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RESUMO GERAL

ALBUQUEERQUE, Yuri Allyson Paiva. Potencial remediador do extrato das folhas de
Eugenia punicifolia (Kunth) DC. (Myrtaceae) sobre o desenvolvimento de plantulas de Lactuca
sativa L. expostas ao sulfato de niquel. 2020. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Producao Vegetal
— Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade académica de Serra Talhada (UFRPE
- UAST)), Serra Talhada — PE.

O uso inadequado e a longo prazo de fertilizantes fosfatados, o descarte de residuos industriais
e lixo eletrénico, como também, praticas de mineracao, sdo atividades antropogénicas que
acarretam na contaminacao de solos agricolas por metais téxicos em muitas partes do mundo.
Uma das respostas primarias das plantas a exposicdo a altos niveis de metais toxicos é a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essa superproducdo de EROs nas plantas
leva a um estresse oxidativo e consequentemente dano celular. Como alternativa para reverter
esse problema, estudos recentes tém utilizado extratos vegetais como fonte de biomoléculas
com potencial quelante e antioxidante de metais toxicos. Sendo assim, o presente estudo
investigou a efetividade do extrato de folhas de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. como
potencial remediador ou protetor do desenvolvimento de plantulas de Lacutca sativa L.
expostas ao sulfato de niquel. O estudo foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com ensaios em quadruplicatas. Os tratamentos consistiram de concentracgdes isoladas
do extrato etandlico de Eugenia punicifolia (EEEP) e sulfato de niquel (NiSOs), das
concentragfes combinadas (EEEP x NiSO4) e um controle apenas com agua destilada. Foram
analisados paramentros fisico-quimicos das solucGes aplicadas no teste de remediacdo, bem
como parametros morfoldgicos e bioquimicos das plantulas cultivadas. Nos tratamentos
combinados (EEEP x NiSOg), as plantulas apresentaram melhora na sua morfologia e no
conteddo dos pigmentos fotossintéticos. Sendo assim, o estudo apresentou resultados que
evidenciam o papel protetor do EEEP sobre a fitotoxicidade induzida por niquel nas plantulas
de Lactuca sativa L. No entanto, sdo necessarios novos estudos sobre os mecanismos
moleculares relacionados a atividade remediadora do EEEP sobre plantulas de Lactuca sativa

L. expostas ao niquel.

PALAVRAS-CHAVE: metais toxicos; estresse oxidativo; remediacdo; metabdlitos

secundarios; extratos vegetais.



GENERAL ABSTRACT

ALBUQUEERQUE, Yuri Allyson Paiva. Potential remedy for Eugenia punicifolia (Kunth) DC
leaf extract. (Myrtaceae) on the development of Lactuca sativa L. seedlings exposed to nickel
sulfate. 2020. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal — Universidade Federal Rural
de Pernambuco — Unidade académica de Serra Talhada (UFRPE - UAST)), Serra Talhada — PE.

The inadequate and long-term use of phosphate fertilizers, the disposal of industrial waste and
electronic waste, as well as mining practices, are anthropogenic activities that result in the
contamination of agricultural soils by toxic metals in many parts of the world. One of the
primary responses of plants to exposure to high levels of toxic metals is the production of
reactive oxygen species (ROS). This overproduction of ROS in plants leads to oxidative stress
and consequently cell damage. As an alternative to reverse this problem, recent studies have
used plant extracts as a source of biomolecules with toxic metal chelating and antioxidant
potential. Therefore, the present study investigated the effectiveness of Eugenia punicifolia
(Kunth) DC leaf extract. as a potential remedy or protector for the development of Lacutca
sativa L. seedlings exposed to nickel sulfate. The study was carried out in a completely
randomized design (DIC), with tests in quadruplicates. The treatments consisted of isolated
concentrations of the ethanolic extract of Eugenia punicifolia (EEEP) and nickel sulfate
(NiSOs), of the combined concentrations (EEEP x NiSO4) and a control with distilled water
only. Physical-chemical parameters of the solutions applied in the remediation test were
analyzed, as well as the morphological and biochemical parameters of the cultivated seedlings.
In the combined treatments (EEEP x NiSQOgs), the seedlings showed improvement in their
morphology and in the content of photosynthetic pigments. Thus, the study showed results that
demonstrate the protective role of EEEP over nickel-induced phytotoxicity in Lactuca sativa L.
seedlings. However, further studies on the molecular mechanisms related to EEEP remedial
activity on Lactuca sativa L seedlings are needed. exposed to nickel.

KEYWORDS: toxic metals; oxidative stress; remediation; secondary metabolites; plant

extracts.
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APRESENTACAO

Um problema ambiental conceitual associado ao crescimento populacional urbano no
espaco e tempo é o aumento da poluicdo. A rapida urbanizacdo, industrializacdo, agricultura
extensiva e mineragdo, ndo so causaram danos na disponibilidade dos recursos naturais, mas
também levaram a contaminacdo do meio ambiente por metais toxicos. Nesse contexto, 0s
processos de bioacumulagdo e biomagnificacdo de metais toxicos no ambiente tornaram-se um

problema para todos os organismos vivos, incluindo as plantas.

Os metais toxicos tém a capacidade de interagir com varias moléculas celulares vitais
das plantas, levando a um aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs). Sendo assim, as
plantas quando sdo expostas a niveis toxicos de metais, podem sofrer danos morfoldgicos,
metabolicos e fisiologicos, que podem variar desde uma clorose nas folhas até uma peroxidacéo

lipidica das membranas celulares.

Uma possibilidade de atenuar ou remover esses contaminantes do ambiente é através
das técnicas fisicas, quimicas e bioldgicas de remediacdo. A remediacdo consiste em reduzir ou
eliminar as concentracdes existentes de metais toxicos no ambiente e consequentemente sua
bioacumulacdo e biomagnificacdo na cadeia alimentar. Sendo assim, a busca por técnicas de
remediagdo que agridam menos o meio ambiente, que sejam economicamente viaveis e
fornecam uma solucdo permanente é de grande importancia na recuperacdo de areas

contaminadas.

Nessa perspectiva, a utilizacdo metabdlitos secundarios pode ser uma alternativa no
processo de remediacdo de areas contaminadas com metais toxicos. Essas biomoléculas podem
formar complexos com metais e agir como antioxidantes de varias células. Sdo moléculas
naturais, conquentemente ndo causam danos ao ambiente, de baixo custo comparado a outras

moléculas sintéticas e podem ser extraidas de espécies vegetais.

Dentre as espécies vegetais estudadas, o género Eugenia se destaca com maior
diversidade de espécies na familia Myrtaceae. Muitas espécies desse género se destacam por
apresentarem varias atividades bioldgicas, bem como a presenca de varias biomoléculas do

metabolismo secundario.

Sendo assim, a presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo,

no formato de revisdo de literatura, procura abordar sobre a problematica da fitotoxicidade
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causada nas plantas por niveis elevados de metais toxicos no ambiente, o potencial fitoquimico
do género Eugenia e as principais técnicas de remediacdo. O capitulo Il, no formato de artigo
completo, teve como principal objetivo investigar o efeito remediador de um extrato vegetal

sobre a fitotoxicidade induzida por metal toxico em uma planta modelo.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

HIPOTESE

O extrato etandlico das folhas de Eugenia punicifolia, sendo fonte de compostos
fendlicos com atividade quelante de metais, é capaz de reduzir a fitotoxicidade induzida por

niquel em plantulas de alface (Lactuca sativa L.).
OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial remediador do extrato etandlico de folhas de Eugenia punicifolia
(EEEP) como modificador da fitotoxicidade induzida por niquel em plantulas de Lactuca sativa

L. (alface) cultivada em microambientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar a germinabilidade e o desenvolvimento inicial de plantulas de alface na auséncia e
sob diferentes concentragdes de niquel e do EEEP a partir de diferentes parametros biométricos
e fisioldgicos;

b) Avaliar o efeito protetor do EEEP a partir da analise de parametros biométricos e do teor de
pigmentos fotossintetizantes de plantulas de alface expostas a diferentes concentracGes de
niquel;

c) Correlacionar o perfil fitoquimico do EEEP com o efeito protetor em plantulas de alface
expostas a diferentes concentrac@es de niquel;

d) Propor mecanismos moleculares relacionados a atividade remediadora do EEEP sobre
plantulas de alface expostas ao niquel;

e) Agregar valor de uso aos produtos naturais obtidos da planta Eugenia punicifolia e salientar

a importancia da conservacao deste recurso proveniente da biodiversidade brasileira.
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA: FITOTOXICIDADE DE METAIS E
POTENCIAL FITOQUIMICO DO GENERO Eugenia L.

1. Metais toxicos
1.1 Poluicao ambiental por metais

Com a revolucao industrial e os avangos tecnologicos dos séculos XX e XXI, tém-se
observado um significativo crescimento populacional e um aumento acelerado da
industrializagdo. Com isso, a qualidade de vida melhorou substancialmente ao longo do tempo
a custa de uma alta exploracdo do meio ambiente. Durante o ultimo século, atividades como
mineracdo, curtumes, fundicdo, aplicacdo de fertilizantes, pesticidas, descarte de residuos de
indUstrias eletrénicas, pilhas e baterias, foram responsaveis pela liberacdo de grandes
quantidades de metais pesados no meio ambiente (JACOB et al., 2018).

A contaminacdo do meio ambiente por metais toxicos (anteriormente denominados
metais pesados) passou a ser um problema mundial, pois afeta a produtividade das culturas, a
fertilidade do solo e consequentemente a bioacumulacdo desses metais em plantas. Solos
poluidos com esses metais representam um sério problema para a saide humana, de animais e
plantas, devido a ligacdo com a cadeia alimentar (solo-planta-humano ou solo-planta-animal-
humano (BHARGAVA et al., 2012).

Os metais toxicos, além de serem incorporados no ambiente por meio de acbes
antropicas, podem ser introduzidos naturalmente por processos geoquimicos, intemperismo,
lixiviacdo, entre outros. Por exemplo, o himus que € a matéria organica proveniente da
decomposicdo de animais e plantas, tem a capacidade de sequestrar cations de metais toxicos
da agua. Entdo, a contaminacdo depende do material de origem, dos processos pedogenéticos
(KUPPUSAMY et al., 2017; CHEN et al., 2015; JACOB et al., 2018).

Dentre 0s metais toxicos, o arsénico (As), cddmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu),
cromo (Cr), niquel (Ni), zinco (Zn), aluminio (Al) e manganés (Mn), sdo 0s principais
ameacadores do equilibrio ambiental. Em muitos casos, esses metais agem de forma combinada
e seus efeitos excedem o dano causado pelos metais individuais. No entanto, estudos com o
efeito de metais combinados ainda € escasso, direcionando pesquisas apenas para o estudo de
metais isolados (WANG et al., 2018). Portanto, estratégias devem ser consideradas para
amenizar ou remover esses metais dos solos, afim de contribuir para uma sustentabilidade

agroecoldgica, bem como para a satde humana e de outros organismos.
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1.2 Niquel (Ni)

O niquel (Ni) é considerado um importante metal-traco que compreende cerca de
0,008% da crosta terrestre, sendo o quinto elemento mais abundante ambiente (HUSSAIN
et al., 2013; SHAHZAD et al., 2018). Uma variedade de produtos, como por exemplo as
ligas metélicas, sdo fabricadas nas industrias a partir de compostos de Ni (acetato de Ni,
carbonato de Ni, hidréxido de Ni e 6xido de Ni). Cerca de 150.000 a 180.000 toneladas
métricas de Ni estdo sendo acrescentadas por ano ao meio ambiente, através de agdes
naturais e antropicas (KASPRZAK et al., 2003).

A liberacdo de Ni no meio ambiente gera grande preocupacéo devido a sua deposi¢édo
em solos agricolas. A queima de combustiveis fosseis, mineracdo, fundigdo, descarte de
residuos domésticos, fabricacdo de ago, industria de cimento, sdo algumas das atividades
antropogénicas que aceleram a liberacdo de Ni, aumentando drasticamente as concentracdes
naturais desse ion no solo e em aguas superficiais que sdo menores que 100 mg/kg e 0,005
mg/L, respectivamente (SHAHZAD et al., 2018).

O Ni é um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento normal das plantas,
uma vez que este atua como cofator de enzimas importantes para 0 metabolismo vegetal.
Anteriormente, o Ni era apenas citado como parte das enzimas urease e glioxalase-I,
necessarias para o metabolismo do nitrogénio vegetal (PARIDA et al., 2003; MUSTAFIZ et
al., 2014). No entanto, estudos mostram a presenca do Ni nas enzimas, hidrogenase,
monoxido de carbono desidrogenase, deformilase de peptideo, acetil-S-coenzima A-sintase,
metilcoenzima M redutase e superoxido dismutase (NiSOD) (ERMLER et al. de
1998; MULROONEY, HAUSINGER, 2003).

Bai e colaboradores (2013) relataram que o Ni € vital na conversdo de RNAase da
urease, sendo outro beneficio do Ni no metabolismo do nitrogénio. Outro papel importante
do Ni é o aumento da atividade da nitrogénio redutase (NR), observado em cebola, tomate e
pepino (ALIBAKHSHI, KHOSHGOFTARMANESH, 2015; GAD et al, 2007,
TABATABAEI, 2009).

Acredita-se que o Ni também desempenha um papel importante na fixacéo bioldgica de
nitrogénio. O Ni esta presente na enzima hidrogenase (Ni-Fe), que é responsavel por fazer a
reciclagem do hidrogénio molecular (H.), produto obrigatério da reducdo do nitrogénio
(GONZALEZ-GUERRERO et al., 2014).
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A deficiéncia dos niveis de Ni pode afetar negativamente o desenvolvimento e o
crescimento das plantas, senescéncia, redugdo do metabolismo do nitrogénio e absorcéo de
ferro (WOOD et al.,, 2006; CHEN et al., 2009). Entretanto, apesar do Ni ser um
microelemento essencial, em altas concentracbes pode causar toxicidade levando a

alteragOes deletérias nas plantas.

As concentracOes excessivas de Ni influenciam na estrutura e anatomia das plantas. O
crescimento vegetativo, como altura e producdo de biomassa sao reduzidos na presenca do
Ni. Estudos tém mostrado efeitos prejudiciais de altas concentra¢des de Ni na ultraestrutura
das folhas e na espessura do mesofilo, tamanho dos feixes vasculares e reducdo da
plasticidade das paredes celulares (SEREGIN, KOZHEVNIKOVA, 2006; SHAHZAD et al.,
2018).

A presenca de altas concentracdes de Ni no solo alteram processos fisiologicos das
plantas causando clorose e necrose. A perda da funcionalidade das membranas e o equilibrio
ibnico do citoplasma das células vegetais sdo as principais consequéncias da toxicidade por
Ni (PANDEY, SHARMA, 2002; SAAD et al., 2016).

Estudos relatam que altas concentracdes de Ni podem reduzir a absor¢éo de outros ions
nas raizes das plantas. Uma das razdes para essa reducdo é a competicao por sitios de ligacao
comuns, devido a raios ionicos, que se assemelham ao do Ni (PALLAVI, SHANKAR,
2005; CHEN et al., 2009). A reducio da absorcio dos ions Mg?* e Fe?* é uma das causas do
aparecimento de clorose e necrose nas plantas na presenca de altas concentracdes de Ni,
devido a inibicdo da biossintese de clorofila (EWAIS, 1997, KAMRAN et al., 2016).

A atividade fotossintética das plantas pode ser comprometida na presenca do Ni, tanto
por meio diretos, como indiretos. O bloqueio da sintese de clorofila, reducéo das atividades
enzimaticas do ciclo de Calvin, deficiéncia de CO devido ao fechamento estomatico,
reducdo do tamanho e nimero de cloroplastos séo alguns dos indicios causados pelo efeito
do Ni que contribuem para a reducdo da atividade fotossintética (SEREGIN E IVANOV,
2001).

Embora muitos trabalhos apresentem informacdes sobre a interagdo do Ni com outros
ions metalicos, estudos sobre a absorgéo, transporte, translocacdo e acimulo de Ni dentro

das plantas precisam sem explorados em nivel molecular.
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1.3 Toxicidade de metais e mecanismos de defesa em plantas

Vaérios estudos tém documentado efeitos adversos causado por metais toxicos em
plantas como, por exemplo, alteraces no padrdo de germinagdo, de crescimento e da
morfologia de radiculas, caules e folhas. Além disso, muitos estudos evidenciam mudangas na
homeostase celular a partir da inibig&o de enzimas importantes que afetam o metabolismo e o
balanco nutricional das plantas (KOCHIAN et al., 2005; MATOS et al., 2007; INOSTROZA-
BLANCHETEAU et al., 2008; SILVA et al., 2012).

Outro importante dano causado pelo estresse de metais toxicos em plantas é a produgédo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas EROs podem ser encontradas em
varios locais, como cloroplastos, mitocondrias, membranas plasmaticas, paredes celulares,
entre outras organelas. As EROs reagem facilmente com outras moléculas e um excesso destas
podem tornar os componentes celulares (carboidratos, lipidios, membranas e &cidos nucleicos)
mais vulneraveis a oxidacdo. Essa oxidagdo acaba prejudicando o metabolismo celular vegetal,
podendo levar a morte da planta (YANG et al., 2010).

O acumulo de EROs por estresse de metais toxicos pode induzir a aumento de prolina
no citosol celular das plantas. A prolina é um aminoacido que tem a funcdo de regular a
homeostase osmotica e proteger estruturas celulares. O aumento desse aminoacido é uma
resposta adaptativa vegetal a estresses abidticos, como seca, salinidade e exposi¢do a metais
toxicos (BHAMBURDEKAR; CHAVAN, 2011; YILMAZ et al., 2012, TALEBI et al., 2014).

Uma das consequéncias mais severas causadas por metais toxicos em plantas é a
peroxidacdo lipidica. Esse efeito leva a lise da membrana plasmatica, causando a morte celular.
Essa deterioracdo da membrana plasmatica celular é determinada pela presenca de
malondialdeido (MDA), produto da degradacdo de acidos graxos, antes presente na bicamada
lipidica da membrana celular. O MDA é considerado um indicador do estresse oxidativo
(DEMIRAL; TURKAN, 2005).

As plantas possuem estratégias para evitar ou tolerar a toxicidade de metais pesados.
Primeiramente, estruturas morfologicas como paredes celulares, cuticulas, tricomas ou a
simbiose micorrizica podem driblar o efeito tdxico desses metais, servindo como barreiras. No
entanto, quando os metais pesados superam essas barreiras celulares, esses ions metalicos
conseguem chegar até as células vegetais (HALL, 2002; WONG ET AL., 2004; HARADA ET
AL., 2010).

A biossintese de moléculas celulares por plantas € outra forma de evitar a toxicidade de
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metais toxicos sobre seu metabolismo. Biomoléculas como: putrescina, espermina, acidos
organicos, glutationa, fitoquelatinas, e metalotioneinas ou exsudatos celulares, como
flavonoides, compostos fenolicos, aminoacidos especificos, como prolina e histidina; e
horménios como acido salicilico, acido jasmonico e etileno, possuem a funcao de evitar o dano
causado por metais pesados no interior das células vegetais (SHARMA; DIETZ, 2006;
VIEHWEGER, 2014; DALVI; BHALERAO, 2013). Uma vez que as biomoléculas vegetais
ndo conseguem evitar a intoxicacdo por metais toxicos, ha um desequilibrio no redox celular
das plantas, levando a um aumento na producdo de ERO (MOURATO; REIS; MARTINS,
2012).

As plantas possuem mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que tem
a funcdo de eliminar esses radicais livres formados pela presenca de metais pesados. Os
antioxidantes enzimaticos presentes nas plantas sdo o superdéxido dismutase (SOD), calatase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR).
Os antioxidantes ndo enzimaticos conhecidos sdo o ascorbato (AsA), glutationa (GSH),
carotenoides, alcaloides, tocoferdis, prolina e compostos fendlicos (flavandides, taninos e
lignina), que tem a funcdo de sequestrar radicais livres (RASTGOO; ALEMZADEH;
AFSHARIFAR, 2011; MICHALAK, 2006; SHARMA et. al., 2012).

Essas biomoléculas responsaveis pela desintoxicacdo de plantas por metais pesados
podem ter varias funcGes ao mesmo tempo, como quelante e antioxidante. Muitos desses
mecanismos de defesa das plantas vai depender de espécie para espécie, do nivel de tolerancia
da planta a cada tipo de metal pesado e o seu estagio de desenvolvimento (SOLANKI;
DHANKHAR, 2011).

2. Género Eugenia (Myrtaceae)

2.1 Aspectos Botanicos

O género Eugenia L. compreende cerca de 1108 espécies em todo o mundo (World
Checklist of Selected Plant Families — WCSP, 2017), sendo um dos maiores géneros e mais
importantes da familia Myrtaceae. No Brasil, 0 género apresenta cerca de 700 espécies
distribuidas em todos os ecossistemas brasileiros (FLORA DO BRASIL, 2018).

Em Pernambuco, espécies do género Eugenia sdo encontradas em formacoes florestais
denominadas Matas Serranas ou Brejos de Altitude, localizadas na parte oriental do Planalto da

Borborema. Essas formag6es possuem altitudes superiores a 500 m, proximas a encostas e topos
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de serras. Espécies de Eugenia encontradas nesses locais apresentam taxons semelhantes aos
que ocorrem na Amazoénia (MAIA et al., 1997).

Espécies do género Eugenia se apresentam em forma de arvore ou arbustos,
inflorescéncia do tipo racemo, célice 4-mero, corola 4-mera, ovario 2-locular e hipanto acima
do ovario ndo prolongado. Flores tetrdmeras e estames numerosos. Frutos globosos,
subglobosos e elipsoides, bagas alaranjados, amarelas, vermelhas, até pretas quando maduros,

com célice. Sementes de 1-3, cotilédones globosos e carnosos (MAZINE et al. 2014).

Em 1855-1857 o género Eugenia foi dividido em oito se¢bes com estudos relacionados
a sua inflorescéncia, onde os individuos ndo se mostraram descendentes de um Unico ancestral
comum (BERG, 1855-1857). Entdo, o género foi redefinido em oito clados por Mazine e
colaboradores (2014), com base em dados moleculares. Cinco clados foram definidos com base
na presenca de bracteas persistentes (Clados 5,6,7,8 e 9) e trés clados classificados na presenca

de tricomas no loculo das espécies desse género (MAZINE et al. 2014).

2.2 Eugenia punicifolia

Eugenia punicifolia (Kunth) DC, conhecida como pedra-ume-kad, pedra-ume, murta ou
muta, € um arbusto de 1 a 4 m de altura amplamente distribuido na regido amazdnica e no bioma
Cerrado. Essa espécie foi registrada pelo naturalista frances August de Saint-Hilaire em suas
viagens ao Brasil nos anos 1816 e 1822 (BRANDAO et al., 2012; BASTING et al., 2014).
Apesar de ser uma espécie com grande distribuicdo na regido da Amazonia, ocorréncias dessa

espécie ja foram descritas em Brejos de Altitude, no municipio de Triunfo-PE.
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PEANAMBUCO
HERBARIO DO SEMIARIDO DO BRASIL
HESBRA
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Engenia punicifolia (Kunth) DC.
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MYRTACEAE
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rocheio, Ocsrrdna "

Coletor: A Laurénio (3799), N. O. 3. Wlo. Oata de cowts
15303018 tag: 3

BRASIL.

Figura 1: Exsicata da espécie Eugenia punicifolia (Kunth) DC. coletada no sitio Laje, Triunfo-
PE.

2.3 Usos tradicionais de Eugenia spp.

Um estudo bibliogréafico realizado por Lamarca e colaboradores (2013) identificou os
usos tradicionais de Eugenia spp. em varias regides do Brasil. O uso da madeira, bastante
explorado na regido Norte, € utilizada na confeccdo de cabos de ferramentas, cercas de protecao
envolvidas com arames ou como fonte de energia, para aquecer residéncias contra o frio e servir

de lenha para cozinhar.
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Como uso medicinal, as comunidades locais utilizam as folhas, frutos e cascas de
Eugenia spp. no tratamento de doengas estomacais, diabetes, hipertenséo, febre, obesidade,
reumatismo e bronquite. Muitas dessas propriedades medicinais ja& foram comprovadas
cientificamente (LAMARCA et al., 2013).

O uso dos frutos da espécie Eugenia uniflora é comum na alimentacdo de comunidades
locais. Em diversas regides do Brasil os frutos da pitangueira sdo utilizados como fonte de
nutrientes, sendo a Unica espécie desse género reconhecida pela legislacdo brasileira dentro dos
padrdes de qualidade para polpa de fruta (LAMARCA et al., 2013; Instru¢cdo Normativa n° 01
de 07 de janeiro de 2000, BRASIL 2000).

3. Metabdlitos secundarios
3.1 Metabolismo secundario vegetal

As plantas produzem naturalmente milhares de compostos organicos que séo divididos
em duas classes: metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo
considerados essenciais para as plantas, pois estdo diretamente ligados no crescimento e
desenvolvimento vegetal, sendo biomoléculas comuns para todas as plantas. Por outro lado, 0s
metabdlitos secundarios, derivados do metabolismo primério, sdo diversos em sua natureza
qguimica. Sdo moléculas indispensaveis para as plantas, pois fazem forte interacdo com o
ambiente para sua sobrevivéncia e adequacdo, o que torna essas biomoléculas tdo importantes
quanto os metabolitos priméarios (KLIEBENSTEIN, 2012, PATRA et al., 2013).

Cerca de 100.000 metabdlitos secundarios sdo produzidos no reino vegetal,
provenientes de vias basicas, como as vias da glicolise ou do acido chiquimico, e posteriormente
se diversificam, dependendo dos fatores bidticos e abidticos presentes. Com base na via da
biossintese, os metabolitos secundarios sdo classificados em trés grupos: terpenos (ou
isoprendides), compostos fenolicos (fenilpropandides e flavonoides) e compostos contendo
nitrogénio (alcaloides, glicosinolato e glicosideos cianogénicos) (FANG et al., 2011; PATRA
etal., 2013).

Os terpenos sdo sintetizados em plantas através de duas vias diferentes, a via do
mevalonato (MVVA) e a do metileritritol 4-fosfato (MEP). A via do MEP tem a funcéo de
sintetizar os monoterpenos e diterpenos, isopreno, carotenoides, fitohormonios, giberelinas,
acido abscisico, fitol, plastoquinonas, filoquinonas, tocoferdis e clorofilas. Ja a via do MVA

produz sesquiterpenos, esterdis, brassinosterdides e polifendis (PATERAKI; KANELLIS,
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2010).

Os terpenos (isoprenos) sdo compostos contendo cinco atomos de carbono podendo ser
chamado de metil-buta-1,3-dieno. Na presenca de duas unidades de isoprenos, 0s terpenos
recebem a denominagdo de monoterpenos, sesquiterpenos para trés unidades de isoprenos,
diterpernos para quatro unidades, sesterpenos para cinco, triterpenos para seis e carotenoides
para oito unidades de isoprenos. Os terpenos sdo encontrados em muitos 6leos essenciais de
diversas plantas e j& foi relatado na literatura atividade bioinsetisida desse metabdlito
(RICHTER et al., 1922, VERMA; SHUKLA, 2015).

Os compostos fenolicos sdo formados por duas vias, a do acido malénico e chiquimico.
A via do éacido maldnico € menos comum em plantas, sendo significativa para bactérias e
fungos. Ja a via do acido chiquimico, presente nas plantas, é responsavel por converter
derivados da glicdlise e o fosfato de pentose em diferentes aminoacidos aromaticos, como por
exemplo a fenilalanina. Os compostos fendlicos foram divididos em grupos, tais como
flavonoides, taninos, cumarinas, lignanas, ligninas, estibenos, estirilpirona e arilpirona
(VERMA; SHUKLA, 2015).

Um dos principais compostos fendlicos encontrando nas plantas sdo os flavonoides,
pigmentos vegetais que se diferenciam pela sua coloracdo. Sdo conhecidos mais de 2000
flavonoides e segundo o seu grau de oxigenacao, esses compostos podem ser classificados em
quatro grupos: flavonas (apegenina, luteolina), flavondis (kampferol, quercetina), antocianinas
e isoflavonas. Possuem papel fundamental no crescimento das plantas e na defesa contra
micrébios e insetos (VERMA; SHUKLA, 2015).

Os compostos fendlicos sdo importantes para as plantas, pois possuem atividade
antioxidante devido as suas propriedades redox, ou seja, doadores de hidrogénio, agentes
redutores e inibidores de oxigénio singleto (HUANG et al., 2010; NAGHILOO et al., 2012a)

Outra categoria dos metabdlitos secundarios em plantas inclui compostos contendo
nitrogénio, como os alcaloides, glicosinolatos e glicosideos cianogénicos. Os alcaloides sdo
formados a partir de aminoacidos como lisina, tirosina e triptofano, podendo ser classificados
como alcaloides terpenoides (vimblastina, vincristina), alcaloides benzilisoquinolinicos,
alcaloides purinicos (cafeina), alcaloides tropanicos (cocaina) e nicotina. Muitos alcaloides
produzidos por plantas s&o utilizados farmacologicamente no tratamento de doengas terminais
(PATRA et al., 2013; VERMA; SHUKLA, 2015).
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3.2 Fitoquimica e atividades biélogicas do género Eugenia

O perfil fitoquimico de plantas do género Eugenia depende de espécie para espécie e é
caracteristico por ser rico em compostos fenolicos, como taninos e flavonoides, além de
terpendides e Oleos essenciais (EINBOND et al., 2004). No entanto, estudos mostram a

presenca de outros metabolitos secundarios em espécies desse género.

Estudos realizados com extrato hidroalcoolico de folhas de Eugenia punicifolia
mostraram a presenca de compostos derivados de flavonoides e galotaninas. Teores de
proantocianidinas, acido galico, quercetina e miricetina foram determinados nessa espécie
(BASTING et al., 2014).

Outros componentes bioativos ja foram elucidados em outras espécies de Eugenia, tais
como triterpenos (B-sitosterol, acido betulinico, &cido crateg6lico e &cido oleandlico), &cidos
fenolicos (&cido elagico e seus derivados) e flavonoides (derivados de miricetina, mirricitrina e
kaempferol) (DAMETTO et al., 2017). Esses bioativos vegetais tem apresentado diversas
atividades bioldgicas cientificamente comprovadas.

Estudos revelaram atividades biol6gicas de metabdlitos secundarios derivados de
Eugenia spp., tais como: atividade antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante, anti-
inflamatéria, antidiabética, analgésica, hipotensiva, gastroprotetor, hepatoprotetor,
cardioprotetor, antidiarreico, antialérgico, antipirético, antineoplasico, quimiopreventivo e
anticlastogénico (AYYANAR; SUBASH-BABU, IGNACIMUTHU 2012, BALIGA et al.,
2011 , MURUGANANDAN et al., 2001, SANCHES et al., 2016, SHARMA et al.,
2006 , SHARMA et al., 2013).

Atividades bioldgicas gastroprotetoras e anti-inflamatorias foram observadas em
roedores quando submetidos a tratamentos com o extrato hidroalcéolico de folhas de Eugenia
punicifolia (BASTING et al., 2014). Atividades antioxidantes foram observadas em um estudo
in vitro realizado por Galeno e colaboradores (2014) utilizando extratos dessa espécie. Outro
estudo mostrou a eficiéncia do extrato de folhas de Eugenia punicifolia no tratamento de
diabetes melitus tipo 2 em ratos (SALES et al., 2014). Sendo assim, biomoléculas provenientes
do metabolismo secundario de plantas sdo de grande interesse, tanto farmacolégico, quanto para

estudos envolvendo ecotoxicologia, devido ao potencial antioxidante de diversas moléculas.
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4. Remediacdo
4.1 Técnicas de remediacao

O aumento na absorcdo de metais toxicos pelas culturas alimentares e vegetais € em
resposta ao incremento excessivo dessas substancias toxicas em solos agricolas. No entanto,
existe um grande preocupacdo global em analisar nos solos e nas culturas cultivadas a
guantidade de metais toxicos disponiveis e que sdo permitidos dentro dos limites
regulamentares, pois é sabido que a presenga excessiva desses poluentes pode causar Sérios
problemas a saude humana (XIONG et al., 2016a , PIERART et al., 2015; KHALID, 2017).

A implantacdo de tecnologias de remediacdo de solos contaminados vem sendo
desenvolvida nas Ultimas duas décadas. Essas técnicas tem como objetivo diminuir as fracoes
disponiveis de metais toxicos no solo e consequentemente sua acumulagéo na cadeia alimentar.
As técnicas de remedicdo que vem sendo utilizadas sdo baseadas em métodos fisicos, quimicos
e bioldgicos, tanto in-situ, como ex-situ (BHARGAVA et al., 2012; VERBRUGGEN et al.,
2009, MURTAZA et al., 2014; KHALID, 2017).

Na remediacéo fisica, existem técnicas de substituicdo do solo, isolamento do solo,
vitrificacdo, e remediacdo eletrocinética. A substituicdo do solo visa substituir totalmente ou
parcialmente o solo contamidado pelo solo ndo contaminado. Essa técnica dilui os metais
pesados existentes no solo aumentando sua funcionalidade (YAO et al., 2012). O isolamento
do solo consiste em separar o0 solo contaminado de metais pesados do solo ndo contaminado,
evitando a movimentacao externa desses poluentes e restrigindo dentro de uma area especifica
(ZHENG;WANG, 2002 ; ZHU et al., 2012). A vitrificacdo é um técnica que tem a funcgéo de
aplicar tratamentos de altas temperaturas no local contaminado levando a formacgdo de um
material vitreo. Na vitrificacdo, alguns metais podem ser volatilizados sob altas temperaturas
(MALLAMPATI et al., 2015; KHALID, 2017) . Por fim, a remediacdo eletrocinética ¢ um
método que opera gerando um gradiente de campo elétrico, em dois lados de um tanque
eletrolitico contendo o solo contaminado. Os metais pesados sdo separados por eletroforese,

infiltrac&o elétrica, ou eletro-imigragdo, diminuindo a contaminacdo (YAO et al., 2012).

Na remedicdo quimica, existem técnicas de imobilizagdo do contaminante,
encapsulamento e lavagem do solo. A imobilizagdo consiste na diminui¢do da mobilidade dos
metais, na presenca de agentes imobilizantes nos solos contaminados. Esta técnica pode
imobilizar os metais por precipitacdo, complexacdo ou adsorgéo, redistribuindo os metais do
solo para particulas solidas (SHAHID et al., 2014c , AUSTRUY et al., 2014 , ASHRAF et al.,
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2016). O encapsulamento tem a funcdo de envolver a mistura dos solos contaminados com
outros produtos, como concreto, cal ou asfalto. O solo contaminado envolvido com o produto
torna-se imovel evitando a contaminacao do solo circundante (PANDEY et al., 2012). A técnica
de lavagem do solo refere-se a remoc¢do dos metais pesados através de reagentes e extratos,
lixiviando esses contaminantes dos solo. Os reagentes e 0 solo sdo misturados por um tempo
determinado e através de precipitacdo, troca de ions, quelacdo e adsorcdo, o metal pesado é
transferido do solo para a fase liquida e separados por lixiviacdo (FERRARO et al., 2015).

Na remediacdo bioldgica, pode-se citar como exemplo o processo da fitorremediacao,
que consiste no uso de plantas associadas ao solo para diminuir as concentragdes toxicas de
contaminantes no ambiente (ALI et al., 2013). E uma das op¢bes mais Vviaveis para corrigir e
restabelecer as condi¢des naturais de solos contaminados, pois sdo técnicas econémicas, ndo
invasivas e fornecem uma solugdo permanente (KHALID, 2017). No entanto, é uma técnica
gue demora muito tempo para limpeza do contaminante, as plantas hiperacumuladoras de metal
é limitada por sua baixa taxa de crescimento e biomassa, € aplicavel em locais com niveis baixos
a moderados de contaminag&o e tem risco de contaminacao da cadeia alimentar em caso de falta
de cuidados adequados (ALI et al, 2013). Na biorremediacdo, sdo usados microrganismos
(fungos, bactérias, algas) ou enzimas isoladas capazes de degradar ou conter o contaminante
(ALl et al. 2013). Sendo assim, a busca por melhorias da fitorremediacdo ou novas técnicas de

remediacao bioldgica vem sendo estudadas nos Gltimos anos.

Pesquisas na area da remediacdo bioldgica sao interdisciplinares por natureza e requer
conhecimentos basicos em quimica do solo, biologia vegetal, ecologia, microbiolgia do solo e
engenharia ambiental. Entdo, novos estudos sobre a compreensdo da quimica dos metais toxicos
dentro dos tecidos das plantas ajudard os pesquisadores nos processos de remediacao
(SARASWAT; RAI, 2011; ALl et al, 2013).

4.2 Potencial remediador de Eugenia spp.

Um estudo realizado por Sobral-Souza (2014) mostrou atividade quelante moderada e
potencial citoprotetor do extrato de Eugenia jambolana. O trabalho foi realizado com
germinacédo e desenvolvimento inicial de sementes de Lactuca sativa, submetida a exposigédo
de cloreto de mercurio. Os autores observaram que a intera¢do do extrato vegetal com cloreto
de mercdrio proporciona melhor crescimento de radiculas e plimulas de Lactuta sativa,
mostrando que E. jambolana pode ser uma solucdo alternativa ao problema de contaminacéo

por metais toXicos.
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Cunha e colaboradores (2016) estudaram o efeito citoprotetor de Eugenia uniflora
contra o contaminante cloreto de mercurio. Os resultados mostraram que os fitoquimicos
presentes no extrato etandlico de E. uniflora, principalmente fendis e flavonoides, podem
proteger diferentes organismos contra os danos do metal toxico devido a quelacéo ou potencial
antioxidante, sendo uma abordagem nova e interessante para a recuperacdo de ambientes

contaminados por metais toxicos.
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CAPITULO I

O extrato etandlico das folhas de Eugenia punicifolia atenua os efeitos toxicos do niquel

ambiental em plantulas de Lactuca sativa.



CAPITULO Il - O EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Eugenia punicifolia L.
ATENUA OS EFEITOS TOXICOS DO NIQUEL AMBIENTAL EM PLANTULAS DE
Lactuca sativa L.

Albuquerque, Yuri A. P. @; Silva, Janaina R. ©®; Costa-Maciel, Patricia M. @; Silva, Maria S.
®): Saraiva, Rogério A. @"

& Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Serra Talhada, Av.
Gregorio Ferraz Nogueira S/N, Serra Talhada, PE, Brasil.

*Autor correspondente. Email: rogerioagsaraiva@gmail.com.

RESUMO

O descarte e lancamento inadequado de contaminantes ambientais podem elevar as
concentracdes de metais toxicos no solo. Em plantas, as altas concentracGes de metais podem
acarretar em bioacumulacao, danos no DNA, aumento na concentracdo de espécies reativas de
oxigeénio e alteracGes morfologicas. Tendo em vista a necessidade de se desenvolver técnicas
de contencdo ou remocdo quimica de metais toxicos do solo para atenuar ou anular os efeitos
deletérios sobre cultivares, além do conhecimento de plantas do género Eugenia como fonte de
moléculas potencialmente quelantes e menos toxicas ao ambiente, o trabalho objetivou avaliar
o0 potencial remediador do extrato etanélico de folhas de Eugenia punicifolia como modificador
da fitotoxicidade induzida por niquel em Lactuca sativa L. (alface). O material vegetal foi
coletado no Sitio Laje, municipio de Triunfo, Pernambuco, Brasil para obtencdo do extrato
etanolico de Eugenia punicifolia (EEEP). Foi realizado a caracterizacdo fitoquimica qualitativa
do EEEP para identificagdo dos metabdlitos secundarios e avaliados os parametros de
germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L. na presenca e auséncia do NiSO4 e
do EEEP, bem como eles isolados e combinados. Por fim, foi determinado as concentracdes
dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, totais e carotenoides). Os resultados mostraram
efeitos toxicos do NiSO4 sobre as plantulas da alface, reduzindo a velocidade de germinagé&o,
vigor das plantulas, tolerancia, tamanho radicular, contelido dos pigmentos fotossintéticos,
além do aparecimento de necrose radicular total e parcial. No entanto, na presenca do EEEP, a

toxicidade do NiSO4 sobre as plantulas foi reduzida consideravelmente. Foi observado um
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aumento na velocidade de germinacédo, no vigor das plantulas, na tolerancia ao estressor, no
comprimento das radiculas, nos niveis dos pigmentos fotossintéticos e melhora dos danos de
necrose radicular. Os resultados sugerem que o EEEP atenua consideravelmente a toxicidade
do Ni nas plantulas da alface, impedindo a absorcao desses ions e reduzindo o estresse oxidativo

nas plantulas.

PALAVRAS CHAVE: Eugenia, quelantes, toxicidade, avaliacao citoprotetor.

ABSTRACT

The improper disposal and release of environmental contaminants can increase the
concentrations of toxic metals in the soil. In plants, high concentrations of metals can lead to
bioaccumulation, DNA damage, increased concentration of reactive oxygen species and
morphological changes. In view of the need to develop techniques for the containment or
chemical removal of toxic metals from the soil to attenuate or cancel the deleterious effects on
cultivars, in addition to the knowledge of plants of the genus Eugenia as a source of potentially
chelating molecules that are less toxic to the environment, the This work aimed to evaluate the
remedial potential of the ethanolic extract of Eugenia punicifolia leaves as a modifier of nickel-
induced phytotoxicity in Lactuca sativa L. (lettuce). The plant material was collected at Sitio
Laje, municipality of Triunfo / PE to obtain the ethanolic extract of Eugenia punicifolia (EEEP).
Qualitative phytochemical characterization of EEEP was performed to identify secondary
metabolites and evaluated the parameters of germination and initial development of Lactuca
sativa L. in the presence and absence of NiSO4 and EEEP, as well as isolated and combined.
Finally, the concentrations of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, totals and carotenoids)
were determined. The results showed toxic effects of NiSOas on lettuce seedlings, reducing
germination speed, seedling vigor, tolerance, root size, photosynthetic pigment content, in
addition to the appearance of total and partial root necrosis. However, in the presence of EEEP,

the toxicity of NiSO4 on seedlings was reduced considerably. An increase in germination speed,
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seedling vigor, stressor tolerance, root length, photosynthetic pigment levels and improvement
of root necrosis damage were observed. The results suggest that EEEP considerably relieves Ni
toxicity in lettuce seedlings, preventing the absorption of these ions and reducing oxidative

stress in seedlings.

KEYWORDS: Eugenia, chelators, toxicity, cytoprotective evaluation.

1. INTRODUCAO

O descarte de residuos industriais e a realizacdo inadequada de praticas agricolas, como
aplicacdo excessiva de fertilizantes, pesticidas e herbicidas, podem elevar as concentragdes
ambientais dos metais toxicos no solo (WUANA e OKIEIMEN, 2011). Os metais toxicos
constituem um grupo de contaminantes ambientais com alta capacidade de persisténcia em
ambientes, uma vez que estes possuem alta afinidade com metaloproteinas diversas e enzimas
sulfidrilicas. Esses contaminantes, em altas concentracfes, podem trazer prejuizos ao
metabolismo basal dos organismos vivos, estresse oxidativo, dano ao DNA e morte celular

(PIECHALAK et al., 2002; ROCHA et al., 2012).

Entre os metais toxicos, o niquel (Ni) se destaca sendo o quinto elemento mais
abundante no ambiente. Em baixas concentrac6es (0,05-10 mg/kg de peso seco), é considerado
um microelemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, devido a sua
presenca em enzimas importantes, como por exemplo, na enzima urease. No entanto, atividades
antropogénicas como a mineracgdo, aceleram a liberacdo desse elemento no ambiente, tornando-

se um sério problema para as plantas (SHAHZAD et al., 2018).

Em plantas, as altas concentracdes de Ni podem acarretar em bioacumulagéo, gerando
danos no DNA, oxidativos e alteracBes morfoldgicas em raizes, folhas, frutos e sementes,
contribuindo para a mortalidade das plantas expostas, biomagnifica¢do ou, extincao de espécies

em longo prazo (SHAHID et al.,, 2016). Diante do exposto, pode-se afirmar que plantas
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cultivadas para fins alimenticios estdo vulneraveis a poluicdo causada por residuos sélidos ou
por descartes inadequados de contaminantes e podem comprometer a satde humana através do

processo de bioacumulacgédo e biomagnificacéo.

Nas ultimas décadas, ha consideravel interesse no desenvolvimento de estratégias de
remediacdo de solos contaminados com metais tdxicos que sejam eficientes e duraveis. A
recuperacao dessas areas contaminadas pode minimizar ou evitar a dispersdo dos contaminantes
para outros ambientes, bem como restaurar a funcionalidade e a diversidade dos ecossistemas

impactados ou degradados (KHALID et al., 2017).

A remediacéo consiste na melhoria ou recuperacao de solos contaminados (LIU et al.,
2018). Sendo assim, processos de estabilizacdo, remocéo e fitorremediacdo sdo as estratégias
biotecnoldgicas que vém sendo estudadas, preferencialmente os processos que agridam menos
0 meio ambiente e estejam em conformidade com os principios da "Quimica Verde" (ALI et
al., 2013). Muitos estudos de remediagao vém sendo realizados com moléculas sintéticas, como
por exemplo o dimetilaminoetil metacrilato, que pode ser usado para adsorver cobre, cadmio
mercurio ou chumbo. No entanto, como sdo moléculas a base de petréleo, ao decorrer dos anos
tem se elevado o custo desses compostos (MOSTAFA et al., 2011). Diante disto, a busca por
novas técnicas utilizando biomoléculas tem sido considerada como uma alternativa viavel no
processo de remediacdo de solos ou protecdo vegetal, pois sdo naturais e ndo causam danos ao
meio ambiente. Algumas biomoléculas sdo bem conhecidas na quelacéo de metais toxicos e do
processo desintoxicante de varias células, sdo de baixo custo em relagdo a outros biossorventes

podendo ser encontrados em espeécies vegetais (VANDENBOSSCHE et al., 2015).

Com ampla distribuicdo geografica em todo o continente americano, o género Eugenia
L. é considerado o de maior diversidade na familia Myrtaceae (s&o mais de 500 espécies

diferentes identificadas) e muitas se destacam por serem usadas popularmente no tratamento de
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ferimentos e infecgdes intestinais. Muitos estudos também tém evidenciado suas propriedades
anti-hipertensivas, anticonvulsivante, hipoglicemiante, antimicrobiano, antirreumatico,
inseticida e acaricida tanto de extratos quanto de 6leos essenciais. Ao mesmo tempo, estudos
tém evidenciado a presenca de importantes biomoléculas do metabolismo secundario, como

flavonoides e terpenos (OLIVEIRA et al., 2005; SALES et al., 2014).

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver técnicas de contencdo ou remocao de
metais toxicos do solo para atenuar ou anular os efeitos deletérios sobre cultivares, além do
conhecimento de plantas do género Eugenia como fonte de moléculas potencialmente quelantes
e menos tdxicas ao ambiente, objetivou-se avaliar o potencial remediador do extrato etandlico
de folhas de Eugenia punicifolia como modificador da fitotoxicidade induzida por niquel em

Lactuca sativa L. (alface) cultivada em microambientes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal e obtencéo do Extrato Etandlico de Eugenia punicifolia
(EEEP)

Folhas de Eugenia punicifolia foram coletadas em areas de brejo de altitude no sitio
Laje (7°50°44.5”S 38°04°34.7”W) no municipio de Triunfo, Pernambuco, Brasil para obtencao
do extrato etandlico de Eugenia punicifolia (EEEP). O material vegetal foi identificado pelo
prof. Dr. André Laurénio de Melo da Universidade Federal Rural de Pernambuco e um
exemplar da exsicata foi depositado no Herbario do Semiarido do Brasil

(HESBRA/UFRPE/UAST) sob 0 n° 96.

Para obtencdo do EEEP, as folhas foram secas a temperatura ambiente, trituradas no
liquidificador e aproximadamente 86 g do material obtido foi adicionado em contato com etanol
50 GL (Dinamica, Brasil), durante 72 horas. Posteriormente, o extrato foi concentrado em
rotaevaporador (IKA® RV 05 basic) e banho maria (TE-056 mag), a 40 °C. O extrato

concentrado foi armazenado em recipiente envolvido com papel aluminio e mantido
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refrigerado. Por fim, verificou-se a obtencdo de um rendimento de aproximadamente 19% do

EEEP, calculado a partir da seguinte formula de Rodrigues e colaboradores (2011):

Re= (Pextrato/Pfolhastrituradas) X 100
Onde:
Re: rendimento do extrato (%);
Pextrato: massa do extrato concentrado (g);

Prolnastrituradas: massa das folhas trituradas inicialmente (g).

2.2 Prospeccdo e caracterizacdo fitoquimica qualitativa do extrato de Eugenia
punicifolia

A caracterizacdo fitoquimica qualitativa (identificacdo de taninos, flavonoides,
alcaloides, saponinas, antraquinonas, compostos fendlicos, cumarinas, flavononas,
triterpendides, esteroides, antocianidinas, chalconas, leucoantocianidinas e catequinas) foi
definida através da formacdo de precipitados, mudanca de coloracdo e formacdo de espuma,

em conformidade com a metodologia de Matos e colaboradores (1998).

2.3 Testes de germinacao e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

2.3.1 Delineamento Experimental

O estudo consistiu em trés etapas: 1. Teste de fitotoxicidade do EEEP, 2. Teste de
fitotoxicidade do sulfato de niquel (NiSO4) e 3. Teste de remediacdo (EEEP x NiSQa), sobre a

germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L. (alface).

Todo o estudo foi realizado a partir de experimentos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Para o teste de remediacéo, os tratamentos foram analisados separadamente,
conforme a concentragdo do NiSO4 estudado. O fator EEEP consistiu de duas concentragfes
conhecidas (0,5 e 5,0 ug.mL™) e o fator NiSO4 (Proquimios, Brasil) de trés concentracdes (
2,5, 5,0 e 25,0 pg.mL™). As concentragOes selecionadas, foram estimadas com base em uma

regressdo sigmoidal. Todos os tratamentos foram montados em quadruplicatas.
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Os testes 1 e 2 consistiram na avaliacdo da fitotoxicidade do EEEP (concentragdes
variando de 0,1 pg.mL™ a 10.000 pg.mL™?) e do NiSO4 (concentracdes variando de 0,1 pg.mL"
1 21.000 pg.mL1), respectivamente, de forma isolada, sobre a germinac&o e desenvolvimento
inicial de Lactuca sativa L., para determinacdo das concentracdes inibitorias e subinibitorias

utilizadas no teste de remediacao.

O teste 3 consistiu da combinacgéo de concentracfes nao toxicas do EEEP (determinadas
a partir do teste 1) com niveis toxicos do NiSO4 (determinadas a partir do teste 2) para avaliar
o efeito remediador do EEEP sobre a fitotoxicidade induzida pelo NiSO4 na germinacao e
desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L. Para isto, analises fisico-quimicas, biométricas e

do teor de pigmentos fotossintetizantes das plantulas foram realizados.

2.3.2 Procedimentos de semeadura

Sementes de Lactuca sativa L (alface) foram obtidas comercialmente (cultivar Monica
SF 31, Feltrin®, Farroupilha, Brasil). Antes da semeadura, as sementes foram esterilizadas
superficialmente através da imersdo em um béquer contendo hipoclorito de sédio a 3% por 5
minutos, e lavadas com agua destilada autoclavada para remocao do excesso do hipoclorito de

sodio.

A semeadura foi realizada dentro de uma capela de fluxo laminar (PA 120 ECO),
previamente esterilizada com alcool 70 GL e luz UV (tempo de exposicdo a luz de 15 minutos),
em microambientes artificiais constituidos de placas de Petri estéreis com duas folhas de papel

filtro qualitativo.

2.3.3 Avaliacéo do efeito toxico do EEEP
Com auxilio de pipetas Pasteur, as placas foram embebidas de 3,0 mL das seguintes
concentragdes do EEEP: 0,1 pg.mL*?, 1,0 pg.mL™?, 10 pg.mL?, 100 pg.mL?, 1000 pg.mL? e

10.000 pg.mL™. Quanto ao grupo testemunha, consistiu apenas de gua destilada.
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Foram adicionadas 25 sementes a cada placa de Petri, embrulhadas em papel filme e
colocadas em uma camara climéatica (B.O.D), modelo MA-1402/546, ajustada para um
fotoperiodo de 12 horas e temperatura controlada de 25 °C, durante um periodo de sete dias.
Apds o sétimo dia, parametros de germinacgédo, desenvolvimento inicial e fitotoxicidade foram

avaliados.

ConcentracOes subinibitorias do EEEP na germinacdo e desenvolvimento inicial de
Lactuca sativa L. foram determinadas pelo célculo da concentracéo inibitéria média (Clsg), ou
seja, a concentracdo necessaria para reduzir 50% no crescimento do 6rgdo analisado das
plantulas.

2.3.4. Avaliacao do efeito téxico do sulfato de niquel (NiSO4)

Com auxilio de pipetas Pasteur, os microambientes foram expostos a 3 mL das
diferentes concentrages do NiSO4 (0,1 pg.mL?, 1 pg.mL?, 10 pg.mL%, 100 pg.mL™* e 1000

ug.mL™?). Quanto ao grupo testemunha, consistiu apenas de agua destilada.

Foram adicionadas 25 sementes a cada placa de petri, embrulhadas em papel filme e
mantidas em uma camara climatica B.O.D, modelo MA-1402/546, ajustada para um
fotoperiodo de 12 horas e temperatura controlada de 25 °C, durante um periodo de sete dias.

Parametros de germinacdo, desenvolvimento inicial e fitotoxicidade foram avaliados.

Concentracdes inibitorias ou toxicas do NiSO4 na germinacdo e desenvolvimento inicial
de Lactuca sativa L. foram determinadas a partir do calculo da concentragdo inibitéria média
(Clsp), ou seja, a concentracdo média necessaria para reduzir em 50% o crescimento das

radiculas quando comparado com o grupo controle.

2.3.5 Teste de remediacao ou efeito protetor do EEEP sobre a toxicidade induzida por
Ni

Com auxilio de pipetas Pasteur, os microambientes foram expostos a 3 mL das

concentracdes do EEEP (0,5 e 5,0 pg.mL™) combinadas com as concentra¢des do NiSOs4 (2,5,
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5,0 e 25,0 pg.mL™1). Quanto aos grupos testemunhas, consistiram apenas de agua destilada e

das concentracdes do EEEP e NiSOs isoladas.

Foram adicionadas 25 sementes a cada placa de Petri, embrulhadas em papel filme e
mantidas em uma camara climéatica B.O.D, modelo MA-1402/546, ajustada para um
fotoperiodo de 12 horas e temperatura controlada de 25 °C, durante um periodo de sete dias. No
ultimo dia, pardmetros de germinacéao, desenvolvimento inicial e fitotoxicidade (descritos no

item 2.5) foram avaliados.

O experimento foi repetido para obtencdo de material vegetal e realizacdo dos testes
bioquimicos. Todo material vegetal obtido foi acondicionado em ultra freezer Panasonic/Sanyo

MDF -86 °C para analises posteriores.

2.4 Parametros de germinacéo, desenvolvimento inicial e fitotoxicidade em Lactuca
sativa L.

2.4.1 Porcentagem de germinacao (%G)

Durante os sete dias de incubacéo de L. sativa na estufa incubadora (B.0.D.), sementes
com emergéncia radicular a partir de 1 mm foram consideradas germinadas. O nimero de
sementes germinadas foram contabilizadas a cada 24 horas. A porcentagem de germinacéo total

foi calculada a partir da seguinte formula:

n
%G = n_ft x 100
t

Onde:
%G = Porcentagem de Germinacéo (%);
ngt = Numero total de sementes germinadas;

nst= NUmero total de sementes.
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2.4.2 Indice de Velocidade de Germinagao (IVG)
Outro parametro de germinacdo avaliado foi o indice de velocidade de germinacéo
(IVG), a partir da seguinte formula proposta por Maguire (1962):
- n,
IVG ZZE

= !
Onde:
IVG = indice de Velocidade de Germinaco (sementes germinadas.dia™);

ngi = Nimero de sementes germinadas no dia i;

i = Dia observado;
n = Ultimo dia observado.

2.4.3 Comprimento da radicula (CR) e hipocoétilo (CH)
Apo6s o periodo de sete dias, seis plantulas foram coletadas aleatoriamente de cada
répica (placa de Petri), fotografadas e mensuradas as suas radiculas e os hipocétilos, com o

auxilio do programa Image-Pro Plus.

2.4.4 indice de Vigor (1V)

O indice de vigor das plantulas de Lactuca sativa L. foi calculado de acordo com a

metodologia de Abdul Baki e Anderson (1973), utlizando a seguinte formula:
IV=(CR+CH) x %G
Onde:
IV = indice de Vigor (%);
CR = Comprimento da radicula (cm);

CH = Comprimento do hipocétilo (cm);
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%G = Porcentagem de germinagéo (%).

2.4.5 Indice de tolerancia (IT) ao niquel
Com base nos dados do comprimento radicular, foi determinado o indice de tolerancia
ao NiSOg4, conforme metodologia proposta por Tuner e Marshall (1972), utilizando a formula:

Ce
IT=1 + log (—)

(0]

Onde:
I T= indice de tolerancia ao niquel;
ce = Comprimento esperado (Comprimento do grupo controle) (cm);

Co = Comprimento observado (Comprimento do grupo observado) (cm).

2.4.6 Percentagem de Necrose Radicular (%NR)

A necrose radicular foi detectada a partir da identificacdo de manchas escuras sobre a
radicula, o que indica morte tecidual. Neste trabalho, definimos como necrose parcial a
ocorréncia de manchas escuras em pequenas areas da radicula (geralmente na sua extremidade)
e necrose total como a ocorréncia de manchas escuras em sua total extenséo, com consequente
atrofia radicular (Figura 8). A partir da avaliacdo da incidéncia de necrose nas radiculas das

plantulas foi atribuido a percentagem de necrose total, necrose parcial e plantulas sem necrose.

2.5 Parametros fisico-quimicos

Com auxilio de um pHmetro e condutivimetro (Tecnal/TEC-11), foi medido o pH e a
condutividade elétrica (CE) das solugdes isoladas e combinadas do EEEP e do sulfato de niquel
(NiSO4) utizadas como tratamentos nos testes de germinacdo de alface. Em seguida,
determinou-se o potencial osmotico (Wo) a partir da formula adptada de Ayers & Westcot
(1999):

Yo=-0,036 x CE
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Onde:

Wo= Potencial osmético (em MPa);

CE= Condutividade elétrica (em dS/m).

2.6 Determinacdo das concentragdes dos pigmentos fotossintéticos
A estimativa das concentracgdes de clorofilas e carotenoides foi realizada de acordo com

0 método adaptado de Lichthenthaler (1987).

Com auxilio de uma pinca, aproximadamente 0,05g das folhas cotiledonares das
plantulas de cada tratamento foram coletadas e alocadas em tubos de ensaio com rosca,
previamente identificados e protegidos com papel aluminio. Em seguida, foi adicionado nos
tubos 4 mL de acetona 80% (VETEC, Brasil) e acondicionados no refrigerador durante uma

semana para extracdo dos pigmentos fotossintéticos.

Apds o tempo de extracdo, os pigmentos extraidos foram quantificados através da
leitura em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S60) nos comprimentos de onda de 470 nm,
646,8 nm e 663,2 nm. As concentracOes de clorofilas e de carotenoides (em pg.mL™) foram,

entdo, calculadas por meio das seguintes férmulas:
Clorofilaa=Ca=12,25 A 6632 —0 2,79 A 6468
Clorofilab = Cp =21,50 A 6468 — 5,10 A 6632
Clorofilas totais = C @+b) = 7,15 A e3>+ 18,71 A 646,
Carotenoides (xantofilas + carotenos) = (1000 A 470 — 1,82 C 2 — 85,02 C ,) / 198

Para cada tratamento, os resultados foram expressos na quantidade em pg de clorofilas

ou carotenoides por g de massa fresca de folhas cotiledonares de alface.
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2.7 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e de homocedasticidade para
avaliar se os dados possuiam distribuicdo normal e variancias homogéneas, respectivamente.
Atendendo a essas premissas, os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey. Diferencas significativas entre as médias foram consideradas para o

valor de p < 0,05.

3. RESULTADOS
3.1 Fitoquimica do EEEP
A analise fitoquimica qualitativa do EEEP revelou a presenca de compostos fenélicos
com o aparecimento de uma mancha azul escura no papel filtro no contato do extrato com o
cloreto de ferro (FeCls) (Tabela 1). Dentro das classes de compostos fendlicos, foi possivel
observar um indicativo de flavonoides e cumarinas por meio do aparecimento de uma cor
amarela e azul, respectivamente, quando exposto a luz UV (Tabelal, Figura 2A). Por fim, a

formacdo de um precipitado branco indicou a presenca de taninos (Tabela 1, Figura 2B).

3.2 Efeito téxico do EEEP em Lactuca sativa L.

Com base nos resultados do efeito do EEEP sobre a germinagéo e desenvolvimento
inicial de Lactuca sativa foi observado fitotoxicidade apenas nas concentracdes a partir de 1.000
pg.mL™. A Porcentagem de Germinacgéo (%G), na maior concentragdo avaliada (10.000 pg.mL"
1), foi reduzida em torno de 50%, quando comparado ao controle, diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos (Tabela 2). Apesar da %G ter sido reduzida apenas na maior concentragao
avaliada, o Indice de Velocidade de Germinacao (IVG) sofreu um retardo a partir do tratamento
de 1.000 pg.mL?, cerca de 22% em relacdo ao controle, seguida de um declinio de

aproximadamente 80% na maior concentragdo testada (10.000 pg.mL™) (Tabela 2).

Assim como o IVG, o Indice de Vigor (IV) foi reduzido nas duas maiores concentragoes

testadas (1.000 e 10.000 pg.mL™?), cerca de 53% e 95%, respectivamente, em relacdo ao
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controle. Sendo assim, uma reducdo no comprimento radicular foi diretamente proporcional a
essa perda de vigor das plantulas. Na concentracdo de 10.000 pg.mL, aproximadamente 99%
do tamanho radicular foi comprometido, causando necrose nas radiculas das plantulas desse
tratamento (Tabela 2). O comprimento do hipocotilo ndo apresentou diferenca significativa nas

concentragdes de 0,1 a 10.000 pg.mL™* quando comparado ao controle (Tabela 2).

Com base nos parametros avaliados e sob as condic@es utilizadas no presente estudo, o
EEEP causou um efeito tdxico a partir da concentracdo de 1.000 pg.mL™. Diante dessa
informacdo e do calculo da concentracéo inibitéria média (Clso) (Figura 3), foram selecionadas
as concentracGes de 0,5 e 5,0 pg.mL* do EEEP para o teste de remediacdo do EEEP sobre a

fitotoxicidade causada pelo NiSO4 na germinacéo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa.

3.3 Toxicidade do sulfato de niquel (NiSO4) em Lactuca sativa L.

Diante dos resultados obtidos no teste de fitotoxicidade do NiSO4 sobre a germinacgéo e
desenvolvimento inicial de Lactuca sativa, foi observado um efeito inibidor a partir da
concentragdo de 10 pg.mL™ de NiSQO4, sendo a concentragdo de 1.000 pg.mL™ de NiSOq letal

para a germinagao e o desenvolvimento dessa hortalica (Tabela 3).

A %G e o IVG ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos (0 a 100 pg.mL de
NiSOs) (p<0,05). No entanto, o IV reduziu cerca de 49% e 93% nas concentragdes de 10 e 100
pg.mL7, respectivamente, quando comparado ao controle. O comprimento radicular foi quase
que comprometido (97%) na concentracdo de 100 pg.mL™? e reduzido cerca de 57% no
tratamento de 10 pg.mL™ em relacdo ao controle. Apesar do hipocétilo ndo estar diretamente
em contato com a solucdo do NiSOs , foi observada uma redugdo no comprimento desse orgédo

na concentracao de 100 pg.mL™, quando comparado em controle (Tabela 3).

Diante das condi¢fes propostas no presente estudo e dos parametros avaliados, 0 NiSO4

causou toxicidade na germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa nas
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concentragdes de 10, 100 e 1.000 pug.mL™. A partir da calculo da concentracdo inibitorio méedia
(Clso) foram determinadas as concentracdes de 2,5, 5,0 e 25,0 pg.mL™* do NiSO4 para o teste
de remediacdo quimica do EEEP sobre a fitotoxicidade causada pelo NiSO4 na germinacao e
desenvolvimento inicial de Lactuca sativa (Figura 4).

3.4 Teste de remediacéo ou efeito protetor do EEEP

Com base nos parametros avaliados no ensaio do potencial remediador do EEEP sobre
a toxicidade causada por NiSO4 na germinacéo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa , a
%G ndo apresentou diferenca entre as combinaces EEEP x NiSO4 e 0s controles (positivo e
negativo) avaliados (Tabela 4). Ou seja, os controles positivos (H20, 0,5 e 5,0 ug.mL™* EEEP),
0s controles negativos (2,5, 5,0 e 25,0 pg.mL* NiSOg4) e as combinagdes EEEP x NiSO4 ndo
influenciaram na germinacao das sementes de Lactuca sativa L. No entanto, um aumento de
aproximadamente 28% foi observado no IVG no tratamento combinado (5,0 EEEP x 25,0
NiSOs), diferindo dos controle positivo (H20) e do controle negativo (25,0 pg.mL™ NiSOs)

(Tabela 4).

Conforme os resultados apresentados para o 1V, nos controles negativos (2,5, 5,0 e 25,0
pHg.mL* NiSO4) houve uma reducdo percentual de aproximadamente 61, 43 e 88%,
respectivamente, diferindo estatisticamente quando comparado com o controle positivo (H20)
(Tabela 4). Entretanto, quando foi combinado o EEEP com o NiSOa4, o IV melhorou ou
apresentou-se maior que os valores observados nos controles positivos (H20, 0,5 e 5,0 pg.mL"

1 EEEP) (Tabela 4).

Diante dos dados obtidos no indice de Tolerancia (IT), foi observado um
comportamento tolerante das plantulas quando o EEEP foi combinado com o NiSOas. Nos
tratamentos apenas com NiSOs, as plantulas tenderam a aumentar o seu valor do IT,
configurando uma menor tolerancia ao estressor, que tem como valor padrdo de tolerancia 1,0

(Tabela 4). Entretanto, quando o EEEP foi combinado com NiSOg, os valores do IT tenderam a
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se aproximar do valor 1,0, consequentemente, melhorando a tolerancia das plantulas frente ao

estressor analisado (Tabela 4).

O comprimento radicular das plantulas foi significativamente reduzido nos tratamentos
apenas com NiSO4, comprometendo quase que 100% das radiculas na maior concentracdo
testada (25,0 pg.mL™ de NiSO4) (Figuras 5,6 e 7a). Em contrapartida, 0s ensaios na presenga
do EEEP e do NiSO4foi observado um efeito protetor do EEEP sobre a toxicidade causada por
NiSOs. Nos tratamentos combinados (EEEP x NiSO4) foi observado um aumento no
comprimento nas radiculas das plantulas analisadas, diferindo dos ensaios realizados apenas
com o NiSOs isolado (Figura 5,6 e 7a). Para o comprimento do hipocétilo, foi observado
diferenga dos tratamentos (0,5 EEEP x 2,5 NiSQOs; 5,0 EEEP x 25,0 NiSO4) e 0s ensaios de

NiSOgs isoladas (Figura 7b).

A partir da avaliagdo da incidéncia percentual de necrose radicular das plantulas, foi
observado, a partir dos parametros adotados, 25% de necrose parcial e 4,17 de necrose total nas
radiculas das plantulas do tratamento apenas com 2,5 pg.mL™ de NiSOs (Figura 9a). A
concentracdo isolada de 5,0 pg.mL™ de NiSO4 apresentou comportamento semelhante, com
41,7% de necrose parcial e 8,3% de necrose total (Figura 9b). Na maior concentracdo estudada
de NiSO4 (25,0 pg.mL™1), as plantulas apresentaram 100% de necrose total das radiculas (Figura
9c). Um possivel efeito protetor do EEEP foi observado nos tratamentos combinados (EEEP x
NiSOs), pois ndo apresentaram nenhum grau de necrose para esses dois niveis de NiSO4 (2,5 e
5,0 pg.mL?) (Figura 9a,b). No maior nivel de NiSO4 estudado (25,0 pg.mL™), os tratamentos
combinados tenderam a diminuir a necrose total a medida que os niveis dos EEEP aumentaram
(Figura 9c).

3.5 Parametros fisico-quimicos

Dentre os parametros fisico-quimicos analisados nas solucdes do teste remediador do

EEEP, foi possivel observar um pH mais &cido nas concentracdes isoladas do NiSOa (2,5; 5,0
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e 25,0 ng.mL). Nos tratamentos combinados (EEEP x NiSQO4), o pH tendeu a ficar neutro,

diferindo dos tratamentos isolados de NiSO4 (Tabela 5).

A condutividade elétrica (CE) das solucdes tendeu a aumentar nos controles negativos
(2,5, 5,0 e 25,0 pg.mL* NiSOg4) e nos tratamentos combinados. Nos controles positivos (2,5,
5,0 e 25,0 pg.mL* NiSOs), a CE das solugdes apresentaram valores menores, diferindo dos

demais tratamentos (Tabela 5).

O potencial osmotico (Vo) das solucBes aumentou negativamente nos controles
negativos (2,5, 5,0 e 25,0 pg.mL™* NiSO4) e nos tratamentos combinados. Nos controles
positivos (H20, 0,5 e 5,0 pg.mL™* EEEP), o potencial osmotico apresentou valores proximo a

zero (Tabela 5).

3.6 Conteudo de clorofilas a, b, totais e carotenoides

Os pigmentos fotossintéticos analisados nas plantulas do teste do efeito remediador do
EEEP sobre a fitotoxicidade induzida por NiSO4 ndo apresentaram diferencas significativas nos
menores niveis do NiSO4 (2,5 e 5,0 pg.mL™), quando comparado com o controle (H20) e 0s
tratamentos combinados (Tabela 6). No entanto, para a maior concentracdo do NiSO4 estudada
(25,0 ng.mL™?), foram observadas diferencas significativas desses pigmentos fotossintéticos,

entre e os tratamentos isolados e os combinados (Tabela 6).

Os niveis de clorofila a foram reduzidos cerca de 46,5% no tratamento isolado com 25,0
pug.mL? de NiSOg, diferindo quando comparado ao controle (H20) (Tabela 6). Entretanto,
quando o ensaio foi realizado combinando 25,0 pg.mL™ de NiSOse 5,0 pg.mL™* do EEEP os
teores de clorofila a superaram os niveis observados no controle (H2O) (Tabela 6). Os niveis de
clorofilas b, totais e carotenoides quantificados seguiram o mesmo comportamento da clorofila
a, reduzindo em torno de 32%, 42,5% e 54,5%, respectivamente. Todos 0s pigmentos

fotossintéticos voltaram a apresentar niveis acima do controle (H20O) quando combinado 25,0
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pg.mL* do NiSO4 com 5,0 pg.mL™* do EEEP (Tabela 6).

4. DISCUSSAO

As plantulas tém a capacidade notavel, porém diferente, de absorver os minerais do
ambiente externo e acumular varios elementos essenciais e ndo essenciais, incluindo os metais
toxicos (EMAMVERDIAN et al., 2015). No presente estudo, plantulas de Lactuca sativa foram
cultivadas na presenca de concentracfes isoladas e combinadas do EEEP e NiSO4 para avaliar
0 possivel efeito citoprotetor do EEEP contra a fitotoxicidade induzida por NiSOs. Os
resultados apresentados aqui indicam que o EEEP quando combinado com o NiSO4 reduziu ou
reverteu a fitotoxicidade causada nas plantulas de alface, de acordo com os parametros

biométricos e dos pigmentos fotossintéticos avaliados.

4.1 Fitoquimica do extrato etanolico de Eugenia punicifolia L.

De acordo com a metodologia de Matos e colaboradores (1998) para determinacéo
fitoquimica qualitativa em extratos vegetais, foi possivel observar no presente estudo um forte
indicativo de compostos fendlicos (flavonoides, cumarinas e taninos) para o extrato etandlico
de Eugenia punicifolia. Basting e colaboradores (2014) investigaram o perfil fitoquimico em
HPLC do extrato hidroalcéolico das folhas de Eugenia punicifolia e detectaram a presenca de
derivados de flavonoides (quercetina, miricetina e rutina) e galotaninas. Sobral-Souza e
colaboradores (2014) trabalhando com o extrato etanélico da espécie Eugenia jambolana Lam.
identificaram a presenca de fendis totais e flavonodides. Cunha e colaboradores (2016)
investigaram o perfil fitoquimico do extrato etandlico da espécie Eugenia uniflora L. em HPLC
e observaram a presenca de derivados de compostos fendlicos e flavonoides (acido gélico,
catequina, é&cido clorogénico, &cido cafeico, quercetina, rutina, kaempferol). O perfil
fitoquimico dessas espécies parece ser bem caracteristico dentro do género Eugenia,

corroborando com os dados obtidos na prospeccéo fitoquimica do presente estudo.
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Alguns trabalhos relatam que os compostos fenolicos e flavonoides apresentam
caracteristicas fisico-quimicas com potencial atividade antioxidante e quelante de metais
pesados. Mecanismos de captura de radicais livres (espécies reativas de oxigénio — EROs) e
formacéo de complexos com metais pesados podem conferir protecao as plantas atravées da acdo
desses metabolitos secundarios (EBRAHIMZADEH et al., 2008; WANG et al., 2009;
MLADENKA et al., 2011; PROCHAZKOVA et al., 2011; HUYUT et al., 2017). Com base
nesses trabalhos, o EEEP parece ter atividade antioxidante, o que indica o potencial citoprotetor
deste extrato.

4.2 Teste do efeito protetor do EEEP sobre a fitotoxicidade induzida por NiSO4 em
plantulas de Lactuca sativa L.

4.2.1 Fitotoxicidade do NiSO4

Os efeitos visiveis do excesso do niquel (Ni) observados em plantulas da alface no
presente estudo pode ocorrer devido a interferéncia desse metal nos processos metabdlicos e
bioquimicos associados ao crescimento e desenvolvimento normal das plantulas (SEREGIN,

KOZHEVNIKOVA, 2006).

No presente trabalho, ndo foi constatado diferencas significativas na %G dos
tratamentos avaliados. Porém, Seregin e Kozhevnikova (2006) relataram gue a toxicidade do
Ni tem efeitos deletérios na germinacédo e no crescimento das sementes, pois afeta processos
metabolicos, a elasticidade da parede celular, divisbes celulares e atividades de enzimas
hidroliticas. Contudo, a fitotoxicidade induzida por Ni sobre as plantas dependem da espécie
em estudo, estagio de desenvolvimento, condi¢des de cultivo e tempo de exposic¢ao ao estressor

(ASSUNCAO et al. 2003).

O pH da solucéo é um dos fatores que mais afetam a absor¢do e consequentemente a
toxicidade do Ni sobre as plantas. Isso ocorre porque os ions hidrogénio estdo competindo

fortemente com os ions metalicos (LODEIRO et al., 2006; HANIF et al., 2007). Em solu¢es
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mais acidas (pH mais baixo), a planta tende a absorver maior quantidade de Ni. Fato que pode
ser explicado porque mais protons estdo disponiveis para protonar grupos ativos da superficie
de componentes celulares da planta e ions metalicos estdo competindo com o H* na solucéo a
baixos valores de pH. Em valores mais altos de pH, a absorcdo de Ni pelas plantas diminui

drasticamente (SAG, KAYA, KUTSAL, 1998).

Além do pH, outros parametros fisico-quimicos das solucdes podem explicar a
fitotoxicidade do Ni sobre as plantas. A condutividade elétrica (CE) da solucdo aumenta na
presenca de Ni. Walker e colaboradores (2004) explicaram o aumento da CE no solo pela
acidificacdo de residuos sélidos municipais em combinagdo com a subsequente solubilizacédo
dos elementos metalicos. O potencial osmotico (Wo) das solugdes é inversamente proporcional
a CE. A medida que a CE aumenta o Wo dimimui. A reducdo do Wo nas solucBes pode ser

devido a solubilizac¢do do Ni, induzindo um descréscimo na atividade da agua.

Sendo assim, a captacdo de Ni nas plantas acontece, principalmente, através do sistema
radicular por difusdes ativas e passivas. Cerca de metade do Ni absorvido fica retido na raiz e
0 restante é transportado para a parte aérea (folhas, frutos, sementes, brotos) através dos vasos
do xilema no fluxo transpiracional (SEREGIN, KOZHEVNIKOVA, 2006; NEUMANN,
CHAMEL, 1986) e induzido por complexos Ni-ligantes (histidina, nicotinamida, acidos
organicos e peptideos), que ajudam a translocacdo do Ni via xilema (HAYDON E

COBBETT, 2007).

A andlise da morfometria da radicula e hipocotilo das plantulas de alface mostraram
uma reducdo significativa no sistema radicular e consequentemente no indice de vigor em
funcgéo das concentragbes de NiSO4 estudadas, com efeitos menores sobre o hipocotilo. Isto se
da pelo fato de que, de acordo com Seregin e colaboradores (2003), o acimulo de Ni € maior

nas raizes do que na parte aérea devido ao contato direto e por ocorrer nos locais de troca
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catidnica das paredes dos vasos do parénquima do xilema. Consequentemente, este fato permite
a inibicdo do crescimento da radicula em maior extenséo do que o crescimento da parte aérea
(SEREGIN, KOZHEVNIKOVA, 2006). Outra possivel explicacdo seria que a reducdo do
crescimento radicular pode estar, geralmente, ligada a uma perda de turgor celular, resultando
na diminuicdo da atividade mitotica e/ou na inibicdo do alongamento celular (ROBERTSON,

MEAKIN, 1980; POWELL et al., 1986; GABBRIELLI et al .; 1990).

Além disto, o dano celular nas radiculas de alface pelo aumento na concentracdo de
Ni é intensificado pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), com consequente
danos oxidativos as suas biomoléculas celulares. Isso indica que as raizes sdo mais suscetiveis

a danos induzidos por Ni do que outros 6rgéaos vegetais (LYU et al., 2018).

O escurecimento das raizes, como conseqiiéncia da alta disponibilidade de metais, foi
relatado por vérios autores (RAUSER, 1978; BRECKLE, 1989). O escurecimento parece esta
associado a uma melhor suberizacdo (BARCELO, POSCHENRIEDER, 1990), o que pode
limitar a captacdo de agua. No entanto, de acordo com Greger e Lindberg (1987), o
escurecimento do sistema radicular e o desenvolvimento de raizes laterais curtas podem ser

uma conseqiiéncia da deficiéncia de Ca®*

Efeitos fisiologicos e bioquimicos da fitotoxicidade induzida por Ni resultaram em uma
reducdo significativa dos pigmentos fotossintéticos nas plantulas da alface na maior
concentracdo do NiSO4 estudada. Singh e Pandey (2010) encontraram resultados semelhantes
em plantas de alface na maior concentracdo de Ni estudada, observando uma reducdo
significativa nos teores de clorofilas e na eficiéncia fotossintética. Segundo Somashekaraiah e
colaboradores (1992), a diminuicdo dos teores dos pigmentos fotossintéticos em plantas
tratadas com Ni é atribuida a distdrbios na sintese desses pigmentos, bem como a degradacgéo

dos cloroplastos. Somado a este fato, pode ainda ocorrer uma menor absorgdo de magneésio
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(Mg) e ferro (Fe) induzida por Ni, levando a deterioracéo da clorofila com consequente clorose
e necrose foliar, além do estresse oxidativo que pode resultar na peroxidacdo das membranas
lipidicas (EWAIS, 1997; MOLAS, 1997; SEREGIN, KOZHEVNIKOVA, 2006; SHUKLA,

GOPAL, 2009).

O Ni absorvido é predominantemente depositado em regides lamelares dos cloroplastos
que contém o fotossistema Il (VEERANJANEYULU, DAS, 1982). Nesse contexto, o acumulo
de Ni pode interferir no transporte de elétrons durante a reacdo luminosa no fotossistema Il
reduzindo a taxa de fotossintese (MALKIN, NIYOGI, 2000; KRUPA, BASZYNSKI, 1995).
Além disso, o Ni reduz a plastocianina, citocromo b6-f e b559 e ferrodoxina nas membranas
dos tilacoides, além de afetar a atividade de enzimas importantes, como a rubisco e aldolase,
envolvidas na regulacdo do ciclo de Calvin. A baixa atividade dessas enzimas leva ao acumulo
de ATP e NADPH, criando um gradiente de pH alcalino nas membranas dos tilacoides com
consequente bloqueio das atividades do fotossistema Il (SHEORAN et al. 1990b; KRUPA,

BASZYNSKI, 1995).

De um modo geral, a toxicidade causada por Ni modifica a estrutura dos cloroplastos,
reduz a sintese de clorofilas, interfere na cadeia transportadora de elétrons, inibe enzimas do
Ciclo de Calvin, aumenta o fechamento estomatico, induz a deficiéncia de CO2, e
consequentemente leva a reducdo da fotossintese (HERMLE et al., 2007; SEREGIN,

KOZHEVNIKOV, 2006; TRIPATHY et al., 1981; SHEORAN et al., 1990D).

4.2.2 Efeito protetor do EEEP sobre a fitotoxicidade induzida por Ni

Os efeitos visiveis do excesso do NiSO4 observados em plantulas da alface no presente
estudo foram amenizados ou revertidos as condigdes normais (comparados com 0 grupo
controle - H20) na presenca do EEEP. Os resultados obtidos, como o IVG, o comprimento
radicular e o IV das plantulas da alface apresentaram um aumento significativo quando

combinado o EEEP com o NiSO4. Além disso, um aumento da tolerancia ao NiSQOg foi atribuido
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as plantulas cultivadas nessas condicdes. Por fim, os niveis dos pigmentos fotossintéticos foram

melhorados ou recuperados as condi¢des normais na presenca do EEEP.

Rajpoot e colaboradores (2015) atribuiram aos compostos fenolicos presentes no extrato
das cascas de Terminalia arjuna como responsaveis pelos mecanismos de protecdo contra a
fitotoxicidade induzida por Ni em mudas de arroz, devido as propriedades quelantes desses
compostos, resultando em uma menor absor¢do. O mesmo foi concluido por Sobral-Souza e
colaboradores (2014) e Cunha e colaboradores (2016), utilizando extratos etanolicos da
Eugenia jambolana e Eugenia uniflora no desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca
sativa expostas a mercurio (Hg). Os resultados demonstraram que os fitoquimicos presentes
nos extratos citados, principalmente fendis e flavonoides, podem proteger diferentes

organismos contra os danos do metal toxico, devido a quelacdo ou potencial antioxidante.

Diante deste fato, é possivel que, na presenca de compostos fenolicos (flavonoides,
taninos e cumarinas) as atividades enzimaticas que mobilizam o armazenamento de nutrientes
do endosperma para o desenvolvimento do embrido, tenham permitido o aumento da velocidade
de germinacdo das sementes de L. sativa (HASSAN et al., 2019), bem como, a formacéo de
complexos (Ni-biomoléculas) tenha evitado os danos oxidativos causados pelo aumento da

producdo de EROs nas radiculas e aparelho fotossintético (RAJPOQT et al., 2016).

Como ja citado anteriormente, a prospeccao fitoquimica do EEEP revelou a presenca de
compostos fendlicos. Basting e colaboradores (2014) investigaram o perfil fitoquimico em
HPLC do extrato hidroalcoolico das folhas de E. punicifolia e detectaram a presenca de
derivados de flavonodides (quercetina, miricetina e rutina) e galotaninas. De fato, varios
flavonoides, principalmente a quercetina, podem pontecialmente formar complexos
moleculares com alguns metais toxicos, dentre eles, o niquel (DOLATABADI et al., 2011). A

quercetina atua como um ligante de dois atomos (ligante bidentado), formando um complexo
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mononuclear com um ion de Ni e dois ligantes (Figura 10) (ZHOU et al., 2001). Isso reforca a
tese que a quercetina e outros compostos fenolicos encontrados nas folhas do EEEP pode, em
parte, atuarem como estabilizadores do Ni, impedindo sua absorcdo pelas plantulas e,

consequentemente, reduzindo sua fitotoxicidade.

Outra possivel explicacdo sobre esse feito protetor do EEEP, é a eliminacdo de EROs
diretamente por doacdo de atomos de hidrogénio por metabdlitos secundarios. Por exemplo, o
radical livre fenoxil flavonoide (FI-O*) pode reagir com um segundo radical, formando uma
estrutura estavel de quinona (Figura 11) (DOLATABADI et al., 2011). Os taninos condensados
e 0s polimeros de catequinas, sdo excelentes metabdlitos secundarios antioxidantes devido ao

grande namero de grupos hidroxila em suas moléculas.

Entdo, a capacidade dos metabolitos secundarios (polifendis e flavondides) formarem
complexos com metais pesados ou atuarem como antioxidantes, nos remete a inferir que esses
compostos presentes no EEEP sdo os responsaveis pelo efeito protetor observado no presente

estudo (CAl et al., 2003; SULTANA et al., 2007).

5. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o0 extrato etandlico de folhas de Eugenia
punicifolia possui papel protetor contra a toxicidade induzida por sulfato de niquel em plantulas
da alface. Embora os mecanismos de protecdo utilizando extratos vegetais ndo estejam
totalmente esclarecidos, podemos inferir que as biomoléculas presentes no EEEP podem ter
reduzido a absorcédo de niquel pelas raizes da alface ou atuaram como sistema antioxidante das
plantulas contra o estresse oxidativo causado por niquel. A aplicacdo exdgena de varios
metabdlitos secundarios e seus possiveis efeitos de melhoria na toxicidade induzida por metais
pesados em plantas significam um futuro promissor, devido a agcdo quelante e antioxidante de

algumas biomoléculas. No entanto, € necessario melhorar a compreensao dos mecanismos
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exatos envolvidos nas acbes de tais moléculas biologicas e o nivel de sua interacdo com

diferentes espécies de plantas para aliviar os efeitos dos metais toxicos.
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TABELAS

Tabela 1: Classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato etanolico de folhas de

Eugenia punicifolia (EEEP).

Classes de Metabolitos Secundérios EEEP
Alcaloides -
Triterpendides -
Esterdides -
Saponinas -
Cumarinas +
Compostos Fendlicos +
Taninos +
Flavonoides +

Antraquinonas
Antocianidinas
Leucoantocianidinas
Chalconas
Catequinas

Flavononas

+ = resultado positivo; - = resultado negativo
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Tabela 2: Efeito de diferentes concentracdes do extrato etandlico de Eugenia punicifolia
(EEEP) sobre parametros de germinacéo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

TRATAMENTOS — —

(ug.mL7) %G IVG v aécr'f]‘; a '?gﬁ% 1o

Controle (H,0)  100+0,00a  22,83+113a 649,16 +4022a 5,77 0,36a 0,72 +0,07ab

0,1 100 +0,00a  22,91+113a 571,4145021a 4,96+0,42a 0,75+0,13ab

1 100 +0,00a 22,16 +1,56a 626,37 +938la 531+098a 0,95 +0,05a

10 100 +0,00a 22,410,942 548,74+10396a 4,50+0,96a 0,98 +0,15a

100 100 +0,00a  23,62+1,43a 639,4145325a 545+057a 0,94 +0,13a

1000 96+0,00a 17,76 +0,95b 304,64 +4156b 2,55+0,43b 0,62 +0,08b

10.000 50,75 +1557b 4,61+199c  33,19+12,41c  0,16+0,0lc 0,48 £0,03b
CV(%) 7,36 8,08 15,28 17,62 15,56

%G — Porcentagem de Germinagéo; IVG — indice de Velocidade de Germinago; 1V — indice de Vigor. Médias seguidas por letras iguais
na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 3: Efeito de diferentes concentracdes de sulfato de niquel (NiSO4) sobre parametros de
germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa.

TRATAMENTOS

(Hg.mL™) %G IVG W, Ra(‘;';‘;‘)“a Hi?grff)t”o
Controle (H20)  100£0,00a 14,64 +0.86a 767,01+20.83a 6,84 +0,36a 0,83 £028ab
0.1 9842,00a 12,02+0,68a 664,58 +114,04a 578+090a 1,00 +034a
1 9842,00a 15,16+056a 661,90+4034a 59540292 0,81 +021ab
10 90843462 1476+119a 3910843549 29340550 1,08 £0,15a
100 0443462 1421059 41,12+7.88c  0,19+0,020c 0,24 +0,07b

1000 i i i i i

CV (%) 2.99 6.72 13,09 13,83 3417

%G — Porcentagem de Germinacio; IVG — Indice de Velocidade de Germinacéo; IV — Indice de Vigor. Médias seguidas por letras
iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 4: Efeito do potencial protetor de diferentes concentracdes do extrato etandlico de
Eugenia punicifolia (EEEP) combinadas com diferentes concentragdes do sulfato de niquel
(NiSOg4) sobre os pardmetros de germinacédo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

TRATAMENTOS
(Hg.mL™) %G IVG IV IT
Controle (H20) 100 +0,00a 16,49 +0,56a 748,13 +15,38ab 1,0 £0,00b
0,5 EEEP 99 +1,73a 17,12 +2,33a 783,60 +50,78ab 1,06 +0,14ab
5,0 EEEP 99 +1,73a 18,28 +1,23a 745,89 +73,17ab 0,97 +£0,06b
2,5 NiSO4 97 £2,00a 16,87 +0,83a 392,55 +91,44c 1,25 +0,10a
0,5 EEEP x 2,5 NiSO4 99 +1,73a 19,17 +1,64a 860,30 +37,88a 0,91 +0,04b
5,0 EEEP x 2,5 NiSO4 100 +0,00a 20,06 +1,24a 657,37 +88,40b 1,04 + 0,07ab
CV(%) 1,71 9,13 10,85 9,31
Controle (H20) 100 +0,00a 16,49 +0,56b 748,13 £15,38a 1,0 £0,00b
0,5 EEEP 99 +1,73a 17,12 +2,33b 783,60 +50,78a 1,06 +0,14b
5,0 EEEP 99 +1,73a 18,28 +1,23ab 745,89 +73,17a 0,97 +0,06b
5,0 NiSO4 100 +0,00a 20,57 £0,71ab 423,22 £96,15b 1,35 +0,12a
0,5 EEEP x 5,0 NiSO4 100 +0,00a 16,97+ 3,00b 688,43 £197,7a 1,04 +0,13b
5,0 EEEP x 5,0 NiSO4 100 +0,00a 22,51+1,43a 806,74 +65,55a 0,95 + 0,04b
CV(%) 1,42 10,94 16,62 10,94
Controle (H20) 100 +0,00a 16,49 +0,56b 748,13 £15,38a 1,0 £0,00c
0,5 EEEP 99 +1,73a 17,12 +2,33ab 783,60 +50,78a 1,06 +£0,14c
5,0 EEEP 99 +1,73a 18,28 +1,23ab 745,89 +73,17a 0,97 +0,06¢
25,0 NiSO4 98 +2,00a 16,88 +2,34b 86,87 +9,78c 2,24 +0,13a
0,5 EEEP x 25,0 NiSOs 100 +0,00a 18,05 +1,24ab 181,91 +26,11bc  1,85+0,07b
50EEEP x 25,0 NiSOs  100+0,00a 21,53+1,93a 241,19 +62,25b 1,66 +0,15b
CV(%) 1,5 11,07 11,49 8,72

%G — Porcentagem de Germinagio; IVG — Indice de Velocidade de Germinagdo; 1V — Indice de Vigor; IT — Indice de
Tolerancia ao Niquel. Valores expressos por média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 5: Parametros fisico-quimicos das solucdes isoladas e combinadas do extrato etandlico
de Eugenia punicifolia (EEEP) e sulfato de niquel (NiSOs).

TRATAMENTOS
(Hg.mL™) pH CE (dS.m™) Yo (MPa)
Controle (H20) 6,36 +0,09d 0,0029 +0,00e - 0,0001 +0,00a
0,5 EEEP 6,51 +0,00cd 0,0047 +0,00d - 0,0002 +0,00b
5,0 EEEP 6,61 +0,04bc 0,0057 +0,00d - 0,0002 +0,00b
2,5 NiSO4 6,56 +0,07c 0,0285 +0,00a - 0,0010 +0,00e
0,5 EEEP x 2,5 NiSO4 6,74 +0,05ab 0,0158 +0,00c - 0,0006 +0,00c
5,0 EEEP x 2,5 NiSO4 6,84 +0,10a 0,0193 +0,00b - 0,0007 +0,00d
CV(%) 1,1 4,95 4,41
Controle (H20) 6,36 +0,09c 0,0029 +0,00e - 0,0001 +0,00a
0,5 EEEP 6,51 +0,00b 0,0047 +0,00d - 0,0002 +0,00b
5,0 EEEP 6,61 +0,04ab 0,0057 +0,00d - 0,0002 +0,00b
5,0 NiSO4 6,27 +0,02c 0,0274 +0,00a - 0,0009 +0,00c
0,5 EEEP x 5,0 NiSO4 6,54 +0,00ab 0,0245 +0,00b - 0,0010 +0,00d
5,0 EEEP x 5,0 NiSO4 6,64 +0,02a 0,0272 +0,00a - 0,0010 +0,00d
CV(%) 0,73 2,53 5,09
Controle (H20) 6,36 +0,09c 0,0029 +0,00b - 0,0001 +0,00a
0,5 EEEP 6,51 +0,00b 0,0047 +0,00b - 0,0002 +0,00a
5,0 EEEP 6,61 +0,04a 0,0057 +0,00b - 0,0002 +0,00a
25,0 NiSO4 6,09 +0,01d 0,1013 £0,00a - 0,0036 +0,00b
0,5 EEEP x 25,0 NiSO4 6,47 +0,00b 0,1044 +0,00a - 0,0037 +0,00b
5,0 EEEP x 25,0 NiSO4 6,55 +0,01ab 0,1046 +0,00a -0,0037 +0,00b
CV(%) 0,71 3,79 3,92

pH — pH das solugbes; Wo — Potemcial Osmatico. Valores expressos por média + desvio padrdo. Médias seguidas por

letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 6: Efeito do potencial protetor do extrato etanolico de Eugenia punicifolia (EEEP) sobre
a fitotoxicidade induzida por sulfato de niquel (NiSOa4) nos niveis dos pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, b, totais e carotenoides) de Lactuca sativa.

Pigmentos Fotossintéticos (ug.g MF 1)

TRATAMENTOS -
(Hg.mL™) Clorofilaa Clorofila b Clorofilas Carotenoides
Totais
Controle (H20) 391,58 +60,10ab 151,98 +25,04ab 543,56 +80,21ab 107,06 +£15,72ab
0,5 EEEP 345,05 +80,21b 142,63 £15,72b 487,69 £65,97b 90,64 +9,42b
5,0 EEEP 390,32 +45,90ab 162,39 +16,18ab 552,71 +62,02ab 102,24 +15,85ab
2,5 NiSO4 428,32 +0,32ab 172,69 +0,11ab 601,01 +0,43ab 111,09 +0,07ab
05EEEP x2,5NiSOs 432,88 61,05+tab 176,53 +18,58ab 609,41 +79,40ab 112,29 +13,62ab
5,0 EEEP x 2,5 NiSO4 501,25 +59,71a 192,83 +18,06a 694,09 +77,76a 127,95 +12,54a
CV(%) 14,45 12,82 13,74 13,54
Controle (H20) 391,58 +60,10ab 151,98 +25,04ab 543,56 +80,21ab 107,06 +15,72ab
0,5 EEEP 345,05 +80,21b 142,63 £15,72b 487,69 +65,97b 90,64 +9,42b
5,0 EEEP 390,32 +45,90ab 162,39 +16,18ab 552,71 +62,02ab 102,24 +15,85ab
5,0 NiSO4 508,29 +31,03a 200,58 +10,61a 708,87 +41,62a 127,88 +6,41a
0,5 EEEP x 5,0 NiSO4 407,01+61,02ab 164,97 +22,37ab 571,98 +83,39ab 108,73 +15,14ab
5,0 EEEP x 5,0 NiSO4 468,62 +29,91ab 185,55 +8,93ab 654,18 +38,75ab 117,50 +8,02ab
CV(%) 13,14 12,55 13,06 13,46
Controle (H20) 391,58 +60,10b 151,98 +25,04bc 543,56 +80,21b 107,06 +15,72ab
0,5 EEEP 345,05 +80,21b 142,63 £15,72bc 487,69 +65,97b 90,64 +9,42b
5,0 EEEP 390,32 +45,90b 162,39 +16,18b 552,71 +62,02b 102,24 +15,85b
25,0 NiSO4 209,38+0,32¢ 103,10 +0,11c 312,48 +0,43c 48,75+0,07¢c
0,5 EEEP x 25,0 NiSO4 134,76 +12,64c 171,13 +14,24b 305,9 +22,67C 104,53 +10,86ab
5,0 EEEP x 25,0 NiSO4 576,92 +4,95a 207,51 +4,61a 724,68 +8,77a 122,68 +1,92a
CV(%) 16,37 13,75 15,14 15,29

Valores expressos por média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de significancia.
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FIGURAS

Figura 2: Prospec¢do fitoquimica qualitativa do extrato etandlico de Eugenia punicifolia
(EEEP). A) Formacéo da coloracdo azul escuro é um indicativo da presenca de cumarinas. B)
Formac&o de um precipitado branco é um indicativo da presenca de taninos. Setas indicam a
formacéo do precipitado.
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Figura 3: Grafico da Clso (Concentragdo Inibitoria Média), calculado a partir do comprimento
radicular de pléntulas de Lactuca sativa L. submetidas a diferentes concentracdes do extrato
etandlico de Eugenia punicifolia (EEEP). Valores expressos em média * erro padrdo. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 4: Grafico da Clsg (Concentracdo Inibitéria Média), calculado a partir do comprimento
radicular de plantulas de Lactuca sativa L. submetidas a diferentes concentraces do NiSOa.
Valores expressos em média * erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 5: Germinacdo de sementes de Lactuca sativa apds sete dias de cultivo em

microambientes na presenca de sulfato de niquel (NiSO4) isolado e combinado com o extrato
etanolico de Eugenia punicifolia (EEEP).
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Figura 6: Efeito do extrato etandlico de Eugenia punicifolia (EEEP) sobre a fitotoxicidade
induzida por sulfato de niquel (NiSO4) no desenvolvimento inicial de Lactuca sativa.
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Figura 7: Efeito do potencial protetor de diferentes concentragBes do extrato etanélico de
Eugenia punicifolia (EEEP) sobre a fitotoxicidade induzida por sulfato de niquel (NiSO4) no
(A) comprimento radicular e (B) comprimento do hipoc6tilo em Lactuca sativa L. Valores
expressos em média + erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si na
mesma concentracao do sulfato de niquel (NiSO4) pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 8: Parametros adotados para qualificacdo do nivel de necrose radicular para plantulas
de Lactuca sativa, as sentas indicam a presenca de necrose.
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Figura 9: Percentual de necrose radicular das plantulas de Lactuca sativa L. cultivadas na
presenca de diferentes concentracOes do extrato etanolico de Eugenia punicifolia (EEEP) e
sulfato de niquel (NiSOa) isoladas e combinadas. A) Concentracdo de NiSOa4 (2,5 ug.mL™), B)
Concentracdo de NiSO4 (5,0 pg.mL™*) e B) Concentracdo de NiSO4 (25,0 pg.mL™).
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Figura 10: Estrutura do complexo metalico quercetina de niquel (I1) adaptado de Dolatabadi
(2011).
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Figura 11: Esquema da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) por flavonoides.
Adaptado de Dolatabadi (2011).
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