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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € um importante vegetal, devido sua multipla
funcionalidade para consumo, em saladas, geleias, sucos, consumo da folha ou
somente do caule, tornando essa hortalica apreciada em todo o mundo (MOU,
2008). No ano de 2017, foram produzidas mais de 27 milhdes de toneladas de
alface ao redor do mundo. No Brasil, € considerada a folhosa mais consumida e
movimenta cerca de 8 bilhées ao ano (FAOSTAT, 2019).

O consumo de produtos naturais e com potencial benéfico para a saude
tem crescido continuamente a uma taxa de 5-10% por ano e, entre varios
alimentos, as plantas sao consideradas as principais fontes de compostos
bioativos (KIM et al., 2007). As alfaces mostraram atividades anti-inflamatorias, de
reducdo do colesterol e antidiabética em estudos in vitro e in vivo, propriedades
atribuidas aos compostos bioativos presentes nessa hortaliga. No entanto, a
composicdo quimica de plantas sob diferentes condi¢des de cultivo pode
apresentar diferencas, uma vez que metabdlitos secundarios podem apresentar
alteracdes quantitativamente e qualitativamente, como resultado de exposicao a
luz ultravioleta, estresse hidrico, excesso de sal, além da aplicagao de horménios.
Essas condicdes sdo amplamente utilizadas na intencdo de incrementar
compostos alvo.

Em alface roxa, as antocianinas podem ser compostos alvo interessantes,
por fornecerem inumeras propriedades de promog¢ao da saude, devido as
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e anticarcinogénicas (LI, MENG et
al. 2008 ; YU, 2010 ). Além disso, ha evidéncias que o acumulo de compostos
fendlicos pode produzir hortalicas mais tolerantes a estresses posteriores, como
resistir melhor a pos-colheita (PAIM et al.,, 2020). A sintese de antocianinas é
determinada principalmente pelo fator genético ( HOLTON E CORNISH, 1995 ),
mas estudos mostram que também pode-se atingir maior acumulo desses
pigmentos através da aplicagdo de acido abscisico (ABA) (JIA et al.,, 2011),
condicdes de estresse hidrico ou excesso de sal (GALLI et al., 2016). Portanto, no
presente trabalho, avaliamos o efeito da aplicagdo de acido abscisico, estresse
hidrico e estresse salino, como elicitores, no acumulo de antocianinas em alfaces
roxas.

2. METODOLOGIA

As mudas de alface (Lactuca sativa cv. Piraroxa) foram obtidas com vinte
dias de desenvolvimento e cultivados em casa de vegetagdo na Universidade
Federal de Pelotas, campus Capdo do Le&o-RS. Para esse estudo, foram
utilizadas 20 mudas, distribuidas randomicamente em embalagens plasticas
individuais aclimatadas durante vinte dias até o inicio do experimento. A partir de
entdo, as plantas foram distribuidas em 4 tratamentos, com 5 repeti¢gdes cada,
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sendo eles: C — (controle) agua destilada; ABA - solugao de 2,64 mg em 200 mL
de agua destilada + 2 mL de Tween, aplicado com borrifador na area foliar; ES-
(estresse salino) - solugédo contendo 24,2 mg de Cloreto de Sodio (NaCl)em 2,5 L
de agua destilada, aplicada diretamente na terra; EH - (estresse hidrico severo) -
sem qualquer rega até o final do experimento. Procedeu-se a rega com agua nos
tratamentos ABA e ES a cada dois dias. A parte aérea de todas as amostras
foram coletadas quatro dias apdés a aplicagdao dos tratamentos, pesadas em
balanca analitica e depois selecionadas trés folhas para armazenamento a -70
°C.

O conteudo total de antocianinas foi estimado de acordo com LEE e
FRANCIS (1972), com modificagdes. Para isso, pesou-se 10 mg de amostra
liofilizada em microtubo, adicionou-se 2 mL de metanol:Hcl 2,5 N (1:1), agitou-se
1 minuto em vortex e apds foi centrifugado por 10 minutos a 4 °C em 10000 rpm.
Uma aliquota de 250 pl do sobrenadante foi transferida para microplaca e lido em
espectrofotometro com absorbancia de 520 nm.

A extracao, identificacdo e quantificagdo de cianidina 3-malonil-glicosideo
foi realizado por HPLC MS/MS, de acordo com SIEBENEICHLER et al. (2020). A
quantificacao foi realizada através de curva de calibragdo com padrdo externo de
cianidina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso fresco das alfaces que foram submetidas aos tratamentos com ABA
e ES nao diferiu significativamente quando comparado ao das plantas controle
(Figura 1). Sendo o peso médio de C, 79,5 g; ABA, 78 g; e ES, 77 g. Entretanto,
as plantas do tratamento EH apresentaram reducéo significativa no peso (63 g).
Esse resultado era esperado, uma vez que a alface possui 91 % de agua em sua
composi¢éo, sendo uma cultura sensivel a restricdo hidrica (MOU et al., 2009) .
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Figura 1 — Peso médio das plantas no dia da colheita. Resultados expressos em
meédia + desvio padrao. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Conforme os resultados mostrados na Figura 2, o tratamento com
aplicacao de ABA via foliar promoveu o acumulo significativamente maior de
antocianinas totais em comparacdo com o controle. Esses resultados corroboram
os de outros estudos realizados (JIA et al.,, 2011; KOYAMA et al.,, 2018) que
indicam que o fitormonio ABA €& um importante indutor da biossintise de
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antocianinas e que sua aplicagdo exdgena pode aumentar a expressao de uma
ampla gama de genes envolvidos na biossintese desses pigmentos.
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Figura 2 - Conteudo de antocianinas totais (A) e de cianidina 3-malonil-glicosideo
(B). Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Através da avaliagdo por HPLC-MS/MS, foi observado um pico
cromatografico unico correspondendo a cianidina 3-malonil-glicosideo (Figura 3).
A analise quantitativa demonstrou que o tratamento com ABA resultou em maior
acumulo deste composto, diferindo significativamente dos demais tratamentos
(Figura 2). Embora os tratamentos EH ou ES ndo tenham diferido
significativamente de nenhum dos tratamentos em relagdo ao conteudo de
antocianinas totais, ao avaliar especificamente a cianidina 3-malonil-glicosideo,
observou-se que o tratamento EH resultou em maior teor comparado com o
controle. Embora o EH impacte no crescimento e peso das alfaces (Figura 1),
varios estudos demostram que o estresse hidrico pode induzir a producao de
metabdlitos secundarios, compostos benéficos para a saude, além de importantes
para a defesa da planta, podendo propiciar maior resisténica no pdés-colheita
(PAIM et al., 2020; HINOJOSA-GOMEZ et al. 2020).
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Figura 3-Cromatograma de cianidina3-malonil-glicosideo obtida por HPLC-MS/MS
4. CONCLUSOES

Os resultados experimentais indicam que o uso de elicitores representa
uma estratégia eficaz para modular a producdo de metabdlitos secundarios em
alface roxa. Sendo que o tratamento EH mostrou-se um maior indutor de cianidina
3-malonil-glicosideo e o ABA resultou em plantas com maior conteudo de
antocianinas totais e cianidina 3-malonil-glicosideo, sem afetar a produtividade,
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representando uma estratégia interessante de biofortificacdo de compostos de
interesse.
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