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RESUMO
A sustetabilidede deve ser inerente ao manejo agricola, visando, de maneira
eficiente reduzir a severidade de ataques de pragas e patégenos e melhorar a
produtividade. Compostos bioestimulantes, como silicio, quitosana e acido salicilico,
metil salicilato, acido ferulico, fenantrolina, dentre outros, tém apresentado
resultados promissores em estudos ligados a producédo vegetal. Os trabalhos tém
por objetivo avaliar os efeitos de compostos bioestimulantes e suas combinagdes no
desenvolvimento do brdcolis e do tomateiro. Os experimentos foram conduzidos na
Universidade Estadual de Londrina, o artigo A buscou comparar a influencia do tipo
de cultivo frente aos tratamentos administrados, o ensaio foi conduzido em
diferentes condi¢des de cultivo: cultivo protegido e em condigbes externas. Os
tratamentos foram aplicados via embebigdo de semente, sendo de 1 a 5 doses
crescentes de fenantrolina, 5 a 10 doses crescentes de acido ferulico, acido
salicilico, silicio e testemunha (sem tratamento). Foram avaliados, em fase de muda,
massa fresca e seca de parte aérea e raiz por meio de pesagem e perimetro, volume
e area superficial por meio do software GiaRoots, na etapa reprodutiva, os frutos
foram pesados determinando-se entao a massa fresca de fruto por planta (MFFP).
As avaliagbes bioquimicas foram: teor de proteinas totais e atividade enzimatica
(peroxidade, fenil amonia-liase e catalase). O estudo constatou que os tratamentos
nao afetaram o teor de proteinas e a atividade de enzimas especificas. Uma analise
de componetes principais (ACP) também foi utilizada, demonstrando distingdes entre
os tipos de cultivo (protegido e externo). Os tratamentos de Silicio, Fenantrolina (2 g
L") e acido ferulico (4, 8 e 10 g L") possivelmente proporcionaram incremento de
produtividade ao tomate, quando em condi¢bes de cultivo protegido. O artigo B visou
avaliar o efeito do uso de bioestimulantes no cultivo de brocolis e tomate em manejo
organico. Os tratamentos utilizados foram: Quitosana, Ascophyllum nodossum, Metil
Salicilato, Silicio, sendo aplicados de maneira isolada ou em combinacbes, a
testemunha nao recebeu pulverizagbes. Foram avaliados massa fresca e seca de
parte aérea e raizes de mudas, atividade enzimatical (peroxidade, fenil amonia-liase
e catalase) e teor de proteinas totais, condutancia estomatica que apresentou
maiores valores nos tratamentos de Ascophyllum, tanto para brocolis quanto para o
tomate. Os dados da fase reprodutiva foram medidos pela pesagem de frutos por
plantas (MFFP) em tomate e para o brocolis, ndo foi possivel alcangar a etapa
reprodutiva devido aos intemperies climaticos regionais. Novamente os tratamentos
de Ascophyllum nodosum e sua combinagdo com quitosana demonstraram os
maiores valores. Por meio de uma ACP verificou-se que os tratamentos
bioestimulantes possuem influencia nas variaveis de atividade enzimatica, ao passo
que a testemunha se comporta de maneira oposta. Também foi realizada uma
comparagado entre os manejos utilizados nas diferenetes safras, isolando o
tratamento de Silicio que foi comum em ambos os experimentos; nota-se uma
possivel influencia do manejo no comportamento das variaveis estudadas. Por fim,
os resultados dos trabalho demonstram que aplicagdo de bioestimulantes, com base
no tipo e manejo do cultivo, pode ser uma ferramenta valiosa para aprimorar a



producdo e a qualidade das plantas cultivadas. Portanto, esta € uma area
promissora para pesquisas futuras em agricultura.

Palavras-chave: Agricultura organica. Solanum lycopersicum, Brassicae oleracea,
cultivo protegido, atividade enzimatica.

CHAVES JUNIOR, Osmar José. Development of broccoli and tomato crops with
bio-stimulants. 2023. p. 59. Thesis presented to Post-graduate Program in
Agronomy — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,2023.

ABSTRACT

Sustainability should be inherent in agricultural management, aiming to efficiently
reduce the severity of pest and pathogen attacks and improve productivity. Bio-
stimulant compounds such as silicon, chitosan, salicylic acid, methyl salicylate, ferulic
acid, phenanthroline, among others, have shown promising results in studies related
to plant production. The objective of the research was to evaluate the effects of bio-
stimulant compounds and their combinations on the development of broccoli and
tomato plants. The experiments were conducted at the State University of Londrina.
The study aimed to compare the influence of the type of cultivation against the
administered treatments, and the trial was conducted under different cultivation
conditions: protected and external cultivation. The treatments were applied via seed
soaking, with 1 to 5 increasing doses of phenanthroline, 5 to 10 increasing doses of
ferulic acid, salicylic acid, silicon, and control (without treatment). In the seedling
stage, fresh and dry weight of shoot and root were evaluated through weighing and
perimeter, volume, and surface area were determined using the GiaRoots software.
In the reproductive stage, the fruits were weighed, determining the fresh fruit weight
per plant (FFWP). The biochemical evaluations included total protein content and
enzymatic activity (peroxidase, phenylalanine ammonia-lyase, and catalase). The
study found that the treatments did not affect the protein content or activity of specific
enzymes. A principal component analysis (PCA) was also used, showing distinctions
between the types of cultivation (protected and external). The treatments of silicon,
phenanthroline (2 g L"), and ferulic acid (4, 8, and 10 g L") possibly provided
productivity improvement to the tomato plants when under protected cultivation
conditions. Study B aimed to evaluate the effect of using bio-stimulants in organic
cultivation of broccoli and tomato plants. The treatments used were chitosan,
Ascophyllum nodosum, methyl salicylate, silicon, applied either alone or in
combination, with the control group receiving no sprays. Fresh and dry weight of
shoot and roots of seedlings, enzymatic activity (peroxidase, phenylalanine
ammonia-lyase, and catalase), total protein content, and stomatal conductance were
evaluated. The highest values of stomatal conductance were observed in the
Ascophyllum treatments, both for broccoli and tomato plants. The data from the
reproductive stage were measured by weighing the fruits per plant (FFWP) in tomato
plants. For broccoli, it was not possible to reach the reproductive stage due to
regional weather conditions. Again, the Ascophyllum nodosum treatments and their
combination with chitosan showed the highest values. Through PCA, it was verified
that bio-stimulant treatments have an influence on enzymatic activity variables, while
the control group behaves oppositely. A comparison was also made between the
management techniques used in different crops, isolating the silicon treatment, which
was common in both experiments. A possible influence of management on the
behavior of the studied variables was noted. Finally, the results of the studies
demonstrate that the application of bio-stimulants, based on the type and
management of cultivation, can be a valuable tool to improve the production and



quality of cultivated plants. Therefore, this is a promising area for future research in
agriculture.

Key words: Organic agriculture. Solanum lycopersicum, Brassicae oleracea,
protected cultivation, enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a populagdo mundial deve aumentar de 7,5 bilhdes
para aproximadamente 9,7 bilhbes de pessoas até 2050. Essa estimativa reforga o
imenso desafio que a agricultura enfrenta: produzir alimentos em grande quantidade
e de maneira sustentavel. O consumo de hortalicas acompanha o desenvolvimento
sendo imprescindivel a uma alimentagdo balanceada, no Brasil, esse cultivo é
praticado predominantemente pela agricultura familiar, que por sua vez encontra

adversidades a produgéo.

A melhoria das técnicas e tecnologias disponiveis, caminha pari
passu aos desafios encontrados no cenario atual e futuro, tornando a horticultura
mais eficiente e sustentavel. As culturas estdo expostas diferentes tipos de
estresses e ameacas que comprometem seu desenvolvimento e necessitam de
intervengdes para alcancar patamares de produtividade satisfatorios. Diversas
ferramentas que outrora eram empregadas pontualmente, como controle quimico,
técnicas de cultivo, manejo do solo, entre outras, sdo constantemente revisadas

para proporcionar uma melhor performance de maneira sustentavel.

As plantas possuem mecanismos de defesa, que funcionam de
maneira eficaz e sustentavel contra patégenos e herbivoros, seu funcionamento é
distinto ao controle quimico que comumente € utilizado. S&o diversas rotas
metabdlicas responsaveis pela manutengédo da progressdo dos danos causados por
algum estresse, varios compostos quimicos estdo envolvidos nesses processos e

ainda nao tem seu funcionamento completamente explicado.

A reducdo da severidade do ataque de pragas e patdgenos,
melhoria nos atributos morfoagronémicos, aumento de atividade bioquimica, sao
alguns dos beneficios proporcionados pelos indutores de resisténcia nas plantas,
podendo se estender até a fase pds-colheita da hortalica. Substancias como silicio,
quitosana e acido salicilico tém apresentado resultados promissores em diversos
estudos ligados a producédo vegetal, evidenciando um grande potencial como

ferramenta alternativa de manejo.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de compostos

bioestimulantes e suas combinagdes no desenvolvimento do brécolis e do tomateiro.
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REVISAO DE LITERATURA
2.1.  IMPORTANCIA DA INDUGAO DE RESISTENCIA NA AGRICULTURA
O modelo de agricultura atual baseia-se no cultivo intensivo das
culturas, o que por diversas vezes culmina na selegao de patdogenos e pragas, que
por sua vez tornam-se resistentes e adaptadas aos controles habituais (manejo
quimico e genético). Por essa razdo, o uso racional dessas substancias e
tecnologias sdo fundamentais; todavia carecem de alternativas que as proporcionem

maior assertividade e eficiéncia de manejo (PEREIRA et al., 2021).

A agricultura, cada vez mais, tem se pautado em técnicas
associadas para a obtengao de resultados satisfatérios de produgdo. O conjunto de
acdes integradas para assegurar um produto agropecuario em quantidade,
qualidade e seguranga para o consumidor, deve ser realizado com critério e
emprego de técnicas, que combinadas assegurem essa proposta de maneira
sustentavel. Nesse sentido, praticas como manejo integrado de pragas e doengas,
melhoramento genético, uso de controle biolégico, cultivo consorciado, dentre
outros; vem sendo amplamente difundidas, pois sado técnicas que garantem ao
produtor bons resultados pautados em tomadas de decisbes assertivas (WEZEL et
al., 2020).

A indugado de resisténcia € uma tematica abordada na atualidade,
que se consiste em mais uma ferramenta a fim de contribuir na construgdo de um
manejo mais sustentavel e eficiente (CONRATH, 2006). Esse conceito é utilizado ha
muitos anos com seu primeiro relato por Ray & Beauverie (1901) no mundo, onde
esporos de Botrytis cinerea foram pulverizados em begbnias e os autores
comprovaram a ativagao de mecanismos de defesa ao patdgeno. No Brasil, os
primeiros relatos de estudos de indugao de resisténcia sao do ano de 1970, pela
pesquisadora Walkyria Moraes do Instituto Biologico de Sdo Paulo, a qual realizou
trabalhos com ferrugem do café, induzindo a ativagdo dos mecanismos de defesa da
planta por meio de pulverizagdo de Saccharomyces cerevisiae e esporos atenuados
de Colletotrichum lagenarium (BONALDO; PASCHOLATI; ROMERO, 2003).

Uma vez que sdo apresentados diversas interferéncias e obstaculos
para o desenvolvimento vegetal, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa.
As plantas, em sua constituicdo, apresentam estruturas de impedimento de entrada

de patogenos e formas de defesa contra o ataque de herbivoros. As formas de
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resisténcia, em sua grande maioria, sdo classificadas como pré-formadas
(fitoanticipinas), quando independem do contato com a praga ou patdgeno (cuticula
espessa, tricomas) e pos-formadas (fitoalexinas), em que necessariamente a planta
a manifesta como forma de resposta a ameaga (enzimas hidroliticas, fitoalexinas,
especies reativas de oxigénio, pectina, lignina) (ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005).

2.2. EFEITOS ASSOCIADOS A INDUGAO DE RESISTENCIA
Os efeitos da indugao de resisténcia nao estdo estritamente ligados

a mecanismos de defesa, uma vez que esses também atuam sobre o
desenvolvimento da planta e podem, também, conferir melhoria em diversos
atributos quimicos e morfoagronédmicos que n&o estdo diretamente ligados aos

mecanismos classicos de indugao de resisténcia (SANTOS et al., 2007).

O conhecimento total das rotas metabdlicas e suas interagdes ainda
nao é completamente compreendido, tampouco a complexidade das sinalizacdes
que ocorrem entre planta-patégeno/praga-ambiente. O processo de indugdo de
resisténcia confere as plantas beneficios que vao além da propria construgdo de um
mecanismo de defesa propriamente dito, por vezes, esses indutores acarretam
modificacdes metabdlicas que conferem as plantas melhorias em seu desempenho
(KOLESNIKOV et al., 2019).

A horticultura é muito impactada pelo uso de substancias que atuam
nas rotas metabdlicas primarias e secundarias das plantas, por essa razdo estudos
que verifiquem os efeitos causados por tais compostos e seus derivados sédo de
muita valia. Resultados como os obtidos por Hernandez-Santiago et al. (2020),
observando os efeitos do uso de Bacillus spp. e suas combinagdes com indutores de
resisténcia, demonstraram uma melhora no desenvolvimento radicular do tomateiro;
ja Adamuchio-Oliveira et al. (2020), verificaram aumento na produtividade do tomate

submetido a tratamento com quitosana e cobre quelado.

Os estudos supracitados exemplificam que o manejo por meio de
substancias indutoras de resisténcia e/ou promotoras de crescimento contribuem no
desempenho do cultivo de hortaligas e possuem menor impacto ambiental. A
horticultura muitas vezes é conhecida pelo uso indiscriminado de insumos agricolas,

como fertilizantes e agrotéxicos, portanto, o conhecimento de substancias
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bioestimulantes & fundamental para um manejo sustentavel. (DUMAS; PRIGENT-
COMBARET, 2022).

2.3. TIPOS DE INDUCAO DE RESISTENCIA

Para melhor categorizar as formas de defesa, consideram-se os
compostos que servem de barreira fisica, como estruturais; ja os que estimulam a
producdo de compostos quimicos, toxicos e/ou repelentes sdo denominados de
mecanismo de defesa bioquimica (PASCHOLLATI; LEITE, 1994). As defesas
bioquimicas podem afetar os herbivoros de maneira direta quando a intoxicagao,
repeléncia ou composi¢cao anti-nutricional €& decorrente de compostos do
metabolismo secundario e de maneira indireta quando esse €& decorrente da
emissao de compostos organicos volateis (COV), sendo esses repelentes as pragas

e/ou atrativos aos inimigos naturais (AL-JUTHERY et al., 2020).

A sintese de compostos quimicos indutores da resisténcia do vegetal
€ ativada por eliciadores derivados da secrecéo oral de herbivoros e por padrbes
moleculares associados ao dano/perigo (Pathogen-associated molecular pattern,
PMAP) (PINTO-ZEVALLOS et al.; 2013). Esses compostos, por sua vez, sao
modulados pela mudanga nos niveis de fitohorménios: acido salicilico (AS), acido
jasmonico (AJ) e etileno (ET) (Figura 2.3.1) (HATCHER et al., 2004).

Existem dois tipos de indugao dos mecanismos de defesa vegetal
(Figura 2.3.1); a resisténcia sistémica adquirida (RSA) e induzida (RSI), elas diferem
em funcdo do agente indutor, rotas envolvidas e ao espectro de protegéo
proporcionado. A resisténcia adquirida € decorrente da interacdo da planta com um
elicitor bidtico ou abidtico; seja um produto quimico especifico ou patégeno néao
virulento, o principal composto envolvido nesse mecanismo é o acido salicilico para
que entdo ocorra sua ativacdo. Ja a resisténcia induzida é ativada por um elicitor
bidético como ocorre, por exemplo, na associagdo de bactérias promotoras de
crescimento e o sistema radicular das plantas, os principais compostos relacionados
sdo o acido jasmonico e etileno (VALLAD, GOODMAN; 2004).

A presenca de proteinas relacionadas, de alguma maneira, a
patogénese (quitinase, glucanase, PR1, catalase, preoxidase) s&o indicadores de
ocorréncia de processos indutores de resisténcia, por essa razdo torna-se

imprescindivel estudar os efeitos da aplicacao de elicitores e sua resposta filotécnica
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em determinadas culturas, a fim de entender melhor suas relagdes e efeitos
(LLORRENS, GARCIA-AGUSTIN, LAPENA; 2017).

Estudos como o realizado por Pye et al. (2013) demonstraram que a
utilizacdo de acido salicilico pode garantir a protecdo de plantas de tomate contra
Pseudomonas syringae pv. tomato e Phytophthora capsici; os autores Rowen et al.
(2017) verificaram controle de Cladosporium e Alternaria por meio de aplicagdes de
metil salicilato também em tomate; resultados convergentes que evidenciam o
beneficio proporcionado pela indugdo dos mecanismos de defesa vegetal.

Figura 2.3.1 Representacdo esquematica da resisténcia sistémica adquirida e

induzida desencadeada por infeccdo patogénica (RSA) e por associacdo com
agente de biocontrole (RSI).

Patégeno Bacillus subtilis
SA JA
K /E i
NPRI1

-

Atua em priming na
expressio dos genes de defesa

RSA RSI

Fonte: Adaptado de LANNA FILHO et al., 2010.

A protecao conferida pela inducdo de resisténcia das plantas pode
ser explorada no fortalecimento dos mecanismos de defesa antes mesmo da praga
ocorrer, uma vez o contato com essas substancias pode desencadear as reacdes
que outrora aconteceriam somente no momento do ataque (BEKTAS; EULGEM,
2015). Produtos que possuem em sua composi¢ao Silicio, Quitosana, Acilbenzolar-
S-metil e Metil salicilato tém mostrado resultados promissores que apontam uma
possivel construgdo de resisténcia e melhoria na produtividade (WARABIEDA,
MARKIEWICZ, WOJCIK; 2020).

2.4. Silicio
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O silicio é encontrado abundantemente na crosta terrestre,
classificado como elemento benéfico as plantas, ndo sendo considerado como
elemento essencial para o desenvolvimento completo, entretanto sua participagao
nos processos fisiologicos das plantas pode ser considerada fundamental
(EPSTEIN; BLOOM, 2004).

A maior parte do silicio absorvido pelas plantas é incorporada na
construcado de parede celular, compondo as células da epiderme, estébmatos,
tricomas, dentre outros. Este depdsito de silicio nessas estruturas, conferem a planta
maior resisténcia a danos mecanicos, estudos sugerem que o aporte desse
elemento reduz os danos causados por insetos herbivoros, dificultando a

alimentagao da praga e ocasionando possivel mortalidade (GOUSSAIN et al., 2002).

Além de funcionar como componente de resisténcia estrutural,
tornando o tecido vegetal mais resistente ao dano, o silicio tem se demonstrado
importante funcionamento como indutor/ativador de enzimas de defesa da planta,
ele é absorvido pelas plantas preferencialmente na forma de acido monossilicico
(H,SiO,). Trabalhos apontam a participagdo do elemento em resposta ao dano
causado pelo herbivoro, o silicio, possivelmente ativa rotas metabdlicas que
desencadeiam os processos de indugcdo de resisténcia (LUYCKX et al.,, 2017;
HASSAN; BYOUNG, 2018; LEROY et al., 2019).

O Silicio vem sendo amplamente debatido e estudado. Parte
consideravel dessa literatura associa esse elemento a alguma fungdo de defesa
estrutural contra pragas e doencgas; plantas que em algum momento de seu ciclo
foram tratadas Silicio, desenvolveram estruturas fisicas de resisténcia,
adicionalmente alguns desses pesquisadores mostraram que o Silicio também
intermedia processos de defesa bioquimicos promovendo e efeitos ainda n&o foram
completamente explicados (BAKHAT et al., 2018).

Existem diversos estudos que contemplam a aplicagao do silicio em
alguma medida, proporcionando assim beneficios para a cultura em questdo, como
Gomes et al. (2008) e Alyousuf (2022) que constataram a indug¢do de resisténcia, ao
ataque de Myzus persicae, na cultura da batata e do tomate, respectivamente, tal
efeito é verificado, também, em um dos principais desafios da tomaticultura atual,
controle da traca do tomateiro (Tuta absoluta (Lepidoptera:Gelechiidae)) (Santos et
al., 2015; Alysousuf et al., 2022)
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Uma das possiveis explicacdes para os resultados positivos obitos
pelo uso do Silicio, foi constatada por YE et al. (2013) observando seus efeitos na
cultura do arroz; os resultados demonstraram a facilitagdo na producao de enzimas
defensivas como catalase (CAT), peroxidase (POD), superéxido dismutase (SOD),
polifenol oxidase (PPO) e fenilalanina amdnia-liase (FAL), enzimas que possuem
funcao regulatéria dentro do metabolismo secundario (YE et al., 2013; HAN et al.,
2016). A producao enzimatica, esta relacionada a diversas caracteristicas de defesa
da planta como, a propria biossintese de lignina, produgdo de fitoalexinas e
compostos fendlicos que por sua vez, possuem efeitos nocivos para pragas e

doencgas. (Santos et al., 2015).

O Silicio também ¢é considerado um elemento benéfico e “semi
essencial” por alguns autores (EPSTEIN; BLOOM, 2004), uma vez que, em caso de
sua privagao, verifica-se anomalias no crescimento e desenvolvimento das plantas.
Seu efeito bioestimulante confere muito mais do que apenas uma resisténcia fisica
(LUYCKX et al., 2017). Alteragdes como redugao da taxa transpiratoria, reducao da
toxidez por metais e salinidade (Mn, Fe, Al e Na), além da melhora na absorgédo de

outros elementos, como fésforo. (LANA et al., 2003).

Os efeitos da utilizagdo do silicio englobam processos importantes,
tanto na fisiologia das plantas, quanto na parte quimica do solo. Portanto, séo
necessarios estudos que direcionem seus esforcos para identificagdo do momento,
fonte e forma de aplicacdo adequadas para cada espécie cultivada, além do melhor
entendimento de suas interagcbes com os demais elementos que estdo envolvidos

nesse processo (Santos et al., 2021).
2.5. QUITOSANA

A quitosana pode ser considera um polimero natural oriundo da
desacetilizagdo da quitina; € um amino polissacarideo, insoluvel em agua, mas sim
em solucbes com acido acético, acido férmico e acidos minerais, tornando-se
polieletrolito catidbnico (AZEVEDO et al., 2007).

Sua aplicacdo € encontrada em diversas atividades e pode ser
utiizada em varias maneiras nas ciéncias da saude, industria farmacéutica e

alimenticia; sendo um biopolimero funcional, possui potencial insdustrial biomédico,
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tais como, regeneragdo tecidual, biossensoriamento e no desenvolvimento de
farmacos de uma maneira geral (Figura 2.5.1) (LARANJEIRA; FEVERE, 2009).

Figura 2.5.1 Esquema de preparagao de quitina/quitosana a partir do exoesqueleto
de crustaceos.

CARAPACAS DE CRUSTACEDS

| desmineralizagio (HC1),

desproteinizagio (MaCH)

deseoloragio (KMnO, ¢ deido oxdlicoe)

decgeetilaciio com solugio concentrada de MaOH tl

Fonte: Yamaura, 2006.

A quitosana possui estrutura molecular muito similar a celulose
(Figura 2.5.2), no entanto, a primeira contém grupos aminos (NH,) dispostos em sua
estrutura geral, ao passo que os grupos hidroxila (OH) compdéem a molécula de
carboidrato para celulose. Tal conformagédo garante solubilidade para a quitosana
em meio acido diluido; com a adicdo de protons (protonagdo) ao meio, conferimos

propriedades diferenciadas em relagao as fibras vegetais.

Ao longo dos anos foram de fungos, como a formagao micelial, a

hipétese mais provavel sobre a agcdo da quitosana desenvolvidas diversas hipoteses
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para explicar de que forma a quitosana conferia protecdo, principalmente contra
patdgenos. Como elicitor natural e agente antifungico a quitosana tem se mostrado
muito eficiente; respostas como aumento na atividade enzimatica, concentracéo de
fitoalexinas e compostos antioxidantes sao sinais de que tal biopolimero possui
funcdo indutora de mecanismos de defasa (MOHAMMED; ZEITAR; ESKOV, 2019;
RODRIGUEZ-GUZMAN et al., 2019).

Figura 2.5.2 Esquema de preparagao de quitina/quitosana a partir do exoesqueleto
de crustaceos.

CHOH CH20H

Jdm
H OH

celulose

CH2OH CH320H

quitosana

Fonte: Adaptado de AZEVEDO et al., 2007.

A aplicagdo da quitosana em atividades agricolas tem se tornado
cada vez mais comum, uma vez que sua obtencdo possui um custo relativamente
baixo e por se tratar de um insumo natural, que dificilmente apresentara risco aos
envolvidos desta cadeia de producao. A utilizagcdo dessa molécula se justifica diante
de diversos beneficios proporcionados como seu efeito antimicrobiano, formacgao de
biofilme protetor, preservando entdo frutos e legumes e pelo seu potencial indutor de
resisténcia (KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015).

A pesquisa agricola sobre os efeitos do uso da quitosana tem
avancado em diversas culturas, existem relatos da aplicacdo de biofilmes
enriquecidos com quitosana contribuindo para reducdo de severidade de doencas
como antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) no feijao (PIERO; GARDA, 2008),
controle de aflatoxinas de Aspergillus parasiticus em amendoim (SILVA et al., 2015),

além de resultados apontarem uma atuagao positiva da aplicagao foliar de quitosana
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em morangueiro, mantendo as caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e
microbiolégicas pdés-colheita, e ainda inviabilizando o desenvolvimento fungico nos
tratamentos avaliados (MELO et al., 2020).

A inducdo de resisténcia € um dos estimulos proporcionados pelo
uso da quitosana, sua aplicagédo implica em beneficios que englobam todas as fases
do desenvolvimento das plantas, atuando desde a etapa da semeadura e
perdurando até a pds-colheita do fruto. Nesse sentido, sao necessarios estudos que
aprofundem as respostas obtidas pela aplicacdo desse biopolimero no cultivo
agricola (PICHYANGKURA; CHADCHAWAN, 2015).

2.6. ACIDO SALICILICO

A produgao agricola possui interferéncia direta de eventos que
podem limitar a obtencdo de bons resultados; o estresse abidtico é preponderante
nos processos fisioldgicos vegetais. Exposi¢cao a temperaturas extremas, salinidade,
excesso de radiagao e restricdo hidrica sdo algumas das intempéries que as culturas
estdo expostas e consequentemente limitam a produtividade, uma vez que esses
fatores sao limitantes ao cultivo. A atividade antropica cada vez mais acelera a
necessidade de ferramentas alternativas que viabilizem o cultivo de maneira
sustentavel. (KHAN et al., 2015; HASANUZZAMAN, et al., 2017).

O impacto adverso, causado pelo estresse abidtico em plantas,
podera afetar 70% do rendimento das culturas alimentares basicas e diminuir a
producdo agricola em mais de 50%; por essa razao € vital que a performance e
sustentabilidade sejam preservadas e aprimoradas em diversas frentes de manejo.
O uso de indutores de resisténcia e aplicagdo exégena de moléculas fitoprotetoras,
vai ao encontro das necessidades apresentadas pelo desafio da producédo de
alimentos (MANTRI et al., 2012).

O &cido salicilico (AS) é um composto fendlico produzido pelo
metabolismo secundario das plantas; sua biosintese pode ocorrer por duas rotas
distintas; a partir da fenilalanina aménia liase (FAL) ou pelo isocorismato (IC). Ambas
as rotas comegam a partir do acido corismico, produto derivado da via do acido
chiquimico nos plastidios. O AS por sua vez, possui diversos derivados que
dependendo das condigdes e/ou da rota que foi originado possui uma tendéncia a

ser sintetizado. (Figura 2.6.1)
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Importante regulador de diversos processos fisioldgicos, incluindo a
fotossintese, participa como sinalizador de indugéo de resisténcia de plantas, seu
transporte € realizado via floema, especialmente na forma de metil salicilato. O
composto também possui fungdo de elicitor, estando envolvido nos processos de
inducdo de resisténcia das plantas tanto para a sistémica adquirida quanto para
inducdo contra estresses abidticos, entretanto € necessario levar em consideracao
diversos fatores como espécie cultivada, fase de desenvolvimento, modo de
aplicacdo, concentracdo, dentre outros (HORVATH et al., 2007; SANCHEZ et al.,
2010).

Diversos estudos apontam o acido salicilico como ferramenta para o
manejo de doengas, demonstrando resultados satisfatérios por atenuar estresses do
campo, como aumento de resisténcia a antracnose em feijoeiro (CAMPOS et al.,
2004), murcha de fusarium em feijdo caupi (RODRIGUES et al., 2006) e até em
estudos em péds-colheita em frutiferas (BORSATTI et al., 2015). Hortalicas como
tomate tem apresentado 6timas respostas ao uso do acido salicilico, como Pulga et
al., (2020) verificaram indugcao de resisténcia ocasionada pela aplicagdo de AS, em
trés cultivares de tomate diferentes, no estudo, constatou-se uma reducido na
atividade, postura e severidade dos danos causados tanto pela traca do tomateiro
(Tuta absoluta) quanto para o acaro rajado (Tetranychus urticae), pragas chave para

tomaticultura.

Assim como Pulga et al.,, (2020); estudos apontam resultados
promissores do uso de AS em hortalicas (PEREZ et al., 2020) e frutiferas
(FURTADO et al., 2020) promovendo a conservagao das folhas, legumes e frutos,
apos aplicagao, contudo os avangos no manejo integrado de cultivo € imprescindivel
e deve contemplar a grande diversidade de espécies cultivadas e distintas condi¢des
de cultivo em que elas sao encontradas (MAZARRO et al., 2015).

Figura 2.6.1 Representacdo das rotas metabdlicas para biossintese de acido

salicilico e seu metabolismo. Rotas derivadas da via do acido chiquimico ocorridas
via fenilalanina aménia liase (FAL) e isocorismato (IC)
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2.7. ASCOPHYLLUM NODOSUM

O uso de algas marinhas na agricultura tem atraido atencdes
também dentro da horticultura. Entre as diversas espécies de algas, a Ascophyllum
nodosum se destaca por ser uma das mais abundantes e estudadas no mundo. Sua
aplicacdo na horticultura tem sido objeto de diversos estudos, visando entender os

efeitos na produtividade e qualidade das culturas.

Ascophyllum nodosum é uma alga marinha marrom que contém uma

grande variedade de compostos bioativos, incluindo polissacarideos, acidos graxos,
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aminoacidos, vitaminas e antioxidantes. Dentre os polissacarideos, destacam-se as
laminarinas, fucoidanas e alginatos, que tém atividades imunomodulatérias,
antitumorais e antivirais. Além disso, a alga também contém hormdnios vegetais,
como as citocininas e auxinas, que podem ter efeitos benéficos no crescimento e

desenvolvimento das plantas.

Varios estudos tém demonstrado que a aplicacdo do extrato de
Ascophyllum nodosum na horticultura pode melhorar a absorgao de nutrientes pelas
plantas, aumentar a atividade de enzimas antioxidantes e melhorar a eficiéncia
fotossintética. Isso pode resultar em um aumento na producdo de biomassa,
tamanho dos frutos e qualidade nutricional. A Ascophyllum nodosum também tem
sido estudada por sua capacidade de aumentar a resisténcia das plantas a
estresses ambientais, como a seca, salinidade e temperaturas extremas. Além disso,
a alga pode aumentar a resisténcia das plantas a doengas, estimulando o sistema

imunoldgico das plantas.

Varios estudos tém investigado os efeitos do emprego do
Ascophyllum em diferentes culturas, cujos resultados tém mostrado um aumento na
produtividade e qualidade das culturas, bem como uma melhora na resisténcia a
estresses ambientais e doengas. Colla et al. (2017) verificaram um aumento na
tolerancia de plantas de tomate ao estresse hidrico e salinidade, mitigando entdo os
prejuizos causados e aumentando a produgao de frutos. Os beneficios do uso da
alga marinha também foram constatados, por Shukla et al. (2019), demonstrando
melhora no desempenho e indugdo de mecanismos de resisténcia em diversas
culturas (Figura 2.7.1) apontando o Ascophyllum nodosum como um bioestimulante

contribuinte para um manejo agricola sustentavel.

A horticultura de uma maneira geral possui bons resultados com a
administragao do extrato Ascophyllum e suas interagdes com os demais compostos.
E necessario aprofundar os estudos para viabilizar ao produtor mais entendimento
sobre as ferramentas que ja estdo disponiveis no mercado, melhorando entdo os

resultados obtidos em todos os aspectos da producéo de hortalicas.

Figura 2.7.1 O extrato de Ascophyllum nodosum melhora o crescimento de varias
culturas por diferentes modos de acao.
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2.8.  ACIDO FERULICO

O acido ferulico (AF) € um composto fendlico natural encontrado em
uma variedade de plantas, como arroz, aveia e trigo. Na agricultura, o acido ferulico
tem sido mostrado ter multiplos beneficios, incluindo aumento do rendimento das
culturas e melhoria da resisténcia das plantas a estresses abidticos e bidticos. Um
estudo realizado por Shu et al. (2021) demonstrou que a aplicagéo de acido ferulico
em plantas de tomate melhorou sua resisténcia ao Botritys cinerea, também foi
utilizado para melhorar a absor¢ao de nutrientes em plantas, como demonstrado por

Marriott, Gomez e McQueen Mason (2016) em experimentos com milho.

Atua como um antioxidante natural, protegendo as plantas de
estresses ambientais, como seca, calor e radiagao UV, pode promover a saude e a
fertilidade do solo estimulando o crescimento de microorganismos benéficos. Esses
estudos sugerem que o acido ferulico tem grande potencial como uma ferramenta
para melhorar o rendimento das culturas e promover praticas agricolas sustentaveis
(ANTONOPOULOU et al., 2022).

Composto antioxidante encontrado naturalmente em varias plantas,
incluindo hortaligas, investigagdes recentes sobre os efeitos do acido ferulico tem

indicado seu efeito positivo na qualidade pés-colheita e nas respostas fisioldgicas de
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hortalicas durante o armazenamento. Os estudos mostraram que o acido ferulico
pode retardar a perda de peso e deterioragdo de hortalicas, além de aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes e de defesa contra patégenos (WANG et al.,
2022)

E importante ressaltar que cada estudo foi realizado em uma Unica
espécie de hortalica e que diferentes concentragcdes de acido ferulico foram
utilizadas, o que pode afetar os resultados. Portanto, mais estudos sao necessarios
para determinar a melhor concentracado e forma de aplicacdo do acido ferulico para
diferentes tipos de hortalicas. Em resumo, o acido ferulico tem o potencial de ser
uma ferramenta util para melhorar a qualidade e vida util de hortalicas apés a

colheita.
2.9. FENANTROLINA

A fenatrolina € um composto quimico sintético pertencente a classe
das quinolinas. Esse composto tem sido estudado como um possivel indutor de
resisténcia em plantas, devido as suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes. Estudos sugerem que a fenatrolina pode ativar os sistemas de defesa
das plantas, aumentando a produgdo de compostos antioxidantes, enzimas de
defesa e hormoénios de crescimento, tornando as plantas mais resistentes a
doengas, pragas, estresses ambientais e outros desafios (SKWARYLO-BEDNARZ,
2019).

Maruthi (2021) destacou que a fenatrolina pode aumentar a atividade
de sistemas de defesa das plantas, como a producdo de enzimas de defesa e
hormdnios de crescimento, tornando as plantas mais resistentes a diversos
estresses ambientais. Pesquisas tem observado a indug¢ao de produgao de enzimas
antioxidantes, melhorarando a tolerancia das plantas a estresses abidticos, como a
seca, ou até mesmo salinidade em sementes de pepino (SHU et al., 2020) ou em
tomateiros (ZHONG et al., 2020).

E importante ressaltar que o uso da fenatrolina em plantas ainda é
controverso e seu potencial impacto ndo é totalmente conhecido. O uso da

fenatrolina em plantas ainda é objeto de pesquisa e debate.
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3 ARTIGO A: O EFEITO DE COMPOSTOS BIOESTIMULANTES NA ATIVIDADE
ENZIMATICA DE TOMATEIROS CULTIVADOS EM DIFERENTES SISTEMAS
DE CULTIVO

RESUMO

A horticultura € marcada pelo emprego de técnicas que contribuam para o
desenvolvimento das culturas. Nesse sentido, o emprego de substancias
bioestimulantes como silicio, quitosana, acido salicilico, metil salicilato, acido ferulico
e fenantrolina, ttém mostrado bons resultados em estudos sobre producéo vegetal.
Este estudo foi conduzido na Universidade Estadual de Londrina e teve como
objetivo avaliar o efeito desses compostos no desenvolvimento do tomateiro em
diferentes condi¢des de cultivo (protegido e externo). Os compostos foram aplicados
por embebigcdo de sementes, com doses crescentes. Foram avaliados a massa
fresca e seca da parte aérea e raiz, bem como o volume e area superficial por meio
do software GiaRoots. Na fase reprodutiva, foi avaliada a massa fresca de fruto por
planta (MFFP). Também foram avaliados o teor de proteinas totais e a atividade
enzimatica (peroxidase, fenilalanina aménia-liase e catalase). Os resultados
mostraram que os tratamentos n&o afetaram o teor de proteinas e a atividade das
enzimas especificas. Uma analise de componentes principais (ACP) também foi
realizada, buscando correlacionar as variaveis estudados nos diferentes cultivos. A
atividade enzimatica e a massa de frutos por planta apresentaram semelhangas em
suas caracteristicas, principalmente quando analisadas em plantas cultivadas em
ambiente protegido. Por isso, € possivel que o cultivo protegido tenha favorecido a
acao das enzimas estudadas no experimento em questdo. Os tratamentos com
silicio, fenantrolina (2g L") e acido ferulico (4, 8 e 10 g L") produziram efeitos
positivos na cultura do tomate em condigdes de cultivo protegido.

Palavras-chave: Cultivo protegido, Solanum lycopersicum, silicio, fenantrolina,
acido ferulico.

ABSTRACT

Horticulture is characterized by the use of techniques that contribute to the
development of crops. In this sense, the use of bio-stimulant substances such as
silicon, chitosan, salicylic acid, methyl salicylate, ferulic acid and phenanthroline have
shown good results in studies on plant production. This study was conducted at the
State University of Londrina and aimed to evaluate the effect of these compounds on
the development of tomato plants in different growing conditions (protected and
outdoor). The compounds were applied by seed imbibition, with increasing doses.
Fresh and dry weight of the aerial part and roots, as well as volume and surface area
were evaluated using the GiaRoots software. In the reproductive phase, the fresh
fruit weight per plant (MFFP) was evaluated. Total protein content and enzymatic
activity (peroxidase, phenylalanine ammonia-lyase and catalase) were also
evaluated. The results showed that the treatments did not affect the protein content
and the activity of specific enzymes. A principal component analysis (PCA) was also
performed, revealing differences between the types of cultivation. Enzymatic activity
and fruit weight per plant presented similarities in their characteristics, especially
when analyzed in plants grown in a protected environment. Therefore, it is possible
that protected cultivation favored the action of the enzymes studied in the
experiment. Treatments with silicon, phenanthroline (2g L") and ferulic acid (4, 8 and
10 g L") increased tomato productivity in protected cultivation conditions.
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Key words: Protected cultivation, Solanum lycopersicum, silicon, phenanthroline,
ferulic acid

3.1 INTRODUGAO

A producgdo de alimentos de forma sustentavel ainda € um desafio
para a agricultura moderna, o uso intensivo de moléculas nocivas ainda € muito
corriqueiro e faz parte da atividade agricola, ao analisar o cultivo de hortalicas esse

contexto é ainda mais preocupante.

Nesse sentido, a utilizagdo de compostos bioestimulantes tem sido
uma estratégia promissora para melhorar a produtividade e a qualidade das culturas,
proporcionando entdo um manejo mais ecolégico e sustentavel (SANTOS et al.,
2015). Esses compostos s&o substancias naturais ou sintéticas que, em baixas
doses, estimulam o crescimento, desenvolvimento e resisténcia das plantas, por

meio de ativacao de diversas rotas metabdlicas e sinalizagdes bioquimicas.

O tomate (Solanum lycopersicum) € uma das principais hortalicas
cultivadas ao redor do mundo, seu modo de cultivo € um fator preponderante para a
otimizagao dos insumos, redugao de perdas de maneira sustentavel (LUYCKX et al.,
2017). Dessa forma, entender como os compostos bioestimulantes afetam o
tomateiro em diferentes condicbes de cultivo pode fornecer informagdes valiosas
para a produgdo agricola, norteando posteriores estudos rumo a uma maior
sustentabilidade. (ADAMUCHIO-OLIVEIRA et al., 2020)

O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito de
compostos bioestimulantes na atividade enzimatica de tomateiros cultivados em

diferentes sistemas de cultivo.

3.2 MATERIAL E METODOS
Descrigcdo da Area Experimental

Os experimentos foram conduzidos no municipio de Londrina, PR,
Brasil, durante o periodo de inverno do ano de 2020 em casa de vegetagao e, de
forma simultdnea, em condigbes de campo aberto (23°19’44” S, 51° 12'17” O, 585
m.). O clima da regiao é classificado como subtropical Cfa conforme Kdppen, com
precipitacdo anual de aproximadamente 1600 mm, temperatura média anual de
20,7°C e umidade relativa média de 73% (CAVIGLIONE, 2000).
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O delineamento experimental, de ambos os ensaios, foi em blocos
ao acaso com 4 repeti¢cdes, cada parcela foi composta por uma planta. As sementes
da cultivar de tomate Santa Clara foram embebidas em solugdo de diferentes tipos

de tratamentos, cuja concentracdo de cada um dos compostos foi de 250mg.L".

Os tratamentos de 1 a 5 foram constituidos por Fenantrolina na
forma de complexo de magnésio e fenatrolina nas concentragbes 2 gL', 4gL", 6g
L*, 8 g L, 10 g L respectivamente. Os tratamentos de 6 a 10 continham Acido
Ferulico como complexo de magnésio e acido ferulico nas mesmas concentragdes
supracitadas nos tratamentos de 1 a 5. Os tratamentos 11 e 12 foram compostos por
acido salicilico (10 g L) e silicio na forma de dioxido de silicio e carbonato de calcio
(1 kg L) respectivamente, o 13° tratamento foi utilizado como testemunha, nao

sendo realizada administracdo de qualquer composto em especifico.

A semeadura ocorreu no dia 23/05/2020 em ambas as localidades,
as mudas foram transplantadas 28 dias apds o semeio. As mudas destinadas para o
ensaio dentro da casa de vegetagdo foram transplantadas em vaso de 8 litros,
preenchidos com substrato preparado com mistura de 2 volumes de solo para 1
volume de composto de bovino. No transplantio, foram aplicados 2 g de calcario
calcitico (45% de CaO) por cova, objetivando a restituigao do equilibrio na saturagéo
de bases do solo e 100 g de vermicomposto por cova. Aos 15 e aos 45 dias apds o
transplantio (DAT), as plantas receberam aplicagao de 100 g de vermicomposto por
cova. A partir do florescimento as plantas receberam semanalmente aplicacdes de
acido bodrico, via foliar, na concentracédo de 0,2%. As demais mudas destinadas ao
campo aberto foram transplantadas em cova com as mesmas condicbes de

adubacao fornecidas as plantas em vaso.

Os tratamentos fitossanitarios consistram em pulverizacbes
semanais de 150 g "'®* enxofre inorganico, 150 g " hidréxido de cobre (Kocide®),
0,25% 6leo mineral, 0,25% 6leo de neem e 150 mL "' Bacillus thuringiensis
(Dipel®). As plantas foram conduzidas em haste unica e tutoradas com estacas. As
desbrotas foram efetuadas periodicamente e apds a emissao das flores do quarto
cacho, as plantas tiveram os seus meristemas apicais removidos (GUIMARAES et
al., 2007).
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Avaliagbes agronbmicas
Os dois experimentos foram submetidos as mesmas avaliacdes,
visando obter as diferencas do tipo de manejo proporcionado pelo cultivo protegido
frente as condigbes externas (Figura 3.2.1).
Figura 3.2.1 Transplantio das mudas de tomate do experimento em condi¢gbes de

cultivo externo e em estufa no Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual
de Londrina, 2020.

As variaveis relacionadas ao desenvolvimento vegetativo do
tomateiro avaliadas foram: massa fresca e seca de parte aérea e raiz, a fim de
verificar o incremento proporcionado pelos tratamentos em fase de muda, por meio
do software GiaRoots. Quatro (4) plantas por repeticdo foram fotografadas e

avaliadas quanto aos parametros de comprimento, volume e area de distribuicao.

As caracteristicas direcionadas ao desenvolvimento reprodutivo e
produtividade que foram avaliadas foram: massa fresca de frutos e numero de frutos
por planta. Os dados foram coletados por meio de contagem e pesagem dos frutos

produzidos por cada planta.

Os frutos coletados também foram avaliados quanto ao teor de
soélidos soluveis (expresso em °Brix), por intermédio de leitura direta em refratémetro
de bancada HANNA — mod. HI 96801, foram efetuadas nos frutos maduros dos trés
primeiros cachos posteriormente ao estagio de maturagcdo breaker (REID; 2002).
Também foi realizada analise de firmeza de frutos (N), por meio do penetrdbmetro de
frutas digital (FR-5120 Lutron) com probe cilindrica de 6mm de didmetro; onde foram

coletados 3 pontos por fruto em sua regido equatorial.
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Figura 3.2.2 Fotog
GiaRoots. Universid:

zagao em software

Atividade enzi
Foram determinados os teores de proteinas totais e a atividade das
enzimas catalase, peroxidase e fenilalanina aménia-liase (FAL). Foram coletados
foliolos do tergco médio das plantas, para entdo determinar-se a atividade enzimatica
foi determinada a partir do extrato proteico dos foliolos, obtido por maceragao em
almofariz com 2,0 mL de solugcado tampao fosfato de potassio 0,2 M e pH 7,5. A
solugao foi armazenada em microtubos, em congelador. A quantificagdo das
proteinas totais foi realizada com base no método descrito por Bradford (1976). A
atividade da enzima FAL foi obtida a partir da colorimetria do acido trans-cinamico,
conforme metodologia descrita por Umesha (2006). A peroxidase teve sua atividade
determinada pela conversédo de guaiacol a tetraguaiacol (LUSSO, PASCHOALATI,
1999). A catalase foi determinada pelo acréscimo na absorbéncia a 240 nm através
do coeficiente de extingdo molar de 36 M cm” (ANDERSON et al., 1995).

Andlise Estatistica
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Os dados foram submetidos ao teste F (p0,05), uma vez atendido os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey e Scott-Knott (p0,05).

Adicionalmente as médias foram submetidas a Analise de
Componentes Principais (ACP), visando descrever a relagéo entre os tratamentos e

os atributos do tomateiro.

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R,

onde a ACP contou com o uso do pacote FactorMineR. (LE et al., 2008).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os parametros avaliados até os primeiros dias do desenvolvimento

das mudas de tomate nao apresentaram diferenca minima significativa, tanto para o
acumulo de matéria seca na parte aérea quanto em seu sistema radicular (Tabela
3.3.1). Ao avaliar as dimensdes do sistema radicular, nota-se diferenga significativa
entre os tratamentos em todos os parametros avaliados (Perimetro, Area Superficial,
e Volume) (Tabela 3.3.1).

Os tratamentos compostos por Fenantrolina (1, 3 e 5) apresentaram
valores inferiores aos demais com relagdo a Perimetro e Volume, ndo diferindo
significativamente das mudas da testemunha. Os tratamentos de &cido ferulico
apresentaram valores interessantes para as variaveis Perimetro e Volume de raiz, ja

o tratamento de Acido Salicilico, destacou-se em seu valor de Perimetro de radicela.

O crescimento de raiz € uma caracteristica influenciada pela acao de
bioestimulantes, o acido ferulico € um composto fendlico presente em plantas e tem
sido associado a melhoria do crescimento vegetativo, aumento da tolerancia ao
estresse e resisténcia a doencas em plantas, o Acido Salicilico, por sua vez,
destacou-se em seu valor de Perimetro de radicela, sendo esse composto organico
que desempenha um papel importante no desenvolvimento das plantas, atuando na
regulagcédo do crescimento, defesa contra estresses bidticos e abidticos e modulagao
do metabolismo (PULGA, P.S et al., 2020). Uma vez que as mudas passam por uma
aclimatacdo e consequentemente estresse; praticas que mitiguem os prejuizos
causados nesse periodo estdo sempre em debate, o AS demonstra-se interessante
ferramenta para auxiliar a planta a superar esse periodo de adversidades mais
facilmente. (FURTADO et al., 2020).
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Conforme observado na Tabela 3.3.2, as caracteristicas de volume e
perimetro de raizes podem ter sido promovidas pelo emprego do AS e AF uma vez
que esses corroboram para o crescimento vegetativo e auxilia no metabolismo de
hortalicas como observado por NAZ et al. (2020) na cultura do piment&o, pepino,
tomate e ervilha.

Tabela 3.3.1 Massa seca em gramas de Parte Aérea e Raiz de mudas de tomate

submetidas aos compostos bioestimulantes. Londrina-PR, Universidade Estadual de
Londrina, 2020.

Tratamentos Parte Aérea Raiz
2@ 1,61 0,27
4 1,48 0,26
Fenantrolina 6 1,71 0,29
8 1,62 0,28
10 1,55 0,28
2 1,63 0,29
4 1,68 0,28
Ac. Ferulico 6 1,84 0,30
8 1,84 0,33
10 1,70 0,29
Acido Salicilico 1,79 0,28
Silicio 1,82 0,29
Testemunha 1,47 0,25
CV (%) 15,94 27,98

Médias seguidas de mesma letra nas colunas n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: ndo significativo. @ Expresso em g L

Os tratamentos de Acido Salicilico e a maior concentracéo de Ac.
Ferulico foram inferiores aos demais tratamentos em Area Superficial, também nzo
diferindo da testemunha, o que implica em um melhor aproveitamento de superficie
das mudas tratadas com os indutores de resisténcia, seja ele complexos de acido
ferulico, fenantrolina ou silicio, todavia as doses dos compostos precisam ser
ajustadas uma vez que nao alcangam valores superiores a testemunha em todas as

variaveis analisadas.

E fundamental ressaltar que os resultados obtidos nesse
experimento sao especificos para as mudas avaliadas e para as condicboes
experimentais utilizadas. Portanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar a

eficacia dos diferentes bioestimulantes em outras plantas e condi¢des de cultivo.

Em sintese, os resultados indicam que o acido ferulico e o acido
salicilico apresentam potencial na promogao do crescimento vegetativo das mudas,

enquanto a fenantrolina ndo apresentou efeito significativo nessa caracteristica.
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Tabela 3.3.2 Andlise de raizes de mudas de tomateiro submetidas a tratamentos
estimulantes ao desenvolvimento. Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina,
2020.

Tratamentos Perimetro Area Superficial Volume
2@ 18,61 b 1285,57 a 10,30 b
Eenantrolin 4 57,46 a 1297,64 a 32,80 a
a 6 29,52 b 1322,07 a 16,51 b
8 41,98 a 1325,58 a 23,65 a
10 29,55 b 1190,52 a 16,16 b
2 57,20 a 1092,74 b 30,93 a
4 45,46 a 1190,51 a 24,86 a
Ac. Ferulico 6 37,50 a 1252,72 a 20,73 a
8 42,66 a 1333,70 a 23,24 a
10 37,28 a 998,17 b 19,73 a
Ac. Salicilico 64,16 a 1092,51 b 35,42 a
Silicio 40,86 a 1255,80 a 22,99 a
Testemunha 47,14 a 1058,91 b 25,84 a
CV (%) 9,89 1,42 12,10

Médias seguidas de mesma letra nas linhas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). ns: ndo
significativo. *: significativo a 5%. Os dados originais receberam transformacgao logaritmica (Box e Cox, 1964).@Expresso em
gL

A andlise de atividade enzimatica e proteinas totais nao demonstrou
diferenca significativa entre os tratamentos analisados (Tabela 3.3.3). Para as
variaveis ligadas a produtividade, houve distingdo entre os tratamentos tanto para

condigdes em ambiente protegido, quanto em ambiente externo.

Os tratamentos indutores de resisténcia demonstraram desempenho
semelhante a testemunha em plantas sem qualquer controle de condicbes
climaticas. Em cultivo protegido, observa-se uma diferencga significativa nas variaveis
observadas de massa fresca de frutos por planta (MFFP) e numero de frutos por
planta (Tabela 3.3.4). Plantas submetidas aos tratamentos 01 e 12 (Silicio),
alcangaram maiores valores em ambas as condi¢gdes de cultivo, porém somente em
cultivo protegido foram superiores a testemunha. Uma vez que as plantas tém seu
estresse reduzido em comparacdo as condicbes externas, houve um possivel
incremento de massa de fruto, em fungdo dos compostos administrados em questao,
pois eles também contribuem como bioestimulantes, facilitando os processos
fisiolégicos de acumulo de massa e construgao celular (SANTOS et al., 2021).
Tabela 3.3.3 Quantificacdo do teor de proteinas totais e atividade das enzimas

catalase, peroxidase e fenilalanina amoénia-liase em tomate sob cultivo protegido.
Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina, 2020.

Prot. FAL®

Tratamentos Catalase® Peroxidase®

Totais®
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2e 43,94 4,28 0,031 0,92
Fenantrolin 4 66,23 5,10 0,016 0,35
a 6 60,02 7,26 0,014 0,51
8 64,30 4,88 0,014 0,43
10 69,74 4,22 0,010 0,32
2 62,80 5,24 0,011 0,49
4 50,49 8,13 0,017 1,49
Ac. Ferulico 6 66,14 5,81 0,011 0,64
8 64,03 4,98 0,012 0,71
10 58,79 7,18 0,014 0,83
Ac. Salicilico 60,16 9,09 0,016 0,57
Silicio 69,37 6,28 0,015 0,58
Testemunha 51,39 9,43 0,016 0,67
cVv 23,86 27,82 12,37 24,84

Médias seguidas de mesma letra nas linhas n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). ns: ndo
significativo. *: significativo a 1%. FAL: fenilalanina aménia-liase ; @ Expresso em (mg g de tecido™).® Expresso em (mmol H.O,
mg proteina). © Expresso em (UAbs min mg proteina) © UAbs.min.mg proteina) ©Expresso em g L. Os dados originais
receberam transformacgéo logaritmica (Box e Cox, 1964).

A plantas produziram entre 4 e 11 frutos comercializaveis por planta,
os valores obtidos em cultivo protegido foram superiores aos do ambiente aberto de
uma maneira geral, sendo superiores nos mesmos tratamentos observados para

massa fresca de frutos por plantas.

As variaveis de atividade enzimatica e produtividade se
comportaram de maneira distinta, a Analise de Componentes Principais (Figura
3.3.3) demonstra a diferenga distinta entre os modos de cultivo, possuindo uma
relacdo antagdnica (MFFPCE x MFFPCP). As variaveis de atividade enzimatica,
possuem tendéncia positiva para os tratamentos em cultivo protegido,
principalmente a fenilamonialise (FAL), ja o teor de proteinas totais (Pt) ndo se

correlaciona com o tipo de cultivo em questao.

Tabela 3.3.4 Massa fresca de frutos por planta (MFFP) e namero de frutos no
tomate em diferentes condigbes de cultivo. Londrina-PR, Universidade Estadual de
Londrina, 2020.

Cultivo Externo Cultivo Protegido
Tratamentos N° de N° de
Frutos MFFP (q) Frutos MFFP (q)

Fenantrolina 2@ 7,00 a 4435 a 10,00 a 511,57 a
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4 4,00 b 204,2 b 8,00 b 386,38 b
6 4,00 b 238,7b 6,00 b 298,55 b
8 7,00 a 382,7 a 8,00 b 405,90 b
10 6,00 a 431,5a 5,00b 309,56 b
2 7,00 a 349,5 a 7,00b 337,02 b
4 4,00 b 200,0 b 9,00 a 463,58 a
Ac. Ferulico 6 6,00 a 328,7 a 8,00 b 383,30 b
8 4,00 b 198,5b 11,00 a 545,05 a
10 6,00 a 262,0b 10,00 a 502,15 a
Ac. Salicilico 8,00 a 448,7 a 7,00b 393,47 b
Silicio 10,00 a 573,75 a 10,00 a 475,47 a
Testemunha 7,00 a 399,0 a 6,00 b 284,26 b
CV (%) 26,23 23,03 16,26 29,15

Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott p<0,05). ns: ndo
significativo. *: significativo a 5%. Os dados originais receberam transformagao logaritmica (Box e Cox, 1964).®Expresso em
gL

Os tratamentos foram agrupados, de acordo com o Teste de Scott-
Knot (p<0,05) para a variavel massa fresca de fruto por planta (MFFP). Os
tratamentos que obtiveram diferenga minima significativa dos demais em algum dos
modos de producao foram classificados em fungdo de seu modo de cultivo sendo
eles: cultivo externo (CE), cultivo protegido (CP) ou cultivo protegido/externo

(CP/CE), tal separagao pode ser mais bem visualizada na Figura 3.3.1.

Os tratamentos de fenantrolina nas doses 4 e 6 g L' apresentaram
baixo desempenho de massa fresca de frutos por planta em ambas as condigdes de
cultivo sendo categorizados como néo aplicaveis (NA). Os tratamentos 4, 8 e 10 g
de acido ferulico apresentaram maior similaridade e melhor desempenho em cultivo
protegido. Os tratamentos 8, 10 g L de fenantrolina; 2 e 6 g L' de acido ferulico,
Acido salicilico e testemunha possuem maior similaridade ao cultivo em ambiente

externo.

Os tratamentos de silicio e 2 g L' de fenantrolina e 01
proporcionaram bom desempenho em ambas as condi¢gdes de cultivo. As variaveis
apresentaram comportamento influenciavel ao manejo de cultivo protegido tendo
suas coordenadas dispersas nos mesmos quadrantes onde os melhores resultados
foram o de cultivo protegido. O cultivo protegido facilita os processos fisiologicos da
planta promovendo resultados que vao ao encontro de uma maior atividade
metabdlica e/ou maiores patamares de produtividade quando comparado a um

cultivo em condigdes nao controladas (TRENTO et al., 2021).
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Figura 3.3.1 Analise de componentes principais (ACP) das caracteristicas de massa
fresca de fruto por planta (MFFP) e da atividade enzimatica do tomateiro em
condicdes de cultivo em area externa (CE) e protegida (CP).
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MFFPCE: massa de frutos por planta em cultivo externo; MFFPCP: massa de fruto por planta em cultivo protegido; Pt:

proteinas totais; Ct: catalase; Px: peroxidase; FAL: fenilalanina amonia-liase.

3.31 CONCLUSAO
Os tratamentos indutores de resisténcia ndo interferiram no teor de

proteinas totais e atividade das enzimas catalase, peroxidase e fenilalanina amonia-

liase.

A variavel atividade de enzimas possui caracteristicas semelhantes
a variavel massa de frutos por plantas, principalmente quando essa é observada em
plantas de cultivo protegido, por essa raz&do, o cultivo protegido promove a maior

acao das enzimas estudadas no presente experimento.

Os tratamentos de Silicio, Fenantrolina (2 g L") e acido ferulico (4, 8
e 10 g L") proporcionam incremento de produtividade ao tomate, quando em

condicdes de cultivo protegido.
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4 ARTIGO B: O USO DE BIOESTIMULANTES NA AGRICULTURA ORGANICA: UMA ALTERNATIVA
SUSTENTAVEL PARA O CULTIVO DE HORTALICAS

RESUMO

As praticas agricolas tém buscado cada vez mais praticas que proporcionem maior
sustentabilidade ao sistema produtivo. Por essa razédo, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do uso de bioestimulantes no cultivo organico de brocolis e tomate.
Foram utilizados os tratamentos Quitosana, Ascophyllum nodossum, Metil Salicilato
e Silicio, aplicados isoladamente ou em combinagédo. A testemunha nao recebeu
pulverizacdes. Foram avaliadas a massa fresca e seca da parte aérea e raizes das
mudas, a atividade enzimatica (peroxidase, fenil aménia-liase e catalase) e o teor de
proteinas totais. A condutdncia estomatica apresentou maiores valores nos
tratamentos de Ascophyllum em ambas as culturas. Na fase reprodutiva, foi avaliada
a pesagem de frutos por plantas (MFFP) em tomate, enquanto para o brécolis, ndo
foi possivel alcangar a etapa reprodutiva devido as condi¢des climaticas regionais.
Novamente, os tratamentos com Ascophyllum nodosum isolados e sua combinagao
com quitosana apresentaram os maiores valores. Por meio de uma analise de
componentes principais (ACP), verificou-se que os tratamentos bioestimulantes
influenciam as variaveis de atividade enzimatica, enquanto a testemunha apresenta
comportamento oposto. Também foi realizada uma comparagéo entre os manejos
utilizados em diferentes safras, isolando o tratamento de Silicio que foi comum em
ambos o0s experimentos. Nota-se uma possivel influéncia do manejo no
comportamento das variaveis estudadas.

Palavras-chave: Quitosana, Ascophyllum nodossum, Metil Salicilato, Silicio, tomate
ABSTRACT

Agricultural practices have increasingly sought practices that provide greater
sustainability to the production system. For this reason, the objective of this study
was to evaluate the effect of using biostimulants in organic cultivation of broccoli and
tomato. The treatments used were Chitosan, Ascophyllum nodosum, Methyl
Salicylate and Silicon, applied alone or in combination. The control group did not
receive any sprayings. The fresh and dry weight of the shoots and roots of the
seedlings, the enzymatic activity (peroxidase, phenyl ammonia-lyase and catalase)
and the total protein content were evaluated. Stomatal conductance showed higher
values in the Ascophyllum treatments in both crops. In the reproductive phase, the
fruit weight per plant (FWPP) was evaluated in tomato, while for broccoli, it was not
possible to reach the reproductive stage due to regional weather conditions. Again,
treatments with isolated Ascophyllum nodosum and its combination with chitosan
showed the highest values. Through a principal component analysis (PCA), it was
found that biostimulant treatments influence the enzymatic activity variables, while
the control group shows opposite behavior. A comparison was also made between
the management used in different harvests, isolating the Silicon treatment that was
common in both experiments. A possible influence of management on the behavior
of the studied variables can be observed.

Keywords: Chitosan, Ascophyllum nodosum, Methyl Salicylate, Silicon, tomato

4.1 INTRODUGAO
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O cultivo orgénico tem se mostrado uma pratica cada vez mais
popular na agricultura moderna, visto que promove a produgao de alimentos mais
saudaveis e sustentaveis. Nesse contexto, o uso de bioestimulantes tem ganhado
destaque como uma alternativa para melhorar o desempenho das culturas em

manejo organico, sem a utilizagdo de insumos quimicos.

Os bioestimulantes sdo substancias naturais ou sintéticas que,
quando aplicadas nas plantas, promovem acobes fisiolégicas e metabdlicas que
resultam em um melhor desenvolvimento e aumento da produtividade das culturas.
Dentre as substancias utilizadas como bioestimulantes, destacam-se os extratos de
algas, os acidos humicos e fulvicos e as substancias com agao hormonal, como o
acido salicilico e o acido indolbutirico. O emprego de bioestimulantes tem sido aceito

como alternativa aos tratamentos, se enquadrando a agricultura orgénica.

Aplicagédo de bioestimulantes pode ser uma alternativa interessante
para melhorar o desempenho dessas culturas em cultivo organico, sem a utilizagao
de insumos quimicos que possam prejudicar a saude do solo e dos seres vivos que
dele dependem. Sendo assim, o estudo pretende contribuir para o desenvolvimento
de praticas agricolas mais sustentaveis e eficientes na produgdo de hortalicas

organicas.

Dentre os bioestimulantes utilizados, destacam-se a quitosana, o
Ascophyllum nodosum, derivados do acido salicilico e Silicio, esses compostos
promovem o crescimento e desenvolvimento das plantas, além de aumentar a
resisténcia a estresses bidticos e abiodticos (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Eles
sdo utilizados como alternativa aos fertilizantes quimicos e visam melhorar a
qualidade e produtividade das culturas em diferentes sistemas de cultivo, incluindo o
manejo orgénico. Tém sido amplamente estudados e utilizados na agricultura
moderna como ferramentas importantes para aumentar a sustentabilidade dos

sistemas de produgao agricola (PEREIRA et al, 2021).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o

efeito do uso de bioestimulantes no cultivo de brocolis e tomate em manejo organico.

4.2 MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no municipio de Londrina, PR, Brasil,

nao Universidade Estadual de Londrina, durante o periodo de primavera-verao do
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ano de 2021. O clima da regido é classificado como subtropical Cfa conforme
Kdppen, com precipitacdo anual de aproximadamente 1600 mm, temperatura do ar
média anual de 20,7°C e umidade relativa do ar média de 73% (CAVIGLIONE,
2000). O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo de forma simultanea em
condigdes de campo aberto (23°19’44” S, 51° 12’17” O, 585 m.). As culturas
estudadas foram brécolis de cabeca unica, cultivar Marathon e tomate do tipo santa-
cruz, cultivar Santa Clara, cuja semeadura ocorreu no dia 09/08/2021. O
delineamento experimental de ambos os ensaios foi em blocos ao acaso, possuindo

6 tratamentos em 4 repetigdes.

A analise quimica do solo da area apresentou os resultados pH
(CaCl2) = 6,06; Ca = 8,29 cmolc dm™; Mg = 4,26 cmolc dm™; Al = 0,0 cmolc dm?; H +
Al = 2,70 cmolc dm®; K = 0,92 cmolc dm?3; C = 20,68 g kg' e P = 54,86 mg dm=. Nas
analises quimicas, o Ca e o Mg foram determinados por titulagdo com EDTA e o Al
por titulagcdo com NaOH. A acidez potencial foi estimada pelo método pH SMP e o P
e K foram extraidos utilizando-se solugao extratora Melich'. O P foi determinado por
espectrofotometria e o K por fotometria de chama. O carbono organico foi

quantificado pelo método Walkley-Black.

As mudas de brocolis foram transplantadas em vasos de 8 L
preenchidos por mistura de solo, substrato, composto bovino e areia em uma
relagao de 2:1:1:1(v/v) respectivamente, a cultura foi conduzida em cultivo protegido
no local descrito previamente. As mudas de tomate, foram transplantadas em vasos
(solo, substrato, composto bovino e areia; 2:1:1:1 v/v) e em area de cultivo externo.
No transplantio foram aplicadas 2 g/cova de calcario calcitico (45% de CaO),
objetivando a restituicdo do equilibrio na saturacao de bases do solo e 100 g/cova

de vermicomposto.

Os compostos bioestimulantes utilizados foram: Quitosana (300 ml L-
), Ascophyllum nodossum (200 ml L), Metil Salicilato (200 ml L") , Silicio na
forma de dioxido de silicio e carbonato de calcio (1kg L), sendo aplicados de
maneira isolada ou em combinagbes, sua identificagdo foi : 1) Quitosana 2)
Quitosana + Ascophyllum,3) Metil Salicilato 4) Metil Salicilato + Ascophyllum 5)
Ascophyllum 6) Silicio 7) Testemunha (sem tratamento). Os compostos foram
pulverizados nas mudas 10 dias apds a semeadura (DAS) e posteriormente aos 15

dias apos o transplantio (DAT).
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O tomate foi conduzido em haste unica, tutorado em estacas
sustentado por fitilho plastico. As desbrotas foram efetuadas periodicamente e apos
o desenvolvimento completo das flores do quarto cacho (80 DAT), as plantas tiveram
0s seus meristemas apicais removidos (GUIMARAES et al., 2007). Os brécolis foram

conduzidos até a formacao dos floretes (cabeca) (60 DAT).

As avaliagbes foram realizadas conforme o desenvolvimento das
plantas, podendo ser divididas em avaliagbes em fase de muda e em fase

reprodutiva.

Avaliagbées morfoagronémicas
Foram avaliados, massa fresca e seca de parte aérea e raiz, a fim
de verificar o incremento proporcionado pelos tratamentos. Visando explorar melhor
as caracteristicas de raiz, o software Safira foi empregado em que 4 plantas por
repeticdo foram fotografadas e avaliadas quanto aos paradmetros de comprimento,
volume e area de distribuicdo. As plantas foram avaliadas com 40 dias apds sua

semeadura.

As culturas foram conduzidas até a fase reprodutiva. Os frutos do
tomateiro foram avaliados quanto ao comprimento, largura, massa fresca; tais
medidas foram obtidas por auxilio de paquimetro digital e balanga de precisdo. As
cabecas de brocolis formadas tiveram suas dimensdes de comprimento, largura e
peso mensuradas por meio de régua, paquimetro digital e balanga de preciséo.

Figura 4.2.1 Manejo de desfolha do tomate, realizado para colheita das duas
primeiras pencas totalmente formadas, Universidade Estadual de Londrina, 2021
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Atividade enzimatica

Foram determinados os teores de proteinas totais e a atividade das
enzimas catalase, peroxidase e fenilalanina amoénia-liase (FAL). Foram coletados
foliolos do terco médio das plantas, para entdo determinar-se a atividade enzimatica
foi determinada a partir do extrato proteico dos foliolos, obtido por maceragdao em
almofariz com 2,0 ml de solugdo tampao fosfato de potassio 0,2 M e pH 7,5. A
solugdo foi armazenada em microtubos, em congelador. A quantificacdo das
proteinas totais foi realizada com base no método descrito por Bradford (1976). A
atividade da enzima FAL foi obtida a partir da colorimetria do acido trans-cinamico,
conforme metodologia descrita por Umesha (2006). A peroxidase teve sua atividade
determinada pela conversdo de guaiacol a tetraguaiacol (LUSSO, PASCHOALATI,
1999). A catalase foi determinada pelo acréscimo na absorbéancia a 240 nm através
do coeficiente de extingao molar de 36 M cm” (ANDERSON et al., 1995).

Conduténcia Estomatica
As plantas foram submetidas a medigao de condutancia estomaticao
(Figura 4.2.1), por meio de um porometro de difusdo dindmica modelo SC-1

(Decagon Devices, inc) e seu resultado expresso em mmol m?s™. As folhas foram
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submetidas a leitura pelo aparelho 15 dias apds as plantas terem recebido seus
tratamentos.
Figura 4.2.2 Determinacdo da condutancia estomatica dos tomates, em vaso,

realizada com auxilio de um 50 porébmetro de difusdo dindmica modelo SC-1
(Decagon Devices). Universidade Estudal de Londrina, PR, 2021.

,‘:, S GBLS7 N} ﬁﬁ[‘ L N 7 /,

Panorama do manejo da cultura
O experimento foi conduzido no mesmo local e com a mesma
cultivar que o artigo anterior (Artigo A), apenas diferindo em sua data de execugao e
em praticas de manejo, de modo que o presente trabalho contou com manejo
assemelhando-se a agricultura organica. Desse modo, os dados de ambos artigos
foram estudados por meio de ACP, buscando entender a influéncia do manejo em

um dos tratamentos em que as plantas receberam em ambas as safras.

As variaveis massa fresca de fruto por planta (MFFP), proteinas
totais, atividade enzimatica e teor de sodlidos soluveis (Brix°) submetidas ao
tratamento de Silicio foram analisadas por meio do software R pelo pacote
FactoMineR (LE et al., 2008).

Anélise Estatistica
Os dados foram submetidos ao teste F (p<0,05), uma vez atendido
os pressupostos de normalidade e homocedasticidade, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e Scott-Knott (p<0,05).
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Adicionalmente as médias foram submetidas a Analise de
Componentes Principais (ACP), visando descrever a relagédo entre os tratamentos e

as variaveis do tomateiro.

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R,

onde a ACP contou com o uso do pacote FactorMineR (LE et al., 2008).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Desempenho das vegetativo: brocolis e tomate
Os tratamentos em brocolis nao proporcionaram diferenga
significativa em seus niveis de clorofila, no entanto, existe diferenca na condutancia
estomatica das plantas. Os tratamentos com quitosana, Ascophyllum e silicio
isolados diferiram significativamente de suas combinagcées com outros possiveis
indutores de resisténcia. A testemunha néo diferiu significativamente de nenhum dos

tratamentos (Tabela 4.3.1).

Tabela 4.3.1 Condutancia estomatica e niveis de clorofila em brocolis. Londrina-PR,
Universidade Estadual de Londrina, 2021.

Condutancia Clorofila Clorofila

Tratamentos Estomatica® (L1) (L1)

1) Quitosana 679,41 a 45,76 42,74
2) Quitosana + Ascophyllum 660,92 ab 41,26 41,12
3) Metil Salicilato 626,02 ab 42,68 41,00
4) Metil Salicilato + Ascophyllum 377,66 b 36,78 38,20
5) Ascophyllum 677,20 a 45,20 41,10
6) Silicio 687,58 a 46,18 43,60
7) Testemunha 676,88 ab 41,16 46,82
CV (%) 23,83 14,62 14,64

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<p<p<0,05). ns: nao significativo. @ Expresso em (mmol.m?s").

A combinacao entre metil salicilato e Ascophyllum proporcionaram
os piores patamares de condutancia estomatica, é possivel que a interagao entre as
duas substancias uma maior atividade de defesa das plantas e consequentemente

uma menor condutancia estomatica.

Quando observados em tomate, os resultados de condutancia
estomatica demonstraram diferenca entre tratamentos (Tabela 4.3.3). O resultado
aponta para uma resposta distinta entre brassicas e solanaceas aos diferentes

bioestimulantes aplicados, sendo Ascophyllum mais responsivo no caso do tomate.

Tabela 4.3.2 Condutancia estomatica e niveis de clorofila em Tomate (Estufa).
Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina, 2021.
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Tratamentos Condutancia Estomatica®
1) Quitosana 306,72 ab

2) Quitosana + Ascophyllum 287,58 ab

3) Metil Salicilato 286,10 ab

4) Metil Salicilato + Ascophyllum 285,78 ab

5) Ascophyllum 331,56 a

6) Silicio 273,86 ab

7) Testemunha 241,30 b

CV (%) 14,67

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<p<p<0,05). ns: nao significativo. @ Expresso em (mmol.m?s").

Os efeitos dos bioestimulantes podem variar de acordo com a
espéecie de hortalica e as condicdes em que sao cultivadas. Cada espécie tem suas
caracteristicas especificas, como necessidades nutricionais, resisténcia a pragas e
doencas, e sistema radicular, que podem afetar a resposta aos bioestimulantes.
Além disso, fatores ambientais, como temperatura, umidade e luminosidade,
também podem influenciar sua eficacia. Por isso, € importante considerar esses

fatores ao utiliza-los como forma de manejo (MANTRI et al., 2012).

As variaveis relacionadas a massa seca de parte aérea e raiz, para o
brécolis, ndo apresentaram diferencga significativa entre os tratamentos e tampouco
com a testemunha (Tabela 4.3.4). Contudo, as mudas de tomateiro apresentaram
desempenho superior nos tratamentos de quitosana em combinagcdo ao

Ascophyllum, também nas mudas submetidas ao Silicio.

Tabela 4.3.3 Massa seca (g) da parte aérea (P.A.) e raiz mudas de Brdcolis.
Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina, 2021.

Tratamentos Brocolis Tomate

P.A. Raiz P.A. Raiz
1) Quitosana 0,41 0,46 0,96 abc 0,18 ab
2) Quitosana + Ascophyllum 0,42 0,44 1,41 a 0,25 a
3) Metil Salicilato 0,41 0,52 0,79 ¢ 0,11b
4) Metil Salicilato + Ascophyllum 0,36 0,50 0,87bc 0,14 ab
5) Ascophyllum 0,38 0,41 0,99abc 0,15ab
6) Silicio 0,33 0,44 1,36 ab 0,21 ab
7) Testemunha 0,45 0,46 0,96abc 0,19 ab
CV (%) 17,17 34,00 20,87 27,43

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<p<p<0,05). ns: nao significativo.

O menor valor de massa seca foi encontrado nos tratamentos que

receberam apenas Metil Salicilato, ja os maiores valores foram obtidos na

combinagdo de Quitosana e Ascophyllum. O resultado de massa seca também
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indica diferenca entre a resposta das espécies para com o0s compostos
bioestimulantes.

Estudos recentes tém demonstrado que o uso de bioestimulantes
em plantas de hortaligas, como alface, tomate e pimentdo, pode aumentar
significativamente a producdo de massa seca, resultando em plantas mais
saudaveis e vigorosas. Por exemplo, Martin et al. (2018) realizaram um estudo sobre
a aplicacdo de quitosana em mudas de alface e constataram um aumento
significativo no acumulo de massa seca tanto nas raizes quanto nas partes aéreas
das plantas. Além disso, Souza et al. (2017) avaliaram o efeito do EAN em plantas
de tomate e observaram um aumento na producido de massa seca e no teor de
clorofila nas folhas. Contudo, mais pesquisas sao necessarias para avaliar a eficacia
dos bioestimulantes em diferentes espécies de hortalicas e condigdes de cultivo. E
importante destacar que os bioestimulantes ndo devem substituir as praticas

adequadas de manejo e nutrigdo na agricultura organica.

Atividade enzimatica e teor de proteinas totais do tomateiro
As avaliagdes de teor de proteinas totais e atividade das enzimas
catalase, peroxidase e fenilalanina aménia-liase ndo apresentaram diferencas
significativa para quaisquer modos de cultivos estudados; o que implica em uma
atividade enzimatica estavel, uma vez que as condi¢gbes climaticas foram severas
durante boa parte do cultivo tanto para temperaturas excessivas quanto para
demasiadas baixas, afetando ambos os modelos de cultivo.

Tabela 4.3.4 Proteinas totais, catalase, peroxidase e fenilalanina amoénia-liase em
tomate cultivado em campo. Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina, 2021.

Prot.

Tratamentos Totais Catalase® PerO)(Sdase FAL®
(a)
1) Quitosana 34,64 17,00 0,027 0,30
2) Quitosana + Ascophyllum 45,40 11,57 0,021 0,19
3) Metil Salicilato 38,86 14,53 0,024 0,44
4) Metil Salicilato + Ascophyllum 31,17 18,41 0,020 1,75
5) Ascophyllum 35,35 16,51 0,024 0,90
6) Silicio 36,41 18,17 0,038 0,31
7) Testemunha 45,33 9,81 0,017 0,19
CV(%) 28,34 17,18 46,33 77,19

Médias seguidas de mesma letra nas linhas n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<p<p<0,05).ns:
nao significativo. *: significativo a 1%. @ Expresso em (mg g de tecido™).® Expresso em (mmol H,O, mg proteina™).© Expresso
em (UAbs min mg proteina) @ UAbs.min.mg proteina). Os dados originais receberam transformagao logaritmica (Box e Cox,
1964).
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Percebe-se que a atividade enzimatica e os teores de proteinas
totais foram maiores, nas plantas submetidas ao cultivo protegido, uma vez que em
tais condigbes ocorreu uma possivel melhoria na assimilagdo de compostos, devido
a mitigagdo dos efeitos climaticos da safra em questdo. Diversos fatores, como
temperatura, umidade e luminosidade, podem influenciar o teor de proteinas totais
em plantas cultivadas em ambiente protegido. De acordo com estudos recentes, o
cultivo protegido pode levar a um aumento significativo no teor de proteinas em
algumas espécies vegetais. (COLLA et al., 2018)

Um estudo realizado por BRZEZINSKI et al. (2017) avaliou o teor de
proteinas totais em folhas de alface cultivadas em diferentes sistemas de cultivo,
incluindo cultivo protegido e a campo aberto. Os resultados mostraram que as
plantas cultivadas em ambiente protegido apresentaram um teor significativamente
maior de proteinas totais em comparacdo com as plantas cultivadas a campo aberto
(ROUPHAEL et al., 2018).

Tabela 4.5. Proteinas totais, catalase, peroxidase e fenilalanina aménia-liase em
tomate cultivado em estufa. Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina, 2021.

Tratamentos TPrqt. , Catalase® Peroxidase® FAL®
otais®
1) Quitosana 53,38™ 11,65 0,029 3,37™
2) Quitosana + Ascophyllum 48,81 13,24 0,027 2,96
3) Metil Salicilato 40,95 21,41 0,035 6,26
4) Metil Salicilato + Ascophyllum 48,51 12,20 0,018 3,88
5) Ascophyllum 41,77 17,11 0,033 4,97
6) Silicio 46,40 15,25 0,026 3,36
7) Testemunha 41,47 17,13 0,040 4,74
CV(%) 25,83 19,68 12,87 38,28

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<p<p<0,05). ns:
nao significativo. *: significativo a 1%. @ Expresso em (mg g de tecido™). ® Expresso em (mmol H,O, mg proteina™). © Expresso
em (UAbs min mg proteina™) @ UAbs.min.mg proteina). Os dados originais receberam transformagéao logaritmica (Box e Cox,
1964).

Desempenho reprodutivo: tomateiro
Os resultados de produtividade referente a cultura do brécolis nao
foram computados, uma vez que o experimento nao foi conduzido até a fase
reprodutiva da cultura, devido a incidéncia de uma forte geada em que as plantas de
brécolis ndo se recuperaram apos o incidente.
As plantas do tomateiro foram conduzidas até o desenvolvimento
pleno de sua quarta penca. As plantas que receberam o tratamento com

Ascophyllym de maneira isolada ou associada a quitosana, apresentaram maior
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massa fresca de frutos por planta. A varidvel MFFP apresentou comportamento
similar a condutancia estomatica, pois em ambas analises o tratamento com
Ascophyllum de forma isolada demonstrou-se superior aos demais e no caso da
variavel relativa a produtividade, observamos também diferenga significativa em sua
associacdo com quitosana.

Tabela 4.3.5 Massa fresca de frutos por planta do tomate sob tratamentos
bioestimulantes. Londrina-PR, Universidade Estadual de Londrina, 2021.

Tratamentos MFFP (kg)
1) Quitosana 1,89 b
2) Quitosana + Ascophyllum 2,37 a
3) Metil Salicilato 1,49 b
4) Metil Salicilato + Ascophyllum 1,67 b
5) Ascophyllum 2,06 a
6) Silicio 1,95 a
7) Testemunha 1,29 b
CV (%) 35,56

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<p<p<0,05).ns: nao significativo.

As variaveis foram submetidas a uma analise de componentes
principais (ACP). As coordenadas das variaveis explicaram 78,9% da variancia nos
tratamentos, sendo que 48% da variancia foi explicada pelo eixo da dimenséo 1 e
30,9% pelo eixo da dimensédo 2 no PCA 1 e 2.

A atividade enzimatica foi estimulada pela aplicagdo dos compostos
bioestimulantes, ainda que n&o apresentando diferenga minima significativa, por
meio da analise de componentes principais, € possivel observar a contribuicdo dos
tratamentos para essa variavel, ao passo que as plantas que nao receberam
tratamento (Testemunha), encontram-se no quadrante oposto as variaveis em
questao (Figura 4.3.1).

As plantas que receberam o tratamento de quitosana (1) e
Ascophyllum (5) tenderam a maior atividade da enzima catalase e condutancia
estomatica. Os tratamentos de Silicio (6) e metil salicilato combinado a Ascophyllum
(4) possivelmente influenciaram a atividade das enzimas peroxidase e fenilalanina
amoOnia-liase. Os tratamentos que apresentaram maior influéncia na massa de frutos
por planta foram: Quitosana em combinagdo com Ascophyllum e Ascophyllum de
maneira isolada. (Figura 4.3.1)

Os tratamentos apresentaram distribuicédo distinta entre si, contudo é

perceptivel sua contribuicdo para com as variaveis analisadas, uma vez que todos
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os tratamentos apresentam coordenadas prdoximas as variaveis observadas. As
plantas ndo submetidas a quaisquer tratamentos, apresentam-se de maneira
diferente as plantas tratadas, o que infere uma possivel melhoria em todos os
aspectos observados, uma vez que esses sdo influenciados pelos compostos
bioestimulantes estudados.

Figura 4.31 Analise de componentes principais (ACP) do teor de proteinas totais,

atividade enzimatica, condutancia estomatica e massa fresca por planta (MFFP), em
funcao dos tratamentos bioestimulantes.

MFFP
(kg planta-1)

o
1

PCAZ2 (25,2%)

Q>
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-1 EECE
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MFFP: massa de frutos por planta; Pt: proteinas totais; Ct: catalase; Px: peroxidase; FAL: fenilalanina amdnia-liase. C. Estm:
condutancia estomatica. 1.Quitosana; 2. Quitosana + Ascophyllum; 3. Metil Salicilato; 4. Metil Salicilato + Ascophyllum; 5.
Ascophyllum; 6. Silicio; 7. Testemunha

Manejo do tomateiro orgénico e convencional

O manejo datado pelo ano de 2020 nao conteve praticas
estritamente adequadas para serem classificados como organico, uma vez que esse
contou com o uso de fertilizantes quimicos em aplicagdes foliares, em contrapartida
a conducado do tomateiro no ano de 2021 contou com praticas integralmente
adotadas no cultivo organico de hortaligas, tanto na parte de nutricdo quanto no
manejo fitossanitario, uma vez que durante o periodo do experimento a pressao de

pragas e doengas mais amena, quando comparado ao ano anterior.

A forma de manejo é determinante para os processos metabdlicos

das culturas, pois os estimulos as plantas variam em fungcdo da pratica de manejo
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adotada. Nesse sentido, o emprego de praticas exclusivamente organicas foi
contrastado ao convencional realizado no ano anterior, por meio do uso da analise

de componentes principais (Figura 4.3.2)

As variaveis tiveram suas coordenadas atribuindo em 78,9% da
variancia dos tratamentos, 48 % e 30,9 % nos eixos das dimensdes 1 e 2,
respectivamente (PCA 1 e 2). Verificou-se uma similaridade no comportamento das
variaveis MFFP em ambos os anos, ambas alocadas no quadrante superior direito,
ao passo que as variaveis relacionadas a atividade enzimatica se comportaram de
maneira antagbnica, o que indica uma alteragdo no metabolismo das plantas em

funcdo do manejo adotado.
Figura 4.3.2 Analise de componentes principais (ACP) do teor de proteinas totais,
atividade enzimatica, massa fresca por planta (MFFP), teor de sdlidos soluveis, de

tomateiros submetidos ao uso de silicio em manejo convencional (2020) e organico
(2021).
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O manejo organico em tomates pode proporcionar para o equilibrio
sanitario das plantas, uma vez que as praticas utilizadas neste sistema favorecem o
desenvolvimento de um ambiente mais favoravel ao controle natural de pragas e
doencgas. (HERNANDEZ-SANTIAGO et al., 2020). O conjunto de praticas mais



51

sustentaveis contribui para a manutencdo do ambiente em que a cultura esta
inserida, além disso, o uso de defensivos naturais e biolégicos, como extratos
vegetais e micro-organismos benéficos, € uma estratégia eficaz no manejo orgéanico
de tomates. Esses defensivos atuam de forma seletiva, combatendo os agentes
causadores de doencgas e pragas, sem afetar a saude das plantas e do meio
ambiente (COLLA et al.,2017) (AHMED et al, 2017).

Estudos de longa data ja apontavam que o uso continuo de praticas
convencionais, sem a busca da adocdo de praticas sustentaveis, limita a
produtividade no cultivo de hortalicas (CLARK et al., 1999), buscar o equilibrio
ambiental contribui para a preservacao dos meios de cultivo, reducdo do custo de
producao e resulta na obtencdo de um alimento de alta qualidade ao consumidor
final (LETOURNEAU; GOLDSTEIN, 2001).

As interagdes entre os processos fitoquimicos, fisiolégicos e do uso
de compostos bioestimulantes, sejam eles indutores de resisténcia, promotores de
crescimento, condicionadores de solo ou agentes de biocontrole, possui vasta
abrangéncia devendo ser mais bem explorada uma vez que esses compostos em

sua maioria possuem multipla funcao (LENGAI et al., 2020).

4.4 CONCLUSAO
Conclui-se que os compostos bioestimulantes, como a quitosana e o
Ascophyllum, tem um efeito positivo no crescimento e na produtividade das plantas

de tomateiro.

A andlise de componentes principais permitiu identificar a
contribuicdo dos diferentes tratamentos para as variaveis analisadas, demonstrando
que o tratamento com Ascophyllum ¢é distinto das variaveis estudadas. A
combinagdo de quitosana com Ascophyllum também apresentou resultados

promissores, especialmente no aumento da massa fresca de frutos por planta.

Os compostos bioestimulantes também influenciaram positivamente
a atividade enzimatica, com destaque para a catalase, peroxidase e fenilalanina

amonia-liase.



52

5 CONCLUSOES GERAIS
O metabolismo vegetal possui imensa complexidade e sofre

influéncia de diversas maneiras, pois esta cercado de estimulos que desencadeiam
diferentes reagdes bioquimicas, ativagao genética entre outras nuances mecanismo
de funcionamento vegetal. Nesse sentido, explorar possiveis tratamentos para
melhor entender suas interacbes e efeitos sobre as hortalicas se faz necessario,

uma vez que essas recebem tratos culturais de forma intensa.

Os compostos de Silicio, Quitosana e Ascophyllum nodosum
demonstraram se capazes de promover e estimular positivamente a cultura do
tomate, possibilitando um melhor desempenho tanto para as fases iniciais (mudas)
quanto para a producéo de frutos. A dindmica do Acido Ferulico e Fenantrolina ainda
carece de maiores estudos, uma vez que a sua dosagem ainda precisa ser ajustada,

todavia os resultados demonstram efeitos positivos em sua administragao.

E importante destacar que o sistema de cultivo e o manejo adotado
pelo produtor implica em diferentes efeitos e resultados para a planta do tomate. Os
desafios da producdo agricola vao muito além de uma reacdo de causa e efeito,
sendo fundamental que se observe a sustentabilidade do sistema como um todo.
Custo de producao, restruturagcdo do ecossistema, bem-estar social do produtor,
equilibrio do sistema de cultivo, sdo fatores determinantes para o sucesso da
atividade agricola, também devem ser considerados para adogdo de determinado
tipo de cultivo ou proposta de manejo. A tomaticultura organica tem se demonstrado
uma alternativa viavel e sustentavel; o uso dos compostos supracitados podem ser

ferramentas valiosas para otimizagao dos resultados nesse ramo de atividade.

Os resultados obtidos no presente trabalho, sugerem que a
utilizacdo de compostos bioestimulantes, levando em consideragéo o tipo e manejo
de cultivo, pode ser um instrumento importante para melhorar a produtividade e a
qualidade das plantas cultivadas, sendo assim uma area de interesse para futuras

pesquisas na area agricola.
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