UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE AGRONOMIA ELISEU MACIEL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
SEMENTES

Tese

EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE ALFACE ROXA: INDUCAO DE
TOLERANCIA AO ESTRESSE SALINO EM ALFACE

Cristiane Deuner

Pelotas, 2017



Cristiane Deuner

Extrato aquoso de folhas de alface roxa: inducgéo de tolerancia ao

estresse salino em alface

Tese apresentada ao Programa de PG4s
Graduacéo em Ciéncia e Tecnologia de
Sementes da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel da Universidade Federal
de Pelotas, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias.

Orientador: Géri Eduardo Meneghello

Co-orientadores: Dr. Francisco Amaral Villela
Dr. Sidnei Deuner

Pelotas, 2017



Cristiane Deuner
Extrato aquoso de folhas de alface roxa: inducéo de tolerancia ao estresse

salino em alface

Tese aprovada, como requisito parcial, para obtencao do grau de Doutor em
Ciéncias, Programa de Pds Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes,

Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 03 de margo de 2017

Banca Examinadora:
EngC. Agre., Dr. Géri Eduardo Meneghello .............coocciiiiiiniiiiiiieenennne (Orientador)

Doutor em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas

Bi6loga, Dra. Andréia da Silva Almeida

Doutora em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Flavio Reina Abib

Doutor em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Fernanda Reolon

Doutora em Fisiologia Vegetal pela Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dra. Vera Lucia Bobrowski
Doutora em Genética e Biologia Molecular pela Universidade Federal do Rio Gra
do Sul



Dedico este trabalho aos meus pais, pelos ensinamentos, educacao e caréater
gue me deram e ajudaram a construir.

Ao meu marido Vinicius, por estar sempre ao meu lado, me apoiando em
todos os momentos com palavras de afeto e incentivo.

Aos meus amigos e colegas Carolina Borges e César Castellanos, por todo
apoio fisico e intelectual empregado para a realizacdo deste trabalho.



Agradecimentos

A Deus, pelo privilégio da vida e bénc&os alcancadas.

A minha familia pelo apoio, incentivo e confianca.

Ao Dr. Géri Eduardo Meneghello, Dr. Francisco Amaral Villela e Dr. Sidnei
Deuner, pela orientacdo, suporte e auxilio.

Aos colegas e amigos pela amizade e ajuda prestada sempre que necessario.

Aos professores do Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Sementes, pelos ensinamentos.

Aos funcionérios do Laboratério Didatico de Analise de Sementes, pela
colaboracéo e pelo suporte.

A professora Dra. Vera Lucia Bobrowski por auxiliar na execucéo de parte deste
trabalho.

Aos alunos dos Laboratérios de RelacGes Hidricas e de Genética pela ajuda e
suporte técnico.

A todos que de uma forma ou outra me apoiaram na realizacéo deste Curso.

Obrigada.



Resumo

DEUNER, Cristiane. Extrato aquoso de folhas de alface roxa: inducdo de
tolerancia ao estresse salino em alface. 2017. 84f. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes) - Programa de Pds-Graduagédo em Ciéncia e Tecnologia de
Sementes, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

O estresse salino afeta negativamente a manifestacdo do potencial fisiolégico pela
germinacao, vigor das sementes e reducéo no desenvolvimento das plantulas. Além
disso, a salinidade pode comprometer a divisdo celular, inibindo o indice mitético e
causando anormalidades cromossO6micas, bem como aumentar a producdo de
espécies reativas de oxigénio. As plantas, por sua vez, podem reagir a esse estresse
com ajustes morfologicos, bioquimicos, fisioldgicos, celular e molecular, sendo que
determinados ajustes podem ser induzidos por uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios produzidos para a defesa natural da planta. Substancias como o -
caroteno, as vitaminas C e E e os compostos fendlicos estdo relacionados a
capacidade antioxidante de inUmeros vegetais e auxiliam a diminuir os efeitos
causados pela salinidade. Nesse ambito, extratos de plantas tém sido estudados, visto
gue o mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos vegetais, possui
um importante papel na reducéo da oxidacéo lipidica em tecidos vegetal e animal, sob
condicdes de estresse. A alface é a hortalica folhosa mais importante no Brasil e além
de vitaminas e sais minerais, possui carotenoides e alto teor de compostos fendlicos.
As variedades roxas possuem ainda, grande quantidade de antocianinas, o que lhes
confere maior atividade antioxidante. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito
do extrato de folhas de alface roxa sobre a qualidade fisiolégica, atividade citogenética
e antioxidante durante a germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas
de alface, submetidas a diferentes concentragdes salinas, buscando elucidar
possiveis mecanismos de tolerancia que poderéo servir de base para estudos futuros
com outras culturas. Foram realizados experimentos em laboratorio e casa de
vegetacdo, onde plantulas de alface, cultivar Regina, foram submetidas, durante os
estadios iniciais de desenvolvimento a diferentes concentragfes de extrato de folhas
de alface roxa combinado ou ndo a solucdes salinas, sendo avaliados parametros
relacionados a germinacdo, producdo de biomassa, divisdo celular e atividade
antioxidante. O uso de extrato de folhas de alface roxa proporciona incrementos na
germinacao das sementes, auxilia 0 desenvolvimento inicial das plantulas, bem como
diminui o estresse oxidativo causado pelo sal, justificado pelo aumento no indice de
clorofila e de nitrogénio e pela menor concentracdo de sédio nas folhas. O extrato de
alface roxa ndo afeta o indice mitético, diminui o indice de células em profase e
aumenta a incidéncia das células em telofase de raizes de alface. O estresse salino
afeta negativamente o desenvolvimento das plantulas de alface.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., salinidade, germinacédo, citogenética, atividade

antioxidante



Abstract

DEUNER, Cristiane. Aqueous extract of purple lettuce leaf: inducing tolerance to
salt stress in lettuce. 2017. 84f. Thesis (Doctorate in Science and Seed Technology)
- Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Salt stress negatively affects the manifestation of physiological potential for
germination, seed vigor and reduced seedling development. Moreover, the salinity can
affect cell division by inhibiting the mitotic index and causing chromosomal
abnormalities, as well as increase the production of reactive oxygen species. Plants,
in turn, can react to this stress with morphological adjustments, biochemical,
physiologic, cellular and molecular, and some of these adjustments can be induced by
a wide variety of secondary metabolites that is produced for the plant's natural defense.
Substances such as 3-carotene, vitamins C and E and phenolic compounds are related
to the antioxidant capacity of various vegetables and help to reduce the effects caused
by salinity. In this scope, plant extracts have been studied, since the mechanism of
action of antioxidants present in plant extracts, it has an important role in reducing lipid
oxidation in plant and animal tissues, under stress conditions. Lettuce is the hardwoods
vegetable more important in Brazil, beyond of vitamins and minerals, has carotenoids
and a high content of phenolic compounds. Purple varieties have also a lot of
anthocyanins, which gives them greater antioxidant activity. The aim of this study was
to characterize the effect of purple lettuce leaf extract on the physiological quality,
cytogenetics and antioxidant activity during germination and initial growth of lettuce
seedlings, under different salt concentrations, to elucidate possible mechanisms of
tolerance which may serve as a basis for future studies with other cultures.
Experiments were performed in the laboratory and greenhouse, where lettuce
seedlings, cultivar Regina, were submitted during the initial stages of development, a
different concentrations of purple lettuce leaf extract combined or not with salt
solutions, being evaluated parameters related to germination, biomass production, cell
division and antioxidant activity. The use of purple lettuce extract provides increases
in seed germination, assists the early development of seedlings, as well as decreases
the oxidative stress caused by the salt, justified by the increase in the chlorophyll and
nitrogen index and by the lower concentration of sodium in the leaves. The purple
lettuce extract does not affect the mitotic index, reduces the cell index in prophase and
increases the incidence of cells in telophase of lettuce roots. Salt stress negatively
affects the development of lettuce seedlings.

Key-words: Lactuca sativa L., salinity, germination, cytogenetics, antioxidant activity
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Introducéo

O crescimento rapido e continuo da populacdo mundial, que ja ultrapassa o0s
sete bilhdes de habitantes, em um planeta que parece cada vez menor, tem sérias
implicagbes em quase todos os aspectos da vida, sendo o abastecimento insuficiente
de alimentos um dos mais expressivos, seja pela méa distribuicdo dos mesmos ou por
fatores ambientais adversos que prejudicam as culturas. Segundo estimativa da FAO
(Food and Agriculture Organization), em 2050, a populacdo mundial devera atingir em
torno de 9,3 bilhdes de pessoas e frente a esse crescimento populacional, a agricultura
tem grandes e novos desafios para que haja uma producéo de alimentos que atenda
essa demanda populacional, sem contar a producdo de biomassa para gerar energia,
como € o caso do etanol e do biodiesel.

Segundo Ashraf e Harris (2004), os estresses ambientais limitam a
produtividade agricola ou ocasionam a reducdo de biomassa vegetal. Sob a
perspectiva da fisiologia, o estresse é uma condi¢cdo causada por um ou mais fatores,
qgue tendem a alterar o equilibrio de um organismo. Dentre os diversos tipos de
estresses que as plantas estdo sujeitas, a salinidade dos solos pode causar
expressiva queda na produtividade de certas culturas. Considerando a escassez de
novas fronteiras agricolas, cada vez mais sera necessario usar areas com estas
caracteristicas para a producéao agricola.

A salinidade pode ser definida como a situacdo de excesso de sais soluveis,
sédio trocavel ou ambos em horizontes ou camada superficiais, afetando o
desenvolvimento vegetal (RIBEIRO et al., 2009). Nos solos agricultaveis, o problema
da salinidade estd relacionado as respostas das plantas quanto a aspectos
fisiologicos, afetando o desenvolvimento desde a germinagéo, provocando reducéo
na produtividade e, em casos mais severos, podendo levar a morte (FARIAS, 2008).

O termo salino aplica-se a solos cuja condutividade elétrica é maior que
4mmhos cm™ a 25 °C (ALLISON et al., 1985), sendo possivel classificar as plantas
guanto a capacidade de sobrevier em ambientes salinos. Enquanto plantas haléfitas
sao capazes de crescer em solos com concentracdes de sais de até 20%, as glicofitas,
gue envolvem a maioria das plantas cultivadas, tém seu crescimento inibido em
concentracdes da ordem de 0,3% a 0,5%. A tolerancia a salinidade é variavel entre
espécies e, mesmo em uma mesma espécie, entre estadios de desenvolvimento, em

cada fase a tolerancia a salinidade é controlada por mais de um gene e altamente


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiSxbb90ILNAhWJOCYKHVeWBv0QFggjMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw
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influenciada por fatores ambientais (FLOWERS, 2004; FLOWERS e FLOWERS,
2005; MUNNS, 2005); entretanto, os efeitos dependem ainda, dos tipos de sais,
intensidade e duracéo do estresse salino, manejo cultural e da irrigacdo e condicbes
edafoclimaticas (TESTER e DAVENPORT, 2003; MUNNS, 2005; TAIZ e ZEIGER,
2013).

Estudos realizados com repolho demonstram que o estresse salino afeta
negativamente a manifestacdo do potencial fisioldgico pela germinacéo, vigor das
sementes e reducdo no desenvolvimento das plantulas da parte aérea e da raiz
(BERNARDES et al., 2015). Em meldo, concentracdes elevadas de cloreto de sédio
provocaram reducgéo da velocidade de emergéncia e do crescimento das plantulas
(SOARES et al., 2010). Ao avaliarem a producédo de alface em hidroponia com agua
salina, Paulus et al. (2010), também observaram resposta linear e decrescente em
duas cultivares de alface, constatando que houve reducdo da massa fresca.

Além disso, a salinidade pode afetar a divisao celular, inibindo o indice mitético,
e causando anormalidades cromossomicas. O indice mitético tem se mostrado um
parametro importante para se avaliar os efeitos que agentes quimicos causam no ciclo
celular (SMAKA-KINCL et al., 1996; SOBRAL et al., 2013). De acordo com Bagatini et
al. (2007) e Fonseca et al. (2000), estudos citogenéticos de espécies vegetais
informam a respeito de possiveis alteracdes cromossémicas decorrentes do préprio
metabolismo ou devido a presenca de agentes mutagénicos.

As plantas, por sua vez, podem reagir ao estresse salino com ajustes
morfologicos, bioquimicos, fisioldgicos, celular e molecular (RADIC et al., 2005;
TABUR e DEMIR, 2010; PEREZ-CLEMENTE et al., 2013). Segundo Régo Junior et
al. (2011), uma ampla variedade de metabdlitos secundarios € produzida para a
defesa natural da planta sob estresses. Durante periodos de crescimento sob
condi¢cBes normais e de estresse moderado, as plantas ativam sistemas antioxidativos
de defesa presentes em diversos compartimentos subcelulares que, usualmente, sao
suficientes para evitar o dano oxidativo (BRAY et al., 2000). Entretanto, quando
estressadas severamente, ha um aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e outros compostos oxidantes, pelo acumulo de intermediarios
reativos, prejudicando o sistema de defesa antioxidante e a capacidade para reparar
o dano oxidativo (OBA et al., 2009).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que em pequenas

concentracbes, em comparacdo ao substrato oxidavel, retardam ou previnem


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-737X2016000100039#B1
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significativamente o inicio ou a propagagcdo da cadeia de reagbes de oxidagao
(BIANCHI e ANTUNES, 1999). As plantas tém sistemas antioxidativos de defesa nao
enzimaticos e enzimaticos. Os sistemas ndo enzimaticos sdo compostos naturais,
denominados substancias bioativas, que incluem os fendlicos, terpenos, carotenoides
e 0 &cido ascorbico que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos (MELO e
GUERRA, 2002). Os enzimaticos incluem as enzimas superoxido dismutase, catalase,
ascorbato peroxidase, redutase do monodesidroascorbato, redutase do
desidroascorbato e redutase da glutationa (SHALATA et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que o (B-caroteno, as vitaminas C e E e o0s
compostos fendlicos estéo relacionados a capacidade antioxidante de varias espécies
vegetais (McDONALD et al., 2001). De acordo com Selene et al. (2009), diversos
extratos de plantas tém sido estudados devido ao poder antioxidante, visto que o
mecanismo de acao dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas, possui um
papel importante na reducdo da oxidacao lipidica em tecidos vegetal e animal
(ANGELO e JORGE, 2007), sob condi¢des de estresse.

A alface (Lactuca sativa L.), considerada a hortalica folhosa de maior
importancia no Brasil, é bastante consumida em todo o mundo e amplamente cultivada
em muitos paises (CAMILI et al., 2013). Essa hortalica é a preferida pelos pequenos
produtores devido a sua larga adaptacdo as condi¢cdes climaticas adversas, a
possibilidade de cultivos sucessivos no mesmo ano (MEDEIROS et al., 2007), ao
baixo custo de producdo, a reduzida suscetibilidade a pragas e doencas, a
comercializacado segura, bem como pelas suas fontes nutricionais, fatores que Ihe
conferem grande importancia economica e social (CEASA, 2006). As folhas sdo
geralmente consumidas cruas em saladas, e tém maioritariamente agua na sua
composi¢cdo, mas podem ser consideradas uma boa fonte de vitaminas e sais
minerais, principalmente vitamina A, além de conter vitaminas B1, B2 e C, calcio e
ferro (FERNANDES et al., 2002). Possui também carotenoides, elevado teor de
compostos fendlicos e alta atividade antioxidante (COLLINS, 2004; TIVERON, 2010).
As variedades roxas possuem ainda grande quantidade de antocianinas, o que |lhes
confere maior atividade antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997).

De acordo com Ayers e Westcot (1999), a alface € moderadamente sensivel a
salinidade. Sendo assim, pode ser considerada uma planta-teste para avaliar os
potenciais efeitos do extrato vegetal sobre a germinacdo de sementes e

desenvolvimento de plantulas, sob estresse salino; uma vez que, ao longo da
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evolucdo, as plantas desenvolveram mecanismos que as permitem perceber as
condicbes adversas, ativando cascatas de transducdo de sinais, as quais,
consequentemente, acionam vias de resposta ao estresse, levando a mudancas
fisiolégicas e bioquimicas. Desta forma, a ativacdo destas vias pode mitigar o efeito
do estresse, levando ao ajustamento celular e a tolerancia da planta. No entanto, o
modo como as plantas aclimatizam-se frente a salinidade ainda néo esta totalmente
compreendido em niveis fisiolégico, bioquimico e, principalmente, genético. Assim,
estudos que identifiquem e que permitam o entendimento dos mecanismos de defesa
das plantas contra a alta salinidade s&o de extrema importancia, a fim de garantir a
sustentabilidade das culturas nas areas com esta caracteristica.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito do extrato de
folnas de alface roxa sobre a qualidade fisiol6gica, atividade citogenética e
antioxidante durante a germinacao de sementes e crescimento inicial de plantulas de
alface, submetidas a diferentes concentragfes salinas, buscando elucidar possiveis
mecanismos de tolerancia que poderdo servir de base para estudos futuros com

outras culturas.



CAPITULO 1

ACAO POTENCIALIZADORA DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE
ALFACE ROXA NA QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE ALFACE
SUBMETIDAS A ESTRESSE SALINO
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2. Acao potencializadora do extrato de folhas de alface roxa na qualidade
fisiologica de sementes de alface submetidas a estresse salino

2.1 Introducéo

O estresse salino envolve alteracdes em varios processos fisioldgicos e
metabdlicos, dependendo da intensidade e da duracdo do estresse, podendo
inibir a producdo das culturas (ROZEMA e FLOWERS, 2008; JAMES et al.,
2011). De acordo com Ribeiro et al. (2009), a salinidade pode ser definida como
a situagdo de excesso de sais soluveis, sédio trocavel ou ambos em horizontes
ou camadas superficiais do solo, afetando o desenvolvimento vegetal. Os altos
teores de sais sollveis, especialmente o cloreto de sodio (NaCl), provocam
reducdo do potencial hidrico do substrato, induzindo menor capacidade de
absorcdo de agua pelas sementes, podendo reduzir a percentagem ou até
mesmo inibir a germinacao, em funcéo dos efeitos osmoticos e toxicos (SECCO
et al., 2010). Além disso, com o estresse salino, a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) é reforcada nas plantas (APEL e HIRT, 2004), podendo
conduzir a danos oxidativos em varios componentes celulares tais como
proteinas, lipidios e DNA, interrompendo fungbes celulares vitais (GUPTA e
HUANG, 2014).

Avaliando a germinacdo de sementes de couve chinesa sob influéncia do
teor de agua e estresse salino, Lopes e Macedo (2008), concluiram que a
salinidade afeta negativamente a manifestacdo do potencial fisiologico pela
germinagcdo e o vigor das sementes. A diminuicdo da porcentagem de
germinacdo das sementes pode estar ligada a dificuldade de absorcdo da agua,
devido a potenciais hidricos muito negativos, especialmente no inicio da
embebicéo, influenciando a absorcéo de agua, podendo inviabilizar a sequéncia
de eventos relacionados ao processo germinativo (MOTERLE et al., 2006).
Ainda, conforme observado por Rodrigues et al. (2015), a utilizacdo de niveis
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crescentes de sais na agua de irrigacdo influencia o desenvolvimento das
cultivares de alface, diminuindo linearmente as massas fresca e seca da parte
aérea, o numero de folhas e a massa seca da raiz. Segundo Ferreira et al. (2001)
e Cavalcante et al. (2010), o estresse salino provoca a reducdo do
desenvolvimento vegetal em funcéo dos desequilibrios nutricionais, na absorcéo
e transporte de nutrientes, provocados pelo excesso de sais. Farias et al. (2009)
afirmam que a salinidade, reduz a atividade dos ions em solucédo e altera os
processos de absorcao, transporte, assimilacdo e distribuicdo de nutrientes na
planta.

Entretanto, as plantas respondem de formas diferentes ao estresse salino,
e como defesa, adaptam-se por meio de diferentes mecanismos, com mudancas
no padrdo morfolégico e de desenvolvimento, bem como respostas fisioldégicas
e bioquimicas (BOHNERT et al., 1995). Um mecanismo que as plantas
desenvolveram para crescer sob condi¢cdes de estresse é a producdo de uma
ampla variedade de metabolitos secundarios (REGO JUNIOR et al., 2011), que
auxiliam na detoxificacdo das EROs.

Varios estudos ja foram conduzidos abordando as propriedades
antioxidantes de frutas, hortalicas e plantas medicinais (OLIVEIRA et al., 2007;
ARBOS et al., 2010; FORMAGIO et al., 2014). Substancias como o (-caroteno,
as vitaminas C e E e os compostos fendlicos estédo relacionados a capacidade
antioxidante de varios vegetais (McDONALD et al., 2001). Além disso, protetores
enddgenos, tais como osmoprotetores, hormonios vegetais e os antioxidantes
tém sido eficazes na redugéo dos danos induzidos pelo sal nas plantas (AHMAD
et al., 2010; HOSSAIN et al., 2011; IQBAL et al., 2012; IOANNIDIS et al., 2012).

Estudando a aplicacdo de extrato de raizes de cenoura na inducdo de
tolerancia a salinidade em plantulas de feijao caupi, Abbas e Akladious (2013),
constataram que a embebicdo das sementes no extrato de cenoura,
proporcionou um aumento no crescimento da planta, no rendimento, bem como
na tolerancia ao estresse salino. Salientam ainda que os resultados dos efeitos
benéficos do extrato de raizes de cenoura contra o estresse abidtico podem, em

parte, ter sido provocados pelo seu conteudo bioativo e componentes
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nutricionais, visto que a raiz contém antocianina, aminoacidos, prolina, agucar,
carotenoides, flavonas, proteinas e fibras.

A alface (Lactuca sativa L.), considerada a hortalica folnosa de maior
importancia no Brasil, &€ bastante consumida em todo o mundo e amplamente
cultivada em muitos paises (CAMILI et al., 2013). Assim como a cenoura, possui
alto valor nutritivo, contendo carotenoides, vitamina C e alto teor de compostos
fendlicos (COLLINS, 2004). As variedades vermelhas ou roxas possuem ainda
grande quantidade de antocianinas, o que l|hes confere maior atividade
antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar uma possivel acéo
potencializadora do extrato aquoso de folhas de alface roxa sobre a qualidade
fisiol6gica, durante a germinacéo de sementes e crescimento inicial de plantulas

de alface, submetidas a estresse salino.

2.2 Material e métodos

O trabalho foi conduzido no Laborat6rio Didatico de Andalise de Sementes
(Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel),
Laboratério de Nutricdo de Plantas (Departamento de Boténica, Instituto de
Biologia) e em casa de vegetacdo da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
Pelotas-RS. O material vegetal utilizado foram sementes de alface, cv. Regina e
extrato aquoso de folhas de alface roxa, sendo conduzidos dois experimentos, a
saber:

Experimento |: para avaliar a qualidade fisiologica durante a germinacao
das sementes de alface, cv. Regina em condi¢cdes controladas de camara de
crescimento (BOD), foram testadas quatro concentracdes de extrato aquoso de
alface roxa (0, 50, 100 e 150g de folhas de alface L' Agua) combinadas com
cinco concentragbes (0, 30, 60, 90 e 120mM) de cloreto de sédio (NacCl),
constituindo 20 tratamentos, sendo 4gua destilada (combinac&o do nivel zero
para os dois fatores) o controle. Para a obtencdo dos extratos de alface roxa,
utilizaram-se plantas adquiridas em uma fruteira local, no mesmo dia da sua

utilizacéo, observando que estivessem em bom estado sanitario. Inicialmente, as
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folhas foram lavadas em agua destilada, e em seguida realizada a secagem com
papel toalha. Apds, as folhas foram pesadas, conforme cada tratamento, e
trituradas em liquidificador de plastico, com pas metalicas, contendo agua
destilada, durante dois minutos. Os extratos obtidos foram filtrados em papel
filtro, para entdo serem utilizados na conducéo dos testes, sendo todo o preparo
feito em laboratério, com temperatura constante de 25 °C e sob iluminacéo de
luz branca. A combinacao dos fatores foi realizada adicionando-se a quantidade
correspondente de NaCl, conforme cada tratamento, aos extratos de alface roxa,
antes de proceder a realizacéo dos testes.

A qualidade fisiolégica das sementes foi avaliada através dos seguintes
testes: a) Germinacéo (G): realizada com quatro repeticdes de 50 sementes por
tratamento, em caixas plasticas transparentes, sobre duas folhas de papel
mataborrdo umedecido com 2,5 vezes o peso do papel seco com os referidos
tratamentos, colocadas em germinador regulado a temperatura constante de 20
°C e fotoperiodo de 12h. As contagens foram efetuadas no quarto e sétimo dia,
de acordo com as Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009),
computando-se as porcentagens de plantulas normais para cada repeticdo. b)
Primeira contagem de germinacdo (PCG): realizada juntamente ao teste de
germinacao, efetuada no quarto dia apo6s a semeadura. As avaliacdes foram
efetuadas de acordo com as RAS (BRASIL, 2009), computando-se as
porcentagens de plantulas normais para cada repeticdo. ¢) Comprimento de
parte aérea e radicular (CPA e CR): realizado conforme metodologia para o teste
de germinacdo, com quatro subamostras de 15 plantulas para cada tratamento,
das quais foi medido o comprimento da parte aérea e da raiz principal, no sétimo
dia ap0s a semeadura, com auxilio de uma régua graduada (mm). d) Massa seca
total (MST): realizada com as mesmas plantulas utilizadas para a determinacao
do comprimento, sendo estas colocadas em sacos de papel para secar em estufa
a 70 °C = 2 °C por 72h, quando foi determinada a massa seca em balanca
analitica, sendo os resultados expressos em mg plantula?.

Experimento II: para avaliar o crescimento inicial das plantulas de alface
em casa de vegetacao, foram testadas trés concentracdes de extrato aquoso de

alface roxa (0, 75 e 125g de folhas de alface L' 4gua) combinadas com cinco
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concentracbes de NacCl (0, 30, 60, 90 e 120mM), constituindo 15 tratamentos,
sendo agua destilada (combinacado do nivel zero para os dois fatores) o controle.
A combinacéo entre os fatores foi realizada da mesma forma que o experimento
|. Para tanto, sementes de alface foram semeadas em bandejas de poliestireno,
utilizando-se como substrato areia lavada e autoclavada. Inicialmente, foram
semeadas trés sementes por célula, sendo realizado um desbaste apos a
emergéncia, restando apenas uma plantula por célula. Cada tratamento consistiu
em quatro repeticbes de 18 células, totalizando 72 células ou plantulas por
tratamento. As solucbes de cada tratamento foram aplicadas logo apés a
semeadura e posteriormente aos quatro, nove, 15 e 22 dias apds a semeadura,
em volume de 15mL por célula, em cada aplicacdo. Também aplicou-se solucéo
nutritiva de Hoagland (HOAGLAND e ARNON, 1938), em volume de 10mL auma
concentracdo de 50% da recomendada (meia forca) aos sete e 11 dias apés a
semeadura e 6mL a uma concentragdo de 100% da recomendada (forca
completa), aos 16 e 20 dias ap0s a semeadura. Sempre que necessario, as
plantulas foram irrigadas com agua com auxilio de um regador.

Os parametros avaliados foram: a) indice de velocidade de emergéncia
(IVE): sementes foram semeadas de forma manual, a 0.5cm de profundidade,
aproximadamente, em células de bandejas de poliestireno contendo como
substrato areia lavada e autoclavada. As observacdes foram realizadas
diariamente, computando-se o niumero de plantulas emergidas por dia, até que
esse numero permanecesse constante. De posse dos dados, calculou-se o IVE
utilizando a seguinte formula: IVE = (E1 — EQ)/N1 + (E2 — E1)/N2 +...+ (En — En-
1)/Nn; onde EO é o resultado da contagem no primeiro dia, E1 no segundo dia,
..., En no enésimo dia, N1 é o primeiro dia apds semeadura, N2 o segundo dia,
..., Nn 0 enésimo dia, segundo Vieira e Carvalho (1994); b) Emergéncia de
plantulas (E): computado com as mesmas plantulas utilizadas para o IVE, com
apenas uma contagem aos 12 dias apds a semeadura considerando como
emergidas, as plantulas que apresentaram os cotilédones totalmente livres e
normais. Os resultados foram expressos em porcentagem de emergéncia das
plantulas; c) Determinacdo da area foliar (AF): realizada pelo método néo

destrutivo, em dois momentos: aos 14 e 24 dias apds a semeadura, utilizando o
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produto do comprimento da nervura principal e a largura maxima da folha,
multiplicado pelo fator de corre¢éo 0,75; proposto por Pereira et al. (2003), para
cultura da alface. Os resultados foram expressos em cm? plantula?; d)
Comprimento da parte aérea (CPA): determinado aos 24 dias ap6s a semeadura,
em 10 plantulas por repeticédo, para cada tratamento, com auxilio de uma régua
graduada em milimetros. Os resultados foram expressos em cm plantula?; e)
Producdo de massa fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA): ap0s a
medicdo do comprimento da parte aérea, as mesmas plantulas foram pesadas
em balanca analitica para obter a massa fresca e posteriormente acondicionadas
em estufa a 70 °C por 72h, sendo entdo determinada a massa seca em balanca
analitica. Os resultados foram expressos em g plantula®; f) Volume de raiz (VR):
determinado colocando-se as raizes em proveta graduada, contendo um volume
conhecido de 4gua. O volume do sistema radicular correspondeu ao volume de
agua deslocado dentro da proveta apds sua imersao. Pela diferenca, se obteve
a resposta direta do volume de raizes, pela equivaléncia de unidades (1mL =
1cm3); g) Producédo de massa seca da raiz (MSR): apés a medi¢do do volume
das raizes, as mesmas foram colocadas em estufa a 70 °C por 72h, sendo entédo
pesadas para obter a biomassa seca. Os resultados foram expressos em g
plantula™.

O delineamento utilizado para as analises da qualidade fisiolégica do
Experimento | foi inteiramente casualizado, em fatorial 4x5 (concentracfes de
extrato de folhas de alface x concentracdes de NaCl), com quatro repeti¢cdes. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo Teste de F (p<0,05).
Os efeitos das concentragbes foram analisados por regressao polinomial pelo
programa estatistico Winstat 2.0 (MACHADO e CONCEICAO, 2003). Para o
Experimento Il o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em fatorial
com 3x5 (concentracdes de extrato de folhas de alface x concentracdes de NaCl)
e quatro repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
pelo Teste de F (p<0,05). Realizou-se comparacdo de médias pelo teste da
diferenca minima significativa (p<0,05) para o fator concentracdo de extrato de

folhas de alface roxa e regressao polinomial (p<0,05) para o fator concentragcéo
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de solugdo de NaCl. Os dados foram analisados pelo programa estatistico
Winstat 2.0 (MACHADO e CONCEICAO, 2003).

2.3 Resultados

Experimento |

Os dados do experimento | demonstraram que a germinacdo responde a
interacdo entre os dois fatores estudados, enquanto que os demais testes
mostraram resposta aos fatores isolados. Houve incremento no percentual de
germinacdo com o aumento da concentragdo de extrato combinado a salinidade
nas concentracdes de 90 e 120mM de NaCl (Figura 1A). Porém, na auséncia e
na menor concentracdo do extrato de alface, o sal levou a reducdo da
germinacdo (Figura 1B). A primeira contagem de germinagdo ndo apresentou
interacdo entre os fatores, entretanto, houve um aumento de sementes
germinadas com a aplicacdo de extrato de alface, apresentando um ponto de
maxima em 82,6g L (Figura 1C). J& para o fator sal, o ponto de maxima foi
atingido com 34,78mM de NaCl, seguido de reducdo conforme aumentaram os

tratamentos salinos (Figura 1D).
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Figura 1. Germinacdo (G) e primeira contagem de germinagcdo (PCG) de
sementes de alface, cv. Regina, cultivadas na presenca de extrato aquoso de
alface roxa e NaCl. Coluna da esquerda (A, C) - Efeito do extrato; Coluna da
direita (B, D) - Efeito do sal.
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O comprimento da parte aérea apresentou incremento com a aplicagédo
do extrato de alface, atingindo um ponto de maxima em 109,29g L* (Figura 2A),
porém, reduziu linearmente com o incremento das concentracdes salinas (Figura
2B). Ja o comprimento da raiz apresentou reducdo para ambos os fatores

avaliados (Figura 2D).
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Figura 2. Comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR) de
sementes de alface, cv. Regina, cultivadas na presenca de extrato aquoso de
alface roxa e NaCl. Coluna da esquerda (A, C) - Efeito do extrato; Coluna da
direita (B, D) - Efeito do sal.
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A massa seca total das plantulas diferiu significativamente apenas para o
fator extrato de alface, atingindo um ponto de méaxima na concentragdo de 81,59
Lt (Figura 3).
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y =-0.0002x%+ 0.0326x + 12.666 R* = 80 y=NS$

Figura 3. Massa seca total (MST) de plantulas oriundas de sementes de alface,
cv. Regina, cultivadas na presenca de extrato aquoso de alface roxa e NaCl.
Coluna da esquerda (A) - Efeito do extrato; Coluna da direita (B) - Efeito do sal.

Experimento Il

Para o cultivo em casa de vegetacdao houve interacdo entre os fatores
para as variaveis indice de velocidade de germinacédo, area foliar, comprimento
da parte aérea, massa fresca e seca da parte aérea e volume e massa seca de
raiz, enquanto que para a emergéncia nao houve influéncia dos fatores.

O indice de velocidade de emergéncia foi significativamente superior no
tratamento contendo 125g L de extrato de alface, em relacdo aos demais, tanto
na auséncia do sal quanto na concentracdo de 120mM de NaCl. As
concentracbes de 0 e 75g L* de extrato, apresentaram respostas de tendéncia
quadratica decrescente, com pontos de maxima em 29 e 1mM de NaCl,

respectivamente (Figura 4B).
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Figura 4. Emergéncia (E) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de
plantulas de alface, cv. Regina, cultivadas na presenca de extrato aquoso de

alface roxa e NaCl. As barras correspondem ao valor da DMS (diferenga minima significativa)
entre os niveis do fator extrato de alface roxa (p<0,05); barras que se sobrepbem indicam que
os tratamentos ndo diferem estatisticamente.

Quanto a érea foliar (Figura 5), houve incremento significativo com a
aplicacao de extrato de alface, tanto aos 14 como 24 dias apds a semeadura
(DAS), sendo aproximadamente 20cm? superior no tratamento com 125g L de
extrato em comparagcdo ao seu controle, aos 24 DAS (Figura 5B). Ainda,
comparando as concentracdes de extrato de alface dentro de cada concentracao
salina, a variavel resposta também foi positiva, com incrementos significativos,
atingindo valores de aproximadamente 9cm? de diferenca entre a concentracdo

de Og para 125¢g L de extrato, na concentracdo de 120mM de sal (Figura 5B).
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Figura 5. Area foliar (AF) de plantulas de alface, cv. Regina, cultivadas na
presenca de extrato aquoso de alface roxa e NaCl. Coluna da esquerda (A) - 14
DAS - dias ap6s semeadura; Coluna da direita (B) - 21 DAS - dias apos

semeadura. As barras correspondem ao valor da DMS (diferenca minima significativa) entre
os niveis do fator extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que o0s
tratamentos ndo diferem estatisticamente.

Estes resultados demonstram o efeito positivo que o extrato de folhas de
alface roxa possui sobre 0 desenvolvimento inicial de plantulas de alface, mesmo
sob estresse salino, o que fica evidente na Figura 6, que representa o estadio de

desenvolvimento das plantulas aos 24 DAS.

Figura 6. Desenvolvimento das plantulas de alface (24 dias ap0s a semeadura).
1: controle (Agua); 2: 75g L de extrato; 3: 125g L de extrato; 4: 30mM sal; 5:
60mM sal; 6: 90mM sal; 7: 120mM sal; 8: 75g L de extrato + 30mM sal; 9: 759
L't de extrato + 60mM sal; 10: 75g L de extrato + 90mM sal; 11: 75g L de
extrato + 120mM sal; 12: 125¢g L de extrato + 30mM sal; 13: 1259 L* de extrato
+60mM sal; 14: 125g L de extrato + 90mM sal; 15: 125g L de extrato + 120mM
sal.
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Os dados referentes ao comprimento e a massa fresca e seca da parte
aérea das plantulas (Figura 7), apresentaram a mesma tendéncia observada na
area foliar, com incrementos significativos pela aplicacdo do extrato de alface,
tanto de forma isolada como na aplicacéo conjunta ao NaCl. Nao houve diferenca

entre as concentracdes de sal, na auséncia de extrato, nas trés variaveis

avaliadas.
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Figura 7. Comprimento da parte aérea (CPA), massa fresca (MFPA) e seca
(MSPA) da parte aérea de plantulas de alface, cv. Regina, cultivadas na

presenca de extrato aquoso de alface roxa e NaCl. As barras correspondem ao valor
da DMS (diferenga minima significativa) entre os niveis do fator extrato de alface roxa (p<0,05),
barras que se sobrepfem indicam que os tratamentos nédo diferem estatisticamente.

Analisando o volume e a massa seca de raiz (Figura 8), observou-se
diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que, mesmo com 0 aumento
da concentracdo salina, pela adicdo do extrato de alface, estas variaveis

apresentaram incremento significativo. Ambas as variaveis apresentaram
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tendéncia cubica em relacdo as concentracdes de NaCl, com um incremento até

a concentragcédo de 30mM de sal (Figura 8).
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Figura 8. Volume de raiz (A) e massa seca da raiz (B) de plantulas de alface, cv.

Regina, cultivadas na presenca de extrato aquoso de alface roxa e NaCl. As barras
correspondem ao valor da DMS (diferenca minima significativa) entre os niveis do fator extrato
de alface roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que os tratamentos ndo diferem
estatisticamente.

2.4 Discussao

A salinidade afeta as plantas de varias maneiras e como resultado, seu
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia sédo reduzidos (MUSCOLO et al.,
2011; SCHLEIFF e MUSCOLO, 2011). Entretanto, os vegetais possuem dois
tipos de metabdlitos: primarios e secundarios; enquanto os metabalitos primarios
respondem pela sobrevivéncia do vegetal, os secundarios estao intimamente
associados a estratégias de defesa (NASS, 2007) em condi¢Bes adversas. De
acordo com Taiz e Zeiger (2013), os metabdlitos secundarios séo distribuidos
em terpenos, compostos fendlicos e compostos contendo nitrogénio. A alface
contém alto teor de compostos fendlicos (COLLINS, 2004), além de antocianinas
presentes nas variedades vermelhas ou roxas.

No presente estudo pode-se observar o efeito positivo da aplicacéo do
extrato de alface roxa sobre a germinacgéo, primeira contagem da germinacao,

comprimento da parte aérea e massa seca das plantulas de alface, cultivadas
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em condi¢des controladas. Alguns estudos vém relatando o efeito de extratos
aguosos sobre a germinacdo de sementes. Parimelazhagan e Francis (1999)
verificaram que com a aplicacao do extrato de folhas de Clerodendrum viscosum
houve maior percentual de germinacao e melhor desenvolvimento das mudas de
arroz. Em contrapartida, a percentagem de germinacao e o indice de velocidade
de germinacao de rabanete sob acédo de extrato aquoso de Piper mikanianum
foram reduzidos em todos os tratamentos contendo extrato (BORELLA et al.,
2012). Isto indica que o efeito de determinado tipo de extrato depende da
sensibilidade da planta testada para 0s compostos presentes, pois certas
substancias podem inibir a germinagao ou o crescimento (ALMEIDA et al., 1998).
Ao contrario do extrato de alface, a salinidade afetou de forma negativa a
germinacao e o crescimento das plantulas de alface. Resultados semelhantes
foram observados em alface (KESHAVARZI, 2012) e girassol (RABBANI et al.,
2013), onde o0 aumento da salinidade no substrato influenciou negativamente a
germinacao. Entretanto, estudando nove variedades de alface sob estresse
salino, Zapata et al. (2003), observaram uma tolerancia relativamente alta
durante a germinacdo, uma vez que altos niveis de NaCl (150mM) atrasaram a
germinacdo, mas a maioria das sementes foram capazes de germinar sob tais
condicbes. A salinidade pode atuar, dependendo da cultura, inibindo ou
retardando a germinacao das sementes, porém, na presenca de compostos que
atuem de forma a potencializar a germinacdo e o crescimento inicial das
plantulas, o efeito negativo da salinidade pode ser atenuado, como observado
no presente estudo pela aplicacdo do extrato aquoso de folhas de alface roxa.
Todos os parametros avaliados no experimento |l apresentaram valores
superiores com o uso do extrato de folhas de alface roxa, tanto de forma isolada
guanto em conjunto com o sal, sendo que com a aplicacéo de 125g L do extrato
aguoso foram obtidos os melhores resultados. Estudando o efeito da embebicéo
de sementes de feijdo-caupi em extratos de raizes de cenoura e NaCl, Abbas e
Akladious (2013) observaram efeito significativo da salinidade na reducao do
comprimento do caule, raizes, numero de folhas, massa fresca e seca das
plantulas. J4 em relacéo ao extrato de cenoura, 0s autores verificaram uma acéo

estimuladora no crescimento de mudas de feijdo-caupi com a aplicagdo do
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extrato, sendo a concentracdo de 25g 100mL* a mais eficaz em melhorar os
parametros de comprimento avaliados, tanto nas plantas controle como nas
submetidas a salinidade.

A aplicacéo de extrato de folhas de alface roxa proporcionou um aumento
na area foliar das plantulas de alface, com incrementos de até 20cm?, da menor
(auséncia) para a maior (125g L?) concentracdo (Figura 5B). A aplicacéo
conjunta do extrato com o sal, embora tenha reduzido a area foliar em ambos os
momentos de avaliacdo (14 e 24 dias), apresentou valores superiores mesmo na
maior concentracdo de NaCl (120mM), em relagdo a auséncia do extrato (Figura
5), demonstrando a acgao potencializadora do extrato, que mesmo com a
aplicacao de concentracfes elevadas de sal, auxilia no desenvolvimento foliar
das plantulas de alface. Considerando que a parte comestivel da alface é
justamente as folhas, incrementos na area foliar sdo altamente desejados do
ponto de vista agrondémico.

Avaliando o desempenho de cinco cultivares de alface submetidas a
diferentes niveis de salinidade da 4gua de irrigacéo (0,5; 1,5; 2,5; 3,5 e 4,5dS m-
1), Oliveira et al. (2011) observaram que a area foliar foi afetada
significativamente (p < 0,01) pela salinidade em todas as cultivares. Os valores
de &rea foliar variaram de 2291,76cm? a 1259,01cm?, evidenciando que o efeito
da salinidade ¢é influenciado pela variacdo genética entre as cultivares. Segundo
Morales et al. (2001), nem todas as partes da planta sdo igualmente afetadas
pela salinidade, bem como a adaptacao ao estresse salino varia entre espécies
e em um mesmo genotipo pode variar entre estadios fenologicos. O decréscimo
da area foliar das plantas em condi¢cfes salinas pode estar relacionado com um
dos mecanismos de adaptacdo da planta ao estresse salino, diminuindo a
superficie transpirante (TESTER e DAVENPORT, 2003).

Além do aspecto agronémico, mencionado anteriormente, a area foliar
tem sua importancia por ser uma variavel de crescimento indicativa da
produtividade, visto que o processo fotossintético depende da interceptacdo da
energia luminosa e sua conversao em energia quimica, sendo este um processo
gue ocorre diretamente na folha (TAIZ e ZEIGER, 2013). Como a fotossintese

depende da area foliar, o rendimento da cultura sera maior quanto mais rapido a
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planta atingir o indice de area foliar maximo e quanto mais tempo a area foliar
permanecer ativa (OLIVEIRA et al., 2011). Ainda, de acordo com Mittova et al.
(2002) e Sultana et al. (2002), as reducbes de area foliar e de fotossintese
contribuem, de certo modo, para adaptacdo da cultura a salinidade; a reducao
da area foliar sob estresse hidrico pode ser um mecanismo de sobrevivéncia que
permite a conservacao de agua pela menor area transpiratéria das plantas.

A concentracdo de 125g L de extrato proporcionou aumentos de mais de
6cm? no volume de raiz e 0.5g na massa seca de raiz, em relacéo a concentracdo
Og L (Figura 8). O crescimento de raizes refor¢cadas pela aplicagdo do extrato
de folhas de alface € importante porque pode reduzir o choque do transplante
em hortalicas (CROUCH e VAN STADEN, 1992), bem como aumentar o
potencial de nutricdo inicial e a absorcao de agua pela planta (MANCUSO et al.,
2006). Pode-se observar também que o volume e a massa seca de raiz
apresentaram tendéncia cubica com o incremento das concentragcfes de sal até
a concentracdo de 30mM, seguida de reducdo até a concentracdo de 90mM
(Figuras 8A e B). De acordo com Munns e Tester (2008), a inibicdo no
crescimento do sistema radicular sob condi¢cdes salinas pode ser atribuida a
reducdo da fotossintese, visto que em condi¢Bes salinas o nimero e tamanho
das folhas de plantas glicofitas sdo reduzidos. Ao estudarem o efeito do extrato
aguoso de Adonis vernalis L., Dragoeva et al. (2015) observaram que o extrato
diminuiu o comprimento das raizes de Triticum aestivum. Avaliando a resposta
da alface hidroponica a salinidade produzida por NaCl e CaClz, Tas et al. (2005)
nao observaram efeito significativo da salinidade no comprimento radicular.

Paulus et al. (2010) observaram que o aumento da salinidade da agua
reduziu a massa fresca e seca de plantulas em duas cultivares de alface, sendo
que a reducao variou conforme a cultivar. Segundo Pedo et al. (2014), a menor
alocacdo de massa seca pode ser consequéncia da elevada concentracdo de
NaCl sobre mecanismos de hidrolise e mobilizagéo de reservas para a plantula.
Em contrapartida, estudando a resposta da alface crespa em diferentes niveis
da salinidade da agua de irrigacédo (0,75 a 7,0dS m), Unlukara et al. (2008),
notaram aumento na massa seca da planta com o aumento da salinidade.

Soares et al. (2007) verificaram que o sistema radicular da alface néo foi
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prejudicado pela salinidade da agua e que em hidroponia, é possivel utilizar
adguas salinas para producdo de alface, podendo a tolerédncia aos sais ser
superior aquela obtida em cultivos convencionais baseados em solo.

Embora os estresses abioticos, como a seca, salinidade e temperaturas
extremas possam reduzir o rendimento das principais culturas e limitar a
producdo agricola mundial (ZIA e KHAN, 2002; ZAHIR e FARRUKH, 2012), os
extratos de diferentes materiais vegetais podem promover o crescimento de um
determinado tecido, por conterem substancias promotoras envolvidas no
mecanismo de inducédo do crescimento de plantas (PUCHOOA e RAMBURN,
2004). Os resultados obtidos mostraram que a alface roxa tem uma acao
estimuladora na germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de alface,
mesmo sob estresse salino. Sendo assim, futuros estudos que visem a elucidar
0s mecanismos de resposta fisioldégicos e bioquimicos induzidos pelo extrato de
folhas de alface roxa devem ser explorados, a fim de ratificar possiveis

incrementos na producéao de diferentes culturas.

2.5 Conclusdes

O uso de extrato de folhas de alface roxa proporciona incrementos na
germinacao, primeira contagem de germinacao, no comprimento da parte aérea
e na massa seca das plantulas de alface em condi¢des de laboratorio.

O extrato de folhas de alface roxa, embora nao iniba o efeito do sal,
potencializa o desenvolvimento inicial de plantulas de alface, sendo a

concentracdo de 125g L a que proporciona os melhores resultados.



CAPITULO 2

EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE ALFACE ROXA NA
ATIVIDADE CITOGENETICA DE RAIZES DE ALFACE SOB ESTRESSE
SALINO



37

3. Efeito do extrato aquoso de folhas de alface roxa na atividade citogenética

em raizes de alface sob estresse salino

3.1 Introducéo

A presenca de altos indices de salinidade nos solos é um fator que pode causar
estresse abidtico e consequentemente promover importante reducéo na produtividade
de diferentes culturas, situacdo observada em diversas partes do mundo (LUCENA et
al., 2012; REYES et al., 2012; PEKOL et al., 2016). As elevadas concentracfes de
sais dissolvidos na solucédo do solo reduzem o potencial osmotico, consequentemente,
causando reducdo da disponibilidade de 4gua para a planta. Assim, a célula vegetal
necessita realizar um ajuste osmético, porém durante este processo pode ocorrer a
producado de radicais livres ou de espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como o
ion superéxido, o peréxido de hidrogénio e os radicais hidroxila e peroxila
(WILLADINO e CAMARA, 2010).

As plantas podem reagir ao estresse salino com ajustes morfoldgicos,
bioquimicos, fisiolégicos, celular e molecular (RADIC et al., 2005; TABUR e DEMIR,
2010; PEREZ-CLEMENTE et al., 2013). Mais especificamente, em nivel celular, a
salinidade pode afetar a divisdo celular e causar anormalidades cromoss6micas como
formacdo de microndcleos, cromossomos stickness, c-mitoses e anéafases
multipolares, quebras cromatidicas, perda de cromossomos inteiros ou a formacao de
micronucleos (AKYL et al., 2012). A citotoxicidade de substancias € avaliada pelo
surgimento de alteragdes no processo de divisdo celular do organismo teste, tanto
pela inibicdo do indice mitético como pela incidéncia de mutagbes cromossdmicas
(SOUZA et al., 2005; TEERARAK et al., 2009).

Os efeitos do estresse salino tém sido bastante estudados em diferentes
culturas, porém encontra-se um numero limitado de informacdes sobre os efeitos
citotoxicos da salinidade. A alface apresenta sensibilidade as condigcdes do ambiente,
podendo ocorrer problemas na germinacao e emergéncia (SOLANO et al., 2015). Um
dos fatores ambientais que pode influenciar o desenvolvimento dessa hortalica é a

salinidade, sendo ela considerada moderadamente sensivel a salinidade em relacao
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a outras espécies (SHANNON e GRIEVE, 1999). Ao avaliar os efeitos dos niveis de
salinidade na germinacgéo de alface, Keshavarzi (2012) constatou que com o aumento
da salinidade, a percentagem e taxa de germinacdo decresceram. Em estudo com
sementes de mogango, Harter et al. (2014) observaram que ao serem expostas a
estresse salino, as sementes apresentaram dificuldades na germinagdo e
desenvolvimento de plantulas. Além disso, as plantulas submetidas ao estresse salino
ativaram seu mecanismo de defesa, visto que as diferentes concentracdes de cloreto
de sodio testadas nao intensificaram a atividade da enzima superdxido dismutase,
fator que pode estar relacionado a maior atividade da peroxidase e esterase
observada nas maiores concentracdes de sal.

Para se defenderem de estresses, como a salinidade, as plantas fazem ajustes
em varios niveis e ativam mecanismos antioxidativos de defesa (ndo enzimaticos e
enzimaticos). A alface € rica em vitamina C e compostos fendlicos, sendo que as
variedades roxas possuem ainda antocianinas, pigmentos que lhes conferem essa
coloracdo (SANTANA et al.,, 2009), e propiciam as mesmas maior atividade
antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997), podendo auxiliar a diminuir a producdo de
radicais livres ou de espécies reativas de oxigénio, que em altas concentracfes
prejudicam a planta.

Considerando que o cloreto de so6dio em niveis elevados pode ser prejudicial
ao desenvolvimento da alface e que a variedade roxa possui em sua cCOmpOSICao
antocianinas, o objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito de diferentes
concentragdes de extrato aquoso de folhas de alface roxa sobre o indice mitético e as

aberracdes cromossomicas em raizes de alface, sob estresse salino.

3.2 Material e métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratorio Didatico de Analise de Sementes
(Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel) e no
Laboratério de Genética (Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética do Instituto
de Biologia) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-RS.

Foram testadas quatro concentracdes de extrato aquoso de alface roxa (0, 50,
100 e 150g de folhas de alface L"* &gua) combinadas com cinco concentracdes (0, 30,
60, 90 e 120mM) de cloreto de sédio (NaCl), constituindo 20 tratamentos, sendo agua
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destilada (combinacdo do nivel zero para os dois fatores) o controle negativo. Para
cada tratamento foram utilizadas oito repeti¢cdes de 50 sementes.

Para obtencédo do extrato, utilizaram-se plantas de alface adquiridas em uma
fruteira local, no mesmo dia da sua utilizacdo, observando que estivessem em bom
estado sanitario. Inicialmente, as folhas foram lavadas em &gua destilada, e em
seguida realizada a secagem com papel toalha. Apds, as folhas foram pesadas,
conforme cada tratamento, e trituradas em liquidificador contendo agua destilada,
durante dois minutos. Realizada a trituracdo, os extratos foram filtrados em papel filtro,
sendo todo o preparo feito em laboratério, com temperatura constante de 25 °C e sob
iluminacdo de luz branca. A combinagdo dos fatores foi realizada adicionando-se a
guantidade correspondente de NaCl, conforme cada tratamento, aos extratos de
alface roxa, antes de proceder a realiza¢do dos testes.

Sementes comerciais de alface sem tratamento quimico, cv. Regina, foram
colocadas para germinar em caixas plasticas tipo gerbox, contendo papel mata borréo,
umedecido em 2,5 vezes 0 seu peso seco com as solugcbes, conforme cada
tratamento, e entdo, acondicionadas em camara de germinacdo a temperatura
controlada de 20 °C, conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para observar se houve efeito protetor do extrato vegetal sobre a divisao celular
foram realizadas as analises de indice mitético (IM), indice de fases da mitose
(profase, metafase, anafase e tel6fase) e presenca de aberracdes cromossdmicas. O
indice mitético foi obtido dividindo-se o nimero de células em divisdo pelo niumero
total de células observado e multiplicado por 100, da mesma forma para os indices de
fases. Também foi avaliada a presenca ou auséncia de aberracbes cromossdmicas
nas 400 células/lamina, num total de 1600 células por tratamento e o indice de
aberracbes cromossdmicas foi calculado dividindo-se o numero de alteragbes
observadas pelo nimero de células em divisdo multiplicado por 100 para cada
tratamento.

Para a realizacdo das andlises foi empregada a técnica de esmagamento
(GUERRA e SOUZA, 2002). Para tanto, quatro dias ap6s a semeadura, quando
ocorreu a protruséo da radicula, 16 raizes por tratamento foram coletadas e fixadas
em trés partes de etanol: uma parte de acido acético glacial P.A. (fixador Carnoy 3:1)
permanecendo em temperatura ambiente por um periodo de 24h. Apds este periodo,
as mesmas foram armazenadas em freezer para posterior analise microscopica. Para

a confeccao de laminas, as radiculas passaram pelo seguinte processo: imersao em
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agua destilada durante cinco minutos, seguido da hidrélise em HCI 5N por um periodo
de 15 minutos, retornando a 4gua destilada por mais cinco minutos. Apds, as radiculas
foram transferidas para lamina onde em microscopio esteroscopico foi retirada a coifa
para a obtencdo do meristema apical, adicionada orceina acética 2%, colocada uma
laminula sobre o material esmagado. As laminas das células de alface foram
observadas por varredura em microscépio 6ptico a uma magnitude de 400x utilizando
quatro repeticdes de 400 células/lamina, num total de 1600 células por tratamento
(FONSECA et al., 2016).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em fatorial
4x5 (concentracdes de extrato de folhas de alface x concentracdes de NacCl), com
quatro repeticdes. Os resultados do indice mitético e de aberracdes cromossémicas
foram analisados por regressédo polinomial pelo programa estatistico Winstat 2.0
(MACHADO e CONCEICAO, 2003). O indice de fases da mitose foi apresentado com
a porcentagem de células em divisdo em cada fase, para ambos os fatores avaliados.

3.3 Resultados

O resultado dos estudos citogenéticos demonstrou que ndo houve diferencas
significativas em relacdo ao indice mitdtico para as diferentes concentragfes de
extrato de folhas de alface roxa, mantendo valores entre 9 e 12% (Figura 9A).
Entretanto, o indice mitético diminuiu linearmente conforme aumentou a concentragcao
de NaCl, passando de 16% na concentracdo OmM, para 6% em 120mM de sal (Figura
9B). Este comportamento evidencia que o aumento deste estresse abidtico afeta

diretamente e de forma negativa o processo de divisao celular.
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Figura 9: indice mitético em células de raizes de alface provenientes de sementes
submetidas a diferentes concentracdes de extrato aquoso de alface roxa e NacCl.
Coluna da esquerda (A) - Efeito do extrato; Coluna da direita (B) - Efeito do sal.

Em relacdo ao indice de fases da mitose, observou-se que para as
concentracfes de extrato, a maior porcentagem das células de raizes de alface
encontrava-se em préfase e a menor em anéafase (Figura 10A). Também pode-se
observar reducdo no niumero de células em préfase, passando de 6,6 para 4,3% de O
para 150g L de extrato, respectivamente, e aumento em tel6fase, passando de 1,06
para 2,0% de 0 a 1509 L de extrato, respectivamente (Figura 10A). O sal apresentou
comportamento similar ao extrato, com maior frequéncia de células em profase.
Entretanto, houve reducao em todas as fases, conforme aumentou a concentragao de
NaCl, passando de 9 para 3% na profase; 3,1 para 1,1% na metafase; 1,5 para 0,5%
na anafase e 2,4 para 1,4% na telofase de 0 para 120mM, respectivamente,
apontando um menor crescimento nas maiores concentracoes de sal (Figura 10B).
Imagens de cada uma das fases da mitose observadas nas laminas de raizes de

alface estdo apresentadas na Figura 11.
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Figura 10: indice de fases da mitose com a porcentagem de células em divisdo
(P=profase, M=metafase, A=anafase, T=teléfase). Coluna da esquerda (A) - Efeito do
extrato; Coluna da direita (B) - Efeito do sal.
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Figura 11: Fases da mitose: préfase (A), metafase (B), anafase (C) e telofase (D).
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N&o houve diferenca, para o indice de aberragdes cromossdmicas, entre as
concentracbes de extrato de alface roxa, bem como para do NaCl (Figura 12).
Imagens de aberracdes cromossémicas observadas nas células de raizes de alface

estdo apresentadas na Figura 13.
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Figura 12: indice de aberracdes cromossdmicas em células de raizes de alface
provenientes de sementes submetidas a diferentes concentracdes de extrato de folhas
de alface roxa e NaCl. Coluna da esquerda (A) - Efeito do extrato; Coluna da direita
(B) - Efeito do sal.
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Figura 13: AberragBes cromoss6micas de raizes de alface, na germinagdo em
diferentes concentracfes de extrato de folhas de alface roxa e NaCl. A,B: Ponte
anafasica; C: cromossomo solto; D: cromossomo em anel; E: préfase desorganizada,;
F: cromossomos desconectados; G: metafases desorganizadas.

3.4 Discussao

O estresse salino pode desencadear respostas diferentes em plantas, tais
como a inibicdo do crescimento, efeitos inibitdrios sobre o indice mitético (LUTSENKO
et al., 2005; RADIC et al., 2005), formacdo de novos compostos e mudancas na
atividade das enzimas antioxidantes (BALOGLU et al., 2012). Nesse estudo, o sal

afetou o indice mit6tico das raizes de alface (Figura 9B), com redu¢cdo no niumero de
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células em cada fase, conforme aumentou a concentracdo de NaCl. J& para as
concentracdes de extrato, ndo houve diferenca entre o indice mitético (Figura 9A).

De acordo com Anuradha e Rao (2001), a inibicdo da divisdo celular induzida
pelo sal pode estar relacionada com efeitos osmoticos, inibicdo de DNA, RNA e
sintese proteinas. Além disso, o cloreto de sddio pode estar atuando no segundo
ponto de controle do ciclo celular (G2), impedindo a formacdo de complexo Cdk1-
ciclina B; o qual forma o Fator Promotor da Mitose, que permite a passagem atraves
desse ponto para o periodo M (mitose e meiose). Como consequéncia, as células nao
transitam normalmente da fase G2 para a mitose; mantendo-as em intérfase e,
consequentemente, reduzindo o numero de células em divisdo (ITO, 2000;
SHIMOTOHNO et al., 2003).

Trabalhando com sementes de cevada, Tabur e Demir (2009, 2010) sugeriram
que sementes mantidas em solugcdes com diferentes concentracoes de NaCl
apresentaram uma diminuicdo significativa do indice mitético e maior numero de
anormalidades cromossOmicas. Resultados semelhantes com a aplicacdo de
diferentes concentracdes de NaCl foram encontrados em sorgo (LUTSENKO et al.,
2005), cebola (TEERARAK et al., 2009) e trigo (PEKOL et al., 2016). Em contrapartida,
o tratamento com 150mM de NaCl causou aumento significativo do indice mitético nas
pontas das raizes de Centaurea ragusina, em comparag¢do com as das amostras do
controle 10 dias ap0s a instalacdo do experimento (RADIC et al., 2005). Avaliando o
efeito do estresse hidrico na divisédo celular em folhas de trigo, Schuppler et al. (1998)
verificaram que as folhas estressadas aumentaram o periodo da atividade mitética,
entretanto, o nuamero final de células produzidas nao diferiu das folhas né&o
estressadas. Mas o tempo que levou para alcancar esse namero final, indica que o
crescimento da planta diminuiu em relacdo ao controle.

Estudando os efeitos de diferentes concentracdes de sorbato de potassio sobre
o ciclo celular e material genético em meristemas de raizes de cebola, Quispe et al.
(2010) verificaram aumento da profase nos tratamentos expostos a sorbato de
potassio e diminuicdo da metafase, anafase e teléfase, causada pela detencdo do
processo em profase. No presente estudo, observou-se reducdo em todas as fases
conforme aumentou a concentracao de NaCl (Figura 10B). Ja para o extrato, a préfase
apresentou redugédo com o incremento da concentracdo do extrato de folhas de alface
(Figura 10A) e a teléfase mostrou um aumento do namero de células (Figura 10A),



46

apontando gque o extrato pode ter auxiliado no desenvolvimento das raizes, permitindo
que maior numero de células atingisse a ultima fase da mitose.

A diminuicdo do numero de células em cada fase da mitose, observado neste
estudo, conforme o incremento da concentracéo de sal, pode ter sido ocasionada pela
inibicdo do complexo Cdkl - ciclina B, agindo sobre os centros de microtibulos de
organizacgéo, impedindo a montagem do fuso mitotico, fazendo com que mais células
permanecessem em intérfase, conforme ja citado anteriormente. Ja o extrato, por nao
ter apresentado variacdo no indice mitético, mas ter sofrido reducdo no indice de fase
da profase e aumento na tel6fase conforme incremento da concentracdo de extrato,
pode ter impedido esse efeito inibitério sobre o complexo Cdk1 - ciclina B, e permitido
a passagem das células de fase, de forma que maior nimero de células atingissem a
ltima fase da mitose.

De acordo com Fachinetto et al. (2007), é possivel que a alta concentracédo de
alguns compostos quimicos tenha um efeito (inibitério ou estimulatério) no ciclo
celular. Comparando trés concentragées (5, 15 e 30g L) do extrato aquoso de Mentha
pulegium L. sobre o ciclo celular de A. cepa, Tedesco et al. (2012) observaram que o
aumento da inibicAo da divisdo celular foi gradativo, conforme a elevacdo da
concentragéo do extrato. Resultados semelhantes foram encontrados por Fachinetto
e Tedesco (2009), com extratos de Baccharis trimera e B. articulata sobre o ciclo
celular de cebola. Entretanto, como jaA mencionado, no presente estudo o extrato de
folhas de alface roxa néo inibiu a divisdo celular de raizes de alface.

Estudando o papel de alguns reguladores de crescimento sobre a atividade
citogenética de cevada sob estresse salino, Tabur e Demir (2010) observaram que a
frequéncia de anormalidades cromossdmicas foi nula em células de raizes na
germinacdo em 4&gua destilada, porém, aumentou significativamente com o
incremento na concentragao de sal, chegando a 3,9% na concentragéo de 0,4M. Ainda
de acordo com os autores, as alteragdes mais comuns foram metafase desordenada
e pontes anafasicas em sementes tratadas com os diferentes reguladores e com
concentracdes de sal. Em estudo sobre o efeito citotoxico e genotdxico do extrato de
Aristolochia elegans por meio do sistema teste de Allium cepa, Paula et al. (2015)
observaram alteragcdes cromossdmicas, como anafase com cromossomo isolado e
pontes anafasicas, sugerindo um efeito citotdéxico da infusdo de A. elegans sobre A.

cepa. Pontes anafasicas e metafases desorganizadas, entre outras alteracbes
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também foram encontradas nas células da ponta de raizes de alface, em todos os
tratamentos testados (Figura 12A).

3.5 Conclusodes

O estresse salino reduz o indice mitético e todos os indices de fases das raizes
de alface.

O extrato de folhas de alface roxa ndo afeta o indice mit6tico, mas diminui o
indice de células em préfase e aumenta o niUmero de células em teléfase de raizes de
alface, cv. Regina.

Todos os tratamentos testados ocasionam anormalidades cromossdmicas nas

células de raizes de alface.



CAPITULO 3

RESPOSTAS BIOQUIMICAS EM ALFACE SUBMETIDA A ESTRESSE
SALINO E A APLICACAO DE EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE ALFACE
ROXA
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4. Respostas bioquimicas em alface submetida a estresse salino e a aplicacao
de extrato aquoso de folhas de alface roxa

4.1 Introducao

Os antioxidantes sao substancias que presentes em baixas concentragoes,
comparativamente ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a
oxidacdo do substrato (BARREIROS et al., 2006; SOUSA et al., 2007), podendo ser
induzido por diversos fatores de estresse, como por exemplo, a salinidade, que em
determinadas condi¢Bes pode ocasionar o0 estresse oxidativo.

As plantas, por sua vez, possuem sistemas antioxidativos de defesa presentes
em diversos compartimentos subcelulares que, usualmente, sdo suficientes para
evitar o dano oxidativo durante periodos de crescimento sob condicbes normais e de
estresse moderado (BRAY et al., 2000). Entretanto, se estressadas severamente, ha
um aumento da geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e outros compostos
oxidantes, pelo acumulo de intermediéarios reativos, prejudicando o sistema de defesa
antioxidante e a capacidade para reparar o dano oxidativo (OBA et al., 2009). As EROs
sdo necessarias para o desenvolvimento das plantas, mas, em concentracfes
elevadas podem conduzir a danos oxidativos em varios componentes celulares, tais
como proteinas, lipidios e DNA, interrompendo fungdes celulares vitais das plantas
(GUPTA e HUANG, 2014). Além disso, o estresse osmatico ocasionado pelo estresse
salino pode provocar desequilibrio de nutrientes, diminui¢cdo da atividade fotossintética
e na abertura estomética (MUNNS e TESTER, 2008; RAHNAMA et al., 2010).

Os sistemas antioxidativos podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos. Os
enzimaticos incluem, dentre outras, as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalisadora da dismutacdo do radical superoxido (O2*) em peroxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio (O2), e a catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) que
convertem o H202 em Oz e H20 (GILL e TUTEJA, 2010). Os sistemas ndo enzimaticos
sdo compostos naturais, denominados substancias bioativas, que incluem os fendlicos
(tocoferdis, flavonoides e acidos fendlicos), os terpenos, carotenoides e o acido
ascorbico os quais participam da constituicdo de diversos alimentos (MELO e
GUERRA, 2002).
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Segundo Papas (2002), numerosos grupos de fitoquimicos em vegetais sao
reconhecidos por sua atividade antioxidante. Os carotenoides possuem como
caracteristica estrutural a cadeia polieno, podendo apresentar grupos terminais
ciclicos, com substituintes contendo oxigénio. O sistema conjugado e rico em elétrons
do polieno é responsavel pela atividade antioxidante dos carotenoides: tanto na
absorcdo do oxigénio singleto (*O2) quanto de radicais livres, para interromper as
reaces em cadeia onde eles estdo envolvidos (QUIROS e COSTA, 2006; MCNULTY
et al., 2007; SIKORA et al., 2008). Além da protecéo celular contra oxigénio singleto,
os carotenoides inibem a peroxidacdo de lipideos em baixas pressdes de oxigénio
(DAMODARAN et al., 2008). As antocianinas, flavonoides amplamente distribuidos na
natureza, sdo importantes pigmentos de plantas vasculares (CASTANEDA-OVANDO,
2009), sendo responsaveis pelas cores laranja, vermelho, parpura e azul dos vegetais,
dependendo do pH do meio em que se encontram (LOPES et al., 2007), e além de
efeitos fisioldgicos, possuem atividade antioxidante (KAHKONEN e HEINONEN,
2003).

A alface é uma hortalica bastante consumida no Brasil e muito nutritiva, pois
suas folhas sao ricas em folato (vitamina B9), além de conter B-caroteno, vitamina C,
potassio e certos fitoquimicos, como os flavonoides e lactucina, compostos que
favorecem sua notavel capacidade antioxidante (COLLINS, 2004). Ao analisarem
alfaces de variedade roxa, verde e escarola, Llorach et al. (2008) constataram que as
roxas apresentaram maior atividade antioxidante. Este fato pode ser justificado pela
grande quantidade de antocianinas presentes nesta variedade (RICE-EVANS et al.,
1997).

De acordo com Selene et al. (2009), diversos extratos de plantas tém sido
estudados devido ao seu poder antioxidante, uma vez que auxiliam na reducao da
oxidacdo lipidica em tecidos vegetal e animal (ANGELO e JORGE, 2007), sob
condicOes de estresse. Estudando a aplicacdo de extrato de raizes de cenoura na
inducéo de tolerancia a salinidade em plantulas de feijdo-caupi, Abbas e Akladious
(2013) constataram que o extrato de cenoura como solugéo de embebicao é eficaz na
superacdo do estresse salino nas plantulas, aumentando os niveis das enzimas
antioxidantes.

Estudar extratos que auxiliem as plantas a superar o estresse salino é
importante, visto que 0os mecanismos de toleréncia a salinidade nos vegetais ainda

nao estdo completamente esclarecidos pelo fato de envolver alteragdes bioquimicas,
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fisiologicas e moleculares (ZHU, 2002; ABREU et al., 2008). Neste sentido, objetivou-
se analisar respostas bioquimicas em plantulas de alface submetidas a estresse salino

e a aplicacdo de extrato aguoso de folhas de alface roxa.

4.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e as analises realizadas
no Laboratdrio de Nutricdo de Plantas do Departamento de Botéanica, Instituto de
Biologia, e no Laboratério de Solos, na Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
Pelotas-RS.

Sementes comerciais de alface, cv. Regina, foram semeadas em bandejas de
poliestireno de 72 células cada, contendo substrato areia lavada e autoclavada. Apds
a germinacao, foi realizado desbaste mantendo uma plantula por célula, sendo cada
tratamento constituido por quatro repeticdes de 18 plantulas. No momento da
semeadura e aos quatro, nove, 15 e 22 dias posteriores, foram aplicados 15mL célula-
! de solucdo composta de cloreto de sédio (NaCl) nas concentracdes de 0, 30, 60, 90
e 120mM e extrato aquoso de alface roxa nas concentracdes de 0, 75 e 125g de folhas
Lt de éagua, sendo cada fator aplicado de forma isolada e combinados.
Adicionalmente, foi ministrada solug&o nutritiva de Hoagland (HOAGLAND e ARNON,
1938), aplicando 10mL a meia forca aos sete e 11 dias apds a semeadura e 6mL, a
forca completa, aos 16 e 20 dias ap6s a semeadura. Sempre que necessario, as
plantulas foram irrigadas com dgua com auxilio de um regador.

Para a obtencédo do extrato aquoso de alface roxa, folhas foram lavadas em
agua destilada e secas com papel toalha, sendo entdo pesadas de acordo com as
respectivas concentracoes e trituradas em liquidificador na presenca de 1 litro de agua
destilada e o extrato filtrado em papel filtro.

Aos 24 dias apos semeadura, usando clorofilometro (modelo SPAD-502), foram
obtidos os indices de clorofila (IC), flavonoides (IF), antocianinas (IA) e o balanco de
nitrogénio (IN) de 15 plantas por tratamento, posicionando o leitor do aparelho na
regido adaxial da folha. Posteriormente a leitura, foi realizada a coleta das plantas, as
quais foram submetidas as seguintes analises:

Teor de sodio: quantificado pelo método de absorcdo atdbmica, a partir da
massa seca da parte aérea das plantas secas em estufa a 70 °C durante 48h,

conforme metodologia descrita por Tedesco et al. (1995).
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Potencial osmatico (Ws): aproximadamente 300 mg de tecido vegetal (plantula
inteira) foram macerados em tubos de polipropileno com capacidade para 2mL com
auxilio de bastéao de vidro, seguido de centrifugacéo a 12.000g a temperatura de 4 °C,
durante 20 minutos. O sobrenadante recuperado foi analisado em osmémetro de
pressdo de vapor modelo 5600 VAPRO (Wescor, Logan, Utah, EUA). Os valores
obtidos em mmol kg foram convertidos em Ws por meio da equacéo de Van't Hoff
onde, Ws =-C x 2,58 x 1073, sendo C o valor de osmolalidade obtido em 10 uL de suco
celular em cada medida.

Peroxidacdo de lipidios: determinada pela medicdo da concentracdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Duzentos miligramas de tecido
foliar e radicular foram macerados em nitrogénio liquido acrescido de 20% de PVPP
(Polivinilpolipirrolidona) e homogeneizado em acido tricloacético (TCA) 0,1% (p/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos. A seguir, 250uL do
sobrenadante foram adicionados a 1mL da solucdo contendo 0,5% (p/v) de &cido
tiobarbittrico (TBA) e 10% (p/v) de TCA. O meio de reacao foi incubado a 95 °C por
30 minutos mantendo os tubos fechados, paralisando a reacéo por resfriamento rapido
em banho de gelo e dgua. A absorbéancia das TBARS formadas foi determinada em
espectrofotometro a 535nm e 600nm. O TBA forma complexos de cor avermelhada,
com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido (MDA), produto
secundario do processo de peroxidagdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi
calculada pela equacéo: [MDA] = (Asss — As00)/(§.b), onde & € o coeficiente de extingao
(1,56 x 10° cm™) e b é o comprimento 6tico (b = 1). A peroxidagéo foi expressa em
nmol de MDA g de massa fresca.

Peroéxido de hidrogénio (H20,): determinado conforme metodologia descrita por
Velikova et al. (2000). Tecidos foliares foram macerados em uma solugéo a 0.1% (w/v)
de 4cido tricloacético (TCA) e o homogeneizado centrifugado a 12.000g por 15min. A
seguir, 0.5mL do sobrenadante foram adicionados a 0.5mL de tampéao fosfato de
potassio 10mM (pH 7.0) e 1mL de iodeto de potassio 1M. O sobrenadante foi coletado
e as leituras em espectrofotdbmetro realizadas a 390nm. O contetdo de H20: foi
calculado pela comparacdo das leituras com uma curva padrao obtida a partir de
diferentes concentracdes de H20:.

Andlise da atividade de enzimas antioxidantes: duzentos miligramas de tecido
foliar e radicular, separadamente, foram macerados em nitrogénio liquido acrescido

de 20% de PVPP (Polivinilpolipirrolidona) e homogeneizados em 1,5mL do seguinte
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tampdo de extracdo: fosfato de potdssio 100mM, pH 7,8, EDTA 0,1mM e &cido
ascoérbico 10mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000g por 10min a 4 °C e o0
sobrenadante coletado para posterior andlise das enzimas descritas a seguir:

a) Superoxido dismutase (SOD): avaliada pela capacidade da enzima em inibir
a fotorreducéo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977) em
um meio de reacdo composto por fosfato de potassio 100mM, pH 7,8, metionina
14mM, EDTA 0,1uM, NBT 75uM e riboflavina 2uM. Os tubos com o meio de reagao e
a amostra foram iluminados por 7 minutos, com uma lampada fluorescente de 20W.
Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra também foi iluminado. O
branco permaneceu no escuro. As leituras foram realizadas a 560nm e o célculo da
enzima feito pela equacao:

% de inibicdo = (Aseo amostra com extrato enzimatico — Aseso controle sem
enzima)/(Aseo controle sem enzima).

Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em
50% a fotorreducéo do NBT nas condi¢des de ensaio.

b) Ascorbato peroxidase (APX): determinada segundo Nakano e Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290nm. O meio de reacao
composto de tampdo fosfato de potassio 100mM, pH 7,0, &cido ascérbico 0,5mM e
H202 0,1mM foi incubado a 28 °C. O decréscimo na absorbancia foi monitorado por
um periodo de dois minutos a partir do inicio da reacao.

c) Catalase (CAT): determinada conforme descrito por Azevedo et al. (1998).
Sua atividade foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240nm durante dois
minutos em um meio de reacado incubado a 28 °C contendo tampé&o fosfato de potassio
100mM, pH 7,0 e H20212,5mM.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x5 (concentracdo do extrato de folhas de alface roxa x concentracéo
da solucdo de NaCl) com quatro repeticbes. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) pelo Teste de F (p<0,05). Havendo significancia
estatistica da interacdo entre fatores estudados, procedeu-se os desdobramentos
correspondentes. Em caso contrario, observou-se a significancia dos fatores em
separado. Realizou-se comparacdo de médias pelo teste da diferenca minima
significativa (p<0,05) para o fator concentracdo de extrato de folhas de alface roxa e
regressao polinomial (p<0,05) para o fator concentragcdo de solugdo de NaCl. Os

dados foram analisados no software R Core Team (2014).
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4.3 Resultados

Conforme os resultados obtidos na analise de variancia, observou-se que
houve interagao significativa entre os fatores extrato de alface e solugédo de NaCl para
os indices de clorofila (IC), flavonoides (IF), antocianinas (lA) e nitrogénio (IN) (Figura
14).

Na auséncia do extrato, o fator concentracdo da solucdo de NaCl nao
influenciou o IC, no entanto, com a aplicacdo de 75 e 125g L, o NaCl incrementou o
IC em uma taxa de 0,017 e 0,0193 unidades mM* de NaCl, respectivamente.
Analisando a DMS, pode-se observar que as aplicages de 75 e 125¢g L de extrato
foram superiores ao controle em 120mM de sal, sendo a concentracédo de 125¢g L
superior também em 30 e 90mM, em relagdo ao controle (Figura 14A).

A solucao de NaCl n&o influenciou o indice de flavonoides quando da aplicacéo
do extrato, porém, na auséncia deste, houve aumento do indice em uma taxa de
0,0008 unidades mM* de NaCl. Igualmente, observou-se que o controle (Og L) foi
superior as outras duas concentracdes de extrato, independentemente da
concentracdo de sal, excetuando a concentracdo de 60mM em que nao diferiram
estatisticamente (Figura 14B).

Ja o indice de antocianinas diminuiu em uma taxa de 0,0002IA mM-! de NaCl
aplicado na auséncia e na maior concentracdo de extrato. Além disso, pode-se
destacar que houve diferenca estatistica entre os extratos 0 e 125g L' em todas as
concentracdes de sal testadas (Figura 14C).

A aplicacédo de extrato de alface roxa na concentracdo de 125¢g L* aumentou o
indice de nitrogénio com o incremento da concentracdo salina em taxa de 0,0313
unidades mM? de NaCl (Figura 14D), ndo havendo diferencas nas demais
concentracdes de extrato. Igualmente, se observa que o extrato na concentracéo de
125¢g L foi superior as demais nas concentraces de 30, 90 e 120mM de NaCl. Na
Figura 15 sdo apresentadas plantulas de alface, aos 24 dias ap0s a semeadura, antes

da realizacéo da leitura do indice de clorofila.
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Figura 14. indice de clorofila, flavonoides, antocianinas e nitrogénio em folhas de
alface provenientes de plantas cultivadas sob diferentes concentracdes de extrato de

folhas de alface roxa e de NaCl. As barras correspondem ao valor da DMS (diferenga minima
significativa) entre os niveis do fator concentracéo de extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se
sobrepdem indicam que os tratamentos nao diferem estatisticamente.
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Figura 15. Plantas de alface, cv. Regina, cultivadas sob diferentes concentracdes de
extrato de folhas de alface roxa e de NaCl.

O teor de sodio nas folhas mostrou resposta a interacéo dos fatores, conforme
o resultado da ANOVA. Conforme aumento da concentracdo de NaCl, houve a
elevacdo do teor de sodio nas folhas nas trés concentracdes de extratos de alface
testados, ajustando-se a modelos matematicos de ordem quadratica, sendo que o
controle foi superior aos outros dois em 0, 90 e 120mM de NaCl, conforme a DMS
(Figura 16). Analisando as curvas ajustadas se observa que o controle (Og L%)
provocou um teor maximo de soédio nas folhas de 9,27g kg, valor atingido na
concentracdo 117,5mM de NaCl. Nos extratos 75 e 125g L os teores maximos de
sédio nas folhas foram de 7,3 e 8,329 kg, os quais foram atingidos nas concentragées
de 81,06 e 96,5mM de NaCl, respectivamente. Esses resultados indicam que a
aplicacédo de extrato de folhas de alface roxa em concentracédo de 75g L diminui o
teor de sddio nas folhas.
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Figura 16. Teor de sodio em folhas de plantas de alface cultivadas sob diferentes

concentragdes de extrato de folhas de alface roxa e de NaCl. As barras correspondem ao
valor da DMS (diferenga minima significativa) entre os niveis do fator concentragdo de extrato de alface
roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que os tratamentos ndo diferem estatisticamente.

Os dados obtidos para o potencial osmaético também mostraram interacao
significativa entre os fatores. Ao aplicar a concentracao do extrato de alface de 75g L-
1, o potencial osmético das plantulas se ajustou a um modelo linear negativo,
diminuindo em taxa de 0,002MPa mM de NaCl. Esse comportamento também foi
observado com o extrato controle, onde o Ws diminuiu em taxa de 0,0009MPa mM*
de NaCl (Figura 17).
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Figura 17. Potencial osmoético em plantas de alface cultivadas sob diferentes

concentragdes de extrato de folhas de alface roxa e de NaCl. As barras correspondem ao
valor da DMS (diferenga minima significativa) entre os niveis do fator concentragdo de extrato de alface
roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que os tratamentos ndo diferem estatisticamente.
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A peroxidacéo lipidica, tanto da parte aérea quanto da raiz das plantulas de
alface, nao foi influenciada pelos fatores estudados, segundo os resultados da analise

de variancia. O comportamento dessa variavel pode ser observado na Figura 18.
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Figura 18. Peroxidacdo lipidica na parte aérea (A) e raiz (B) de plantas de alface

cultivadas sob diferentes concentracdes de extrato de folhas de alface roxa e de NacCl.
As barras correspondem ao valor da DMS (diferenga minima significativa) entre os niveis do fator
concentracdo de extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que os tratamentos
néo diferem estatisticamente.

A concentracdo de perdxido de hidrogénio na parte aérea das plantulas de
alface mostrou resposta a interacdo dos fatores, enquanto que na raiz mostrou
resposta apenas aos dois fatores isoladamente (Figura 19). Na parte aérea, observou-
se que com a aplicacédo de 125g L™ de extrato, o comportamento da variavel se ajustou
a um modelo quadratico negativo atingindo um ponto maximo de 4,56mmol de H20:2
g MF na concentracéo de 48,5mM de NaCl. Essa resposta também foi observada na
auséncia do extrato (0g L), chegando a um ponto maximo de 7,92mmol de H202 g
MF na concentracdo de 65,8mM de NaCl (Figura 19A). Igualmente se observou que
0 extrato controle foi estatisticamente superior aos demais nas concentracdes 30, 60
e 90mM de NaCl (Figura 19A).

J& na raiz, a concentracdo de perédxido de hidrogénio aumentou conforme
elevou a concentracédo de NaCl em taxa de 0,0047mmol de H202 g** MF por mM de
NaCl ministrado (Figura 19B). Além disso, a concentracdo de H20:2 foi maior ao nao

se aplicar extrato de alface e menor na aplicacdo de 75¢g L (Figura 19C).
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Figura 19. Perdxido de hidrogénio na parte aérea (A) e raiz (B, C) de plantas de alface

cultivadas sob diferentes concentracdes de extrato de folhas de alface roxa e de NacCl.
As barras correspondem ao valor da DMS (diferenga minima significativa) entre os niveis do fator
concentracdo de extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que os tratamentos
néo diferem estatisticamente.

O comportamento da enzima superoxido dismutase (SOD) na parte aérea das
plantulas de alface foi influenciado pelos fatores concentragcéo de extrato de alface e
de NacCl, porém néo pela interacdo entre eles, o qual ocorreu na raiz das plantulas. A
atividade da SOD na parte aérea diminuiu com o incremento da concentracdo de sal
em taxa de 0,1526U mg™ de proteina por mM de NaCl (Figura 20A). Além disso, a
enzima apresentou menor atividade com a aplicacéo do extrato de alface, em relacéo
ao controle (sem aplicacdo) (Figura 20B).

Na raiz, observou-se que sem a aplicacdo do extrato, as concentracbes de
NaCl provocaram uma resposta do tipo quadratica, atingindo um pico maximo de
291,33U mg* de proteina na concentracdo de 62,2mM de NaCl. Com a aplicacdo de

75g L1, o comportamento da SOD ajustou-se a um modelo quadratico positivo,
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registrando-se uma concentracdo minima da enzima de 104,5U mg™ de proteina na
concentracdo de 41,5mM de NaCl. JA a concentracdo de 125¢g L? ndo teve efeito
sobre o comportamento da SOD (Figura 20C). De acordo com a DMS, a atividade da
enzima foi inferior com as aplicagées de 75 e 125g L de extrato, em relagédo ao

controle, nas concentracdes de 30, 60 e 90mM de NaCl (Figura 20C).
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Figura 20. Atividade da enzima superédxido dismutase (SOD) na parte aérea (A e B) e
raiz (C) de plantas de alface cultivadas sob diferentes concentragdes de extrato de

folhas de alface roxa e de NaCl. As barras correspondem ao valor da DMS (diferenga minima
significativa) entre os niveis do fator concentracao de extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se
sobrepBem indicam que os tratamentos nédo diferem estatisticamente.

O comportamento da enzima ascorbato peroxidase (APX) nédo foi influenciado
pelos fatores estudados na mensuracao na parte aérea das plantulas (Figura 21A). Ja
na raiz, mostrou resposta a interacéo entre os fatores. Ao aplicar o extrato controle, a

atividade da enzima se ajustou a um modelo quadrético negativo, atingindo um ponto
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maximo de 89,7mmol ASA min' mg? de proteina na concentracdo de 66,5mM de
NaCl. Na aplicacéo do extrato de 75¢g L, a atividade da APX se ajustou a um modelo
linear positivo, aumentando em taxa de 0,2089mmol ASA min-t mg? de proteina por
cada mM de NaCl acrescentado. J& para o extrato de 125g L, a atividade da enzima
também se ajustou a um modelo quadrético negativo, atingindo uma atividade maxima
de 66,1mmol ASA min't mg! de proteina na concentracédo de 68,6mM de NaCl (Figura
21B). Ilgualmente, observou-se que a atividade da APX foi menor com a aplicacao de
75 e 125¢g L de extrato na concentracdo de 60mM de sal, em relagdo ao controle (Og
L1). Resposta também observada na concentracdo de 90mM, em que a aplicacéo de
125¢g L de extrato resultou em menor atividade da enzima em relagdo ao controle
(Figura 21B).
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Figura 21. Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) na parte aérea (A) e raiz
(B) de plantas de alface cultivadas sob diferentes concentragdes de extrato de folhas

de alface roxa e de NaCl. As barras correspondem ao valor da DMS (diferenca minima
significativa) entre os niveis do fator concentracao de extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se
sobrepBem indicam que os tratamentos nédo diferem estatisticamente.

Na Figura 22 é apresentada a atividade da catalase (CAT). Observa-se que na
parte aérea das plantulas, a enzima mostrou resposta somente a aplicacdo de NacCl,
aumentando sua atividade em taxa de 0,0858umol H202 mint mg? de proteina por
cada mM de NaCl acrescentado (Figura 22A).

A atividade da CAT na raiz apresentou resposta a interacdo dos fatores
estudados. Ao aplicar a concentracéo de Og L extrato, a atividade da CAT se ajustou
a um modelo quadratico negativo, atingindo um pico maximo de atividade de 22,2umol
H202 mint mg?! de proteina na concentracdo de 101,3mM de NaCl. Entretanto, a
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atividade da enzima néo se ajustou a nenhum modelo matematico testado nas demais
concentragdes (Figura 22B). Analisando os resultados da DMS, observou-se que a
partir da dose 60mM de NacCl, a atividade da enzima foi superior no extrato controle

(Og L'Y) em relagdo aos demais testados (Figura 22B).
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Figura 22. Atividade da enzima catalase (CAT) na parte aérea (A) e raiz (B) de plantas
de alface cultivadas sob diferentes concentragdes de extrato de folhas de alface roxa

e de NaCl. As barras correspondem ao valor da DMS (diferenca minima significativa) entre os niveis
do fator concentracdo de extrato de alface roxa (p<0,05), barras que se sobrepdem indicam que os
tratamentos ndo diferem estatisticamente.

4.4 Discussao

As plantulas de alface ndo apresentaram diferencas no indice de clorofila com
o aumento da concentracdo do sal na auséncia do extrato de folhas de alface roxa,
entretanto, com a aplicagdo dos extratos houve elevacdo no indice de clorofila,
conforme se incrementou a concentracdo de cloreto de sodio (Figura 14A). Rodrigues
(2002) relatou que a alface & uma espécie tolerante a salinidade, enquanto que Munns
(1993) descreveu que a salinidade aumenta o indice de clorofila em plantas tolerantes.
Tais resultados corroboram com o0s encontrados nesse experimento e com 0S
encontrados por Paulus et al. (2010) em alface e por Silva et al. (2012) em rdcula.
Baseado nas informacdes da literatura e nos resultados obtidos, pode-se inferir que
0s extratos de alface roxa auxiliam em algum processo adaptativo ou protetivo da
planta & salinidade, permitindo que, mesmo em altas concentracbes de sal, as

clorofilas ndo se degradem.
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A sintese de antocianinas esta diretamente relacionada a incidéncia de luz,
equilibrio nutricional, mudancas de temperatura durante o0 crescimento e
amadurecimento, e ao proprio sistema de cultivo, tendo-se estabelecido que praticas
agrondmicas que aumentam o crescimento vegetativo resultam em decréscimo da
sintese de antocianinas (SEVERO et al., 2010). Conforme observado na Figura 14C,
houve reducédo no contetdo de antocianinas conforme aumentou a concentragédo do
sal, sendo que com a aplicacdo de 125¢g L de extrato de folhas de alface roxa, o
indice foi inferior ao tratamento sem aplicacdo de extrato em todos os niveis de
salinidade. Conforme observado durante a conducdo do experimento, o extrato de
alface auxiliou no desenvolvimento das plantulas (Figura 15), permitindo maior
crescimento vegetativo, corroborando com o exposto por Severo et al. (2010).

O indice de nitrogénio nas plantulas aumentou com a aplicacéo de 125g L* de
extrato de alface roxa (Figura 14D). De acordo com Esteves e Suzuki (2008), a
tolerancia a salinidade em plantas esta relacionada com a concentracao de compostos
nitrogenados. Segundo estes autores o acumulo de amidas, proteinas, aminoacidos
e poliaminas em plantas submetidas ao estresse salino auxiliam na desintoxicacao
das células, na protecdo de macromoléculas, na manutencdo do pH celular, na
minimizacdo dos efeitos das EROs e na regulacdo do ajustamento osmético. Isso
demostra que a aplicacdo do extrato de folhas de alface roxa em concentragcéo de
125¢g L foi favoravel para diminuir o estresse ocasionado pelos sais.

Segundo Willadino e Camara (2010), o ajustamento osmoético € um processo
usado por plantas em condi¢do de estresse salino, no qual ocorre um aumento do teor
de solutos organicos e inorganicos na planta com o objetivo de diminuir o potencial
hidrico a um nivel menor do que o solo, permitindo assim a absor¢do de agua e
favorecendo a manutencdo do turgor. Este processo de ajustamento osmotico €
visualizado na Figura 17, onde o potencial osmaético das plantas diminui conforme se
aumenta a concentracdo de sal, provavelmente produto do aumento da concentracao
de Na, clorofilas e compostos nitrogenados (Figuras 14A, 14D e 16). E importante
destacar aqui, que o ajustamento osmético foi promovido de forma mais eficiente pela
aplicacdo do extrato de 75g L' de alface roxa, onde se observou uma taxa de
diminuicdo do potencial osmético de 0,002MPa mM* de NaCl, contra uma taxa de
diminuicdo de 0,0009Mpa mM* de NaCl observada na situacdo sem aplicacdo de

extrato.
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Os resultados obtidos nesse trabalho mostram de maneira consistente o efeito
positivo causado pelos extratos aquosos de folhas de alface roxa usados no
experimento, quanto a absorcao de sal pelas plantulas, sendo que as concentracdes
do extrato de 75 e 125g L diminuiram significativamente o teor de sédio nas folhas
em comparagao com a concentracao nula (Figura 16). Paulus et al. (2012) verificaram
aumento no teor de sédio em folhas de alface com o incremento nos niveis de
salinidade na agua, resultados concordantes com os encontrados neste experimento.
Por outro lado, Taiz e Zeiger (2004) relataram que a absorcéo de sais pelas plantas
depende em parte da capacidade das raizes em impedir que ions potencialmente
prejudiciais alcancem as partes aéreas, assim podemos considerar que 0s extratos
de alface usados podem ter auxiliado a diminuir a absor¢éo de sédio pelas raizes e/ou
a translocacao do elemento para a parte aérea das plantulas.

Pode-se observar também, em relacdo a parte aérea, que a aplicacdo do
extrato auxiliou diminuindo ou evitando o estresse oxidativo, pois houve reducéo na
concentracdo de perdxido de hidrogénio com a aplicacdo de 125g Lt de extrato,
mesmo com o incremento da concentracdo salina (Figura 18A). Ja o sal, ao ser
aplicado isoladamente, acarretou aumento no H202, conforme aumento da
concentragdo, juntamente com um aumento na atividade da CAT (Figura 22), a qual
€ uma enzima efetiva em concentracbes altas de perdxido de hidrogénio e é
considerada imprescindivel na desintoxicacdo de ERO’s em condi¢cdes de estresse
severo (BARBOSA et al., 2014). Além disso, conforme observado na Figura 14B,
houve também aumento no indice de flavonoides com o incremento das
concentracbes de NaCl e auséncia do extrato de alface, o que permite inferir que
esses compostos aumentaram seu indice para auxiliar na defesa da planta ao
estresse provocado pelo sal, juntamente com a atividade da enzima catalase, ja que
os flavonoides possuem como funcao principal proteger as plantas contra agentes
oxidantes (Lopes et al., 2010). Entretanto, quando procedeu-se a aplicacao do extrato,
ocorreu o contrario, sendo a atividade das enzimas menor e ndo havendo diferencga
no conteudo de flavonoides conforme aumentou a concentracdo de sal (Figura 14B),
demonstrando que estes compostos atuaram em conjunto com as enzimas
antioxidantes em defesa da planta.

Ja na raiz, pode-se observar uma maior atividade das enzimas, principalmente
na auséncia do extrato, ja que ndo ha sintese dos pigmentos protetores, como

flavonoides, encontrados na parte aérea das plantas. Entretanto, assim como nas
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folhas, a concentracdo de peroxido de hidrogénio e a atividade das enzimas
antioxidantes das plantulas de alface em que foi aplicado o extrato de alface roxa, foi
menor, em relacdo a sua auséncia. Esta ocorréncia pode estar associada a
intervencao do extrato na absorcéo e a translocacédo de sodio na planta, a atuacao
conjunta dos flavonoides e enzimas antioxidantes, evitando assim, o estresse

oxidativo.

4.5 Conclusodes

O extrato de folhas de alface roxa € eficiente para reduzir o estresse oxidativo
em plantas de alface, em ambiente salino, justificado pelo aumento no indice de
clorofila e de nitrogénio e pela menor concentracdo de sédio nas folhas.

A aplicacdo do extrato de folhas de alface roxa ocasiona menor estresse a
planta de alface, reduzindo a concentracao de peroxido de hidrogénio e atividade das
enzimas antioxidantes tanto na parte aérea como na raiz das plantulas de alface, em

relacdo a aplicacéo de sal.
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5- Consideragdes Finais

Analisando o desenvolvimento inicial de plantulas de alface submetidas a
diferentes concentracfes de extrato de folhas de alface roxa combinado ou ndo a
solugdes salinas, compostas por cloreto de sddio, observa-se que o uso de extrato de
folhas de alface roxa proporciona incrementos na germinacdo e auxilia o
desenvolvimento inicial de plantulas de alface, reduzindo o estresse causado pelo sal.

Em relacéo a atividade citogenética das raizes de alface, pode-se concluir que
o0 extrato de alface roxa néo afeta o indice mitotico, mas diminui o indice de células
em profase e aumenta o niumero de células em tel6fase de raizes de alface. Ja o sal,
reduz o indice mitdtico, bem como todos os indices de fases das raizes de alface.

Sobre os aspectos bioquimicos das plantulas de alface, verificou-se que o
extrato de folhas de alface roxa € eficiente para reduzir o estresse oxidativo em plantas
de alface, em ambiente salino, justificado pelo aumento no indice de clorofila e de
nitrogénio e pela menor concentracdo de soédio nas folhas. A aplicacdo do extrato de
folnas de alface roxa ocasiona menor estresse a planta de alface, reduzindo a
concentracdo de perdxido de hidrogénio e atividade das enzimas antioxidantes tanto
na parte aérea como na raiz das plantulas de alface, em relacdo a aplicacdo de sal.

De forma pratica, o uso do extrato aquoso de folhas de alface roxa pode auxiliar
produtores de diferentes culturas, como por exemplo, hortalicas cultivadas em
hidroponia, visando potencializar o desenvolvimento das plantas, mesmo quando da
auséncia de ambiente salino, justificado pelos resultados positivos encontrados em
diferentes parametros de crescimento avaliados no presente trabalho. E importante
ressaltar que a cultivar de alface Regina, utilizada no presente trabalho, serviu apenas
como organismo teste, ndo sendo o intuito do trabalho avaliar a tolerancia da espécie
a salinidade. Entretanto, estudos mais aprofundados que englobem a composicao
guimica e mineral do extrato de folhas de alface roxa, bem como relacionados a
respostas bioquimicas de outras espécies submetidas a aplicacdo do mesmo, devem
ser realizados para esclarecer a viabilidade do uso do referido extrato e ratificar
possiveis incrementos na producdo de diferentes culturas, na auséncia ou sob

condicBes de estresse salino.
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Tabela 1: Valores de p (<0.05%) das varidveis germinacao (G), primeira contagem da
germinacao (PCG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR)

massa seca total (MS) do experimento |, capitulo 1.

G PCG CPA CR MS
Alface 0.050 0.030 7.21E-05 0.018 0.025
Sal 6.50E-10 0 8.47E-06 2.11E-15 0.062
Alface*Sal 0.001 0.240 0.955 0.857 0.121

Tabela 2: Valores de p (<0.05%) das variaveis emergéncia (E), indice de velocidade

de emergéncia (IVE), area foliar 1 (AF1) e area foliar 2 (AF2) do experimento II,

capitulo 1.

E IVE AF1 AF2
Alface 0.1470 3.71E-07 0 0
Sal 0.0511 0 0 0
Alface*Sal 0.0731 3.78E-10 7.94E-06 7.21E-08

Tabela 3: Valores de p (<0.05%) das variaveis comprimento da parte aérea (CPA),
massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), volume da

raiz (VR) e massa seca raiz (MR) do experimento I, capitulo 1.

CPA MFPA MSPA VR MSR
Alface 0 0 0 0 0
Sal 0 0 3.23E-10 0 1.83E-10
Alface*Sal 2.94E-07 0 1.34E-05 1.92E-07 5.21E-06

Tabela 4: Valores de p (<0.05%) das variaveis indice mitético (IM) e indice de

aberragbes cromossomicas (IAC).

M IAC
Alface 0.6012 0.1038
Sal 9.60E-08 0.2272

Alface*Sal 0.6148 0.7830




80

Tabela 5: Valores de p (<0.05%) das variaveis indice de clorofila (IC), indice de
flavonoides (IF), indice de antocianinas (IA) e indice de nitrogénio (IN).

IC IF 1A IN
Alface 2.84E-07 0 0 0
Sal 7.17E-05 0.0010 7.17E-05 0.2806
Alface*Sal 2.86E-04 0.0197 9.06E-03 1.01E-04

Tabela 6: Valores de p (<0.05%) das variaveis teor de sodio (Na) e potencial osmatico
(Ws).

Na Ys
Alface 5.23E-09 7.92E-005
Sal 0 2.97E-006
Alface*Sal 2.23E-05 0.0006

Tabela 7: Valores de p (<0.05%) das variaveis peroxidacéo lipidica (PL), peroxido de
hidrogénio (PH), superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase

(CAT) da parte aérea de plantulas de alface.

PL PH SOD APX CAT
Alface 0.7564 5.02E-06 0.0019 0.3986 0.0631
Sal 0.9686 0.0018 0.0023 0.7562 6.57E-10
Alface*Sal 0.99 0.0065 0.6768 0.5592 1.96E-01

Tabela 8: Valores de p (<0.05%) das variaveis peroxidacéao lipidica (PL), peroxido de
hidrogénio (PH), superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase

(CAT) da raiz de plantulas de alface.

PL PH SOD APX CAT
Alface 0.0877 0.0047 4.72E-10 0.0094 0.0001
Sal 0.6952 0.0388 2.18E-06 1.08E-05 0.0018

Alface*Sal 0.6566 0.8475 7.81E-08 0.0111 0.0201




Figura 24: Avaliacdo da atividade citogenética.
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Figura 25: Germinacao de sementes de alface, cv. Regina, em papel umedecido com

diferentes concentracdes de extrato de alface roxa e NaCl, de forma isolada e na

combinacéo dos dois fatores.
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Figura 26: Desenvolvimento de plantulas de alface (24 dias ap6s a semeadura), cv.

Regina, cultivadas sob diferentes concentra¢des de extrato de alface roxa e NaCl, de

forma isolada e na combinacédo dos dois fatores.
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Figura 27: Desenvolvimento das plantulas de alface aos 24 dias apés a semeadura.



