em plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoécidos. Patos de Minas, MG. 2015

PAL 1 p
(umol [4cido trans Cindmico] mg™ [proteina]) PFO (U min™ mg" [proteina])
Tratamento (T) Aplicagdo (A) Aplicacdo (A)
TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar ';I'S_+ Média
oliar
Controle 7,4* 43,2*
Glutamato 15,8 aA* 12,3 bB* 11,0 bB* 13,0 35,6 bC 67,8 abB* 80,4 aA* 61,2
Cisteina 12,9 bA* 8,6 cB 11,6 abA* 11,0 46,7 bB 68,4 abA* 77,6 aA* 64,2
Fenilalanina 6,4 dC 19,5 aA* 13,3 aB* 13,1 41,2 bB 62,0 bA* 44,3 bB 49,2
Glicina 6,9 dB 8,0cB 10,1 bA* 8,3 38,4 bB 67,9 abA* 55,9 bA 54,1
Completo 9,5 cA* 10,8 bA* 10,5 bA* 10,2 63,0 aB* 77,3 aA* 46,8 bC 62,4
Média 10,3 11,8 11,3 45,0 68,7 61,0
CV (%) 8,29 12,42
DMS (T) 1,86 14,57
DMS (A) 1,59 12,42
DMS (Dunnett) 2,04 16,70

Médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si,
por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia

Ao avaliar o fator aplicagdo, o uso de cisteina, fenilalanina e completo, se torna mais
eficaz quando aplicados via foliar, embora cisteina e glicina também possam ser aplicadas via
TS + Foliar, além do glutamato, o0 que proporciona maior atividade da PFO.

Quando comparados ao controle, observa-se que apenas o tratamento completo em

TS proporcionou maior atividade da PFO em relagdo ao controle, por outro lado todas as
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aplicacdes foliares aumentaram a atividade da enzima, quando comparado ao controle e, em
TS + Foliar apenas os tratamentos com glutamato e glicina foram superiores ao controle.

O teor de prolina apenas apresentou diferencas entre os tratamentos na aplicacdo em
TS + Foliar, onde o uso de glutamato proporcionou o acréscimo do teor de prolina (Tabela
31). Em relacéo a forma de aplicacdo, o glutamato e glicina foram mais eficientes quando
aplicados via TS e o completo quando aplicado em TS ou foliar. Comparados ao controle,
apenas o0s tratamentos cisteina e glicina em TS incrementaram o teor de proteina.

Quanto a variavel teor de peroxido de hidrogénio, apenas dentro dos tratamentos da
aplicacdo foliar foi possivel observar diferencas significativas. O uso de glicina e cisteina
incrementaram o teor de peroxido de hidrogénio, esses mesmos tratamentos aumentaram a
atividade da SOD, o que pode ter repercutido na elevacdo dos teores de H,O,, uma vez que
esta enzima faz a dismutacdo de O, em H,0, e H,O. Devido ao aumento de radical livre
(H20,) ocorreu também a elevacdo do peroxidacdo lipidica com a utilizagdo dos mesmos
aminocidos (cisteina e glicina via foliar).

Com relacéo a época de aplicacdo os tratamentos com glutamato e cisteina elevam o
teor de peroxido de hidrogénio quando aplicados em TS + Foliar, j4 a glicina, quando
aplicada via foliar.

O aumento da atividade da catalase quando as plantas foram submetidas a aplicacao
via tratamento de sementes de cisteina pode ter levado a reducdo da PL. Além disso, 0 uso de
glutamato via foliar também reduziu a peroxidacdo lipidica, em relacdo aos demais
tratamentos de aplicacdo foliar.

Dentro do fator aplicacdo, no geral, os tratamentos aplicados via TS ou via TS +
Foliar promoveram a reducdo da PL. Em comparagdo com o controle, apenas a utilizagdo de
cisteina no tratamento de sementes repercutiu na reducao de 21% da PL. Por outro lado, 0 uso

de glicina aplicada nas folhas aumentou a PL em 17%, em comparacdo com o controle.
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Tabela 31. Teor de prolina (umol g™ [MF]), teor de peroxido de hidrogénio (H,0,, umol g™ [MF]) e peroxidagao lipidica (PL, nmol [TBARS] g™* [MF]) aos 40 dias ap6s a
semeadura (sete dias ap6s a aplicacéo foliar), em plantas de soja submetidas a aplicacao de aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

Prolina (pmol g* [MF]) H,0, (umol g [MF]) PL (nmol [TBARS] g [MF])
Tratamento (T) Aplicacgdo (A) Ve Aplicacgdo (A) Ve Aplicacdo (A) Vi
TS Foliar TS + Foliar edia TS Foliar JOS”; eda TS Foliar TS + Foliar edia
Controle 2,47* 11,1* 24,9
Glutamato 3,39 aA 2,26 aB 2,83 aAB 2,83 10,5 aB 11,3 bAB 13,4 aA 11,7 23,8 bA 23,1aA 22,8aA 23,2
Cisteina 3,53 aA* 2,85aA 3,24 abA 321 10,5 aB 13,3 aA 12,7 aA 12,1 20,6 aA* 27,6 bcB 22,5aA 23,6
Fenilalanina 3,16 aA 3,08 aA 2,59 abcA 2,94 11,2 aA 11,7 abA 12,4 aA 11,8 23,4 bA 27,1 bcB 24,8 aAB 25,1
Glicina 3,84 aA* 2,63 aB 2,16 bcB 2,88 12,2 aAB 14,2 aA* 11,2aB 12,5 24,9 bcA 29,2 cB* 234 aA 25,8
Completo 2,95 aA 2,72 aA 1,88 cB 2,52 11,1 aA 11,4 bA 11,0 aA 11,1 27,6 cB 25,8 abAB 24,4 aA 25,9
Média 2,37 2,71 2,54 11,1 12,4 12,1 24,1 26,6 23,6
CV (%) 15,47 10,93 5,60
DMS (T) 0,89 2,61 2,79
DMS (A) 0,76 2,23 2,38
DMS (Dunnett) 0,97 2,74 2,93

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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A partir da anélise de componentes principais (Figura 21) é possivel visualizar que o
incremento da atividade das enzimas SOD e CAT repercute no aumento da produtividade. Por
outro lado, a produtividade apresenta correlacdo negativa com atividade da enzima POD, PL e
teor de H,O,, 0 aumento destas varidveis reduz a produtividade. Os dois componentes

principais formados foram compostos pela produtividade (CP1) e teor de prolina (CP2).
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Figura 21. Grafico “byplot” obtido a partir da analise de componentes principais dos resultados das variaveis
(CAT — catalase, POD — peroxidase, SOD — superoxido dismutase, PAL — fenilalanina aménio liase, PFO —
polifenoloxidase, H,O, — perdxido de hidrogénio, PL — peroxidacao lipidica e P — produtividade) avaliadas na
cultura da soja submetida & aplicacdo de aminodcidos: aplicados no tratamento de sementes (GIu/TS -
Glutamato, Cis/TS — Cisteina, Fen/TS — Fenilalanina, Gli/TS — Glicina, Comp./TS - Completo), aplicados via
foliar (GIu/F - Glutamato, Cis/F — Cisteina, Fen/F — Fenilalanina, Gli/F — Glicina, Comp./F - Completo) e
aplicados via tratamento de sementes e foliar (Glu/TS+F - Glutamato, Cis/TS+F — Cisteina, Fen/TS+F —
Fenilalanina, Gli/TS+F — Glicina, Comp./TS+F - Completo). Patos de Minas, MG. 2015

4.3.2. Metabolismo do nitrogénio

Aos 25 DAS foi possivel perceber que 0 uso de todos os aminoacidos em conjunto
(completo) induziu a maior atividade da enzima nitrato redutase com aumento de 79%, em
relacdo ao controle (Tabela 32). Ja a aplicagdo de fenilalanina proporcionou a reducdo da

atividade da NR, o que representou 163% de decréscimo, quando comparado ao controle.
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Tabela 32. Atividade da enzima nitrato redutase (NR, pg [N-NO,] g™ [MF] h%) aos 25 DAS, em plantas de soja
submetidas a aplicacdo de aminoacidos via sementes. Patos de Minas, MG. 2015

Tratamento I_\IR_l o
Hg [N-NO,1g™ [MF] h

Controle 0,29 b

Glutamato 0,26 bc

Cisteina 0,25 bc
Fenilalanina 0,11c

Glicina 0,18 bc
Completo 0,52a
CV (%) 27,12
DMS 0,17

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de

significancia

O mesmo comportamento pode ser observado aos 40 DAS, onde o tratamento
completo aumentou a atividade da enzima NR tanto em TS quanto em TS + Foliar (Tabela
33). Por outro lado, a aplicacdo de fenilalanina reduziu a atividade da enzima em todas as
épocas de aplicacdo, fato que também ocorreu aos 25 DAS em TS. Dentro da aplicacdo foliar,
o tratamento que mostrou melhores respostas na atividade da enzima NR foi cisteina. Por
meio da avaliacdo do fator aplicacdo, observa-se que os tratamentos com glutamato,
fenilalanina e completo, mostraram melhores resultados quando aplicados via foliar, por outro
lado a cisteina e glicina foram mais eficazes na aplicacéo foliar.

Com relacdo ao controle, o uso de cisteina aplicada via foliar e completo aplicado em
TS + Foliar proporcionaram maior atividade da NR, em relacdo ao controle, com acréscimo
de 137 e 122%, respectivamente.

Ja aos 60 DAS, o uso de glutamato dentro do tratamento de sementes proporcionou
maior atividade da enzima em comparacdo com 0s demais tratamentos em TS. Além disso, 0
tratamento com glicina tanto em foliar quanto em TS + Foliar, também aumentou a atividade
da enzima. Quanto ao tipo de aplicacdo, o glutamato proporcionou melhor resultado quando
aplicado em TS + Foliar e a glicina em foliar. Os demais tratamentos ndo diferiram conforme
o tipo de aplicacéo realizado.

Ao comparar com o0 controle, os tratamentos com glutamato em TS e via foliar,
fenilalanina e glicina via foliar e glicina via TS + Foliar foram superiores ao controle, sendo
que o uso de glicina foliar merece destaque, pois incrementou a atividade da enzima em 600%

em relagéo ao controle.
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Tabela 33. Atividade da enzima nitrato redutase (NR, pug [N-NO,] g [MF] h) aos 40, 60 e 80 dias ap6s a semeadura, em plantas de soja submetidas & aplicacio de
aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

NR 40DAS (ug [N-NO, ] g [MF] h™) NR 60DAS (ug [N-NO, ] g [MF] h™) NR 80DAS (g [N-NO, ] gt [MF] h™)
Tratamento (T) Aplicacio (A) e e Aplicacio (A) dia Aplicagdo (A) e Védia
TS Foliar . TS Foliar TS + Foliar TS Foliar .
Foliar Foliar
Controle 0,32* 0,26* 0,26*
Glutamato 0,20 bC* 0,24 cB* 0,32 bA 0,25 0,78 aA* 0,54 bB* 0,31bC 0,54 0,44 dC* 0,69 bA* 0,63 bB* 0,59
Cisteina 0,20 bC* 0,76 aA* 0,30 ¢cB 0,42 0,38 bA 0,41 bA 0,37 bA 0,39 0,59 bA* 0,51cB* 0,39dC* 0,49
Fenilalanina 0,08 dB* 0,02eC* 0,13 eA* 0,08 0,45 bA 0,52 bA* 0,46 bA 0,47 0,52 beC* 1,91aA*  1,69aB* 1,37
Glicina 0,16 cC* 0,28 bA* 0,20 dB* 0,21 0,40 bC 1,84 aA* 0,73 aB* 0,99 0,46 cdA* 0,28 eB 0,48 cA* 0,41
Completo 0,33aB 0,10dC* 0,71 aA* 0,38 0,35 bA 0,35 bA 0,26 bA 0,32 0,71 aA* 0,38dB* 0,38 dB* 0,49
Média 0,20 0,28 0,33 0,47 0,73 0,42 0,54 0,75 0,71
CV (%) 13,38 19,04 15,08
DMS (T) 0,02 0,21 0,07
DMS (A) 0,02 0,18 0,06
DMS (Dunnett) 0,02 0,21 0,07

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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Aos 80 DAS, a fenilalanina j& passou a desempenhar efeito positivo na atividade da
enzima nitrato redutase, induzindo maior atividade desta enzima na aplicacdo foliare em TS +
Foliar, em comparacdo com os demais tratamentos dentro de cada época de aplicacdo. Ja em
TS o0 uso do tratamento completo induziu ao incremento da atividade da NR (Tabela 33).

Em relagdo a época de aplicacdo, o glutamato mostra melhor resposta na NR quando
aplicado via foliar, a cisteina, glicina e completo em TS e, fenilalanina via foliar. Todos os
tratamentos repercutiram no incremento da atividade da NR, em relacdo ao controle, exceto o
tratamento com glicina via foliar (Tabela 33).

A enzima nitrato redutase é responsavel pela reducdo do nitrato em nitrito, desta
forma, os locais que apresentam maior atividade da enzima podem também apresentar menor
teor de nitrato. Essa caracteristica foi observada na avaliacdo do teor de nitrato aos 40 DAS,
na qual os tratamentos utilizando completo no TS e em TS + Foliar e cisteina aplicada via
foliar levaram ao menor teor de nitrato em folhas (Tabela 34), esses mesmos tratamentos
proporcionaram maior atividade da enzima nitrato redutase aos 40 DAS. Além disso, a
caracteristica inversa também foi observada, pois alguns tratamentos que proporcionaram
menor atividade da NR também levaram ao maior acimulo de nitrato, como por exemplo, o
uso de glutamato em TS e foliar, glicina também em TS e foliar e cisteina, fenilalanina e
glicinaem TS + Foliar.

Em relacdo a época de aplicacdo, cada aminoacido apresentou um comportamento,
sendo que o glutamato mostra melhor resposta no acimulo de nitrato quando aplicado em TS
ou foliar, fenilalanina em TS + Foliar, glicina em TS e o completo via foliar.

A aplicacdo de glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina em TS aumentou o teor de
NOs’, em relacdo ao controle, com acréscimos de 103, 50, 55 e 124%, respectivamente.

Na aplicacdo foliar o uso de glutamato, glicina e completo, também foram superiores
ao controle, o que representou incremento de 117, 80 e 93%, respectivamente. Além disso, em
TS + Foliar todos os tratamentos refletiram no aumento de NOj’, exceto para o glutamato.

A enzima urease converte ureia em amonia (que rapidamente se transforma em
amonio), portanto, também se pode dizer que o aumento da sua atividade repercute no
incremento do teor de amdnio nas folhas. Assim sendo, o uso de fenilalanina em TS e glicina
via foliar ou TS + Foliar aumentou a atividade da enzima e, consequentemente incrementou o

teor de amonio nas folhas (Tabela 34).
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Tabela 34. Teor de nitrato (N-NOy, mM g™ [MS]), atividade da enzima urease (umol [NH,*]Jg™ [MF] h™) e teor de aménio (N-NH,", mM g™ [MS]) aos 40 DAS, em plantas
de soja submetidas a aplicagdo de aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

N-NO3 (mM g1 [MS]) Urease (umol [NH,1g? [MF] h'Y) N-NH,* (mM g [MS])
Aplicagdo (A) Aplicagdo (A) Aplicacdo (A)
Tratamento (T) ' TS + Média . . Média . . Média
TS Foliar Foliar TS Foliar TS + Foliar TS Foliar TS + Foliar
Controle 2,70* 8,32* 0,050*
Glutamato 5,49 aA* 5,86 aA* 2,59 bB 4,65 7,99 bB 9,72 cA 9,59 cAB 0,059 0,050 cdB 0,060 bAB 0,068 bcA 0,059
Cisteina 4,05 bA* 3,74 bA 4,33 aA* 4,04 4,66 cC* 10,52 bcB* 14,35 aA* 0,063 0,034 dC 0,076 bB* 0,081 bcA* 0,063
Fenilalanina 4,20 bAB* 3,36 bB 4,43 aA* 4,00 10,74 aA* 10,89 bA* 12,00 bA* 0,081 0,077 aA* 0,076 bA* 0,089 bA* 0,081
Glicina 6,05 aA* 4,85 aB* 4,57 aB* 5,16 9,24 abC 13,53 aB* 15,36 aA* 0,095 0,073 abB* 0,101 aA* 0,110 aA* 0,095
Completo 3,56 bB 5,22 aA* 4,10 aB* 4,29 8,08 hB 10,11 bcA 8,86 CAB 0,061 0,055 bcA 0,063 bA 0,064 cA 0,061
Média 4,67 4,61 4,00 8,14 10,96 12,03 0,058 0,075 0,072
CV (%) 11,93 8,34 14,64
DMS (T) 1,06 1,74 0,021
DMS (A) 0,91 1,48 0,018
DMS (Dunnett) 1,27 1,84 0,02

Meédias seguidas por mesmas letras, maiusculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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A andlise isolada dentro do fator aplicacdo demostrou que o glutamato e o tratamento
completo incrementaram de forma mais eficiente na atividade da urease quando aplicados via
foliar. O uso de fenilalanina em TS, cisteina e glicina via foliar ou TS + Foliar aumentam a
atividade da urease em relacdo ao controle, no entanto, a aplicacdo de cisteina em TS reduz a
atividade desta mesma enzima.

Para o teor de amo6nio em folhas, a melhor época para aplicacdo de glutamato e
cisteina é em TS + Foliar, e a glicina em foliar ou TS + Foliar. Comparados ao controle, 0 uso
de fenilalanina e glicina em TS e, cisteina, fenilalanina e glicina via foliar ou TS + Foliar,
proporcionou maior atividade da enzima (Tabela 34).

O teor de ureideos, aminoacidos totais e nitrogénio total em folhas ndo apresentou
interacdo significativa entre os fatores estudados (Tabela 35). Todos os tratamentos utilizados
repercutiram no incremento do teor de ureideos e aminoacidos em folhas quando comparados
ao controle, com incremento de até 101% no teor de ureideos e 128% nos aminoacidos totais.
Quanto ao teor de N-Total em folhas apenas os tratamentos com glicina em TS e foliar e

glutamato via foliar ndo incrementaram o teor desse nutriente em relacdo ao controle.
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Tabela 35. Teor de N-Ureideos (mM g™ [MS]), aminoécidos (N-Aa, mM g™ [MS]) e N-Total (mM g™ [MS]), aos 40 dias ap6s a semeadura, em plantas de soja submetidas &
aplicacdo de aminoéacidos. Patos de Minas, MG. 2015

N-Ureideos (mM g* [MS]) N-Aa (mM g [MS]) N-Total (g kg* [MS])
Aplicacdo (A) Aplicacdo (A) Aplicacdo (A)
Tratamento (T) _ TST Média . . Média . TS + Média
TS Foliar - TS Foliar TS + Foliar TS Foliar .
Foliar Foliar
Controle 1,43* 17,7* 32,0*
Glutamato 2,77 ns* 2,58* 2,62* 2,65 37,6 ns* 35,0* 35,6* 36,1 41,2 ns* 40,1 42,1* 41,2
Cisteina 2,56* 2,70* 2,38* 2,55 34,8* 36,8* 32,3* 34,6 41,2* 41,0* 42,2* 41,5
Fenilalanina 2,55* 2,37* 2,53* 2,48 34,7* 32,2* 34,4* 33,8 40,8* 42,3* 42,1* 41,7
Glicina 2,88* 2,61 2,49* 2,66 40,4* 35,5 33,8* 36,6 39,5 40,2 41,7* 40,5
Completo 2,41* 2,48* 2,48* 2,46 32,8* 33,7* 33,8* 334 41,9* 38,7 45,2* 41,9
Média 2,63 2,55 2,50 36,1 34,6 34,0 40,9 40,5 42,7
CV (%) 9,84 9,57 7,28
DMS (T) 0,51 6,72 6,07
DMS (A) 0,43 5,74 5,18
DMS (Dunnett) 0,51 6,78 8,25

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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Com relagdo ao teor de PTS, o uso de fenilalanina e todos os tratamentos em
conjunto (completo) induziu ao aumento do teor de proteinas nas folhas, além disso, em TS +
Foliar a aplicacdo do tratamento completo foi mais eficiente para o acimulo de PTS, embora
ndo tenha diferido da cisteina e fenilalanina. Apenas os tratamentos fenilalanina via TS e
completo via TS + Foliar tenham sido superiores ao controle na inducdo ao acimulo de PTS,
ja o uso do tratamento completo em TS, proporcionou menor teor de PTS em folhas em

relacdo ao controle (Tabela 36).

Tabela 36. Teor de proteina total solGvel em folhas (PTS, mg g [MF]) aos 40 dias ap6s a semeadura (sete dias
apos a aplicacdo foliar), em plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoécidos. Patos de Minas, MG. 2015

PTS (mg g™ [MF])
Tratamento (T) Aplicacéo (A) -
TS Foliar TS + Foliar Média

Controle 12,8*
Glutamato 13,7 abA 12,7 aA 13,3 bcA 13,2
Cisteina 12,1 bB 12,7 aAB 14,2 abA 13,0
Fenilalanina 15,5 aA* 13,3aB 13,9 abcAB 14,2
Glicina 13,9 abA 14,3 aA 12,1cB 13,4
Completo 9,9 cC* 13,4 aB 15,4 aA* 12,9

Média 13,0 13,3 13,8

CV (%) 7,15

DMS (T) 1,93

DMS (A) 1,65

DMS (Dunnett) 1,93

Médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si,
por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia

O gréafico de componentes principais mostrado na Figura 22 mostra a relacao
existente entre produtividade e o teor de amino&cidos e ureideos em folhas. A partir desta
informacdo é possivel inferir que quanto maior o teor desses componentes maior serd a
produtividade das plantas.

Os dois componentes principais formados correspondem a Aa e ureideos em CP; e
atividade da enzima urease no CP,. Assim sendo, estas variaveis sdo as mais representativas

entre as demais variaveis.
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Figura 22. Gréfico “byplot” obtido a partir da anéalise de componentes principais dos resultados das varidveis
(NR - atividade da enzima nitrato redutase aos 40 (1), 60 (2) e 80 (3) DAS, N-NO;s™ — nitrato, N —UREID —
Ureideos, N-Aa — Aminoécidos, N-NH, *— amdnio, N-Total — Nitrogénio Total, PTS — proteina total solGvel, P —
produtividade) avaliadas na cultura da soja submetida a aplicagdo de aminoacidos: aplicados no tratamento de
sementes (GIu/TS - Glutamato, Cis/TS — Cisteina, Fen/TS — Fenilalanina, GIi/TS — Glicina, Comp./TS -
Completo), aplicados via foliar (Glu/F - Glutamato, Cis/F — Cisteina, Fen/F — Fenilalanina, Gli/F — Glicina,
Comp./F - Completo) e aplicados via tratamento de sementes e foliar (GIu/TS+F - Glutamato, Cis/TS+F —
Cisteina, Fen/TS+F — Fenilalanina, Gli/TS+F — Glicina, Comp./TS+F - Completo). Patos de Minas, MG. 2015

4.3.3. Acumulo de massa de matéria seca e produtividade

A aplicacdo de aminodcidos ndo proporcionou efeitos positivos durante o
desenvolvimento inicial das plantas (25 DAS), exceto para a MSH (Tabela 37). A massa de
matéria seca de raizes dos tratamentos com aminodacidos foi menor do que o controle, exceto
para fenilalanina e o tratamento completo, que n&o diferiram do controle. Por outro lado, a
massa de matéria seca de caule foi incrementada a partir da aplicagdo dos aminoacidos, com
aumento de até 169% com relacdo ao controle, quando utilizado glutamato no tratamento de
sementes.

A massa de matéria seca de folhas também néo foi afetada pela aplicacdo de
aminoéacidos, sendo que os tratamentos com glicina e completo, ndo diferiram do controle e,
os demais foram inferiores ao controle. Para a variavel MST ndo houve diferencas entre 0s

tratamentos utilizados e controle (Tabela 37).
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Tabela 37. Massa de matéria seca de raiz (MSR, g planta™), haste (MSH, g planta™), folhas (MSF, g planta™) e
total (MST, g planta™) aos 25 DAS em plantas de soja submetidas & aplicagio de aminoacidos via sementes.
Patos de Minas, MG. 2015

MSR MSH MSF MST
Tratamento T
g planta
Controle 0,70 a 0,83b 2,62 a 4,16 ns
Glutamato 0,34 b 2,24 a 1,96 ab 4,54
Cisteina 0,46 b 2,36 a 152b 4,34
Fenilalanina 0,48 ab 2,67 a 1,56 b 4,71
Glicina 0,46 b 2,69 a 2,25 ab 5,41
Completo 0,52 ab 2,25a 1,90 ab 4,67
CV (%) 21,29 14,06 16,67 12,34
DMS 0,24 0,70 0,75 1,31

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de
significancia.
! Dados transformados em log (x+1), dados aqui apresentados representam os valores sem transformagéo

Aos 40 DAS também ndo foram observados efeitos positivos da aplicacdo dos
aminoacidos no acumulo de massa de matéria seca, exceto para MSH (Tabela 38). Houve
interacdo significativa para MSR, MSH e MSF, em que, na massa de matéria seca de raizes
quando utilizado o tratamento de sementes, o tratamento que proporcionou melhores
resultados foi o completo, ja em foliar e em TS + Foliar ndo ocorreram diferencas entre 0s
tratamentos utilizados.

Quando realizado o desdobramento do fator aplicagdo, o uso de glutamato mostrou
melhor acimulo de MSR quando aplicado via foliar e o completo quando aplicado em TS +
Foliar, os demais tratamentos ndo diferiram entre as épocas de aplicagdo. Em relacdo ao
controle, apenas o uso de glutamato em TS apresentou diferenca significativa, proporcionando
menor MSR em relagdo ao controle.

Na MSH o uso de aminoécidos em TS e em TS + Foliar ndo diferiu dentro de cada
época de aplicacao, por outro lado, na aplicacdo foliar o uso de glutamato proporcionou maior
acumulo de massa de matéria seca de caule, tratamento que também foi superior ao controle,
com incremento de 38%. Dentro do fator época de aplicacdo, apenas o tratamento com
glutamato demostrou diferencas, onde o uso desse tratamento via foliar foi mais efetivo.

O uso de glicina incrementou a MSF em relacdo aos demais aminoacidos quando
utilizada em TS ou em TS + Foliar. J& na aplicacdo foliar a utilizacdo de cisteina
proporcionou maior MSF. Para o fator aplicagdo o uso de cisteina, fenilalanina e completo,
foram mais eficientes quando realizado via foliar, por outro lado, a glicina foi mais efetiva

quando aplicada em TS ou TS + Foliar (Tabela 38).
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Tabela 38. Massa de matéria seca de raiz (MSR, g planta™), haste (MSH, g planta™) e folhas (MSF, g planta™) aos 40 dias ap6s a semeadura, (sete dias ap6s a aplicagéo
foliar) de plantas de soja submetidas a aplicacdo de aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

MSR (g planta™) MSH (g planta™) MSF (g planta’®)
Tratamento (T) Aplicacdo (A) e Media Aplicagdo (A) Vedia Aplicacdo (A) Media
TS Foliar Foliar TS Foliar TS + Foliar TS Foliar TS + Foliar
Controle 1,00* 5,15* 4,86*
Glutamato 0,60 cB* 1,09 aA 0,76 aB 0,81 4,37 aB 7,13 aA* 4,61 aB 5,37 3,92 abA 3,19 bcA* 3,91 aA 3,67
Cisteina 0,96 abA 0,92 aA 0,89 aA 0,92 4,64 aA 4,87 bA 4,79 aA 4,77 3,10 bB* 4,89 aA 3,01 abB* 3,67
Fenilalanina 0,99 abA 1,04 aA 0,93 aA 0,99 5,05 aA 6,02 abA 5,65 aA 5,57 4,06 abA 4,37 abA 2,19 bB* 3,54
Glicina 0,80 bcA 0,92 aA 1,05 aA 0,92 5,20 aA 5,20 bA 5,56 aA 5,32 4,80 aA 2,96 cB* 4,22 aA 4,00
Completo 1,17 aA 0,84aB 0,91 aAB 0,97 3,99 aA 5,12 bA 5,01 aA 4,71 3,46 bB* 4,66 aA 4,17 aAB 4,10
Média 0,90 0,96 0,91 4,65 5,67 5,12 3,87 4,02 3,50
CV (%) 19,08 16,11 16,61
DMS (T) 0,35 1,67 1,27
DMS (A) 0,30 1,43 1,08
DMS (Dunnett) 0,36 1,81 1,28

Médias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e mintsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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Nenhum tratamento foi superior ao controle no controle no acimulo de MSF, ao
invés disso, alguns reduziram a MSF como a cisteina e completo em TS, glutamato e glicina
quando aplicados via foliar e cisteina e fenilalanina em TS + Foliar (Tabela 38).

O uso de aminoacidos também n&o afetou a massa de matéria seca total aos 40 DAS
em relagdo ao controle (Tabela 39). No entanto, foram observadas interagGes significativas
entre os fatores estudados, na aplicacdo foliar o uso de fenilalanina foi mais eficiente em
relacdo aos demais aminoacidos no acimulo de MST, jaem TS e em TS + Foliar ndo houve
diferenca entre os tratamentos utilizados. Com relacdo a epoca de aplicacdo, todos os

tratamentos foram mais efetivos quando aplicados via foliar.

Tabela 39. Massa de matéria seca total (MST, g planta™) aos 40 dias apés a semeadura, (sete dias apés a
aplicacdo foliar) de plantas de soja submetidas a aplicagdo de aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

MST (g planta™)

Tratamento (T) Apllcagelno (A) - Média
TS Foliar TS + Foliar
Controle 11,02 ns
Ac. Glutamico 8,90 aB 11,40 aA 9,28 aB 9,86
Cisteina 8,70 aB 10,68 abA 8,69 aB 9,36
Fenilalanina 10,10 aAB 11,44 aA 8,77 aB 10,10
Glicina 10,80 aA 9,08 bA 10,84 aA 10,24
Completo 8,62 aB 10,62 abA 10,09 aAB 9,77
Média 9,42 10,64 9,53
CV (%) 11,59
DMS (T) 2,31
DMS (A) 1,97
DMS (Dunnett) 2,45

Médias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si,
por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia.

Aos 70 DAS, alguns tratamentos proporcionaram maior acimulo de MSH e MSV em
relacdo ao controle (Tabela 40). O uso de glutamato e glicina em TS proporcionou aumento
destas variaveis em relacdo ao controle, além disso, o tratamento completo em TS e em TS +
Foliar também induziu a acréscimos na MSV em relacdo ao tratamento controle, o que
representou 28 e 25% de aumento, respectivamente.

Na variavel MSH, no tratamento de sementes o uso de glicina foi mais eficiente em
relacdo aos demais aminoacidos, ja na aplicacdo foliar e em TS + Foliar ndo houve diferencas
entre os tratamentos. Para o fator aplicagdo, o uso de glutamato e de glicina proporciona

maior acumulo de MSH quando aplicado via tratamento de sementes (Tabela 40).
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Tabela 40. Massa de matéria seca de haste (MSH), folhas (MSF) e vagens (MSV) aos 70 dias ap0s a semeadura, de plantas de soja submetidas a aplicagdo de aminoacidos.
Patos de Minas, MG. 2015

MSH (g planta™) MSF (g planta) MSV (g planta)
Tratamento (T) Aplicagdo (A) e Media Aplicagdo (A) Vedia Aplicacdo (A) o Media
TS Foliar . TS Foliar TS + Foliar TS Foliar .
Foliar Foliar
Controle 4,06* 3,41 ns 5,33*
Glutamato 5,44 abA* 3,91aB 3,84 aB 4,40 3,95 aA 3,11 abB 2,92 aB 3,33 7,25 aA* 5,40 abB 5,48 bB 6,04
Cisteina 3,66 CA 4,27 aA 3,76 aA 3,89 2,90 bA 3,28 abA 3,23 aA 3,14 6,17 aA 5,72 abA 6,24 abA 6,04
Fenilalanina 4,42 bcA 3,78 aA 3,99 aA 4,06 3,01 abA 2,58 bA 2,88 aA 2,82 6,31 aA 4,54 bB 6,34 abA 5,73
Glicina 6,03 aA* 3,91 aB 3,85 aB 4,60 3,77 abA 2,93abB 2,81 aB 3,17 7,14 aA* 6,16 aAB 5,12 bB 6,14
Completo 4,35 bcA 4,61 aA 4,47 aA 4,48 3,39 abA 3,70 aA 3,67 aA 3,59 6,80 aA* 6,50 aA 7,17 aA* 6,82
Média 4,78 4,10 3,98 3,40 3,12 3,10 6,73 5,66 6,07
CV (%) 14,09 15,06 9,91
DMS (T) 1,22 0,97 1,23
DMS (A) 1,04 0,83 1,05
DMS (Dunnett) 1,26 1,00 1,33

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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Na massa de matéria seca de folhas ndo foi evidenciada diferenca entre o uso de
aminoacidos e o tratamento controle, no entanto foram observadas diferencas entre 0s
tratamentos com aminoacidos. Dentro do tratamento de sementes o uso de glutamato
proporcionou maior MSF em relacdo aos demais aminoacidos, ja na aplicacdo foliar o
tratamento completo foi mais eficiente e em TS + Foliar ndo houve diferengas entre os
tratamentos.

No fator aplicacdo o comportamento foi idéntico ao observado em MSH, onde o
glutamato e a glicina foram mais efetivos quando usados no tratamento de sementes.

O tratamento completo proporcionou acréscimo na massa de matéria seca de vagem
em relacdo aos demais tratamentos quando usado via foliar e também em TS + Foliar. No
fator aplicacdo o glutamato, fenilalanina e glicina sdo mais efetivos quando aplicados em TS
+ Foliar (Tabela 40).

O uso de glutamato e glicina em TS proporcionaram acréscimo de 32% em relacdo
ao controle na MST (Tabela 41). No desdobramento das interagdes, para o fator tratamento,
dentro do TS, o uso glutamato e glicina também foram mais eficientes no acimulo de MST, ja
na via foliar em TS + Foliar o tratamento completo proporcionou maiores valores, em relacéo
aos demais tratamentos.

A partir do fator aplicacdo observa-se que os tratamentos com glutamato,
fenilalanina e glicina mostram melhores resultados quando aplicados via tratamento de

sementes, 0s demais tratamentos ndo diferem entre as diferentes épocas de aplicacéo.

Tabela 41. Massa de matéria seca total (MST, g planta™) aos 70 dias apés a semeadura, em plantas de soja
submetidas a aplicacdo de aminodcidos. Patos de Minas, MG. 2015

MST (g planta™)

Tratamento (T) Aplicacdo (A) L
- : Média
TS Foliar TS + Foliar
Controle 12,80*
Glutamato 16,64 aA* 12,42 abB 12,25 bB 13,77
Cisteina 11,18 bA 13,26 abA 13,23 abA 12,56
Fenilalanina 13,74 bA 10,90 bB 13,21 abA 12,61
Glicina 16,94 aA* 13,00 abB 11,78 bB 13,91
Completo 14,54 abA 14,81 aA 15,31 aA 14,89
Média 14,61 12,88 13,15
CV (%) 9,63
DMS (T) 2,65
DMS (A) 2,26
DMS (Dunnett) 2,71

Meédias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si,
por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.
* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia.



120

Na Ultima avaliagdo de crescimento (100 DAS), observa-se que diversos tratamentos
proporcionaram maior acumulo de MSH, MSF e MSV, em relacdo ao controle (Tabela 42). O
uso de cisteina e fenilalanina em TS incrementou em 30 e 50%, respectivamente, a MSH, em
relacdo ao controle. O uso de cisteina e completo via foliar também foram superiores ao
controle, com acréscimo de 29% para ambos. E, glutamato, glicina e completo em TS + Foliar
incrementaram em 35, 34 e 56 a MSH, em relacdo ao controle, respectivamente.

A partir do desdobramento das interacGes, observam-se diferentes comportamentos
dentro de cada época de aplicacdo, onde em TS o tratamento mais efetivo no acumulo de
MSH em relacdo aos demais aminoéacidos foi a fenilalanina, ja na aplicacdo foliar a cisteina
mostrou melhores resultados e em TS + Foliar o uso do tratamento completo foi mais eficaz.
Para o fator aplicacdo o glutamato e completo mostra melhores resultados quando utilizados
em TS + Foliar, glicinaem TS ou TS + Foliar, a fenilalanina quando usada em TS e a cisteina
em TS ou foliar.

Na massa de matéria seca de folhas, o uso de cisteina, fenilalanina, glicina e
completo incrementaram em 25, 151, 26 e 74% a MSF, em relacdo ao controle,
respectivamente. O uso desses mesmos tratamentos via foliar também proporcionou maior
acumulo de MSF, em relacdo ao controle, além disso, todos os tratamentos usados em TS +
Foliar incrementaram a MSF quando comparados ao controle. A partir do desdobramento das
interagBes observa-se que o uso de fenilalanina em TS proporcionou maior acimulo de massa
de matéria seca de folhas, em relacdo aos demais aminoéacidos.

Na aplicacdo foliar, o menor valor de MSF foi observado a partir da aplicacdo de
glutamato e em TS + Foliar os aminoacidos menos efetivos foram cisteina e completo. Para o
fator aplicacéo, o uso de glutamato € mais eficaz no acimulo de MSF quando usado em TS +
Foliar, a cisteina via foliar, fenilalanina em TS, glicina quando aplicada via foliar ou TS +

Foliar e o tratamento completo, quando aplicado em TS ou foliar (Tabela 42).
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Tabela 42. Massa de matéria seca de haste (MSH, g planta™), folha (MSF, g planta™) e vagem (MSV, g planta™) aos 100 dias ap6s a semeadura, de plantas de soja submetidas
a aplicacdo de aminoacidos. Patos de Minas, MG. 2015

Tratamento (T)

MSH (g planta®)

MSF (g planta™)

MSV (g planta™)

Aplicagdo (A)

Aplicacdo (A)

Aplicacdo (A)

TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média TS Foliar TS + Foliar Média
Controle 4,00* 1,64* 10,25*
Ac. Glutamico 4,56 bB 4,33 abB 5,39 abA* 4,76 1,66 dB 1,62 bB 2,74 aA* 2,01 13,03 bA* 13,25 aA* 12,63 cA* 12,97
Cisteina 5,18 abA* 5,13 aA* 3,93¢cB 4,75 2,05 cB* 2,79 aA* 2,21 bB* 2,35 13,54 bA* 12,07 bB* 11,00dC 12,20
Fenilalanina 6,01 aA* 4,04 bB 4,60 bcB 4,88 4,13 aA* 2,69 aB* 2,74 aB* 3,18 14,98 aA* 10,72 cC 12,88 bcB* 12,86
Glicina 5,63 bA 3,61 bB 5,35 abA* 4,86 2,07 cB* 2,73 aA* 2,91 aA* 2,57 12,78 bB* 11,78 bC* 14,19 aA* 12,91
Completo 4,36 bB 5,13 aB* 6,22 aA* 5,23 2,86 bA* 2,79 aA* 2,28 bB* 2,64 12,60 bB* 12,07 bB* 13,75 abA* 12,81
Média 5,15 4,45 5,10 2,56 2,52 2,58 13,38 11,98 12,89
CV (%) 10,05 7,08 3,78
DMS (T) 0,97 0,37 0,97
DMS (A) 0,83 0,31 0,83
DMS (Dunnett) 0,99 0,37 0,99

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia.



122

A massa de matéria seca de vagens apresentou acréscimos em relacdo ao controle
com todos os tratamentos utilizados, exceto para fenilalanina via foliar e cisteina em TS +
Foliar, sendo que o tratamento com fenilalanina em TS proporcionou maior acréscimo (46%
superior ao controle). Nas interacdes, cada aminoacido comportou de forma diferente em cada
época avaliada, assim sento dentro do tratamento de sementes o uso de fenilalanina
proporcionou maior MSV, em relacdo aos demais aminodacidos, j& na aplicacdo foliar o
glutamato foi mais eficaz e em TS + Foliar glicina e completo proporcionaram maior MSV
em relacdo aos demais aminoacidos. No fator aplicacdo, o uso de cisteina e fenilalanina
mostra melhor resultado quando aplicados em TS, e glicina e completo quando aplicados em
TS + Foliar, ja o glutamato ndo difere entre as épocas de aplicacdo (Tabela 42).

O numero de vagens apresentou diferencas com o controle apenas nos tratamentos
em que ocorreu o uso de glutamato ou completo em TS, com acréscimo de 14 e 8 vagens por
planta, respectivamente, quando comparado ao controle (Tabela 43). O uso de glutamato
proporcionou maior nimero de vagens, em relacdo aos demais tratamentos em TS, j& 0
tratamento foi mais eficiente quando comparados aos demais aminoacidos na aplicacdo foliar
e em TS + Foliar. No fator aplicacdo, apenas o glutamato e glicina apresentaram diferencas
entre as épocas de aplicacdo, o uso desses aminoécidos no tratamento de sementes é mais
eficaz, quando comparados com as demais épocas.

Todos os tratamentos utilizados repercutiram no aumento da massa de matéria seca
total, exceto a cisteina em TS + Foliar. Dentro do tratamento de sementes, a fenilalanina
proporcionou maior MST em relacdo aos demais aminoacidos, na aplicacao foliar a cisteina
foi mais eficiente e em TS + Foliar 0 uso do tratamento completo foi mais eficaz, em relagéo
aos outros aminoacidos. Para o fator aplicacdo, o uso de glutamato, glicina e completo
mostram melhores resultados quando aplicados em TS + Foliar, j& a cisteina em TS ou foliar e
fenilalanina é mais eficiente quando aplicada em TS.

Com relagdo & produtividade, ndo houve interacdo significativa entre os fatores
estudados, no entanto todos os tratamentos proporcionaram maior produtividade, em relacao
ao controle, exceto a fenilalanina na aplicacédo foliar. Por outro lado, esse mesmo tratamento
aplicado em TS proporcionou acréscimos de 1224

kg ha* na produtividade, em relagdo ao controle (Tabela 43).
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Tabela 43. Numero de vagens por planta (NV, vagens planta™), massa de matéria seca total (MST, g planta™) e produtividade (P, kg ha™) aos 100 dias apés a semeadura, de
plantas de soja submetidas a aplicagdo de aminodacidos. Patos de Minas, MG. 2015

NV (vagens planta™) MST (g planta™) P (kg ha™)
Aplicacdo (A) Aplicacdo (A) Aplicacdo (A)
Tratamento (T) _ T$% Média ] ; Média . . Média
TS Foliar Foliar TS Foliar TS + Foliar TS Foliar TS + Foliar

Controle 46,7* 17,5* 2970*
Glutamato 60,4 aA* 47,2 abB 49,1 abB 52,2 20,7 bB* 20,8 abB* 22,5 bcA* 21,4 3649 * 3711* 3538* 3633 a
Cisteina 47,4 hcA 47,4 abA 49,1 abA 48,0 22,4 bA* 22,2 aA* 18,4 dB 21,0 3791* 3380* 3079 3416 a
Fenilalanina 45,8 cA 45,3 abA 48,6 abA 46,5 27,5 aA* 19,3 bC* 21,9 cB* 22,9 4194* 3002 3606* 3601 a
Glicina 50,9 bcA 42,3bB 43,4 Bb 455 22,7 bAB* 19,6 bB* 23,8 abA* 22,0 3577* 3297* 3972* 3615a
Completo 54,6 abA* 52,3 aA 51,0 aA 52,6 22,0 bB* 22,2 aB* 24,2 aA* 22,8 3527* 3380* 3850* 3585 a

Média 51,8 46,9 48,2 23,1 20,8 22,2 3748 A 3354 A 3609 A

CV (%) 7,47 3,77 15,78

DMS (T) 7,38 1,53 1135

DMS (A) 6,29 1,30 1068

DMS (Dunnett) 7,48 1,60 139,9

Meédias seguidas por mesmas letras, maitsculas nas linhas e minUsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, por meio do teste de Tukey a 5% de significancia.

* Médias que apresentam diferenca significativa com o controle, por meio do teste de Dunnett a 5% de significancia
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O grafico de componentes principais mostrado na Figura 23 mostra as varidveis de
crescimento e produtividade, a partir desde é possivel visualizar que duas variaveis sdo mais
representativas dentre as demais, MSV e produtividade.

A anélise da produtividade mostra sua correlagdo com a MST, MSH e MSF na
ultima coleta, além disso, o tratamento com fenilalanina foi 0 que mais esteve correlacionado

com o incremento da produtividade.
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Figura 23. Grafico “byplot” obtido a partir da anélise de componentes principais dos resultados das variaveis
(MSR — massa de matéria seca de raiz, MSH — massa de matéria seca de caule, MSF — massa de matéria seca de
folhas, MST — massa de matéria seca total, aos 40 DAS (1), 70 DAS (2) e 100 DAS (3), MSV — massa de
matéria seca de vagem, NV — nimero de vagens, NN — nimero de nés e P — produtividade) avaliadas na cultura
da soja submetida a aplicacdo de aminodcidos: aplicados no tratamento de sementes (GIu/TS - Glutamato,
Cis/TS — Cisteina, Fen/TS — Fenilalanina, Gli/TS — Glicina, Comp./TS - Completo), aplicados via foliar (Glu/F -
Glutamato, Cis/F — Cisteina, Fen/F — Fenilalanina, Gli/F — Glicina, Comp./F - Completo) e aplicados via
tratamento de sementes e foliar (GIu/TS+F - Glutamato, Cis/TS+F — Cisteina, Fen/TS+F — Fenilalanina,
Gli/TS+F — Glicina, Comp./TS+F - Completo). Patos de Minas, MG. 2015
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5. DISCUSSAO

5.1. Experimento I: Efeito da aplicacdo de doses de aminoacidos na cultura da soja

O uso de fenilalanina na dose de 2,9 mg kg™ [semente] proporcionou o melhor
resultado em produtividade em relacdo aos demais tratamentos (Figura 14, Tabela 11). Esse
aminoacido atua principalmente na rota de producdo de compostos secundarios, como
flavonoides e lignina, aumentando, portanto, a resisténcia das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Esse efeito também foi verificado por Hausler et al. (2014), os quais afirmam que a
fenilalanina pode beneficiar o crescimento e desenvolvimento das plantas, devido ao aumento
de resisténcia. Essa caracteristica foi evidenciada no trabalho, pois a aplicacdo de fenilalanina
incrementou a massa de matéria seca de parte aérea e total das plantas, além de acelerar a
emergéncia, em comparacao ao controle. Contudo, ndo foi evidenciado efeito em doencas
devido a baixa pressdo na época em que o experimento foi conduzido.

A cisteina também afetou de forma positiva a produtividade das plantas, sendo a
dose de 13,8 mg kg™ [semente] a ideal (Figura 13). Esse aminoécido pode atuar diretamente
na reducdo do estresse das plantas por meio da producdo de fitoquelatinas, que reduz o
estresse provocado pelo excesso de metais nas plantas, e por fazer parte da producdo da
glutationa, que atua diretamente nos radicais livres (COBBETT, 2000). Além disso,
Azarakhsh et al. (2015) demonstraram que a cisteina pode exercer o papel de sinalizacdo em
plantas, induzindo o aumento da atividade de enzimas antioxidante como a catalase e
ascorbato peroxidase, e a consequente reducdo da peroxidacédo lipidica. Este comportamento
foi observado no trabalho, pois a aplicacdo de cisteina em doses préximas a que induziu a
maior produtividade, proporcionou maior atividade da das enzimas catalase e peroxidade,
além da reducdo da peroxidacdo lipidica (Figura 13).

Por outro lado, esse mesmo aminoacido proporcionou maior acimulo de peroxido de
hidrogénio. Este composto possui importante papel de sinalizacdo em plantas, pois pode atuar
no processo de abertura e fechamento estomatico (MITTLER; BLUMWALD, 2015; SINGH
et al., 2016), desenvolvimento de raizes secundarias (MA et al., 2014; SINGH et al., 2016) e
desenvolvimento do tubo polinico (SINGH et al., 2016).

Beneficios sobre as caracteristicas fisiologicas das plantas, também foram
observados a partir da aplicagcdo de glutamato nas sementes. De acordo com Walch-Liu e
Forde (2007), este aminoacido aumenta o desenvolvimento de raizes secundarias em plantas,

0 que pode levar a maior absor¢cdo de nutrientes e ao consequente incremento na
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produtividade. Neste trabalho foi observado efeito do glutamato no acumulo de massa de
matéria seca de raiz (Figura 12C), apesar de ndo ser observado efeito no acimulo de massa de
matéria seca parte aérea e total. Outra caracteristica do glutamato é que além de ter funcéo
chave na producéo de outros aminoacidos, também esta envolvido na producéo de glutationa,
que atua de forma direta ou indireta na reducdo de radicais livres em plantas (GILL; TUTEJA,
2010; REJEB et al., 2014). No entanto, essas afurmac6es ndo corroboraram com 0s resultados
encontrados, pois a aplicacdo de glutamato induziu a maior producdo de perdxido de
hidrogénio e peroxidacdo lipidica, apesar dessas caracteristicas ndo terem afetado a
produtividade.

Por fim, a glicina esta envolvida em diversos processos que buscam a redugdo de
estresse na planta, dentre eles esta a producdo de glicina betaina, um composto que participa
da atenuacdo do estresse da planta, especialmente em condigdes de estresse salino
(DEMIRAL; TURKAN, 2006). Esse mesmo amino&cido tem sido considerado um sinalizador
da cascata de respostas quando ocorre a superproducdo de radicais livres em plantas, a partir
da inducdo da atividade de enzimas antioxidantes (HU et al., 2012). Isso foi o que ocorreu no
presente experimento com aumento da atividade da enzima superdxido dismutase e reducao
da peroxidacdo lipidica (Figuras 15H e 15J).

A glicina ainda proporcionou o incremento do teor de proteinas em folhas (Figura
15G), essa caracteristica é bastante favoravel, pois o teor de proteina apresenta relagdo com a
produtividade das plantas (FABRE; PLANCHON, 2000), fato observado, pois a dose de 9,6
mg kg™ [semente] proporcionou maior aciimulo de proteina em folhas e maior produtividade
(Figura 15M). A correlacdo entre essas variaveis foi confirmada por meio da analise
estatistica (Figura 16), em que se constatou correlacdo positivare.

O uso de Fipronil + Piraclostrobina + Tiofanato Metilico no tratamento de sementes
apresentou resultado diferente do esperado, pois aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase e catalase, 0 que levou a reducdo do teor de perdxido de
hidrogénio e da peroxidacdo lipidica (Tabela 11). Esses resultados diferiram dos encontrados
por Rodrigues (2009) e Lacerda (2014) que observaram que aplicagdo desse mesmo composto

induziu ao aumento do teor de perdxido de hidrogénio e da peroxidacéo lipidica.
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5.2. Experimento Il: Avalia¢do do uso de aminoacidos em plantas de soja cultivadas

em condigdes parcialmente controladas
5.2.1. Metabolismo antioxidante

Os aminoacidos sdo importantes componentes de sistemas antioxidantes em plantas.
A atuacdo dessas moléculas envolve a reducdo de radicais livres e osmoprotecdo (DENISOV;
AFANAS’EV, 2005; ASHRAF; FOOLAD, 2007; GILL; TUTEJA, 2010; RENNENBERG,;
HERSCHBACH, 2014). Além disso, os aminoacidos exercem papel fundamental na
sinalizacdo de resposta ao estresse e no metabolismo secundario em plantas
(HILDEBRANDT et al., 2015). A glicina atua na resposta ao estresse devido ao fato de fazer
parte da formacg&o de glicina betaina, um soluto compativel que atua como osmoprotetor em
plantas, especialmente quando submetidas a condicdes de estresse salino (DEMIRAL;
TURKAN, 2006).

De acordo com Hu et al. (2012) a partir da producdo de glicina betaina varios
processos de sinalizagdo se iniciam nas plantas, como por exemplo, aumento de atividade de
enzimas antioxidantes e a consequente reducdo da peroxidacdo lipidica. Esses eventos foram
observados nesta pesquisa, pois a aplicacdo de glicina via foliar aumentou a atividade da
enzima superdxido dismutase (Tabela 14) o que repercutiu na reducdo do estresse oxidativo
das plantas (Tabela 15). O uso de glicina no tratamento de sementes também repercutiu no
aumento da atividade da peroxidase e catalase, o que permite inferir que a aplicagéo de glicina
pode elevar o teor de glicina betaina, que por sua vez atua na sinalizacdo do sistema
antioxidante, elevando a atividade das enzimas.

Analisando o espectro de a¢do antioxidante, a cisteina € considerada um aminoacido
fundamental. Pois, pode atuar no metabolismo antioxidante de forma direta por meio da
producdo de fitoguelatinas, que auxiliam no controle do excesso de metais em plantas, e
também estdo envolvidas na producdo de glutationas, moléculas que atuam na regulacdo da
producdo de radicais livres (COBBETT, 2000). Além disso, alguns estudos mostram que a
cisteina também atua como sinalizadora para o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e reducdo de peroxidacdo lipidica (AZARAKHSH et al., 2015).

Azarakhsh et al. (2015) avaliaram os efeitos da aplicacdo vegetativa e via
tratamentos de sementes de doses de cisteina em Ocimum basilicum e observaram que a dose
de 2,5 mM de cisteina (61850 mg ha™) promoveu a reducéo da peroxidaco lipidica nas duas
épocas de aplicacdo. O uso desta mesma dose no tratamento de sementes também promoveu o

aumento da atividade das enzimas catalase e fenilalanina amdénia-liase. No entanto, neste
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experimento foi possivel obter resultados semelhantes, a partir de doses bem inferiores as
utilizadas por Azarakhsh et al. (2015). O uso de cisteina na dose de 123,7 mg ha™, aplicada
via foliar, promoveu 0 aumento da atividade da catalase (Tabela 14) e reducao da peroxidacgéo
lipidica (Tabela 15).

Da mesma forma que a glicina e a cisteina atuaram no estresse oxidativo, o uso de
fenilalanina também se mostrou promissor. Esse aminoacido esta envolvido em rotas
biossintéticas do metabolismo secundario. Diversas substancias podem ser sintetizadas a
partir da fenilalanina, como por exemplo, compostos fenolicos entre eles flavonoides e
ligninas. A reacdo para a producdo desses compostos é realizada a partir da enzima
fenilalanina amonia liase, que catalisa a fenilalanina, produzindo &cido cindmico que leva
producdo de flavonoides ou lignina (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A lignina proporciona diversos beneficios para as plantas como a resisténcia
mecanica, o que fortalece o caule e o tecido vascular, o que permite maior crescimento das
plantas e favorece a melhor condugdo de agua e sais minerais por meio do xilema (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Neste trabalho, o uso de fenilalanina aplicada na fase vegetativa repercutiu
no aumento da atividade da fenilalanina amonia-liase (Tabela 15), o que mostra, portanto, que
0 uso desse aminoacido pode ter repercutido de forma direta na melhoria do metabolismo
secundario das plantas.

Por outro lado, alguns aminoécidos como o glutamato pode atuar na atenuacdo do
estresse oxidativo de forma indireta por ser precursor de outros aminoacidos como arginina e
prolina, que estdo relacionados com a reducdo do estresse da planta (GILL; TUTEJA, 2010;
REJEB et al., 2014). Além disso, o glutamato esta envolvido com a producdo de glutationa,
composta que diminui o estresse da planta por se ligar a alguns radicais livres, estabilizando o
seu efeito negativo sobre as plantas, e que também é usado como substrato de algumas
enzimas responsaveis pelo metabolismo oxidativo como a glutationa peroxidase e glutationa
sintetase (MITTLER et al.,, 2002; GILL; TUTEJA, 2010). No entanto, apesar destas
caracteristicas benéficas do glutamato, ndo foi evidenciado a reducdo do estresse oxidativo
avaliado por meio da peroxidagdo lipidica, embora algumas enzimas importantes do
metabolismo oxidativo tenham sido beneficiadas pela aplicacdo no tratamento de sementes e
via foliar desse aminoacido, como a catalase e a PAL (Tabelas 14 e 15). Além disso, 0 uso
desse aminoacido promoveu o acréscimo de H,O, em folhas.

Esse aumento da atividade da enzima catalase pode ter ocorrido devido a outro efeito
indireto da aplicacdo de glutamato. Como j& afirmado, esse aminodcido induz a producéo de

arginina, que por sua vez esta envolvida com o metabolismo de poliaminas, substancias que
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podem induzir ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes como a catalase (SHI et al.,
2010; LIU et al. 2015). De acordo com Zhang et al. (2015) as poliaminas também podem
promover o0 aumento da producdo de H,O,, como 0 objetivo de incrementar a sinalizacdo nas

plantas e induzir a atividade de enzimas antioxidantes.
5.2.2. Metabolismo do nitrogénio

Neste trabalho acredita-se que o uso de aminoécidos aplicados em sementes e em
folhas néo repercute diretamente na disponibilizacdo de formas de nitrogénio para a planta, no
entanto, estas moléculas podem atuar em diferentes processos metabolicos, induzindo assim
maior assimilacéo de nitrogénio pelas plantas.

Desta forma, a aplicacdo de glutamato em sementes ou em folhas induziu ao maior
acumulo de nitrato e nitrogénio total (somente quando aplicado via sementes) (Tabelas 17 e
18). Esse fato pode ter ocorrido por meio de atuacdo indireta do glutamato, o uso desse
aminoacido proporciona maior desenvolvimento de raizes, o que proporciona maior absor¢édo
de nitrogénio. De acordo com Walch-Liu e Forde (2007), o glutamato causa a inibicdo do
crescimento da raiz principal em Arabidopsis e 0 consequente desenvolvimento de raizes
secundarias, aumentado a capacidade de absor¢do de nutrientes pelas plantas.

Outra caracteristica do glutamato é que ele estd envolvido em diversas rotas
metabolicas nas plantas, dentre elas, a sintese de outros aminoacidos como arginina, prolina,
aspartato e glutamina (TAIZ; ZEIGER, 2013). Estes aminoacidos podem afetar o teor de
diversos compostos na planta, o que foi evidenciado por Amin et al. (2011). Os autores
demostraram que a glutamina em plantas de Allium cepa pode levar ao acréscimo de
aminoacidos totais, actcares sollveis além de compostos fendlicos.

O uso de cisteina, fenilalanina e glicina também proporcionou acréscimo no teor de
nitrato, aminoacidos e ureideos em folhas (Tabela 17 e 18), provavelmente este efeito esteja
relacionado ao aumento da area de absorcdo das raizes, promovido pela aplicacdo desses
aminoacidos.

Esses resultados ndo corroboram com outros estudos que mostram que a partir da
aplicacdo de 1 mM de asparagina, glutamina ou glutamato ocorre a reucdo de outras formas
de nitrogénio na planta, principalmente nitrato, aménio e nitrogénio total (VIDMAR et al.,
2000; MILLER et al., 2007). Por outro lado, Nagao et al. (2005) realizaram experimento com
aplicagdo de prolina e inosina em plantas de Lolium multiflorum e observaram que esses
aminoacidos ndo alteraram o teor de nitrogénio total em folhas. Outro trabalho mostra que a

aplicacdo de 1mM de glutamina em sementes de Hordeum vulgare né&o alterou o teor de
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nitrato nas plantas, no entanto reduziu a atividade da enzima nitrato redutase (FAN et al.,
2006).

5.2.3. Desenvolvimento de raizes

A aplicacdo de aminoacidos promove melhor resultado no desenvolvimento das
raizes quando realizada no tratamento de sementes (Tabelas 20 e 21). A aplicagdo nesse
periodo ja pode proporcionar beneficios desde o inicio da emisséo da raiz primaria. De todos
0s aminoacidos avaliados apenas a fenilalanina ndo repercutiu em incremento no
desenvolvimento da raiz. Por outro lado, o glutamato, glicina e cisteina proporcionaram
diversos beneficios nos aspectos morfoldgicos da raiz.

A cisteina pode induzir a formag&o de raizes indiretamente devido ao fato de atuar no
processo fotossintético, o enxofre oriundo deste aminoacido esta presente na cadeia
transportadora de elétrons dos fotossistemas, desta forma, este aminoacido se torna essencial
para a manutencdo do metabolismo fotossintético (TAIZ, ZEIGER, 2013). Portanto, €
possivel que o uso de cisteina tenha incrementado a taxa fotossintética, proporcionando assim
maior quantidade de fotoassimilados que foram utilizados para a producéo de raizes na planta.

Além disso, a cisteina € um dos primeiros aminoacidos a iniciarem a formacéo de
proteinas de estrutura tercidria ou quaternaria. As cisteinas fornecem grupos dissulfeto, que
sdo ligagdes covalentes utilizados na formacéo e na estabilidade das proteinas (BUCHANAN
et al., 2000), estruturas que também podem beneficiar o desenvolvimento de raizes. As
proteinas desempenham diversos papeis nas plantas como formacao de tecidos, composicéao
celular, formacdo de enzimas, hormonios, entre outros (TAIZ, ZEIGER, 2013; WESTFAL et
al., 2013).

Por outro lado, o glutamato atua como um sinalizador nas raizes, inibindo o
desenvolvimento da raiz principal e proporcionando o desenvolvimento de raizes laterais, fato
que foi observado nesse experimento. Caracteristicas semelhantes foram observadas em
Arabidopsis a partir da aplicacdo exdgena de glutamato em concentragdes entre 1 e 50 uM
proporcionaram redu¢do no desenvolvimento da raiz principal em relagdo ao controle
(WALCH-LIU; FORDE, 2007). Essa reducdo ocorre devido a inibi¢do da divisdo celular do
meristema da apical da raiz principal e, as demais regifes da raiz ndo sdo sensiveis ao
glutamato, o que proporciona incremento no desenvolvimento de raizes secundarias (FORD,
2013). Estes mesmos autores afirmam que esses efeitos somente sdo observados em L-
glutamato (formula utilizada no presente experimento) e ndo sdo evidenciados no isémero D-
glutamato (WALCH-LIU; FORDE, 2007).
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O aumento da &rea de absorcdo das raizes proporcionado pelo glutamato neste
experimento, além de favorecer a absorcdo de nutrientes também parece favorecer o aumento
da area de contato para que ocorra a nodulacdo das plantas. Essa caracteristica &
extremamente favoravel, pois 50-60% da demanda de nitrogénio requerida pela cultura da
soja é obtido por meio da fixacao biologica (SALVGLUIOTTI et al., 2008).

A glicina proporcionou aumento do comprimento da raiz principal, area projetada
pela raiz, volume e nimero de raizes laterais, especialmente ap6s 0s 40 DAS. Estes beneficios
podem ser explicados pelo fato da glicina fazer parte da estrutura de diversas proteinas,
principalmente aquelas ligadas a formacéo da parede celular, cerca de 70% dessas proteinas é
formada por glicina (BUCHANAN et al., 2000, RINGIi et al., 2001).

Por outro lado, a glicina também esta envolvida em uma das rotas de producdo da
glicina betaina, um composto que auxilia na atenuacdo de possiveis estresses salinos ou por
temperatura (SAKAMOTO; MURATA, 2002; ASHRAF; FOOLAD, 2007; TAIZ; ZEIGER,
2013). Além disso, a glicina betaina possui a capacidade de estabilizar estruturas de proteinas
e de enzimas e proteger a integridade da membrana celular (SAKAMOTO; MURATA, 2002),
caracteristicas que também podem beneficiar o desenvolvimento de raizes.

O uso de fenilalanina ndo mostrou beneficios do desenvolvimento das raizes, o efeito
desse aminoécido parece estar mais relacionado com rotas relacionadas ao metabolismo
secundario como a producao de flavonoides e lignina.

A aplicacdo de todos os aminoacidos em conjunto ndo proporciona efeito
acumulativo dos beneficios proporcionados por cada um dos aminoacidos. E provavel que o
uso destes ao mesmo tempo proporcione inibicdo de atuagdo entre eles, ou entdo um efeito
acumulativo que causa respostas negativas na planta. Em estudo realizado por Ford (2013) foi
demostrado que o uso de diversos aminoacidos associados ao glutamato proporcionou
inibicdo no crescimento de raizes primarias e secundarias em Arabidopsis, efeito que ndo era
observado quando os aminoacidos foram aplicados de forma isolada. Aminoacidos como
aspartato, glicina, isoleucina, prolina, serina, treonina, triptofano e valina tiveram seus efeitos
suprimidos na presenga de glutamato. No entanto, esse mesmo experimento mostrou que
outros aminoacidos como a arginina, cisteina, metionina e fenilalanina ndo apresentaram
efeitos negativos quando aplicados juntamente com o glutamato.

Por outro lado, alguns beneficios no desenvolvimento de raizes (numero de raizes
laterais e numero de nés) foram observados quando a aplicagdo dos aminoacidos em conjunto

foi realizada diretamente em folhas, possivelmente a concentragdo para esse tipo de aplicagéo
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ndo proporcionou efeito inibitério entre os aminoacidos como ocorreu no tratamento de

sementes.
5.2.4. Acumulo de massa de matéria seca e produtividade

No geral o aumento no desenvolvimento de raizes proporcionado pelos aminoacidos
ocasionou maior acimulo de massa de matéria seca de raizes (Tabela 24). O aumento da area
de absorcdo proporcionado pelas raizes também pode ter repercutido em maior taxa de
absorcéo de nutrientes o que leva ao maior desenvolvimento da parte aérea, verificada por
meio do acimulo de massa de matéria seca de folhas. Essa caracteristica é fundamental para
as plantas, pois incrementa a area fotossintética, o que leva a maior producdo de
fotoassimilados, que poderéo ser utilizados durante a fase de enchimento de gréos, levando,
portanto, ao aumento de produtividade (BOARD; MODALE, 2005; SOARES, 2014).

Nagao et al. (2005) observaram que a aplicacéo foliar de prolina + lisina nas doses de
80 e 40 mg L™ proporcionou o acréscimo de massa fresca total em Lolium multiflorum. Os
beneficios do incremento da massa de matéria seca sobre a produtividade foram observados
nesse experimento, em que foi mostrado que o acimulo de massa de matéria seca apresentou
correlacdo alta e positiva com a produtividade.

A aplicagdo de cisteina no tratamento de sementes repercutiu na atenuacdo do
estresse da planta, maior desenvolvimento de raizes, aumento da assimilacdo de nitrogénio e o
consequente acréscimo de acumulo de massa de matéria seca. Todas essas caracteristicas
levaram ao incremento da produtividade das plantas. Os efeitos positivos da reducdo de
estresse proporcionado pela aplicacdo no tratamento de sementes de fenilalanina, além do
aumento do teor de formas de nitrogénio na planta também repercutiu no aumento da
produtividade.

Os diversos beneficios proporcionados pelo glutamato e glicina ndo foram
suficientes para incrementar a produtividade final das plantas. Por outro lado, a aplicacdo
foliar de todos os aminoacidos em conjunto, além de induzir a melhoria das caracteristicas
morfologicas de raizes e incrementar a massa de matéria seca, proporcionou também aumento
da produtividade das plantas. Em experimento realizado com Vicia faba o uso de mistura de
aminodcidos a partir de produto comercial (Acido aspartico, serina, glutamato, prolina, lisina,
metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, histidina e arginina na dose de 1500 mg
L), aplicados via foliar, proporcionou acréscimo na massa de matéria seca das plantas, além
de aumentar o teor de carboidratos, polissacarideos e produtividade das plantas (SADAK et
al., 2014).
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Por outro lado, Soares et al. (2016) verificaram que a aplicagdo via sementes de
mistura de aminodcidos (glutamato, cisteina, glicina, arginina e metionina, nas doses de 31,
30, 34, 42 e 37 mg kg™ de sementes, respectivamente) ocasionou aumento da produtividade
em plantas de soja cultivadas em campo. Essa caracteristica ndo foi observada nesse
experimento, provavelmente devidos as condi¢cdes experimentais, em que as plantas foram
cultivadas em vasos contendo areia, 0 que pode ter levado ao efeito negativo de varios
aminoacidos aplicados ao mesmo tempo, fato que ndo é observado em campo devido as

diversas reac6es que podem ocorrer no solo.

5.3. Experimento I11: Uso de amino&cidos e seu efeito em plantas de soja cultivadas

em campo
5.3.1. Metabolismo antioxidante

O uso de glicina apresentou melhor efeito quando a aplicacdo desse aminoacido foi
realizada nas folhas (Tabela 29), semelhante ao observado com experimento em casa de
vegetacdo. Esse aminoacido proporciona diversos beneficios em plantas como a producédo de
glicina betaina, ja discutida anteriormente, que atua como molécula sinalizadora para
atividade de enzimas antioxidantes e a consequente reducdo do estresse oxidativo (HU et al.,
2012). Por outro lado, a glicina também esta envolvida na rota de producdo de glioxilato,
composto que pode reduzir o teor de peroxido de hidrogénio em plantas, o que leva a reducédo
da peroxidacao lipidica (ALHASAWI et al., 2015). Todas essas caracteristicas ocorreram no
presente experimento a partir da aplicacdo foliar de glicina (Tabela 31). Além disso, o
glioxilato pode produzir NADPH e ATP, moedas energéticas utilizadas em diversos processos
metabolicos (ALHASAWI et al., 2015).

A aplicacéo foliar de todos os aminoacidos proporcionou acréscimos na atividade da
polifenoloxidase (PFO) (Tabela 30), esta enzima possui importante papel em plantas, pois
proporciona resisténcia ao ataque de patogenos e doencas (BOECKX et al., 2015). De acordo
com Mayer (2006) a polifenoloxidase possui residuos de cisteina e histidina na sua estrutura.
Desta forma a aplicacdo desses aminoacidos pode repercutir no aumento da producdo da
enzima, além disso, a aplicacdo de aminoacidos como o glutamato também pode incrementar
a formagdo da enzima de forma indireta, pois a histidina € sintetizada a partir desse
aminoacido.

Tem sido relatado também que a polifenoloxidase pode exercer uma relacao direta

com a fotossintese, pois auxilia na manutencdo da homeostase do sistema. Boeckx et al.
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(2015) afirmam que esta enzima realiza a oxirreducdo de dinofenois em quininas, compostos
benéficos para o fotossistema, além disso, durante esse processo, a PFO retira o0 excesso de O,
do sistema, evitando a possivel formacéo de O,

Outro efeito indireto da aplicacdo do glutamato pode ter ocorrido quando 0 mesmo
aumentou a atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) (Tabela 30), pois o glutamato é
precursor da arginina, e este aminoacido pode incrementar a atividade da PAL (ZHENG et al.,
2011). De acordo com (KUZNETSOV et al., 2006), esse processo ocorre porque a arginina é
precursora de poliaminas, compostos que podem atuar na sinalizacdo de defesa em plantas.
Além disso, as poliaminas podem induzir o aumento da atividade de enzimas antioxidantes
(SHI et al., 2010; LIU et al.,, 2015), isso explica o fato da aplicagdo de glutamato ter
incrementado a atividade da superoxido dismutase e catalase, devido a seu efeito indireto.

A cisteina também esta envolvida na rota de producédo de poliaminas (BUCHANAN
et al., 2000), desta forma, a aplicacdo desse aminoécido pode elevar a atividade de enzimas
antioxidantes e PAL. Esse fato foi observado principalmente quando a aplicacdo desse
aminoéacido ocorreu em TS + Foliar, o que levou a acréscimos na atividade da catalase e PAL.

Por outro lado, a fenilalanina atua diretamente na atividade da PAL, pois esse
aminoacido é utilizado como substrato da enzima para a producdo de &cido cindmico, que por
sua vez leva a producdo de lignina, flavonoides e taninos (HEIM et al., 2002; DENISQOV;
AFANAS’EV, 2005). O efeito desse aminoéacido foi mais evidente quando aplicado
diretamente nas folhas ou em TS + Foliar.

A aplicacdo de todos os aminoacidos em conjunto proporcionou incremento da
atividade de PAL e PFO em todas as épocas de aplicacdo, evidenciando que pode ter ocorrido
efeito acumulativo da acdo desses aminoacidos, uma vez que, quando esses aminoacidos
foram aplicados de forma isolada no tratamento de semente, os mesmos ndo afetaram o

metabolismo oxidativo.
5.3.2. Metabolismo do nitrogénio

O efeito positivo da aplicacdo dos aminoécidos sobre a atividade da enzima nitrato
redutase foi evidenciado somente depois de 30 dias ap0s a aplica¢do dos tratamentos (Tabela
33). Desta forma é possivel inferir que é necessario um periodo maior de dias para que 0s
efeitos indiretos da aplicagdo dos aminoacidos afetem nitrato redutase. Por exemplo, o
aumento da area de absorcdo radicular, proporcionado pelos aminoacidos, leva a maior
absorcdo de nutrientes, e afeta a parte aérea, por meio do aumento da &rea foliar, o que

incrementa a taxa fotossintética da planta. A enzima nitrato redutase depende diretamente da
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energia proveniente da fotossintese [NAD(P)H], desta forma, o bom status fisioldgico da
planta repercute no aumento da atividade da enzima (MARSCHNER, 2012).

Todos os aminoacidos proporcionaram aumento da enzima nitrato redutase, o que
pode ser explicado por esses efeitos indiretos como os citados anteriormente, como também
pela atuacdo direta no sistema fotossintético, como é o caso da cisteina, que esta presente na
cadeia transportadora de elétrons, portanto, é possivel que o uso desse aminoécido atue na
regulacdo da fotossintese, o que leva a maior producdo de energia que pode ser usada na
atividade da enzima nitrato redutase.

O incremento da atividade da enzima nitrato redutase aumenta o teor de nitrito na
folha, que pode sofrer agdo da nitrito redutase que produz amonio, que por sua vez pode ser
incorporado em aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2013), o que explica o aumento do teor de
aminoacidos a partir da aplicacdo de aminoacidos nas sementes ou nas folhas (Tabela 35).

Alguns aminoacidos como a cisteina e fenilalanina elevaram a atividade da urease
em plantas. A urease realiza a conversdo de ureia em amonia, que rapidamente é convertido a
amonio. A producdo dessa ureia pode ocorrer naturalmente em plantas, a partir de diversos
compostos, dentre eles a arginina, durante a producdo da ornitina, e a partir do &cido
alantoico, oriundo da fixacdo bioldégica (MARSCHNER, 2012). O uso cisteina e fenilalanina
repercutiu no incremento da fixacdo bioldgica, o que pode ter proporcionado aumento de
acido alantodico nas folhas, este composto além de ser incorporado em aminoacidos, pode ter
assumido a rota alternativa, com a consequente producdo de ureia e incremento da atividade
da urease.

O teor de ureideos foi incrementado com a aplicacdo de todos os tratamentos, 0 que
permite inferir que houve maior fixacdo bioldgica nas plantas. Efeito que pode ter sido
proporcionado a partir da maior area radicular proporcionada pelos aminoacidos, o que
significa maior area de contato para a nodulacdo. Alguns aminoacidos, como o glutamato,
repercutem diretamente no desenvolvimento de raizes, por meio da reducdo do
desenvolvimento da raiz principal e aumento de raizes secundarias (WALCH-LIU; FORDE
2007). Por outro lado, Horvéth et al. (2015) demonstram que a capacidade de nodulagdo em
fabaceas (Medicago truncatula) estd diretamente relacionada & presenca de residuos de

cisteina, que atuam na formacéo dos nédulos.
5.3.3. Acumulo de massa de matéria seca e produtividade

O efeito positivo da aplicagdo somente foi observado em campo a partir dos 40 dias

apo6s a semeadura, 0 que corresponde a sete dias apds a aplicagdo foliar (Tabela 38). O
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periodo de tempo necessario para o processo de sinalizacdo proporcionado pelos aminoécidos
e a resposta das plantas pode ser maior em campo, em comparagdo com a casa de vegetacgéo,
onde o efeito foi observado j& nos primeiros dias apds a emergéncia.

Esse processo de sinalizacdo é reforcado por Hausler et al. (2014), que afirmam que
alguns aminodcidos como serina, glutamato e fenilalanina podem atuar em diferentes
processos nas plantas, como por exemplo, na resisténcia a estresses bidticos e abiodticos, além
de induzirem o crescimento e desenvolvimento de plantas.

Ap0s certo periodo as plantas passaram a apresentar respostas positivas a aplicacéo
de amino&cidos como aumento do metabolismo antioxidante, de enzimas de resisténcia como
polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase, maior assimilacdo de nitrogénio e o consequente
incremento em massa de matéria seca. Todas essas caracteristicas repercutiram na maior
produtividade das plantas, em que todos os tratamentos, exceto fenilalanina via foliar,
proporcionaram maior produtividade em relagdo ao controle.

Esses resultados corroboram com Soares et al. (2016) que verificaram que a
aplicacdo via sementes de mistura de aminoacidos (glutamato, cisteina, glicina, arginina e
metionina, nas doses de 31, 30, 34, 42 e 37 mg kg™ de sementes, respectivamente) ocasionou

aumento da produtividade em plantas de soja cultivadas em campo.
5.4. Consideragdes finais

A partir da aplicacdo de glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina, foram observadas
algumas respostas fisiologicas que merecem destaque. Além disso, a época de aplicacdo dos
tratamentos também proporcionou diferentes respostas fisioldgicas. Desta forma, os principais
efeitos de cada aminoacido serdo abordados a seguir:

(i) Glutamato: Este aminoacido proporcionou melhor resposta no experimento de campo,
atuando na sinalizacdo de diferentes processos. Foi observado incremento na assimilacdo de
nitrogénio nas plantas em todas as épocas de aplicacdo desse aminoacido (TS, Foliar ou
TS+Foliar). Além disso, o glutamato apresenta efeito positivo no aumento da resisténcia das
plantas contra possiveis condicdes de estresse, especialmente por induzir o aumento da
atividade das enzimas fenilalanina amdnia-liase e polifenoloxidase. As figuras 24 e 25
resumem os principais de efeitos da aplicacdo de glutamato nas plantas, por meio do

tratamento de sementes e TS + Foliar, respectivamente.



137

Glutamato

Resisténcia

- Assimilagao
i de N

Estresse R

by
D D
|

Produtividade

g — =

MSV
MST

Figura 24. Modelo de sinalizacdo do glutamato em diferentes processos fisiologicos de plantas conduzidas em
campo, submetidas a aplicacdo do aminoacido no tratamento de sementes.
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Figura 25. Modelo de sinalizacdo do glutamato em diferentes processos fisiologicos de plantas conduzidas em
campo, submetidas a aplicacdo do aminoécido em TS + Foliar.

(ii) Cisteina: O efeito da cisteina foi mais eficaz quando a aplicacdo desse aminoacido ocorreu

no tratamento de sementes, tanto em condic¢des de campo, quando em casa de vegetacdo. A
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cisteina proporcionou efeito principalmente no desenvolvimento de raizes (Figura 26). O que
pode ter repercutido na maior absorcao e assimilacdo de nitrogénio, caracteristicas observadas
em casa de vegetacdo (Figura 26) e em campo (Figura 27). Além disso, esse aminoacido
também proporcionou aumento da resisténcia das plantas, por meio do incremento da

atividade de enzimas anti estresse como a superoxido dismutase e fenilalanina aménia-liase.
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Figura 26. Modelo de sinalizagdo da cisteina em diferentes processos fisiolégicos de plantas conduzidas em casa
de vegetacdo, submetidas a aplicacdo do aminoacido no tratamento de sementes.
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Figura 27. Modelo de sinalizacdo da cisteina em diferentes processos fisioldgicos de plantas conduzidas em
campo, submetidas a aplicacdo do aminoacido no tratamento de sementes.
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(ii) Fenilalanina: Este aminoacido foi o que mais proporcionou efeito em diferentes variaveis,
0 que repercutiu na maior produtividade, em relacdo aos demais aminoécidos. Além disso, a
aplicacdo de fenilalanina no tratamento de sementes foi a forma mais eficiente, embora em
condicdes de campo também tenham sido observados beneficios quando aplicacdo foi
realizada no TS + Foliar. A fenilalanina proporcionou maior assimilacdo de nitrogénio o que
levou ao maior acimulo de massa de matéria seca e produtividade (Figuras 28 e 29). Outra
caracteristica relevante é que esse aminoacido induziu ao aumento da atividade de enzimas

antioxidantes como a superoxido dismutase (Figura 28) e catalase (Figura 29).
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Figura 28. Modelo de sinalizacdo de fenilalanina em diferentes processos fisiol6gicos de plantas conduzidas em
campo, submetidas a aplicacdo do amino4cido no tratamento de sementes.
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Figura 29. Modelo de sinalizacdo de fenilalanina em diferentes processos fisioldgicos de plantas conduzidas em
casa de vegetacdo, submetidas a aplicacdo do aminoacido no tratamento de sementes.

O uso de fenilalanina aplicada no tratamento de sementes e via foliar também
proporcionou efeito semelhante ao tratamento somente em TS. Ocorreu aumento da
assimilacdo de nitrogénio, maior acimulo de massa de matéria seca e maior produtividade
(Figura 30).
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Figura 30. Modelo de sinalizacdo de fenilalanina em diferentes processos fisioldgicos de plantas conduzidas em
casa de vegetacdo, submetidas a aplicacdo do aminoacido no tratamento de sementes + via foliar.

(i) Glicina: Néo foi evidenciado efeito positivo da glicina em condicdes de casa de vegetacao.
No entanto, a campo varios parametros fisioldgicos foram beneficiados a partir da aplicacédo
desse aminoacido, quando realizada no tratamento de sementes + foliar (Figura 31). Assim
como nos demais aminodcidos, o efeito da glicina repercutiu no aumento da assimilacéo de

nitrogénio, acumulo de massa de matéria seca, além da redugdo do estresse.
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Figura 31. Modelo de sinalizagdo da glicina em diferentes processos fisiologicos de plantas conduzidas em
campo, submetidas a aplicagdo do aminoécido no tratamento de sementes + via foliar.

(if) Completo: O uso de todos os aminoacidos em associa¢do nem sempre proporciona efeito
acumulativo, principalmente quando esse tratamento € aplicado diretamente nas sementes. No
entanto, a aplicacéo do tratamento completo via foliar repercutiu em diversos efeitos positivos
em campo e em casa de vegetacdo (Figuras 32 e 33). Em condi¢des de campo a aplicagdo
desse tratamento via sementes + foliar, também proporcionou 0s mesmos beneficios

evidenciados na aplicacéo foliar (Figura 34).
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Figura 32. Modelo de sinalizagcdo do tratamento completo em diferentes processos fisioldgicos de plantas
conduzidas em casa de vegetacdo, submetidas a aplicagdo do aminoéacido via foliar.
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Figura 33. Modelo de sinalizacdo do tratamento completo em diferentes processos fisiologicos de plantas

conduzidas em campo, submetidas a aplicagdo do aminoacido via foliar.
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Figura 34. Modelo de sinalizacdo do tratamento completo em diferentes processos fisioldgicos de plantas
conduzidas em campo, submetidas & aplicagdo do aminoécido via foliar.

Vale ressaltar que os aminoacidos apresentam efeito de sinalizacdo e ndo funcionam
como fonte nitrogénio, uma vez que as doses aplicadas representam concentragoes
extremamente baixas de nitrogénio, assim como demostrado na Tabela 3. Mesmo o
tratamento completo representa apenas 45 mg de nitrogénio ha™*. Desta forma, foi evidenciada
a importancia do papel de sinalizacdo desempenhado pelos aminoécidos nas plantas, pois a
aplicacdo desses tratamentos repercutiu no incremento de diversas variaveis fisiologicas.

Com relacéo a produtividade, foram observados efeitos expressivos no incremento da
produtividade, a partir da aplicacdo de aminoacidos. No entanto, € importante salientar que
esses resultados foram obtidos em condi¢des experimentais, possivelmente em grandes areas,
o efeito seja menos expressivo. Além disso, no periodo em que foi conduzindo o experimento
de campo, as condi¢des climaticas ndo foram tdo favoraveis para a cultura da soja (Figura 11).
Foram mensurados apenas 760 mm de precipitacdo ao longo da condugdo do experimento, no
entanto a distribuicdo foi muito irregular, sendo 543 mm registrados no periodo vegetativo e
somente 217 mm de precipitagdo no periodo reprodutivo. Essas condi¢bes podem ter
caracterizado um periodo de estresse para as plantas, especialmente no periodo reprodutivo.
Como os amino&cidos aplicados atuam principalmente em condicGes estressantes, o ambiente
se tornou favoravel para sua atuagdo, o que proporcionou efeito expressivo dos aminoacidos
nas variaveis fisiologicas, incluindo reducdo do estresse das plantas, o que levou a maior

produtividade das plantas com aplicacdo de aminoacidos.
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Sugere-se que mais trabalhos sejam desenvolvidos em outras épocas de cultivo, de
forma a abranger o periodo recomendado para a cultura. Além disso, é importante realizar
trabalhos com plantas de diferentes cultivares e habitos de crescimento, com o intuito de

avaliar o efeito dos aminoacidos nessas situacdes.
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6. CONCLUSOES

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Em funcdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que:
Definicdo da melhor dose para aplicacdo no tratamento de sementes
As melhores doses para aplicacdo dos aminoacidos no tratamento de sementes
sd0: glutamato - 12 mg kg™ [semente]; fenilalanina - 3 mg kg™ [semente]; cisteina -
12 mg kg™ [semente] e glicina - 9 mg kg™ [semente] (Glicina).
Performance da aplicacéo no tratamento de sementes e via foliar
(@) a aplicacdo de glutamato, cisteina, fenilalanina e glicina apresenta melhor efeito
quando realizada no tratamento de sementes; e
(b) o tratamento completo é mais eficaz quando a aplicacdo é realizada diretamente
nas folhas.
Avaliacao do efeito da aplicacdo no metabolismo oxidativo
Os aminoacidos apresentam efeito no metabolismo antioxidante por meio do
aumento da atividade de enzimas anti-estresse e enzimas de resisténcia.
Determinar o efeito da aplicacdo no acumulo de nitrogénio nas folhas, na
producdo de massa de matéria seca, no desenvolvimento de raiz e na
produtividade de graos
(@) Todos os aminoacidos repercutiram no incremento da assimilacdo de nitrogénio e
massa de matéria seca;
(b) A aplicagdo de glutamato, cisteina, fenilalanina ou glicina no tratamento de
sementes, e dos aminoacidos em associacdo via foliar aumenta a produtividade

em plantas de soja.
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