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RESUMO

Produtividade e atividade antioxidante do broto de feijao mungo-verde (Vigna
radiata L.) em fungao de elicitores

Este trabalho teve a finalidade de subsidiar profissionais para produzir um alimento com
qualidades agregadas ou funcionais, disponibilizando opgbes benéficas para a saude dos
consumidores. O objetivo foi verificar o efeito da aplicagdo exdgena do acido salicilico (AS),
acido ascorbico (AC) e do tocoferol (TOC) sobre a produgédo de biomassa e o contelido dos
compostos fendlicos antioxidantes em brotos de feijdo mungo-verde (Vigna radiata L.). O
experimento foi conduzido no laboratério de sementes da UNOESTE, em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeti¢gdes, e analisado por ANOVA e
teste Tukey (p <0,05) para comparacdo de médias. As sementes foram subdivididas em 4
subamostras de 50 sementes para cada tratamento. Foram adicionados 12 mL de agua
destilada e germinadas com temperatura constante de 25 °C. Apds 24 horas, os brotos com
desenvolvimento discrepante (atrasado ou adiantado), foram substituidas por outras de
forma a se ter um conjunto homogéneo em cada repeticdo. Houve 4 ensaios com AS, nas
concentragdes zero; 115,1; 230,2 e 575,5 mg L™ (uma aplicagéo de 12 mL da solugao; duas
aplicagdes de 12 mL; duas aplicagbes de 6 mL e uma aplicacdo de 6 mL). Com o AC houve
trés ensaios, nas concentragdes zero, 0,147; 1,468 e 14,68 g L (uma aplicagao de 12 mL
da solugao; duas aplicagdes de 12 mL; duas aplicagdes de 6 mL). Trés ensaios ocorreram
com o TOC nas concentragdes zero, 25; 50 e 100 mg L™ (uma aplicacdo de 12 mL da
solugao; duas aplicagbes de 12 mL; trés aplicagdes de 12 mL). Os brotos normais obtidas
aos cinco dias apods a semeadura foram medidas quanto ao comprimento de parte aérea e
raiz e, apés serem segmentadas, levadas a estufa a 60 °C por 48 h para obtengdo das
massas secas. O mesmo procedimento foi repetido para a obtengao dos extratos etandlicos
secos e a partir deles, foram determinados os teores de fendis totais (TFT) e a atividade
antioxidante pelo método do radical livre DPPH. Os hipocétilos foram congelados (-80 °C)
para a determinacdo do teor de proteinas sollveis totais e da atividade da enzima
superéxido dismutase (SOD). A aplicagcdo exégena de AS na dose de 230 mg L™ ndo
apresentou efeito negativo sobre os parametros de crescimento e incrementou o teor de
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante dos brotos tratados. Conclui-se em
relacdo ao AC que a menor concentragdo (0,147 g L™ em duas aplicacdes de 6 mL da
solugao) apresentou os melhores resultados de crescimento do broto e poder antioxidante
dos extratos, Quanto ao tocoferol, ndo houve diferenga estatistica para as concentragoes e
numero de aplicagdes utilizadas quanto ao crescimento; porém, a concentragdo de 25 mg L
" incrementou o teor de fendis totais dos extratos obtidos, ao passo que o extrato obtido com
a concentragdo 100 mg L™ apresentou maior capacidade de inibicdo do radical livre DPPH
em trés aplicacdes de 12 mL da solugcao. Todos os produtos funcionaram como estimulantes
das funcgdes antioxidantes dos brotos e, em concentragdes mais elevadas, reduziram os
parametros biométricos, de modo que em menores concentragdes foram considerados mais
adequados.

Palavras-chave: acido salicilico; acido ascorbico, tocoferol; metabolismo secundario;
biorregulador; alimento vivo; alimento funcional.



ABSTRACT

Productivity and antioxidant activity of the mung bean sprout (Vigna radiata L.)
in function of elicitors

The present work is aimed at giving subsidies for professionals to produce food with
aggregate or functional qualities, providing healthier options for consumers. The goal was to
verify the effects of the exogenous application of salicylic acid (SA), ascorbic acid (AA) and
tocopherol for the production of biomass and the contents of antioxidant phenolic compounds
in mung bean sprouts (Vigna radiata L.). The experiment was conducted at the UNOESTE
seed laboratory, in an experimental design that was entirely randomized, repeated four
times, and analyzed through ANOVA and the Tukey test (p<0,05) for the comparison of
means. The seeds were divided into 4 sub-samples composed of 50 seeds for each
treatment. 12mL of distilled water was added, and the seeds were germinated under a
constant temperature of 25 °C. 24 hours later, seedlings with uneven development (sprouting
either too early or too late) were replaced with others in order to ensure a homogeneous set
for each repetition. There were 4 trials with AS, in concentrations of zero; 115,1; 230,2 and
575,5 mg L' (one application of 12 mL of the solution; two applications of 12 mL; two
applications of 6 mL and one application of 6 mL). Three trials were conducted with the AA,
in concentrations of zero; 0,147; 1,468 and 14,68 g L’ (one application of 12 mL of the
solution; two applications of 12 mL; two applications of 6 mL). Three trials were conducted
with the TOC, in concentrations of zero; 25; 50 and 100 mg L™ (one application of 12 mL of
the solution; two applications of 12 mL; three applications of 12 mL). The standard seedlings
that were obtained five days after sowing were measured for the length of both the aerial part
and the root and, after being segmented, were taken to a greenhouse set at 60 °C for 48
hours in order to obtain their dried masses. The same procedure was repeated in order to
obtain dried ethanol extracts that were used to determine both their total fenol contents
(TFC) and the antioxidant activity through the method of free radical DPPH. The hypocotyls
were frozen (at -80 °C) in order to determine both their content of total soluble proteins and
the activity of the superoxide dismutase (SOD) enzyme. The exogenous application of SA in
a dosage of 230 mg L™ did not exhibit negative effects on the growth parameters and
increased both the content of total phenolic compounds and the antioxidant activity of the
sprouts. It was concluded that, with respect to the AA, the lowest concentration (0,147 g L
in two applications of 6 mL of the solution) provided the best results for both sprout growth
and the antioxidant power of the extracts. With respect to tocopherol, there was no statistical
difference for different concentrations and number of applications made with respect to
growth; however, the concentration of 25 mg L™ increased the total phenol content of the
extracts that were obtained, while the extract that was obtained with a concentration of 100
mg L™ has shown a larger capacity of inhibiting the free radical DPPH with three applications
of 12 mL of the solution. All the products that were used worked as stimulants of the
antioxidant functions of the sprouts and, when in higher concentrations, they have reduced
the biometric parameters, such that they were considered to be more adequate when in
lower concentrations.

Keywords: salicylic acid; ascorbic acid, tocopherol; secondary metabolism; bioregulator; live
food; functional food.



AC
AD
ANOVA
AS

Cl
CPA
CR
CT
DPPH
EROs
GSH
MSPA
MSR
MST
PS
REL_RPA
SOD
TFT
TOC
uv-B
a-Toc

LISTA DE SIGLAS

Acido ascorbico

Agua destilada

Analise de variancia

Acido salicilico
Concentracgao inibitéria média
Comprimento da parte aérea
Comprimento da raiz
Comprimento total
2,2-difenil-1-picrilhidrazil
Espécies reativas de oxigénio
Glutationa

Massa seca da parte aérea
Massa seca da raiz

Massa seca total

Proteinas soluveis

Relagéao raiz, parte aérea
Superoxido dismutase

Teor de fendis totais
Tocoferol

Radiagéao ultravioleta
alfa-Tocoferol



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

LISTA DE TABELAS

Resultados de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
comprimento total dos brotos (CT), relagdo raiz, parte aérea
(REL_RPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR) e massa seca total (MST), sob diferentes
concentracdes e numeros de aplicacdes de acido salicilico.
Resultados de teor de fendis totais (TFT), atividade antioxidante
por concentragcdo inibitoria do DPPH (Cl 50), atividade de
superéxido dismutase (SOD) e teor de proteinas soluveis (PS)
obtidos de brotos com uma aplicagao de acido salicilico (6 mL).
Resultados de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
comprimento total dos brotos (CT), relagdo raiz, parte aérea
(REL_RPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR) e massa seca total (MST), sob diferentes
concentracdes e numeros de aplicagcdes de acido ascorbico.
Resultados de teor de fenois totais (TFT), atividade antioxidante
por concentracédo inibitéria do DPPH (Cl 50), atividade de
superéxido dismutase (SOD) e teor de proteinas soluveis (PS)
obtidos de brotos com uma aplicagdo de acido ascoérbico em
duas doses (6 mL /6 mL).

Resultados de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
comprimento total dos brotos (CT), relagdo raiz, parte aérea
(REL_RPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR) e massa seca total (MST), sob diferentes
concentracdes e numeros de aplicagdes de tocoferol.
Resultados de teor de fendis totais (TFT), atividade antioxidante
por concentragcdo inibitoria do DPPH (Cl 50), atividade de
superéxido dismutase (SOD) e teor de proteinas soluveis (PS)
obtidos de brotos com uma aplicagao de tocoferol em trés doses
(12mL /12 mL/12mL).

39

41

43

45

47

48



1.1

2.1

2.2

2.3

2.4
241
2411
2412
2413

3.1
3.2
3.3
3.4

SUMARIO

INTRODUGAOD ... sse e sseesessesseesessessessessessssnsssessssssssssssnnes 12
Justificativa @ Objetivo..........cccirieeeeccciii e 14
REVISAO DE LITERATURA.......ooteieeteerreseesessesessesse e e ssessssessesssssssenes 16
Particularidades da Cultura de feijao mungo-verde (Vigna radiata L.)16
Alimentos fUNCIONAIS ... e 18
MetabolisSmo SeCUNAArio............uuumeemmmmmennieeeneneenneeeennenen e 20
EliCitOres ..o 21
Acéo dos elicitores na promog¢ao do metabolismo secundario................. 22
Acido SANCIICO (AS) ... 22
ACIO ASCOMDICO (AC)... .. e, 25
e Teo) (=1 o) I (1 1 1) TR PSPPI 28
MATERIAL E METODOS........ccceiiiiecireeseessesssssssesssssssesssssssessssssssssenns 32
Ensaios com Acido Salicilico (AS).......ccceeeerrereerrrerersereeserereseseeesesenaens 34
Ensaios com Acido ASCOrbiCo (AC)......cccoueereeueiesicsussmsessssssessssnssessnnns 35
Ensaios com Tocoferol (TOC) .......cccooiiimmmmmemmccsiisieesrrssssssssss s e s s e sesnnnnnes 36
Analise estatistica ...........ciiiiiiiiiiii - 36
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cccecerererireressesessessessessessessssssssessens 38
CONCLUSAO........ceeeereienerneeeaesseseesesassessessssessesssssssssssssssssssssssssssssssesnns 49

REFERENGCIAS ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeetsesesssnssssnesssnsssanssssnsesanssssnsessnsessnsessnnes 50



12

1 INTRODUGAO

A baixa incidéncia de certas doengas em alguns povos acabou por
chamar a atencéo para as suas dietas. Os esquiméds, com sua alimentacao baseada
em peixes e produtos do mar ricos em acidos graxos poli-insaturados das familias
Omega-3 e 6, tém baixo indice de problemas cardiacos, assim como os franceses,
devido ao consumo de vinho tinto, o qual apresenta grande quantidade de
compostos fendlicos. Os orientais, devido ao consumo de soja, que contém
fitoestrogénios, apresentam baixa incidéncia de cancer de mama. Nestes paises, o
costume de consumir frutas e verduras também resulta numa reducéo do risco de
doencgas coronarianas e de cancer, comprovada por dados epidemiolégicos (ANJO,
2004).

Tendo em vista a deficiéncia de alimentos com elevada qualidade
proteica, alternativas que possam melhorar o valor nutricional de alimentos
imediatamente disponiveis podem ser interessantes (LEITE et al., 2016). Nesse
contexto, a utilizagdo de sementes germinadas na elaboracdo de produtos
alimenticios com boa qualidade nutricional € uma possibilidade, uma vez que
adeptos do crudivorismo, tipo de dieta que se fundamenta na n&o cocgcdo dos
alimentos, consomem sementes cruas germinadas como alternativa para
incrementar o valor nutricional e a qualidade dos alimentos, tornando-os comestiveis
em seu estado natural (SANGRONIS, 2007).

Segundo Tomandl (2011), alimentos vivos sdo as sementes brotadas,
que, embora ndo sendo muito populares, poderiam ter um papel muito importante na
saude e na alimentagao das pessoas, posto que sdo ricas em enzimas, vitaminas e
minerais, tanto que iniciam a germinacdo sem precisar extrair nutrientes do solo. E
digno de nota que, durante o processo de germinagao, os carboidratos complexos e
as proteinas sédo convertidas em formas mais facilmente digeriveis. S&o tanto pouco
caléricos quanto uma possivel fonte de fibras. Seus nutrientes se mantém intactos
até o momento que comegam a ser mastigados, diferentemente dos demais
vegetais, que comegam a perder nutrientes ja a partir do momento em que sao
retirados da terra.

Enzimas como as encontradas nos brotos sao fundamentais para o
bom funcionamento do organismo, uma vez que estdo envolvidas em todas as

acdes e reagdes quimicas e mecanicas do corpo. Sem elas, ndo ha absorgao
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adequada de nutrientes e todas as fungbes metabdlicas se desaceleram,
envelhecendo o corpo e deixando-o mais vulneravel a doengas. Os brotos ativam o
sistema imunolégico na protegao contra o envelhecimento, o cancer, os problemas
cardiacos e a obesidade (TOMANDL, 2011).

Na década de 1980, por exemplo, foi langado no Japdo um programa
de governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis para a
populagcdo que envelhecia e apresentava uma grande expectativa de vida (ANJO,
2004). Existe, nesse sentido, uma demanda crescente por alimentos que também
possam atuar estimulando os sistemas de defesa do consumidor, permitindo uma
vida mais saudavel. Tais alimentos sdo conhecidos como funcionais, e pertencem a
diversas categorias: probiodticos e prebidticos, sulfurados e nitrogenados, pigmentos
e vitaminas, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados e fibras. Séo
também associados a menor incidéncia e menor mortalidade por doengas crbnicas
nao transmissiveis, sobretudo o cancer, em seres humanos. Os vegetais in natura,
as frutas e as castanhas sdo geralmente alimentos ricos em compostos com
propriedades antioxidantes.

Dentre os varios alimentos funcionais, temos o feijdo mungo-verde
(Vigna radiata L.) ou Mungo verde, nativo da Asia, que é uma importante leguminosa
granifera. Por meio da germinagdo de suas sementes sdo obtidos os brotos de
feijao, forma de consumo muito apreciada na China, no Japao e nos EUA, dentre
outros paises (OLIVEIRA et al., 2013). No Brasil, a producéo de feijao mungo-verde
€ incipiente, mas a tendéncia € a de seu crescimento, dado o aumento da demanda
por alimentos funcionais.

No momento, o estudo sobre fitoquimicos tornou-se o principal
problema de pesquisa no campo dos alimentos funcionais. O desenvolvimento de
estratégias eficientes para melhorar o nivel de metabolitos uteis em plantas
comestiveis sem modificagdo genética € cada vez mais relevante e significativo
(LEITE et al., 2016). A elicitacdo, que pode ser feita com elicitores de origem bidtica
ou abidtica, € uma das abordagens mais eficazes para induzir a sintese de
metabdlitos secundarios bioativos nas plantas, uma vez que as plantas respondem
automaticamente a todos os tipos de compostos desconhecidos para garantir sua
sobrevivéncia através da producao dessas substancias protetoras (NAMDEO, 2007).

A Dbiofortificacdo € o procedimento normalmente utilizado para

aumentar o teor de micronutrientes nas plantas durante a germinacgao, adicionando o
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mineral ao solo ou a solugio. Esta técnica também pode ser aplicada por meio da
elicitacdo de plantas que utilizam esses minerais para induzir as alteragdes
fisiolégicas e desencadear a sintese de compostos fitoquimicos que podem
possivelmente melhorar as propriedades bioldgicas das plantas a partir dos efeitos
sinérgicos dos compostos fitoquimicos e de um aumento do conteudo de minerais
(CHOMCHAN et al., 2017).

Processos como a respiracdo, além de diversas outras reacoes
oxidativas que ocorrem nas células aerébicas, levam a formacgao de radicais livres,
que causam danos ao organismo e contribuem para o aparecimento de muitas
doencgas, tais como: inflamagdes, tumores malignos, mal de Alzheimer e doencgas
cardiovasculares, bem como aceleram o processo de envelhecimento (SIKORA et
al., 2008). Por isso, as células humanas dependem de certa capacidade antioxidante
para fornecer protecdo contra os efeitos prejudiciais de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio, que sdo consequéncias inevitaveis da vida aerobica. Para
alcancar uma protecao eficiente, os tecidos dispdéem de um sistema antioxidante
integrado, que consiste de um arranjo de diversos componentes lipossoluveis
(vitamina E; carotendides), hidrossoluveis (acido ascorbico; glutationa) e enzimaticos
(glutationa peroxidase; superéxido dismutase; catalase) (McLEAN et al., 2005).

Neste cenario, a utilizagcado de elicitores pode melhorar o desempenho
produtivo e a biossintese de compostos secundarios de interesse em alimentos
funcionais, constituindo-se em wuma tecnologia com grande potencial de
incorporagao ao manejo técnico-produtivo destes alimentos.

Entre as principais substancias antioxidantes presentes nos vegetais,
encontram-se o0 acido ascérbico (AC), a glutationa (GSH), o a-tocoferol os
carotenoides. Todos eles ocorrem em cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos
(MITTLER, 2002; KIM; KWAK, 2010; DINAKAR; DJILIANOV, D.; BARTELS, 2012).

Alteragcbes metabdlicas foram avaliadas em fungdo da produgdo, da
produtividade e da atividade antioxidante do broto de feijao mungo-verde (Vigna
radiata L.).

1.1 Justificativa e Objetivo

A demanda cada vez maior por uma alimentacdo mais saudavel

justifica a busca por novas tecnologias de producdo agricola que visem agregar
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valores aos produtos. Desta forma, a utilizagao de elicitores em sementes de feijao
mungo-verde (Vigna radiata L.) tem grande potencial de elevar a produtividade de
brotos por acréscimos em massa verde e seca, além de potencialmente estimular a
sintese de compostos fendlicos, propiciando maior atividade antioxidante neste
alimento.

Testou-se neste trabalho o efeito de diferentes elicitores (Acido
Salicilico, Acido Ascérbico e Tocoferol) em brotos de feijdo mungo-verde (Vigna
radiata L., Leguminosae) quanto aos aspectos biométricos e bioquimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Particularidades da cultura de feijao mungo-verde (Vigna radiata L.)

O feijdo mungo-verde € uma planta anual, de porte ereto ou semi-ereto,
com caule, ramos e folhas cobertos por pelos, e com altura que varia de 0,3 a 1,5 m.
Seu caule pode ter coloragao verde ou vermelha (NALAMPANG, 1992). As folhas,
com excegao do primeiro par, sao trifolioladas, alternadas, de coloracao verde-clara
ou verde-escura; os foliolos sdo ovais e os peciolos, longos. A floragao tem inicio
entre 30 e 50 dias apos a semeadura, dependendo do cultivar, da regido e da época
de plantio (SAYAO; BRIOSO; DUQUE et al., 1991; VIEIRA; NISHIHARA, 2015;
MIRANDA et al., 1996). A inflorescéncia € um racimo axilar, com pedunculo de 2 a
13 cm de comprimento. Em cada racimo ha de 10 a 25 flores. A coloragado das
pétalas varia de esverdeada a amarelo brilhante e elas tém 1-2 cm de didametro. O
florescimento € indeterminado, podendo durar algumas semanas (NALAMPANG,
1992). Segundo van Rheenen (1964), o mungo-verde é espécie de autofecundacao,
com cerca de 4-5% de fecundagao cruzada. As vagens surgem horizontalmente em
forma radial, dai a denominacao radiata. O numero de vagens por planta geralmente
varia de 4 a 34, dependendo, principalmente, da populacdo de plantas e das
condigdes edafoclimaticas. As vagens sao cilindricas, com 7 a 15 cm de
comprimento e, em geral, sdo cobertas com pelos. Na maturacdo, as vagens
apresentam coloragdo marrom ou preta, e cada vagem contém de 6 a 20 sementes
(VIEIRAR. F.; VIEIRAR. F.; VIEIRA C, 2001).

De acordo com Vieira et al. (2001), as sementes sao pequenas, de
coloracao verde, amarela, marrom, preta ou mosqueada, com pequeno hilo branco.
Os cultivares utilizados para produgcdo de grdos secos geralmente tém sementes
verde-opacas ou verde-brilhantes. O comprimento das sementes varia de 3,1 a 6,3
mm, e a largura, de 2,3 a 4,5 mm. A razdo comprimento/largura € usada como
indicador da forma da semente; essa raz&o varia de 1,01 a 1,50. O peso de 100
sementes pode variar de 2,0 a 8,7 g (TOMOOKA et al., 1991). Na Tailandia, em
geral, os cultivares comerciais tém graos pesando de 4 a 6 g por 100 unidades.
Sementes grandes produzem brotos maiores (NALAMPANG, 1992). Seus
cotilédones sdo epigeos na germinacdo. O teor de proteina dos gréos esta em torno
de 23%, mas pode variar de 19,5% a 31,2%. Os grdos contém ainda 61,8% de



17

carboidratos, 10,6% de agua, 4,4% de fibras, 3,5% de cinzas e 1,2% de lipidios
(AYKROYD; DOUGHTY, 1982; VIEIRA; ARAUJO, 1992). Os grdos também sé&o
ricos em Ca, P, Fe, Na e K (NALAMPANG, 1992). Os agucares rafinose e
estaquiose, principais responsaveis pela produgao de gases intestinais, ocorrem em
menores teores nos graos do mungo-verde do que nos do mungo-preto, do caupi, do
grao-de-bico, do guandu e da soja (SAVITRI; DESIKACHAR, 1985).

O botanico e geneticista russo Nikolai Ivanovich Vavilov incluiu o
mungo-verde no centro de diversidade genética indiano, maior produtor mundial. No
Brasil, sua producédo € incipiente, mas, com o aumento da produgcdo e consumo do
broto de feijao (moyashi), o interesse por ela vem aumentando. As exigéncias dos
produtores de broto de feijao é a de que as sementes adquiridas possuam alta
germinagao e vigor, além de estarem isentas de fungos e bactérias, fatores
determinantes na producgao de brotos de qualidade (VIEIRA et al., 2015).

De acordo com Barradas, Sayao e Duque (1989), o mungo-verde
cresce melhor em solos argilosos com pH acima de 5,5. A corregao do solo deve ser
feita com calcario dolomitico ou calcitico, de acordo com os niveis de Mg** e Ca®'
revelados pela analise de solo, aplicados com antecedéncia minima de 30 dias da
semeadura. A adubacdo deve ser aplicada no sulco do plantio de acordo com a
analise de solo. A inoculagao das sementes com rizébio supre as necessidades de N
das plantas, devendo-se evitar a adubagao nitrogenada na semeadura, pois esta
inibe a formacdo de nodulos e a fixagdo biolégica do N,. Se 25 dias apds a
emergéncia ndo houver nodulos e as plantas estiverem amareladas, caracteristica
de deficiéncia de nitrogénio, deve-se recorrer a uma adubagdo nitrogenada em
cobertura. Quanto a época de cultivo e o manejo, assemelham-se ao do feijoeiro
comum, sendo necessarias duas colheitas quando plantado no periodo das aguas
(setembro — outubro) e duas colheitas no cultivo da seca (fevereiro — margo); as
vagens escurecem quando maduras e devem ser colhidas manualmente a cada 10
ou 15 dias de intervalo, evitando-se, assim, sua deiscéncia. A semeadura deve ser
feita em linhas espagadas de 50 cm e as sementes devem ser colocadas na
profundidade de 3 a 4 cm, variando de 15 a 20 sementes por metro linear, gastando-
se de 16 a 20 kg de sementes por hectare, respectivamente.

A temperatura minima média para o desenvolvimento dessa espécie é
de 20 a 22 °C, e a 6tima, por sua vez, vai de 28 a 30 °C, ou talvez um pouco acima,

se as chuvas forem adequadas (VIEIRA et al., 2001).
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O mungo-verde produz ao redor de 2000 kg ha™ quando semeado na
primavera-verao (VIEIRA et al., 2003; VIEIRA et al., 2005). Brotos de feijao sao
comumente chamados pelos japoneses de moyashi, assim como os demais brotos.
Por tradigdo, as extremidades (folhas e raiz) do broto sdo extraidas, ja que, ao terem
este aspecto, costumam ser bem mais aceitos no mercado. O cultivo dos brotos de
feijao Moyashi visa a produgao de plantinhas que ainda ndo desenvolveram as suas
folhas, posto que a parte nobre da planta é o hipocétilo, ou seja, o caule do embrido.

Atualmente, a producdao de brotos € feita de forma simples, podendo ser
utilizados varios tipos de recipientes, como os de madeira resistente a umidade,
tanques de aco inox, caixas de isopor, baldes, etc. No caso dos brotos produzidos
sem a presenca da luz, como os de feijao-moyashi e de soja, os recipientes devem
ser de coloragao escura (EMBRAPA, 2016). O processo de germinacao depende de
uma seérie de fatores, incluindo a integridade fisica, bioquimica e do estado
fisiologico da semente. O envelhecimento natural das sementes é capaz de danificar
estruturas celulares e subcelulares como membranas, organelas e plastideos de
armazenamento (McDONALD JR., 1975; ABDUL-BAKI, 1980), além de causar
diminuicdo no vigor interferindo no processo de obtengcdo dos brotos. Segundo
Marcos Filho (2015), o vigor é influenciado por diversos agentes, como o ataque de
pragas e doengas, o genotipo, as condigdes climaticas, favoraveis ou nao, que
ocorrem durante o ciclo de desenvolvimento da semente e até mesmo fatores que
derivam antes da sua formacgao, que pode ser exemplificado pela nutricao da planta
mae que a originou.

A producdo leva pouco tempo, de 3 a 7 dias, e pode ocorrer em
qualquer época do ano, sem necessidade de solo, fertilizantes, agrotéxicos e de luz
solar direta. O rendimento (propor¢ao semente/broto) é alto: um quilo de sementes
pode produzir entre 5 e 12 quilos de alimento funcional na forma de brotos,
dependendo da espécie vegetal empregada e do tempo de brotacdo (VIEIRA;
LOPES, 2001).

2.2 Alimentos funcionais
Atualmente o papel da alimentacdo considerada saudavel é otimizar a

nutricdo dos individuos, proporcionando-lhes melhorias na saude e no bem-estar,

aléem de reduzir o risco de desenvolvimento de doencas decorrentes da ma
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alimentagado. Os alimentos funcionais apresentam substancias com distintas funcdes
biolégicas, denominadas compostos bioativos, que sdo capazes de modular a
fisiologia do organismo, auxiliando na manutengdo da saude (CARVALHO; LINO,
2014).

Para uma melhor compreensido dos varios conceitos e principios que
devem ser considerados ao se definir alimentos funcionais, podem ser destacados
estudos como o de Csiro (2004), que os caracteriza como alimentos que podem ser
consumidos regularmente, como parte de uma dieta normal, projetados
especificamente para fornecer um beneficio fisiologico ou médico. Esses alimentos,
segundo Doyon e Labrecque (2008), também podem regular as fungdes do corpo
para proteger contra e/ou retardar a progresséo de doengas como: cancer, diabetes,
doenca coronaria, hipertensao e osteoporose.

De acordo com a Health Canada (2006), um alimento funcional &€ um
alimento convencional, ou um alimento com aparéncia semelhante ao alimento
convencional, que faz parte de uma dieta regular e proporciona beneficios
relacionados a saude e/ou reduz o risco de doencgas cronicas. Também podem ser
definidos como aqueles que influenciam as fungdes do organismo de forma
favoravel, proporcionando melhorias no bem-estar e redugdo de doencgas
(ROBERFROID, 2002). De forma geral, sdo todos os alimentos ou bebidas que,
quando consumidos, fornecem beneficios fisiolégicos especificos, por conta da
presenca de seus ingredientes saudaveis (CANDIDO; CAMPOS, 2005).

Os alimentos e ingredientes funcionais recebem dois tipos de
classificagdo: quanto a sua fonte, podendo ser de origem animal ou vegetal, e
quanto a sua atuagdo no organismo, sendo que nesse grupo eles podem atuar no
sistema digestoério, como antioxidante, no metabolismo de substratos, ou assumirem
ainda outras fungdes (SOUZA et al., 2003). Alem disso, as substancias biologicas
ativas existentes nesses alimentos podem ser classificadas de acordo com as
seqguintes categorias: probidtico e prebidtico, sulfurados e nitrogenados, pigmentos e
vitaminas, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados e fibras (MORAES;
COLLA, 2006).

Vegetais in natura contém numerosos fitoquimicos, metabdlitos
vegetais, destacando-se os compostos fendlicos, os compostos nitrogenados, os
carotendides, o acido ascorbico e os tocoferdis. Muitos desses compostos possuem

significativa atividade antioxidante, sendo associados a menor incidéncia e menor
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mortalidade por doengas crénicas ndo transmissiveis, sobretudo o cancer, em seres
humanos (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Alem disso, pode-se ressaltar que,
segundo Sibbel (2007), o aumento no consumo dos alimentos funcionais € uma

tendéncia mundial.

2.3 Metabolismo secundario

As células vivas possuem um conjunto de atividades constantes
intermediadas por moléculas organicas e enzimas que fornecem energia, renovam
moléculas e mantém a ordem do organismo. Esses processos somados sao
chamados de metabolismo (MARZZOCO; TORRES, 2007). O metabolismo primario
€ responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos, agucares e
outras substancias importantes para a realizagdo das fungdes vitais (CHAMPE;
HARVEY; FERRIER, 2008). Este possui fungdo estrutural, plastica e de
armazenamento de energia (TAIZ; ZEIGER, 2006). Por outro lado, as plantas
também apresentam o metabolismo secundario, que nao esta diretamente envolvido
com as fungbes primarias de crescimento, servindo para fornecer aos vegetais
ferramentas de adaptabilidade ao meio que despertam interesse pelos beneficios
farmacéuticos (MARZZOCO; TORRES, 2007; SCHENKEL et al., 2007).

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos
que parecem nao ter fungao direta em seu crescimento e desenvolvimento. Tais
substancias sado conhecidas como metabdlitos secundarios, produtos secundarios
ou produtos naturais. Ainda segundo os autores, os metabdlitos secundarios diferem
dos metabdlitos primarios (aminoacidos, nucleotideos, agucares e acil-lipideos) por
apresentarem distribuicao restrita no reino vegetal; isto é, metabdlitos secundarios
especificos s&o restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies
relacionadas, enquanto os metabdlitos primarios sdo encontrados em todo o reino
vegetal e ndo tem participacao direta no metabolismo essencial para a sobrevivéncia
da planta. Sao trés as principais classes de metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ et al., 2017).

Os compostos fendlicos, também conhecidos como polifendis ou
fenilpropanoides, formam um grupo estruturalmente diverso de metabdlitos
secundarios que inclui os metabdlitos originados da condensagdo de unidades
acetato, flavonoides, isoflavondides e taninos (ANDRES-LACUEVA et al., 2008).
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Muitas pesquisas tém demonstrado que compostos fendlicos oriundos de plantas
possuem grande potencial antioxidante (SOUSA, 2007), por capturarem diretamente
espécies reativas ou intermediarios reativos de uma série de reacdes com as
enzimas antioxidantes (ANDRADE et al., 2007).

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que podem prevenir ou
diminuir os danos oxidativos de lipidios, proteinas e acidos nucleicos causados por
espécies reativas de oxigénio, o que inclui os radicais livres; ou seja, 0s
antioxidantes possuem a capacidade de reagir com os radicais livres e assim
restringir seus efeitos maléficos ao organismo humano (COUTO; CANNIATTI-
BRAZACA, 2010).

Os antioxidantes tém efeitos sinérgicos no crescimento, rendimento e
qualidade do rendimento de muitas espécies de plantas. Estes compostos tém
efeitos benéficos na captura dos radicais livres ou do oxigénio ativo produzidos
durante a fotossintese e os processos de respiragdo (FOYER et al., 1991)

A aplicacdo exdgena de antioxidantes sob a forma de vitaminas
ganhou atencdo consideravel como uma possivel abordagem para combater os
efeitos adversos do estresse nas plantas, de modo a produzir melhoras qualitativas
e quantitativas em seus crescimentos, desenvolvimentos e rendimentos (EL
BASSIOUNY; GOBARAH; RAMADAN, 2005). As vitaminas podem ser consideradas
como compostos biorreguladores naturais e de seguranga que, em concentragoes
relativamente baixas, exerceram influéncias profundas sobre diversos processos
fisiolégicos (SADAK; DAWOOQD, 2014).

2.4 Elicitores

Existem algumas substancias chamadas de elicitores, que se definem
por sua capacidade de, ao serem adicionadas em pequenas doses em células vivas,
poderem iniciar ou melhorar a sintese de compostos quimicos especificos (EDREVA
et al., 2008; FERRARI, 2010). Esses elicitores podem ser classificados de duas
maneiras. No primeiro caso, quanto a sua origem: exogenos e endoégenos, podendo
ser ions metalicos e compostos inorganicos ou organicos. No segundo caso, quanto
a sua natureza: bidticos ou abidticos. O metabolismo secundario gera produtos que
sdo hoje em dia essenciais tanto para a industria farmacéutica quanto para a

nutricdo humana. Quando os organismos vegetais recebem os elicitores, as células
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podem aumentar o rendimento na producdo de metabdlitos especificos via
metabolismo secundario, gerando uma melhora na qualidade e quantidade de
compostos (NAMDEO, 2007).

Os elicitores abidticos sao substéncias de origem nao bioldgica,
predominantemente sais inorganicos e demais fatores fisicos que atuam como
elicitores, tais como os ions Cu e Cd, Ca?* ou um pH elevado; ja os elicitores bidticos
sdo substancias com origem biolégica, o que inclui polissacarideos derivados de
paredes celulares de plantas (pectina ou celulose), micro-organismos (quitina ou
glucanos), glicoproteinas, proteinas G ou proteinas intracelulares, cujas fungdes sao
acopladas aos receptores e atuam ativando ou inativando uma série de enzimas ou
canais ionicos. Os elicitores exdgenos sao substancias originadas fora da célula,
como polissacarideos, poliaminas e acidos graxos, enquanto os elicitores
enddgenos sdo substancias originadas no interior da célula, como a galacturonida
ou os hepta-B-glucdsideos, etc.

Namdeo, Patil e Fulzele (2002) verificaram que a concentracdo da
solucdo desempenha um papel muito importante no processo de eliciacio.
Observaram ainda variagdes na acumulacao de ajmalicine em culturas de C. roseus
quando tratadas com diferentes concentracbes de elicitores: a acumulacdo de
ajmalicine foi maior em ceélulas elicitadas com maior concentragéo (5,0%) de extratos
provocadores em comparagao com a menor concentragdo (0,5%). No entanto,
aumentar a concentracao até 10,0% afetou negativamente o acumulo de ajmalicine.
Uma alta dosagem de elicitor induziu resposta hipersensivel, levando a morte
celular, ao passo que um nivel ideal foi alcangado para uma indugdo desejada
(COLLINGE; SUSARENKA, 1987;ROEWER; CLOUTIER; VAN DER HEIJDEN,
1992).

Dentre os varios possiveis, neste trabalho nos utilizaremos das

vitaminas C e E, e ainda do composto fendlico acido salicilico.
2.4.1 Acao dos elicitores na promog¢ao do metabolismo secundario
2.4.1.1 Acido Salicilico

O acido salicilico (AS) é um acido organico que possui efeito elicitor, e

cuja formula estrutural esta apresentada na Figura 1. Segundo Nunes et al. (2008),
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trata-se de uma molécula sinalizadora de agressdo que aumenta os metabdlitos
secundarios. E formado por compostos fendlicos e sintetizado a partir do aminoacido
fenilalanina. Seu efeito elicitor significa que, em pequenas quantidades, o AS pode
funcionar como promotor de crescimento, antioxidante e ainda aumentar a

lignificagdo dos vegetais, por estimular o metabolismo secundario.

Figura 1 — Estrutura molecular do acido salicilico

O OH

OH

Fonte: FERREIRA, 2015. http://apelequehabitoblog.blogspot.com.br/2015/10/acido-
salicilico.html#.WcvOHGhSzIU

Nos vegetais, o acido salicilico esta presente em folhas, plantas
atacadas por patogenos e inflorescéncias de plantas termogénicas (CASTRO;
VIEIRA, 2001).

Elicitores abidticos como o acido salicilico, quando aplicados
exogenamente, podem desencadear sistemicamente a expressdo de um conjunto de
genes de defesa que naturalmente sdo ativados quando ocorre infecgdo por
patégeno, de modo a estimular a sintese de varios metabdlitos vegetais, como os
polifendis e compostos nitrogenados (OKADA et al., 2007).

De acordo com Mazaro et al. (2015), o acido salicilico ativa rotas de
defesa vegetal, como as PR-proteinas quitinases e a 3-1,3-glucanase, além da rota
dos fenilpropandides, com alteracdo na atividade da fenilalanina amdnia-liase e nos
compostos do metabolismo secundario, como antocianinas e flavonoides.

Pacheco et al. (2007) avaliaram a germinagdo de sementes de

camomila e caléndula em diferentes concentracdes de AS. Assim, constataram que
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concentragbes acima de 0,2 mM prejudicam a germinacdo das sementes de
camomila, enquanto dosagens de 0,025 mM e 0,05 mM favoreceram a germinagao e
a velocidade da mesma em caléndula. Em sementes de arroz, concentragdes entre
10 e 20 mM diminuiram a germinagdo e causaram morte das células (SILVEIRA;
MORAES; LOPES, 2000). Por outro lado, Sadeghipour e Aghaei (2012) apuraram
que a aplicagdo exdgena de AS favorece o crescimento e a producédo do feijao
comum quando em situacdo de estresse hidrico, com base em mudancas em
algumas caracteristicas como altura de planta, indice de area foliar (IAF), teor de
proteina e rendimento de proteina de semente.

Existem ainda pesquisas que buscaram estabelecer relagcdo entre a
aplicacao de AS com antioxidantes enzimaticos. Para Silva et al. (2016), a presenca
de peroxidase em maracujazeiro amarelo aumentou significativamente nos
intervalos de 12 e 24h de aplicacdo. Na aplicagdo via foliar, em duas espécies
hibridas de girassol, a presenga de superdxido dismutase e peroxidase aumentou
significativamente, enquanto a enzima catalase se manteve sem alteragdes
(NOREEN et al., 2009).

O acido salicilico apresentou efeito de indugdo de resisténcia e
manutengdo da qualidade pos-colheita de maracujas (WEBER et al.,, 2012);
morangos (LOLAEI et al., 2012; SALARI et al.,, 2012) e péssegos (KHADEMI;
ERSHADI, 2013), atuando na expressao de genes responsaveis pelo acumulo de
espécies reativas de oxigénio no apoplasto, tais como superdxido (O2) e peroxido de
hidrogénio (H20;), que causam a morte de células no local da infecg&o.

Estudos elaborados por Gongalves (2017) envolvendo Mentha x
piperita cultivada com aplicagdo de acido salicilico, visando a verificagdo de sua
influéncia em aspectos dos metabolismos primario e especializado, revelaram que
aplicagao de acido salicilico ndo influenciou a produg¢ao de substancias volateis, nem
a producéo de folhas, de matéria seca e a area foliar, ao passo que influenciou de
modo discreto indices fisioldgicos de crescimento e elevando taxas de assimilagao
de CO? carboxilagdo, condutancia estomatica, eficiéncia de uso da agua e
transpiracdo e antocianinas. Conclui-se que a aplicagdo de acido salicilico
influenciou o metabolismo primario e especializado, elevando as trocas gasosas e
influenciando aspectos das rotas de sintese de antioxidantes.

A aplicagdo exdgena de AS na concentragéo de 0,50 mM resultou em

aumentos lineares no acumulo de massa seca de raiz, massa seca total, razdo raiz /
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parte aérea e teores de clorofila a e clorofila a+b em plantas de mil-folhas (Achillea
millefolium L.), assim como em efeitos positivos sobre o metabolismo secundario,
que foram evidenciados pelos aumentos na concentracdo de compostos fendlicos

totais e da atividade antioxidante nas concentragdes 0,50 e 1,00 mM (GORNI, 2015).

2.4.1.2 Acido Ascorbico

O médico escocés da Marinha Britanica, James Lind, documentou em
1747 a ingestdo de sucos citricos no tratamento do escorbuto, realizando o primeiro
estudo controlado de que se tem noticia na medicina. Ele foi, afinal, o primeiro a
correlacionar a alta morbidade e mortalidade dos marinheiros ingleses com a
deficiéncia da vitamina C (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2003).

Muitas tentativas fracassaram de se tentar isolar e identificar a vitamina
C em sua forma pura. Em 1928, o médico e bioquimico hungaro Albert Szent-
Gyorgyi conseguiu isolar esta vitamina, que recebeu o nome de acido hexurdnico.
Ele descobriu ainda que sua férmula era CgHgOg. Em 1932, o isolamento da vitamina
C em forma cristalina pura foi conseguido por Szent-Gyorgyi e seu colaborador
Norman Haworth, professor de Quimica na Universidade de Birmingham. A estrutura
quimica foi identificada, e o produto, sintetizado sob a forma fisiologicamente ativa
pouco depois; em 1938, o acido ascorbico foi oficialmente aceito como nome
quimico da vitamina C (LE COUTEUR, 2006).

Com relagdo a nomenclatura L-treo-2-hexenona-1,4-lactona ou
vitamina C, houve uma modificagdo, em 1965, para o nome acido L-ascorbico pela
comissdo de nomenclatura bioquimica da IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry). Assim, o nome acido ascorbico indicava a atividade
antiescorbutica da vitamina C com origem na antiga forma inglesa da palavra
escorbuto (scorby) (ROSA et al. 2007). A formula estrutural do acido ascérbico esta

ilustrada na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura molecular do acido ascoérbico

HO OH

Fonte: DREAMSTIME. Estrutura molecular do acido ascoérbico (vitamina C) [2018]. Disponivel

em\\; <https://pt.dreamstime.com/ilustra%C3%A7 % C3%A3o-stock-estrutura-molecular-do-
%C3%A1cido-asc%C3%B3rbico-vitamina-c-image71064579#>. Acesso em: 1 jun. 2018

O acido ascorbico esta envolvido na regulagado de diversos processos
bioldgicos criticos, como fotoinibicdo e alongamento celular (NOCTOR et al., 1998),
aléem de muitas outras reacbes enzimaticas e nao enzimaticas importantes
(SMIRNOFF, 2000). Além disso, o acido ascorbico € muito importante para a
regulacao da fotossintese, floracdo e senescéncia (BARTH; DE TULLIO; CONKLIN,
2006).

O acido ascorbico (vitamina C) € um dos mais importantes
antioxidantes soluveis em agua nas plantas, atuando como um modulador do
desenvolvimento da planta através da sinalizacdo hormonal e como coenzima em
reacbes por meio das quais os carboidratos, gorduras e proteinas sao
metabolizados (PASTORI et al., 2003)

O pré-tratamento das sementes com antioxidantes ndo enzimaticos,
como o acido ascoérbico, aumenta o vigor, e com isso, o potencial de
armazenamento dessas sementes em condicdes adversas de temperatura e
umidade (MAITY et al., 2000). E sugerido que o tratamento prévio das sementes
com antioxidantes como o &cido ascorbico aumenta o vigor e prolonga a
armazenabilidade das sementes, devido, principalmente, a remogcao de espécies

reativas de oxigénio (ERO) (SMIRNOFF, 2000). Entretanto, s&o escassos na
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literatura estudos sobre o efeito da aplicacdo de antioxidantes ndo enzimaticos na
melhoria da viabilidade e do potencial de armazenamento de sementes de feijéo.

O acido ascorbico atua como um antioxidante, por estar disponivel para
uma oxidacado energeticamente favoravel. Como ele é facilmente oxidado pelo ar,
este sofre a oxidagdo em preferéncia ao alimento, preservando a sua qualidade.
Muitos oxidantes (tipicamente, das espécies de oxigénio reativos), como o radical
hidroxil (formado a partir da 4gua oxigenada), contém um elétron ndo emparelhado,
e, com isso, sao muito reativos e prejudicais para as pessoas, plantas, alimentos,
etc., em nivel molecular. Isto se deve a sua interagdo com os acidos nucléicos,
proteinas e lipidios. As espécies de oxigénio reativas sdo reduzidas a agua,
enquanto que as formas oxidadas do acido ascérbico (monodehidroascérbico e
dehidroascérbico) sdo relativamente estaveis e ndo reativas (ARAUJO,1999).

O acido ascorbico, ao ser utilizado como antioxidante em alimentos,
funciona de diversas maneiras: na remogao do oxigénio, prevenindo, portanto, a
oxidagao de constituintes sensiveis do alimento, e na regeneragao de antioxidantes,
além de atuar sinergisticamente com os agentes complexantes e/ou na reducao de
produtos indesejaveis da oxidagédo (RAMALHO, 2005).

Ullah et el. (2016) demonstraram que a aplicagdo exdgena de acido
ascorbico as plantas com estresse por cadmio fez com que diminuisse a
acumulagao de cadmio em brotos e raizes, demonstrando também reversao parcial
dos efeitos do estresse por cadmio.

Oliveira et al. (2014), ao analisar o efeito das doses de acido ascoérbico
(AC) na porcentagem de germinagéo de semente de milho doce, verificou que os
resultados apresentaram um comportamento linear, mostrando que, conforme foi
aumentada a dose de acido ascorbico, houve uma tendéncia correspondente de
incremento nos valores do percentual de germinagao. De acordo com Tomassi et al.
(2011), o acido ascorbico pode estar envolvido diretamente no processo responsavel
pelo redirecionamento das substancias de reserva disponivel para a germinagao do
embrido, pois o0 mesmo tende a estimular a produgcdo de enzimas responsaveis por
esse processo, favorecendo um melhor desempenho na germinag&o. Burgueres et
al. (2007) observaram variagdo na germinagdo entre os tratamentos de sementes
com 4acido ascoérbico quando comparados com a germinagao de sementes de milho
doce do cultivar Vivi, ndo tratadas. Ja Stasolla e Yeung (2003) verificaram um

aumento na taxa de germinagédo com aplicagdo exdgena de acido ascorbico.
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2.4.1.3 Tocoferol

A natureza multipla da vitamina E comegou a ser descoberta em 1936,
a partir do isolamento de compostos no 6leo de gérmen de trigo, designados como
alfa e beta tocoferol (a, B- tocoferol) (AZZl; STOCKER, 2000). Na sequéncia,
descobriu-se em 6leo vegetal outros compostos de tocoferol, o gama e delta
tocoferol (y, &-tocoferol), além dos tocotriendis (AZZl; STOCKER, 2000). Na Figura 3

€ apresentada a estrutura molecular dos tocoferdis.

FIGURA 3 — Estrutura molecular dos tocoferdis

CH,

o - tocoferol: R, =R, =R, =CH,

B - tocoferol: R, =R,=CH,; R,=H
Y - tocoferol: R, =H; R, =R, =CH,
0 - tocoferol: R, =R, =H; R, = CH,

Fonte: http://vitaminasfarmacia.blogspot.com.br/2016/05/estrutura-propriedades-fisico-quimicas.htmi

Além dos compostos homdlogos de ocorréncia natural, existe a forma
sintética da vitamina E conhecida como DL-a-tocoferol, configurada a partir de uma
mistura de oito estereoisbmeros, possuindo uma absor¢cdo menor do que a forma
natural, de papel antioxidante in vitro, porém diferindo em sua atividade biolégica
(MACHLIN; GABRIEL; BRIN, 1982; SCHENKER et al., 1998).

Os tocoferdis desempenham papéis vitais na manutencdo da
homeostase redox. Nas membranas fotossintéticas, eles recuperam ROS
(principalmente O e OH) e reduzem os radicais peroxila (LOOs) aos seus
hidroperdxidos correspondentes (MAEDA et al., 2005), tornando a principal fungao
da vitamina o seu papel antioxidante (TRABER; ATKINSON, 2007). Além desta

funcdo, a vitamina E também pode desempenhar fungdes celulares nao
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antioxidantes, como inibigdes da proteina quinase C, da fosfolipase A2 e da NADPH-
oxidase (ZINGG; AZZI, 2004).

O o-tocoferol € a forma mais comum de vitamina E encontrada no
tecido fotossintético (AHMAD; RASOOL, 2014). Ao contrario de outros antioxidantes,
o tocoferol é sintetizado exclusivamente em organismos fotossintetizadores, como
plantas superiores e algas (HUSSAIN et al., 2013). A biossintese de tocoferol nas
plantas ocorre principalmente no plastidio. Existem duas vias convergentes da
biossintese do tocoferol que sdo regidas por uma série de enzimas (MENDES;
KELL, 1997).

O tocoferol € um antioxidante nao enzimatico lipossoluvel. Em
cooperagao com outros antioxidantes (por exemplo, acido ascérbico), efetivamente
atua reduzindo a producdo de ROS (principalmente O, e OH’). Varios estudos de
plantas forneceram evidéncia de que niveis elevados de tocoferol podem conferir
toleréncia a varios estresses abidticos, incluindo salinidade (OUYANG et al., 2011;
FAROUK, 2011), seca (CELA; CHANG; MUNN'E-BOSCH, 2011; ESPINOZA et al.,
2013), temperaturas extremas (KANAYAMA et al., 2013; KUMAR; SINGH; NAYYAR,
2013), toxicidade metalica (SANITA" DI TOPPI et al., 2012), ozbnio elevado (GUO et
al.,, 2009) e radiacdo UV (MUNN'E-BOSCH e ALEGRE, 2002), deixando evidente
que a biossintese de tocoferol aumentou em condi¢cdes estressantes e proporcionou
uma melhor protegdo contra o estresse oxidativo, limitando a geragcdao de ROS
(SHAO et al., 2008; SEMCHUK et al., 2009; LUSHCHAK; SEMCHUK, 2012).

O tocoferol esta presente em quantidades elevadas na membrana do
tilacoide no cloroplasto, também um importante local de produgao de ERO (AHMAD;
RASOOL, 2014). Em cooperagao com o ciclo das xantofilas, a vitamina E cumpre
pelo menos duas fungdes diferentes em cloroplastos, nos dois principais locais de
producdo de oxigénio singlete: tanto preserva o fotossistema Il (PSIl) da
fotoinativagdo quanto protege os lipidios da membrana da fotoxidacdo (HAVAUX et
al., 2005).

As plantas pré-tratadas com a-tocoferol apresentaram tolerancia ao
estresse induzido e protecédo contra danos oxidativos causados por varios estresses
(KUMAR; SINGH; NAYYAR, 2013). Como a produgdo de ERO e a biossintese de
tocoferol estao localizadas no mesmo local, é possivel que o enriquecimento de a-
tocoferol em membranas de cloroplasto possa estar relacionado a habilidade de

tocoferol para eliminar ERO como O? e LOO", protegendo o aparelho fotossintético
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de estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica (MUNNE-BOSCH, 2007; LUSHCHAK;
SEMCHUK, 2012).

Outros antioxidantes (por exemplo, acido ascorbico e glutadiona) estao
interligados com o tocoferol para controle de ERO. A aplicagdo exégena de tocoferol
mostrou um nivel melhorado de tocoferol enddégeno e maior tolerancia ao estresse
(AHMAD; RASOOL, 2014).

Delong e Steffen (1998) forneceram a-tocoferol exdégeno as
membranas de tilacoides de espinafre para determinar se os niveis elevados de a-
tocoferol protegeriam os lipidios da degradagao induzida pela exposi¢cao a radiagao
UV-B, e perceberam que, embora os niveis de a-tocoferol ndo tenham sido alterados
por UV-B ou radiacdo fotossinteticamente ativa nos tilacoides normais, eles
diminuiram de forma semelhante para ambos os tratamentos de radiacdo a 90 e 180
min de exposi¢do nas membranas. Esses dados indicam que niveis elevados de a-
tocoferol conferiram protecdo antioxidante aos lipidios da membrana de tilacoides
expostos a UV-B e radiacao fotossinteticamente ativa, mas ao custo da degradagéao
significativa de a-tocoferol ao longo do tempo.

Experimentos realizado com soja por Mostafa et al. (2015)
demostraram que trés aplicagdes foliares com 100 mg L™ de tocoferol aumentaram
a taxa de assimilag&o liquida de fotossintese, a taxa de crescimento relativo, o teor
de nitrogénio, além de terem apresentado alteragdes variaveis, mas positivas, em
todos os outros parametros medidos (relagao clorofila a/b; concentragdes de prolina
livre; aminoacidos livres totais; agucares livres totais e ions de sd6dio), sob irrigagao
com agua salina ou agua fresca, em diferentes niveis de salinidade.

Ye et al. (2017) sugerem que a aplicagao foliar com a-tocoferol poderia
efetivamente proteger as plantas de C. leucochlora do dano do estresse salino,
presumivelmente por extingdo das espécies de oxigénio reativo excessivo, para
proteger os pigmentos fotossintéticos e de modo a aumentar o ajuste osmatico.

Encontrar doses apropriadas e métodos de aplicagdo do tocoferol
como protetor € um tema relevante para estudos. Nos ultimos anos, algumas
tentativas foram feitas para adaptar os genes responsaveis pela biossintese de
tocoferol em condigdes estressantes. A elucidacdo completa destes processos
ajudara no desenvolvimento da tolerancia ao estresse abidtico e no fornecimento de
alimentos enriquecidos com tocoferol para seres humanos (AHMAD; RASOOL,
2014).
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O efeito dos elicitores nas plantas depende de muitos fatores ligados
ao cultivo, tais como a concentragao utilizada, o tempo de elicitacdo e o estagio de
crescimento da cultura (DORNENBURG; KNORR, 1996). A producdo destes
compostos fendlicos € frequentemente baixa (menos de 1% de peso seco), além de
depender em grande medida do estagio fisiolégico e de desenvolvimento da planta
(OKSMAN-CALDENTEY:; INZE, 2004) (DIXON, 2001).

De acordo com Namdeo (2007), € comprovado que a elicitacéo
aumenta o metabolismo secundario em plantas ou células vegetais in vitro, mas isso
nao implica que o mecanismo exato de elicitagado seja inteiramente compreendido.
Isto proporciona uma oportunidade para a investigagdo intensiva no dominio das
biociéncias para a exploragdo de células vegetais tendo em vista a produgdo de

metabolitos secundarios.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sementes da
Faculdade de Agronomia da UNOESTE, em Presidente Prudente/SP. As sementes
de Vigna radiata L. foram obtidas de cultivadores de broto de feijao da regiao, pois
nao havia empresa de sementes com sementes disponiveis no comércio nacional.
Apos a caracterizagao inicial do lote de sementes com avaliacbes iniciais de
germinacgao e teor de agua (BRASIL, 2009), foram instalados experimentos onde se
verificou o efeito dos elicitores sobre o metabolismo das plantulas, avaliando-se
tanto parametros biométricos de crescimento (produgdo de biomassa aérea e
radicular) quanto parametros bioquimicos.

As sementes de Vigna radiata L. foram colocadas em caixas plasticas
(11 x 11 x 3 cm) na proporgédo de 50 sementes por caixa, com 1000 sementes para
cada experimento, e sendo adicionados 12 mL de agua destilada; as caixas eram,
em seguida, levadas para camara de germinagao com temperatura constante de 25
°C.

Apos 24 horas, as caixas plasticas foram analisadas para descarte das
sementes ndo germinadas e brotos com desenvolvimento discrepante (atrasado ou
adiantado) de modo a se obter um conjunto homogéneo de 50 brotos em cada uma
das 5 caixas para inicio da aplicagédo dos tratamentos com &cido salicilico (AS,
138,12 g mol™), acido ascérbico (AC, 176,12 g mol ™) e tocoferol (TOC, na forma de
DL-a tocoferol, 772,74 g mol™).

Para cada um dos tratamentos, os brotos obtidos aos cinco dias apds
semeadura foram medidas quanto ao comprimento de parte aérea, raiz e total,
tomando-se aleatoriamente 20 brotos por repeticdo. As partes aéreas e as raizes ja
segmentadas foram colocadas em recipientes devidamente identificados, para
posterior secagem em estufa a 60 °C por 48 h e obtengdo da massa seca de parte
aérea e raiz dos brotos. Com a soma das massas das partes, foram obtidas as
massas totais de brotos de cada repeticdo. A razao raiz/parte aérea foi obtida pela
divisdo da massa seca da raiz pela massa seca da parte aérea. Uma das 5 caixas
acima descritas foi utilizada para se obter cinquenta brotos, que foram congeladas
em freezer -80 °C para a posterior realizacdo da determinagéo do teor de proteinas

soluveis e da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), que desempenha
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papel chave no sistema de defesa antioxidante através da dismutagdo de 0% a H,0,
e O,.

O teor de proteinas soluveis foi obtido pela utilizagdo de 100 mg de
tecido fresco de hipocdétilos para cada uma das trés repeticdes bioldgicas para cada
um dos trés tratamentos, que foram macerados em nitrogénio liquido e colocados
em tubos contendo 2 mL de tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7.8). Os tubos foram agitados
e incubados em temperatura ambiente por uma hora. A solugéo foi centrifugada a
9.500 rpm por 10 minutos. O pelete foi re-extraido como descrito acima e o
sobrenadante resultante foi agitado e armazenado a -80 °C até quantificagdo. As
proteinas foram quantificadas de acordo com Bradford (1976).

De acordo com Buscariolli (2011), a superdxido dismutase SOD possui
a funcdo de protecdo contra os danos gerados pelo O2°*, sendo considerada a
primeira linha do sistema de defesa antioxidante enzimatico. SOD representa um
grupo de enzimas que catalisa a dismutagdo do O2°* e a sequente formacdo de
H20..

A atividade de superodxido dismutase (SOD, EC.1.15.11) foi mensurada
usando o método descrito por Lei et al. (2005), que consisti em adicionar 50 pL do
extrato de hipocotilos a 4,95 mL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7.8) contendo 13 mM
de metionina e 63 uM de nitro blue tetrazélio (NBT), com 13 uM riboflavina. Os tubos
foram incubados a 25 °C por 15 minutos sob luz fluorescente, centrifugado a 10.000
rom por cinco minutos, e a absorbancia foi lida a 560 nm. Os tubos contendo o
mesmo meio sem o extrato e sem recebimento de luz foram usados como controle.
Uma unidade de SOD (mg protein)” foi definida como a atividade da enzima capaz
de inibir a fotorredugdo do NBT a formazan em 50%. Os resultados de atividade de
SOD foram normalizados pelos de proteinas soluveis, determinadas pelo método
Bradford (1976).

Com relagdo as demais analises bioquimicas (fendis totais e atividade
antioxidante), cada uma foi realizada em triplicata e a condugdo dos experimentos
acima citados (producdo de brotos com 5 DAS), para que, em seguida, fossem
obtidos os extratos a serem analisados em cada uma das trés repetigdes biologicas
realizadas.

Os extratos produzidos para as analises de fendis totais e de atividade
antioxidante foram obtidos a partir do seguinte protocolo (REIS; MARIOT;
STEENBOCK, 2004): depois de lavados em agua corrente, os brotos de cada
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tratamento (incluindo-se os cotilédones e a raiz) foram colocados em liquidificador
por 5 minutos, juntamente com etanol 70°, com descanso posterior em gelo por
outros 5 minutos. A proporgao utilizada foi de 1:1 (grama / volume) em cada uma
das trés repeticoes executadas para se concluir este processo.

Em seguida, os extratos foram filtrados a vacuo por meio da utilizagéo
de uma bomba da marca TECNAL, modelo TE-058, e levados a capela por uma
hora, distribuidos em placas de petri onde foi adicionado 1 mL de acetona. Retirados
da capela, foram secos em estufa a 40 °C até que cada uma das amostras atingisse
o ponto de graxa. Os materiais foram acondicionados em recipientes plasticos com
tampa e armazenados ao abrigo da luz.

A determinacgao do teor de fendis totais presentes nos extratos vegetais
dos brotos foi realizada por meio de espectroscopia na regiao do visivel, a partir da
aplicacdo do meétodo de Folin—Ciocalteu, segundo a metodologia proposta por
Jayaprakasha et al. (2001).

A atividade antioxidante foi determinada via atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Para tanto, utilizou-se o protocolo de
Blois (1958). O radical livre sintético DPPH possui coloragdo purpura, absorvendo a
um comprimento de onda maximo de aproximadamente 515nm (ROGINSKY; LISSI,
2005). A partir das porcentagens de inibicdo de DPPH, por regressao linear foi
possivel calcular a concentragao inibitéria (C150), ou seja, a concentragao de extrato

capaz de reduzir 50% da concentracéo inicial de DPPH.
3.1 Ensaios com Acido Salicilico

Os tratamentos com acido salicilico (AS) foram conduzidos nas
concentragdes de zero, 115,1, 230,2 e 575,5 mg L™, com aplicacdes que variaram
entre uma e duas aplicagdes de 12 mL no ciclo e uma e duas aplicagdes de 6 mL no
ciclo, conforme o Quadro 1. Os brotos foram mantidos nas caixas plasticas
destampadas e em camara de germinagdo com temperatura constante de 25 °C até

a colheita.
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Quadro 1 — Esquema de selecdo de brotos e aplicacdo de solugdes de acido

salicilico (AS) e agua destilada (AD) nos diferentes ensaios de

crescimento de brotos de feijdo (Vigna radiata L), desde o primeiro dia

apo6s a semeadura (DAS) até a colheita.

Dias ap6s semeadura

2 3 5
Todos os Selecgao de i Total
ensaios brotos aplicado
+ 12 mL solucéo
Ensaio 1 de AS nas +12 mL AD Colheita 12 mL
diferentes
concentragoes
* 1§emALSSr?;usgao + 12 mL solucdo de
Ensaio 2 diferentes AS nas diferentes Colheita 24 mL
~ concentracdes
concentracbes
* Gd(ran’l&ssc:ggao + 6 mL solucio de
Ensaio 3 diferentes AS nas diferentes - o\ it 6 mL
~ concentracdes + 6
concentragoes + mL AD
6 mL AD
+ 6 mL solucao
de AS nas
Ensaio 4* diferentes +12mL AD Colheita 12 mL
concentragoes +
6 mL AD

* 0 ensaio 4 foi utilizado para obtengéo dos brotos utilizados nas analises bioquimicas

Fonte: O autor.

3.2 Ensaios com Acido Ascoérbico

Os tratamentos com acido ascoérbico (AC) foram conduzidos nas

concentragdes de zero; 0,147; 1,468; e 14,680 g L™, com aplicacdes que variaram

entre uma e duas aplicacdes de 12 mL no ciclo e duas aplicagcbes de 6 mL no ciclo,

conforme Quadro 2. Os brotos foram mantidos nas caixas plasticas destampadas e

em camara de germinagdo com temperatura constante de 25 °C até a colheita.
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Quadro 2 — Esquema de selecdo de brotos e aplicacdo de solugdes de acido
ascorbico (AC) e agua destilada (AD) nos diferentes ensaios de
crescimento de brotos de feijdo (Vigna radiata L), desde o primeiro dia

apo6s a semeadura (DAS) até a colheita.

Dias apos semeadura

2 3 5
TOdOS.’ 0S Selecao de brotos - - T_otal
ensaios aplicado
+ 12 mL solucéo
Ensaio 1 de AC nas +12 mL AD Colheita 12 mL
diferentes
concentragoes
+ 12 mL solucdo  + 12 mL solucéo
Ensaio 2 d? AC nas d? AC nas Colheita 24 mL
diferentes diferentes
concentracoes concentracoes
+ 6 mL solugao + 6 mL solugao
de AC nas de AC nas
Ensaio 3* diferentes diferentes Colheita 12 mL
concentracbes + concentracdes +
6 mL AD 6 mL AD

* 0 ensaio 3 foi utilizado para obtencao dos brotos utilizados nas analises bioquimicas
Fonte: O autor.

3.3 Ensaios com Tocoferol

Os tratamentos com tocoferol (TOC) ocorreram nas concentragbes de
zero; 25,0; 50,0 e 100,0 mg L™, com aplicagdes que variaram em uma, duas e trés
aplicagdes de 12 mL no ciclo, conforme Quadro 3. Os brotos foram mantidos nas
caixas plasticas destampadas e em cadmara de germinagdo com temperatura

constante de 25 °C até a colheita.
3.4 Analise Estatistica

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticoes por tratamento. Os resultados de comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), comprimento total (CT), massa
seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e massa seca total (MST)

foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey (P < 0,05%).
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As analises bioquimicas (proteina soluvel, superoxido dismutase —
SOD, fendis totais e atividade antioxidante) foram realizadas a partir de material
vegetal obtido em ensaios inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes bioldgicas e
trés repeticdes técnicas compondo nove leituras por tratamento.Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e teste Tukey (P < 0,05%). Todas as analises

utilizarm o software Assistat.

Quadro 3 — Esquema de selecao de brotos e aplicagdo de solugdes de tocoferol
(TOC) e agua destilada (AD) nos diferentes ensaios de crescimento de
brotos de feijdo (Vigna radiata L), desde o primeiro dia apds a

semeadura (DAS) até a colheita.

Dias ap6s semeadura

2 3 4 5
Todos Selegao de Total
0s - - - (
. brotos aplicado
ensaios
+12mL
solucao de
Ensaio 1 TOC nas +12mL AD +12mL AD Colheita 12 mL
diferentes
concentragoes
+12mL +12mL
solucao de solucao de
Ensaio 2 TOC nas TOC nas +12mL AD Colheita 24 mL
diferentes diferentes
concentracbées concentragdes
+12mL +12mL +12mL
Ensaio solucao de solucao de solucao de
3* TOC nas TOC nas TOC nas Colheita 36 mL
diferentes diferentes diferentes

concentragbes concentragdes concentragbes

* O ensaio 3 foi utilizado para obtengao dos brotos utilizados nas analises bioquimicas
Fonte: O autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Aplicagdo de Acido Salicilico

Na Tabela 1, observa-se que a aplicagdo de uma dose de 12 mL da
solugédo de AS, nas concentragdes de 230,2 e 575,5 mg L™, resultou em plantas que
diferiram do controle na maioria dos parametros avaliados. Quando se observa o
crescimento de raiz, houve reducao de 60,15% com a maior concentragdo do AS, e
o comprimento total do broto foi reduzido em 38,69%.

Por sua vez, aplicando-se duas doses de 12 mL da solugdo, por dois
dias consecutivos, houve maior comprometimento quanto ao crescimento, pois todas
as concentragdes apresentaram resultados inferiores ao controle para todos os
parametros avaliados de biometria dos brotos.

A aplicacdo de apenas uma dose de 6 mL da solugao por dois dias
consecutivos diminuiu a interferéncias do AS no crescimento. Neste caso, os
parametros CPA, MSPA e MST néao foram significativamente diferentes em relagao
ao controle. No entanto, na concentragdo 575,5 mg L', os demais parametros
indicaram redugdo do crescimento dos brotos com o comprimento total sendo
deprimido em 29%.

A mesma tabela demonstra que a aplicacdo de uma dose de 6 mL da
solucdo resultou em menor comprometimento do crescimento dos brotos. O CPA,
MSPA, MSR e MST néo diferiram do controle nas concentragdes mais baixas do AS
(115,1 e 230,2 mg L"), enquanto o comprimento total do broto foi reduzido em

aproximadamente 31% na concentragao de 575,5 mg L™
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Tabela 1 — Resultados de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
comprimento total dos brotos (CT), relagdo raiz / parte aérea
(REL_RPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR) e massa seca total (MST), em feijdo mungo-verde sob

diferentes concentracdes e numeros de aplica¢des de acido salicilico.

Concentragdo CPA CR CT REL_RPA  MSPA MSR MST
(mg L") (cm)  (cm) (cm) - (9) (9) (9)
Ensaio 1 - 1 aplicagdo de 12 mL
0,0 8,18 a 5,27 a 13,44 a 0,64 a 0,29 a 0,05 a 0,34 a
115,1 7,68 a 4,23 b 11,90 ab 0,55¢ 0,30 a 0,04 ab 0,34 a
230,2 7,00ab 3,03c 10,03 bc 0,43 b 0,25b 0,03 bc 0,28 b
575,5 6,15b 21d 8,24 c 0,34d 0,24 b 0,03 c 0,27 b
F 8,4* 41,6™ 22,9* 44,5 12,5* 13,9** 13,5
Ccv 0,083 0,117 0,086 0,081 0,058 0,117 0,062
Ensaio 2 - 2 aplicagdes de 12 mL
0,0 8,17 a 5,27 a 13,44 a 0,64 a 0,29 a 0,05 a 0,34 a
115,1 7,00 b 3,03 b 10,03 b 0,43 b 0,25 bc 0,03 b 0,28 bc
230,2 7,01b 2,53 b 9,61b 0,36 ¢ 0,26 b 0,04 b 0,29 b
575,5 587c 1,52 ¢ 740c 0,26d 0,22 ¢ 0,02 b 0,25¢
F 22,5* 60,5** 45,9** 83,6 17,2** 13,4* 19,4**
cv 0,056 0,132 0,073 0,084 0,052 0,143 0,057
Ensaio 3 - 2 aplicagdes de 6 mL
0,0 6,46 4,16 ab 10,62 a 0,65 a 0,26 0,05 a 0,30
115,1 6,51 4,28 a 10,79 a 0,66 a 0,27 0,04 b 0,30
230,2 5,51 3,10 bc 8,62 b 0,57 a 0,23 0,04 b 0,37
575,5 5,44 2,09c 7,53 b 0,39b 0,18 0,03 c 0,21
F 3,9 16,1 11,6™ 11,3** 2,3 18,8** 29
Ccv 0,098 0,150 0,99 0,134 0,217 0,072 0,188
Ensaio 4 - 1 aplicacao de 6 mL
0,0 8,01 a 4,70 a 12,70 a 0,59 a 0,29 a 0,05 a 0,34 a
115,1 715a 3,34 b 10,49 b 0,47 b 0,28 ab 0,05a 0,32 ab
230,2 7,21 a 4,08 a 11,29 b 0,57 a 0,30 a 0,05a 0,35a
575,5 6,24 b 252c 8,76 c 041b 0,26 b 0,04 b 0,30 b
F 11,8* 36,2** 32,3** 12,9** 7,0** 10,8** 7,8**
cv 0,059 0,085 0,053 0,094 0,043 0,065 0,044

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%
Fonte: O autor.

Neste estudo, as concentragcdes de AS variaram de 115,1 a 575,5 mg
L™, o que equivale a uma variacdo de 0,83 até 4,16 mM. O AS é considerado uma
molécula sinalizadora e que apresenta fungdo hormonal, podendo incrementar ou
reduzir o crescimento (CASTRO; VIEIRA, 2001; NUNES et al., 2008). Geralmente, a
aplicagao de baixas concentragcdes de AS alivia a sensibilidade ao estresse abidtico
de plantas, enquanto altas concentracdes (usualmente mais de 1 mM) induzem altos
niveis de estresse oxidativo, levando ao decréscimo de tolerancia ao estresse

abiotico e consequentemente a redugdo do crescimento (MIURA; TADA, 2014), o
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que pode ter acontecido com este experimento, ja que as doses aplicadas foram
superiores a concentracao de 0,83 mM.

Pacheco et al. (2007), avaliando a germinagcdo de sementes de
camomila e caléndula em diferentes concentracbes de AS, constataram que
concentragbes acima de 0,2 mM prejudicam a germinacdo das sementes de
camomila, enquanto as dosagens de 0,025 mM e 0,05 mM favoreceram a
germinagao e a velocidade da germinagdo em caléndula, concentracbes estas
inferiores as que utilizamos, o que pode ter reduzido os parametros de crescimento
do broto. Gorni e Pacheco (2016), por sua vez, verificaram que houve incremento de
83,11% na massa seca de raizes em plantas de mil folhas (A. millefolium)
pulverizadas com 0,50 mM de AS.

Tratar sementes de trigo via pré-embebicdo com AS (100 a 500 mg L™)
nao foi efetivo para a altura, para o numero de grdos por espiga e nem para 0s
comprimentos destas, tanto em condigdes normais quanto em estresse salino. Por
outro lado, a dose de 100 mg L impactou positivamente a produtividade, pois foi
constatado tanto um aumento da porcentagem de emergéncia em campo quanto do
nimero de espigas por m% J& as sementes tratadas com as maiores doses
apresentaram desempenho inferior (YOUSOF; EL-SAIDY, 2014). Estes resultados
nao diferem dos aqui apresentados, talvez porque as doses tenham sido elevadas,
causando estresse oxidativo e a inibicao do crescimento.

O AS pode promover o metabolismo secundario e as vias de resposta
ao estresse bidtico e abidtico. Na tabela 2, sdo apresentados os resultados
bioquimicos da aplicacdo de 6 mL de AS. Os resultados indicaram que todas as
concentragdes de AS (115,1; 230,2 e 575,5 mg L™) incrementaram o teor de fenois
totais dos extratos obtidos a partir dos brotos tratados. Por outro lado, o poder
antioxidante destes extratos, mensurado pela Cl 50, foi maior nos extratos obtidos
com as concentragdes 115,1 e 575,5 mg L de AS. N&o houve diferenca estatistica
tanto para a atividade de SOD quanto para o teor de proteinas soluveis totais com a
aplicagao de AS aos brotos. Contudo, verificou-se também que, onde o poder
antioxidante do extrato foi maior (Cl 50), a atividade da SOD foi numericamente

maior.
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TABELA 2 — Resultados de teor de fendis totais (TFT), atividade antioxidante (ClI
50), atividade de superoxido dismutase (SOD) e teor de proteinas soluveis (PS)

obtidos de brotos de feijdo mungo-verde tratadas com acido salicilico.

Concentracao TFT Cl150 SOD PS
A A A SOD (560nm). (mg. g massa
(mg L7) (bg- mL7) (hg. mL7) (mg proteina™) fresca™)

0,0 152,4 ¢ 23,6 d 0,002560 4.6
115,1 170,1 bc 12,4 c 0,002883 4,0
230,2 204,2 a 21,7 d+ 0,001847 6,3
575,5 171,8 b 9,1c 0,002870 4,7
F 22,9* 57,8** 2,1 2,9

CVv 0,052 0,096 0,228 0,200

Fonte: o autor. * Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; Cl 50 — concentragao inibitoria para 50% do
DPPH

Alguns autores encontraram efeitos positivos causados pela aplicagcéo
de AS em feijao comum, tanto no que diz respeito ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes quanto ao aumento na geragdo de EROS. A pré-embebicao
de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) em AS (1 mM), e o posterior
crescimento na auséncia e presenga de estresse salino (NaCl) aumentou a atividade
de todas as enzimas antioxidantes, bem como a concentracdo de antioxidantes nao
enzimaticos e de osmoprotetores (RADY; MAHAMED, 2015). A pré-embebicédo de
sementes de feijdo caupi (Vigna unguiculata) com AS (0,01 mM) aumentou a
atividade antioxidante (atividade SOD, CAT e APX) (DUTRA et al., 2017). Neste
experimento também observamos aumento da atividade antioxidante para todas as
concentracdes aplicadas.

A aplicagao de AS por si sO, em raiz de trigo de quatro dias, na dose de
0,05 mM, foi capaz de induzir aumento na taxa de geragdo de EROS, ao passo que
os brotos que passaram por estresse salino apresentaram geragao de EROS muito
maior. O tratamento com AS reduziu a geragédo de EROS em 50% em relagdo as
plantas que nao receberam o AS quando ambas foram colocadas em condigdes de
salinidade, com observacbes semelhantes aplicadas aos sistemas antioxidantes
representados pelas atividades das enzimas SOD e peroxidases
(SAKHABUTDINOVA; FATKHUTDINOVA; SHAKIROVA, 2004). Para este
experimento, utilizamos doses variando de 0,83 mM até 4,16 mM, demonstrando

que estas doses tiveram influéncia menos nos resultados.
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Experimento 2: Aplicagdo de Acido Ascorbico

Observa-se na Tabela 3 que a aplicacdo de 12 mL da solugdao de AC
nas concentragdes de 0,147 e 1,468 g L™ ndo resultou em diferenga significativa em
relagdo ao controle para todas as variaveis biométricas analisadas. Entretanto,
verifica-se que a maior concentracdo de AC provocou uma redugdo de 77% no
comprimento total do broto quando comparado ao controle, consequentemente
acarretando diminuicdes nos demais parametros.

A aplicacdo de 12 mL da solugédo por dois dias reduziu ainda mais o
crescimento dos brotos tratados com a maior concentragédo (14,680 g L™'), conforme
demonstra a Tabela 3, enquanto a concentragdo de 0,147 g L™ nao diferiu
estatisticamente do controle, a ndo ser no que diz respeito ao comprimento da parte
aérea, que apresentou melhor resultado estatistico. A maior concentragao reduziu
em 78% o crescimento total do broto, quando comparado ao controle.

Verifica-se que a aplicacdo de duas doses de 6 mL da solugdo de AC
por dois dias consecutivos obteve melhores resultados para a concentracdo de
0,147 g L™ nos parametros CPA, MSPA e MST, quando comparados ao controle. A
maior concentragdo de AC reduziu o crescimento total em aproximadamente 72%

com relacéo ao valor obtido no controle.
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TABELA 3 — Resultados de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
comprimento total dos brotos (CT), relagdo raiz / parte aérea (REL_RPA), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST),
em feijdo mungo-verde sob diferentes concentragcdes e numeros de aplicagcbes de

acido ascorbico.

Concentragcdo  CPA CR CT REL_RPA  MSPA MSR MST
(gL™ (cm) (cm) (cm) - (9) (9) (9)
Ensaio 1 - 1 aplicagdo de 12 mL
0,00 8,40 a 4,61 a 13,02 a 0,55a 0,31 a 0,06 a 0,37 a
0,147 8,49 a 5,14 a 13,63 a 0,61a 0,31 a 0,05a 0,36 a
1,468 8,72 a 4,78 a 13,51 a 0,55a 0,32 a 0,06 a 0,38 a
14,680 2,16 b 0,87 b 3,03b 0,41b 0,13b 0,03b 0,16 b
F 71,83**  35,13* 60,87 7,36** 114,13** 61,28* 142,41**
Cv 0,1084 0,1751 0,1231 0,1195 0,0647 0,0745 0,0563
Ensaio 2 - 2 aplicagdes de 12 mL
0,00 841b 461ab 13,02ab 0,55 0,31 a 0,06 a 0,37 a
0,147 9,81a 5,16 a 14,97 a 0,53 0,31 a 0,06 a 0,37 ab
1,468 7,52 b 3,69b 11,20 b 0,49 0,28 a 0,06 a 0,34 b
14,680 1,90 c 1,02 ¢ 292c 0,55 0,12b 0,02b 0,14 c
F 126,02** 27,44** 74,22** 0,226 188,70** 60,73* 259,58**
Ccv 0,0895 0,1939 0,1170 0,2168 0,0527 0,0888 0,0446
Ensaio 3 - 2 aplicagdes de 6 mL
0,00 6,55 b 4,84 a 11,38 ab 0,75 0,25b 0,05a 0,31b
0,147 7,49 a 4,89 a 12,38 a 0,66 0,29 a 0,05a 0,34 a
1,468 6,39 b 3,96 a 10,34 b 0,62 0,24 b 0,05a 0,29 b
14,680 1,98 ¢ 1,62 b 3,14 c 0,61 0,11c 0,03 b 0,14 c
F 129,63** 59,00 159,02** 1,13 124,01** 42,75 175,59**
CVv 0,0772 0,1230 0,0715 0,1778 0,0624 0,0795 0,0501

Fonte: o autor. ** Significativo a 1%

O acido ascorbico foi identificado como um regulador de crescimento
que afeta muitos processos metabdlicos e fisioldgicos. A adi¢do de acido ascorbico
exdégeno €& um fator importante para o crescimento e a divisdo celular
(FRANCESCHI; TARLYN, 2002). Emam EI-Sweify; Helal (2011) mencionaram que o
acido ascérbico aumentou significativamente os componentes de produgao de
plantas de linho em termos de numero de capsulas por planta, nuUmero de sementes
por capsula, producado de semente por planta, producdo de sementes por area, bem
como o indice de sementes em comparacdo com o controle, diferentemente do
ocorrido neste experimento.

De acordo com Nascimento et al. (2014), os estudos acerca do
tratamento de sementes com acido ascorbico precisam ser aprimorados, pois 0s

resultados apresentados nos estudos realizados com alface (Lactuca sativa L.) nao
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indicaram que o &cido ascorbico nas doses 0,05; 0,1; 0,15 e 0,20 g L tenha
influenciado o processo de germinagéo, ainda que tenha auxiliado na melhora do
vigor de plantulas, devido ao incremento de matéria fresca e seca. A derivagao da
equacao encontrada na variavel fresca sem embebicao indicou que a melhor dose
no estudo de Nascimento et al. (2014), seria de 0,15 g L™ de acido ascérbico. Este
incremento de matéria seca foi percebido quando utilizamos 2 aplicagdes de 6 mL
na concentracéo de 0,147 g L,

O acido ascorbico (AC) € um dos metabolitos importantes envolvidos
na divisdo celular e no ajuste osmotico (DE-GARA et al., 2003), além de também
desempenhar um papel vital durante os estagios iniciais de germinacao (ARRIGONI
et al., 1997). O acido ascérbico também possui forte potencial antioxidante e ajuda a
equilibrar a producdo e a eliminacdo de EROS (MULLER-MOULE et al., 2003);
contudo, um alto nivel endégeno de AC é necessario para manter a homeostase
celular. Curiosamente, a aplicagdo exdégena de AC pode aumentar o nivel de AC
enddégeno (CHEN, GALLIE. 2004).

Estudos mostram que a presenca de antioxidantes, como € o caso do
acido ascorbico, protege a semente contra a peroxidagao de lipidios e as espécies
reativas de oxigénio (ERO), induzidas pelo envelhecimento das sementes (FOYER,
NOCTOR, 2005).

Segundo Brilhante et al. (2013), a aplicacdo exdgena de acido
ascorbico a 0,85 mM nas sementes de feijao de corda, cultivar EPACE 10, apds o
envelhecimento artificial, atenua os efeitos deletérios na integridade das
membranas, provocados pelo envelhecimento artificial, favorecendo a qualidade
fisioloégica das sementes.

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicaram que nao houve
diferenga estatistica para o teor de fendis totais, nem para a atividade da SOD ou
para o teor de proteinas soluveis. Por sua vez, o poder antioxidante mensurado pela
capacidade de inibicao do radical livre DPPH (CI 50) foi maior no extrato obtido com

a concentracdo 0,147 g L™
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TABELA 4 — Resultados de teor de fendis totais (TFT), atividade antioxidante (ClI
50), atividade de superéxido dismutase (SOD) e teor de proteinas soluveis (PS),

obtidos de brotos de feijdo mungo-verde tratadas com acido ascorbico.

Concentracao TFT Cl1 50 SOD PS
1 A 1 SOD (560nm). (mg. g massa

(9L7) (hg- mL7) (hg- mL7) (mg proteina™) fresca™)
0,00 152,4 23,60d 0,002265 5,18
0,147 135,7 9,67 b 0,001970 5,26
1,468 149,22 13,55 ¢ 0,001503 7,70
F 2,687 338,29** 2,13 3,35
Ccv 0,081 0,050 0,28 0,26

Fonte: o autor. ** Significativo a 1%; CI 50 — concentracéo inibitéria para 50% do DPPH

Farooq et al. (2013) verificaram que a aplicagdo exégena de AC em
sementes melhora a resisténcia a seca no trigo através de aumento dos teores
endogenos de AC, do potencial antioxidante e de ajuste osmdético. Afirmaram ainda
que a manipulagao de niveis enddégenos de AC, seja através de meios genéticos ou

biotecnolégicos, pode resultar no desenvolvimento da resisténcia a seca em trigo.
Experimento 3: Aplicacdo de Tocoferol

A Tabela 5 indica que uma unica aplicagdo de tocoferol (12 mL da
solugdo) n&o apresentou efeito significativo quanto aos pardmetros CPA, CR, CT,
MSR e MST. Quanto aos demais parametros, houve um decréscimo na REL_RPA
quando utilizada a maior concentragdo (100 mg L"), assim como para a MSPA,
quando utilizada a concentragdo de 50 mg L. Como o tratamento consistiu em
aplicacdo da solugdo na plantula, os resultados diferiram daquele observado por
Soltani et al. (2012), quando aplicaram via foliar, doses de tocoferol (0, 50, 100 mg L
1), tendo sido observada uma melhora no crescimento vegetativo e nos parametros
de floragdo de Calendula officinalis. Ainda segundo os autores, o tocoferol a 100 mg
L™ aumentou a area foliar (9,48%) e o peso fresco e seco das partes aéreas
(19,58% e 22,24%, respectivamente).
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, os demais
ensaios de concentracdo e numero de aplicacbes nao apresentaram diferencas
estatisticas quando comparados ao controle.

Por sua vez, EI-Quesni, Abd EI-Aziz; Maga (2009) relataram que a
altura da planta, o numero de ramos e folhas, o diametro do caule, a area foliar e o
peso fresco e seco de Hibiscus rosa-sineses L. foram significativamente melhorados
pela aplicacdo de tocoferol via foliar, o que nao foi observado neste experimento,
quando da aplicacéo da solugao na plantula.

Ainda quanto aos efeitos do ao-tocoferol, Sadak et al. (2010)
demonstraram que a aplicagcdo de a-tocoferol em plantas de girassol levou a
acumulacgao de carboidratos totais, a estimulagao da sintese proteica e ao atraso da
senescéncia da planta de girassol.

Muitos estudos ja provaram que a aplicagdo exdgena do tocoferol
possui um eficiente efeito protetor contra diferentes estresses abidticos (DELONG,;
STEFFEN, 1998; GUO et al., 2009; SKLODOWSKA et al., 2009; ELLOUZI et al.,
2013; ESPINOZA et al., 2013). Tal resultado se deve em parte ao fato de que o
tocoferol, sendo uma molécula lipofilica e também um componente das membranas,
tem um papel comprovado na estabilizagdo destas (WANG; QUINN, 2000). Além
disso, o tocoferol pode também protegé-las de espécies reativas de oxigénio (ROS),
seja por eliminagao, seja por meio de sua extingdo (MAEDA; DELLAPENNA, 2007).
Como neste trabalho, os brotos ndo foram submetidos a estresse, os resultados

esperados acabaram diferindo.
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Tabela 5 — Resultados de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
comprimento total dos brotos (CT), relagdo raiz / parte aérea (REL_RPA), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST)

em feijdo mungo-verde, sob diferentes concentragées e numeros de aplicagbes de

tocoferol.
Concentragao  CPA CR CT REL_RPA MSPA MSR MST
(mg L) (cm)  (cm)  (cm) - (9) (9) (9)
Ensaio 1 - 1 aplicagdo de 12 mL
0 9,08 5,31 14,39 0,59 ab 0,31 ab 0,05 0,36
25 8,62 4,77 13,38 0,55 ab 0,32 ab 0,06 0,39
50 9,03 5,46 14,48 0,61 a 0,30 b 0,06 0,36
100 9,65 5,10 14,75 0,53 b 0,33 a 0,06 0,39
F 2,25 2,19 1,79 4,43* 35,35 0,40 4,536*
Cv 0,0624 0,0787 0,0627 0,0558 0,0369 0,0561 0,0356
Ensaio 2 - 2 aplicagdes de 12 mL
0 8,17 4,85 13,02 0,59 0,31 0,05 0,37
25 8,65 5,20 13,85 0,60 0,32 0,05 0,37
50 9,30 5,97 15,27 0,64 0,34 0,06 0,40
100 9,37 6,18 15,55 0,66 0,32 0,06 0,38
F 2,60 2,01 2,56 0,83 2,30 2,78 2,55
Ccv 0,0796 0,1603 0,1038 0,1158 0,0498 0,0876 0,0532
Ensaio 3 - 3 aplicagdes de 12 mL
0 9,49 5,09 14,58 0,53 0,33 0,07 0,40
25 9,30 5,03 14,33 0,54 0,33 0,06 0,39
50 8,62 4,30 12,92 0,49 0,32 0,07 0,39
100 9,28 5,09 14,36 0,54 0,34 0,06 0,40
F 1,48 0,594 0,942 0,374 1,33 4,23 0,40
CVv 0,0685 0,2043 0,1113 0,1508 0,0461 0,0703 0,0449

Fonte: o autor. * Significativo a 5%

Na Tabela 6, estdo apresentados os resultados bioquimicos da
aplicacao de tocoferol em trés doses da solugédo (12 mL cada dose). Os resultados
indicaram que a concentragdo de 25 mg L™ incrementou o teor de fendis totais dos
extratos obtidos com os brotos tratados. Entretanto, o poder antioxidante destes
extratos mensurado pela capacidade de inibicdo do radical livre DPPH (Cl 50) foi
maior no extrato obtido com a concentragdo 100 mg L. Nao houve diferenca
estatistica para a atividade de SOD e para o teor de proteinas soluveis totais com a

aplicagao de TOC aos brotos.



48

Tabela 6 — Resultados de teor de fendis totais (TFT), atividade antioxidante (Cl 50),
atividade de superoxido dismutase (SOD) e teor de proteinas soluveis (PS) obtidos

de brotos de feijao mungo-verde tratadas com tocoferol.

Concentracao TFT Cl150 SOD PS
A A A SOD (560nm). (mg. g massa
(mg L7) (bg- mL7) (hg. mL7) (mg proteina™) fresca™)

0 152,42 b 23,60 c 0,002562 4,63

25 186,91 a 31,94 d 0,004075 3,17

50 156,84 b 20,87 b 0,003229 4,52

100 156,33 b 13,04 a 0,003478 3,90

F 16,48** 253,17* 0,599 0,597

Ccv 0,048 0,038 0,4204 0,3722

Fonte: o autor. ** Significativo a 1%; Cl 50 — concentracao inibitéria para 50% do DPPH

Kumar, Singh e Nayyar, (2013) perceberam que os niveis de tocoferol
parecem governar a sensibilidade ao calor do trigo. Sua aplicagdo exégena pode
aliviar parcialmente os efeitos adversos do estresse por causa de seus efeitos
antioxidante, de protecdo nas membranas e relativa a funcao fotossintética.

Os a-tocoferdis desempenham um papel em diferentes fenbmenos
fisiolégicos, incluindo o crescimento e o desenvolvimento da planta, a senescéncia,
a prevencao da peroxidacao lipidica e a interacdo com a cascata de sinais que
transmite sinais abidticos e bidticos no ambiente celular (BAFFEL; IBRAHIM, 2008),
algo que nao foi observado neste experimento, quanto ao desenvolvimento das

plantas.
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5 CONCLUSAO

Quanto aos parametros biométricos de crescimento (produgdo de
biomassa aérea e radicular), percebeu-se que a aplicagdo exdégena de AS na dose
de 230 mg L™ nao apresentou efeito negativo sobre os parametros de crescimento.

Com relacdo ao AC, que a menor concentragao (0,147 g L™ em duas
aplicacbes de 6 mL da solugdo), apresentou tanto os melhores resultados de
crescimento do broto.

Por sua vez, no que diz respeito ao tocoferol, ndo houve diferenca
estatistica para as concentracdes e para o numero de aplicagdes utilizadas quanto
ao crescimento dos brotos.

Para os parametros bioquimicos, verificamos que a aplicagao
exodgena de AS na dose de 230 mg L™ incrementou o teor de compostos fendlicos
totais e a atividade antioxidante dos brotos tratados.

Quando da aplicagado de AC, para a concentragdo de 0,147 ¢ L em
duas aplicagdes de 6 mL da solucéo, percebeu-se o aumento do poder antioxidante
dos extratos produzidos a partir dos brotos tratados.

A aplicacdo de tocoferol na concentragdo de 25 mg L™ incrementou o
teor de fendis totais dos extratos obtidos com os brotos tratados, ao passo que o
extrato obtido com a concentragdo 100 mg L apresentou maior capacidade
antioxidante, em trés aplicacdes de 12 mL da solucgao.

Por fim, vale ressaltar que todos os produtos funcionaram estimulando
as fungdes antioxidantes dos brotos. No caso de concentragdes mais elevadas, os
parametros biométricos foram reduzidos, o que leva a conclusdo de que as

concentracdes menores foram as mais adequadas.
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