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RESUMO

O éacido jasmodnico possui grande importancia na defesa das plantas, uma vez que
faz a transcricdo, principalmente a codificacdo das enzimas chave das rotas de
metabolismo secundario. O aumento da producdo de biomassa e de metabdlitos
secundérios pode ser influenciado por varios fatores, entre eles, a associacao
simbidtica com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). O presente estudo teve
como objetivo verificar se a presenca dos fungos micorrizicos Acaulospora
colombiana, Dentiscutata heterogama e Scutellospora calospora associados ao
tomateiro influenciam a producéo de acido jasménico pelas plantas. Uma vez que o
padrdo de acido jasmoénico ndo estava 100% puro nao foi possivel obter os valores
das concentracbes de acido jasmonico das folhas, mas, somente a absorbancia
relativa a atividade desse acido. Foi observada a absorbancia do padrdo do acido
jasmonico em 3,51 minutos, e isso se repetiu em todas as amostras, assim, pode-se
dizer que a banda que aparece nesse periodo expressa a presenca do acido
jasmonico. Os tratamentos nos quais os tomateiros foram cultivados com fungos
micorrizicos arbusculares obtiveram o nivel de absorbancia mais alto em
comparacao com o controle. Com isso, pode-se inferir que os fungos promovem um
aumento da concentracdo do &cido jasménico nas folhas de tomateiros. Contudo, a
influéncia dos FMAs no metabolismo secundario de plantas ainda € inconsistente e

nao conclusiva, havendo a necessidade de mais estudos.

Palavras-chave: Tomate. Acido jasménico. Nutricdo mineral. Micorriza.



ABSTRACT

Jasmonic acid has great importance in the defense of plants, since it makes the
transcription, primarily the codification of the key enzymes of secondary metabolism
routes. The increased production of biomass and secondary metabolites may be
influenced by several factors, among them, the symbiotic association with arbuscular
mycorrhizal fungi (FMAS).

The present study aimed to verify the presence of mycorrhizal fungi Acaulospora
calospora, Dentiscutata heterogama and Scutellospora colombiana associated with
the tomato plants influence jasmonico acid production by plants. Since the default of
jasmonic acid was not pure 100% it has not been possible to obtain the values of
concentrations of jasmonic acid from the leaves, but only the absorbance on the
activity of acid. The absorbance was observed the pattern of jasmonic acid in 3.51
minutes, and this was repeated in all the samples, thus it can be said that the band
that appears in this period expressed jasmonic acid activity. The treatments in which
the tomato plants were grown with micorrizicos fungi obtained the highest
absorbance level compared to the control. With that, one can infer that promote an
increase in the concentration of jasmonic acid in the leaves of tomato plants.
However, the influence of FMAs in secondary metabolism of plants still is

inconsistent and not conclusive, and there is a need for more studies.

Keywords: Tomato. Jasmonic acid. Mineral nutrition. Mycorrhiza
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1 INTRODUCAO

A familia Solanaceae possui caracteristicas variadas compreendendo plantas
herbaceas, arbustivas ou arboreas, distribuidas em 102 géneros, com grande
ocorréncia na regido das Américas (JUDD et al., 2009).

Dentre as espécies contidas nesta familia o Solanum lycopersicum L. (tomateiro) se
divide em sub-grupos ou variedades de acordo com a sua morfologia, entre essas

variedades se encontra o tomate do cultivar Roquesso (SOUZA, 2010).

Devido ao baixo custo e a sua importancia nutricional o tomate é muito utilizado na
alimentacdo, sendo rico em vitaminas, flavonoides, minerais e carotenoides
(MANASSERQO, et al., 2010).

Apesar da grande utilizagdo do tomate, cultiva-lo € uma grande dificuldade em
virtude do elevado grau de infestacéo de pragas e geram doencas, exigindo elevada
aplicacao de agrotoxicos, e esses produtos quimicos que degradam o solo (LOOS et
al., 2004).

Entre as pragas que atacam as culturas de tomate encontra-se a mosca-branca
Bemisia tabaci (Genn.) biétipo B que, atualmente, € considerada uma das principais
pragas de dificil controle devido uma vez que permanece na face abaxial das folhas
(VILLAS BOAS et al., 1997 apud VENDRAMIN; SOUZA; ONGARELLI, 2009).

A planta, ao ser submetida ao estresse causado por pequenos artropodes
desencadeia um sistema de defesa, com o reconhecimento de eliciadores presentes
na saliva do inseto, liberando assim o acido jasmonico ou jasmonato (TAIZ; ZIEGER,
2010).

Os jasmonatos séo originados do &cido linolénico e sao liberados pelos lipidios na
membrana plasméatica, a conversdo em &cido jasmoénico ocorre através da rota
octadecandide, uma rede de transducédo de sinais que é ativada a partir da resposta

causada ao dano realizado por insetos herbivoros (TAIZ; ZEIGER, 2010).

O &cido jasmodnico possui grande importancia na defesa das plantas, uma vez que
faz a transcricdo, principalmente a codificacdo das enzimas chave das rotas de
metabolismo secundario (TAIZ; ZIEGER, 2010).



O aumento da producdo de biomassa e de metabdlitos secundarios pode ser
influenciado por varios fatores, entre eles, a associagdo simbittica com fungos

micorrizicos.

Os fungos micorrizicos sdo associacdes simbidticas mutualisticas (MARENCO;
LOPES, 2007), tendo um significado literal de “raiz com fungo”. Essa associagcéo
ocorre de maneira vantajosa por ser benéfica para ambos, no caso do fungo, o
beneficio é receber os compostos organicos da planta, e em troca gera para a
mesma o aumento da capacidade de absorcdo de agua e nutrientes minerais
essenciais (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Assim, uma possivel forma de
aumentar a producdo de &cido jasmoénico em tomateiros pode ser através da

associacao simbiotica com fungos micorrizicos arbusculares.

Essa hipétese se justifica pelo fato de que as hifas desses fungos se estendem e se
ramificam, explorando melhor o solo (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Além
disso, os arbusculos tém como funcdo ser um sitio de transferéncia de nutrientes
entre o fungo e a planta hospedeira (MARENCO; LOPES, 2007), facilitando o
processo de absorcao de nutrientes como o fésforo, zinco e cobre (AWOTOYE et al.,
2009).

Nesse contexto, estudos comprovam a importancia da simbiose micorrizica para o
metabolismo primario de algumas plantas, como foi observado por Santos e Campos
(2008) que trabalhando com tomates, verificaram que a medida que houve aumento
na quantidade de micorrizas, houve um melhor desenvolvimento na biomassa e

produtividade dessas plantas.

Frente a caréncia de informacfes no que se refere ao efeito da introducéo de fungos
micorrizicos em plantas visando a producao de acido jasménico, esse estudo teve
como objetivo verificar se a presenca dos fungos micorrizicos arbusculares
Acaulospora colombiana, Dentiscutata heterogama e Scutellospora calospora

associados ao tomateiro influéncia a producéo de acido jasmonico pelas plantas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM L.)

A familia Solanaceae é amplamente distribuida, sendo considerada cosmopolita,
porém a maior diversidade ocorra na regido neotropical e em habitats diferenciados
(SOUZA; LORENZI, 2008), variando entre representantes herbaceos e arbustivos
(AMARAL; SILVA, 2010).

De acordo com Judd e colaboradores (2009 p.459), a identificacdo da familia

Solanaceae pode ser realizada pela observacdo das seguintes caracteristicas:

Pelos diversos, mas frequentemente estrelados ou ramificados, as vezes
com aculeos. Folhas alternadas e espiraladas, frequentemente em pares do
mesmo lado do caule, simples, as vezes profundamente lobadas ou até
compostas pinadas, inteiras a serradas, com venagao peninérvia; estipulas
ausentes. Inflorescéncias determinadas, as vezes reduzidas a uma flor
solitaria, terminais, mas geralmente parecendo laterais. Flores geralmente
bissexuais e radiais. Sépalas geralmente 5, conatas, persistentes, as vezes
expandindo-se durando o desenvolvimento do fruto. Pétalas geralmente 5,
conatas, com frequéncia formando uma corola em formato de disco,
tubulosa, campanulada ou fusiforme claramente plicada (com linhas de
dobradura), com a regido marginal de lobos da corola; anteras geralmente
2-loculares, com deiscéncia longitudinal ou poricida, as vezes aderidas
entre si; grdos de pdélen 3 a 5-colpados ou colporados. Carpelos geralmente
2 (-5), obliguamente orientados em relacdo ao plano mediano da flor,
conatos; ovario supero inteiro a profundamente lobado, em geral com
placentagdo axial e 2 l6culos, estilete terminal a ginobésico; estigma 2-
lobado. Ovulos geralmente numerosos por l6culo, ocasionalmente reduzidos
a 1, com 1 tegumento e megasporangio de parede fina. Disco nectarifero
presente  ou ausente ou esquizocarpo de ndculas; sementes
frequentemente achatadas.

Assim, a familia Solanaceae possui uma alta quantidade de espécies,
compreendendo 102 géneros e 2510 espécies, sendo que 0 maior género Solanum
inclui 1400 espécies (JUDD et al.,2009). Em suma, as plantas do género Solanum
sdo descritas como portadoras de: “caules com floema inteiro; inflorescéncia
geralmente ndo escorpioide; placentagao axial; flores com disco nectarifero” (JUDD
et al., 2009, p.461).

Pertencem a esse género varias plantas de interesse econdmico (SOUZA;
LORENZI, 2008), como Atropa beladona que possui alcaloides atropina, hiosciamina
e escopolamina, importante na medicina (AMARAL; SILVA, 2010), e na alimentacao,
sendo os principais a batata (Solanum tuberosum) e o tomate (Solanum
lycopersicum) (JOLY, 2002).



Conforme relata Espinoza (1991) o tomate (Solanum lycopersicum) possui uma raiz
principal que cresce em média 2,5 cm diarios, podendo atingir at¢é 60 cm de
profundidade, com ramificacdes e raizes adventicias que podem chegar a 1,5m de
profundidade. Quanto ao caule, até o primeiro periodo de desenvolvimento, de 36 a
48 dias, se encontra ereto, ap0s essa fase se torna inclinado, em virtude do peso da
planta, por conta disso a importancia do uso de estacas de madeira para
sustentacdo do mesmo. A superficie do caule é angular, com pelos que exalam a
esséncia do tomateiro. Os cotilédones do tomateiro possuem caracteristicas
fusiformes e as duas folhas apds o cotilédone sdo simples, depois compostas e,
finalmente compostas imparipenadas. As flores possuem um peddnculo curto e
inflorescéncia, os frutos sdo bagas que variam na morfologia de acordo com a
espécie. As sementes apresentam 3 a 5 mm de didmetro e sdo revestidas por pelos

finos.

O tomate possui a origem na regido da América do Sul (METCALFE; CHALK, 1972),
mais precisamente na regido andina, envolvendo os paises Peru, Bolivia e Equador
(CENTRO AGRONOMICO TROPICAL DE INVESTIGACION Y ESENANZA, 1990).
Entretanto, conforme destacaram os autores Peralta e Spooner (2007), hipoteses
sobre a domesticacdo do fruto eram atribuidas a dois paises, México e Peru, sendo
que se considera que a forma primitiva, a variedade cereja, € originaria da regido do
Peru-Equador, de onde se expandiu por toda América. Noutra linha, ha estudos que
consideram o México como o centro da origem por conta da grande quantidade de

variedades encontradas na zona mexicana Vera Cruz-Puebla (ESPINOZA, 1991).

A insercao do fruto na dieta humana foi realizada no México, sendo conduzido para
a regido Europeia por volta do século XVI, por meio dos espanhdis (PERALTA,;
SPOONER, 2007).

Acredita-se que em 1560, na Italia houve o aprimoramento do fruto na alimentacao,
o tomate era conhecido como “pomo d’oro” (maga de ouro), tal nome indicava que
os frutos possuiam a coloracdo amarelada, mostrando assim uma variedade
especifica. Na Italia nessa época, houve uma producdo de tomate em grande
escala, tornando esse pais o maior produtor de tomates, em relagcdo aos outros
paises europeus (ESPINOZA, 1991).

No decorrer do século XVIII as especiarias produzidas com o tomate ficaram

conhecidas por todo o mundo devido a exportacdo, e seu consumo se popularizou



rapidamente em virtude do gosto agradavel e da riqgueza de vitaminas (ESPINOZA,
1991).

Antes de haver a exportacdo das especiarias Italianas, em meados do século XIX os
europeus ja realizavam a exportacdo do fruto para varias regibes do mundo,
chegando ao Brasil no final deste século. Posteriormente, em Pernambuco iniciou-se
a producdo do tomate processado, mas foi em Sao Paulo que aconteceu um maior
progresso dessa iguaria, por conta da alta industrializacdo na regido paulista. Em
virtude das condicdes climaticas expandiu-se para a regido nordeste, retornando
para Pernambuco. Contudo, atualmente o cultivo do tomate industrializado esta
centrado na regido Centro-Oeste, gracas a condic¢ao climatica favoravel (clima seco)
e de grandes areas disponiveis para o cultivo, favorecendo a sua producao (SILVA,
2014).

O tomate se encontra como uma das hortalicas mais consumidas no Brasil, cerca de
3,77 milhdes de toneladas sdo comercializados de maneira in natura ou
processadas de maneira industrial por ano (SILVA, 2014). O alto consumo ocorre
devido aos valores acessiveis a todos 0s niveis socioeconémicos e por conta da
disponibilidade durante o ano, além do fator nutricional, por possuir alto indice de
licopeno no epicarpo (TAVARES; RODRIGUEZ, 1994).

Ademais, o tomate possui uma notavel importancia econémica para diversas regides
do Brasil, sendo que a regido Centro Oeste produz uma alta quantidade de tomate
processado e na regido sudeste a producdo maior produgdo no consumo in natura.
(DEPARTAMENTO INTERSINDICAL DE ESTATISTICAS E ESTUDOS
SOCIOECONOMICOS, 2010).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2014), que realiza
levantamentos mensais sobre a producao agricola, no més de julho de 2014 foram
produzidas no Brasil cerca de 3.987.367 toneladas de tomate e, confrontando com o
ano de 2013, obteve-se um crescimento de 7,2% na producéo e 8,0% na area,
porém, quanto ao rendimento, houve declinio de 0,7%. A maior producédo de tomate
aconteceu em Goias que atingiu, aproximadamente, 1.269.042 toneladas, ou seja,
aproximadamente 29,7% da producédo do pais. O Estado de S&o Paulo obteve a
meédia de 19,3%, sendo o segundo maior produtor, seguido por Minas Gerais com
14,8% da producédo, e o estado do Espirito Santo por sua vez, se encontra na sexta

posicdo com 4,1% da producdo. Todavia, enquanto ha variacbes positivas na



producdo de tomate em algumas regides do pais, estados como Rio Grande do
Norte e Mato Grosso do Sul, apresentam taxas negativas por conta do clima da
regido, o tomateiro é sensivel ao clima e os problemas climaticos geram declinio na

producao.

A sensibilidade do tomateiro quanto ao clima nao interfere, no fato do mesmo ser
cosmopolita, pois apesar de possuir tolerancia a temperaturas disruptivas, que
suscitam mudancas no desenvolvimento do fruto, esta adaptado ao clima tropical
(SILVA, 1994).

Entretanto & medida que ocorrem os estadios de desenvolvimento, as temperaturas
Otimas se modificam (Tabela 1) (GEISENBERG; STEWART, 1986 apud SILVA,
2014).

Tabela 1. Intervalos de temperaturas favoraveis ao desenvolvimento do tomateiro

nos diferentes estadios.

Estadio de desenvolvimento Temperatura (° C)
Minima Otima Maxima
Germinacao 11 16 a 29 34
Crescimento vegetativo 18 2l1a 24 32
Desenvolvimento da cor vermelha 10 20a 24 30
Desenvolvimento da cor amarela 10 21a32 40

Fonte: Modificado de Geisenberg e Stewart (1986 apud SILVA, 2014).

O cultivo do tomate inclui vérias técnicas, em decorréncia das dificuldades no plantio
devido aos fungos e herbivoros que o atacam durante os estadios de
desenvolvimento, sendo os estadios mais susceptiveis 0 germinativo e a fase de

crescimento vegetativo ou crescimento inicial.

O aumento da pluviosidade provoca um alto grau de umidade tornando o ambiente
propicio para incidéncia de fungos e bactérias, uma vez que as plantas permanecem
Uumidas por muito tempo. Além disso, 0 excesso de 4gua ocasiona uma reducdo da
absorcdo de nutrientes. Em virtude dessas adversidades, as melhores épocas para
o plantio do tomate sdo aquelas que apresentam temperaturas meédias (SILVA,
1994).



Quanto ao fator nutricional, a adubacdo, além de outros aspectos, tais como
luminosidade, umidade do ar e temperatura do ar e do solo s&o importantes, pois 0s
niveis dos nutrientes concentrados pelo tomateiro dependem destes fatores
(PAPADOPOULOS, 1991).

O tomateiro realiza absor¢céo para o crescimento dos frutos entre 40 e 70 dias apos
o plantio, e a absorgéo de nutrientes se sucede em uma ordem decrescente: N > K >
Ca>S>P>Mg>Fe> Mn>2Zn>B >Cu (SILVA, 1994).

Ao analisar a literatura em questdo, Silva e colaboradores (2009) citam autores
como Silva e outros (2003) e Fontes e colaboradores (2000), que realizaram
andlises nutricionais com relacdo ao tomateiro, tais pesquisas concluiram que as
folhas, antes do desenvolvimento dos frutos, possuem a maior concentracdo de
nutrientes, visto que no desenvolvimento frutifero ha uma mobilizacdo dos nutrientes

para a formagao dos frutos.

Em suma, as plantas possuem nas folhas um nivel adequado dos teores de
nutrientes para o seu desenvolvimento, como foi demostrado por Silva e Giordano
(2000), que realizaram analises foliares no tomateiro na quarta folha, a partir do
apice, em virtude da maior expansdao da mesma, sendo a mais madura e
desenvolvida para andlise, utilizada como padrdo de analise foliar, assim a
pesquisa ocorreu apés 40 dias de plantio e obtiveram os resultados descritos na
tabela 02, na qual é possivel visualizar ainda que, dentre varios nutrientes as folhas

possuem um alto teor de nitrogénio quando comparado aos demais.

Tabela 02. Niveis adequados dos principais nutrientes no tomateiro.

Nutriente Teor (%)
Nitrogénio 4,0a6,0
Fosforo 0,25a 0,75
Potassio 3,0a5,0
Calcio 15a3,0
Magnésio 0,4a0,6
Enxofre 0,4a1,2

Fonte: Silva; Giordano, 2000.



Nesse contexto, Lima e colaboradores (2011) realizaram uma pesquisa com o intuito
de avaliar a concentracdo dos teores nutricionais foliares dos tomateiros, cultivados
em substratos distintos com a aplicacdo de acidos humicos e fertirrigacdo. A
avaliacao foi feita com quatro doses de acido humico (0, 20, 40 e 80L ha.), e quatro
substratos: 1- Fibra de coco, 2- Fibra de coco e casca de café carbonizada,
seguindo a proporcao 1:3, 3- Fibra de coco e casca de café carbonizada na
proporcao 2:3 e 4- Casca de café carbonizada. As amostras foliares foram coletadas
apos 64 dias do plantio, retirando a quarta folha, contada a partir do apice das
hastes. Os resultados foram significativos para os teores de P, Ca, Mg aumentando
os indices e reduzindo os teores de B e Cu, ndo havendo significancia nos teores de

N, K e S. Com relacao aos frutos houve um aumento de 40mm de diametro.

Ademais, conforme destacaram Leite e colaboradores (2011), os estudos dos efeitos
da adubacéo nitrogenada e potassica, sobre a incidéncia de ataques da traca do
tomateiro, demostraram uma maior porcentagem de ataque em plantas cultivadas
com baixos teores de nitrogénio e potassio e menor atague em plantas com teores

desses elementos.

Assim, pode-se afirmar que ao haver uma desordem nutricional, além das
consequéncias morfolégicas causadas nos frutos, as plantas ficam propicias a
doencas, pois a resisténcia contra patdgenos diminui (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Além disso, quando ndo possui nutricdo adequada o tomateiro se encontra
suscetivel a diversas doencas relativas a insetos transmissores, sendo o principal a
mosca branca (Bemisia argentifolii) (TAIZ; ZEIGER, 2010).

A mosca branca pertence a ordem Hemiptera, possui em média 0,8mm de
comprimento, com quatro asas brancas membranosas. Essa mosca € uma praga
encontrada no inicio do cultivo do tomate, por conta da transmissdo de virus ao
tomateiro pelo ato de sugar a seiva, além de injetar toxinas na planta, gerando
problemas fisiologicos como o amadurecimento dos frutos de forma irregular,
problemas esses que levam a prejuizos na produtividade (MUIGAI et al., 2002).
Quanto a oviposicao, ocorre na parte abaxial das folhas mais jovens, em virtude da
cuticula ser pouco espessa nessa regiao, além da proximidade com o floema, o que
promove um melhor acesso para alimentacéo, visto que essa mosca se alimenta da

seiva transportada pelo mesmo, ademais, esse local promove uma protecdo aos



ovos contra as adversidades causadas por chuva e vento (VILLAS BOAS et al.,
1997 apud VENDRAMIN; SOUZA; ONGARELLI, 2009).

Além disso, segundo Vendramim, Souza e Ongarelli (2009), a fémea da mosca
branca possui estimulos tateis e visuais para a deposicdo dos ovos e 0s coloca
proximo aos tricomas nao globulares para ocorrer a fixacdo, os autores dessa
pesquisa presumem que iSSO ocorre gracas as caracteristicas do tricoma, visto que

os tricomas glandulares nédo realizam a fixacdo promovendo a morte desses insetos.

Frente a esse problema, ocorre um elevado investimento na producao de tomate, o
qual visa a protecdo do mesmo contra patbgenos, em virtude da alta suscetibilidade
(LOOS et al., 2004).

Por outro lado, a aplicacéo de inseticidas na agricultura promove a contaminacao do
solo e da agua, ocasionando prejuizos para o meio ambiente e para a alimentacdo
humana, além de ser uma ameaca a saude em virtude da toxidade quimica.
Entretanto, um fato ocorre, pois 0s insetos com o tempo desenvolvem uma
adaptacdo causando imunidade ao veneno, com isso empresas fabricantes de
inseticidas desenvolvem um produto mais forte, 0 que gera maior deterioragcdo do
ambiente, principalmente do solo. Todavia, estudiosos pesquisam um manejo mais
apropriado, visando as questbes ambientais, sendo possivel o uso de substancias

bioquimicas, ferorménios e horménios para o controle de insetos (ODUM, 2013).

Algumas familias possuem uma protecao natural contra o ataque de insetos, como &
o caso da familia Solenaceae, da qual faz parte o tomateiro que possui uma rota
metabdlica sistémica que leva a producdo de acido jasménico, sendo a principal
funcdo desse hormdnio a inibicdo da acéo de insetos (TAIZ; ZEIGER, 2010).

2.2 PRODUCAO DE ACIDO JASMONICO NO TOMATEIRO.

Os fitorm6nios, conhecidos como horménios vegetais, sdo responsaveis pela
regulacdo do desenvolvimento das plantas e do crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2010),
pois, sem esses hormonios ndo seria possivel a comunicacdo entre as ceélulas,
tecidos e 6rgdos (LARCHER, 2006). Os hormdnios vegetais possuem a funcdo de

mensageiros quimicos, uma vez que podem enviar sinais.

O conceito de horménio é proveniente de trés elementos basicos, sendo eles a

sintese hormonal em alguma area especifica, transporte do horménio para outra



area e finalmente a resposta quimica do horménio no local transportado (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007). As plantas s&o reguladas por cinco hormonios
classicos: Auxina (AlA), acido abiscisico (ABA), citocininas (CT), etileno (ET) e
giberelinas (GB), além disso, possuem outros horménios como as poliaminas (PAS),
acido salicilico (AS), os brassinosteroides (BRS) e o &cido jasménico (AJ) (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007).

Esses horménios possuem variadas fungbes na planta, todavia, algumas sao
consideradas primordiais, tais como a auxina, que estimula o desenvolvimento do
fruto, o acido abscisico, que gera o fechamento estomatico; as citocininas, que
provocam a divisdo celular; o etileno, que atua na senescéncia das folhas e das
flores; as giberelinas, que induzem a germinacdo de sementes (RAVEN; EVERT,
EICHHORN, 2007), as poliaminas atuam na divisdo e no alongamento celular, o
acido salicilico na inibicdo da germinacao, brassinosteréides no alongamento do
caule (KERBAUY, 2008) e, finalmente, o acido jasmonico, que esta relacionado com
0 crescimento vegetal e a inducdo da resisténcia sistémica de plantas (CREELMAN;
MULLET, 1997).

Quanto a producdo de todos os fitorménios, acontece nos tecidos especificos da
planta (Figura 1) e entdo, 0s mesmos séo transportados para outro tecido gerando a
resposta fisioldgica a partir de proteinas especificas conhecidas como receptores
(TAIZ; ZEIGER, 2010), contudo, ha horménios que agem no mesmo local em que
foram produzidos, ou seja, ndo sao transportados (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007).

Além das funcdes basicas dos hormdnios, j& mencionadas, eles também estéo
envolvidos em determinadas acdes, dependendo do estadio de desenvolvimento e
das atividades dos vegetais envolvendo o estimulo ambiental, como por exemplo, a
intensidade da radiacéo, fotoperiodo, temperatura, estresse (frio, calor, inundacéo).
Influenciados por esses fatores ambientais os efeitos dos hormonios podem ocorrer
em varias partes da planta (LARCHER, 2006).



Figura 1: Locais dos efeitos hormonais de acordo com o estresse ambiental. I=
Intensidade de radiagcéo; G= Posi¢cdo de acordo com a gravidade; St= Estresse (frio,
calor, inundacédo); IP= Fotoperiodo; T= Temperatura. Hormoénios vegetais:
AlA=Auxina; CT= Citocinina; GB= Giberelina; ABA= Acido abscisico; ET= Etileno;
AJ= Acido jasmdnico. * = Locais de sintese.

nBA, AJET
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Fonte: Modificado de Larcher, 2006.

Segundo Larcher (2006) as influéncias externas provocam efeitos no crescimento e
no desenvolvimento das plantas intermediado pelos fitormdénios. A radiacdo e a
temperatura do ambiente possuem suma importancia nesses processos, sendo que
a radiacdo afeta o desenvolvimento de varias maneiras, por meio da fotoestimulacdo
da biossintese e do fototropismo, além de gerar diferenciacdo do cloroplasto. Ja a
temperatura influi indiretamente no crescimento e desenvolvimento, com efeitos
quantitativos sobre o metabolismo basal, além do efeito direto que ocorre por

processos regulatorios como termoinducao, termoperiodismo e termomorfismo.

Na germinacdo a temperatura possui efeito sobre a velocidade do processo
germinativo, havendo sincronizacdo da producdo de hormdnios que regulam esses

processos de acordo com as esta¢des do ano (LARCHER, 2006).



A identificacdo dos jasmonatos aconteceu no ano de 1962 no Jasmin (Jasminium
grandiflorum), quando se extraiam componentes para industria de perfumes
(HAMBERG; GARDNER, 1992).

A concentracdo dos jasmonatos € suficiente para as respostas fisiologicas
necessérias, sendo analoga a concentracdo de acido abscisico (KERBUAY, 2008).
Segundo Dhandhukia e Thakkar (2008) a baixa concentragdo dos jasmonatos na
planta pode ser observada, sendo que sédo necessarios 800 kg de flores de jasmim
para se obter 1kg de jasmonato, sendo que 0,25% dessa quantidade correspondem

ao acido jasmonico.

Os jasmonatos séo produzidos nas plantas principalmente nas raizes (FRAGOSO et
al., 2014), nas folhas e no meristema apical (LARCHER, 2006), mas, também pode
ser encontrado nas pétalas (HAMBERG; GARDNER, 1992).

Em suma, a baixa concentracdo do jasmonato aliada a sua a alta seletividade
resultam em uma grande dificuldade na extracéo, e por conta disso, um alto valor
comercial. Assim, varias metodologias para extracdo do acido jasmoénico foram
aprimoradas com o tempo, visto que 0 mesmo possui grande importancia para a
agricultura e possivelmente para medicina (VIEIRA et al., 2010). Recentemente
Bosco e colaboradores (2014) utilizaram uma metodologia mais simplificada e mais
rapida, por meio do método de cromatografia liquida e espectrometria de massas

para identificacdo e quantificacao.

A baixa concentracdo de acido jasménico observada nas plantas pode ser explicada
pela presenca de um sitio de ligacdo de alta seletividade neste acido (GAO et al.,
2010).

A estrutura do acido jasménico (AJ) composta por um anel ciclo pentano (Figura 2),

assim como o seu metil éster, o metil jasmonato (MJ) (VIEIRA et al., 2010).

Figura 2: Formula estrutural do acido jasmonico (AJ) e do metil jasmonato (MJ).

Fonte: Vieira et al., 2010



De acordo com Kerbauy (2008) os processos da biossintese do acido jasménico em
plantas podem ser descritos como se segue:

A via biossintética do éacido jasmoénico (Figura 3) depende da acéo
sequencial de varias enzimas. A lipoxigenase promove a oxigenacdo do
acido linolénico até a formacao do acido 13-hidroperoxilinolénico. O acido
12-oxo-fitodiendico é formado a partir da ciclizagdo do anel ciclopentanona
e reacles de B -oxidacdes que encurtam a cadeia lateral, com a producéo
final do &cido jasménico.

Figura 3: Via esquematica da biossintese do acido jasmonico
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Fonte: Kerbauy (2008)

Os efeitos fisioldgicos proporcionados pelo acido jasmonico sédo diversificados na
planta, sendo a fungéo principal o processo inibitorio contra organismos patégenos e
herbivoros (VIEIRA et al., 2010).

Além desses, outros efeitos foram estudados por diversos autores, entre eles,

pesquisas realizadas por Parthier e colaboradores (1991) que comprovaram a



influéncia dos jasmonatos em processos fisiolégicos nos vegetais como a
senescéncia das folhas; estudos de Facchini e colaboradores (1996) constataram
gue o acido jasmonico atua na biossintese de metabdlitos secundarios; Staswick
(1992) descreve que a aplicacdo exdgena do acido jasmonico na planta gera, além
da senescéncia, a abscisdo do peciolo e atua na formacao de raizes e gavinhas e
na sintese de etileno e 3-caroteno.

Outro aspecto importante abordado por Sembdner e Parthier (1993) é a participacao
do &cido jasmoénico no amadurecimento de frutos do tomate e da maca, fato
comprovado por Pefia-Cortés e colaboradores (2005) que relataram a influéncia de
jasmonatos sobre a producao de etileno, aumentando assim o desenvolvimento dos

frutos.

Além disso, Miersh (1989), citado por Linares e colaboradores (2010), relata que a
concentracdo do acido jasménico pode aumentar pela fermentacdo causada pelo
fungo Botryosphaeria rhodina. Esse autor avaliou a atividade fotorreguladora do
acido jasmoénico cuja producdo foi induzida por esse fungo nas sementes das
espécies de Capsicum frutescens (pimenta malagueta) e Physalis angulata
(camapu), ambas da familia Solanaceae. Os tratamentos aconteceram por meio de
pulverizacao foliar com o acido jasmoénico nas concentracdes de 25,0 e 50,0 mg L-1
, além do fermentado de 50 mg L™ de jasmonato. Em Capsicum frutescens, as
sementes apresentaram as atividades fitoreguladoras positivas, pois foi provocado o
aumento da quantidade de botbes florais e da biomassa e quantidade dos frutos.
Entretanto, em Physalis angulata, ndo houve significancia com relacédo a variacdo da
quantidade dessas estruturas, ndo havendo influéncia do acido jasmdnico. Assim, o
autor concluiu que a utilizagdo do fermentado contendo o fungo auxilia na producéo
do acido jasménico, sendo uma utilizacdo de suma importancia por ser de baixo

custo.

Com experimentos semelhantes, Hernandes (2010) avaliou as atividades biol6gicas
dos jasmonatos e do extrato Botryosphaeria rhodina, por meio da cultura in vitro,
com a finalidade de avaliar atividades antifungicas, antibacteriana e anticancer, visto
gue os jasmonatos inibem as células cancerigenas que possuem alta resisténcia aos
medicamentos (FINGRUT; FLESCHER, 2002 apud HERNANDES, 2010), com essa
pesquisa foi possivel constatar que o fungo Botryosphaeria rhodina produz e



aumenta o 4cido jasmonico, mas os objetivos das atividades ndo foram alcancados,

por ndo obter nenhuma atividade esperada.

Noutra linha, estudos de Lopes (2009) retratam que 0s jasmonatos possuem efeitos
quanto ao aumento de tricomas glandulares e de flavonoides, segundo essa
pesquisa, a pulverizacdo de jasmonatos em plantas de soja age positivamente, pois,
leva a inducdo da producdo de flavonoides e tricomas, sendo que esses Ultimos

dobraram nas folhas apés 21 dias.

Mais recentemente, Zhang e Huang (2013) analisaram o estresse do tomateiro no
periodo seco e observaram os efeitos enddégenos dos hormonios acido abscisico,
poliaminas e &cido jasmonico, tais efeitos demonstraram estar na resisténcia ao
estresse hidrico, uma vez que a concentracdo desses hormdnios aumenta

significativamente nas folhas e nas raizes de plantas submetidas a um déficit hidrico.

Ademais, o0 &cido jasmébnico possui grande importancia contra organismos
patégenos. Guimaraes e colaboradores (2009) pesquisaram os efeitos de silicato de
potassio e acido jasmonico em meios com diferentes concentracdes, relacionando-
0S com 0 parasitismo na cana de acguUcar proporcionado por Meloidogyne incognita.
A aplicacdo do jasmonato e do silicato de potassio foram feitas pelo método de
pulverizacdo foliar e, 15 dias ap0s esses tratamentos, foram depositados 0s ovos
dos parasitas. Os autores relataram que esse método de aplicacdo de silicato de
potassio e jasmonato foram eficazes em reduzir a quantidade de organismos
patogénicos na raiz. Porém, é valido ressaltar que a aplicacdo do jasmonato, apos
21 dias do tratamento, resultou em uma alta atividade enzimatica, ou seja, além de
afetar diretamente o patégeno, o aumento das enzimas pode ser reconhecido como
uma atividade de defesa da planta. Em tese, segundo Monteiro (2005) a aplicacéo
de &cido jasmbnico aumenta a resisténcia fisioldgica e a relacdo com o ambiente,

modulando o processo de lignificacdo em Eucaliptus europhylla.

No tomateiro, o acido jasmonico atua em um processo sistémico, por toda a planta
(DEGENHARDT et al.,, 2010), sendo uma resposta induzida por organismos que
provocam injurias, possuindo uma importancia na defesa. Entretanto, no tomateiro e
em outras espécies da familia Solanaceae, o nivel da enzima acido 12-
oxofitodienoico (OPDA) €& maior, 0 que indica o processo sistémico que induz o

acumulo do acido jasménico (Pefa-Cortés, 2005).



2.3 INIBICAO DA HERBIVORIA PROMOVIDA PELO ACIDO JASMONICO

Uns dos estresses mais prejudiciais a planta sdo por ataques patogénicos e danos
causados por herbivoros (TAIZ; ZEIGER, 2010), e em virtude disso, as plantas se
desenvolveram mecanismos por meio de evolucdo a esses fatores, obtendo uma
defesa vegetal (LARCHER, 2006).

Assim, a estrutura priméria dessas plantas recebeu adapta¢fes, sendo elas cutina,
ceras e suberina, que sdo cobertas por camadas de material lipidico, que reduz
perda e agua e bloqueia a entrada de patdgenos (fungos e bactérias) (TAIZ,
ZEIGER, 2010).

Por outro lado, os vegetais também produzem metabdlitos secundarios, que sdo
produtos secundérios, que nao possuem funcdo direta no crescimento e no
desenvolvimento, esses metabdlitos sdo restritos a algum grupo ou espécie vegetal,
enquanto os metabdlitos primarios se encontram em todo reino vegetal (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, al., 2007).

Estudos sobre os metabolitos secundéarios foram iniciados no século XIX por meio
de quimicos organicos, com o interesse direcionado para o uso dessas substancias
em medicamentos, pesquisas demostram a importancia ecolégica desse
metabolismo na protecdo de plantas como protecédo contra a herbivoraria e infeccao
por patbgenos, na competicdo entre plantas e na simbiose de plantas com micro-
organismos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2010).

Com relacao as injarias proporcionadas por artropodes herbivoros, deve-se levar em
conta o tipo de aparelho bucal. A morfologia bucal desses artropodes é diferenciada
e adaptada para o0 modo de alimentacdo, e determinam a maneira da injuria
provocada na planta, podendo ser de caracteristica mastigadora e sugadora. Quanto
aos mastigadores, geram nas plantas leses mais intensas, nessa categoria, as
lagartas e os besouros sdo os principais agentes, por outro lado, os sugadores se
dividem em dois grupos, os sugadores de substancia celular, que promovem danos
nas células vegetais, onde se enquadra os acaros, e 0s sugadores de seiva, na
maioria dos casos esses sugadores sdo vetores de virus e com isso podem causar
danos maiores depois de um periodo, visto que de inicio promovem poucos danos

na epiderme da planta. Entre os sugadores de seiva, a mosca-branca (Bemissia



argentifolli) possui maior destaque, sendo considerada uma praga, entre o0s
tomateiros (TAIZ; ZEIGER, 2010).

As perdas geradas por pragas tém sido numerosas, segundo Zalom (2003),
aproximadamente 78% dos tomates que ndo possuem inseticidas sédo afetados por
pragas. Por apresentar o clima tropical, o Brasil apresenta problemas com pragas
uma vez que as temperaturas elevadas favorecem o aparecimento das mesmas, por
auxiliarem a fase de maturacdo (MALUF; CAMPOS; CARDOSO, 2001).

Apesar da utilizacdo de inseticidas que concedem a defesa das plantas submetidas
a herbivoraria, as proprias plantas produzem uma resposta de defesa ao dano
gerado pelos insetos. As plantas reconhecem os eliciadores, que s&o componentes
da saliva, constituidos por acidos graxos amidas (ALBORN et al.,1997). Assim, ao
ocorrer o reconhecimento desses eliciadores uma rede de transducdo de sinais é
ativada, a principal rota envolvida na defesa dos artropodes herbivoros € a
octadecandide que leva a producéo de &cido jasmdnico por meio do acido linolénico,
(SADASIVAM; THAYUMANAYAN, 2003) esses jasmonatos possuem caracteristicas
amargas e fazem com que os insetos cessem a alimentacao da planta (SILVA, 1989
apud COSTA; BOREM, 2003).

Entretanto, outra via de suma importancia também produz o acido jasmoénico na
familia Solenacea, onde se encontra o tomateiro, gracas aos processos evolutivos
desencadeiam a rota de sinalizacdo sistémica (RAVEN; EVERT; EICHHORN, al.,
2007). Em virtude da coevolucdo com os insetos na producédo de inseticidas naturais
por conta das injurias provocadas pelo mesmo, durante a polinizagcdo (RIDLEY,
2008). Essa via é considerada mais eficaz na defesa das plantas, por aumentar as
concentracfes de acido jasmoénico em todas as partes da planta (DEGENHARDT,
2010), pois o ferimento proporcionado por insetos gera um rapido acumulo de
inibidores proteases, que sao transportados para os outros 6rgaos da planta, e
assim, na membrana plasmatica, onde ocorre a ligagdo em um receptor que ativa a
lipase, promovem a formacao do acido jasmoénico em alta concentracdo (KERBAUY,
2008).

Ademais, segundo as pesquisas de Baldwin e colaboradores (1996) o processo
sistémico é desencadeado por toda a planta em média 180 minutos ap0s o ataque
de herbivoros ou patdégenos, ou seja, a vantagem desse sistema é desencadear

uma rapida defesa na planta.



De acordo com Pearce e colaboradores (1991), esse processo sistémico,
desencadeado pela sistemina, um peptideo com 18 aminoéacidos, possui a funcao de
sinalizador de longa distancia que promove a ativacdo de defesas quimicas contra
os herbivoros, no qual aumenta a sintese de inibidores de proteinases em toda a
planta, mesmo nas areas que nao foram danificadas (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007). Para induzir esse sinal sisttmico é desencadeada, segundo Taiz e Zeiger
(2010) uma sequéncia de eventos, que potencializa o acumulo de acido jasmonico

por meio do aumento de enzimas, aprimorando a defesa da planta (Figura 4):

1- As folhas lesadas de tomateiro sintetizam pré-sistemina, uma proteina
precursora grande (200 aminoacidos).

2- A pré-sistemina € processada proteolicamente e produz o
polipeptideo pequeno (18 aminoéacidos) chamado de sistemina.

3- A sistemina é liberada no apoplasto pelas células danificadas.

4- No tecido adjacente intacto (parénquima floematico), a sistemina liga-

se ao seu receptor, uma proteina com regides repetidas ricas em leucina,
com atividade de quinase, na membrana plasmética.

5- O receptor ativado da sistemina torna-se fosforilado ativa a
fosfolipase A, (PLA,).

6- A PLA, ativada gera o sinal que inicia a biossintese de acido
jasménico (AJ)

7- O AJ é, entdo, transportado pelo floema sistemicamente para toda a
planta por um mecanismo ainda desconhecido.

8- Nos tecidos-alvo, o AJ é liberado e, por fim, ativa a expressao de

genes que codificam os inibidores de proteases.



Figura 4: Producdo de acido jasménico atras do ataque de herbivoria.
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Fonte: Kerbauy, 2005.

No entanto, Redman e colaboradores (2001) evidenciaram dque O0S custos
energéticos gerados no tomateiro pela defesa induzida por acido jasmonico € alto.
Essa alta concentracdo dos jasmonatos ocasiona na planta o aumento da biomassa
dos frutos, entretanto as plantas apresentaram uma reducdo na quantidade de

sementes, sendo negativo para a reproducgao.

2.4 NUTRICAO MINERAL DAS PLANTAS

A nutricdo mineral € um fator essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas (PALLARDY, 2005), e sdo estudados desde o século XVII, tendo como o
pioneiro o belga J.B van Helmont, que realizou pesquisas sobre a fonte dos minerais
gue compdem as plantas (GABRIEL; FOGEL, 1995 apud EPSTEIN; BLOOM, 2006).
O avanco das pesquisas sobre nutrigdo mineral aconteceu no ano de 1840 através

do quimico organico Justus von Liebig, que difundiu a “teoria dos fertilizantes
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naturais”, onde concluindo que o solo € uma fonte de nutrientes e constituintes
soluveis. Essa teoria teve como base os estudos tedricos de Saussure, Sprengel,
Boussingault (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Conforme observaram Castro; Kluge e Peres (2005), os nutrientes que compdem a
planta s&o provenientes do ar, da agua e do solo, sendo que cerca de 90% dos
componentes sdo obtidos através da agua e do ar (fotossintese). Esses nutrientes
sao hidrogénio, carbono e oxigénio, e o restante, que compdem os 10% ¢é absorvido

do solo por meio das raizes, representa os nutrientes minerais (Figura 5).

Figura 5: Representacdo esquematica do consumo de nutrientes pelas plantas
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-

MNutrientes
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Fasforo 0.20%

. a . Calcio 0,23%
Hldrogen[o Magnésio  0.18%
(6%) (daagua) Enxofre 0,17%

Ferro 0,06%
Silicio 1,10%
Outros 0.64%

Fonte: CASTRO; KLUGE; PERES (2005).
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O solo é um substrato complexo com caracteristica heterogénea, em virtude da
presenca de fases solidas, liquidas e gasosas (TAIZ; ZEIGER, 2010). E descrito
como a fonte mais importante de nutrientes, além de servir como suporte fisico para
as plantas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Com isso, a forma¢cdo do mesmo &
por meio da decomposicdo e formacdo de humus do material vegetal descartado

pelas plantas, além de organismos mortos (LARCHER, 2006), possuindo assim



cinco componentes principais, sendo eles: matéria mineral, 4gua contendo solutos,
gases, organismos vivos e matéria organica, sendo que a quantidade desses
componentes pode variar de acordo com as condicdes ambientais (EPSTEIN;
BLOOM, 2006). A classificacdo do solo € de acordo com as particulas, sendo elas
organicas e inorganicas, particulas organicas sao originadas de decomposicédo
microbiana de plantas, animais e micro-organismos mortos e as inorganicas de solo
sdo de caracterizadas de acordo com os ions minerais e sdo denominados de
acordo com o tamanho (TAIZ, ZEIGER, 2010) que podem ser particulas constituidas
por argila, silte, areia grossa, areia fina. A argila possui grande importancia, em
virtude da alta quantidade de nutrientes que absorve, todavia, 0s solos ricos em
argila, sdo encharcados, e no decorrer do tempo se tornam solos secos. Além disso,
pode ser constituido por areias, e restos de rochas meteorizadas resistentes ao

intemperismo, formando substratos porosos (RIZZINI, 1997).

O solo € um ambiente diversificado, onde ha competicbes nutricionais entre as
raizes das plantas e 0s micro-organismos, entretanto, podem ocorrer relacdes
simbidticas entre raizes e esses micro-organismos, gerando beneficio para ambos
na captacédo de nutrientes (TAIZ; ZEIGER, 2010).

A absorcdo da agua pelas raizes pode ser influenciada por diversos fatores
relacionados ao solo, sendo eles: quantidade de &agua disponivel, percentual de
concentracdo salina da solucdo, temperatura, aeracdo e o tipo de eficiéncia do
sistema radicular, em relacéo a exploracao do solo. Todavia, temperaturas elevadas
prejudicam a absorcao em virtude da reducdo de 4gua no ambiente causado pela
evaporacao, assim com o excesso de agua gera deficiéncia nas plantas, pois ocorre
falta de oxigénio e acumulo de carbono, gracas ao armazenamento de agua nos
poros que deveriam conter ar (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).

Os nutrientes encontrados no solo, conhecidos como minerais possuem a
classificacdo em grupos, sendo elementos benéficos que auxiliam no
desenvolvimento (silicio, sodio e selénio), e essenciais. Para ser considerado
essencial o elemento deve ser necessario para o desenvolvimento da planta e
guando ha auséncia do mesmo a planta se torna incapaz de completar o ciclo de
vida, por conta disso o elemento essencial se torna insubstituivel, havendo excecéo
para o0 nitrogénio que pode substituir o potassio, 0 manganés que substitui o
magnésio (MARENCO; LOPES, 2007).



Os elementos essenciais minerais sdo 14, e sao classificados de acordo com a
guantidade em que sao requeridos pelos vegetais, podendo ser macro-nutrientes e
micro-nutrientes, 0s macro-nutrientes sdo: nitrogénio, fosforo, potassio, calcio,
magneésio, enxofre; e 0s micro-nutrientes: ferro, zinco, cobre manganés, boro, cloro,
molibdénio, niquel (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).

No tomateiro esses nutrientes seguem uma ordem decrescente de concentracao na
parte aérea, sendo ela: N, K, Ca, S, P, Mg, Cu, Mn, Fe, e Zn, com os valores 6timos:
360; 206; 202; 49;32; 29 kg.ha-1; 3.415; 2.173; 1.967 e 500 g.ha-1 (FAYAD et al.,
2002). No entanto, esses teores podem variar conforme a fase de desenvolvimento
da cultura (HAAG et al., 1978), ou local de cultivo. Fayad e colaboradores (2002)
constataram que em ambiente protegido os valores maximos de nutrientes variam e
a ordem de concentracdo é alterada para: K, N, Ca, S, Mg, P, Mn, Fe; Cu e Zn.
Assim, segundo Papadopoulos (1991) pode-se afirmar que as taxas de absorcao no
tomateiro, sdo dependentes de fatores abiéticos e bidticos. Conforme afirmam Fayad
e outros (2002) no tomateiro cultivado no campo o potassio se encontra como o
nutriente mais absorvido, e 0 Manganés é encontrado em menor quantidade no
tomateiro (Tabela 3), entretanto, a absor¢cdo de todos os nutrientes minerais €
crescente durante o ciclo de vida da planta, havendo maior acimulo no inicio da

frutificacdo (Tabela 4).

Tabela 3. Quantidade de nutriente acumulado na area total e nos frutos do tomateiro
cultivado no campo, e o valor da taxa diaria maxima de absorcao e alocacao.

Acumulo maximona Acumulo maximo no Taxa maxima de Taxa maxima de
Nutriente planta® fruto" absorgdo da planta?  alocagdo no fruto?
Sta Clara EF-50 Sta Clara EF-50 Sta Clara EF-50 Sta Clara EF-50
N 10.288 9582 5.656 6.709 198,52 142,69 101,00 80,00
P 1.622 1.377 869 959 32,11 11,60 3444 20,00
K 17.994 11.995 10.001 9.645 310,00 187,37 309,00 197,00
Ca 10.124 8.845 494 386 151,00 74,00 13,70 842
Mg 1.463 1.829 307 372 23,00 15,00 10,12 849
S 2437 2.238 494 512 58,99 27,55 10,64 6,50
Zn 25 30 5 7 0,39 0,50 0,12 0,09
Cu 171 74 4 3 4,44 0,82 017 0,05
Fe 98,36 96 22,59 61 0,78 1,87 1,13 3,95
Mn 108,66 147 3,74 4 1,78 1,90 0,10 0,11

Fonte: Fayad e colaboradores, 2002.



Tabela 4. Dinamica de absorcdo de N e K, na é&rea total, em funcdo da idade do

tomateiro cultivado no campo.

Nutriente
Idade da planta N K
(dias apds o transplantio) m
12 4.1 2,0
24 9,0 5,5
36 16,6 13,3
48 229 23,9
60 21,4 26,3
72 13,9 17,1
84 7,0 7.7
96 3,1 2.9
108 1,3 1,0
120 0,5 0,3

Fonte: Fayad e colaboradores, 2002.

A absorcao realizada pelo tomateiro no inicio do plantio até os primeiros 15 dias é
lenta, porém, passando esse tempo ha um aumento da absor¢do, que dobra a cada
quinze dias, antes da producdo do fruto. As folhas sédo os locais de maior
concentracdo de nutrientes, durante, aproximadamente 60 dias, ap0s esses dias,
por volta de 105 dias, os frutos recebem a maior quantidade de nutriente (HAAG et
al., 1978).

Muitas pesquisas buscam aprimorar a nutricAo mineral no tomateiro, nesse sentido,
Luz e colaboradores (2009) realizaram a aplicacéo de silicato de potassio nas folhas

e obtiveram como resultado a maior produtividade do fruto.

Segundo Pallardy (2005), Castro, Kluge e Peres (2005) e Epstein e Bloom (2006) os
nutrientes minerais exercem muitas funcdes na planta, sendo especificas,

particulares e de suma importancia para o vegetal (Quadro 1).



Quadro 1: Fungdes dos nutrientes nas plantas

Nutriente

Funcao na planta

Nitrogénio

Componente estrutural de proteinas, sendo elas,
purinas, pirimidinas e coenzimas.

Fosforo

Responsavel de ciclos

metabdlicos.

pela regulacéo

Potéassio

Regulacdo osmoética, além de ser responsavel
pela abertura e fechamento de estdmatos, sendo
relacionado com o acumulo ou perda do mesmo.

Calcio

Absorvido em grandes quantidades, encontrado
nas membranas celulares, no qual impede a
difusdo de componentes e regula a seletividade
da absorcéo.

Magnésio

Formar ligacbes idnicas e covalentes, a clorofila
€ um exemplo dessa ligagéo.

Cloro

Essencial na fotdlise da 4gua e na liberagdo do
oxigénio.

Cobre

A enzima citocromo oxidase, contém cobre e
realiza o processo de catalisacdo da
transferéncia de elétrons do oxigénio a
mitocondria.

Zinco

Atua como ativador ou regulador enzimatico

Manganés

Responsavel por metalproteinas, responsaveis
pelo complexo de fotélise da dgua e da formacao
de oxigénio nos cloroplastos.

Molibdénio

A essencialidade desse elemento ocorre em
virtude da participacao do sistema redox, no qual
acontece a modificacdo de oxidado para
reduzido.

Niquel

Composi¢cdo da enzima uréase, no processo de
catalisacdo e decomposigdo hidrolitica da ureia

FONTE: Castro, Kluge, Peres (2005); Epstein,

Bloom (2006); Pallardy (2005).




A essencialidade do ferro e do boro s&o observadas por meio das caréncias desses
nutrientes, visto que gera varios sintomas que podem ocasionar a morte da planta
(PALLARDY, 2005).

Os elementos benéficos, ou seja, agueles que ndo possuem grau de essencialidade,
para os vegetais foram destacados por Castro, Kluge e Peres (2005), possuindo as

seguintes fungdes:

Silicio: Aumenta em algumas plantas a tolerancia ao estresse.
Sadio: Pode substituir parcialmente o potassio.

Selénio: Incorporacdo de aminoacidos analogos.

Diante do exposto, pode-se afirmar que a nutricdo mineral possui grande
importancia no desenvolvimento das plantas, e ao haver deficiéncia ou excesso
desses minerais, podem ocorrer diversos desarranjos no metabolismo, gerando
diversas anomalias (PALLARDY, 2005).

Nesse contexto, segundo Epstein e Bloom (2006) as anomalias causadas por
deficiéncias nutricionais podem ser visualizadas morfologicamente, mas descobrir
qgual elemento se encontra reduzido € um processo mais complexo, em virtude de
similaridades das reacbOes de deficiéncia entre dois elementos, por conta disso,
somente especialistas em nutricdo de plantas realizam o reconhecimento com maior
precisdo. Entretanto, é possivel analisar os elementos individuais, verificando os

sintomas causados pelas deficiéncias.

Com a reducdo dos teores de boro, as gemas apicais ficam sujeitas a frequentes
danos, ocasionando até mesmo a morte, além disso, as plantas possuem o “caule
quebradi¢co” e manchado, as folhas ficam distorcidas e por consequéncia secundaria
da deficiéncia em boro, as raizes ficam sujeitas a infec¢cdes bacterioldgicas ou por
meio de fungos (PALLARDY, 2005). Quanto ao célcio, os sintomas por sua
deficiéncia aparecem cedo, sendo drasticos na regido meristematica e foliar,
atuando nas regifes mais jovens e afetando também a regido das raizes que ficam
sujeitas a infecgbes por bactérias e fungos (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

No tomateiro, a insuficiéncia de cloro provoca, nas folhas jovens, um brilho e uma
coloracdo azul-esverdeada e, com o decorrer do tempo as pontas dessas folhas

ficam murchas, podendo se recuperar no periodo noturno, mas ao haver incidéncia



solar, essas folhas podem sofrer clorose e necrose (CASTRO; KLUGE; PERES,
2005). A deficiéncia de cobre, por sua vez, ao ser deficiente na planta, causa folhas
cloréticas e com as margens enroladas para cima, além disso, os ramos mais jovens
secam, podendo ocorrer mortalidade ainda no estagio de plantula (MARENCO;
LOPES, 2007). A deficiéncia de ferro provoca na planta uma clorose geral das folhas
jovens (EPSTEIN; BLOOM, 2006). Com a baixa concentracdo de potassio as folhas
possuem uma coloracéo intensa e manchas de tecido morto (PALLARDY, 2005).
Quanto a deficiéncia de magnésio, os sintomas aparecem nas folhas maduras,
havendo uma clorose marginal com manchas irregulares (MARENCO; LOPES,
2007). Os sintomas referentes a deficiéncia de manganés se mostram de formas
variadas, casos frequentes, por exemplo, mostram clorose entre as nervuras
(EPSTEIN; BLOOM, 2006). A insuficiéncia de molibdénio foi identificada no
tomateiro através de uma clorose entre as nervuras e o enrolamento (EPSTEIN;
BLOOM, 2006). Os sintomas visualizados pela deficiéncia de niquel abrangem
clorose marginal das folhas, seguido de senescéncia prematura e reducdo da
guantidade de sementes produzidas (PALLARDY, 2005). Sintomas da deficiéncia de
fésforo geralmente promovem uma folhagem escura que adquire no decorrer do
tempo, uma coloragdo em tons avermelhados, além do crescimento reduzido
(EPSTEIN; BLOOM 2006). Com o declinio dos teores de enxofre a planta apresenta
clorose nas folhas jovens (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005). A deficiéncia de zinco
gera a dificuldade no crescimento foliar que promove a forma de roseta (MARENCO;
LOPES, 2007). Por fim, a deficiéncia em nitrogénio, considerado o pior efeito, leva a
um processo de clorose por toda a folha, e o crescimento se torna lento, sendo as
partes maduras as mais afetadas na planta, em virtude da translocacdo do

nitrogénio para as partes mais jovens (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Praticas para tratar as deficiéncias nutricionais sdo adotadas por profissionais da
area agricola, através da reciclagem de elementos nutricionais, ou seja, as plantas
captam os nutrientes do solo, e assim os humanos e animais se alimentam da
planta, e as fezes geradas pelos mesmos, sdo depositadas no solo, ndo havendo
perda nutricional. Outra pratica adotada € o melhoramento por meio de fertilizantes,
onde a maioria possui sais de macro-nutrientes de forma inorganica (TAIZ; ZEIGER,
2010).



Os nutrientes também podem ser aplicados nas folhas, por adubacéo foliar, no qual
folhas sdo submetidas a aspersédo nutricional, essa adubacao reduz o tempo entre

aplicacao e absorcao, provocando um rapido crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Emrich e colaboradores (2010) realizaram pesquisas com a aplicacéo de silicato de
potdssio em tomateiros, e observaram que a aplicagcdo das doses estimula um
aumento das concentragcbes de clorofilas a e b, havendo, portanto, um

melhoramento na planta, que demostrando que a eficiéncia da aplicacéo.

A absorcéo foliar ocorre nos tricomas e pelos, pois a presenca dos mesmos gera o
aumento da superficie de contato na parte abaxial da folha, onde o revestimento se
encontra mais delgado, com isso ocorre a maior absorcao das solucdes aplicadas na
superficie foliar, sendo que a maior absorcdo acontece nas regides da nervura e nas
margens foliares (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).

Quanto a nutricdo radicular, acontece por difusédo, fluxo de massa e intercepcao
radicular (Figura 6); na difusdo, os ions ou as moléculas ao entrarem em contato
com a raiz realizam um movimento do meio mais concentrado para 0 menos
concentrado. O fluxo de massa atua do meio maior ao menor, com a proximidade da
raiz. Por fim, a intercepcdo radicular que ocorre durante o crescimento da raiz
(CASTRO; KLUGE; PERES, 2005).

Figura 6: Transporte de nutrientes até a raiz por meio do pelo absorvente, difuséo,

interceptacao radicular ou fluxo de massa.
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Fonte: Castro; Kluge; Peres (2005).



A anatomia radicular varia de acordo com o0s grupos de plantas, espécies de
dicotiledbneas herbaceas, como o tomateiro, apresentam raizes pivotantes que
podem penetrar no solo em &reas mais profundas, que por meio da atividade
cambial secundaria podem engrossar, além disso, desse eixo principal é
desenvolvido raizes laterais, no qual forma um sistema de raizes ramificado de
forma extensa, esse desenvolvimento depende da atividade do meristema apical da

raiz e da producao de meristemas de raizes laterais (TAIZ; ZEIGER, 2010).

As raizes possuem uma forma cilindrica e filamentosa, sendo de importancia para
absorcdo da 4gua e de solutos do solo, pois isso facilita a penetracdo da raiz, os
pelos radiculares sdo células epidémicas modificadas que auxiliam também na
absorcdo de agua e na captura de ions, cada pelo radicular possui em média 1,5
mm de comprimento (MARENCO; LOPES, 2007).

Quanto a organizacao interna da raiz Marenco e Lopes (2007, pg 194) descrevem:

A raiz é constituida de vérios tipos de tecidos, dentre 0s quais citam-se a
epiderme e o parénquima cortical que inclui o cortex e os tecidos
condutores xilema e floema. O xilema e o floema formam um tecido vascular
continuo desde as raizes até as folhas. Entre eles, encontram-se o cambio
vascular, que pode gerar xilema e floema secundarios, levando o
engrossamento da raiz. Longitudinalmente na raiz, podem-se observar as
seguintes partes: a coifa, relativamente impermeavel a agua; a regiao
meristematica, que apresenta baixa taxa de absorcao de 4gua; e as zonas
de alongamento e de maturacdo. Nesta Ultima, ocorrem o0s pelos
absorventes, que absorvem mais rapidamente a agua. Nas partes mais
velhas da raiz, ocorre deposicdo de suberina e como resultado, a absorcao
de agua € lenta. A penetragcdo de &gua ocorre mais rapidamente nas
regibes da raiz onde a resisténcia ao movimento hidrico é menor.

As raizes possuem pelos radiculares proximos do apice que sao importantes na
absorcdo de agua e de solutos, pois aumentam a superficie radicular e o contato

solo-raiz. Com isso, ambientes com déficit de nutrientes estimulam a extensao
desses pelos (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Nas raizes, as diferentes areas atuam absorvendo ions distintos (MARENCO;
LOPES, 2007). Segundo as observacfes de Bar-Yosef e Nye e Tinker, descritas por
Taiz e Zeiger (2010) ha contrariedades com relagdo a area da raiz que absorve os
nutrientes, existem hipéteses de que seja ao longo de toda superficie da raiz, e
outras que descrevem que ocorre nas regides apicais, tais hipéteses, foram testadas
pelos autores que verificaram a possibilidade de acontecer das duas formas,

variando de acordo com a espécie ou nutriente.



Em suma, a raiz é o principal 6rgdo de absor¢cdo de &gua e sais minerais
(MARENCO; LOPES, 2007), e a absorc¢ao radicular de nutrientes € favorecida pela
disponibilidade hidrica e nutrientes no solo, os quais favorecem o crescimento
radicular (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005), o micro-ambiente que circunda a raiz,
conhecido como rizosfera é pobre ou seco, e o crescimento € lento, sendo rico, esse
crescimento tende a aumentar (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Contudo, solu¢des nutritivas aumentam o crescimento radicular, pesquisas de Dotta,
Teixeira e Oliveira (2008) abordam o desenvolvimento do tomateiro com a inser¢ao
de micro-nutrientes e aminoacidos nas folhas e raizes, evidenciando o

melhoramento no enraizamento.

Noutra linha, Hott e colaboradores (2014) constataram que a irrigacdo adequada
auxilia na producdo do tomateiro quanto o aumento da biomassa no inicio da fase
vegetativa. Esses autores testaram solos com tensGes de agua diferentes e
vegetativas obtiveram uma maior biomassa em pressoes de -15 kPa e -25 kPa.

Outra forma de aumentar a biomassa de vegetais é o uso de fungos micorrizicos.
Pesquisas de Santos e Campos (2008) demostram o aumento da produtividade e da

biomassa do tomateiro por meio de fungos arbusculares.

Apesar da influéncia no metabolismo primario, os fungos micorrizicos ao promover a
nutricdo mineral podem influenciar no aumento do metabolismo secundario, visto
gue o aumento de nutrientes interfere na biomassa e influéncia na producdo de
metabdlitos secundarios, uma vez que a sintese e a concentracdo do desses
metabdlitos na planta podem ser alterados de acordo com os fatores ambientais
(GERSHENZON, 1984 apud GOBBO; LOPES, 2007) (Figura 7).



Figura 7: Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos

secundarios na planta.
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Fonte: GOBBO; LOPES (2007).

2.5 AUMENTO DA NUTRICAO MINERAL POR ASSOCIACAO COM MICORRIZAS

As plantas podem realizar uma simbiose através da associacdo entre raizes e
fungos na regido da rizosfera, essa forma de associacdo existe em
aproximadamente 90% das plantas terrestres, sendo a maior parte em
dicotiledbneas, além disso, todas as gimnospermas podem realizar essa associacao
com os fungos e com isso, cerca de 6.000 espécies de fungos atuam como
micorrizas (BRESINSKY et al., 2012).

Assim, essa associacao possui o significado literal de “raiz com fungo” (MARENCO;
LOPES, 2007) e é benéfica para ambos, no caso do fungo a vantagem é receber 0s
compostos organicos provenientes da planta (RAVEN et al., 2007). Nas plantas,
esses fungos aumentam a capacidade de absorcédo de nutrientes minerais do solo,
otimizando o desenvolvimento, incrementando a producao primaria, sendo de suma
importancia em solos carentes de nutrientes (RICKLEFS, 2013). Além disso, as
micorrizas também proporcionam a funcdo de protecdo da planta a agentes
patolégicos (GIANINAZZI-PERSON, 1996 apud CAVALCANTE; GOTO; MAIA,
2009).

Segundo Epstein e Bloom (2006), “os fungos micorrizicos sdo compostos de

filamentos finos, tubulares, chamados hifas”. As hifas por sua vez, sao filamentos



gue podem ser curtos ou longos, com o revestimento membranoso que se prolonga
para o interior das células do individuo parasitado, ocasionando a simbiose entre os
dois individuos (SILVEIRA, 1995), essas hifas agem de forma peculiar podendo
reduzir ou cessar totalmente a producéo dos pelos radiculares apds a infeccdo nas
raizes novas ou tenras (MARENCO; LOPES, 2007). Além disso, as hifas séo
responsaveis pelo crescimento dos fungos por meio de vesiculas que depositam o
material do corpo apical na parede da extremidade do fungo (PUTZKE, PUTZKE,
2002), com isso, a extensdo das hifas para o solo circundante ocorre por varios
centimetros, além de possuir um rapido crescimento, podendo atingir até 1 km de
extensdo, sendo isso de suma importancia para as micorrizas, por conta dos
filamentos que geram a capacidade da planta no processo de aquisicao nutricional
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

A micorriza possui a caracteristica de raiz, ou seja, o tecido absorvente normal da
planta foi substituido pelo micélio simbiético do fungo, o que acarreta uma maior
penetracdo no solo, aumentando assim a area para assimilar os nutrientes
(SILVEIRA, 1995).

Entretanto, a associacdo com plantas superiores ocorre de forma temporéria, pois as
raizes digerem e absorvem o fungo (SILVEIRA, 1995).

De acordo com a forma de interacdo entre fungo-raiz, as micorrizas possuem dois
grupos principais que podem ser descritos como endomicorrizas, que penetram nas
células da raiz, e ectomicorrizas que circundam as células da raiz (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2007). Nos dois grupos, as hifas interagem de formas diferentes, nas
endomicorrizas, penetram nas células do cértex da raiz e crescem nos espacos
intercelulares, com isso, formam dentro da célula, vesiculas, uma estrutura mais
globular, ou arbusculos, sendo mais ramificado (Figura 8). Enquanto as
ectomicorrizas possuem diversas hifas de caracteristica morfolégica filamentosa,
que a partir do enrolamento se tornam semelhantes as raizes, sendo chamada de

rizomorfa, com alta riqueza nutricional (SILVEIRA, 1995).



Figura 8: Interacdo do fungo micorrizico arbuscular com a raiz da planta.
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Fonte: Mauseth, (1988) citado por Gurevitch, Scheiner, Fox, (2009).

Diferente das micorrizas arbusculares, que sao frequentemente encontradas em
angiospermas, as ectomicorrizas usualmente sdo mais corriqueiras em espécies que
possuem caracteristica lenhosa, sendo descritas nas arvores das familias Pinacea,
Fagacea, Betulacea e Salicacea (MARENCO; LOPES, 2009) com a marginal do
micélio sendo muito espessa, isso ocorre também dentro dos espacos intercelulares
das células epidérmicas ou em células corticais, essas células séo circundadas por
hifas, formando assim a rede de Marting (TAIZ; ZIEGER, 2010).

As endomicorrizas sdo conhecidas por micorrizas arbusculares (MA) e séo
encontradas em mais de dois tergcos das plantas em geral, o contato com a planta se
da pela formacéo de estruturas ramificadas que de inicio cresce entre as células da
planta hospedeira e apos a penetracdo forma um arbusculo intracelular (BEGON;
TOWNSEND; HARPER, 2007). Os arbusculos promovem invaginacdes nas ceélulas
corticais por meio da membrana plasmatica, com isso facilita a transferéncia de
metabalitos e nutrientes minerais, em virtude do aumento da superficie (MARENCO;
LOPES, 2009).



Além disso, os fungos secretam enzimas e &acidos no solo proporcionando uma
maior eficiéncia na captacdo de fosforo (RICKLEFS, 2013), essas enzimas sao
secretadas no solo por meio das hifas externas que ao absorver o fosforo o
transferem para a planta (GUREVITCH; SCHEINER; GORDON, 2009).

De acordo com Bresinsky e outros (2012) a incidéncia de micorriza arbuscular auxilia
no crescimento da biomassa e o aumento da resisténcia contra outros fungos e
nematodeos patogénicos. Isso ocorre gracas a liberacdo de carboidratos concedidos
pela planta, onde a mesma promove a for¢ca do dreno na regido radicular, fazendo
com que ocorra 0 aumento no rendimento liquido da fotossintese, intensificando o

crescimento das plantas com micorrizas.

A importancia da interacdo com fungos micorrizicos foi comprovada por Alvorada;
Diaz e Angues (2014) que apoés a fertilizacdo por meio de fertirrigacdo, o fungo
micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices aumentou o contetdo da clorofila,
além de aumentar também a altura e o didmetro da planta, aprimorando a qualidade

do fruto.

2.6 TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia € um processo de separacdo de componentes, atuando de forma
versatil através de duas fases imisciveis, que se deslocam com relacdo a outra, que
permanece estacionaria. Essa separacdo cromatografica ocorre através da migracao
de componentes diferenciados, na mistura no sistema bifasico (OLIVEIRA et al.,
2010).

A fase em movimento € conhecida como fase moével e a fase fixa é denominada fase
estacionaria. Existe uma grande variedade de combinacdes entre as fases
estacionarias e as fases moveis, permitindo diversas composi¢cdes de sistemas
cromatograficos, dessa forma, método também permite a identificacdo de
substancias separadas, mediante o emprego de substancias padrdes (OLIVEIRA et
al., 2010).

A cromatografia surgiu no ano de 1906, tendo como pioneiro o botanico Mikhael
Tsweet, a partir das analises dos pigmentos vegetais (OLIVEIRA et al., 2010). Com

essa pesquisa, Tsweet notou que o extrato de vegetal bruto ao passar na coluna de



oxido de aluminio gerou a divisdo em fracdes coloridas, ou seja, 0 processo de
absorcdo promoveu a separagdo dos componentes vegetais (COLLINS; BRAGA,
BONATO, 2010). Com isso, surge 0 home do processo, atraves das expressoes
gregas, chrom (cor) graphe (escrever), entretanto, o processo de cromatografia ndo
depende da cor, a coloragdo apenas facilita a identificacdo dos componentes
separados (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2010).

Apesar dessa experiéncia, a cromatografia foi “redescoberta” em meados de 1930,
onde foi aperfeicoada pelos quimicos Kuhn e Lederer, ao introduzirem o método
quimico através de corantes poliénicos, aprimorando a cromatografia de coluna
(OLIVEIRA et al., 2010).

Em 1938, Ismailov e Shraiber efetuaram a primeira cromatografia em camada
delgada, para andlise de produtos farmacéuticos (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2010).

Estudos sobre o método de particdo (cromatografia liquido-liquido) foi realizado por
Martin e Synge, aplicando assim o conceito de cromatografia, sobre a separacao de
compostos, além disso, esse trabalho contribuiu para o surgimento das técnicas de
cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ainda mais, ainda
nessa década, Adams e Holmes, desenvolveram técnicas de cromatografia por troca
ionica (OLIVEIRA et al., 2010).

O método de cromatografia gas-soélido foi desenvolvida em 1941 por Hesse e
colaboradores que realizaram a separacdo de dois acidos graxos, no vapor de
100°C (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2010). Em 1952, Martin e James relataram a
cromatografia gas-liquido juntamente com o uso de um detector com condutividade
térmica (OLIVEIRA et al., 2010).

Com o passar do tempo, as técnicas de cromatografia foram sendo aprimoradas, na
década de 1960, estudiosos promoveram a rapidez no processo , através do
bombeamento e da deteccdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com a
operacdo da fase movel liquida sob pressdo e com os métodos sensiveis de
deteccao (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2010).

Posteriormente, Scott, Ishii e Novotny e colaboradores desenvolveram a introducéo
de diametros menores na coluna, viabilizando o uso da cromatografia liquida de alta

eficiéncia para analises em micro escala, podendo ser organica e inorganica



(OLIVEIRA et al.,, 2010), assim o0 uso dessa técnica se tornou primordial, e para

aprimora-la ocorreu véarios avangos tecnolégicos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), empregado no inglés como High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) é uma técnica versatil que utiliza
instrumentos automatizados. Essa cromatografia liquida consiste em colunas
preenchidas por materiais preparados e uma fase movel, eluida sob altas pressdes.
Com isso, ela promove separacfes e analises quantitativas de uma grande
variedade de compostos presentes em diversas amostras, com grande rapidez, alta
resolucédo, eficiéncia e deteccdo. Essa técnica obteve um avanco gradual, e nas
Ultimas décadas aconteceu o desenvolvimento de detectores espectofotométricos no
comprimento de onda variavel, e com isso tornou-se possivel a identificacdo de
compostos em baixas concentracbes encontradas em amostras mais complexas
(SKOOG et al.,2011).

O método de cromatografia liquida possui muitas vantagens (Quadro 2), além de ser
a técnica mais adequada para extracdo de fitohormdnios, mas como toda técnica
possui algumas limitacbes (Quadro 3), o que ndo impede o aproveitamento
adequado de suas vantagens e, por conta disso, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia tem sido cada vez mais empregada (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2010).



Quadro 2: Vantagens da CLAE

Tempo reduzido de analise

Conseguem-se separacfes realizadas em
poucos minutos até horas, devido a alta
eficiéncia da coluna e a vazdo rapida da fase
movel através da coluna. Uma mesma andlise
através da coluna. Uma mesma analise através
de Cromatografia Liquida Classica (CLC) pode
levar até dias ou ser impossivel.

Alta resolucéo

E possivel analisar misturas complexas, como
urina humana, nas quais se podem detectar
centenas de compostos diferentes.

Boa analise qualitativa

O uso da CLAE para fins qualitativos ndo é
desprezivel; além da comparacdo de tempos de
retencdo, a confirmacdo pode ser feita através
de uso de detectores por arranjos de diodos,
para obtencdo dos espectros de absorvancia, ou
de espectrofotbmetro de massas, para obtencdo
de espectros de massas; podem-se ainda
realizar analises em escala semipreparativas e
utilizar técnicas de caracterizacdo estrutural para
identificar os componentes eluidos em fracdes
coletadas na saida da coluna.

Resultados quantitativos

Andlises quantitativas sdo de facil execucdo e
grande precisdo, sendo comuns a maioria dos
métodos da CLAE desvios relativos inferiores a
0,5%.

Boa detectabilidade

E possivel utilizar detectores que permitem
medidas de 10'1°g de amostras; sao obtidas
analises ao nivel de 10'°g (nanogramas) e 10%g
(pictogramas).

Versatilidade

E a mais importante das vantagens; a CLAE
pode ser aplicada tanto para compostos
organicos como inorganicos; as amostras podem
ser liquidas ou sdlidas, ibnicas ou covalentes, de
baixa ou alta massa molar; os gases sao as
Unicas amostras nao determinadas pela CLAE.

Mecanizacao

Existem sistemas comercializados que,
automaticamente, injetam a amostra, realizam a
separacdo, imprimem os tempos de retengéo e
integram as &reas dos picos; esses sistemas
podem regenerar suas condi¢cdes iniciais de
operagdo para, em seguida, injetar nova
amostra; essa mecanizagao € conseguida com o
emprego de microcomputadores acoplados ao
sistema cromatogréfico, o que possibilita:

a) Identificar as espécies pela comparacao
dos tempos de retencdo determinados
com os tempos de retencdo de padrbes
armazenados na memoria;

b) Calcular as concentracdes das espécies
por meio das é&reas dos picos, 0 que
consegue com a aplicacdo de técnicas
de calibracéo;

c) Avaliar o desempenho cromatogréfico da
coluna para verificar quando esta precisa
ser recuperada ou substituida.

Fonte: Collins; Braga; Bonato (2010).




Quadro 3: Desvantagens da CLAE

A aquisicdo da instrumentag&o representa um
alto investimento; os precos dos sistemas mais
Alto custo da instrumentacéo simples situam-se na faixa de US$ 15.000 a US$
20.000, e os sistemas mais sofisticados,
mecanizados, e com varios detectores atingem
mais de US$ 70.000.

Os custos das fases moéveis de alto grau de
Alto custo de operacgéo pureza, das fases estacionarias ou colunas
recheadas e a reposicdo periddica de
componentes do sistema  cromatogréafico
constituem-se em despesas continuas e, de
forma alguma despreziveis.

Os detectores universais de CLAE, por indice de
refracdo, e espectrofotbmetro de massas
possuem limite de deteccédo elevado e alto custo,
Falta de um bom detector universal respectivamente, enquanto os detectores por
absorvancia ou emissdo de luz s6 podem ser
empregados com compostos que apresentam
propriedades adequadas.

Para se obter o maximo de aproveitamento do
sistema CLAE, é necessario que o operador seja

Necessidade de experiéncia no seu muito experiente; isso constitui um fator muito
manuseio negativo, porque, para um operador atingir este
nivel de vivéncia, necessita de alguns meses de

experiéncia.

Fonte: Collins; Braga; Bonato (2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, ainda recebe varios avancos graduais que
promovem o aperfeicoamento dessa técnica, sendo cada vez mais utilizada no
laboratorio na separacdo de compostos complexos e variados (OLIVEIRA et al.,
2010).






3 METODOLOGIA

3.1 AQUISICAO DAS SEMENTES E DOS FUNGOS MICORRIZICOS

As sementes de tomateiro, variedade Roquesso foram doadas pelo INCAPER
(Instituto Capixaba de pesquisas e Extensdo Rural), através do Programa de

Agroecologia.

Os fungos micorrizicos arbusculares, das espécies Acaulospora colombiana,
Dentiscutata heterogama e Scutellospora calospora, foram adquiridos por doacéo da

EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria).

3.2 PREPARACAO DO SUBSTRATO, SEMEADURA E INOCULACAO DAS
MICORRIZAS

O substrato foi preparado com uma mistura de areia de rio lavada, terra de barranco
e esterco bovino curtido, na proporcéo de 3:2:1, respectivamente. Essa mistura foi
distribuida em 24 sacos de polietileno preto de 0,24 cm x 0,40 cm com perfuracdes
laterais, com capacidade para 6L. Entre eles, 6 sacos foram utilizados como
controle, sem a insercdo de micorrizas arbusculares. Em cada saco, referente aos
tratamentos com micorrizas, foi colocado 1 grama do in6culo no interior de uma
perfuracao feita no substrato, com 1 cm de profundidade. Sendo utilizado um total de

6 sacos para cada espécie, de micorriza.

Foram semeadas trés sementes em casa saco e apds a germinacao foi mantida

apenas uma plantula em cada saco.

No inicio do cultivo as plantas foram regadas semanalmente e apés 15 dias a rega

ocorreu a cada trés dias, através de aspersores.

3.3 EPOCA E LOCAL DE CULTIVO

O cultivo das plantas foi conduzido entre os meses de junho a novembro de 2014,
em casa de vegetacdo (Figura 9) pertencente a Faculdade Catdlica Salesiana do
Espirito Santo (FCSES), localizada no Municipio de Vitéria — Espirito Santo, que se
encontra nas coordenadas geograficas 20°19'02.2” S e 40°19’13.3” WO.



A casa de vegetacdo se encontra coberta por filme agricola difusor de luz de 0,150
micras com tratamento anti — UV no teto, com tela antiafideos 50 mesh com

tratamento anti-UV nas laterais, na frente e atras (SESMA et al., 2009).

Figura 9: Casa de vegetagcao da FCSES

Fonte: Arquivo préprio.

3.4 COLETA DAS FOLHAS

Foram coletadas as quartas folhas abaixo do &pice caulinar das seis plantas que
compunham cada tratamento, 60 dias apds o plantio, visto que, a dinAmica de
absorcdo de nutrientes ocorre em maior concentracdo nesse periodo (HAAG, et., al.

1978). ApOs a coleta as folhas foram congeladas a -20°C.

3.5 PADRAO DO ACIDO JASMONICO

A identificacdo do &cido jasmonico foi realizada através dos cromatogramas e dos
espectros de UV, atravées dos sinais de absorbancia obtidos nessa
cromatografia.Utilizou-se o padrdo de 200 ng do mesmo, doado pelo Doutor
Humberto Ramos, do laboratério de Biologia molecular de plantas, na Universidade

Federal de Vigosa.

O Padréo foi solubilizado com 1 mL de acetato de etila, e inserido no HPLC (loop de

20uL) com o .auxilio de uma seringa, sendo a analise monitorada a 310 nm.



3.6 EXTRACAO DO ACIDO JASMONICO

Para as analises do acido jasménico foram utilizadas 5g das folhas de cada

tratamento com os fungos e do controle.

As folhas foram trituradas com 40 ml de &cido cloridrico 6 mol/L, e assim essa
solucao foi submetida a particao liquido-liquido com 40 ml acetato de etila por trés
vezes. Para remover a agua dessa particao foi utilizado o sulfato de sdédio de anidro
P.A. Em seguida, realizou-se a filtracdo do sulfato e transferiu-se 0 mesmo para um
baldo de 100 ml.

Apés esse processo, foi colocado no evaporador rotativo, com a temperatura de 40°
C e a pressdao reduzida, até a completa evaporacao do solvente. O extrato obtido foi
solubilizado em 2 mL de acetato de etila e injetado 50 uL no HPLC. Aguardou-se
cerca de 4 minutos para o tempo da corrida e assim emitir os resultados

cromatograficos.

O método de extracdo ocorreu da mesma forma para as demais analises.

3.7 METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Foi utilizado o equipamento HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
Agilent Techonologies 1200 Infinity Series, acoplado a um detector de arranjo de
diodo, em sistema analitico de fase normal, com uma coluna de 5 pum de marca
Zorbax Rx-Sil (4.6 x 250 mm), com fluxo previamente estabelecido de 0.750 mL/min,
com fase movel formada pela mistura dos reagentes acetato de etila e hexano na
proporcao 6:4. Os comprimentos de onda para obtencdo dos cromatogramas foram
de 310 nm, e para os espectros de Ultra Violeta (UV) foi utilizado o indice de
retencdo em 3,51 minutos, segundo o tempo de retencdo do padrdo do &cido

jasmonico.

Fez-se andlise considerando o comprimento de onda em fungcé&o do padréo para os

tempos de retengédo das amostras provenientes de todos os tratamentos.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma do padrdo de acido jasmoénico (Figura 10) detectou sua
absorbancia maxima em 3,51 minutos. Com a utilizacdo do detector do
espectrofotdmetro visivel foi possivel identificar essa absorbéancia maxima do sinal
de acido jasmonico (x 338mAU) no comprimento de onda de 250 nm (Figura 11).
Com isso, foi possivel verificar que o padréo ndo estava 100% puro e devido a isso,
nao foi possivel obter os valores das concentracdes de acido jasmonico das folhas,
mas, somente a absorbancia relativa a atividade desse acido, ndo sendo possivel

promover a validagdo do método.

Figura 10: Cromatograma do padréo de acido jasménico.
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Fonte: Arquivo proprio.



Figura 11: Curva de UV do padréo do acido jasmonico
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Fonte: Arquivo proprio.

Diante desse comportamento, foi possivel verificar que dentre os varios picos
produzidos pela injecdo dos extratos provenientes das folhas de cada tratamento no
HPLC nos cromatogramas, o acido jasmoénico correspondia ao pico do tempo de
retencdo entre 3,51minutos e 3,60 minutos (Figuras 12 a 15), entdo, a partir do
detector do espectrofotdmetro visivel registraram-se as absorbancias maximas dos
sinais de acido jasmonico no comprimento da onda de 250 nm para os diferentes
tratamentos (Figuras 16 a 19).



Figura 12: Cromatograma de absorbancia do acido jasmonico extraido das folhas de
tomateiro em associacdo com o fungo micorrizico arbuscular Acaulospora
colombiana.

Fonte: Arquivo proprio.
Figura 13: Cromatograma de absorbancia do acido jasménico extraido das folhas de

tomateiro em associacdo com o fungo micorrizico arbuscular Dentiscutata
heterogama.

Fonte: Arquivo préprio.

Figura 14: Cromatograma de absorbancia do acido jasmonico extraido das folhas de
tomateiro em associacdo com o fungo micorrizico arbuscular Scutellospora
calospora

Fonte: Arquivo préprio.

Figura 15: Cromatograma do acido jasmonico extraido das folhas de tomateiro do
controle

Fonte: Arquivo proprio.

Figura 16: Espectro de UV do sinal com indice de retencdo em 3,54 minutos com o
fungo micorrizico arbuscular Acaulospora colombiana

Fonte: Arquivo proprio.

Figura 17: Espectro de UV do sinal com indice de reten¢édo em 3,54 minutos com o
fungo micorrizico arbuscular Dentiscutata heterogama

Fonte: Arquivo proprio.

Figura 18: Espectro de UV do sinal com indice de retencdo em 3,60 minutos com o
fungo micorrizico arbuscular Scutellospora calospora.

Fonte: Arquivo proprio

Figura 19: Espectro de UV do sinal com indice de retengdo em 3,60 minutos do
controle.



Fonte: Arquivo proprio

Quando os picos de absorbancia proveniente dos diferentes tratamentos sao
comparados € possivel observar que em termos numéricos existe uma diferenca
entre eles, sendo que os tratamentos com FMAs proporcionam valores de
absorbancia maiores do que no controle (Tabela 5). Porém nao foi possivel realizar
uma analise estatistica para comprovar se essa diferenca € significativa, pois nao

havia uma quantidade de plantas suficiente para fazer mais de uma réplica.

Tabela 5: Absorbéancia do acido jasménico extraido das folhas de tomateiros. Padrdo do
acido jasmonico: tempo de retencdo 3,51 a 3,60 minutos; comprimento de onda (A) de 250
nm.

TRATAMENTOS Tempo de retencéo Absorbéancia
(min) (mAU)
Controle 3.60 ~420
Tratamento com Acaulospora colombiana 3.54 ~800
Tratamento com Dentiscutata heterogama 3.54 ~550
Tratamento com Scutellospora calospora 3.60 ~640

Fonte: Elaboracao prépria.

Segundo Collins, Braga e Bonato (2010), a absorbancia (A) € igual concentracao (c)

pela Lei de Ber-Lambert:

Sendo € a absortividade do soluto e b € o caminho 6ptico.

Assim, de acordo com essa Lei, pode-se inferir que os fungos promovem um
aumento da concentracdo do acido jasménico nas folhas de tomateiros, que se

apresentou mais expressivo em Acaulospora colombiana.

Hererra-Medina e colaboradores (2008) analisaram os resultados de varios
experimentos recentes que envolvem a quantificacdo do acido jasmonico endégeno
em plantas infectadas com fungos micorrizicos arbusculares, nas quais os teores
desse composto aumentou devido a associagdes com o fungo, dentre elas estao:
Hordeum vulgare (HAUSE et al, 2002), Cucumis sativus (VEIERHEILIG; PICHE,
2002). Glycine max (MEIXNER et al, 2005) e Medicagu truncatula (STUMPE et al,
2005).



Estudos de H. vulgare e M. truncatula mostraram uma correlacdo temporal entre os
aumentos no nivel de acido jasménico e a expressdo de genes codificadores de
enzimas da biossintese de acido jasmoénico e genes responsivos aos jasmonatos em
raizes micorrizicas (HAUSE et al, 2002; ISAYENKOQV et al, 2005).

Outras pesquisas, tais como a de Regvar , Gogala e Zalar (1996) com o inéculo
micorrizico Glomus intraradices e a planta Allium sativum demostraram que a
aplicacdo exogena de &cido jasmoénico em baixa concentracdo estimulou o
desenvolvimento dos FMAs. Ao contrario, aplicacdes exdgenas do acido jasmonico
em alta concentracao nas folhas de Carica papaya, Tropeaolum maxius e C. sativus
resultaram numa clara reducéo na colonizacdo das raizes pelos inoculo micorrizico
abuscular Glomus mosseae (LUDWIG-MULLER, et al 2002).

Por outro lado, estudos de Isayenkov e colaboradores (2005) com raizes de M.
truncatula, por meio do método de abordagem reversa, demonstrou que ocorre a
supressao parcial do gene codificador das enzimas aleno 6Oxido ciclase (AOC) e
aleno 6xido sintase (AOS), envolvidas na sintese de acido jasménico, demostrando
assim que, tanto a taxa de micorrizacdo quanto a formacéo de arbusculos foram
negativamente afetadas pela reducdo dos niveis de &cido jasmoénico, indicando um
papel essencial do &cido jasmonico na colonizacdo de raizes pelos fungos

micorrizicos arbusculares.

Kiriachek e colaboradores (2009) fizeram uma revisdo da literatura sobre a
regulacédo do desenvolvimento de micorrizas arbusculares e concluiram que: “[...]
mais esforcos sdo necessarios para desenvolverem modelos bioldgicos mais
adequados, como a obtencao e caracterizacdo de mutantes vegetais defectivos em
varios estadios dos desenvolvimentos das MAs”. Esses autores também destacam,
gque é necessario desvendar a genética dos fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs), pois “a utilizacdo de gendtipos mutantes flingicos e vegetais no estudo da
regulacdo de MAs seria fundamental para entender os mecanismos que governam o

crescimento fungico e diferenciacdo do FMAs, bem como a eficiéncia da simbiose”.

Frente aos resultados obtidos no presente estudo, é possivel pressupor que 0
horménio vegetal acido jasmonico possa ter relagdes sinergisticas com os fungos

micorrizicos arbusculares.



5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao final desse trabalho surgiram mais duvidas do que respostas, uma vez que a

pouca literatura disponivel sobre 0 assunto ainda nao é conclusiva.

Observa-se uma tendéncia de que trabalhos que envolvam a questao dos genes que
participam do processo de biossintese do acido jasmoénico possam apontar um
caminho de investigacdo mais concreto, porém, até o momento, muitos dos
resultados obtidos pelos pesquisadores sao conflitantes ou, no minimo, indicam uma

grande variacao entre espécies de FMAs e plantas utilizadas.

Com isso, nota-se que existem muitas lacunas de conhecimento a serem
preenchidas e mais estudos sdo necessarios para elucidar as relacdes entre 0s

FMAs e o acido jasménico.

Finalmente, vale a pena ressaltar o aparecimento de um pico aos 6 minutos, que
ocorreu em todos os tratamentos com os FMAs de forma bem expressiva e muito
mais intensa do que no controle. Embora nao tenha sido realizada a identificacdo do
composto responsavel por esse pico, sua presenca merece mais investigacdes com

relacdo a sua natureza e fungao.






