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€ sendo uma gota de agua no mar, mas o mar
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RESUMO

A Lippia alba é uma espécie de arbusto aromatico amplamente utilizada na medicina
popular no tratamento de disturbios gastrointestinais e respiratérios devido as suas
propriedades terapéuticas. Esse potencial farmacoldgico € resultante do acumulo de
metabdlitos secundarios no interior de suas folhas, o que também confere seu
aroma citrico caracteristico. Na agricultura, uma das principais ferramentas para
potencializar a producdo de metabdlitos especificos € a elicitagdo, sendo a
quitosana um dos compostos mais estudados atualmente. No presente trabalho,
foram analisados parametros como a altura, numero de folhas, didmetro do caule e
biomassa, além da atividade proteica e enzimatica. Foram obtidas 24 estacas a
partir do banco de germoplasma da UFRPE/SEDE e cultivadas em sistema
hidropdnico, seguida por aclimatacdo em areia e substrato comercial (1:1). As
plantas foram transferidas para vasos e submetidas a elicitagdo apds 30 dias. O
experimento utilizou trés tratamentos: controle com agua destilada, acido acético a
0,5% e quitosana a 4,0 g/L". A coleta das plantas foi realizada 15 dias apds a
elicitacdo. As folhas e raizes foram separadas e armazenadas para posteriores
analises bioquimicas, incluindo a quantificacdo dos pigmentos foliares e a
determinacdo das concentra¢des de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio
(H:0.). Adicionalmente, foram analisadas a atividade de enzimas antioxidantes
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD). Os
resultados obtidos apontam que a elicitacdo com quitosana teve efeito modulador
positivo em parametros de crescimento, tais como altura e massa fresca. Houve uma
visivel redugdo nos teores de pigmentos fotossintéticos. Adicionalmente, apesar das
plantas elicitadas apresentarem teores elevados de MDA, os niveis de H.0:, a
atividade enzimatica e a concentragao de proteinas mantiveram-se estaveis entre os
tratamentos. Também foi observado que o acido acético isolado teve efeitos
moduladores nas plantas elicitadas. Dessa forma, a elicitagdo com quitosana
continua como uma potencial ferramenta para melhoramento do rendimento de

culturas vegetais, apresentando resultados positivos em plantas de L. alba.

Palavras-chave: planta medicinal; elicitores; metabdlitos.



ABSTRACT

Lippia alba is a species of aromatic shrub widely used in folk medicine for the
treatment of gastrointestinal and respiratory diseases due to its therapeutic
properties. This pharmacological potential results from the accumulation of
secondary metabolites in its leaves, which also gives it its characteristic citrus aroma.
In agriculture, one of the main tools for increasing the production of specific
metabolites is elicitation, with chitosan being one of the most studied compounds
today. This study analyzed parameters such as height, number of leaves, stem
diameter and biomass, as well as protein and enzyme activity. The 24 cuttings used
were obtained from the UFRPE/SEDE germplasm bank and grown in a hydroponic
system, followed by acclimatization and in sand and commercial substrate (1:1). The
plants were then transferred to pots and subjected to elicitation after 30 days. The
experiment used three treatments: control with distilled water, 0.5% acetic acid and
4.0 g/L" chitosan. The plants were harvested 15 days after elicitation. The leaves
and roots were separated and stored for later biochemical analysis, including the
quantification of leaf pigments and the determination of malondialdehyde (MDA) and
hydrogen peroxide (H-0:) concentrations. In addition, the activities of the antioxidant
enzymes such as catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and superoxide
dismutase (SOD) were analyzed. The results obtained indicate that chitosan
elicitation had a positive modulating effect on growth parameters such as height and
fresh mass. There was a visible reduction in photosynthetic pigment levels. Although
the elicited plants showed high levels of MDA, H.O: levels, enzyme activity and
protein concentration remained stable between treatments. It was also observed that
acetic acid alone had modulating effects on the elicited plants. Elicitation with
chitosan remains a potential tool for improving the yield of plant crops, showing

positive results in L. alba plants.

Keywords: medicinal plant; elicitors; metabolites.
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1 INTRODUGAO

O género Lippia Linn., pertencente a familia Verbenaceae abrange mais de
200 espécies de diferentes habitos (Munir, 1993). Dentre elas, a espécie Lippia alba
(Mill.) N. E. Brown, destaca-se por seu papel significativo na medicina tradicional
brasileira. Trata-se de um arbusto aromatico que pode atingir 2m de altura, com
folnas opostas e inflorescéncias do tipo capitulo (Matos, 1998). O seu aroma
caracteristico € resultante da produgcdo de metabdlitos que estdo presentes em seus
Oleos essenciais. Estes compostos podem variar quanto a sua qualidade e
quantidade, de acordo com fatores climaticos e estado de desenvolvimento da
planta (Tavares et al., 2005; Tubay-Bermudez et al., 2024). Estudos comprovam que
os componentes do seus Oleos essenciais possuem atividade antimicrobiana,
antioxidante e nefroprotetora (Aguiar et al., 2008; Farias et al., 2019; Cavalcanti et
al., 2023). Desta forma, a L. alba apresenta notavel importancia farmacolégica, o
que estimula a busca por estratégias que otimizem a produgédo de seus compostos
bioativos. Entre essas estratégias, destaca-se o uso de elicitores, como a quitosana,
substancia capaz de modular a biossintese de metabdlitos secundarios (Li et al.,
2020).

A elicitacdo é uma técnica que consiste na utilizacdo de componentes,
chamados elicitores, capazes de induzir respostas fisioldgicas em vegetais. Dentre
estes compostos, a quitosana recebe destaque principalmente devido a sua
biodegradabilidade e disponibilidade no ambiente (Dash et al., 2011). Trata-se de um
biopolimero derivado da quitina presente em crustaceos e utilizado na industria
farmacéutica, cosmética, alimenticia, entre outras. No ambito da agricultura, a
quitosana é utilizada principalmente na prote¢ao das plantas contra microrganismos,
cobertura de tecidos vegetais, estimulagdo da germinacdo e crescimento (Solgi,
2018). Além disso, suas nanoparticulas sdo empregadas na industria agroquimica
para otimizar a eficiéncia e redugéo da toxicidade de diversos compostos (Gumelar
et al., 2020). Estudos indicam que sua aplicagdo pode promover alteragbes em
parametros biométricos, como altura, biomassa e desenvolvimento foliar,
configurando-a como um bioestimulante natural (Tovar et al., 2018; Martinez et al.,
2024).

Pesquisas recentes demonstram que a quitosana possui agdo moduladora de

processos metabdlicos e otimizadora de sintese de compostos secundarios
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(Menéndez; Rodriguez; Hernandez, 2020), evidenciando seu potencial na indugéo
de respostas de defesa e adaptagao. Como elicitor, a quitosana atua promovendo a
ativacdo de vias metabdlicas especificas, o que resulta no aumento da biossintese
de metabdlitos de interesse, como flavonoides, terpenos e alcaloides (Silva et al.,
2022). Em sintese, sua aplicacdo favorece o desenvolvimento das culturas,
aumentando a biomassa, a resisténcia ao estresse e a eficiéncia fotossintética,
contribuindo para a melhoria da adaptacdo a condi¢coes adversas e para a producao
de metabdlitos de interesse econdémico.

Cabe ressaltar que a aplicagao de quitosana teve resultados positivos no
desenvolvimento das culturas, contribuindo para o aumento da biomassa, resisténcia
e eficiéncia fotossintética. Estas respostas sdo essenciais para garantir uma melhor
adaptacdo as condigdes adversas e para otimizar a producdo de compostos
bioativos. No entanto, apesar dos beneficios observados em outras culturas, ha uma
escassez de estudos que investiguem os efeitos da elicitacdo em plantas de L. alba
(Silva-Santos et al., 2023).

A crescente demanda por terapias naturais, em conjunto com a utilizagao de
plantas medicinais nas industrias farmacéutica, cosmética, entre outras, evidencia a
importancia de estudos que explorem formas de otimizar a produgdo de compostos
bioativos (Rahman et al., 2022). Neste contexto, o uso de elicitores surge como uma
alternativa promissora para aliar produtividade, qualidade e sustentabilidade no
cultivo de plantas medicinais.

Trabalhos anteriores evidenciam a capacidade da quitosana de modular
processos metabdlicos em diversos cultivos, estimulando a biossintese de
metabdlitos secundarios de interesse, como flavonoides, terpenos e alcaloides
(Stasinska-dakubas; Hawrylak-Nowak, 2022). Além disso, sua natureza
biodegradavel e de baixa toxicidade, torna-a uma ferramenta promissora para
aprimorar a producédo de metabdlitos secundarios.

Assim, o presente estudo se fundamenta no principio de que o estimulo
adequado, por meio de agentes elicitores, pode representar uma alternativa viavel
para intensificar a producdo de metabdlitos de interesse econdmico em plantas de L.
alba. Ademais, parte da hipotese de que a elicitagdo por quitosana como agente
elicitor sera capaz de promover alteragdes fisioldgicas e bioquimicas em L. alba,

potencializando o seu rendimento.
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Espera-se que a elicitacdo estimule vias metabdlicas especificas
responsaveis pela produgdo de compostos secundarios, além de favorecer o
crescimento vegetal por meio da modulacdo de parametros biométricos, como
altura, numero de folhas e massa fresca. Dessa forma, o uso da quitosana pode
configurar-se como uma estratégia eficaz para potencializar a produtividade e a

qualidade fitoquimica desta espécie de interesse medicinal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lippia alba

Publicada pela primeira vez em 1925 pelo botanico Philip Miller (1691-1771),
a L. Alba é um arbusto aromatico de morfologia variavel pertencente a familia
Verbenaceae. Pode atingir cerca de dois metros de altura, com ramos finos e
flexiveis. Apresenta pilosidade foliar, folhas opostas de formato arredondado ou
lanceolado, com margem serrilhada e apice agudo (Figura 1). E nativa das regides
da América do Norte, Central e Sul, e foi introduzida artificialmente em algumas

regides da Europa, Asia e Australia (Matos, 2000; Flora do Brasil, 2020).

Figura 1. Aspecto morfolégico de um ramo da espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown da familia
Verbenaceae. Reparar no formato arredondado e distribuicdo oposta das laminas foliares, além da
presenca de inflorescéncias do tipo capitulo na sua regido axilar. E possivel visualizar pilosidade no
caule e laminas foliares.

Fonte: Leal (2013).

O nome popular “erva-cidreira” é utilizado para denominar espécies de

arbustos aromaticos de distintas familias botanicas, como a “melissa” (Melissa
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officinalis) e a “erva-luisa” (Aloysia citriodora), além da propria L. alba. Seu aroma é
resultante da presenga de compostos quimicos (terpenos) em seu Oleo essencial
(Castro et al., 2004). Os dleos essenciais sdo uma mistura de compostos volateis de
metabdlitos secundarios aromaticos, como terpenos, ésteres e hidrocarbonetos
saturados e insaturados (Sousa et al., 2022). Quando absorvidos pelo organismo,
esses compostos possuem propriedades farmacoldgicas, antimicrobianas,
cardioprotetoras e nefroprotetoras, entre outras (Aguiar et al., 2008; Batista et al.,
2018; Cavalcanti et al., 2023).

No Brasil, essa espécie € amplamente utilizada pela populagao brasileira para
o tratamento de sintomas de gripes, resfriados e bronquite. As partes aéreas das
plantas sdo as mais utilizadas, principalmente na forma de infusédo, chas e decoctos
(Oliveira et al., 2006). Tendo em vista a sua importancia na medicina tradicional,
muitas espécies do género Lippia, particularmente a L. alba, tém sido investigadas
do ponto de vista farmacolégico, buscando compreender as propriedades que as
levaram a serem utilizadas como medicamento por geragdes.

Em relagédo a sua fitoquimica, foram realizados estudos visando a avaliagao
da composicdo quimica de partes aéreas da L. alba. O trabalho de Teixeira de
Oliveira et al., (2018) revelou a presenca de flavonoides e acidos fendlicos, além do
acido clorogénico e isorhamnetina, compostos que possuem reconhecidas
propriedades que contribuem para os efeitos terapéuticos observados na medicina
tradicional.

A L. alba é comumente cultivada para a fabricacdo de remédios naturais,
particularmente por comunidades tradicionais e familias residentes de zonas rurais.
Com o avanco da medicina moderna, medicamentos tradicionais derivados de
espeécies como a erva-cidreira terminam por ser substituidos por farmacos
industrializados, porém, as propriedades das biomoléculas oriundas dessa espécie

chamam a ateng¢ao da industria farmacolégica moderna (Castro et al., 2020).

2.2 Elicitacao

Uma das técnicas mais promissoras para o aumento da producdo dos
metabdlitos secundarios é a elicitacdo, que consiste no tratamento de plantas com
agentes quimicos ou fisicos, naturais ou sintéticos, capazes de induzir ou intensificar

o sistema de defesa em vegetais, sendo estes agentes chamados de elicitores
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(Radman et al., 2003). Ademais, pode-se induzir a produgdo de biomoléculas de
interesse, aumentar taxas de germinagao, entre outros (Ramirez-Estrada et al.,
2016). Quando ha presenga de elicitores, as plantas intensificam a expressao de
genes especificos e iniciam respostas de estresse, o que resulta em maior produgao
de compostos secundarios ou alteragao destes (Narayani; Srivastava, 2017).

Elicitores séo classificados de acordo com sua origem. Elicitores abiéticos séo
agentes fisicos ou quimicos, a exemplo da radiacdo UV e ions metalicos, ja os
bidticos incluem biopolimeros como a quitosana e polissacarideos microbianos
(Medeiros et al., 2023). Também podem ser divididos em exdgenos, substéncias
originadas de fora da planta, e enddgenos, que sédo produzidos dentro das plantas.

Os efeitos de elicitores abiodticos exdgenos, particularmente da intensidade
luminosa e fotoperiodo, foram avaliados no trabalho de Murthy et al., (2024), no qual
varias fontes de luz e seus efeitos no tecido vegetal foram comparados. Foram
considerados parametros como comprimentos de onda, intensidade e duragcido do
fotoperiodo. Luzes ultravioleta (UV), azuis, vermelhas e fluorescentes resultaram no
aumento do acumulo de bioativos em culturas de células. Em relagcédo aos elicitores
bidticos, sdo exemplos notaveis a pectina e extratos de leveduras. Em um
experimento conduzido por Kanthaliya et al., (2023), onde culturas de Pueraria
tuberosa receberam tratamento com estes elicitores apresentaram um aumento
significativo na concentragcdo de metabdlitos como a clorofila, proteinas,
carboidratos, flavondides e isoflavondides.

No caso de moléculas sinalizadoras, a exemplo dos fitohormbnios
metiljasmonato e acido salicilico, estdo ligadas tanto as respostas para estresse
biético quanto abidtico em plantas, podendo induzir a produgao de flavondides,
compostos fendlicos e polifendis (Mendonza et al., 2018). Ja foi comprovado que a
utilizacdo de elicitores, independente de natureza bidtica ou abidtica para a
producao de substancias especificas € uma técnica eficaz para diminui¢ao do tempo
de processamento, aumento da concentracdo de produtos e, consequentemente,
melhor produtividade (Selwal et al., 2023).

A importancia da elicitacdo como método de aumento de producido de
metabdlitos secundarios de interesse foi amplamente comprovada. No trabalho
desenvolvido por Anamika Paul (2022), extratos derivados de fungos foram
utilizados como elicitores em cultivos de Catharanthus roseus (L.) G.Don. Ao final do

experimento, a elicitacdo intensificou a produgdo de metabdlitos secundarios,
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estimulando duas vias metabdlicas simultaneamente. Pode-se afirmar, portanto, que
o metabolismo secundario de culturas vegetais é alterado de forma significativa de
acordo com o tipo de elicitores as quais sao expostas, particularmente em culturas in
vitro (Narayani; Srivastava, 2017).

Contudo, elicitores devem ser manuseados e aplicados cuidadosamente, ja
que sua aplicagdo irregular pode resultar em estresse excessivo, perda de
produtividade, inviabilidade, entre outros. Ademais, a efetividade de elicitores pode
variar significativamente de acordo com a espécie cultivada, tipo de tecido que esta
sendo tratado, e condigdes ambientais, gerando resultados inconsistentes de um
tratamento para outro (Humbal; Pathak, 2023). Uma vantagem dos elicitores
abioticos € a possibilidade de serem precisamente regulados em um ambiente de
laboratério, facilitando a obtengdo de resultados mais regulares (Caicedo-Lopez et
al., 2021).

Apesar desta vantagem, elicitores abi6ticos podem apresentar riscos a saude
humana e ambiental, particularmente quando s&do empregados em larga escala
(Thakur; Sohal, 2013). Assim, elicitores de origem bidtica sdo alvo de inumeras
pesquisas para utilizacdo em cultivos, visando sua relativa baixa toxicidade e

reduzido risco de contaminagao do meio ambiente.
2.3 Quitosana

A quitosana € um biopolimero derivado da quitina que possui um historico
muito positivo como elicitor exdgeno. Além de sua atividade iniciadora, a quitosana
tem inumeras aplicagbes na agricultura, biomedicina e biotecnologia devido a sua
biodegradabilidade, disponibilidade no ambiente, baixa toxicidade e
biocompatibilidade com organismos vivos. (Rodriguez-Pedroso et al., 2009). A
quitina é uma das substancias mais presentes na natureza, logo abaixo da glicose,
composta por unidades de N-acetil-d-glucosamina ligadas por ligagdes B(1 — 4). A
quitosana, sua derivada, € extraida pela desacetilagdo da quitina na carapaga de
crustaceos, principalmente camardes, com uma solugéo alcalina como o hidroxido
de sddio (Figura 2) (Giri et al., 2021).
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Figura 2. Representagido das moléculas de quitina (A) e quitosana (B).
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Fonte: Teixeira-Costa e Andrade (2021).

As propriedades da quitosana sado atribuidas a presenca de trés grupos
funcionais em sua estrutura molecular e a sua solubilidade em ambientes acidos
(Fideles et al., 2008). Adicionalmente, o carater catiénico de grupo NH, livre em sua
porcdo GIcN potencializa propriedades como sua atividade antimicrobiana
(Morin-Crini et al., 2019). Portanto, inibe o crescimento de fungos e bactérias, além
de formar coberturas comestiveis que podem ser utilizadas na agricultura, medicina
e cosméticos. E aplicada em torno de frutas, vegetais e até medicamentos, visando
prolongar o seu tempo de armazenamento ao retardar a agdo de fitohorménios
relacionados & maturagdo e ag&o de microrganismos (Romanazzi et al., 2018). E um
biopolimero seguro e de baixo custo de produgéo, sendo comumente utilizado como
alternativo para elicitores sintéticos devido a sua capacidade de estimular o sistema
imune vegetal e a biossintese de moléculas (Liu et al., 2023).

Ao ser aplicada de forma exdgena, a quitosana interage com componentes da
parede celular e da membrana plasmatica, particularmente com glicoproteinas,
desencadeando sinais de estresse para o vegetal (Pavinatto, 2010). Ela promove a
imunidade e resisténcia a fitopatdogenos, além de estimular a produgdo de
metabdlitos secundarios relacionados a respostas de defesa (Suwanchaikasen et al.,
2024). No artigo elaborado por Samaneh Kahromi e Jalil Khara (2020), foi visto que
a elicitacdo por quitosana em culturas de Dracocephalum kotschyi aumentou
significativamente a concentragcdo de peroxido de hidrogénio nas plantas elicitadas,
possibilitando maior atividade enzimatica e melhor absorcdo de nutrientes. Outras
substancias ndo enzimaticas como fendis e flavonéides também obtiveram aumento

em relagao ao grupo controle.
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Estudos indicam que a efetividade da quitosana como elicitor esta relacionada
a sua capacidade de estimular vias de sinalizagdo relacionadas ao metabolismo,
estresse e crescimento vegetal (Turk, 2019). Assim, pode-se deduzir que a
quitosana poderia ser utilizada como protetor agricola e bioestimulante vegetal em
cultivos em larga escala, particularmente em culturas voltadas para a produgéo de
alimentos. Muitos elicitores apresentam um certo risco quanto a sua utilizacdo em
campos, além de ndo serem completamente seguros para o consumo humano,
existe um risco de contaminacdo do ambiente na qual a cultura esta inserida,
podendo acumular-se e apresentar um risco a saude humana e ambiental
(CAICEDO-LOPEZ et al., 2021). Tendo isso em vista, a natureza biodegradavel e
nao téxica, torna a quitosana uma alternativa sustentavel aos produtos agroquimicos

convencionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da elicitacdo com quitosana nos parametros biométricos,

alteracdes bioquimicas e respostas oxidativas de Lippia alba.

3.2 Objetivos especificos

e Mensurar os parédmetros biométricos e fisioldgicos relativos ao crescimento,
altura das plantas, numero de folhas, didmetro do caule e comprimento das
raizes;

e Examinar processos bioquimicos e proteinas em folhas de L. alba;

e Analisar a resposta oxidativa com analise dos teores de MDA, H:O: e
atividade enzimatica;

e Realizar analises multivariadas para relacionar os efeitos da elicitagdo, a

modulagao morfolégica e bioquimica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e conducao do experimento

As plantas de L. alba foram adquiridas a partir do banco de germoplasma da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e o experimento foi realizado
na casa de vegetacdo do Departamento de Biologia (Area de Botanica). As estacas
com aproximadamente 25 cm foram cultivadas durante 23 dias em um sistema
hidropénico com uma solugao nutritiva descrita por Hoagland (Hoagland; Arnon,
1950). Apds a emissao do sistema radicular, foram selecionados ramos contendo 3
segmentos nodais como explantes. As estacas selecionadas foram plantadas em
tubetes contendo mix de substrato comercial e areia (1:1), visando a aclimatagao
das plantas. O periodo de aclimatacao teve duracdo de 14 dias. Em seguida, as
plantas foram transferidas para sacos de polietileno com capacidade de 5,0 L
contendo o mesmo mix da etapa anterior. As plantas foram regadas diariamente e o
monitoramento da umidade foi medido utilizando o sensor de umidade do solo
HydroSense Il CS 658, visando manter o substrato com aproximadamente 70% de
umidade. 30 dias ap6s a aclimatacao, foi realizada a aplicagéao dos elicitores (Figura
3).

Figura 3. Foto das plantas de L. alba sendo cultivadas em casa de vegetagdo. As plantas tinham
aproximadamente 20 dias de cultivo no momento da fotografia.
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O experimento utilizou 24 plantas, distribuidas em trés tratamentos distintos:
(1) controle, com aplicagéo exclusiva de agua destilada; (2) tratamento com &cido
acético a 0,5%; e (3) tratamento com quitosana a 4,0 g/L™". Devido a insolubilidade
da quitosana em agua, o acido acético a 0,5% foi utilizado para a sua dissolugao
(Silva-Santos et al., 2023). Adicionalmente, um grupo foi elicitado apenas com acido
acético para verificar se este por si s6 impactaria o desenvolvimento das plantas, ja
que foi empregado na diluigdo da quitosana. Para otimizar a adesao das solugdes as
folhas, foi adicionado Tween 20 emulsionado, na propor¢ao de 1 gota para cada 500
mL de solucdo. O processo de elicitagao das plantas foi feito de aspersdo manual
até ser atingido o ponto de escorrimento, estimados aproximadamente 70 ml de
solugdo por individuo.

Apo6s 45 dias, as plantas foram coletadas e suas raizes e partes aéreas foram
separadas, sendo parte do material congelado em nitrogénio liquido e armazenado a
-20 °C para as analises bioquimicas. As analises bioquimicas foram realizadas no
Laboratério de Fisiologia de Plantas (LFP) da UFRPE. Durante todo o periodo
experimental, foram efetuadas mensuragcbes quinzenais da altura das plantas (em
centimetros), numero de folhas, numero de inflorescéncias e didmetro do caule (em
milimetros). Ademais, foram registrados o comprimento das raizes (em centimetros)

e a massa fresca das raizes e da parte aérea das plantas.
4.2 Analise dos pigmentos foliares

A determinacdo dos teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides foi
realizada conforme descrito por Bezerra Neto e Barreto (2011). Para isso, as
amostras foram submetidas a extragdo com acetona a 80%. Apds a extragao, os
extratos foram filtrados e, quando necessario, centrifugados para a remogao de
impurezas. As concentragdes dos pigmentos foram calculadas com base nas

equacgdes de Lichtenthaler (1987).
4.3 Determinagao da concentragao de MDA e H:0:

A quantificagdo das concentragdes de MDA e H:O: foi baseada nos métodos
descritos por Bradford (1976), Heath e Packer (1968) e Alexieva et al., (2001).
Foram macerados 200 mg de material vegetal da folha em 2 ml de acido

tricloroacético (TCA) 0,1%. O material foi, entdo, centrifugado a 10.000 x g por 15
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minutos. Apos a centrifugagao, foram coletados 500 uL do sobrenadante em um

tubo de vidro com tampa contendo 1,5 mL de acido tiobarbiturico 0,5 em TCA 20%.
4.4 Analise enzimatica e de proteinas

A avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes: catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e superdxido dismutase (SOD) foi feita de acordo com
os protocolos estabelecidos por Havir e McHale (1987), Nakano e Asada (1981) e
Giannopolitis e Ries (1977) respectivamente. O extrato para a condugdo do
experimento foi 0 mesmo utilizado na determinagao da atividade proteica soluvel, na

qual seguiu o protocolo de Bradford (1976).
4.5 Andlises estatisticas

Os dados quantitativos foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) e as médias finais foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, utilizando
nivel de significAncia de 5%. Adicionalmente, foi realizada uma analise de cluster
hierarquico (AHC) com todos os resultados obtidos. Todas as analises estatisticas

foram executadas utilizando o Software RStudio (R Core Team, 2023).
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5 RESULTADOS

Os resultados indicam que o tratamento com elicitores promoveu aumento
significativo no desenvolvimento morfoldgico (Figura 4) e respostas bioquimicas em
L. alba, como evidenciado pela Tabela 1.

Figura 4. Foto de trés individuos representativos de L. alba para cada um dos tratamentos: Controle,

Acido acético a 0,5% e Quitosana a 4,0 g/L™". A fotografia foi retirada logo ap6s a coleta de forma a
ajudar a visualizagdo das plantas como estavam na casa de vegetacdo. Paquimetro = 15cm.

Controle (H,O) Acido acético (0,5%) Quitosana 4,0 g L
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Os resultados indicam que o tratamento com elicitores promoveu aumento
significativo no desenvolvimento morfolégico e respostas bioquimicas em L. alba,
como evidenciado pela Tabela 1. Os parametros de crescimento apresentaram, em
grande parte, divergéncias entre os tratamentos, com a massa fresca da raiz, massa
fresca do caule e a razdo entre raiz e folhas apresentando p<0,05. J4 a massa
fresca foliar e altura obtiveram p<0,001. Nao houveram divergéncias significativas no
namero de folhas e no didmetro do caule. Em relagcdo aos pigmentos fotossintéticos,
a clorofila a obteve resultados significativos, com um p<0,01. Em contrapartida, a
clorofila b, total e carotendides mantiveram um p<0,05. Quanto aos marcadores
oxidativos, apenas o MDA obteve divergéncias, com um p<0,01. Por fim, nenhuma
das enzimas estudadas apresentaram variancia significativa em seus resultados.
Detalhes sobre as divergéncias de cada parametro serdo melhor elucidados nos

tépicos seguintes.

Tabela 1. Resultados da analise ANOVA.

Variaveis Elicitores
MF_folha b
MF_raiz *
MF _caule *
Razao RF *
NF ns
A .
DC ns
Ca .
Cb *
Ct *
Car *
MDA **
H,O, ns

SOD ns
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CAT ns
APX ns
Ptn ns

MF _folha = Massa fresca das folhas; MF_raiz = Massa fresca da raiz; MF_caule = Massa fresca do
caule; Razdo RF = Razao entre raiz e folhas; NF = Numero de folhas; A = Altura da parte aérea; DC
= Diametro o caule; Ca = Clorofila a; Cb = Clorofila b; Ct = Clorofila total; Car = Carotendides; MDA =
Malondialdeido; H,O, = Concentragcdo de perdxido de hidrogénio; SOD = Atividade de superdxido
dismutase; CAT = Atividade da catalase; APX = Atividade da ascorbato peroxidase; Ptn = Proteinas
soluveis totais; ns = Diferenga nao significativa; p<0,05 = *; p<0,01 =**; p<0,001 = ***,

5.1 Parametros de Crescimento

Embora ndo se tenham observado diferengas significativas no numero de
folhas e no didmetro do caule, a elicitagdo induziu um aumento no comprimento da

parte aérea das plantas, conforme ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Parametros de crescimento obtidos em L. alba para os tratamentos: Controle, Acido acético
a 0,5% (AA) e Quitosana a 4,0 g/L™" (QUI). (A) Numero de folhas; (B) Altura (em centimetros); (C)
Diametro do caule (em centimetros). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos, enquanto a auséncia de letras indica falta de diferenga. Intervalo de confianca
representado pelas barras verticais.
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Adicionalmente, observou-se um incremento na massa fresca foliar apos a
elicitacao, com destaque para o efeito da quitosana. Os pardmetros da massa fresca
da raiz, do caule, bem como a raz&o entre a raiz e as folhas, também apresentaram

efeitos positivos pela elicitagdo em relagao ao tratamento controle (Figura 6).



29

Figura 6. Parametros de crescimento obtidos em L. alba para os tratamentos: Controle, Acido acético
a 0,5% (AA) e Quitosana a 4,0 g/L™" (QUI). (A) Massa fresca de folha (em gramas); (B) Massa fresca
da raiz (em gramas); (C) Massa fresca do caule (em gramas); (D) Razao entre raiz e folhas. Letras
diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos, enquanto a auséncia de letras indica
falta de diferenca. Intervalo de confianga representado pelas barras verticais.
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5.2 Pigmentos Fotossintéticos

A analise dos teores de pigmentos foliares revelou uma reducgéao significativa
nas concentragdes de pigmentos fotossintéticos no grupo submetido ao tratamento
com quitosana. Em contraste, o acido acético isolado ndo demonstrou efeito
modulador substancial sobre esses pigmentos, com exceg¢ao da clorofila b, para a

qual se observou uma discreta diminuigdo em sua concentragao (Figura 7).
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Figura 7. Concentracdo de Pigmentos Fotossintéticos obtidos em folhas de L. alba para os
tratamentos: Controle, Acido Acético a 0,5% (AA) e Quitosana a 4,0 g/L"' (QUI). (A) Clorofila a; (B)
Clorofila b; (C) Clorofila total; (D) Carotenoides. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre
os tratamentos, enquanto a auséncia de letras indica falta de diferenga. Intervalo de confianga
representado pelas barras verticais.
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5.3. Analise oxidativa e Enzimatica

O teor de MDA aumentou significativamente com a elicitagdo, sendo a maior
concentragdo encontrada no tratamento com AA (Figura 8A). Em contrapartida, os
niveis de H:O. estavam em equilibrio e ndo demonstraram ter sido afetados pela

elicitagao (Figura 8B).
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Figura 8. Marcadores oxidativos teor de malondialdeido (MDA) (A) e perdxido de hidrogénio (H.O-)
(B) em folhas de L. alba para os tratamentos: Controle, Acido Acético a 0,5% (AA) e Quitosana a 4,0
g/L™" (QUI). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos, enquanto a

auséncia de letras indica falta de diferenga. Intervalo de confianga representado pelas barras
verticais.
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Em relacao a atividade enzimatica, ndo houveram divergéncias significativas
entre ambos os tratamentos e o controle. As atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e APX mantiveram-se semelhantes entre todos os grupos.

Adicionalmente, a concentracdo de proteinas nao sofreu alteragcdes entre todos os
tratamentos (Figura 9)

Figura 9. Atividade enzimatica da Superdxido Dismutase (SOD) (A), Ascorbato peroxidase (APX) (B),
Catalase (CAT) (C) e Concentragdo de proteinas (D) em folhas de L. alba para os tratamentos:
Controle, Acido Acético a 0,5% (AA) e Quitosana a 4,0 g/L™* (QUI). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos, enquanto a auséncia de letras indica falta de diferencga. Intervalo de
confianga representado pelas barras verticais.
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5.4. Analise Multivariada

A analise de cluster hierarquico (HCA) organizou os tratamentos em grupos
(clusters), fundamentando-se nas similaridades e discrepancias entre eles, conforme
evidenciado pelos dendrogramas dispostos verticalmente na Figura 10. Os
tratamentos com acido acético e quitosana, representados por T2 e T3,

respectivamente, foram agrupados em um unico cluster segregados do tratamento

controle (T1).

Figura 10. Analise de Cluster Hierarquico.



33

Values

e M m Hierarchical Cluster Analysis
= N e pa——
-1 05 1

05 0
Color

i
i

i

i

i

i

i

i

i

i
©
=
o
=l
T
=

RezaorF B

L QO £ E 9 9N o SRR —CE | - A 0 T -4
s 8 <QE<S'@ 080000%
= 8 o aE ¢ 0]
L =
=

T1 = Controle; T2 =Tratamento com Acido Acético a 0,5%; T3 = Tratamento com Quitosana a 4,0
g/L™"; NF = Numero de folhas; Altura = Comprimento da parte aérea; Razdo_RF = Raz&o entre raiz e
folhas; DC = Diadmetro do caule; MF_Folha = Massa fresca das folhas; MF_raiz = Massa fresca da
raiz; MF_caule = massa fresca do caule; Ca = Clorofila a; Cb = Clorofila b, Ct = Clorofila total; Car =
Carotenoides; H:O. = Concentracdo de peroxido de hidrogénio; MDA = Malondialdeido; SOD =
Atividade da superdxido dismutase; APX = Atividade da ascorbato peroxidase; CAT = Atividade da
catalase; Ptn = Proteinas soluveis totais.

Seguindo o mesmo principio de similaridades e divergéncias para os clusters
mencionados anteriormente, a HCA também formou agrupamentos baseados nos
parametros estudados. A analise formou trés grupos com subdivisdes secundarias
entre eles. O primeiro cluster inclui as seguintes variaveis: numero de folhas, MDA,
razao entre raiz e folhas, altura, didmetro do caule e concentragao de proteinas; o
segundo cluster englobou a atividade da CAT, massa fresca do caule, massa fresca
da raiz, massa fresca da folha e H:0.; por fim, o terceiro cluster agrupou os

carotendides, clorofila a, clorofila b, clorofila total, SOD e APX (Figura 10).
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6 DISCUSSAO

Trabalhos anteriores comprovam a eficacia da elicitagdo com quitosana na
modulacdo do metabolismo de compostos relacionados com respostas de defesa
em vegetais. Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com achados
anteriores, demonstrando o poder deste biopolimero no metabolismo e crescimento
de L. alba. O preparo da quitosana como elicitor necessita da solubilizagdo em acido
acético 0,5%. Dessa forma, foi incluido no experimento o tratamento com aplicagao
do acido acético 0,5% isolado para verificar o potencial efeito dessa molécula nas

respostas morfolégicas e bioquimicas em L. alba.

Apesar dos parametros morfolégicos de crescimento, em sua maioria,
manterem-se consistentes entre os tratamentos, a elicitacdo induziu um aumento na
massa fresca em geral. Apesar da quitosana ter sido mais eficiente de forma geral,
plantas elicitadas com acido acético também demonstraram maior crescimento
quando comparadas as do tratamento controle, sugerindo que o acido aceético
isolado teve efeito modulador no metabolismo vegetal. No estudo realizado por
Rahman et al.,, (2020), plantas de soja elicitadas com 30 mL de acido acético
apresentaram maior altura, biomassa foliar e radicular, corroborando com os

resultados obtidos com L. alba.

O trabalho de Santos-Silva et al. (2023) mostra o efeito positivo no
crescimento de L. alba com a aplicagcdo de quitosana, que foi acompanhado por um
aumento significativo na massa fresca foliar, radicular, do caule e na razdo entre
raizes e folhas. Novamente, € possivel visualizar que o acido acético também
induziu 0 acumulo de biomassa, obtendo resultados ligeiramente maiores do que a
quitosana na razéo entre raizes e folhas. O acido acético pode ser utilizado como
substrato pela enzima acetil-CoA sintetase e aumentar a formagéo de acetil-CoA,
sendo usado do ciclo de Krebs para geragcdo de energia (ATP) e intermediarios
metabdlicos para o crescimento vegetal (Rasheed et al., 2018). Dessa forma, a
aplicagcao de elicitor contendo acido acético forneceu uma fonte de carbono externa
que pode ter sido utilizado para formagdo de energia e crescimento, explicando o

aumento da massa fresca.

A produgao de acetil-CoA promovido pelo acido acético pode ser substrato no

citosol da enzima acetil-CoA carboxilase gerando malonil-CoA, sendo substrato para
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formagdo de hormdnios em plantas (Ferre; Foufelle, 2007). O aumento da massa
fresca com aplicagdo de elicitores contendo acido acético 0,5% indica que pode ter
ocorrido producdo hormonais. A modulacéo bioquimica promovida pelo acido acético
pode também ter modulado o crescimento radicular, visto que hormébnios e
intermediarios do ciclo de Krebs usados em biossintese vegetal podem ser

translocados via floema das folhas para as raizes.

O maior crescimento vegetal com a elicitagdo nao foi promovido pelo aumento
dos pigmentos relacionados com a fotossintese (clorofila e carotendides), visto que a
elicitagdo com quitosana reduziu a concentracdo dos pigmentos fotossintéticos, ja o
acido acético nao alterou teores de pigmentagao. Trabalhos anteriores relataram um
aumento na taxa de clorofila a e carotendides em plantas submetidas a elicitagao
por quitosana, ja que induz a expressao de proteinas ligadas ao metabolismo de
carbono e fotossintese (Silva-Santos et al., 2023).

E possivel que a redugdo dos pigmentos foliares ocorreu devido & natureza
da quitosana como elicitor associado a padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMPs). Ao ligar-se a receptores de reconhecimento de padrao (PRRs),
estimula o sistema imunoldgico inato vegetal e desencadeia respostas de defesa.
Adicionalmente, quando aplicada por pulverizacdo foliar, a quitosana tem agao
redutora na transpiracdo e abertura estomatica (Iriti et al., 2009). Ao serem
submetidas a estresse por patdogenos, as plantas demonstram uma tendéncia a
reduzir seu teor de clorofilas totais (Shishir et al,. 2025), explicando a reduc&o na
atividade fotossintética das plantas no presente estudo. Acerca do acido acético, a
aplicacao deste por aspersao foliar possui capacidade de modulacdo da atividade
hormonal das plantas, resultando em maior tolerancia ao estresse, absorgcao de
nutrientes e atividade fotossintética, evitando que seus teores fossem reduzidos
diante do estresse (Mirfattahi; Eshghi, 2023).

Ja foi comprovado que a quitosana desencadeia nas plantas a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), moléculas instaveis produzidas em grandes
quantidades durante o estresse oxidativo (Silva-Santos et al., 2023; Chies et al.,
2013). Uma destas moléculas € o H.O., uma ERO moderadamente reativa com alta
mobilidade entre a membrana celular, atuando como mensageiro celular
(Karuppanapandian et al., 2011). O aumento da formacédo de EROs pode promover

aumento da produg¢ao de malondialdeido (MDA), sendo um composto formado pela
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peroxidagao lipidica das membranas celulares e um indicador bioquimico de dano

celular.

Apesar dos valores de H:O:. obtidos em L. alba foram semelhantes entre os
tratamentos, enquanto o nivel de MDA apresentou aumento nas plantas elicitadas. A
producdo de H:O. e EROs pode ser ativado por condigcdes de estresse a partir de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto (O, + e — O, ) ou a
partir da enzima NADPH oxidase (Majumdar; Kar, 2018). A aplicacao de elicitores,
particularmente o acido acético, pode ter modulado a atividade da NADPH oxidase e
promovido aumento da formagao de EROs, evidenciado pelo aumento significativo
do teor de MDA. No entanto, o aumento do teor de MDA n&o afetou o crescimento
vegetal apods a elicitagao.

Adicionalmente, a atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e APX e a
concentragdo de proteinas mantiveram-se relativamente semelhantes entre os
tratamentos, ndo havendo diferengas significativas quando comparados ao grupo
controle. Como mencionado anteriormente, a aplicagdo de quitosana geralmente
possui efeito modulador nas defesas antioxidantes, incluindo a redugdo da
concentracdo de MDA e intensificacdo da atividade enzimatica. Porém, é possivel
que tenha ocorrido uma mobilizagdo de H:O. e enzimas logo apds a elicitagcédo e
estes niveis foram reduzidos apds o estresse oxidativo. Ja a concentracédo de MDA
esta relacionada com danos na membrana celular e requer um maior periodo de
tempo para atingir uma homeostase. Consequentemente, seus efeitos continuam
visiveis em analises oxidativas até que as células danificadas sejam renovadas.
Como as plantas foram coletadas com 15 dias apds a aplicagao dos elicitores, elas
foram capazes de ativar sua resposta antioxidante, mas ndo de renovar todas as
suas células danificadas. Adicionalmente, é possivel justificar os teores mais
elevados de MDA estarem presentes no tratamento com AA, ja que sua acidez

poderia ter causado mais danos celulares do que a solugdo com quitosana.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho buscou fazer uma investigacdo dos efeitos da elicitagéo
com quitosana a 4.0 g/L”" em plantas de L. alba cultivadas em casa de vegetagéo no
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE/SEDE). Foi necessaria a utilizagdo de acido acético a 0,5% para a
dissolugédo de quitosana em agua, portanto, foi adicionado um tratamento com acido
acético isolado.

Através de analises biométricas, bioquimicas e oxidativas, foi possivel
verificar que a quitosana foi capaz de modular o metabolismo e crescimento de
plantas de L. alba, aumentando significativamente sua altura e massa fresca.
Também foi observado que o acido acético isolado alcangou resultados semelhantes
a quitosana em alguns dos parametros observados, sugerindo que este possui efeito
modulador do metabolismo nesta espécie.

Os resultados obtidos demonstram a eficacia da elicitagdo para otimizar o
crescimento vegetal e a produgdo de compostos bioativos em L. alba, ainda sendo
necessarias mais analises para verificar a acao do acido acético como possivel

elicitor.
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