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Abstract— Halophytes, such as Euphorbia tirucalli, are used for
medicinal and economic purposes, as well as for the recovery of degraded
environments through bioremediation or phytoremediation. In parallel,
Vigna unguiculata, which also has high tolerance to saline environments,
has high nutritional value generating economic interest. Furthermore,
biofuel production can be reduced in cost and complexity if we use plant
raw material that can grow in salinized and poor soils. The reduction of
arable land, due to increased soil salinization and the depletion of
freshwater resources, poses a threat to agricultural production. In this
work we aimed to evaluate the saline stress in V. unguiculata seeds
generated from the chemical elicitation of E. tirucalli and the solution of
Spongia tosta 10DH. In the first experiment, we cultivated V. unguiculata
in water with 10% solutions obtained from aerial parts of E.tirucalli from
the coast of Rio de Janeiro. In the second experiment, we cultivated V.
unguiculata, which were treated with E. tirucalli hormetic solution - 5H
from Seropedica/RJ and Spongia tosta 10DH solution. In all experiments
there was inhibition of germination associated to seed engorgement. In
our tests, therefore, the evaluated extracts suggested that also will be able
to act as phytoremediation agents, via desalination through the Na++/K+
pump mechanism. From our essays, observations and reasoned
discussion, we postulate the hypothesis that E. tirucalli can act in filtering
gardens of environmental pollutants by this way. Novel ecophysiological
investigations will be carried out.

Resumo— Haldfitas, como Euphorbia tirucalli, sdo usadas para fins
medicinais, econ6micos, bem com para recuperacdo de ambientes
degradados através da biorremediagdo ou fitorremediagdo. Em paralelo
a Vigna unguiculata, que também apresenta alta tolerancia a ambientes
salinos, tem alto valor nutricional gerando interesse econdémico. Ademais,
a producao de biocombustivel pode ter custo e complexidade reduzidos se
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usarmos matéria-prima vegetal que pode crescer em solos salinizados e
pobres. A reducdo da terra aravel, devido ao aumento da salinizacdo do
solo e ao esgotamento dos recursos de agua doce, representa uma
ameaca a producdo agricola. Neste trabalho objetivamos avaliar o
estresse salino em sementes de V. unguiculata gerado, a partir da
elicitacdo quimica de E. tirucalli e a de solucdo de Spongia tosta 10DH.
No primeiro experimento, cultivamos V. unguiculata em &agua com
solucBes obtidas de partes aéreas de E. tirucalli a 10% oriunda do litoral
do Rio de Janeiro. No segundo experimento, cultivamos V. unguiculata,
que foram tratados com solugdo hormética de E. tirucalli - 5H de
Seropédica/RJ e solucdo de Spongia tosta 10DH. Em todos os
experimentos houve inibicao da germinagéo associado a ingurgitacéo das
sementes. Em nossos ensaios, portanto, os extratos avaliados sugeriram
gue também poderdo agir como agentes de fitorremediacdo, via
dessalinizagdo através do mecanismo de bomba Na**/K* A partir de
nossos ensaios, observagdes e discussdo fundamentada, postulamos a
hipdtese de que E. tirucalli, possa atuar em jardins filtrantes de poluentes
ambientais por esta via. Novas investigagcdes ecofisiolégicas seréo
realizadas.

l. INTRODUCAO

Em acordo com Koyro et al. (2011), de fato, a espécie
vegetal haldfita E. tirucalli é usada desde 8.000 anos a.C.
por povos originarios em etnomedicina, em medicinas
tradicionais ao redor do planeta. Para dores provocadas
pelos surtos reacionais de Hanseniase, e em medicina
popular brasileira para dor do Céncer. Frequentemente
citada para dores intensas que ndo cedem, mesmo com o
uso de analgésicos potentes, sugerindo assim, para além do
efeito analgésico, um efeito anti-inflamatério que, dentre
0S Vvarios mecanismos j& estudados que constam na
literatura, poder4d ser por acdo mineralocorticoide
(Varricchio et al., 2008).

Plantas possuem diversos empregos, desde a produ¢édo
de extratos para uso medicinal e empregos econdmicos, até
para a recuperacdo de ambientes degradados. Haléfitas sao
espécies vegetais tolerantes a ambientes hipersalinos,
crescem em pantanos costeiros de maré e sdo chamadas de
plantas de mangue. Elas fornecem produtos como carvéo,
lenha, madeira, mel e produtos da pesca (Eshel et al.,
2010).

Quando utilizadas para remocéo de microrganismos em
excesso ou com potencial invasivo, denominamos
biorremediagdo. Enquanto que para remogdo de
substancias em quantidades excessivas ou mesmo tdxicas
para o solo ou para agua, denominamos fitorremediacao,
efeito que ocorre por mecanismos diversos, exercido pela
capacidade de determinadas espécies vegetais, dentre elas
as halofitas (Kathar et al., 2023). Atualmente, a ideia da
construcdo de pequenos jardins filtrantes, com vegetacao
especifica (“wetlands constructed”), visa favorecer ao
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monitoramento da eficiéncia da remocdo de substancia
indesejavel ao ambiente, ja determinada por equacoes. Tal
construcdo parece-nos bastante apropriada, por poder
haver varia¢bes em suas dimens@es, ampliando o potencial
de recuperacdo de diferentes ambientes (Kathar et al.,
2023).

E antigo o estudo sobre a participacdo de hal6fitas em
fitorremediacdo, e existem varios mecanismos de acdo
descritos para este efeito de fitorremediacdo. De acordo
com a substancia que se queira remover do solo ou da dgua
poderé ser necessario escolher um ou dois mecanismos que
sejam complementares  (preferencialmente), e isto
determinard a escolha da espécie vegetal. Na literatura,
espécies vegetais halofitas sdo citadas pelo seu potencial
em fitorremediacdo, dentre elas, Euphorbia tirucalli
(Aveloz) e Tamarix sp. (Eshel et al., 2010).

Halofita, como E. tirucalli L, é uma boa fonte de
forragem barata e nutritiva para animais (Varricchio,
2008). Digno de nota, plantas haléfitas também possuem
papel na protecdo da regido costeira da radiacdo UV-B,
perante 0 aumento do nivel do mar, em erosédo costeira, na
faria dos ciclones, na agdo das ondas e no efeito estufa
(Kathiresan, 2012).

E. tirucalli é uma espécie suculenta, de origem africana
com distribuicdo cosmopolita, que apresenta multiplas e
contraditorias atividades, devido ao latex rico em ésteres
diterpénicos com esqueletos de tiglianos, ingenanos e
dafnanos, possuindo melhor desenvolvimento em solos
pobres em nitrogénio. Além do parénquima clorofiliano,
do xilema e do floema, desenvolve uma quarta circulagéo
por intermédio da via de morte celular programada,
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possivelmente atribuida a detec¢do pela CLAE associada
ao espectro de absor¢do UV de um ingenano, sugerido
como marcador quimico-bioldgico, desenvolvendo a partir
dai ductos laticiferos para a producdo de latex toxico,
conforme a literatura descreve a espécie de origem
africana (Furstenberger & Hecker, 1986 apud Varricchio,
2008).

Em paralelo, o etnosaber negro descreve o uso de
Feijdo-Caupi (Vigna unguiculata) na culinaria negra da
Africa e da Asia (Dahmer et al., 2008). Também no Brasil
na regido norte e nordeste, além de cidades do estado do
Rio de Janeiro onde existiram fazendas escravagistas e
quilombos. Conhecido como feijdo Caupi, apresenta alta
tolerdncia a ambientes salinos e apresenta alto teor
nutricional. Por isso, investigacfes para beneficiar sua
germinacdo sdo de interesse econdmico'. Toxica em solos
hipersalinos, produz ésteres diterpénicos de forbol, de acdo
nanomolar, indutores de peroxidagdo lipidica. A planta de
campo no jardim do IPPN/UFRJ, campus Ilha do Fundéo,
Baia de Guanabara, por nos estudada, ndo possui anatomia
Kranz, revelando variacfes da producdo quimica vegetal e
de sua concentracao relativa ao longo do dia e ao longo da
producdo anual — variando com a sazonalidade; seus
efeitos biol6gicos sobre germinagdo variaram, também,
quanto a regido geogréfica, geoldgica e pedoldgica no
Brasil (Varricchio et al., 2008).

Os biocombustiveis sdo derivados de biomassa
renovavel e podem substituir, parcial ou totalmente,
combustiveis derivados de petrdleo e gas natural em
motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo de
energia. Sdo fontes de energia alternativa que apresentam
baixo indice de emissdo de poluentes. Os dois
principais biocombustiveis liquidos usados no Brasil sdo o
etanol obtido a partir de cana-de-aglcar e, em escala
crescente, o biodiesel, que é produzido a partir de 6leos
vegetais ou de gorduras animais e adicionado ao diesel de
petr6leo em proporg¢des variaveis (BRASIL - GOVERNO
FEDERAL, 2021).

A producdo de biocombustiveis pode ser mitigada em
seu custo e complexidade por matéria-prima vegetal, se
conseguirmos identificar espécies alternativas além das
culturas convencionais, que podem crescer em solos
salinizados e pobres. Algumas haléfitas tém alta taxa de
crescimento e podem produzir biomassa lignocelul6sica de
alta qualidade contendo 26-37% de celulose, 24-38% de
hemicelulose e <10% de lignina necessaria para a
producdo de etanol (biocombustivel). Halofitas como E.
tirucalli podem produzir alta biomassa até mesmo sob
condic@es extremas de deserto (Eshel et al., 2010).

Mwine & van Damme, (2011) descreve-a como
oriunda de Madagascar, possuidora de metabolismo CAM
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facultativo, exibindo anatomia de Kranz, sendo
considerada uma planta fdssil, portanto, uma fonte de
biomassa e de biocombustivel importante, uma vez que as
fontes de petréleo estdo se esgotando rapidamente e, em
meados deste século, estima-se que 50% estardo esgotadas
(Debez et al., 2017).

Ademais, a reducédo da terra aravel, devido ao aumento
da salinizacdo do solo e ao esgotamento dos recursos de
agua doce, representam uma ameaca a producdo agricola
(Sharma et al., 2016). Dentre os varios estresses abioticos,
0 aumento da salinidade do solo é considerada a maior
ameaca a producdo agricola. Para superar esses problemas,
diferentes ferramentas biotecnoldgicas sdo aplicadas para
produzir variedades de culturas tolerantes e de alto
rendimento.

E. tirucalli é toxica em solos de alta salinidade, produz
latex rico em ésteres diterpénicos de forbol, indutores de
peroxidagdo lipidica de membrana capazes de ativagdo de
diferentes isoformas de proteinocinase C, o que justifica o
amplo interesse neste mecanismo (Koivunen et al., 2006
apud Varricchio, Silva, et al., 2008a).

Substéncias naturais que evocam estresse oxidativo
fisioldgico em sementes podem agir como elicitores de
germinacdo por este mecanismo. Em estresse excessivo,
essas isoformas ativadas passam a ser outras, fato que
inibe a germinacéo em sementes.

Na época do Brasil Col6nia, a reportagem sobre o uso
do “Al-veloz”, atribui a chegada desta espécie no Brasil
junto com 0s navios negreiros, durante o processo de
escravizacdo negra, contando que para sobreviverem e
ainda terem forca para cumprirem as tarefas durante a
permanéncia no mar, os escravizados faziam sopa de
Aveloz e tomavam, chamando-a de “sopa de axé”. Este
prefixo “Al” sugere uma influéncia cultural do Oriente
Médio em paises do continente africano. A veracidade
desta informagdo foi verificada em laboratério. Com o
aquecimento suave (preparo a 37°C — “banho-maria”),
ocorreu 0 incremento de deteccdo a CLAE/UV de
ingenanos, sugerindo o aumento no rendimento de
substancias polihidroxiladas ou talvez a inativacdo de
substancias toxicas por lise de cadeias esterificadas
(Varricchio et al., 2008b).

E. tirucalli in situ do mangue da Baia de Guanabara
(campus Ilha do Funddo/UFRJ) evidenciou que embora as
condi¢cBes ambientais de tipo de solo, excesso de
luminosidade e &gua salobra ndo tenham comprometido o
desenvolvimento vegetal, sua producdo quimica vegetal
modificou em relacdo a literatura, tornando-se menos
esterificada. Houve também o primeiro relato na literatura
da presenca de fungo endofitico no espécime estudado,
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que podera ser um outro mecanismo para explicar a
variacdo quimica vegetal (Varricchio, 2008).

Portanto, para se compreender mecanismos de varia¢do
da producdo quimica vegetal visando a eleicdo de
marcadores quimicos e bioldgicos, foram estabelecidos
quais seriam os melhores protocolos de micropropagacéo,
de acordo com a pesquisa a ser realizada. Uma vez que
haléfitas costumam desempenhar protecdo na regido
costeira frente a radiacdo UV-B, foi verificado que
diferentes fluéncias luminosas e UV-B geram estresse
oxidativo nos explantes e modificam, assim, a deteccdo do
tipo de clorofila. Além de clorofilas a, passaram a ser
detectadas clorofila b e clorofilas ndo a/ndo b (estas
Gltimas costumam ser detectaveis em individuos de origem
marinha, evidenciando a necessidade de se investigar em
paralelo aspectos geoldgicos da presenca desta espécie
vegetal no planeta (Varricchio et al., 2022a).

Para o espécimen estudado, na maioria dos cultivos em
micropropagacdo desenvolvidos, sempre manteve-se o
padrdo de deteccdo qualitativa de diterpendides
polihidrofilicos. Contudo, perante a investigacdo de
estresse salino, contraditoriamente, reagiu a variacao
excessiva de salinidade que ultrapassou seu limite de
adaptacdo e fitoextracdo salina, passando a serem
detectados ésteres aromaticos (dafnanos) (Varricchio,
Silva, et al., 2008a).

A partir dai foram desenvolvidas varias investigacGes
em cultivos classicos e ndo convencionais buscando
compreender 0 mecanismo para esta espécie, além do
potencial de aplicagdo em biotecnologia vegetal e
fitotecnologia.

Neste trabalho objetivamos avaliar o estresse salino,
repercutindo, em nivel bioldgico, sementes de Vigna
unguiculata gerado, a partir da elicitacdo quimica de E.
tirucalli oriunda de Seropédica (sitio geoldgico de vulcdo
extinto no Rio de Janeiro), oriunda do litoral do Rio de
Janeiro e a de produto natural de origem marinha sob
formulagdo infinitesimal, através da analise de fatores
abidticos.

1. METODOLOGIA
2.1.Certificag8o botanica e descricdo do caule:

A exsicata de Euphorbia tirucalli foi preparada a partir
de exemplares da planta cultivados no jardim do Instituto
de Pesquisa de Produtos Naturais (IPPN). Os espécimes do
material controle foram depositados no herbario do Museu
Nacional do Rio de Janeiro/UFRJ sob o Registro Botanico
R - 204.406 pela professora Luci de Senna Valle. E uma
planta da familia Euphorbiaceae, género Euphorbia.
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A epiderme é unisseriada, constituida por células com
paredes anticlinais retas a levemente sinuosas, recobertas
por estrato cuticular espesso, que se projeta entre as
paredes anticlinais das células epidérmicas. Os estdmatos
estdo localizados em recessos abaixo do nivel das células
epidérmicas. As camaras subestométicas sdo bastante
desenvolvidas, sendo formadas por células levemente
braciformes. A regido cortical é formada pelo parénquima
clorofilado constituido por numerosas camadas celulares
arredondadas. Existem fibrosclereides dispersos no cortex
e fibras periciclicas sozinhas ou em pequenos aglomerados
(2-10).

Produtos lacteos de paredes espessas sdo encontrados
préximos ao cilindro vascular. O cilindro vascular
encontra-se em estégio inicial de desenvolvimento, sendo
o floema secundério formado por tubos crivados com
placas crivadas simples, que podem ser solitarios ou em
grupos de até dez células. Os tubos peneirados tém uma a
duas células companheiras. O xilema secundario é
formado por elementos de vasos predominantemente
solitarios, podendo eventualmente conter grupos de duas a
cinco células. O parénquima axial é escasso paratraqueal.
A regido medular é formada por células parenquimatosas
com formato semelhante as células corticais que diferem,
porém, pela auséncia de cloroplastos. Auséncia de
anatomia de Kranz.

Na natureza, latex e estruturas funcionais ndo ficam em
contato, sendo isolados devido & presenga de ductos
laticiferos, ductos constituidos por células mortas,
essencialmente condutores de latex (Milanez & Monteiro
Neto, 1956). A programacdo da formacdo dos ductos
laticiferos evita que o latex mais irritante ou tdxico
produzido como uma reagdo de defesa as variagOes
ambientais, entre em contato com o0s tecidos vegetais,
como o floema e o xilema da planta (Hunter, 1994; Pennell
& Lamb, 1997). Durante a injdria ao caule, rico em o-
amilase, a liberacdo da enzima pode também promover lise
do latex, possuidor de &cidos graxos insaturados, que
desencadeiam a auto-oxidacdo rendendo novos terpenoides
(Furstenberger & Hecker, 1977). Este mecanismo
explicado por estes autores foi citado e justificou a
oxidacdo observada em algumas micropropagacdes
realizadas (Varricchio et al., 2008a).

Digno de nota, existe o relato de resultado diferente
quanto ao estudo morfolégico do individuo vegetal do
jardim do IPPN/UFRJ por nés estudado. E citada a
presenca da anatomia de Kranz na espécie de origem
africana, que possui metabolismo CAM em funcdo das
condi¢Bes aridas em que o individuo vegetal por eles
estudado estava submetido, dentre elas, hiper
luminosidade, altas temperaturas, excesso de vento,
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altitude, além do solo &cido e hipersalino (Mwine & van
Damme, 2011).

2.2.Experimento com extrato vegetal de E.tirucalli oriunda
de solo hipersalino:

Foi realizado o cultivo assistido de V. unguiculata em
agua com solugdes obtidas a temperatura ambiente de
extratos totais aquosos de partes aéreas de E. tirucalli a
10% oriunda do litoral, coletado em praia de
Buzios/RJ/Brasil que pertence ao dominio tectdnico de
Cabo Frio (Fig.1). O cultivo em agua de V. unguiculata foi
realizado inserindo-se trés sementes em cada recipiente,
em decuplicata; totalizando N = 120 entre solugdes-
controle e solugdes-teste). Foi verificada curva de
acdo/tempo nas dosagens 10,0mL, 1,0mL e 0,ImL em
recipientes com 100mL de &gua mineral da marca
Petropolis. Para a analise dos fatores abidticos, em tela,
mediu-se pH, presenca de cloro livre, da alcalinidade total
e presenca de &cido ciandrico pelo método colorimétrico
com fitas da marca Aquachek e as temperaturas medias
dos grupos foi medida pelo Infrared termometer B-Max,
no primeiro, terceiro e sexto dias de cultivo.

Fig.1: Euphorbia tirucalli coletada em Buzios/RJ/Brasil.

2.3.Experimento com SUD a partir de elemento marinho
diluido e dinamizado pelo método Decimal
Hahnemannniano (DH).

Foram inseridas trés sementes de feijdo Caupi coletado
em Seropédica/RJ/Brasil, em dez copos para cada fileira
contendo solucBes-controle e solucBes-teste, perfazendo
um total de seis fileiras com 180 sementes. Foi aplicada 01
gota (20uL) de cada solugdo do ensaio para cada fileira
(Quadro 1). Foi medido o pH inicial das solucdes e ao
sétimo dia de cultivo foram aferidos pH, cloro livre,
alcalinidade total e acido ciandrico pelo método
colorimétrico da marca Aquachek.
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Como solugdes-controle foram utilizadas 4gua mineral
da marca Petropolis. Agua destilada ultradiluida e
dinamizada na poténcia 10DH e alcool 30% 10DH que sdo
os solventes que entram no preparo da solucdo
homeopaética e foram comprados em farmacia comercial. A
seguir, foi preparado extrato aquoso a 10% com agua
mineral & temperatura ambiente, retirado com pipeta o
correspondente a 10°, por ndés denominado solugdo
hormética de E. tirucalli - 5H - correspondendo a
ultradiluico sem a dinamizagdo/sucussdo, baseados na
metodologia proposta por Varricchio e colaboradores In
(Bellizzi et al., 2022).

Foi adquirida comercialmente a solucéo ultradiluida e
dinamizada 10DH de Spongia tosta, correspondendo ao
ponto de partida (matriz) para outras ultradiluicdes e
sucussdes pelo Braco Mecénico Denise 10-50 marca
CITUA, em funcdo da falta de insumos no mercado,
devido a pandemia. Todas as solugBes sdo mostradas no
Quadro 1:

Quadro 1: Cultivos com extrato aquoso total de E.
tirucalli de Seropédica/RJ, SUD de origem marinha e
respectivos controles (30 sementes por fileira. N = 180).

Solucdes/30sementes para cada cultivo em decuplicata

Agua Mineral Petropolis

SUD 10D Agua destilada

SUD 10D Alcool 30%

SUD 10D Spongia tosta

Euphorbia tirucalli 10 (ou 5H)

Euphorbia tirucalli 10"° (ou 5H) + SUD 10D Spongia
tosta

1. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Experimento com extratos vegetais de E. tirucalli
oriunda de solo hipersalino de Buzios:

N&o ocorreu germinagdo em nenhuma das
concentracfes testadas deste preparo em relagdo ao
controle com &gua mineral em sete dias de observagdo.
N&o ocorreu oxidagdo, necrose, nem contaminagdo
fangica. Estes resultados séo diferentes dos nossos obtidos
para extratos aquosos totais oriundos do recdncavo baiano,
gue evoluiram com necrose das sementes; e para 0S
extratos do litoral paulista — Caraguatatuba e do litoral do
RJ, que ndo apresentaram resposta bioldgica, enquanto que
Pinto et al. (2019) verificaram que extratos aquosos totais
da regido serrana do Rio de Janeiro — Petropolis, causaram
estresse oxidativo sobre a pelicula do feijdo, fato que
favoreceu ao crescimento de fungo do género Fusarium
sp,, nas solugdes (Oliveira et al., 2019).
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Nossos resultados sugeriram que o efeito estressor
bioldgico agiu como indutor de dorméncia nas sementes,
conforme discutido por Musmano et al. (2019), que
também verificaram este mesmo efeito para extratos
aquosos totais oriundos do Centro-Oeste do Brasil.

O mecanismo de acgdo proposto, explicado por
Varricchio et al.,(2008b) para Euphorbia paralias tratada
com agua do mar, também por Loreto & Velikova (2001)
verificaram que a liberacdo de isoprendides pelo caule
contribuiu para diminuir a toxicidade desta e de outras
espécies vegetais. Tais explicacbes nos auxiliaram na
compreensdo dos nossos resultados quanto a avaliacdo do
extrato total aquoso a 10% do espécimen coletado no
litoral, em praia selvagem, de Rio das Ostras/RJ/Brasil.
Para este estudo foi observada auséncia de necrose,
oxidacdo, contaminagdo fungica nas sementes e nenhum
fendbmeno nas solugbes das fileiras de recipientes.
Entretanto, ao longo do ensaio foi verificado que a
temperatura e o pH das solugcbes aumentaram
progressivamente como consequéncia das reagdes
exotérmicas. Poderiam estar evaporando isoprendides?
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Investigages  ecofisioldgicas com  instrumentos
adequados precisardo ser realizadas, uma vez que ao
manuseio dos explantes coletados, ocorreu a sensacdo de
tonteira, de hilaridade seguida de sonoléncia. Este extrato
de E. tirucalli de Rio das Ostras promoveu modificacGes
de pH nas solugdes, porém sem a deteccédo de cloro livre e
de &cido ciandrico, o que sugere a possibilidade de estresse
oxidativo leve, sem a ruptura da parede nem da membrana
celular vegetal. Contudo, ao longo da semana de
experimento conforme a temperatura e o pH das solucbes
aumentaram  progressivamente, foram evidenciadas
reagdes exotérmicas. As solugdes mantiveram alcalinidade
total minima, reafirmando estresse oxidativo suave.

Ja para as solugdes submetidas aos extratos elicitores
coletados em BUzios/RJ, ao longo da semana de ensaio a
temperatura foi caindo (ap6s ocorrer reagcdes exotérmicas),
0 pH se elevou, com minima taxa de cloro livre e auséncia
de &cido ciandrico. Por este motivo, ndo foi necessaria a
alcalinizagdo compensatdria para manutencao do equilibrio
hidroeletrolitico, conforme assinalado no Quadro 2:

Quadro 2: Fatores abidticos medidos no primeiro, terceiro e sétimo dia de experimentacdo com extrato de E. tirucalli de
Bulzios como agente elicitor em sementes de V. unguiculata.

temperatura pH Cloro livee | Alcalinidade | (CNOH) 5
1° dia
agua mineral 259 6,2 0 40 0
extrato 10% 231 6,2 0 40 0
extrato 1% 227 6,2 a 40 0
extrato 0,1% 223 6,8 0 40 0
3% dia
dgua mineral 225 0,8 0 40 0
extrato 10% 225 0,8 0 AD 0
extrato 1% 22,6 6.8 0,5 Ty 0
extrato 0,1% 22,6 0,8 0,5 AD 0
72 dia
agua mineral 18,2 6,8 0,5 20 0
extrate 10% 18,2 6,8 0,5 a0 0
extrato 1% 18,2 6,8 0,5 a0 0
extrato 0,1% 18,2 6,8 0 a0 0

Desta forma, apesar da atividade quimica observada
pelos fatores abidticos analisados, o fato de ndo haver
germinacdo de sementes de V. unguiculata, uma vez que,
pela literatura, tanto o feijdo caupi quanto E. tirucalli sdo
tolerantes a hipersalinidade, este resultado inesperado
necessita ser esclarecido em termos de mecanismo de acéo.
Terd ocorrido apenas dorméncia por uma via inibitéria de
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reguladores de crescimento/desenvolvimento vegetal ou
uma inibic&o total da germinacéo?

Se a germinagdo tiver sido inibida, tera sido por qual
mecanismo? Uma vez que ensaio anterior com fluéncias
luminosas e UVB revelou a degradacdo de pigmentos
fotossintéticos, poderd ter havido sobrecarga destes
produtos de oxidacdo acarretando lesdo de fotossistema e
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ocasionando lesdo irreversivel? Podera ter havido
interferéncia no funcionamento da bomba sddio-potassio?

Diante desta variacdo verificada, devido a pouca
disponibilidade de literatura com investigacfes sobre
salinidade em E. tirucalli e em V. unguiculata, com
aquelas existentes sendo ainda referéncias muito antigas,
pensou-se na avaliacdo preliminar de um modelo
alternativo de investigacdo metodoldgica no intuito de
investigacdo de mecanismo de acdo as questbes que
emergiram e nos intrigam.

Devido a grande possibilidade de sobrecarga salina
inibindo a germinagdo das sementes, para confirmarmos
esta hipdtese, optamos por estabelecer um protocolo onde
0 espécime E. tirucalli viesse de um solo rico em
antioxidantes  sem  hipersalinidade, oriundo  de
Seropédica/RJ/Brasil, um solo onde ja existiu vulcdo que
atualmente se encontra extinto. Observar a acdo deste
extrato sobre as sementes e, em paralelo, adicionar a este
mesmo extrato aquoso o produto natural marinho
ultradiluido e dinamizado em baixa poténcia poderia ser
uma metodologia alternativa de interesse.

Como seria 0 comportamento desta solucdo aquosa de
caule total obtida de um outro extrato pedolégico? Haveria
diferenca para este extrato total aquoso hormético (H)? E
em que resultaria a introducdo de solucdo ultradiluida e
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dinamizada (SUD) de produto marinho (haturalmente com
maior indice de salinidade)? E o que discutiremos a seguir.

3.2.Experimento com SUD de Spongia tosta (esponja
marinha):

Nossos resultados preliminares obtido de cultivo
assistido de V. unguiculata exposto ao extrato aquoso de
E. tirucalli adicionado com SUD5CH de Spongia tosta
(um produto natural marinho) sugerem o desencadeamento
de estresse salino através do mecanismo de bomba
Na**/K*, portanto, com potencial efeito promissor também
para fitodessalinizacdo ambiental.

Foi observado que as sementes de feijdo caupi, j& no
segundo dia, aumentaram de tamanho porque
ingurgitaram, e aumentaram de peso, havendo liberacdo de
odor amoniacal intenso para o cultivo com a dose ponderal
de E. tirucalli 10° associada & SUD5CH Spongia tosta,
com inibicdo significativa do numero de hipocotilos
emitidos (p < 0,05). Objetivamente, subtraimos o peso
final do 7° dia ao do 1° dia - Quadro 2:

Quadro 2: Nivel de significancia da variacdo de peso médio e do nimero de hipocdtilos emitidas em cultivos com solugdes-
teste com solugdes ultradiluidas, diluicio ponderal de E. tirucalli de Seropédica, além de respectivos controles.

Solugbes/30sementes P1(g) P2(g) X =P2 - | Variacdo de | Numero Significancia
P1(9) peso (9) de
Significancia | hipocotilos

Agua Mineral 0,62 1,00 0,38 - 20 Controle
SUD 10D Agua Destilada 0,62 1,00 0,38 p > 0,05 02 Controle
SUD 10D Etanol 0,62 1,00 0,38 p > 0,05 12 Controle
SUD 10D Spongia tosta 0,62 1,00 0,38 p > 0,05 03 p <0,05
Euphorbia tirucalli 1020 (5H) 0,62 1,00 0,38 p > 0,05 14 p < 0,05
E. tirucalli 5H + SUD 10D Sp t 0,62 2,00 1,38 p <0,05 05 p <0,05

Seis cultivos em decuplicata (N=30 por fileira). Totalizando N = 180 sementes de feijdo Caupi. Média de dois experimentos.
7° dia (P2) subtraindo ao 1° dia (P1), e contagem do niimero de emissdes de hipocotilos.

As solugBes-teste ainda foram capazes de elevarem a
temperatura em fungéo das reagdes quimicas naturalmente
realizadas durante o processo elicitor de germinacéo,
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sugerindo que o estresse oxidativo pareceu-nos excessivo
mesmo em minimas dosagens, observacdo que se
constituiu de interesse para nosso estudo (Quadro 3).

Page | 33


http://www.ijaers.com/

Gaspar et al.

International Journal of Advanced Engineering Research and Science, 10(6)-2023

Quadro 3: indice de variacéo de temperatura em cultivos com solucdes-teste com solugdes ultradiluidas, diluicdo ponderal
de E. tirucalli de Seropédica, além de respectivos controles.

Solucdes/30sementes por TAmb | T1°C | XT | TAmb2° T2°C XT XT2 -

Cultivo 1°C 1 |C 2 XT1

Agua Mineral 25 25 | 250 20 5/20;1/18/;4/19 | 19,4 -5,6

SUD 10D Agua destilada 25 25 | 250 20 4/18;6/17 17,4 -76

SUD 10D Alcool 30% 25 24 | 245 20 5/18;5/20 19,0 -55

SUD 10D Spongia tosta 25 24 | 245 20 6/17;4/18 17,4 -71

Euphorbia tirucalli 10°%° (ou 25 24 | 245 20 1/17;5/19;4/18 | 18,4 -6,1
5H)

E.t 5H + SUD 10D Spongia 25 24 | 245 20 1/17;9/18 17,9 -6,6
tosta

Seis cultivos em decuplicata (N=30 por fileira). (N = 180 sementes de feijdo caupi). Temperatura para o primeiro dia (T1) e
para o sétimo dia (T2). Além de respectivas temperaturas ambientes.

Extratos de E. tirucalli hormético (“H” - apenas diluido
na concentracdo correspondente e ndo dinamizado) ou
entdo aquele associado a SUD, foram capazes de induzir,
em pequena quantidade, & producdo de éacido ciandrico
durante o metabolismo da V. unguiculata, possivelmente
enquanto produto metabdlito da via de estresse oxidativo

pela rota do nitrogénio, uma explicacdo plausivel também
para a ocorréncia de forte odor amoniacal exalado pelas
solucBes-teste nos recipientes com as sementes, nunca
anteriormente observadas em nossos experimentos de
cultivo. Este é o primeiro relato indicativo de estresse
oxidativo por esta via, a via nitrogenada (Quadro 4).

Quadro 4: Média aritmética (XpH) da variagdo de pH. Valores de cloro livre, da alcalinidade total e da presenca de &cido
ciandrico em cultivos com solugdes ultradiluidas, diluicdo ponderal de E.tirucalli de Seropédica, além de respectivos

controles.
SolugBes/30 sementes para cada pH | pH | XpH cloro alcalinidade acido
cultivo 1 2 livre total ciandrico
Agua Mineral do preparo das solucdes | 6.5 - 6.5 - - -
Agua Mineral 70 | 6.8 | 6.9 Zero 180 Zero
SUD 10D Agua destilada 70 | 72 | 71 zero 180 30-50
SUD 10D Etanol 30% 70| 72| 71 zero 180 zero
SUD 10D Spongia tosta 70| 72| 71 zero 180 zero
Euphorbia tirucalli 10-° (ou 5H) 70 | 72 | 71 zero 180 30-50
E.t 5H + SUD 10D Spongia tosta 70 | 6.8 | 6.9 zero 180 30-50

Seis cultivos em decuplicata (N=30 por fileira). (N = 180 sementes de feijdo caupi). pH 1° dia (pH1) e ao 7° dia (pH2).

Entretanto, ambas solugdes aqui estudadas visando a
elicitacdo de sementes de V. unguiculata ndo foram
elicitoras de germinacdo. Ao contrario, aparentemente
estimularam a dorméncia e poderdo vir a serem utilizadas
para este fim, visando ao transporte de longas distancias de
sementes viaveis (Bellizzi et al., 2022).

Outrossim, nossos resultados sugerem também novo
potencial em biotecnologia vegetal: Estas soluces
poderdo vir a serem investigadas como soluc@es herbicidas
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naturais, devido a deteccdo de incremento de &cido
ciandrico, cujo mecanismo de acdo ja existe descrito na
literatura (Procépio et al., 2009).

Este trabalho teve como objetivo discutir evidéncias de
estresse oxidativo gerado a partir da producdo quimica de
E. tirucalli de Seropédica e da SUD de origem marinha
sobre a germinagdo de sementes, através da analise de
fatores abidticos. Ambas solucGes-teste, ponderal e
infinitesimal foram capazes de atuar na bomba sédio-
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potassio, porém a SUD de origem marinha sugeriu um
efeito sobre bomba salina que chamou ateng&o. Portanto,
novos experimentos serdo realizados estabelecendo curva
dose-concentracdo para observacdo da atividade Otima
destes extratos combinados, enquanto metodologia
alternativa, com potencial emprego sustentdvel na
agricultura bio-salina mas principalmente, também no
sentido de fito-dessalinizagdo, em um periodo critico de
rapidas mudancgas climaticas, avangco do mar nas costas
litorais, instabilidade do solo e acidentes climaticos.

Considerado haléfita (planta tolerante ao sal), o género
Euphorbia pode ser utilizado como cultura alternativa as
culturas convencionais, e assim, a agua de boa qualidade
pode ser desviada para outras culturas cujos rendimentos
sdo altamente produtivos. Isso resolvera, em parte, 0
problema de indisponibilidade de &gua. Nas ultimas
décadas, um novo conceito, de “Agricultura Biosalina”
vem surgindo. Nele, diferentes plantas haléfitas séo
cultivadas usando irrigagdo com é&gua salina/salobra como
substituta de plantas de cultivo convencionais. Desta
forma, trés questBes principais podem ser resolvidas
(Koyro et al., 2011):

1) Agua salobra/salobra serd usada para
agricultura biossalina, e agua de boa qualidade
pode ser desviada para consumo humano e
irrigacdo de cultivos glicofiticos de alto
rendimento;

2)  As halofitas ndo comestiveis podem ser
utilizadas na limpeza ambiental, como
fitorremediacdo de metais tdxicos, corantes
téxteis etc.; fitodessalinizagdo de solos afetados
por sais; e equilibrio ecoldgico.

3) A haléfita pode ser utilizada como
alimento (vegetal, oleo comestivel),
forragem/forragem, biocombustivel,
medicamentos, plantas ornamentais e paisagismo.

O movimento da &gua no sistema solo-planta-
atmosfera acontece principalmente pela diferenca de
potencial. Havendo grande concentracdo de sais, 0
potencial osmético torna-se mais negativo. Como a agua
se movimenta do maior para 0 menor potencial, a maior
presenca de sais na zona radicular dificulta o processo de
absorcdo de agua. Consequentemente, 0s estdmatos se
fecham para reduzir as perdas d’agua pelo processo de
transpiracdo. Esse fechamento estoméatico reduz a
assimilacdo de gas carbdnico pela planta e impacta
diretamente na fotossintese, com diminuigdo da conversao
da luz solar e dos nutrientes absorvidos em energia, evento
necessario para a producdo de flores, frutos e gréos.

Dentre os diversos efeitos que o estresse salino causa
na planta ndo tolerante ao sal, ocorre um maior impacto
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nos estadios iniciais de desenvolvimento das culturas:
germinacdo, volume e comprimentos de raizes, massa
seca. Além disso, a salinidade em espécimes ja
desenvolvidos pode gerar uma série de efeitos secundarios,
como a toxicidade. Os ions acumulados oxidam e
“queimam” a borda das folhas.

A tolerancia ou suscetibilidade da planta ao estresse
salino dependera ndo apenas de seus mecanismos proprios,
mas de diversos outros fatores tais como concentracao de
sais, granulometria do solo, duracdo da exposicao, espécie;
estadio de desenvolvimento.

Para entender as a¢Bes mais efetivas para mitigar os
efeitos do estresse salino e maneja-lo precocemente, é
preciso encontrar mecanismos para sua mensuragao. Um
deles é através do parametro denominado Condutividade
Elétrica (CE), que mede a capacidade da &gua ou solo em
conduzir eletricidade e cresce proporcionalmente & medida
gue a concentracdo de sais aumenta.

Percebe-se, entdo, que a influéncia dos extratos obtidos
de preparos da E. tirucalli depende, ndo apenas dos fatores
elicitores proprios do vegetal (sazonalidade etc.), mas,
também, das condicBes geograficas em que ocorreu seu
desenvolvimento, do pH do solo, das alteracfes climaticas
e a propria variacdo de salinidade (indicando que existe
um limite a ser tolerado — Qual sera?).

O mecanismo de acdo para explicar este efeito
prossegue sendo investigado por nosso grupo, bem como o
grau de influéncia da origem geografica, pedolégica e
geoldgica sobre estes resultados obtidos, uma vez que sdo
distintos de nossos resultados prévios.

Retomando a questdo central da hipersalinidade em
nossos ensaios, portanto, os extratos avaliados também
poderdo agir como agentes de fitorremediagdo, via
dessalinizacdo, através do mecanismo da bomba sodio-
potéssio proposto (quicd com potencial bioremediador),
um mecanismo promissor e de interesse ambiental, em
especial em &reas costeiras baixas, invadidas pelo mar,
onde por diferentes motivos visa-se reduzir os impactos
ambientais, e as vegetacOes deverdo ser preservadas. E.
tirucalli pode ser irrigada com agua salobra/salina ou pode
ser cultivada em terras agricolas afetadas pelo sal, usada
para ser utilizada como combustivel, fibras, forragem e
outros produtos de valor agregado (Glenn et al., 1999;
Nikalje et al., 2018).

Perante os problemas ambientais existentes no planeta,
cujas repercussdes comprometem indmeras populagdes de
seres vivos, pela literatura observamos que enormes
esforgos convencionais e ndo convencionais estdo sendo
feitos para melhorar a tolerancia ao sal nas lavouras, e,
esses esforcos resultaram em algumas variedades
produtivas tolerantes ao sal. Além disso, a maior parte do
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trabalho tem sido limitada ao nivel de laboratério com
poucos estudos em casa de vegetagdo ou em nivel de
campo. Nesse sentido, a domesticacdo de haldfitas,
naturalmente tolerantes ao sal, podera fornecer uma opcao
melhor para mitigar a producdo adequada de alimentos
(Roy et al., 2014).

Produtos naturais que evocam estresse oxidativo
fisiologico em sementes agem como fatores elicitores de
germinacdo, também pela ativacdo de isoformas da
proteinocinase C. Em estresse excessivo, podem ser
modificadas as isoformas predominantes, ativando-se a
citotoxicidade, inibindo assim algumas funcBes em
sementes. O cultivo in vitro e em vasos de E. tirucalli,
acompanhado pela marcagdo quimica vegetal por
CLAE/UV, foi capaz de evidenciar as condi¢bes onde a
mesma fica mais citotéxica & membrana celular, e menos
toxica ao solo, quando da presenca dos diterpenos
polihidroxilados, hidrofilicos (Varricchio, Silva, et al.,
2008a).

Desta forma, constata-se a importancia do estudo néo
apenas das caracteristicas de cada vegetal, mas também um
estudo e descricéo acerca das circunstancias e procedéncia
em que ele vive, itens nem sempre descritos em trabalhos
cientificos em funcéo da dificuldade que é a realizacdo de
uma pesquisa de campo e em ecofisiologia.

Extratos brutos aquosos, frios e aquecidos, de E.
tirucalli do mangue da llha do Funddo (Baia de
Guanabara) agiram como elicitores para germinacdo de V.
unguiculata, por serem capazes de romper a pelicula que
envolve a semente de feijdo Caupi, possivelmente também
pela participacdo dos fungos que contaminam o tecido do
espécime: Rhizoctonia solani e Verticillium sp., sugerindo
0 potencial de aproveitamento futuro de um bioproduto
(Oliveira et al., 2019; Varricchio, 2008).

A partir da discussdo destes resultados obtidos, surge
como perspectiva futura, ensaios em laboratério e em
campo para analise de remocdo de sal de &guas salobras,
visando fitorremediacdo pela fitodessalinizagdo, também
empregando solugdes diluidas e seus respectivos controles
(solventes e extratos vegetais totais em doses ponderais
correspondentes, horméticas).

A fitorremediacdo é uma tecnologia que utiliza plantas
para retirar ou diminuir contaminantes do solo, da agua ou
do ar, com possibilidade de aplicabilidade econémica e
eficaz (Salt et al., 1998). A literatura descreve a
fitorremediacdo subdividida em seis areas (Mejia et al.,
2014):

- Fitoextragdo, que é o uso de plantas que acumulam
em seus tecidos os poluentes extraidos sem que eles sejam
eliminados ou degradados;
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- Fitodegradacdo que é o uso das plantas e dos
microrganismos a ela associados para degradar poluentes
organicos, além de alguns compostos inorganicos;

- Rizofiltragdo, que seria 0 uso das raizes das plantas
para absorver os poluentes;

- Fitoestabilizagdo que reduz a presenga de poluentes;
- Fitovolatilizacdo que extrai e volatiliza os poluentes

Os “wetlands construidos” (WC), também chamados
de zonas Umidas construidas ou jardins filtrantes,
espelham-se em zonas Umidas naturais, que sao capazes de
filtrar a &gua melhorando sua qualidade (Al-Baldawi et al.,
2021). Uma nova forma de uso de plantas emergentes tem
sido “floating treatment wetlands”, que consiste numa
estrutura flutuante (como um tapete) onde as espécies
emergentes sdo plantadas. Assim as folhas e brotos
crescem acima do nivel da 4gua e as raizes ficam
submersas. Desta maneira, as raizes, rizomas e
microrganismos associados formam uma rede fornecendo
a area necessria para que ocorram 0S processos de
degradacéo e aprisionamento dos poluentes (Oliveira et al.,
2021).

A partir de nossos ensaios, observacdes e discussdo
fundamentada, postulamos a hipétese de que E. tirucalli,
possa atuar em jardins filtrantes de poluentes ambientais.
Questionamos ainda quanto a existéncia de um potencial
papel em fitovolatilizagdo e isto merecera ser investigado
por quimicos farmacéuticos que possuam maquinério
apropriado.

Nosso grupo investigou a influéncia da variacdo
geografica, qual fator abidtico seria mais relevante como
marcador de atividade em estudo de campo
(ecofisiol6gico) além de termos investigado 0 mecanismo
de acdo para os resultados observados.

Para finalizarmos, propomos, entdo, a insercdo de
outros indices de avaliagdo técnica, préatica, rapida e barata
da participacdo de espécies vegetais durante a filtracdo em
jardins flutuantes visando a avaliar a eficiéncia da
fitorremediacdo para pequenos espagos € pequenos
agricultores, sem acesso a tecnologia avangada. Quais
sejam:

- A variagdo de Temperatura (AT = Temperatura final
menos a Temperatura inicial) seria um indicador de
reagbes quimicas devido a atividade fitorremediadora
processada;

- A deteccdo de acido ciandrico como biomarcador,
delineando o limite entre a atividade bioldgica normal e
patolégica que podera levar a planta a oxidacdo e morte,
inviabilizando o sistema de filtracéo.
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- Pesagem e medida dos caules em funcdo do
mecanismo de acdo provavel de fitoextragdo para E.
tirucalli devido a evidéncia de atuagdo via bomba sédio-
potassio.

- Detecgdo dos niveis de sodio, potassio e pH na agua
retida no processo de filtracdo do jardim filtrante.

Através de uma visdo ambiental construida
interdisciplinarmente, sugerimos a investigagdo do
potencial da participacdo de E. tirucalli em fitoextracdo
salina, podendo ser bem empregada para dessalinizar
ambientes costeiros degradados perante a rapida,
progressiva e preocupante elevacdo do mar. Poderd ser
uma alternativa contextualizada a questdo climatica-
ambiental, tdo discutida em nivel mundial, portanto, de
objetivo e de pratico interesse em fitotecnologia.

V. COMENTARIOS FINAIS

Demais informacdes quanto ao emprego de E. tirucalli
pelos povos de movimento em situagdo urbana no Rio de
Janeiro/Brasil como cola (MIO VACITE — Comunicagao
oral, 2018), como material resistente (MACHADO-
TUKANO, 2018 — Comunicacéo oral), dentre outros usos,
estdo disponiveis no sitio do Projeto Salde Ambiental,
Parasitologia, Bioética do Laboratdrio de
Imunoparasitologia e Analises Toxicoldgicas da Faculdade
de Farméacia da UFRJ (https://sites.google.com/view/lipat)
e no Relatorio Oficial apresentado ao INPI (Varricchio &
Lage, 2020).

Feijdao Caupi (Vigna unguiculata), Feijao da praia ou
Feijdozinho-da-india, é espécie de elevado teor nutricional,
rica em ferro, proteinas e carboidratos, dentre outros,
muito importante em agricultura familiar no nordeste do
Brasil e na regi@o norte fluminense do estado do Rio de
Janeiro. Estudos j& demonstraram sua importancia
alimentar e suporte nutricional as familias sob
vulnerabilidade social e caréncia alimentar. Entretanto, a
germinagdo em cultivo familiar é lenta e de baixa
produtividade. Quando obtém sucesso, o transporte de uma
regido a outra do estado envolve taxa percentual elevada
de perdas destas sementes, encarecendo o produto.

Por outro lado, possuindo tolerdncia natural a
diferentes estresses bidticos e abidticos, as plantas
haldfitas podem sobreviver e florescer em condigdes
adversas sem prejudicar o seu rendimento. Essas plantas
polivalentes precisam ser examinadas quanto aos seus
produtos e ao potencial uso na limpeza ambiental. Além
disto, a domesticacdo dessas plantas com multiplos usos
pode ser priorizada para se tornar uma alternativa aos
cultivos convencionais. Nos préximos anos, a agricultura
biosalina certamente serd& uma grande promessa para
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complementar as praticas agricolas sustentaveis, conforme
ja sinalizado pelos autores da area.

Valera a pena investir na investigagdo cientifica quanto
a efetividade da participagdo de diferentes espécies do
género Euphorbia, endémico no pais, valorizando assim
esta solucdo obtida pela observacdo da natureza,
enfatizando-se aqui a notavel contribuicdo de espécies da
caatinga, exibindo seu potencial econémico para fins
ecoldgicos.

Pensando em areas com pouca agua doce e potavel
disponivel, averiguar o potencial biotecnolégico de
fitodessalinizagdo de E. tirucalli como alternativa viavel
para resolucdo de problemas socioambientais agravantes e
emergentes de popula¢fes humanas costeiras, representa
uma acao em satde ambiental e em ética ambiental.

Os autores declaram auséncia de conflitos de
interesses.
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