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RESUMO GERAL

COSTA, Rosemeire Santos. Efeito protetor do resveratrol sobre o desenvolvimento inicial de
plantulas de Lactuca sativa L. expostas ao sulfato de niquel. 2022. 80 f. Dissertacdo
(Mestrado em Producdo Vegetal — Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade
académica de Serra Talhada (UFRPE - UAST)), Serra Talhada — PE.

Atividades antropogénicas com potencial poluidor, incluindo mineracdo, fundicéo,
aplicacdo de fertilizantes, pesticidas, descarte de residuos de industrias eletrnicas, lodo de
esgoto, irrigacdo de &guas residuais, residuos de combustdo de carvdo e derramamento de
petroquimicos, constituem um problema de grande relevancia, pois acarretam na
contaminacdo de solos por metais toxicos em muitas partes do mundo. O acimulo desses
metais toxicos é motivo de preocupacdo na producdo agricola, por se tratar de um grupo de
metais contaminantes com alta capacidade de persisténcia no ambiente e por serem
bioacumulaveis. Concentragdes excessivas de Ni influenciam a dindmica morfoldgica,
anatdmica e bioquimica das plantas. A exposicdo a altos niveis desses elementos influencia a
dindmica morfoldgica, anatdmica e bioquimica das plantas. Posto isto, ha um interesse
crescente focado no desenvolvimento e uso de biomoléculas potencialmente quelantes, como
uma alternativa viavel no processo de remediacdo de solos ou protecdo vegetal. Posto isso, 0
estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor do resveratrol (RES) sobre a fitotoxicidade
induzida por niquel em plantulas de Lactuca sativa L. cultivada em microambientes. A
pesquisa foi desenvolvida em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes, de 30 sementes de alface. O estudo foi dividido em dois experimentos, 0 primeiro
consistiu em diferentes concentracdes do RES e o0 segundo das combinacdes das
concentracdes ndo toxicas do RES com niveis tdxicos do NiSO,4, mais 0s grupos controles:
agua destilada e concentragdes isoladas do RES e NiSO,4. Foram analisados parametros de
germinacao, morfoldgicos e bioquimicos nas plantulas cultivadas. Nossos resultados indicam
que o NiSOy4, quando aplicado isoladamente, causou toxicidade nas plantulas de alface, mas
quando analisamos as combinagdes RES + NiSO,, denotamos um efeito protetor significativo
do RES sobre a toxicidade causada por NiSO,4. Assim, a aplicacdo exogena do RES pode ser
uma grande promessa agricola na fisiologia de estresse causado por metais toxicos, por
possuir acao quelante e antioxidante. No entanto, sdo necessarios novos estudos para melhorar
a compreensao dos mecanismos exatos envolvidos nas a¢des da biomolécula.
PALAVRAS-CHAVE: biomoléculas; contaminantes de solo; metais toxicos; quelantes;

remediacao.



GENERAL ABSTRACT

COSTA, Rosemeire Santos. Protective effect of resveratrol on the initial development of
Lactuca sativa L. seedlings exposed to nickel sulfate. 2022. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em
Producdo Vegetal — Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade académica de
Serra Talhada (UFRPE - UAST)), Serra Talhada — PE.

Anthropogenic activities with polluting potential, including mining, foundry, fertilizer
application, pesticides, waste disposal from electronic industries, sewage sludge, waste water
irrigation, coal combustion residues and petrochemical spillage, are a problem of great
relevance, as they lead to soil contamination by toxic metals in many parts of the world. The
accumulation of these toxic metals is a cause of concern in agricultural production, because it
is a group of contaminant metals with high persistence capacity in the environment and
because they are bioaccumulative. Excessive ni concentrations influence the morphological,
anatomical and biochemical dynamics of plants. Exposure to high levels of these elements
influences the morphological, anatomical and biochemical dynamics of plants. Having said
that, there is a growing interest focused on the development and use of potentially queling
biomolecules as a viable alternative in the process of soil remediation or plant protection.
Having said that, the study aimed to evaluate the protective effect of resveratrol (RES) on
nickel-induced phytotoxicity in seedlings of Lactuca sativa L. grown in microenvironments.
The research was developed in a completely randomized design (IHD), with three replications
of 30 lettuce seeds. The study was divided into two experiments, the first consisted of
different concentrations of RES and the second of the combinations of non-toxic
concentrations of RES with toxic levels of NiSO4, plus the control groups: distilled water and
isolated concentrations of RES and NiSO4. Germination, morphological and biochemical
parameters were analyzed in cultivated seedlings. Our results indicate that NiSO4, when
applied alone, caused toxicity in lettuce seedlings, but when we analyzed the RES + NiSO4
combinations, we denoted a significant protective effect of RES on the toxicity caused by
NiSO4. Thus, the exogenous application of RES can be a great agricultural promise in the
physiology of stress caused by toxic metals, due to its chelation and antioxidant action.
However, further studies are needed to improve understanding of the exact mechanisms
involved in biomolecule actions.

KEYWORDS: biomolecules; soil contaminants; toxic metals; quelantes; remediation.
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APRESENTACAO

Os problemas de contaminacdo por metais toxicos estdo se tornando cada vez mais
comuns em todo 0 mundo e sdo responsaveis pelo impacto econémico negativo, estimado em
mais de US$ 10 bilhdes/ano. Atividades como mineracdo, curtumes, fundicédo, aplicacdo de
fertilizantes, pesticidas, descarte de residuos de industrias eletronicas, lodo de esgoto,
irrigacdo de 4aguas residuais, residuos de combustdo de carvado, derramamento de
petroquimicos e deposicdo atmosférica, sdo responsaveis pela aceleragdo do ciclo
biogeoquimico desses metais.

Metais toxicos, como arsénico (As), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd), cromo
(Cn), niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e aluminio (Al), séo considerados 0s
principais poluentes de solo, principalmente em areas com alta pressdo antropogénica. O
acumulo desses metais nos solos é motivo de preocupagdo na producdo agricola, por
consequéncia de seu efeito toxico agudo e crénico sobre as plantas e sua bioacumulacdo nos
tecidos vegetais, representando um sério problema para a satde humana.

Os micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo e Ni), vém sendo alvo de varios estudos na
area vegetal, devido seu duplo efeito (toxicidade e essencialidade). Sua essencialidade em
baixas concentracGes para 0s vegetais & inquestionavel, porém nos ultimos anos sua
toxicidade é considerada mais importante que sua deficiéncia, devido a sua alta concentracdo
em solos contaminados, pequena variagdo entre os niveis limitantes e toxicos e os efeitos
deletérios serem mais agressivos.

O niquel (Ni) é considerado um importante metal-traco nutricionalmente essencial
para 0s vegetais em baixas concentracdes (0,05-10 mg/kg de peso seco), por ser cofator de
enzimatico, no entanto, sua presenca em excesso resulta em efeitos tdxicos. Suas altas
concentragfes no solo podem levar a bioacumulacdo nos tecidos vegetais, geando a
acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que causam peroxidacdo lipidica e
oxidacdo de proteinas e acidos nucleicos, resultando na repressdo de eventos vitais como
fotossintese, respiracdo e atividades enzimaticas.

Para conter, limpar ou restaurar solos contaminados por metais toxicos, técnicas de
remediacdo fisica, quimica, elétrica, térmica e bioldgica, tanto in-situ, como ex-situ vem
sendo utilizada. Técnicas quimicas de imobilizagdo/estabilizacdo vém sendo bastante
estudada para a retencdo ou na imobilizacdo dos metais presentes no solo, atuando na
precipitacdo, complexacdo e adsorcdo, reduzindo o transporte dos contaminantes para as

plantas. Os extratores sintéticos, como por exemplo, os quelantes de aminopolicarboxilato
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(APCs), vém sendo bastante utilizados, no entanto sdo altamente persistentes nos ambientes
aquaticos, levando aos efeitos toxicos pos-uso. Diante disto, hd um interesse crescente focado
no desenvolvimento e uso de biomoléculas quelantes, como uma alternativa viavel no
processo de remediacdo de solos ou protecdo vegetal, pois sdo naturais podendo ser
encontrados em espécies vegetais, possuem baixo custo e sdo de baixo impacto ambiental.

O resveratrol (trans-3,5,4’-triidroxiestilbeno) é um composto fendlico ndo flavonoide (do
tipo estilbeno), encontrado de forma natural em um nudmero significativo de espécies de
plantas (aproximadamente 100 espécies). O uso do resveratrol na adaptacdo das plantas a
agentes estressores pode ser uma grande promessa agricola.

Posto isto, a presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo,
no formato de revisdo de literatura, procura abordar sobre a problematica da fitotoxicidade
causada nas plantas por niveis elevados de metais toxicos (incluindo o Ni) no ambiente, 0
potencial fitoquimico do resveratrol e as principais técnicas de remediacdo existentes. O
capitulo 1l, no formato de artigo completo, teve como principal objetivo investigar o efeito
remediador do resveratrol sobre a fitotoxicidade induzida por metal téxico (Ni) em uma planta

modelo (Lactuca sativa L.).
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HIPOTESE E OBJETIVOS
HIPOTESE

O resveratrol (RES), sendo um composto fendlico com atividade antioxidante e
quelante, é capaz de formar quelatos com metais toxicos e assim reduzir a fitotoxicidade

induzida por niquel em plantulas de Lactuca sativa L. (alface).

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito protetor do resveratrol sobre a fitotoxicidade induzida por niquel em

plantulas de Lactuca sativa L. (alface) cultivadas em microambientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar a germinacédo e o desenvolvimento inicial de plantulas de L. sativa na auséncia e
sob diferentes concentracbes de niquel e RES a partir de parametros biométricos e
fisioldgicos;

b) Avaliar o efeito protetor do RES a partir da anélise de pardmetros biométricos;

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

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

e) Agregar valor ao uso de produtos naturais (biomoléculas) e propor uma nova alternativa

viavel de agentes quelantes no processo de remediacdo de solos ou protecdo vegetal.
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA: FITOTOXICIDADE DE METAIS
(NIQUEL) E POTENCIAL FITOQUIMICO DO RESVERATROL

1. METAIS TOXICOS
1.1 Poluicdo ambiental por metais toxicos

Os metais toxicos sdo poluentes ambientais significativos, mesmo em baixa
concentracdo, e sua toxicidade € um problema por razdes ecoldgicas, evolutivas, nutricionais
e ambientais (NAGAJYOTI et al., 2010). A poluicdo do ambiente, por metais toxicos, pode
acontecer naturalmente a partir de processos pedogenéticos. No entanto, atividades
antropogénicas aceleram a liberacdo desses metais e atualmente vém aumentando os niveis
desses poluentes no solo, aguas e atmosfera (SOUZA et al., 2018). Esse aumento desenfreado
se deu a partir da revolucdo industrial, revolucdo verde e dos avancos tecnoldgicos dos
séculos XX e XXI, para atender ao significativo crescimento populacional. Atividades como
mineracgdo, curtumes, fundicdo, aplicacdo de fertilizantes, pesticidas, descarte de residuos de
industrias eletronicas, lodo de esgoto, irrigacdo de aguas residuais, residuos de combustao de
carvao e derramamento de petroguimicos, foram responsaveis pela aceleracdo do ciclo
biogeoquimico dos metais (JACOB et al., 2018).

Pesquisas recentes mostram que, globalmente, cerca de 20 milhdes de hectares (16%
do total aravel e 19% do agroecossistemas), cobrindo 10 milhdes de sitios terrestres, estdo
contaminados por metais toxicos (incluindo Ni), com impacto econdmico estimado em mais
de US$ 10 bilhdes/ano (HE et al., 2015 ; KUMAR et al., 2019; KUMAR et al., 2021a). A
contaminacgdo do solo por metais tdxicos passou a ser um problema mundial, pois pertencem
ao grupo de constituintes quimicos inorganicos persistentes e nao biodegradaveis, com efeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos em humanos, animais e plantas (FLORA et al., 2008;
WUANA & OKIEIMEN, 2011). O excesso de metais toxicos no solo afeta a produtividade
das culturas e a producdo de alimentos contaminados, devido a bioacumulacdo desses metais
nos tecidos vegetais, representando um sério problema para a salde humana e animais como
consequéncia da sua acumulacdo e magnificacdo na cadeia alimentar via solo-planta-humano
ou solo-planta-animal-humano (BHARGAVA et al., 2012; FU & XIl, 2020; SALL et al.,
2020).

Entre os metais toxicos, existem duas classes: 0s elementos essenciais e nao
essenciais. A primeira classe, formada pelos elementos essenciais, também denominada de
micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo e Ni), é imprescindivel em pequenas quantidades e

desempenham papel fundamental nas atividades metabdlicas e fisiologicas de humanos,
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plantas e microrganismos. No entanto, sua presenca em excesso resulta em efeitos toxicos
(NAGAJYOTI et al., 2010). A segunda classe sédo os elementos ndo essenciais, altamente
toxicos (Cd, Sb, Cr, Pb, As, Co, Ag, Se e Hg) com fungdo bioldgica e fisioldgica até entdo
desconhecida (RASCIOAND & NAVARI-I1ZZO, 2011; SCHUTZENDUBEL & POLLE,
2002; ZHOU et al., 2014).

Em relagdo as propriedades fisico-quimicas, os metais podem ainda ser divididos em
dois grupos: ativos redox (Cr, Cu, Mn e Fe) e ativos ndo redox (Cd, Ni, Hg, Zn e Al)
(JOZEFCZAK et al., 2012). Os metais redox, por meio das reacdes de Haber-Weiss e Fenton
podem desencadear lesdes oxidativas em células vegetais, o que leva & superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (SCHUTZENDUBEL & POLLE, 2002). Os metais
ativos ndo redox, por outro lado, estdo envolvidos indiretamente em estresse oxidativo através
da reducdo da glutationa, inibicdo de enzimas antioxidantes ou na inducdo de enzimas
produtoras de EROs (JOZEFCZAK et al., 2012)

O arsénico (As), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cddmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni),
cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e aluminio (Al) sdo considerados poluentes do solo
devido a sua ampla ocorréncia e ao seu efeito toxico agudo e crdnico sobre as plantas e estdo
presentes na lista de substancias toxicas de acordo com o ranking da ATSDR (NAGAJYOTI
et al., 2010; ATSDR, 2015). A toxicidade desses metais em plantas depende de varios fatores
que incluem espécie vegetal, concentracdo, forma quimica, pH do solo, aeracdo do solo,
fertilidade do solo, competicdo entre as espécies, tamanho e sistema radicular (NAGAJYOTI
et al., 2010).

1.2 Niquel (Ni)

O niquel (Ni) é o 22° elemento mais abundante, compreendendo cerca de 0,008% da
crosta terrestre, com numero atbmico de 28 (28 prdtons e 28 elétrons) e massa atdmica
relativa de 58,69 daltons (HUSSAIN et al., 2013; SHAHZAD et al., 2018). E considerado um
importante metal-traco nutricionalmente essencial para microrganismos, animais e vegetais
(KUMAR et al., 2021a). Na crosta terrestre, esse elemento é encontrado em varios estados de
oxidacdo (-1, +1, +2, +3 e +4), no entanto Ni’** é mais comum nos sistemas bioldgicos
(DENKHAUS & SALNIKOW, 2002). O Ni é utilizado para uma variedade de produtos como
aco inoxidavel, superligas, baterias recarregaveis, catalisadores, produtos de fundigdo e
galvanizacao, cloreto (NiCly), 6xido divalente (NiO) e sulfato (NiSO,) (US GEOLOGICAL
SURVEY, 2020).
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No ano de 2020, cerca de 2.500.000 toneladas métricas de Ni foram produzidas e
acrescentadas ao meio ambiente atraves da extracdo de depositos minerais. Os principais
paises produtores de Ni sdo: Idonésia (760.000 t), Filipinas (320.000 t), Rassia (280.000 t),
Nova Caledonia (200.000 t), Australia (170.000 t), Canada (150.000 t) e China (120.000 t)
(US GEOLOGICAL SURVEY, 2020). O Brasil € 0 nono maior produtor de Ni com producéo
anual de 73.000 t e o terceiro pais com maior reserva nacional 16.000.000 t, ficando atrés
apenas da Idonésia (21.000.000 t) e da Australia (20.000.000 t) (US GEOLOGICAL
SURVEY, 2020).

A alta extracdo de Ni, associada ao uso desenfreado e irresponsavel nos Gltimos anos
vem causando polui¢do em todo o mundo, incluindo a Asia, a Europa e a América (ZHAO et
al., 2008; PAPADOPQULOS et al., 2007; KUKIER et al., 2004). No Brasil, os principais
focos de contaminacdo por Ni estdo associados a atividades urbanas, industriais e de
mineracdo (GONCALVES et al., 2016; LEITE et al., 2013; FERNANDES et al., 2014). A
contaminacdo por Ni na biota terrestre, incluindo sua deposi¢do em solos agricolas, € motivo
de grande preocupacao, pois o metal entra nos sistemas de producdo de alimentos, causando
danos aos vegetais e a salde humana (JAMIL et al., 2014; BHARGAVA et al., 2012).

Atividades antropogénicas, como queima de combustiveis fosseis, atividades de
mineracdo, fundicdo, descarte de residuos domésticos, fabricacdo de aco, indlstria de
cimento, aterros sanitarios, industrias de tintas, fertilizantes fosfatados e pesticidas, aceleram a
liberacdo de Ni no meio ambiente (SHAHZAD et al., 2018; GIMENO-GARCIA et
al., 1996 ). De acordo com estimativas de Cempel & Nikel (2006) e Lock et al. (2007), as
concentracfes de Ni podem atingir até 26 g/kg em solos poluidos, cerca de 25 vezes maior
que a faixa normal (0,01 a 1 g/kg) encontrada no solo natural, e isso vem gerando grandes

preocupaces devido a sua deposicdo em solos agricultaveis.
1.2.1 Essencialidade do Ni para os vegetais

O Ni é um micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento normal das
plantas em baixas concentrac6es (0,05-10 mg/kg de peso seco), uma vez que se faz necessario
para o funcionamento ideal de enzimas (SUNDARAMOORTHY, et al., 2008). Sua
essencialidade foi verificada pela primeira vez por Eskew et al. (1983), em plantas de soja
(Glycin max L.), porém sé foi comprovada quatro anos depois por Brown et al. (1987), em
plantas de cevada (Hordeum vulgare L.). Anteriormente, o Ni era apenas citado como parte

das enzimas urease (ureia amidohidrolase, EC 3.5.1.5), a primeira metaloenzima descoberta,
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gue requer dois atomos de Ni por subunidade e catalisam a hidrdlise de ureia a amonia e
dioxido de carbono (DIXON et al., 1975; PARIDA et al., 2003; MUSTAFIZ et al., 2014). No
entanto, estudos mostram que existem varias enzimas que contém Ni, como hidrogenase,
monoxido de carbono desidrogenase, deformilase de peptideo, acetil-S-coenzima A-sintase,
metilcoenzima M redutase e superdxido dismutase (NiSOD) (ERMLER et al,
1998; MULROONEY & HAUSINGER, 2003).

O Ni também esta presente na enzima hidrogenase (Ni-Fe), que participa da
reciclagem do hidrogénio molecular (H,), necessaria na reducdo do nitrogénio (GONZALEZ-
GUERRERO et al., 2014). Outro papel importante do Ni € no metabolismo de nitrogénio,
sendo vital para a conversdo de RNAase da urease (BAI et al., 2013). Estudos demostram que
0 suprimento adequado de Ni apresenta papel importante no aumento da atividade do
nitrogénio redutase (NR), observado em cebola (Allium cepa L.), tomate (Lycopersicon
esculentum L.) e pepino (Cucumis sativus L.) (GAD et al., 2007; TABATABAEI et al., 2009;
ALIBAKHSHI & KHOSHGOFTARMANESH, 2015). Estudos também confirmam que a
aplicacdo exogena de Ni aumenta a atividade da urease em plantas de soja (LAVRES et al.,
2016; MACEDO et al., 2016).

Existem varios estudos que comprovam a essencialidade do Ni e seu papel
significativo no crescimento e desenvolvimento das plantas. Rahman et al. (2005) e Gajewska
et al. (2006), ao aplicar a concentracdo de 10 uM de Ni na cultura da cevada (Hordeum
vulgare L.) e do trigo (Triticumturgidum L.), obtiveram respostas significativas no
crescimento e acumulo de biomassa. Ja Aziz et al. (2007), ao aplicar Ni (20 mg / kg de solo),
constataram um aumento da altura da planta, nUmero de ramos e acimulo de biomassa
em mudas de Hibiscus sabdariffa L. Estudos com plantas medicinais e aromaticas também
contataram que o Ni tem papel fundamental no crescimento e na absorcdo de nitrogénio
(SILVA et al., 2012; REHAM et al., 2016). Resultados propostos por Sobati-Nasab et al.
(2021) também indicam que concentracdes adequadas de Ni (0,156 mg/L e 0,234 mg/L)
podem melhorar as caracteristicas fisioldgicas e fitoquimicas de flores de caléndula
(Calendula officinalis L.)

Contudo, a deficiéncia de Ni pode inibir o crescimento vegetativo, causar senescéncia,
alterar o metabolismo do nitrogénio, pertubar a absorcdo e assimilacdo de ferro e nitrogénio,
diminui a atividade da enzima urease e desidrogenase (WOOD et al., 2006; CHEN et al.,
2009; KUMAR et al., 2021b). As plantas com deficiéncia de Ni frequentemente exibem
sintomas que incluem a mé& formacdo arquitetonica das plantas, galhos fracos e quebradicos,

clorose nas folhas mais novas, necrose em regides meristematicas, reduz o crescimento da
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raiz, o desenvolvimento do endosperma, o crescimento do embrido e a producdo de sementes
(BARKER & PILBEAM, 2015; WOQD et al., 2006; TABATABAEI, 2009).

1.2.2 Toxicidade do Ni para os vegetais

Devido ao efeito duplo (toxicidade e essencialidade), o niquel vem despertando
interesse e sendo alvo de varios estudos na area vegetal, por cientistas ambientais, fisioldgicos
e bioldgicos. Inquestionavelmente, o Ni € um micronutriente essencial para o crescimento
ideal das plantas em baixas concentracdes, mas sua toxicidade é considerada mais importante
que sua deficiéncia, devido aos efeitos deletérios serem mais agressivos (BROWN et al.,
1987; SHAHZAD et al., 2018; SHAFEEQ et al., 2012; KUMAR et al., 2021b).

ConcentracBes excessivas de Ni influenciam a dindmica morfoldgica, anatdbmica e
biogquimica das plantas. Em estudo Macnicol & Beckett (1985) demonstraram que
concentracdes elevadas de Ni podem reduzir o crescimento vegetativo de plantas, como altura
e producdo de biomassa, em diferentes culturas agricolas como no azevém (Lolium
multiflorum L.), tomate (Lycopersicum esculentum L.), cevada (Hordeum vulgare L.), trigo
(Triticum sativum L), milho (Zea mays L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), repolho (Brassica
oleracea L.), alface (Lactuca sativa L.) e espinafre (Spinacia oleracea L.). Pesquisas também
tém mostrado que, sob altos niveis de Ni, na cultura do girassol (Helianthus annuus L.) e da
ervilha (Pisum sativum L.), resulta no encurtamento da parte aérea e do sistema radicular e
reducdo da massa fresca e seca (AHMAD et al., 2009; KUMAR et al., 2021b).

Estudos com bridfitas (Asterella wallichiana e Plagiochasma apendiculatum) em
abientes naturais de solo contaminado por Ni resultaram na reducéo do crescimento geral e do
desempenho reprodutivo de ambas as hepaticas (SHARMA et al., 2021). Os solos
contaminados com Ni também podem interferir na germinacdo e no desenvolvimento inicial
de mudas de arroz (Oryza sativa L.) (MAHESHWARI & DUBEY, 2008). A inibi¢do no
crescimento pode ser explicada pela regulagdo negativa da sintese de proteinas (protease e a-
e-p-amilases) responsavel por mobilizar as reservas de alimentos do endosperma dos
cotilédones ou ainda por reduzir a absorcdo de micro e macronutrientes pelas sementes
(PANDEY & SHARMA, 2002; AHMAD et al., 2007).

Estudos relatam também que niveis mais elevados de Ni afetam a absorcdo de
minerais através das raizes, devido a competicdo por local de ligacdo (raios idnicos
compativeis), em particular com Mg, Fe** e Zn®* (CHEN et al., 2009). Essa competic&o

pode causar deficiéncia de Mg, Fe e Zn, o que resulta no aparecimento de sintomas como
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clorose e necrose, devido a inibi¢do da sintese de clorofila (EWAIS, 1997; KHAN & KHAN,
2010; KAMRAN et al., 2016). Ros e colaboradores (1992), investigando o efeito do excesso
de Ni?* na cultura do arroz (Oryza sativa L.), proporam que a estrutura e a atividade
enzimatica da membrana celular sdo afetadas negativamente e, como consequéncia, ha uma
reducdo na captacao e absorcao de outros nutrientes.

Plantas cultivadas em solos com excesso de Ni frequentemente mostram redugfes na
atividade fotossintética, ao inibir as atividades das principais enzimas de Ciclo de Calvin
como Rubisco, 3-fosfosglicerato cinase, frutose-1,6-bifosfato, aldolase e fosfogliceraldeido
cinase, além de interferir na cadeia transportadora de elétrons (YUSUF et al., 2011). A
diminuicdo da atividade fotossintética pode esta relacionada ao fechamento estomatico que
limita a fotossintese através do bloqueio da captacdo de CO,, ruptura da estrutura do
cloroplasto, bloqueio da sintese de clorofila, nimero e o tamanho reduzidos do cloroplasto e a
desorganizacdo da ultraestrutura (SEREGIN & IVANOV, 2001; APPENROTH et al., 2010;
SHARMA et al., 2021).

O estresse por metais toxicos, incluindo o Ni, em plantas também pode levar a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo formas de oxigénio
altamente reativas que possuem ao menos 1 elétron ndo pareado em suas orbitais (TAIZ et al.,
2017; ROS et al., 1992; SHARMA et al., 2021). Essas EROs podem ser encontradas de varias
formas nas células vegetais como superéxido (O2"), oxigénio singleto (*O,), peréxido de
hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxila (OH"). Elas sdo capazes de reagir com diversos
constituintes celulares e seu excesso pode causar oxidacdo em proteinas, DNA, RNA e
lipideos de membrana, que é comumente referido como “estresse oxidativo”. A exposi¢do
destas macromoléculas as EROs resulta em modificagdes oxidativas prejudicando o
metabolismo celular vegetal, resultando na degradacdo de organelas e membrana plasmatica,
levando a morte celular (YANG et al., 2010).

O malondialdeido (MDA) é um marcador de possivel dano de membranas sob estresse
oxidativo (DENG et al., 2010). Plantas expostas a altas concentracfes de Ni elevam suas
concentracdes de MDA, devido a peroxidacéo lipidica causadas pelas EROs, que desestabiliza
a interinidade, funcionalidade e equilibrio idnico da membrana plasmatica (SHAHZAD et al.,
2018; SHARMA et al., 2021). Em estudos, Pandolfini et al. (1992), Kazemi et al. (2010) e
Sharma et al. (2021) observaram altos teores de MDA, em plantas de trigo (Triticum sativum
L), colza (Brassica napus L.) e briofitas (Asterella wallichiana e Plagiochasma

apendiculatum), respectivamente, cultivadas com altos teores de Ni.
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1.2.3 Mecanismos de defesa dos vegetais contra metais toxicos

As plantas que enfrentam ambientes estressantes desenvolvem e/ou apresentam
caracteristicas morfologicas, bioquimicas, fisiolégicas e moleculares especificas como
estratégia para evitar ou tolerar a toxicidade de metais pesados. Estruturas morfoldgicas,
como paredes celulares das raizes, tém sido estudadas como uma das formas de toleréncia a
esse contaminante pelas plantas (HALL, 2002). Apresentam ainda efluxo de anions malatos
dos apices radiculares que protegem as raizes por meio da quelacéo, reduzindo a absorcao dos
metais toxicos e minimizando danos (BUCHANAN et al., 2015). No entanto, quando 0s
metais superam essas barreiras celulares, esses ions conseguem chegar até as células vegetais
e entdo sequestrados e armazenados em compartimentos celulares como parede celular e
vacuolo, com intuito de proteger componentes celulares sensiveis as interacdes do metal
(HARADA et al., 2010; GHORI et al., 2019).

A biossintese de certas biomoléculas por plantas séo outra forma de evitar a toxicidade
de metais toxicos no interior das células vegetais como: putrescina, espermina, acidos
organicos, glutationa, fitoquelatinas, e metalotioneinas, compostos fenolicos, aminoacidos
especificos (prolina e histidina) e hormdnios como &cido salicilico, &cido jasmonico e etileno
(VIEHWEGER, 2014; DALVI & BHALERAO, 2013). Estudos demostram que as plantas
expostas ao excesso de Ni aumentam o acumulo de prolina (PANDEY & SHARMA, 2002;
KOVACIK et al., 2009; KAZEMI et al., 2010; SHARMA et al., 2021). A Prolina esta
envolvida na regulacdo do acumulo de nitrogénio utilizavel, o que pode contribuir para a
estabilidade da membrana e mitigar o efeito toxico dos metais (KAZEMI et al., 2010).

Porém, quando as biomoléculas vegetais ndo conseguem evitar a intoxicacdo por
metais toxicos, o sistema de defesa antioxidante é acionado pelas EROs (COLAK et al.,
2019). O sistema de defesa antioxidante pode ser enzimatico e ndo enzimatico e tem como
funcdo a inativacdo EROs formadas pela presenca de metais toxicos nas células. Os
antioxidantes enzimaticos presentes nas plantas sdo o superoxido 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, tocoferois, prolina e compostos fendlicos (flavandides, taninos e
lignina), que tem a funcéo de sequestrar radicais livres (MICHALAK, 2006; SHARMA et. al.,
2012).

Estudos tém demostrado que o excesso de Ni tem afetado as atividades antioxidantes,
tanto pela estimulacdo, quanto pela inibicdo (SHARMA et al., 2021; KAZEMI et al., 2010). O
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Ni em excesso melhora as atividades da SOD, APX, CAT, GR em mudas de Zea mays pré-
cultivadas em cultura hidroponica tratadas com 250 uM de NiCl, (BACCOUCH et al., 1998)
e da GSH e do AsA em bridfitas, A. wallichiana e P. apendiculatum, crescendo em habitats
naturais (SHARMA et al., 2021). Ja pesquisas desenvolvidas por Boominathan & Doran
(2002), Pandey & Sharma (2002) e Kazemi et al. (2010) em Alyssum bertolonii L., Brassica
oleracea L., Brassica napus L., respectivamente, verificam que as atividades antioxidantes
séo inibidas com o excesso de Ni.

Para protecdo contra danos oxidativos causados pelas EROs, essas biomoléculas
podem atuar como quelante e/ou antioxidante. No entanto, os mecanismos de defesa das
plantas podem variar de acordo com as caracteristicas de cada espécie, com os elementos

causadores do estresse e as condicdes especificas da area (SOUZA et al., 2009).

2. METABOLITOS SECUNDARIOS
2.1 Metabolismo secundario vegetal

As plantas produzem uma quantidade imensurdvel de compostos organicos com
estruturas quimicas de altissima complexidade e sdo divididos em duas classes: metabolitos
primarios e secundarios (PATRA et al., 2013). Os metabolitos priméarios sdo destinados
principalmente para manutencdo da vida das plantas e reproducdo, sendo biomoléculas
comuns para todas as plantas. Por outro lado, os metabdlitos secundéarios, também conhecidos
como metabolitos especializados, derivados do metabolismo primario, sdo diversos em sua
natureza quimica (KLIEBENSTEIN, 2013). Anteriormente os metabolitos secundarios ndo
eram considerados essenciais para as plantas, mas se comprovou que sdo moléculas
indispensaveis, pois fazem forte interacdo com o0 ambiente para sua sobrevivéncia e
adequacdo, 0 que torna essas biomoléculas tdo importantes quanto os metabolitos primarios
(PATRA et al., 2013).

Com base na composi¢do quimica, 0os metabolitos secundarios sao classificados em trés
grupos: terpenos (ou isoprenoides), compostos fendlicos (fenilpropanoides, fendlicos
flavonoides e fendlicos ndo flavonoides) e compostos nitrogenados (alcaloides, glicosinolatos
e glicosideos cianogénicos) (FANG et al., 2011). A sintese e o acumulo adequado de
metabdlitos secundarios sdo estritamente controlado de maneira espacial e temporal e
influenciado por um namero de fatores bidticos e abi6ticos (PATRA et al., 2013).

Os compostos fendlicos normalmente tém um anel aromatico com um grupo hidroxila e

sua biossintese depende de duas vias, a via do &cido chiquimico e via do &cido maldnico
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(PATRA et al., 2013). A via do acido chiquimico é mais presente em plantas e é responsavel
por converter derivados da glicolise e o fosfato de pentose em diferentes aminoécidos
aromaticos, como por exemplo a fenilalanina. Ja a via do acido malénico € menos comum em
plantas, sendo significativa para bactérias e fungos. Os compostos fenolicos foram divididos
em grupos, tais como flavonoides, taninos, cumarinas, lignanas, ligninas, estibenos,
estirilpirona e arilpirona (VERMA & SHUKLA, 2015).

Os compostos fendlicos apresentam diversas fungdes nas plantas, entre eles os
flavonoides (pigmentos vegetais) sdo 0s mais expressivos e tem funcéo protetora contra raios
UV e atracdo de polinizadores e dispersdo de sementes (BUTELLI et al., 2008). Ainda
possuem papel fundamental no crescimento das plantas e na defesa contra predadores
(microbios, insetos e herbivoros) (VERMA & SHUKLA, 2015). E também possuem atividade
antioxidante devido as suas propriedades redox, ou seja, doadores de hidrogénio, agentes

redutores e inibidores de oxigénio singleto (HUANG et al., 2009).

2.2 Resveratrol
2.2.1 Estrutura quimica do resveratrol

O resveratrol (trans-3,5,4’-triidroxistilbeno) € um composto fendlico ndo flavonoide do
tipo estilbeno com férmula geral quimica Cy4H1,03 € peso molecular de 228,25 g/mol
(PIESZKA et al., 2016; COLICA et al., 2018). Esse composto é constituido de dois anéis
aromaticos ligados entre si por uma ponte de metileno e é sintetizado sob duas formas
isbmeras: trans-resveratrol e cis-resveratrol (SAUTTER et al., 2005). O isémero trans é
biologicamente mais ativo e estavel do ponto de vista estérico que o isémero cis (TRELA &
WATERHOUSE, 1996; COLICA et al., 2018). O isdbmero trans, quando exposto ao calor, luz
ou radiacdo ultravioleta, pode se converter no isémero cis e o inverso ocorre em solugdes com
pH acido (AMRI et al., 2012). Portanto, o trans- resveratrol € estavel a temperatura ambiente
e sob condic@es acidas.

HO
H
OH

Trans-resveratrol Cis-resveratrol

OH OH

Figura 1. Estruturas quimicas das formas isdbmeras trans-resveratrol e cis-resveratrol.
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O resveratrol ocorre naturalmente em muitos vegetais e esta fortemente relacionado
com mecanismo de defesa do hospedeiro contra infecgbes e lesbes, causadas por estressores
bidticos e abioticos (TIAN & LIU, 2020). Quando as plantas estdo sob estresse causado por
infecgdo flngica, exposicdo a luz ultravioleta, 0z6nio, anoxico e ferimentos, desencadeiam a
biossintese do resveratrol, derivado da via fenilpropanoide do secundario da planta (CHUNG
et al., 2003; VERSARI et al., 2001; GRIMMIG et al., 2002; JIMENEZ et al., 2007; COLICA
et al.,, 2018). As trés enzimas principais envolvidas nesta biossintese sdo a fenilalanina

aménio liase, coenzima A ligase e estilbeno sintase (FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

2.2.2 Histoérico e fontes de resveratrol

O composto resveratrol foi isolado e identificado pela primeira vez em 1940 por
Takaoka nas raizes de heléboro branco (Veratrum grandiflorum) e, posteriormente, nas raizes
do Polygonum cupidatum, uma planta usada na medicina tradicional chinesa por milhares de
anos (TAKAOKA, 1940; NONOMURA et al., 1963). Em 1976, foi identificado pela primeira
vez em uvas por Langcake e Pryce, no entanto, s6 em 1992 o composto atraiu maior atencéo,
por ter sido sugerido que sua presenca em vinhos era responsavel pelos efeitos
cardioprotetores e desde entdo vem sendo alvo de varios estudos principalmente na area da
salde, por apresentar inimeras agdes bioldgicas, como anticoagulante, antioxidante, anti-
inflamatoria e antitumoral (SIEMANN & CREASY, 1992; WU et al., 2013).

O resveratrol foi identificado em um ndmero significativo de espécies de plantas,
aproximadamente 100 espécies distribuidas em 69 géneros e 34 familias botanicas (TIAN &
LIU, 2020). As familias com maior representatividade de espécies sdo Leguminosae (16
espécies), Liliaceae (11 espécies), Vitaceae (10 espécies), Ericaceae (10 espécies) e Pinaceae
(08 espécies), com concentracOes de resveratrol variando de 0,5 a 125 mg/kg (TIAN & LIU,
2020). Apesar do numero de espécies ser expressivo, suas fontes alimenticias sdo bastante
limitadas, destacando o amendoim (Arachis hypogacea L.), a uva (Vitis vinifera L.), a amora
(Morus nigra L.) e o mirtilo (Vaccinium myrtillus L.), bem como seus derivados
(FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

Na atualidade, de todas as espécies, a videira apresenta a maior capacidade de sintese do
resveratrol, sendo comumente extraido de uvas vermelhas e, estima-se que a concentragdo na
casca da uva fresca é cerca de 5-10 mg/kg (WU et al., 2013; TIAN & LIU, 2020). Segundo a
analise de varios estudos por Fernandez-Mar et al. (2012), sobre o conteudo trans-

Resveratrol em vinhos tintos de diferentes variedades e regides, concluiram que os niveis de
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reveratrol encontrado é em média 1,9 mg/L e caem em vinhos rosados e brancos, 0,41 mg/L,
0,13 mg/L, respectivamente. O suco de uva comercial também é fonte de reveratrol com
aproximadamente 4 mg/L (WU et al., 2013).

A concentracdo de resveratrol nos frutos de V. vinifera é afetada por fatores exdgenos,
tais como radiacdo ultravioleta, ataques de patdgenos, agentes quimicos e estresse oxidativo
(LEAL et al., 2017). A maior concentracdo desse composto encontra-se na pelicula do fruto,
devido ao tecido estar exposto a radiacdo ultravioleta, o que intensifica sua presenca no fruto
(SAUTTER et al., 2005). Segundo o estudo de Abe et al. (2007), existe correlacdo positiva
entre o conteudo de antocianinas e a coloragdo da uva, concluindo que quanto mais intensa for
essa coloracdo, maior seré o contetdo de compostos fendlicos e consequentemente maior sera

a capacidade antioxidante.

2.2.3 Atividade biolégica do resveratrol

O resveratrol apresenta numerosas atividades bioldgicas e vérios efeitos benéficos para
a saude humana e, durante os ultimos 20 anos, inimeros estudos foram desenvolvidos na area
da salde para prevencdo e diminuicdo na progressao de varias doencas (LEAL et al., 2017).
Estudos desenvolvidos por Banaszewska et al. (2016), Yang et al. (2016), Javid et al. (2017),
Liu e Zhang (2014), Matos et al. (2012) apresentaram respostas promissoras como uso do
resveratrol em doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, metabolicas, cancerigenas e
aumento da longevidade. Essas respostas positivas estdo relacionadas as propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e antifadiga presente na composicéo do resveratrol.

Sua atividade antioxidante vem sendo bastante estudada nas ultimas décadas por
eliminar radicais livres, inibir a peroxidacdo lipidica de membrana e formar quelatos com
metais toxicos (FREMONT, 2000; GRANZOTTO & ZATTA, 2011). Fremont et al. em 1999,
examinando a capacidade do resveratrol em proteger os lipidios e proteinas durante a
oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) suina, observaram que esse composto
atuou na quelagéo cobre (Cu). Em estudos Mitra et al. (2016) e Fu et al. (2017) observaram
que o resveratrol reduz o estresse oxidativo causado pela exposicdo excessiva de
camundongos ao cadmio (Cd). Segundo Granzotto & Zatta (2011), o resveratrol exerce sua
funcdo neuroprotetora atuando como um eliminador de EROs contra aqueles gerados por Beta
amiloides (Ab) e complexo Ab-metal (Ab-Fe, Ab-Cu e Ab-Zn), reduzindo assim sua
toxicidade. Entretanto, estudos utilizando o resveratrol e compostos fenolicos provindos de
Vitis vinifera para formar quelatos com metais téxicos do solo, ainda nao foram realizados até

0 momento.
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2.2.4 Usos do resveratrol na producéo vegetal

O uso do resveratrol na producdo vegetal é limitada e restrita a sua fungdo de
fungicida, tratamento pds-colheita e protecdo contra estresse abidtico (ozbnio e luz
ultravioleta) (XU et al., 2018; URENA et al., 2003; GRIMMIG et al., 2003). Salgado et al.
(2015), Apolonio-Rodriguez et al. (2017) e Xu et al. (2018) relataram que a aplicacéo
exogena de resveratrol contra fungo de pos-colheita (Botrytis cinerea), tanto in vitro quanto
in vivo, apresentou atividade antifingica (reducdo do crescimento fungico de 20% a 70%). Ja
Aldred et al. (2008), estudando fungos dogrdos de trigo (Penicillium
verrucosum e Aspergillus westerdijkiae), constataram que as populagdes totais dos fungos e a
contaminacgéo por ocratoxina foram significativamente reduzidas na presenca do resveratrol.

Estudos recentes também tém demostrado que o resveratrol medeia a adaptacdo das
plantas a agentes estressores, incluindo o boro (B), cloreto de sédio (NaCl) e cloreto de
potassio (KCI) (SARAFI et al., 2017; KOSTOPOULOQU et al., 2014; LI et al., 2021a &
2021b). Em estudo, Sarafi et al. (2017) verificaram um novo papel do resveratrol (100 uM) na
adaptacdo de plantas de pimenta (Capsicum annuum L.) ao excesso de B com base em
parametros de crescimento da planta, fisiologicos e bioquimicos. Os resultados propostos por
Kostopoulou et al. (2014) e LI et al. (2021a & 2021b) sugerem que resveratrol alivia o
estresse salino de NaCl e KCI em mudas de Citrus aurantium L. e Malus hupehensis (Pamp.)
Rehder., respectivamente. A aplicacdo de resveratrol na concentracdo de 100 uM também
pode aliviar o estresse por deficiéncia de ferro em mudas de Malus baccata (L.) Borkh.,
principalmente por regular a absorcédo de ferro (ZHENG et al., 2021).

Portanto, o uso do resveratrol na adaptacdo das plantas a agentes estressores pode ser
uma grande promessa agricola. Novos estudos sdo necessararios para fornecer uma melhor

compreensdo do efeito protetor do reveratrol sobre estresse causado pelas diferentes fontes.

3. REMEDIACAO

3.1 Técnicas de remediacao

A contaminacdo do solo por metais toxicos representa uma séria ameaca a salde dos
seres humanos e plantas, tornando-se mais acentuada e proeminente nas ultimas décadas
devido a perturbacéo dos recursos bioldgicos feita pelo homem que acelerou a ocorréncia de
muitos estresses abioticos, por exemplo, metais toxicos (EMAMVERDIAN et al., 2015). O
aumento na absorcdo de metais toxicos pelas culturas alimentares e vegetais ocorre em

resposta ao incremento excessivo dessas substancias toxicas em solos agricolas. 1sso exige
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que se facam mais esforcos para aprofundar o conhecimento dos metais toxicos presentes nos
solos e a maneira como as plantas respondem a sua presenca, pois sabe-se que a presenca
excessiva desses poluentes pode causar sérios problemas aos vegetais e consequentemente a
salde humana através da cadeia alimentar (EMAMVERDIAN et al., 2015; KHALID et al.,
2017).

A remediacdo de solos contaminados por metais toxicos € uma tecnologia que vem
sendo utilizada nas ultimas décadas com o objetivo de conter, limpar ou restaurar solos
contaminados (LIU et al., 2018). As técnicas de remedicdo que vem sendo utilizadas podem
ser classificadas em cinco categorias: fisica, quimica, elétrica, térmica e bioldgica, tanto in-
situ, como ex-situ (KHALID et al., 2017; LIU et al., 2018). Elas podem ainda ser divididas
em trés formas: baseada em métodos de contencdo (cobertura de superficie/encapsulamento),
na transformacdo (estabilizacdo/imobilizacao) e no transporte (extracdo/remocao) (LIU et al.,
2018).

A remediacdo in-situ significa que o solo contaminado por metais é tratado em seu
local de origem, ndo tendo a necessidade escavacao e transporte do solo, e assim a exposi¢do
dos trabalhadores e o custo do tratamento pode ser significativo reduzido (WUANA &
OKIEIMEN, 2011; LIU et al., 2018). Porém para sua escolha deve-se levar em conta aspectos
como clima, permeabilidade do solo, profundidade de contaminacéo, e potencial de lixiviagdo
(OLEXSEY & PARKER, 2006). Ja a remediacdo ex-situ envolve a escavacao e\ou remocao e
transporte do solo contaminado para locais de tratamento, necessitando de custos adicionais
para escavacao, transporte e reabastecimento do local (LIU et al., 2018). No entanto, o
tratamento pode ser controlado e acelerado, alcangando melhores resultados em menor tempo
guando comparado com a remediacdo in-situ (WUANA & OKIEIMEN, 2011).
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Figura 2. Técnicas de remediacdo comuns para solos contaminados com metais pesados
adaptado de Liu et al., 2018.

Na remediacdo fisica, existem técnicas de cobertura de superficie, encapsulamento e
aterros. A cobertura de superficie visa conter o solo contaminando com uma barreira
impermedvel para evitar os riscos da exposicdo aos contaminantes (LIU et al., 2018). O
encapsulamento tem como funcdo separar o solo contaminado por metais pesados do solo ndo
contaminado, evitando a movimentagdo externa desses poluentes e o restringindo dentro de
uma &rea especifica (ZHENG & WANG, 2002). J& os aterros sdo uma técnica que visa
substituir totalmente ou parcialmente o solo contaminado através da remocéo e transporte
para aterros sanitarios visando um descarte seguro (YAO et al., 2012; LIU et al., 2018).

A remediacdo elétrica é representada pelas técnicas de vitrificacdo e eletrocinética. A
vitrificacdo é uma técnica que tem a funcdo de aplicar tratamentos de altas temperaturas em
solos contaminados, formando um material vitreo que, de acordo a fonte de calor, pode ser
classificada em elétrica e térmica. Os metais toxicos presentes nos solos sdo encapsulados na
matriz vitrea, a qual é uma estrutura forte, durdvel e quimicamente inerte e resistente a
lixiviacdo (MALLAMPATI et al., 2015; KHALID, 2017; LIU et al., 2018). A eletrocinética é
um método que opera atraves da adsorcdo elétrica em que os metais pesados sdo separados
por eletroforese, infiltracdo elétrica, ou eletro-imigracdo, diminuindo a contaminacgéo (YAO et
al., 2012).

A remediacdo quimica engloba técnicas de imobilizagao/estabilizagdo, solidificagdo e
lavagem do solo. A imobilizacdo ou estabilizacdo consiste na retencdo ou na imobilizacdo
dos metais presentes no solo, na presenca de agentes quimicos imobilizantes que atuam na
precipitacdo, complexagdo e adsorcdo, reduzindo o transporte dos contaminantes para as
plantas (AUSTRUY et al., 2014; TAJUDIN et al., 2016). Na solidificagdo, sdo utilizadas
substancias ligantes que se dispersam no solo formando composto sélido com o0s
contaminantes (LIU et al., 2018). Por fim, a técnica de lavagem do solo é um processo fisico e
qguimico que se refere a remocdo dos metais pesados através de reagentes e extratos,
lixiviando esses contaminantes dos solos (FERRARO et al., 2015).

Na remediacdo bioldgica, pode-se citar a fitorremediacdo e a biorremediacdo, que
consistem na utilizagdo de plantas e microorganismos associados ao solo para diminuir as
concentragOes toxicas de contaminantes no ambiente (ALI et al., 2013). A fitorremediacéao
utiliza plantas denominadas hiperacumuladoras, capazes de remover metais toxicos dos solos
(fitoextragéo e fitovolatilizagdo) ou estabilizar em um status inofensivo (fitoimobilizagéo e

fitoestabilizacdo) (LIU et al., 2018). No entanto, € uma técnica que demora muito tempo para
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limpeza dos contaminantes, pois as hiperacumuladoras apresentam limitagdes como baixa
taxa de crescimento e biomassa, além de apresentar risco de contaminacdo da cadeia
alimentar em caso de falta de cuidados adequados (ALI et al, 2013). Ja na biorremediacéo,
sdo usados microrganismos (fungos, bactérias, algas) ou enzimas isoladas capazes de degradar
ou conter o contaminante (ALl et al. 2013).

A remediagdo biologica utiliza técnicas operacionalmente mais simples,
economicamente viavel e amplamente aceita para corrigir e restabelecer as condigdes naturais
de solos contaminados e fornecem uma solucdo permanente (KHALID et al., 2017), ao
contrério das técnicas de remediacdo fisica, quimica e térmica e elétrica que alteram as
propriedades do solo (LI1U et al., 2018).
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CAPITULO Il - EFEITO PROTETOR DO RESVERATROL SOBRE A
TOXICIDADE INDUZIDA POR NIQUEL EM PLANTULAS DE Lactuca sativa L.

RESUMO

O niquel (Ni) é um importante metal-traco nutricionalmente essencial para 0s vegetais em
baixas concentragdes. No entanto, o excesso de Ni nos solos pode resultar em efeitos toxicos
para as plantas, levando a bioacumulagéo e & biomagnificagdo aos seus consumidores. H& um
crescente interesse no uso de biomoléculas potencialmente quelantes como alternativa viavel
no processo de remediacdo, pois sdo naturais, de baixo custo e de baixo impacto ambiental.
Frente ao pressuposto, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito protetor do
resveratrol (RES) sobre a fitotoxicidade induzida por niquel em plantulas de Lactuca sativa L.
cultivada em microambientes. O estudo foi dividido em dois experimentos: no experimento |,
avaliamos diferentes concentracdes RES para determinacdo precisa de niveis toxicos e nédo
toxicos. No experimento Il (teste de remediacdo), realizamos as combinacGes de duas
concentragfes nao téxicas do RES com dois niveis tdxicos do NiSO4, mais 0s grupos
controles: agua destilada e concentragdes isoladas do RES e NiSO,. Nossos resultados
indicam que o NiSO,, usado isoladamente, causou efeito toxico sobre as plantulas de alface,
levando a retardo significativo no IV, IT, comprimento da radicula, massa fresca e seca das
plantulas. No entanto, na presenca RES, os resultados indicam que foi capaz de proteger em
plantulas de L. sativa contra a toxicidade induzida por sulfato de niquel, restaurando IV, IT,
comprimento da radicula, massa fresca e seca das plantulas e teores de pigmentos
fotossintéticos. Além disso, as plantulas expostas ao RES ndo exibiram sintomas de
toxicidade visiveis nas concentra¢fes 0,01 mmol/L a 1,00 mmol/L. Esses resultados indicam
gue o RES pode aliviar a toxicidade induzida por NiSO4 em plantulas de alface, por meio da

quelacéo e/ou potencial efeito antioxidante.

Palavras-chave: Agente quelante; antioxidante; biomolécula; composto fendlico; metal

toxico.

ABSTRACT

Nickel (Ni) is an important metal-trace essential for vegetables at low concentrations.
However, Ni excess in soils can result in toxic effects to plants, leading to bioaccumulation
and biomagnification to their consumers. There is a growing interest in the use of potentially
chelating biomolecules as a viable alternative in the remediation process, as they are natural,

low cost and low environmental impact. In view of the assumption, the present study aims to
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evaluate the protective effect of resveratrol (RES) on nickel-induced phytotoxicity in Lactuca
sativa L. seedlings grown in microenvironments. The study was divided into two
experiments: in experiment I, we evaluated different RES concentrations for accurate
determination of toxic and non-toxic levels. In experiment 11 (remediation test), we performed
the combinations of two non-toxic concentrations of RES with two toxic levels of NiSO,,
plus the control groups: distilled water and isolated concentrations of RES and NiSO4. Our
results indicate that NiSO,4, used alone, caused a toxic effect on lettuce seedlings, leading to
significant delay in IV, IT, radicle length, fresh and dry mass of seedlings. However, in the
RES presence the results indicate that it was able to protect in L. sativa seedlings against
nickel sulfate-induced toxicity, restoring 1V, IT, radicle length, fresh and dry seedling mass
and photosynthetic pigment contents. In addition, seedlings exposed to RES did not show
visible toxicity symptoms at concentrations 0.01 mmol/L at 1.00 mmol/L. These results
indicate that RES can relieve NiSO, induced toxicity in lettuce seedlings by means of thation
and/or potential antioxidant effect.

KEYWORDS: chelating agent; antioxidant; biomolecule; phenolic compound; toxic metal.

1. INTRODUCAO

Os solos sdo frequentemente contaminados pelo acimulo de metais tdxicos,
principalmente em &reas com alta pressdo antropogénica, incluindo industrializacéo,
agricultura intensiva e mineragédo, constituindo um problema de grande relevancia por razdes
ecologicas, evolutivas, nutricionais e ambientais (NAGAJYOTI et al., 2010). Pesquisas atuais
mostram que globalmente, cerca de 20 milhGes de ha, cobrindo 10 milhdes de sitios terrestres
estdo contaminados por metais toxicos (incluindo o Ni), com impacto econémico estimado
em mais de US$ 10 bilhdes/ano (HE et al., 2015; KUMAR et al., 2019). No Brasil os
principais focos de contaminacdo por Ni estdo associados a atividades urbanas, industriais e
de mineragdo (GONCALVES et al., 2016; LEITE et al., 2013; FERNANDES et al., 2014).

O acumulo de metais tdxicos € motivo de preocupacdo na producdo agricola, por se
tratar de um grupo de metais contaminantes com alta capacidade de persisténcia no ambiente,
por serem bioacumulaveis e ndo se decomporem e nem serem facilmente metabolizados pelas
plantas (BHARGAVA et al., 2012; EMAMVERDIAN et al., 2015). Nessas condigdes, sdo
necessarios procedimentos para remogdo dos metais pesados do ambiente contaminado ou

protecdo do vegetal, sem, a0 mesmo tempo, causar danos ao meio ambiente. Uma técnica
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bastante promissora € a utilizacdo de compostos bioativos naturais ricos em polifendis que séo
capazes de complexar ions metélicos.

O niquel (Ni) é 0 22° elemento mais abundante da crosta terrestre e importante metal-
traco nutricionalmente essencial para os vegetais (KUMAR et al., 2021). Sua disponibilidade
no solo varia 0,2-450 mg/kg dependendo do material de origem e atividade antropogénica
(CHEN et al., 2009). Em baixas concentragdes (0,05-10 mg/kg de peso seco), o niquel é
considerado um micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
pois, atua como cofator de enzimas importantes, incluindo glioxalases, ureases, acetil-S-
coenzima A-sintase, metilcoenzima M redutase, superoxido dismutases, peptideos
deformilases e algumas hidrogenases (ERMLER et al., 1998, MULROONEY &
HAUSINGER, 2003; VATANSEVER et al., 2017). No entanto, sua presenca em excesso
resulta em efeitos toxicos (BAI et al., 2013). Esse efeito pode ser potencializado por meio de
atividades antropogénicas como a mineracdo, fundi¢Ges, queima de carvéo e petréleo, esgoto,
fertilizantes fosfatados e pesticidas, que aceleram a liberacdo desse elemento no ambiente,
constituindo-se uma ameaca para as plantas (NAGAJYOTI et al., 2010; SHAHZAD et al.,
2018).

As altas concentragdes de Ni no solo podem levar a bioacumulagdo nos tecidos
vegetais, gerando a acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que causam
peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas e acidos nucleicos, resultando na repressdo de
eventos vitais como fotossintese, respiracdo e atividades enzimaticas (HOSSAIN et al., 2012;
SHAHID et al., 2017). A deposicdo desse metal em demasia em solos agricultaveis vem
gerando grandes preocupacdes, pois as plantas cultivadas estdo vulneraveis a contaminacao e
podem representar riscos a salude humana e animal através da entrada na cadeia alimentar
(solo-planta-humano ou solo-planta-animal-humano) (BHARGAVA et al., 2012).

Para conter, limpar ou restaurar solos contaminados por metais tdxicos, vem sendo
utilizadas, nas Gltimas décadas, vérias técnicas de remediacao, baseadas em métodos fisicos,
quimicos, elétricos, térmicos e biologicos, tanto in-situ, como ex-situ (LIU et al., 2018). Os
extratores sintéticos, como por exemplo, os quelantes de aminopolicarboxilato (APCs), vém
sendo bastante utilizados na remediacdo de solos contaminados por metais toxicos em
operacdes in situ ou ex situ (HASEGAWA et al., 2011). No entanto, as APCs séo altamente
persistentes nos ambientes aquaticos, levando aos efeitos toxicos pos-uso (BEGUM et al.,
2012). Diante disto, ha um interesse crescente focado no desenvolvimento e uso de

biomoléculas quelantes, como uma alternativa viavel no processo de remediacéo de solos ou
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protecdo vegetal, pois sdo naturais podendo ser encontrados em espécies vegetais, possuem
baixo custo e séo de baixo impacto ambiental (VANDENBOSSCHE et al., 2015).

O resveratrol (trans-3,5,4’-triidroxiestilbeno) é um composto fendlico ndo flavonoide
(do tipo estilbeno), encontrado de forma natural em um ndmero significativo de espécies de
plantas (aproximadamente 100 espécies), no entanto, de todas as espécies, a videira (Vitis
vinifera L.) apresenta a maior capacidade de sintese do resveratrol (TIAN & LIU, 2020). Esse
composto tem despertado grande interesse na area da saude por possuir propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e antifadiga (CHANG et al., 2015; PRADO et al., 2013;
LANCON et al., 2016; MULERO et al., 2015; PEREDO et al., 2015; PIESZKA et al., 2016).
Estudos recentes de protecdo de plantas vém utilizando o resveratrol como possivel atividade
protetora contra agentes estressores, incluindo o boro (B), cloreto de sédio (NaCl) e Cloreto
de potassio (KCI) (KOSTOPOULOU et al., 2014; SARAFI et al., 2017; LI et al., 2021a e
2021b). Contudo, estudos utilizando o resveratrol para formar quelatos com metais toxicos do
solo, englobando o Ni, ainda ndo foram realizados até 0 momento.

Considerando o crescente interesse na substituicdo de quelantes sintéticos por fontes
naturais, especialmente utilizando plantas como matéria-prima, além do conhecimento do
potencial dos frutos de Vitis vinifera como fonte de moléculas potencialmente quelantes e
menos tdxicas ao ambiente, o estudo tem como objetivo avaliar o efeito protetor do

resveratrol sobre a fitotoxicidade induzida por niquel em plantulas de Lactuca sativa L.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e condicdes de crescimento

Os compostos quimicos foram adquiridos comercialmente, o resveratrol (RES) com
pureza 99,97%, foi obtido em farmacia de manipulacdo (Finnofarma, CNPJ:
07.085.840/0001-43) e o sulfato de niquel (NiSO4) com pureza > 98%, na empresa Dinamica
(Quimica Contemporanea LTDA, CNPJ: 68.210.657/0001-17). As sementes de Lactuca
sativa também foram obtidas comercialmente (cultivar Monica SF 31, Feltrin®, Farroupilha,
Brasil). Antes da semeadura, elas foram esterilizadas com imersdo em solugdo contendo
NaClO a 3% por 5 minutos e, em seguida, lavadas com agua destilada para remocao do
excesso do desinfectante. As sementes foram semeadas em placa de Petri de 9 cm de didmetro
com duas folhas de papel filtro qualitativo, na qual foram adicionadas 30 sementes por placa.
Todo procedimento de semeadura foi realizado dentro da capela de fluxo laminar (PA 120

ECO), previamente esterilizada com alcool 70 e luz UV. Antes da semeadura, as placas foram
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embebidas com 3,0 mL das concentragdes do RES (Experimento 1) e do RES + NiSO,
(Experimento Il). Durante sete dias, os microambientes foram acomodados em camara
climatica (B.0.D MA-1402/546), com densidade de fluxo de féton cerca de 80 pmol m™s™,
fotoperiodo de 12h e temperatura de 25°C + 1°C. As plantulas com sete dias de idade foram
entdo armazenadas em ultrafreezer a — 80°C (MDF-U56VC) para analises posteriores e uma
parte foi empregada diretamente para a medicdo de varios pardmetros de crescimento

(comprimento da radicula e hipocétilo e massa fresca e seca).

As sementes foram Placa de Petri com 2 folhas Os microambientes foram Procedimento de semeadura
esterilizadas com solugdo de  de papel filtro qualitativo embebidos com 3.0 mL das (30 sementes por placa)
NaClO a 3% por 5 minutos solucdes testes

Sementes germinadas Os microambientes foram acomodados em
camara climatica (B.O.D) ajustada com
fotoperiodo de 12h e temperatura de 25 °C = 1 °C.

Figura 1. Procedimentos de semeadura padréo.

2.2 Ensaio Experimental

O estudo foi dividido em dois experimentos, 0s quais se diferenciaram em relagcdo aos
tratamentos, concentracdes do RES (Experimento 1) e do RES + NiSO, (Experimento I1). Para
todos os experimentos, o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC). Nos dois ensaios, os tratamentos foram representados por trés repeti¢cbes, com cada
repeticdo consistindo-se de 30 sementes de alface (L. sativa).

No experimento |, foram avaliadas concentragcdes crescentes de RES (0 — controle,
0,01 mmol/L, 0,05 mmol/L, 0,10 mmol/L, 0,25 mmol/L, 1,00 mmol/L e 10,0 mmol/L). Esse

teste foi realizado de forma isolada, sobre a germinacéo e desenvolvimento inicial de L. sativa
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para a determinacdo precisa de niveis toxicos e ndo toxicos para posterior utilizagdo no
experimento Il (remediacao).

No experimento Il (remediacdo), realizamos as combinacdes de duas concentragdes
ndo toxicas do RES (0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L), determinadas a partir do experimento I,
combinadas com dois niveis toxicos do NiSO,4 (0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L), mais 0s grupos
controles, consistiram-se de &gua destilada e das concentracdes do RES e NiSQ, isoladas. O
experimento de remediacao foi realizado com o seguinte controle e grupos de aplicagdo: 0 —
controle, RES 0,50 mmol/L, RES 1,00 mmol/L, NiSO4 0,15 mmol/L, NiSO4 0,30 mmol/L,
NiSO,4 0,15 mmol/L + RES 0,50 mmol/L, NiSO,4 0,15 mmol/L + RES 1,00 mmol/L, NiSO4
0,30 mmol/L RES + 0,50 mmol/L e NiSO4 0,30 mmol/L + RES 1,00 mmol/L. Apds a
germinacdo, avaliamos parametros de germinacgdo, desenvolvimento inicial e fitotoxicidade,
com o intuito de avaliar o efeito remediador do RES sobre a fitotoxicidade induzida pelo

NiSO,4 na germinagdo de L. sativa.

2.3 Parametros de germinacdo, desenvolvimento inicial e fitotoxicidade em

Lactuca sativa L.
2.3.1 Porcentagem de Germinacéo (%G)

Durante os sete dias de incubacdo para L. sativa, analisamos 0 nimero de sementes
germinadas contabilizadas a cada 24 horas e consideramos germinadas aquelas que
apresentaram protrusdo da radicula a partir de 1 mm de comprimento. A porcentagem de
germinacao total foi calculada a partir da seguinte formula:

%G = (Ngr/Nsp) * 100

Em que:

%G = Porcentagem de Germinacéo (%);
NeT = Numero total de sementes germinadas;

Nst = NUmero total de sementes.

2.3.2 Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG)

Outro pardmetro de germinacdo que avaliamos € o indice de velocidade de germinagéo
(IVG), que é calculado pela soma do numero de sementes germinadas a cada dia, dividido

pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da semeadura. O resultado e expresso
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pelo numero de sementes germinadas ao longo do tempo (semente/dia) e foi utilizada a

seguinte equacdo segundo a metodologia proposta por Maguire (1962):

IVG = (E1/N;)+(E2/N3)+..+(E,/N,)

Em que:

IVE = indice de Velocidade de Germinacao (sementes germinadas.dia %);

Ei1, E2,... En = numero de pléantulas computadas na primeira, na segunda e na ultima
contagem;

N1, Na,... Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem de

plantulas.

2.3.3 Anélise de parametros biométricos das plantulas

Ap0s sete dias do inicio dos experimentos, dez plantulas de alface foram separadas, de
forma aleatdria de cada réplica, medidas e pesadas para evidenciar o efeito dos tratamentos no
crescimento e desenvolvimento inicial das plantulas. As amostras separadas foram
fotografadas para mensuracdo do comprimento da radicula e do hipocétilo, com auxilio do
programa de dominio publico ImageJ, o qual é destinado ao processamento de imagens. As
massas foram quantificadas em balanca analitica (precisdo 0,001 g), a biomassa seca foi
determinada apds o material ter passado por secagem em estufa de circulacdo forcada de ar

(65°C) até atingir a massa constante (cerca de 24h).
2.3.4 Indice de Vigor (1V)

O indice de vigor das plantulas de L. sativa foi baseado na velocidade e uniformidade
de desenvolvimento das plantulas e calculado de acordo com a metodologia proposta por

Abdul Baki e Anderson (1973), utilizando a seguinte formula:
IV = (CR+CH) * %G
Em que:

IV = indice de vigor (cm.%);
CR = Comprimento da radicula (cm);
CH = Comprimento do hipocétilo (cm);

%G = Porcentagem de germinagéo (%).

2.3.5 Indice de Tolerancia ao Niquel (ITN)
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O indice de tolerancia ao NiSO, foi estabelecido com base nos dados do comprimento
radicular mensurado a partir do programa ImageJ, seguindo a metodologia proposta por
Turner & Marshall (1972), utilizando a formula:

ITN = 1 + log(C,/C,)

Em que:
ITN= indice de tolerancia ao niquel;

Ce = Comprimento esperado (Comprimento do grupo de plantulas controle) (cm);

C, = Comprimento observado (Comprimento do grupo observado) (cm).

2.3.6 Porcentagem de Necrose Radicular (%NR)

A porcentagem de necrose radicular foi definida a partir de critérios preestabelecidos
de acordo com o tamanho da area necrosada, o que indica morte tecidual. Neste estudo,
definimos como plantulas sem necrose aquelas que ndo apresentarem manchas escuras na
radicula; com necrose parcial, a ocorréncia de manchas escuras em pequenas areas da radicula

e com necrose total, a ocorréncia de manchas escuras em toda area radicular.
2.4 Parametros fisico-quimicos

Para a determinacgdo do potencial osmotico (Woe) foi necessario medir a condutividade
elétrica (CE) das solucdes isoladas (RES e NiSO,4) e combinadas (NiSO,4 + RES), utilizadas
como tratamentos nos testes de germinacao de L. sativa. O pH e a condutividade elétrica (CE)
foram medidos com auxilio do pHmetro (Tecnal/TEC-5) e do condutivimetro (Tecnal/TEC-
4MP), respectivamente. Em seguida, foi calculado o potencial osmético (Wo) através da
formula adaptada de Ayers & Westcot, 1999:

Yo = —0,036 X CE

Em que:

Wo= Potencial osmatico (MPa);
CE= Condutividade elétrica (dS/m).

2.5 Analise dos pigmentos fotossintetizantes

Os pigmentos fotossinteticos foram extraidos utilizando 0,05g de tecidos cotiledonares
das plantulas em 4 ml de acetona a 80% (v/v) e acondicionados em refrigerador por 72h.
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ApoOs esse periodo, os pigmentos extraidos foram quantificados em espectrofotémetro
(Biochrom Libra S60), nos comprimentos de onda 470, 646,8 e 663,2 nm. Os valores para
cada comprimento de onda foram utilizados nas equacdes, para determinacdo dos teores de
clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofilas totais (Chl a+b), e Carotenoides (Car) de
acordo com Lichthenthaler (1987):

Chla (ug/mL) =12,25 A 6632 — 2,79 Asss s;

Chl b (ug/mL) = 21,50 A s455 — 5,10 Asez2;]

Chl a+b (pug/mL) = 7,15 A ge32 + 18,71 Agsss;

Car (png/mL) = (1000 A 470 — 1,82 Chl a — 85,02 Chl b) / 198.

Em sequida, os valores em pg/mL foram convertidos em mg/g de massa fresca.
2.5 Analises em Espectrometro de Infravermelho Médio — UATR

Com o intuito de compreender as possiveis interagdes intermoleculares que ocorrem
entre 0 RES e o Ni no substrato, os papéis-filtros qualitativos usados como substrato na
germinagdo e crescimento das plantulas de alface foram submetidos a espectrofotometria por
reflexdo total atenuada do infravermelho médio por transformada de Fourier (UATR-FTIR).
Os espectros no infravermelho médio foram realizados em um espectrofotometro, utilizando o
acessorio Universal de Reflexdo Total Atenuada (UATR) (modelo Frontier/PerkinElmer). Os
espectros foram gerados em faixa compreendida entre 4000 a 600 cm™ utilizando resolugdo
de 4 cm™ com um niimero de acumulagdes de 16 varreduras para cada espectro. As leituras
espectrais foram realizadas em triplicatas, em trés pontos distintos das folhas de papel

qualitativo de todos os tratamentos para minimizar o erro de medigao.
2.7 Analise estatistica

Os valores médios dos tratamentos foram calculados a partir de trés réplicas
independentes, em seguida submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e de
homocedasticidade (Bartlett) para avaliar se os dados possuem distribuicdo normal e
variancias homogéneas. Atendendo a essas premissas, as médias foram submetidas a analise
de variancia (ANOVA) e, em seguida, submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05). As analises

foram realizadas com o auxilio do software estatistico R (R Core Team 2018).
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3. RESULTADOS

3.1 Efeito de diferentes concentracfes do resveratrol (RES) sobre germinagéo e
desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L. (Experimento I)

De acordo com os resultados do efeito do RES na germinacdo de Lactuca sativa, ndo
foi observado efeito significativo (p > 0,05, Tabela 1), sobre a Porcentagem de Germinacéo
(%G) e Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), nas concentracdes estudadas. Porém na
%G 0 RES nas concentragdes 1,00 mmol/L e 10,00 mmol/L (90 £3,33% e 90 £5,77%, Tabela
1) houve um declinio de 4%, quando comparado ao controle (94 £5,09%, Tabela 1).

O Indice de Vigor (IV) teve uma reducdo significativa na maior concentracio testada
(10,00 mmol/L, Tabela 1) em relagéo ao controle (290,22 £14,22 cm.% versus 170,03 +26,33
cm.%, reducdo de 41,42%, p < 0,006). Os tratamentos nas concentra¢gdes 0,01 mmol/L, 0,05
mmol/L e 0,10 mmol/L também apresentaram uma reducdo no IV em média de 16% quando
comparado ao controle, porém néo diferiu estatisticamente deste (p > 0,05, Tabela 1). Sendo
assim, uma reducéo no comprimento radicular foi diretamente proporcional a perda de vigor
das plantulas, apenas na concentragdo de 10,00 mmol/L (2,19 £0,13 cm versus 1,22 +0,19 cm,
reducédo de 44,29%, p < 0,004, Tabela 1). O comprimento do hipocotilo se manteve constante
ndo apresentando diferenca significativa na maioria das concentragdes quando comparado ao
controle (0,89 £0,05 cm), exceto na concentragdo 0,10 mmol/L (0,61 £0,11 cm, reducdo de
31,46%, p < 0,013, Tabela 1).

Tabela 1: Efeito de diferentes concentracdes de resveratrol (RES) sobre pardmetros de

germinacao e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

RES PARAMETROS BIOMETRICOS

IVG

(mmol/L) %G (%) -
(emergéncia/dia)

1V (cm.%) CR (cm) CH (cm)

0 - Controle 94 +5,09a 17,98 +4,18a 290,22 +14,22a 2,19 +0,13a 0,89 +0,05a

0,01 95+509a  19,24+0,83a  24393+11,52ab 1,91+0,03a 0,64 +0,02ab
0,05 94+192a  2247+091a  24297+593ab 1,89 #0,15a 0,67 £0,02ab
0,10 94+1,92a  21,09+177a  247,22+33,24ab 2,00+0,3la 0,61 +0,11b
0,25 9245092  17,61#269a  266,89+5599a 2,07 0,41a 0,81 +0,18ab
1,00 90+3,33a  17,74#040a  25313+19,32a 1,980,152 0,83 +0,10ab
10,00 90+577a  19,65+095a  170,03+26,33b  1,22+0,19b 0,66 +0,03ab
P-valor 0,533 0,089 0,006 0,002 0,013
CV(%) 4,65 10,77 11,71 11,72 12,98

%G — Porcentagem de Germinacdo; IVG — indice de Velocidade de Germinagdo; IV — Indice de Vigor; CR -
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Comprimento da Radicula (cm); CH — Comprimento do Hipoc6tilo (cm). Valores expressos por média + desvio
padrdo. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Os efeitos de diferentes concentragfes do RES na producéo de massa fresca e seca das
plantulas de alface estdo apresentados na Fig. 2. A aplicacdo das concentraces do RES, de
0,01 mmol/L a 1,00 mmol/L, ndo resultaram no aumento significativo na massa fresca quando
comparado ao controle, mas houve um aumento em média de 9%, sobre o controle (Fig. 2-
A). Por outro lado, na concentagdo de 10,00 mmol/L de RES, foi observado impacto
toxico/negativo na producdo de massa fresca (8,69 +0,70 mg) com diminui¢do de 35% na
producdo em comparagdo com o controle (13,36 0,70 mg). Os resultados da massa seca
mostram a mesma tendéncia da massa verde, exceto na concentracdo 0,25 mmol/L (0,84

10,02 mg, aumento de 25%, p < 0,013, sobre o controle, Fig. 2-B).
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Figura 2. Efeito de diferentes concentracdes de resveratrol (RES) sobre a Massa fresca (A) e
seca (B) em plantulas Lactuca sativa L. Valores expressos em média + erro padrdo. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Ao analisar todos os parametros de germinacdo e desenvolvimento inicial de L.
sativa, sob as condicdes utilizadas no presente estudo, observamos que o RES causou efeito
significativamente toxico apenas na concentra¢do de 10,00 mmol/L. Ao examinar o grafico do
calculo do Clsp, percebemos também que as concentracdes estudadas do RES nédo alcangaram
a concentracdo média inibitoria (inibir em 50% o crescimento da radicula) (Fig. 3), sendo
possivel estimar que o Clsg € um valor superior a 10,00 mmol/L. Considerando essas
informagdes, selecionamos as concentragdes ndo toxicas de 0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L de

RES para o teste de remediacao sobre a toxicidade induzida pelo NiSO,.
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Figura 3. Efeito toxico do resveratrol (RES) em plantulas de Lactuca sativa L, estimado a
partir da analise do seu comprimento radicular. As plantulas foram submetidas a diferentes
concentracdes do resveratrol (RES). A Clso (Concentracdo Inibitéria Média) ndo foi possivel
ser determinada para a faixa de concentracdo testada (Clsp > 10,00 mmol/L). Valores
expressos em média * erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0.05).

3.2 Teste de remediac¢édo do RES (Experimento II)

Com base nos parametros avaliados no ensaio do potencial remediador do RES sobre a
toxicidade induzida por NiSO4 na germinagédo e desenvolvimento inicial de L. sativa, a %G
ndo apresentou diferenga significativa entre as concentragdes avaliadas, isoladas de RES e
NiSO4 e combinadas RES + NiSO,4, quando comparado ao controle (H,O) (Tabela 2). No
entanto, os tratamentos com concentracdes isoladas de NiSO, bteveram menores
porcentagens de germinacao, quando comparado ao controle (93 £0,00% e 92 +1,92%, versus
98 +£1,92%, reducdo de 5,6%, Tabela 2). Ao avaliar os resultados do IVG, observamos um
diminuicdo em média de 19% nos tratamentos de NiSO, isolados (13,39 +1,76 sementes
germinadas/dia e 13,69 +0,52 sementes germinadas/dia, p < 0,01, Tabela 2), diferindo
estatisticamente do controle e dos tratamentos combinados.

De acordo com os resultados apresentados para o 1V, as concentrag¢des de 0,15 mmol/L
e 0,30 mmol/L NiSO, apresentaram uma reducéo significativa em relagdo ao controle (182,31
123,36 cm.% e 127,76 +6,01 cm.% versus 354,98 +17,13 cm.%, reducdo em média de
56,32%, p < 0,01, Tabela 2). No entanto, quando combinados RES + NiSO4 o IV elevou-se,
diferindo-se estatisticamentes das concentracdes isoladas de NiSOg, p < 0,01. Os tratamentos

combinados, apesar de ndo terem se igualado ao controle, aumentou seu percentual em média
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54%, quando comparado aos tratamentos com concentracdes isoladas de NiSO, Tabela 2.

Ao analisamos os dados obtidos no indice de Tolerancia (IT), denotamos um efeito
tolerante das plantulas quando o RES foi combinado com o NiSO4. Nos tratamentos apenas
com NiSO4 (0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L), as plantulas tenderam a diminuir o seu valor do IT
(0,69 £0,06 e 0,52 +0,03, p < 0,01, Tabela 2), reducdo de 31 e 48% respectivmente, quando
comparado ao controle. Entretanto, quando combinados RES + NiSO,4 os valores do IT
tenderam a se aproximar do valor 1,0, o que indica melhor tolerancia das plantulas ao NiSO,
(Tabela 2).

Tabela 2: Efeito do potencial protetor (remediagdo) de concentragbes ndo tdxicas de
resveratrol (RES) combinadas com concentracGes toxicas de sulfato de niquel (NiSO,) sobre
0s parametros de germinacéo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.

PARAMETROS BIOMETRICOS

TRATAMENTOS
(mmoliL) %G (%) (emerg;g/n%ia/dia) IV (cm.%%) I'TN
Controle (H,0) 98+1,92a  1601+103ab 354,98 +17,3a  1,00,00a
0,50 RES 963852 15,66 £0.78abc  304.2346.02ab 0,94 +0,02a
1,00 RES 906+1,02a 1523+092abc 326,50 +19,02ab 0,97 +0,01a
0,15 NiSO, 03+0,00a  1339+176c  182,3142336cd 0,69 +0,06b
0,30 NiSO, 90241922 13.69+052bc  127,766,01d 052 +0,03¢c

0,15 NiSO,+0,5RES 96 +1,92a 16,56 +0,79a 273,74 £33,15b 0,89 +0,06a
0,15 NiSO,+ 1,0 RES 96 +1,92a 16,92 +0,66a 283,01 £17,21b 0,90 + 0,03a
0,30 NiSO,+ 0,5 RES 96 +1,92a 16,93+ 0,44a 192,02 £12,44c 0,71 £0,06b

0,30 NiSO,+ 1,0 RES 94 +1,92a 16,73+0,41a 207,37 £23,94c 0,76 + 0,04b
P-valor 0,177 <0,001 <0,001 < 0,001
CV(%) 2,24 5,75 7,76 5,35

%G — Porcentagem de Germinagéo; VG — indice de Velocidade de Germinagao; 1V — indice de Vigor; ITN —

indice de Tolerancia ao Niquel. Valores expressos por média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais
na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia

A partir dos dados de massa fresca, observamos que concentragfes de 0,15 mmol/L
0,30 mmol/L NiSO, apresentaram reducdes significativas em relagdo ao controle (12,94 +0,69
mg e 11,16+0,67 mg versus 16,64 +0,67 mg, reducdo em média de 27,58%, p < 0,01, Fig. 4-
A). Porém, quando a concetracdo (0,15 mmol/L NiSO,) foi combinada com 0,5 mmol/L e 1,0
mmol/L RES, os valores de massa fresca se igualaram estatisticamente com o controle. Os
valores de massa seca mostraram a mesma tendéncia da massa fresca, reduzindo nas

concentragdes isoladas de NiSO,4 (redugdo em média de 25%) e quando combinadas com as
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concentragdes de RES (0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L) se igualam ao controle, exceto na
combinacéo 0,30 NiSO,4 + 0,50 RES (Fig. 4-B).
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Figura 4. Efeito do potencial protetor de diferentes concentracdes do resveratrol (RES) sobre
a fitotoxicidade induzida por sulfato de niquel (NiSO,4) na massa fresca (A) e na massa seca
(B) em Lactuca sativa L. Valores expressos em média + erro padrdo. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

O valor de comprimento radicular na concentracdo 0,5 mmol/L e 1,00 mmol/L RES
ndo diferiu estatisticamente do controle (2,62 +0,14 cm e 2,86 +0,24 cm, Fig. 5-A). No
entanto, quando analisamos os tratamentos apenas com NiSO, (0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L),
observamos que o comprimento radicular das plantulas foi significativamente reduzido (1,49
+0,22 cm e 1,00 0,07 cm, comprometendo 50,77% e 66,96% das radiculas, Fig. 5-B e C),
sendo um indicativo de efeito fitotoxico.

Em contrapartida, quando analisamos as combina¢des RES + NiSO,4, denotamos um
efeito protetor significativo do RES sobre a toxicidade causada por NiSO4 (Fig. 6). Nas
combinacg6es de 0,15 mmol/L NiSO, com as duas concentra¢des do RES (0,50 mmol/L e 1,00
mmol/L, Fig. 5-B), constatamos um aumento significativo nos comprimentos radiculares das
plantulas, diferindo do ensaio realizado apenas com o NiSOy isolado (2,36 +0,33 cm e 2,39
0,17 cm versus 1,49 +0,22 cm, aumento em média de 60%, Fig. 5-B). Além disso, as
combinagbes 0,30 mmol/L NiSO; com 0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L RES também
demonstram aumento significativo nos valores de comprimento da radicula quando
comparado com 0,30 mmol/L NiSQO, isolado (1,57 £0,21 cm e 1,73 £0,18 cm versus 1,00

+0,07 cm, aumento em média de 65%), como mostrado na Fig. 5-C.
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Em relacdo ao comprimento do hipocotilo, verificamos que ndo houve diferenca entre
0 controle e os tratamentos de RES isolados (0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L) ( p > 0,05, Fig. 5-
D). Entretanto, os tratamentos com NiSO, (0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L) reduziram o
comprimento do hipocotilo, quando comparado ao controle (0,47 +0,04 cm e 0,38+0,67 cm
versus 0,61 £0,03 cm, reducdo em media de 31,15%, p < 0,01, Fig. 5-E e F). Ao combinar a
concentragdo de 0,15 mmol/L NiSO4, com as concentragfes de RES (0,50 mmol/L e 1,00
mmol/L), observamos um aumento significativo do hipocotilo igualando-se ao controle. A
combinagbes de 0,30 NiSO4 + 0,50 RES e 0,30 NiSO4 + 1,00 RES nao foram capazes de

reverter significamente o comprimento do hipocoétilo (Fig. 5-F).
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Figura 5. Efeito do potencial protetor de diferentes concentracfes do resveratrol (RES) sobre
a fitotoxicidade induzida por sulfato de niquel (NiSO4) no comprimento radicular (A, Be C) e
no comprimento do hipocotilo(D, E e F) em Lactuca sativa L. Valores expressos em meédia +
erro padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0.05).
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Figura 6. Efeito do resveratrol (RES) sobre a fitotoxicidade induzida por sulfato de niquel
(NiSO4) no desenvolvimento inicial de Lactuca sativa.

A partir da avaliacdo da incidéncia de necrose radicular das plantulas, foi possivel
observar, a partir dos parametros adotados (sem necrose, necrose parcial e necrose total), que
ndo houve nenhum grau de necrose nas concentragdes analisadas de RES (0,50 mmol/L e 1,00
mmol/L) e no controle (H,O) (Fig. 7 e 8). J& nas concentracdes isoladas de NiSO,4, as
radiculas apresentaram necrose parcial, 70% na concentracdao de 0,15 mmol/L e 100% na
concentracdo 0,30 mmol/L. Um possivel efeito protetor do RES foi observado nos
tratamentos combinados com 0,15 mmol/L de NiSOy, pois ndo apresentaram nenhum grau de
necrose (Fig. 7). Resultado promissor também foi observado nos tratamentos de combinados
com 0,30 mmol/L de NiSOy, reducdo de 35% (0,30 NiSO4 + 0,5 RES) e 50% (0,30 NiSO,4 +
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1,00 RES). Os resultados analisados também indicam que as concentracBes de NiSO,

estudadas ndo foram capazes de causar necrose total nas radiculas das plantulas.
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Figura 7. Percentual de necrose radicular das plantulas de Lactuca sativa L. cultivadas na
presenca de diferentes concentracfes do resveratol (RES) e sulfato de niquel (NiSO,) isoladas
e combinadas.
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Figura 8. Parametros adotados para qualificacdo do nivel de necrose radicular para plantulas
de Lactuca sativa.

3.3 Parametros fisico-quimicos

Os valores de pH analisados nas solucdes RES, NiSO4 RES + NiSO, demonstraram pH
mais acido nas concentrac6es 0,30 mmol/L NiSO,4, 1,00 mmol/L RES e combinadas 0,30
mmol/L NiSO4 + 1,00 mmol/L RES (6,17 +0,05, 6,27 0,06 e 6,30 £0,21, respectivamente,
Tabela 3). Nos demais tratamentos, o pH tendeu a ficar neutro igualando-se ao controle
(Tabela 3).

A condutividade elétrica (CE) das solu¢cdes aumentou nas concentragdes de 0,15
mmol/L e 0,30 mmol/L NiSO, (0,0816 +0,06 dS.m™ e 0,1195 +0,00 dS.m™, Tabela 3) e nos
tratamentos combinados com 0,30 mmol/L NiSO, (0,0842 +0,00 dS.m™ e 0,0911 +0,01 dS.m"
! Tabela 3). Nas combinacdes de 0,15 mmol/L NiSO, com as duas concentracdes do RES
(0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L, Fig. 5-B), constatamos uma diminuicdo significativa na CE,
diferindo do ensaio realizado apenas com o NiSO4 (0,627 +0,00 dS.m™ e 0,610 +0,00 dS.m™
versus 0,816 £0,06 cm, reducdo em média de 24%, Tabela 3).

O potencial osmotico (Yo) das solugdes aumentou negativamente nas solugdes com
NiSO, (0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L) e nos tratamentos combinados. Nos tratamentos 0,50
mmol/L e 1,00 mmol/L RES, o potencial osmotico apresentou valores equivalentes ao do
controle (- 0,0015 +0,00 MPa, Tabela 3).

Tabela 3: Parametros fisico-quimicos das solucdes isoladas e combinadas de resveratrol
(RES) e sulfato de niquel (NiSO,).

TRATAMENTOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS
(mmol/L) pH CE (dS.m™) Yo (MPa)
0 - Controle 6,66 +0,18a 0,0418 +0,00e - 0,0015 +0,00a
0,50 RES 6,46 +0,04abc 0,0423 +0,00e - 0,0015 +0,00a
1,00 RES 6,27 +0,06bc 0,0427 +0,00e - 0,0015 +0,00a
0,15 NiSOy 6,46 +0,10abc 0,0816 +0,06¢ - 0,0029 +0,00¢c
0,30 NiSOy 6,17 +0,05¢ 0,1195 +0,00a - 0,0043 +0,00e
0,15 NiSO4 + 0,5 RES 6,60 +0,13ab 0,0627 +0,00d - 0,0023 +0,00b
0,15 NiSO4 + 1,0 RES 6,54 +0,08ab 0,0610 +0,00d - 0,0022 +0,00b
0,30 NiSO, + 0,5 RES 6,61 +0,08a 0,0842 +0,00c - 0,0030 +0,00¢c
0,30 NiSO4 + 1,0 RES 6,30 +0,21bc 0,0911 +0,01b - 0,0033 +0,00d
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P-valor < 0,001 < 0,001 < 0,001
CV(%) 1,86 3,24 3,24

pH — pH das solugBes; CE — Condutividade eletrica das solucoes; Wo — Potemcial Osmotico. 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.

3.4 Conteudo dos pigmentos fotossintéticos

O estresse por NiSO,4 (0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L) diminuiu o teor de clorofila a,
clorofila b, clorofilas totais e carotenoides em plantulas de L. sativa em média 34,24%,
33,78%, 34,15% e 36,43%, respectivamente, diferindo quando comparado ao controle (Fig.9-
A, B, C e D). As concentracgdes isoladas de RES (0,50 mmol/L e 1,00 mmol/L) apresentaram
efeito positivo em todos pigmentos fotossintéticos, apesar de ndo terem diferido
estatisticamente do controle, aumentaram seus percentuais em média 6%. Todos o0s
pegmentos fotossintéticos foram restaurados quando combinamos NiSO4 + RES, mas 0s
resultados foram mais expressivos quando combinamos 0,15 mmol/L NiSO, com as duas
concentragOes do RES, clorofila a (aumento em média de 32,50%), clorofila b (aumento em
média de 32,51%), clorofilas totais (aumento em média de 32,51%) e carotenoides (aumento

em media de 38,67%), igualando-se ao controle.
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Figura 9. Efeito do potencial protetor de diferentes concentragOes do resveratrol (RES) sobre
a fitotoxicidade induzida por sulfato de niquel (NiSO4) nos niveis dos pigmentos
fotossintéticos: clorofila a (A), clorofila b (B), clorofilas totais (C) e carotenoide (D) em
Lactuca sativa L. Valores expressos em média + erro padrdo. Médias seguidas por letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

3.5 Analise dos espectros vibracionais no inframermelho médio dos papeis-filtros

gualitativos usados como substrato

65



A figura 10 mostra os espectros no infravermelho médio para os papeis filtros
qualitativos usados como substrato para a germinacdo e crescimento inicial de plantulas de
alface (média de trés placas de Petri e de trés espectros por papel filtro qualitativo avaliado)
submetidas aos tratamentos: dgua destilada (controle), RES 1 mmol/L, NiSO,4 0,30 mmol/L e
combinacdo RES 1 mmol/L + NiSO4 0,30 mmol/L. Todas as atribuicGes de bandas no
infravermelho médio detectadas nos espectros foram comparadas com a literatura (CHENG et
al., 2016; HAO et al., 2018; MOVASAGHI et al., 2008; PAPAGEORGIOU et al., 2010;
POPESCU et al., 2010; ZHUANG et al.,, 2020) para o entendimento das interacdes

moleculares, com énfase nas bandas que sofriam mudancas significativas entre 0s
tratamentos.
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Figura 10. Espectros FTIR dos substratos (papel filtro qualitativo) fixados em placa de Petri
usados na germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L., expostos a diferentes
tratamentos: dgua destilada — controle (linha preta), resveratrol (RES) 1 mmol/L (linha azul),
NiSO4 0,30 mmol/L (linha vermelha) ou (RES) 1 mmol/L + NiSO,4 0,30 mmol/L (linha roxa).
Em (A): faixa entre 1200 cm*-1500 cm*; em (B): faixa entre 1700 cm *-2100 cm . Cada
espectro representa a média de trés placas e trés leituras por placa de Petri.

Foi possivel notar que os espectros obtidos do grupo controle (dgua destilada) e do
grupo RES 1 mmol/L apresentam a mesma impressdo digital (Figuras 10-A e 10-B). Isso
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pode ser explicado pelo fato de haver maior abundancia de moléculas de celulose,
hemicelulose e lignina do papel filtro qualitativo nas amostras, ndo havendo a possibilidade
de detectar os espectros vibracionais do RES nessa concentracao testada. No entanto, quando
analisamos 0s espectros dos substratos que receberam niquel, podemos observar uma
mudanca significativa na intensidade e localizacdo da banda 1370 cm™ (Figura 10-A), além
do aparecimento de novas bandas em 1217 cm ™, 1229/1231 cm* (Figura 10-A) e entre 1719
cm *a 1738 cm* (Figura 10-B).

Considerando a literatura, podemos afirmar que a banda 1370 cm™ se refere ao
alongamento da ligacéo entre C—H alifatico presente nas moléculas de celulose, hemicelulose
e lignina do papel filtro (POPESCU et al., 2010; ZHUANG et al., 2020). Nos espectros dos
grupos tratados com Ni 0,30 mmol/L, foi possivel observar um deslocamento dessa banda
para 1366 cm’, além do aumento significativo na intensidade da absorbancia quando
comparado com a mesma banda dos espectros dos grupos tratados com agua destilada e RES
1 mmol/L (Figura 10-A). Contudo, a anélise dos espectros dos grupos tratados com Ni 0,30
mmol/L + RES 1 mmol/L mostra que ha uma reducéo significativa na intensidade desta banda
guando comparada com o0s espectros dos grupos tratados somente com Ni, além de se
verificar um deslocamento de pico para 1369 cm™* (Figura 10-A).

O surgimento de novas bandas em 1217 cm™ na presenca de niquel (ndo observadas
nos grupos tratados com &agua destilada ou RES somente) corresponde a vibracdo de
estiramento C=0 em moléculas de lignina (tipo siringil e tipo guaiacil) (HAO et al., 2018). Ja
as bandas que aparecem entre 1229/1231 cm™ (Figura 10-A) denotam a vibracdo de
alongamento C-O-C em piranoses celuldsicas e hemiceluldsicas (CHENG et al., 2016), as
bandas em 1719/1727 cm™ apontam o aumento da intensidade da vibracdo de alongamento
C=0 (MOVASAGHI] et al., 2008) e em 1737/1738 cm * sdo também observadas vibracdes de
alongamento C=0 (MOVASAGHI et al., 2008) e/ou COO™ (PAPAGEORGIQU et al., 2010)
(Figura 10-B) das moléculas de celulose, hemicelulose e lignina, durante a interacdo com
Ni?*. Contudo, nos espectros dos substratos tratados com Ni + RES, é possivel verificar uma
diminuicdo significativa na intensidade dessas bandas, além do deslocamento de pico de 1727
cm™ para 1719 cm™, com tendéncia a apresentar o padrdo vibracional observado nos

espectros dos grupos tratados com RES e agua destilada.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, plantulas de Lactuca sativa foram cultivadas na presenca de
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concentragOes isoladas e combinadas do RES e NiSO, para avaliar o possivel efeito
citoprotetor do RES contra a fitotoxicidade induzida por NiSO4. Os resultados apresentados
aqui indicam que o RES quando combinado com o NiSO,4 reduziu ou reverteu a fitotoxicidade
sobre as plantulas de alface, de acordo com os parametros biométricos e pigmentos
fotossintéticos.

O acimulo acentuado de metais toxicos no solo, causado principalmente por
perturbacdes antropogénicas, representa um sério problema a organismos vivos, incluindo as
plantas (EMAMVERDIAN et al., 2015). As plantas, por sua vez, estdo expostas a toxicidade
mais do que qualquer outro organismo, devido a capacidade variavel de absorver, translocar e
acumular metais toxicos em seus tecidos. O Ni, apesar de ser micronutriente essencial para o
crescimento ideal das plantas em pequenas concentracdes, sua fitotoxicidade é considerada
mais importante do que sua falta, devido o efeito deletério ser mais agressivo (SHAHZAD et
al., 2018; SHAFEEQ et al., 2012). Nesse sentido solos contaminados por excesso de metais
pesados demandam estratégias eficientes para remocéo ou protecdo vegetal, sem causar danos
as plantas e ao meio ambiente.

Na atualidade, ha uma forte demanda por novos efetivos agroquimicos a base de
produtos naturais, a fim de proteger as plantas e reduzir o uso de produtos sintéticos,
altamente perigosos para vegetais e organismos do solo (MANTOVANELLLI et al., 2020). A
utilizacdo exdgena de resveratrol surgiu como um candidato potencial, por ser um composto
bioativo natural e exercer efeitos benéficos adicionais as culturas quando acometidas por
execesso de metais pesados (SARAFI et al., 2017).

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

4.1.1 Efeito de diferentes concentracdes de resveratrol (RES)

O presente estudo revelou que a aplicacdo exdgena de resveratrol na faixa de
concentracdo de 0,01 mmol/L a 1,00 mmol/L ndo exerceu efeito fitotoxico sobre a cultura em
estudo (L. sativa). Resultados semelhantes foram encontrados por Mantovanelli et al. (2020)
ao estudar uma faixa concentracdo de 0,22 mmol/L a 2,2 mmol/L, o resveratrol exerceu um
estimulo sobre crescimento de Zea mays, que foi mais pronunciado em baixas concentracdes.
Pociecha et al. (2014) ao estudar os efeitos benéficos do resveratrol pulverizado (0,44
mmol/L) em duas cultivares de trigo infectadas com oidio (Blumeria graminis (DC.) Speer),

os autores detectaram um estimulo no desenvolvimento e eficiéncia fotossintética em plantas
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infectadas e ndo infectados. J& Fan et al. (2010) e Serniak (2016), ao estudar concentragdes de
0,41 mmol/L e 0,87 mmol/L de resveratrol, respectivamente, reduziram significativamente o

crescimento da raiz, demonstrando efeitos fitotoxicos a cultura do alface e do rabanete.

4.1.2 Fitotoxicidade do NiSO4

O niquel, em baixas concentracdes, é considerado um micronutriente essencial para
o crescimento e desenvolvimento normal das plantas, mas em concentragdes elevadas, atua
como um metal téxico, reduzindo a germinacdo, crescimento vegetativo e producdo de
biomassa em Vvérias culturas de importancia econémica (SHAHZAD et al., 2018; KUMAR et
al., 2021). Os efeitos visiveis do excesso do niquel (Ni) observados em plantulas da alface no
presente estudo pode ocorrer devido a interferéncia do metal nos processos metabdlicos,
bioquimicos e fisioldgicos (PANDEY & SHARMA, 2002; SEREGIN &
KOZHEVNIKOVA, 2006).

No presente trabalho, as concentracdes estudadas de NiSO,4 (0,15 mmol/L e 0,30
mmol/L) ndo tiveram impacto significativo sobre a %G, mas reduziram severamente o
alongamento da radicula, o IVG, IV, IT, massa fresca e seca. Esse resultado pode ser
explicado por uma provavel prote¢do do tegumento das sementes contra a toxicidade do Ni ou
por este ser um elemento essencial, que no primeiro momento estimulou a germinacéo, mas
reduziu sua velocidade de germinacdo. A reducdo no tamanho da radicula e
consequentemente o 1V e IT, pode ser exoplicado devido a radicula estar diretamente exposta
ao agente estressor (VALIVAND et al., 2019).

Vérios pesquisadores relataram, no entanto, que a toxicidade do Ni tem efeitos
deletérios na germinacdo, pois afeta varias vias metabdlicas, a elasticidade da parede celular,
divisbes celulares e atividades de enziméticas (protease e a-e-B-amilases) que mobilizam as
reservas de nutrientes do endosperma dos cotilédones (SEREGIN & KOZHEVNIKOVA,
2006; KUMAR et al., 2021; MAHESHWARI & DUBEY, 2008; AHMAD & ASHRAF,
2012). Contudo, segundo Assuncéo et al. (2003), a fitotoxicidade induzida por Ni depende da
espécie, do estagio de desenvolvimento, das condi¢des de crescimento e do tempo de
exposicéo ao agente estressor.

A andlise morfométrica da radicula e as biomassas mostraram efeitos toxicos em
plantulas de alface, em funcéo das concentracdes de NiSO, estudadas. Resultados semelhantes
foram relatados por Samantaray et al. (1997), Seregin et al. (2003), Ahmad et al. (2009),
Leskova et al. (2019), Valivand et al. (2019), Heidari et al. (2020) em mudas de Oryza sativa,
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Zea mays, Helianthus annuus, Arabidopsis, Cucurbita pepo e Calendula tripterocarpa,
respectivamente. De acordo com Leskova et al. (2019), alta concentracdo de Ni perturba a
integridade e orientacdo dos microtubulos, alterando a divisdo e o alargamento das células,
reduzindo assim a absorcéo e transporte de agua e minerais.

A inibicdo do crescimento da radicula em maior extensdo, quando comparado ao
hipoc6tilo no presente estudo, pode ser explicada pelo fato de que as plantas absorvem ions de
Ni por difusdo passiva e o acumulam principalmente nas raizes, seu principal local de
sequestro (troca cationica) (SEREGIN & KOZHEVNIKOVA, 2006). A acumulacéo
excessiva desse elemento no sistema radicular estd intimamente relacionada a superproducéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) tendo como consequéncia, peroxidacdo lipidica e a
degradacdo de membrana, que resulta na perda de osmdlitos, pressdo de turgor e
consequentemente na morte celular (SEREGIN & KOZHEVNIKOVA, 2006; KUMAR et
al., 2021).

O aparecimento de necrose nas radiculas é indicativo de morte tecidual, e varios
autores o correlacionam com o efeito toxico causado por altas concentracdes de metais
(SHAHZAD et al., 2018). O escurecimento das radiculas no presente estudo pode estar
relacionado diretamente com o estresse oxidativo ou pela interferéncia do Ni na diminuicao
da absorcdo de outros metais essenciais, devido a competicdo por sitios de raios idnicos
comparéaveis (SHAHZAD et al., 2018; LESKOVA et al., 2019). Sungundo Khalid e Tinsley
(1980) e Leskovaetal. (2019), o escurecimento radicular e o desenvolvimento de raizes
laterais curtas podem ocorrer devido & deficiéncia de Mg®* e Fe?*. O Ni também pode
aumentar a rigidez da parede celular e resultar em ruptura celular, e consequentemente a
morte celular, como mostrado para cobre (Cu) e aluminio (Al) (KOPITTKE et al., 2008).

A Dbiodisponibilidade de Ni no solo é afetada por varios fatores, tanto bidticos,
guanto abidticos, o pH do solo é um dos fatores mais importantes, por regular a absorcao
desse elemento (MACEDO et al., 2016). A solubilidade e a mobilidade do Ni aumentam com
a diminuicdo do pH (solugbes mais &cidas) e dessa forma as plantas tendem a absorver
maiores quantidades (ZHANG et al., 2006). Isso ocorre porque em solu¢des mais &cidas 0s
ions hidrogénio estdo disponiveis em maior concentracdo, prontos para protonar grupos
ativos da superficie de componentes celulares da planta, além dos ions metalicos estarem
competindo fortemente com o H* (LODEIRO et al., 2006; HANIF et al., 2007).

A condutividade elétrica (CE) e 0 potencial osmoético (Wo) das solugdes sdao outros
parametros fisico-quimicos que pode explicar a fitotoxicidade do Ni sobre as plantas. No

presente estudo, a CE das solugfes aumentou na presenca de NiSO,, que esta relacionado a
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maior quantidade de ions em solugdo. O mesmo ocorreu com o0 Wo, pois a medida que se
aumentou concentracbes NiSO, este se elevou negativamente. De acordo com Bresler e
Hoffman (1986), a absor¢éo de dgua pelas plantas, através do sistema radicular, é influenciada
pelo potencial osmaético do meio nutritivo.

Os resultados desta pesquisa indicaram que as concentracdes de NiSO, estudadas
reduziram os teores dos pigmentos fotossintéticos nas plantulas da alface em relacdo ao
controle. Estudos envolvendo varias culturas de interesse agrondmico comprovam que a
exposicdo de plantas ao excesso de Ni pode levar a reducdo dos teores dos pigmentos
fotossintéticos (SINGH & PANDEY, 2010; ASRAR et al., 2014; VALIVAND et al., 2019;
HEIDARI et al., 2020). Além disso, a clorose é um indicador de toxicidade por metais em
plantas importante (SEREGIN & IVANOV, 2001) e, consequentemente, a reversdo da clorose
um indicador da diminuicdo do efeito tdxico na plantula pelo metal. Segundo
Somashekaraiah et al. (1992), Seregin e lvanov (2001) e Kamran et al. (2016), a reducéo dos
teores dos pigmentos fotossintéticos pode ser atribuida a distarbios na sintese dos pigmentos,
a degradacdo direta dos cloroplastos pelas EROs, ou ainda pela deficiéncia de Mg** e Fe?*.

Segundo Seregin & lvanov (2001), os principais indicadores de reducédo da atividade
fotossintética, causada pela toxicidade de Ni, estdo relacionados a ruptura da estrutura do
cloroplasto, o bloqueio da sintese da clorofila, interferéncia nas reacdes de transporte de
elétrons, a reducdo da atividade das enzimas que participam do ciclo de Calvin e a deficiéncia

de CO, devido ao fechamento estomatico.
4.1.3 Efeito protetor do RES sobre a fitotoxicidade induzida por Ni

Com base nos resultados do experimento principal (remediacdo), os efeitos tdxicos
causados pelo excesso do NiSQO,, observados em plantulas de alface foram amenizados ou
revertidos na presenca do RES, destacando um possivel papel protetor. Os resultados do IVG,
IV, IT, comprimento radicula e hipocétilo, massa fresca e seca e pigmentos fotossintéticos das
plantulas da alface apresentaram um aumento significativo quando combinado o RES com o
NiSQO,. O efeito protetor do RES pode estar relacionado aos seus grupos carboxila e hidroxila,
presentes nos compostos fendlicos, que sdo capazes de quelar metias toxicos, sequestrar
EROs e inibir a peroxidacao lipidica (MICHALAK, 2006; RAJPOOT et al., 2016).

Na ultima década, varios estudos foram realizados com extratos vegetais ricos em
compostos fendlicos, obtidos de diferentes matérias-primas, para formar quelatos com metais
toxicos e eliminar radicais livres (STINGU et al.,, 2011 & 2012; RAJPOOT et al.,
2016 ; PANDEY et al., 2019; GAUTAM et al., 2020). Segundo Stingu et al. (2011 & 2012),
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os extratos das cascas de Picea abies e Castanea sativa, ricos em compostos fendlicos,
atuaram como quelante de ions cddmio (Cd) e cobre (Cu), reduzindo sua mobilidade e
translocacdo, sendo adequado para a fitoestabilizacdo. Rajpoot et al. (2016) sugerem que
0 extrato das cascas de Terminalia arjuna alivia consideravelmente a toxicidade induzida por
niquel (Ni) em mudas de arroz, evitando a absor¢do de Ni e reduzindo o estresse oxidativo. O
mesmo foi concluido por Pandey et al. (2019) e Gautam et al. (2020), utilizando extratos
aquosos da Phyllanthus emblica, Azadirachta indica e Ocimum sanctum no desenvolvimento
inicial de mudas de arroz expostas ao cromo (Cr) e ao arsénio (As). Os resultados
demonstraram que os fitoquimicos presentes nos extratos citados, principalmente compostos
fendlicos, podem proteger diferentes culturas agricolas contra os danos causados pelos metais
toxicos, devido a quelacdo e/ou potencial antioxidante.

Nas ultimas décadas, na area da saude, a atividade antioxidante do RES vem sendo
bastante estudada por eliminar radicais livres, inibir a peroxidacéo lipidica de membrana e
formar quelatos com metais toxicos (FREMONT et al., 1999 & 2000; GRANZOTTO &
ZATTA, 2011; MITRA et al., 2016; FU et al., 2017). No entanto, a aplicacdo exdgena de
RES para protecdo de vegetal é limitada e restrita a sua funcdo de fungicida natural,
tratamento pos-colheita, resisténcia das plantas ao estresse abidtico (0zénio e luz ultravioleta)
(KISELEV et al., 2009; MONTERO et al., 2003; URENA et al., 2003; GRIMMIG et al.,
2003). Estudos recentes também tem demostrado efeito protetor do resveratrol em plantas
contra agentes estressores, incluindo o boro (B), cloreto de sodio (NaCl) e cloreto de potassio
(KCI) (SARAFI et al., 2017; KOSTOPOULOU et al., 2014; LI et al., 2021a & 2021b).
Utilizado também para aliviar o estresse por deficiéncia de ferro em mudas de Malus baccata,
principalmente por regular a absorcéao de ferro (Fe) (ZHENG et al., 2021).

Os resultados mostraram que o comprimento da radicula, a massa fresca e seca das
plantulas diminuiram nas concentracdes de 0,15 mmol/L e 0,30 mmol/L de NiSO4, no
entanto, quando combinados com 0,5 mmol/L e 1,00 mmol/L de RES teve efeitos favoraveis
na manutencdo do crescimento (Tabela 2). Esses resultados foram consistentes com estudos
anteriores que mostraram o uso do RES atenuou os feitos da toxicidade do boro (B) e cloreto
de potassio (KCI), na altura da planta, massa fresca e seca do caule e da raiz, em mudas
Capsicum annuum e Malus hupehensis, respectivamente (SARAFI et al., 2017; LI et al.,
2021a).

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram restaurados quando combinamos NiSO,
+ RES. E provavel que, no presente estudo, as biomoléculas de RES formem complexos com

o Ni, levando a diminuicao da absorcéo pelas radiculas das plantulas e, consequentemente, o
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efeito toxicos direto do Ni sobre os cloroplastos. E possivel ainda que o resveratrol tenha a
capacidade de reduzir o estresse oxidativo, que pode ocorrer pela eliminagdo de EROs
diretamente pela capturam os radicais livres ou pela doacdo de atomos de hidrogénio
(SARAFI et al., 2017). Estudos anteriores também comprovam que o uso do RES foi capaz de
restaurar os teores dos pigmentos fotossintéticos, causado pela toxicidade d e B e KCI e
deficiéncia de Fe (SARAFI et al., 2017; Ll etal., 2021a; ZHENG et al., 2021).

4.1.4. Analise dos espectros vibracionais no inframermelho médio dos papeis-

filtros qualitativos usados como substrato

A anélise conjunta dos espectros FTIR obtidos a partir do substrato papel filtro (ver item
3.5) usados na germinacéo e desenvolvimento inicial de plantulas de alface em placas de Petri
permite indicar uma diminuicdo significativa da intensidade de bandas especificas ou
relacionadas a interacdo entre o Ni e as moléculas do papel filtro (celulose, hemicelulose e
lignina), com tendéncia a se aproximar do padréo vibracional observado nos espectros dos
grupos tratados com RES e &gua destilada somente. Diante desse resultado, podemos inferir
que essa diminuicdo nas intensidades dos picos observados no grupo RES + Ni ocorre pelo
fato de o resveratrol ser capaz de formar quelatos com o Ni, diminuindo a sua interagdo com
as moléculas de celulose, hemicelulose e lignina presentes no papel filtro.

Portanto, a capacidade do RES formar complexos com metais toxicos, atuar como
antioxidante e inibir a peroxidacao lipidica, nos remete a inferir que o RES € responsavel pelo
efeito protetor observado no presente estudo (MICHALAK, 2006; RAJPOOT et al., 2016).

5. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que o NiSO, quando aplicado isoladamente, causou
toxicidade nas plantulas de alface, levando a retardo significativo no indice de velocidade de
germinacdo, indice de vigor, indice de tolerancia, comprimento da radicula e hipocétilo,
massa fresca e seca das plantulas e reducdo dos pigmentos fotossintéticos. Nossos resultados
também indicam que o RES possui papel protetor contra a toxicidade induzida por sulfato de
niquel em plantulas de L. sativa, por meio da quelacédo e/ou potencial antioxidante. Portanto,
nossos dados apontam, pela primeira vez, para a aplicacdo exdgena do RES como uma grande
promessa agricola na fisiologia de estresse causado por metais toxicos, por possuir acdo
quelante e antioxidante, ser menos toxico para 0s ecossistemas, aumento da producdo agricola
e geracdo de alimentos seguros. No entanto, sdo necessarios novos estudos para melhorar a

compreensdo dos mecanismos exatos envolvidos nas agdes da biomolécula e o nivel de sua
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interacdo com diferentes espécies de plantas para aliviar os efeitos dos metais toxicos, além de
expandir a aplicacéo dessa substancia em sistemas maiores. Os dados de FTIR sugerem que a
biomolécula pode ter reduzido a absorcdo de niquel pelas radiculas da alface por atividade
quelante. Além disto, outras possibilidades, como a atuacdo no sistema antioxidante das

plantulas contra o estresse oxidativo causado por niquel também podem ser apontadas.
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