[image: image12.png]V SIPEC | 2024

X EAIC — VII EAEX — V EAITI - Il EAICJR





​​


AVALIAÇÃO DO PRÉ-TRATAMENTO DE SEMENTES DE HORTALIÇAS COM ÁCIDO SALICÍLICO COMO ATENUADOR DO ESTRESSE FISIOLÓGICO PROVOCADO POR EXTRATOS FOLHA BRAQUIÁRIA  
Lucas Cezar de Souza Ribeiro1 (CNPq)

Unespar/Campus Paranavaí, lucsczar@gmail.com
Franciele Mara Lucca Zanardo Bohm2 

Unespar/Campus Paranavaí, franciele.bohm@unespar.edu.br
Paulo Alfredo Feitoza Bohm3 

Unespar/Campus Paranavaí, paulo.bohm@unespar.edu.br
Modalidade: Pesquisa 

PIBIC: Programa Institucional de Bolsas de Iniciação Científica

Grande Área do Conhecimento: Ciências Biológicas

INTRODUÇÃO 
As hortaliças têm papel de destaque na economia brasileira, a alface, Lactuca sativa L é a hortaliça folhosa mais comercializada no Brasil segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2021), é rica em vitamina A e de fácil cultivo, apreciada pelo sabor e textura em todas as regiões brasileiras.

Hortaliças folhosas como alface são produzidas em grande escala no Brasil e esta produção utiliza defensivos químicos para o controle de pragas. Atualmente a população tem manifestado preocupação com a qualidade do alimento consumido, e procurado alimentos provenientes de cultivo orgânico para garantir saúde e segurança alimentar (Preiss, et al., 2020).
A busca por técnicas que sejam de baixo custo e que proporcionem o cultivo sem a utilização de insumos químicos podem contribuir com o desenvolvimento socioeconômico e com a preservação do meio ambiente. 

Devido a importância econômica da alface assim como de outras hortaliças, estudos sobre germinação, crescimento e desenvolvimento destas plantas despertam o interesse dos pesquisadores (Ritter, 2014; Formigheiri, et al., 2018; Alves, 2019; Arcanjo et al., 2021).

Para a utilização de técnicas naturais para o controle de pragas, várias abordagens têm sido propostas em protocolos de pesquisa. Dentre elas estudos que visam estimular as respostas de defesa das plantas antes de um estresse provocado por fatores bióticos como pragas ou abióticos como estresse hídrico ou salinização estão em andamento e incluem a utilização de compostos químicos que são produzidos naturalmente pelas plantas, e disparam as respostas de defesa, como por exemplo, o ácido salicílico (Fonseca, 2010; Nóbrega, et al., 2021). 

O ácido salicílico (AS) é um fito hormônio, oriundo do metabolismo secundário das plantas, trata-se de um composto fenólico que atua em diversas respostas fisiológicas, como regulador do crescimento vegetal (Taiz, et al., 2017). AS atua ainda em respostas de defesa como um mensageiro secundário que irá ativar genes cujos produtos da expressão são enzimas antioxidantes, antibióticos naturais ou moléculas de proteção que atuam sob as condições de estresse abiótico relacionados ao meio ambiente como baixas temperaturas, baixas hídricas, e estresse biótico relacionado a insetos e pragas, por exemplo (Taiz, et al 2017, Trevisan, et al., 2017, Osei, et al., 2021).

Em situações de estresse as plantas podem ativar a resposta sistêmica adquirida (SAR) e produzir moléculas de defesa, AS é uma molécula envolvida no acionamento de SAR. 

A SAR é fator de grande importância para a defesa de uma planta, uma vez que estabelece proteção contra doenças ao longo prazo para um vegetal, este mecanismo está amplamente ligado ao acúmulo de AS nas regiões infectadas, que irão atuar como agente protetor. Durante a SAR ainda são gerados sinais para regiões não infectadas, protegendo assim o organismo de possíveis ataques futuros (Osei et al., 2021).

A Brachiaria planta utilizada neste trabalho como fonte de estresse biótico é um gênero de gramínea forrageira, muito adaptada ao clima do Brasil e amplamente utilizada em pastagens. Como planta forrageira sua utilização está relacionada a manutenção da umidade do solo e decomposição de matéria orgânica para garantir nutrição mineral ao solo (Elger e Simonetti, 2013). Mas devido a relatos de atraso na germinação de sementes provocados pela utilização de espécies desta planta, estudos foram conduzidos para verificar os efeitos de compostos de braquiária que podem ser liberados no solo (Souza, et al, 2006), demonstrando que a braquiária pode interferir no crescimento inicial de culturas como arroz, milho, feijão, soja e trigo.

As questões de degradação de pastos estão relacionadas a erros quanto à adubação de formação, de manutenção, controle da cobertura do solo, de plantas daninhas, taxa de lotação e em sua gênese ainda pode ser considerado o alto índice de compactação, baixa fertilidade do solo e baixa capacidade de lotação dos pastos (Embrapa, 2018).

De acordo com as observações acima, principalmente no que se refere à cobertura do solo, o estudo consorciado entre milho e capim braquiária, conduzido por Correa e colaboradores (2020) verificaram que a forrageira atrasou a germinação do milho e os efeitos foram atribuídos aos compostos alelopáticos liberados da decomposição das folhas da braquiária. 

Há relatos que extratos de braquiária podem promover estresse biótico ao comprometer a germinação e o crescimento inicial de plantas em condições de cultivo hidropônico, em alface e picão preto (Ferreira, et al., 2007) e leguminosas, como a soja (Elges e Simonetti, 2013).

A alelopatia é definida como um processo metabólico na qual o vegetal libera substâncias químicas, denominadas aleloquímicos, produzidas pelo seu metabolismo secundário que podem afetar direta ou indiretamente no desenvolvimento de outras plantas, gerando um efeito inibitório ou uma ação estimuladora (Santos, et al., 2024).

Considerando que extratos obtidos de folhas de braquiária em estudos in vitro foi capaz de apresentar efeitos alelopáticos inibitórios sobre a germinação e crescimento inicial de espécies de angiospermas, estes extratos foram eleitos para serem utilizados neste estudo como fonte de estresse biótico para avaliar seus efeitos em cultivo de alface, utilizando-se substrato de origem orgânica para o plantio.

Para testar o possível efeito de um agente químico protetor, as sementes de alface utilizadas neste estudo foram submetidas a pré-tratamento com AS.  

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos dos tratamentos com extrato de braquiária e AS em alface para contribuir com estudos de prospecção de compostos naturais para acionar as respostas de defesa natural das plantas em substituição ao excessivo uso de insumos químicos. 

MATERIAIS E MÉTODOS 
Os experimentos foram realizados no laboratório de pesquisa e análises da UNESPAR campus de Paranavaí. Sementes de alface obtidas comercialmente foram separadas em dois grupos, um submetido a 6h de pré-tratamento com ácido salicílico (AS) 0,1mM e outro grupo sem o pré-tratamento. 

Os extratos utilizados no protocolo experimental foram obtidos a partir de folhas de braquiária (Brachiaria decumbens) cultivada em anexo ao laboratório de pesquisa. As folhas foram excisadas, esterilizadas e colocadas para secar em estufa. Após a secagem elas foram trituradas em moedor (imagem1A) e pesadas na seguinte proporção 2g, 4g 10g. A biomassa resultante foi macerada em 100mL de água destilada para a obtenção de extratos 2%, 4% e 10% (imagem 1B).   Os extratos após o preparo são acondicionados em frascos de cor âmbar em geladeira por 48h.
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Imagem 1. 1A-Folhas de Brachiaria trituradas para a obtenção de extratos.  1B- Extratos preparados em 100mL de água destilada. A direita 10%, no meio 4% e a esquerda 2%. 1C- caixas Gerbox com substratos e frascos contendo os extratos obtidos.

               Fonte: Autores, 2024.

Em caixas gerbox foram colocadas 40g de substrato orgânico e 15 sementes de alface foram plantadas em cada caixa (imagem 1C). As caixas controles receberam 10mL água destilada e os tratamentos receberam 10mL de extratos de folhas de braquiária nas concentrações 2%, 4% e 10%. As caixas foram cobertas com papel filme perfurados e acondicionados em estufa tipo B.O.D e cultivadas durante 14 dias. O fotoperíodo foi de 12h e a temperatura de 25ºC.

A germinação foi contada a cada 24h. Ao término do experimento as plantas tiveram as raízes medidas com auxílio de uma régua milimetrada. 

Após o término do período de germinação a porcentagem de germinação (G) foi calculada usando a fórmula: 𝐺 = (𝑁 / 𝐴) 𝑥 100 Onde N: número de sementes germinadas; A: número total de sementes colocadas para germinar. 

O índice de velocidade de germinação (IVG) foi obtido considerando: (IVG= N1/D1+ N2/D2+ ....+Nn/Dn). Em que: N, número de plântula verificadas no dia da contagem; D, números de dias após a semeadura, sendo realizado a contagem em números de dias após a semeadura.
Para a determinação da viabilidade celular as pontas das raízes de plântulas nas condições já descritas foram colocadas em solução de corante azul de evans 0,25% durante 15 minutos, lavadas e posteriormente emergidas em N, N-dimetilformamida por 1 h em temperatura ambiente para a extração do corante retido em células mortas. O azul de evans não permeia células vivas (Yamamoto et al., 2001). A absorbância do corante foi medida a 600nm em espectrofotômetro (Thermo Scientific Genesys 10S (UV/VIS).
A determinação de pigmentos de clorofila (a,b e total) e carotenoides, foi realizada utilizando-se 0,300 g de folhas para cada tratamento. As folhas foram pesadas em duplicatas. Cada amostra foi macerada em 5mL de acetona 80%, filtradas e a medida da absorbância feita em espectrofotômetro em comprimentos de onda de 663nm para a clorofila a 649nm para a clorofila b e 652nm para a clorofila total. A absorbância dos carotenos foi medida a 470nm.

Os resultados foram expressos em miligrama (mg) de clorofila por grama de peso fresco de tecido foliar. Os cálculos para a determinação de clorofilas foram feitos segundo equação proposta por Whitham et. al., 1971. E para a determinação de carotenos, a equação proposta por Arnon, 1949.
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Quanto à análise estatística os experimentos foram realizados em blocos inteiramente casualizados (controle e tratamentos) e foram realizadas quatro repetições. A análise estatística dos resultados foi efetuada usando o programa Sisvar® (Ferreira, 2008), foi realizada a análise de variância ANOVA. As diferenças entre as médias foram submetidas ao teste de Tukey. Valores de p inferiores a 0,05 (P < 0,05) foram considerados estatisticamente significativos.
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Na tabela 1 é apresentado os resultados de IVG e porcentagem de germinação de sementes de alface. O IVG apresenta redução gradativa em seus valores desde o controle até o tratamento com extrato de braquiária 10%, mas estes valores não são significativos.

Quanto à porcentagem de germinação observa-se que o uso do ácido salicílico contribuiu para os maiores índices neste parâmetro. Nota-se o aumento de 22% entre os tratamentos de 2% sem e com o pré-tratamento de AS. Na menor concentração do extrato a porcentagem de germinação foi menor. 

Quanto aos tratamentos de 4%, com ou sem AS, o extrato de braquiária não afetou a germinação das sementes. É possível que as concentrações de extrato atuem de forma diferente nos tratamentos. Extratos de canela, mostraram efeitos diferentes em baixas e altas concentrações, promovendo efeitos inibitórios e em concentrações mais altas possam promover efeitos estimulatorios (Carmo, et al., 2007).

 Tabela 1. índice de velocidade de germinação (IVG) e porcentagem de germinação de sementes de alface submetidas ao cultivo durante 15 dias. Tratamento 1. controle, 2. Controle AS, 3. Extrato 2%, 4. Extrato 2% AS, 5. Extrato 4%, 6. Extrato 4% AS, 7. Extrato 10%, 8. Extrato 10% AS.
	Tratamentos
	IVG

C.V: 11,46%
	Porcentagem de germinação

C.V: 7,74%

	 Controle Sem ácido salicílico
	4.263333 a1 
	97a

	 Controle com ácido salicílico
	4.263333 a1 
	96a

	 2% Sem ácido salicílico
	4.003333 a1 
	75b

	 2% Com ácido salicílico
	3.750000 a1 
	86ab

	 4% Sem ácido salicílico
	3.906667 a1 
	93a

	 4% Com ácido salicílico
	3.920000 a1 
	93a

	 10% Sem ácido salicílico
	3.150000 a1 
	68b

	 10% Com ácido salicílico 
	3.806667 a1 
	82ab


           Médias seguidas por letras e números iguais não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%

                                                                                                                                               Fonte: (Autores, 2024).
Quanto ao comprimento das raízes, apresentado na tabela 2, a diferença entre o grupo controle sem AS e tratamento 10% sem AS foi de 45%. No parâmetro de comprimento da raiz não foi observado o mesmo efeito da germinação, em 2% o extrato comprometeu o crescimento das raízes e a redução foi de 22%. O pré-tratamento com AS reverteu estes efeitos, e promoveu aumento de 32,56%.
De acordo com Souza Filho (2005) os efeitos alelopáticos de extratos de braquiária são mais evidentes no crescimento da radícula da planta do que sobre a germinação das sementes, o que condiz com os resultados obtidos neste estudo.
Tabela 2.  Comprimentos de radículas de alface em centímetros e biomassa fresca das raízes em gramas obtidos no 14º dia de cultivo. 
	Tratamentos
	Comprimento da raiz

C.V:  14,3%

	 Controle Sem ácido salicílico
	2,58a

	 Controle co m ácido salicílico
	2,44a

	 2% Sem ácido salicílico
	1,98ab

	 2% Com ácido salicílico
	2,74a

	 4% Sem ácido salicílico
	1,88ab

	 4% Com ácido salicílico
	1,63b

	 10% Sem ácido salicílico
	1,28b

	 10% Com ácido salicílico 
	1,39b


Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.

                                                                                                                                                Fonte:(Autores, 2024).
A imagem 2, mostra as plântulas cultivas em todos os tratamentos. É possível observar que os tratamentos com extrato de braquiária e sem o pré-tratamento com AS ocorre aumento do alongamento do hipocótilo em relação ao comprimento da raiz, o que pode sugerir que as plântulas de alface utilizaram suas reservas nutritivas para promover o crescimento (De Carvalho, 2014). As plântulas abaixo, que receberam o pré-tratamento com AS mostram menor diferenças de tamanho em relação as plântulas oriundas de sementes não pré-tratadas.
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Imagem 2. Plântulas de alface no 14º dia de cultivo. Acima plântulas que não foram submetidas ao pré-tratamento com AS. Da direita para a esquerda: Controle, 2%, 4% e 10%. Abaixo, na mesma sequência plântulas que receberam o pré-tratamento com AS.

                                                                                                                                                Fonte:(Autores, 2024).

A tabela 3 traz os resultados de viabilidade celular. Não foi detectado morte celular entre os tratamentos. Observa-se que o tratamento de 2% sem o pré-tratamento com AS obteve menor índice de morte celular. Este tratamento também apresentou o menor comprimento de radícula, o que indica que o extrato de braquiária pode ter inibido o alongamento ou divisão celular nas raízes, pode ter ocorrido redução no aporte de energia ou inibição de citocininas, hormônio responsável pela divisão celular (Taiz, et al., 2017).
Tabela 3. Valores de absorbância do corante azul de Evans de controle e tratamentos de raízes de plântulas de alface no 14º dia de cultivo. 
	Tratamentos
	Médias

C.V 33,6%   

	 Controle Sem ácido salicílico
	0,089a

	 Controle com ácido salicílico
	0,074a

	 2% Sem ácido salicílico
	0,052b

	 2% Com ácido salicílico
	0,102a

	 4% Sem ácido salicílico
	0,058ab

	 4% Sem ácido salicílico
	0,063ab

	 10% Sem ácido salicílico
	0,081a

	 10% Com ácido salicílico 
	0,058ab


Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.

Fonte: (Autores, 2024).
A imagem 3 mostra as clorofilas a para cada tratamento, é possível observar que apenas o controle sem o pré-tratamento com AS apresentou níveis mais altos de clorofila. Neste estudo AS promoveu redução dos teores de clorofilas. Estes resultados indicam que o extrato de braquiária compromete o teor destes pigmentos, o que já foi reportado em outros trabalhos envolvendo alelopatia (Carmo, et al., 2007; Ferreira et al., 2015). 

A presença de aleloquímicos de extratos vegetais podem provocar a degradação de moléculas de clorofilas nas folhas comprometendo o metabolismo primário vegetal e por isso impedindo o crescimento normal das plantas (Carmo et al., 2007; Santos et al., 2024).
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Imagem 3. Teores de clorofilas a no 14º dia de cultivo de alface. Os resultados estão expressos em mg/g de clorofilas por grama de folhas frescas. C.V: Clorofila a: 11,51%. 

Fonte: (Autores, 2024).
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Imagem 4. Teores de clorofilas b no 14º dia de cultivo de alface. Os resultados estão expressos em mg/g de clorofilas por grama de folhas frescas. C.V: Clorofila b: 17,02%

Fonte: (Autores, 2024).
Quanto aos teores de clorofila b apresentados na imagem 4, não foram significativos, a clorofila b, apresenta maiores teores em plantas de sombra. 

A imagem 5 apresenta os resultados de clorofila total, Trevisan (2017) ao estudar o teor de clorofilas totais das folhas de morango observou que em baixas concentrações, AS pode diminuir estes teores, estas observações podem ser relacionadas com os resultados obtidos neste estudo.  Os extratos de braquiária reduzem os níveis de clorofilas totais, assim como foram reduzidos os níveis de clorofilas a e b.
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Imagem 5. Teores de clorofilas totais no 14º dia de cultivo de plântulas de alface. Os resultados estão expressos em mg/g de clorofilas por grama de folhas frescas. C.V: 9,21%

Fonte: (Autores, 2024).


A imagem 6 traz os resultados de carotenos, não houve diferença entre os tratamentos no protocolo aplicado neste estudo A função biológica do caroteno está relacionada em aumentar a captação de energia luminosa para a fotossíntese, apresenta função antioxidante (Taiz et al., 2017), neste caso estes pigmentos podem atuar protegendo a planta do estresse oxidativo gerado por espécies reativas de oxigênio liberadas em resposta ao extrato de folhas de braquiária (Rodrigues, et al., 2012). Como não houve aumento nos teores de carotenos entre os grupos controle e tratamento, sugere-se que as concentrações encontradas são suficientes para prevenir o dano oxidativo.
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Imagem 5. Teores de clorofilas totais no 14º dia de cultivo. Os resultados estão expressos em mg/g de clorofilas por grama de folhas fresca. C.V: 13,47%

Fonte: (Autores, 2024).
CONSIDERAÇÕES FINAIS 
O extrato de folhas de braquiária utilizado neste protocolo experimental não alterou o IVG, mas provocou efeitos estressantes na porcentagem total de germinação nos tratamentos de 2% e 10% sem o pré-tratamento com AS. Quanto ao crescimento das raízes das plântulas, houve redução no comprimento na concentração de 10%, o pré-tratamento com AS não reverteu esta redução. No tratamento de 2%, o comprimento das raízes foi reduzido, AS promoveu aumento de comprimento, e as raízes tiveram valores de comprimento iguais ao controle. 

No que se refere a biomassa fresca e a viabilidade celular não foram encontradas diferenças entre os tratamentos. 



Em relação aos teores de clorofilas, o extrato de folhas de braquiária em todas as concentrações testadas promoveu redução no teor de clorofila a e clorofila total. O pré-tratamento com AS não reverteu este resultado. Quanto aos teores de clorofila b e carotenos, não foram encontradas diferenças entre tratamentos e controle.

É possível que na presença de substratos orgânicos compostos alelopáticos reajam com outras moléculas orgânicas e não promovam efeitos inibitórios. O pré-tratamento com AS pode acionar respostas antioxidantes e promover o crescimento das raízes de alface.
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