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RESUMO

O peroxido de hidrogénio é uma espécie reativa de oxigénio produzido no metabolismo
celular, quando a célula é submetida a situacdo de estresse, na sua forma exdgena essa
substancia tem sido amplamente usada para diversas atividades, incluindo técnicas de
branqueamento na industria téxtil, tratamento de efluentes industriais e atividades
domésticas. Com isso 0 H.O; exdgeno em baixas concentracdes é capaz de influenciar de
forma positiva no crescimento das plantas, e na literatura pouco se sabe de como essa
substancia em altas concentracdes pode afetar o desenvolvimento das espécies e quanto
desta é necessario para que ocorra inibi¢do de 50% do crescimento radicular. Com isso 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar possiveis concentracdes seguras do H20:
durante o desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L. Para a montagem do experimento
adicionou-se 25 sementes e 3 mL da solucéo aquosa de H2O> nas concentragdes de (1,065
mM), 0,25% (v/v) ; (2,131 mM), 0,5% (v/v); (4,262 mM), 1%, (v/v) e (5,327 Mm), 1,25%
(v/v), e um grupo controle contendo apenas agua destilada. Cada tratamento consistiu de
4 repeticdes. A germinacdo das sementes foi avaliada durante 7 dias e posteriormente
foram feitas medicGes do comprimento do hipocétilo e da radicula das plantulas, e analise
dos niveis de pigmentos fotossintéticos do grupo controle e da concentracdo de 1,25%
viv (5,327 mM). O grupo tratado com 0,25% v/v (1,065 mM) ndo apresentou o
desenvolvimento da radicula afetada pela substancia, enquanto que todos o0s outros
tratamentos afetaram o desenvolvimento inicial das plantulas, tanto na radicula quanto do
hipocotilo, sendo que a partir da concentracéo de 1,980 mM ja ocorreu diminuicdo e 50%
do crescimento radicular das plantas. Houve diminuicdo significativa nos niveis de
clorofila a e b, como também de carotenoides na concentracdo de 5,327 Mm, 1,25% (v/v)
em comparacdo com o grupo controle. Essas informagfes auxiliam no controle das
concentragdes adequadas de H»O liberadas no ambiente, de forma a ndo causar

desequilibrios nos ecossistemas.

Palavras-chave: biomoléculas, estresse oxidativo, fonte exdgena, EROs, H20..



ABSTRACT

Hydrogen peroxide is a reactive species of oxygen produced in cellular metabolism when
the cell is subjected to stress situation, in its exogenous form this substance has been
widely used for various activities, including bleaching techniques in the textile industry,
treatment of industrial effluents and domestic activities. With this, exogenous H2O> at
low concentrations is able to positively influence plant growth, and in the literature little
is known how this substance at high concentrations can affect the development of species
and how much of it is necessary for 50% inhibition of root growth to occur. With this, the
present study aimed to evaluate possible safe concentrations of H202 during the initial
development of Lactuca sativa L. For the assembly of the experiment, 25 seeds and 3 mL
of the aqueous solution of H202 were added at the concentrations of (1.065 mM), 0.25%
(V/v) ; (2,131 mM), 0.5% (v/v); (4.262 mM), 1%, (v/v) and (5.327 Mm), 1.25% (v/v), and
a control group containing only distilled water. Each treatment consisted of 4 repetitions.
Seed germination was evaluated for 7 days and subsequently measurements of the length
of the hypocotyl and radicle of the seedlings were made, and analysis of photosynthetic
pigment levels of the control group and concentration of 1.25% v/v (5.327 mM). The
group treated with 0.25% v/v (1.065 mM) did not present the development of the radicle
affected by the substance, while all other treatments affected the initial development of
seedlings, both in the radicle and hypocotyl, since the concentration of 1.980 mM has
already decreased and the root growth of plants has already occurred. . There was a
significant decrease in chlorophyll a and b levels, as well as carotenoides at the
concentration of 5.327 Mm, 1.25% (v/v) compared to the control group. This information
helps control the appropriate concentrations of H202 released into the environment, so

as not to cause imbalances in ecosystems.

Keywords: biomolecules, oxidative stress, exogenous source, EROs, H20-,
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1. Introducéo

As acOes antropogénicas tém gerado grande impacto ambiental, afetando o meio
ambiente em seus mais diversos aspectos e prejudicando os ecossistemas em geral. As
contaminacdes causadas pelo descarte inadequado de rejeitos industriais podem afetar o
ar, a agua, o solo, as plantas e os mais variados recursos existentes no ambiente (Oliveira,
1998; Romero & Cantu, 2008).

A contaminacdo ambiental por fontes diversas, é considerada um dos principais
fatores responsaveis por afetar direta ou indiretamente diversos organismos nos
ecossistemas, contribuindo para o declinio populacional das plantas e até para a extin¢ao
de espécies, ou seja, afetando de forma significativa a biodiversidade existente em uma
localidade (Oliveira, 1998; Zeman et al., 2006; Pandey & Sharma, 2002).

Esse descarte inadequado de substancias quimicas ainda tem a capacidade de
atingir os corpos de 4gua e assim chegar ao solo e a plantacdes agricolas, com isso, esses
contaminantes, podem de forma indireta, prejudicar a produtividade da colheita, como
também a saude dos seres humanos, quando esses consomem algum alimento produzido
sob essas condicdes (Palaniappan et al., 2013).

O peroxido de hidrogénio (H202) € um forte oxidante utilizado para diversas
atividades humanas como, por exemplo, no branqueamento na industria téxtil, como
curativos, no tratamento de efluentes e esgotos, no tratamento de agua, para a producéo
de detergentes, e na industria cosmética e farmacéutica (Steiner, 1992; Jones & Clark,
2000). Além de ser produzido industrialmente, é considerado também uma espécie reativa
de oxigénio (ERO), produzido em funcdo do metabolismo celular, que age em defesa da
célula, quando a mesma esta sobre algum tipo de estresse (Souza Filho & Alves, 2002).

Devido ao peroxido de hidrogénio ser uma substancia comum aos usos
domésticos e industriais, sendo também empregado no tratamento de residuos sua
maneira de descarte torna-se consequentemente pouco controlada. Dessa forma, suas
influéncias no meio ambiente e nos ecossistemas em geral podem ser consideradas como
fatores agravantes no desenvolvimento de varias espécies de plantas. Portanto, é de
extrema importancia que pesquisas que avaliam como os contaminantes influenciam na
biodiversidade, sejam realizadas de forma a compreender o impacto que essas substancias

causam no meio ambiente (Teixeira et al. 2013).
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A presenca de contaminantes ambientais pode afetar diversas caracteristicas nas
espécies vegetais, isso ocorre devido a essas plantas possuirem maior sensibilidade a
essas substancias, ocasionando assim modificacdes severas nas suas caracteristicas
morfofisioldgicas quando na presenca desses compostos como, por exemplo, diminuicao
no crescimento, aparecimento de necrose, entre outros problemas (Soares et al., 2000;
Heale & Ormrod, 1982). Porém, outras espécies possuem a capacidade de acumular
grande quantidade de contaminantes, sem que esses afetem o seu desenvolvimento e, por
apresentarem essa habilidade, sdo consideradas espécies fitorremediadoras (Silva et al,
1999). Visto isso, espera-se nesse estudo que o H.O em altas concentragdes provoque
efeitos adversos nas plantulas, pois como demonstra na literatura em baixas
concentragdes essa substancia influéncia de forma positiva no desenvolvimento de
plantulas (Deng et al., 2012; Guzel & Terzi 2013).

Entretanto, existem estudos que analisaram a influéncia do H.O> de em baixas
concentracgdes e este como forma de atenuar efeitos provocados pela salinidade e algumas
espécies de plantas, como por exemplo no milho e no trigo. Assim, com fins de entender
a seguranca do uso desta substancia, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
possiveis concentragdes seguras do H.O> a serem descartadas no meio, sem que essas
afetem a germinag&o e o desenvolvimento inicial das plantas, utilizando como modelo a
cultivar Lactuca sativa L. (alface).

2. Referencial tedrico

2.1 Contaminantes ambientais e ecotoxicologia

A realizacdo de atividades industriais gera grande quantidade de residuos,
conhecidos como efluentes industriais, que ao entrarem em contato com o ambiente,
influenciam nas caracteristicas normais da agua, do solo e até mesmo do ar (Pereira, 2002;
Rocha et al, 2009). Esses residuos podem estar na forma solida, liquida ou gasosa, cujos
podem provocar uma contaminacdo se forem depositados em um ambiente de forma
inadequada (Pereira, 2002). Esses contaminantes que sdo estranhos aos organismos,
podem ser chamados também de xenobiontes e, além de contaminantes ambientais, estdo
inclusos também nesse termo os pesticidas e as drogas (Croom, 2012; Gavrilescu, 2005).

Ribeiro 2013 e Pereira, 2002 definem contaminacdo como o descarte de
substancias na agua, no solo ou no ar, que resultam em um efeito que pode afetar de
maneira negativa 0s organismos bioldgicos, causando adversidades nos ecossistemas e na
salde humana.

Devido a a¢do antrdpica, pode ser encontrada no ambiente uma grande diversidade
de xenobiontes, podendo estes também afetar as plantas, causando altera¢Ges na sua

fisiologia e no seu desenvolvimento (Sandermann, 1992). Além das plantas, o0s
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xenobiontes também podem influenciar no desenvolvimento de organismos aquaticos e
dos mais diversos individuos que estiverem em contato com essas substancias
(Sandermann, 1992).

Aproximadamente, onze milhGes de substdncias quimicas s&o utilizadas
corrigueiramente em todo o mundo, sendo grande parte delas produzida em alta escala
(Sodré et al, 2007). Entre essa variedade de compostos quimicos que sdo produzidos em
alta quantidade, aumentando-se a presenca dessas substancias nos efluentes, como
também em estacgdes de tratamento de esgoto e de agua, provocando assim uma relevante
fonte de contaminagéo nos ecossistemas (Mello-da-Silva & Fruchtengarten, 2005).

O contaminante pode continuar em sua forma original quando depositado no
ambiente, ou pode ser degradado em outras substancias, provocando assim um efeito
negativo nos organismos (Connell & Milller, 1984), ou seja, a forma que o contaminante
estiver no meio, é o que vai determinar a influéncia deste nos organismos (Costa et al.,
2008).

A ciéncia que estuda as influéncias que os compostos toxicos desempenham nos
organismos Vvivos, sejam plantas, animais e até mesmo populagdes ou comunidade desses
individuos, é chamada de ecotoxicologia (Romero & Cantu, 2008).

O termo ecotoxicologia foi descrito pela primeira vez no ano de 1969 por Rene
Truhaut (Flynn & Pereira, 2011), derivado das palavras ecologia e toxicologia (Walker,
2006), em um encontro do “Committee of the International Council of Scientific Unions”.
A partir de entdo, passou-se a surgir ensaios ecotoxicolégicos que tem por objetivo
analisar os efeitos adversos causados pelos contaminantes quimicos nas mais diversas
espécies e organismos (Crane et al., 2007; Walker, 2006; Romero & Cantu, 2008).

Podem ocorrer duas formas de respostas dos organismos em relagcdo aos danos
causados pelas substancias quimicas, resposta aguda ou crdnica, sendo essas
caracterizadas pela duracdo do efeito do contaminante no organismo (Walker, 2006).
Além de avaliar os impactos causados nos organismos do ecossistema, em decorréncia de
uma contaminacgdo, a ecotoxicologia também permite estimar impactos posteriores e

analisar a interacdo do contaminante com 0 meio ambiente (Zagatto & Bertoletti; 2008)

2.2 Contaminantes ambientais na agua
Tanto a pratica de atividades antropogénicas, que sdo aquelas realizadas pelos
humanos, quanto 0s processos naturais, podem provocar uma alteracao nas caracteristicas

normais da &gua, sejam elas quimica, fisica ou biologica, sendo que as agdes
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antropogénicas acabam afetando de forma muito agressiva esses parametros (Carr &
Neary, 2008).

Uma das principais causas dessas alteracGes, € o descarte de contaminantes
ambientais de forma inadequada, sejam agrotoxicos, metais toxicos ou substancias
quimicas, essas estdo sendo produzidas em larga escala devido as diversas utilidades
domésticas e industriais das mesmas. Segundo Stephenson (2009) somente nos Estados
Unidos, cerca de 700 novas substancias quimicas sdo inseridas a cada ano no mercado.

Essas substancias quimicas contaminam os cursos de agua pelo fato de que, na
maioria das industrias, ndo ocorre tratamento adequado de esgotos de efluentes industrias.
Esse tratamento teria a funcdo de realizar a remocgdo dessas moléculas contaminantes
(Carr & Neary, 2008). Esses elementos quimicos descartados no meio podem percorrer
longas distancias e chegar a aguas superficiais e subterréneas, e assim alterar diversos
outros fatores como, por exemplo, o desenvolvimento dos organismos presentes naquele
meio (Millennium Ecosystem Assessment, 2005).

De acordo com o Relatorio Mundial das NacgOes Unidas sobre o
desenvolvimento dos recursos hidricos de 2017, grande parte dos paises nao realizam o
tratamento adequado dos efluentes industrias, antes de serem despejados no meio
ambiente, sendo que o0s paises desenvolvidos fazem o tratamento adequado de
aproximadamente 70% dos efluentes industrias, enquanto que nos paises em
desenvolvimento esse indice é de apenas 38%, devido a esses paises possuirem uma
menor estrutura e financiamento (Connor & Uhlenbrook, 2017).

Esses elementos contaminantes aléem de provocarem alteracdo nos parametros
de qualidade da agua como, por exemplo, pH, salinidade, turbidez e temperatura, ainda
podem afetar diretamente a salde humana, se esses acabarem consumindo essa agua ou
algum alimento que esteve em contato com a mesma, e podendo assim acarretar na
transmissdo de diversas doencas que sdo adquiridas pela ingestdo de agua de ma
qualidade, prejudicando o metabolismo normal desses consumidores (Palaniappan et al.,
2013).

A biodiversidade é amplamente afetada pelas alteracGes na qualidade da agua,
uma vez que 0S ecossistemas aquaticos e terrestres acabam sofrendo um grande
decaimento no seu nimero de espécies. De acordo com Brasil (2005), em trés decadas
houve grande diminuicdo do numero de espécies de agua doce, marinhas e terrestres,

sendo que de todos os ecossistemas, principalmente os de &gua doce vem sofrendo muitas
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ameacas a sua biodiversidade, devido a alteragdes nos parametros adequados de qualidade
da agua.

2.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO"s)

Durante o desenvolvimento, todos os organismos incluindo as plantas passam
por diversas situacles, sejam elas de ataque de herbivoros, competicdo e até mesmo
estresse, que é provocado devido a alteracdes ocorridas no meio onde a espécie esta
inserida. Na maioria dos casos, para se defender desse estresse que é causado, por
exemplo, pelo aumento da salinidade, temperatura, radiacdo e metais tdxicos, as plantas
acabam produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo substancias quimicas
sintetizadas a partir da reducdo do oxigenio e um desequilibrio entre a producdo e
eliminacdo dessas EROs é prejudicial ao desenvolvimento das espécies (Bhattacharjee;
2005).

Aproximadamente 2% de todo oxigénio (O2) que € consumido pelas espécies
vegetais € destinado a producdo de espécies reativas de oxigénio (Mittler et al., 2004).
Essa molécula € considerada um radical livre que possui a disponibilidade e capacidade
de produzir EROs como o perdxido de hidrogénio (H202), hidroxila (OH) e o radical
peroxil (ROOH). Esses, devido a apresentarem alto grau de toxicidade, podem provocar
até a morte celular se produzidos em grande quantidade (Tuteja et al., 2007; Apel & Hirt,
2004).

As formas como as ERO's irdo atuar na célula, seja como com sinalizacéo,
protecdo, ou afetando a mesma de forma negativa, dependera principalmente do
equilibrio entre a producdo e a eliminacdo dessas espécies reativas de oxigénio no
metabolismo das células (Gratdo et al., 2005). Essas espécies reativas de oxigénio sao
produzidas em diversos compartimentos celulares, entre eles os cloroplastos e as
mitocondrias e sdo resultado de diversas reacGes do metabolismo desses organismos
(Navrot et al., 2007). As EROs ainda sdo capazes de danificar as atividades celulares
como, por exemplo, gerando danos aos acidos nucleicos, provocando a oxidacdo das
proteinas e com isso, causando peroxidacédo lipidica (Foyer & Noctor; 2005).

Quando ocorre producdo de espécies reativas de oxigénio de forma
desequilibrada, as células tentam conter esses problemas através de mecanismos de defesa
antioxidantes (Foyer & Noctor, 2005; Chen & Dickman, 2005), nesses mecanismos de

defesa, as células utilizam as enzimas antioxidantes como, por exemplo: superoxido
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desmutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX); glutationa peroxidase (GPX) e catalase
(CAT) (Noctor & Fayer;1998); para neutralizar as EROs, utilizam ainda algumas
moléculas que ndo possuem funcao enziméatica como, por exemplo, a prolina para reduzir
os danos provocados pelas EROs e tentar equilibrar a producdo dessas substancias
quimicas na célula (Chen & Dickman, 2005). EROs também sdo capazes de afetar a
expressao genética, causando alteragdo em alguns genes das plantas (Dalton et al., 1999).

2.4 Perodxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (H202) é uma ERO que é produzida por organismos,
como plantas e animais (Bergendi et al., 1999), agindo como sinalizadores com fungéo
de atuar como forma de defesa do individuo. Porém, se produzido em excesso pode causar
danos ao organismo, provocando, por exemplo, oxidacéo de carboidratos translocacédo de
proteinas e alterando a expressdo de genes nos organismos (Sies & Cadenas, 1985;
Gondim et al., 2010).

Apesar de ser produzido pelo organismo como forma de defesa, esta substancia
também é produzida artificialmente e encontrado para comercializacdo na forma liquida,
apresentando caracteristica transparente. E uma substancia muito utilizada como agente
oxidante, capaz e degradar grande quantidade de substancias através do ganho de elétrons
(ATSDR, 2002) e ndo é considerado um explosivo contudo, € capaz de provocar
combustdo se em contato com um composto organico (ATSDR, 2002; Klais, 1993).

E utilizado em inimeras atividades sendo destacadas principalmente como
alvejantes e desinfetantes (FISPQ, 2014), aplicado também em diversas atividades
domiciliares principalmente no clareamento de roupas (ATSDR, 2002), para praticas
medicinais (ATSDR, 2002; Ciolino, 1997), e na coloracdo de cabelos (Oliveira et al,
2014). Na industria também é empregado com funcdo de branqueamento para Varios
componentes téxteis como papel e celulose (Klais, 1993; Freire, 2000) e como
constituinte de muitos produtos quimicos (ATSDR, 2002). E, de acordo com Klais (1993)
a utilizacdo dessas substancias deve ser feita com cuidado para se evitar riscos de
queimaduras e combustéo.

Devido a sua capacidade de oxidacdo (ATSDR, 2002; Teixeira et al, 2013), o
H>0, é empregado no tratamento de efluentes inddstrias, uma pratica que ocorre em
paises desenvolvidos ha mais de vinte anos (Baldry, 1983). De acordo com Teixeira et al.
(2013), 0 H20: é considerado o segundo oxidante mais utilizado na limpeza de agentes

contaminantes presentes na agua.
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E por realizar esses processos de forma mais efetiva, suas reacdes séo
denominadas de processos oxidativos avangados, ou seja, tem a capacidade de degradar
grande quantidade de residuos em um curto espaco de tempo (Fonseca, 2009), sendo isso
resultado da presenca do radical hidroxila na molécula (Legrini, et al, 1993; Benitez, et
al, 2000). O peroxido de hidrogénio pode também dar origem a outros produtos oxidantes
que possuem a mesma espécie oxidavel (Baldry, 1983).

A producdo dessa substancia pelas inddstrias vem aumentando cada vez mais
devido a sua grande utilizacdo pela populacdo para varios processos (Steiner, 1992). Teve
sua primeira comercializacdo no ano de 1800, e desde entdo é empregado par diversas
atividades em todo o mundo como, por exemplo, no branqueamento da industria téxtil e
na industria farmacéutica, sendo utilizado também como reagente para as mais diversas
atividades quimicas (Steiner, 1992).

Segundo Lassali (2003), a forma adequada de descarte de peroxido de
hidrogénio, deve ser feito a partir da diluicdo da substancia em uma grande quantidade de
agua, até que se obtenha uma concentracdo de 5%, posteriormente a solucdo deve ser
acidificada com metabulssulfito de sddio 50% e neutralizar a reacdo para posterior
descarte em ralo de pia.

De acordo com a resolucdo do CONAMA de nimero 357/2005, complementada
pela de numero 430/2011, para que ocorra o descarte de uma substancia de forma direta
no meio ambiente, como por exemplo, descarte em efluentes industriais, esses devem
apresentar caracteristicas que nao afetem os organismos vivos, sejam plantas, animais
terrestres e aquaticos, assim como também os seres humanos, ou seja, essas devem
apresentar parametros adequados que ndo sejam considerados toxicos ao ecossistema. Se
esses nao apresentarem essas caracteristicas adequadas para descarte, antes devem ser
submetidos a um pré-tratamento adequado para posterior liberacdo da substancia.

Gondin et al; (2011), estudaram a pulverizacéo foliar de 10 mM H20; em
plantulas de milho para avaliar os efeitos no crescimento e nos teores de solutos nessa
espécie em condicOes salinas, e 0 H202 se apresentou capaz de diminuir o estresse
provocado pela salinidade. Neto et al., (2005) também observaram que o H2O2 na
concentracdo de 1 Mm também é capaz de atenuar os efeitos provocados pela salinidade

em plantulas de milho.

21



2.5 Lactuca sativa L.

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbacea (Trani et al 2005),
pertencente & familia Asteraceae (Rosa, 2013). Teve sua origem na Asia, porém, ja era
habitual em algumas regides do antigo Egito a cerca de 4.500 a.C (Trani, 2005). E
considerado o vegetal mais utilizado na alimentagédo em todo o Brasil (Oliveira, 2004),
correspondendo a cerca de 40% de todo o estoque de abastecimento dos estabelecimentos
comerciais de hortaligas (Oliveira, 2010).

E um vegetal folhoso (Oliveira, 2010; Oliveira, 2004), caracterizado por ter seu
cultivo de forma mais comum no solo (Rosa, 2013), possui uma cor que pode variar de
um verde claro a um verde mais escuro, dependendo da espécie (Trani et al, 2005).
Apresenta diversos tipos de nutrientes como, por exemplo, vitaminas e fibras (Keskinen,
2009).

De acordo com Magalhdes & Filho (2008) para que um organismo possa ser
utilizado como modelo em ensaios ecotoxicologicos, este deve atender a alguns
parametros como, por exemplo: possuir ampla disponibilidade, representacédo ecologica,
conhecimento prévio de sensibilidade, ser de facil cultivo e possuir importancia
comercial.

Espécies de plantas de alface (Lactuca sativa L.) como também de tomate (Solanum
lycopersicun L.) sdo consideradas eficazes para serem utilizados como modelo de ensaios
ecotoxicologicos, sendo essas ja muito utilizadas em experimentos dessa categoria
(Palmieri et al., 2014; Guirra et al., 2015).

Pereira et al., (2013) avaliaram a presenca de diferentes concentracdes de chumbo
na germinacao de Lactuca sativa L e observaram uma diminuicdo no desenvolvimento
dessas plantas na presenca desse contaminante. Franco et al., (2017) também estudaram
diferentes concentracdes de lixiviados de aterro sanitario na germinacdo de Lactuca

sativa L.

2.6 Germinacao de sementes

A germinacdo € um método em que a semente, tem alteracGes na sua maturacédo
que proporciona um desenvolvimento de um individuo, ou seja, uma nova planta e
posteriormente o seu crescimento (Nonogaki et al., 2010). Esse processo ocorre em um
sequenciamento ordenado de modificacGes fisioldgicas, que podem ser afetados por
diversos fatores como, por exemplo, temperatura e umidade do ar (Dias et al., 2008;
Nassif et al.,1998).
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A germinacdo da semente é considerada a fase mais critica do desenvolvimento
de uma espécie (Rajjou et al., 2012) e consiste em trés etapas principais: (i) absor¢éo de
agua pela semente, (ii) inicio das reacdes metabdlicas para que decorra o desenvolvimento
do embrido e (iii) aparecimento de uma protuberancia na semente, que é chamada de
radicula (Nonogaki et al., 2010; Manz et al., 2005; Schopfer & Placy, 1984). A ocorréncia
de alguma alteracdo em uma dessas etapas pode causar efeitos negativos irreversiveis a
planta na maioria dos casos (Rajjou et al., 2012).

A semente é a forma em que ocorre a disseminacgdo das plantas, ou seja, € 0 meio
de um vegetal sobreviver para que ocorra 0 desenvolvimento da sua préxima geracéo,
sendo também uma forma de assegurar o aparecimento da espécie em proximos periodos
de desenvolvimento (Carneiro, 2007; Koornneef et al., 2002). Logo, para que ocorra esse
processo de forma adequada sdo necessarias condigdes ambientais favoraveis (Dias et al.,
2008).

A germinagéo pode ser afetada pelos mais variados aspectos ambientais, como,
por exemplo, temperatura, luz, quantidade de agua e oxigénio disponivel (Nassif et al.,
1998), alteracOes nas caracteristicas fisicas e quimicas do solo (Borges et al., 1995) assim
como também do ar (Dias et al., 2008).

As alteracOes nesses parametros que sao essenciais para a germinagdo das sementes
podem afetar a velocidade de germinacao assim como diversas outras condi¢cdes normais
da planta, acarretando na diminuicdo da producdo comercial de uma espécie (Nassif et
al., 1998).

Em espécies pertencentes a familia Asteraceae como, por exemplo, Lactuca sativa
L. o principal fator que limita a germinacao da semente € o rompimento do endosperma,
essa limitacdo ocorre também para espécies de Solanaceae e Rubiaceae (Leubner-
Metzger, 2003), esse fator pode ser influenciado dependendo das condi¢cdes ambientais,
que podem dificultar esse rompimento, e o solo é um local em que podem conter diversas
substancias quimicas contaminantes que influenciam na germinagdo provocando sua
inibicdo e causando altera¢6es no endosperma diminuido a sua capacidade de desenvolver

uma radicula saudavel (Floriano, 2004).

3. Metodologia
3.1 Montagem do experimento
O trabalho foi realizado nos laboratorios de Quimica e biologia da Universidade

Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Serra Talhada. Para a realizacdo do
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experimento, esterilizou-se em autoclave agua destilada, béqueres, pincas e placas de
Petri, cada uma contendo uma folha de papel filtro como substrato.

Apos esse processo, 0 material foi transferido para uma estufa de 80 °C durante
um periodo de 24h. Posteriormente, todos os materiais a serem utilizados no preparo do
experimento foram levados a uma capela de luz UV, onde ficaram expostos durante um
periodo de 15 minutos. Apds isso, a preparacdo do experimento ocorreu dentro da capela
de fluxo laminar, para que se pudesse evitar contaminagdo do material. As sementes a
serem utilizadas foram deixadas em hipoclorito de sodio durante um periodo de cinco
minutos e posteriormente lavadas com agua destilada.

As concentracdes de peréxido de hidrogénio (H20-) utilizadas foram de (1,065
mM), 0,25% (v/v) ; (2,131 mM), 0,5% (v/v); (4,262 mM), 1%, (v/v) e (5,327 Mm), 1,25%
(v/v), e um grupo controle contendo apenas agua destilada (Fig. 1). Para cada
concentracdo, foram feitas quatro repeticdes e em cada placa foram adicionados 3 mL da
solucdo de H>O> e 25 sementes de alface, cultivar Monica da marca Feltrin. As placas
foram isoladas com papel filme e deixadas em uma camara de germinagdo B.O.D
(Biochemical oxygen demand) com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas,
durante um periodo de 7 dias.

Diariamente foi feita a analise do nimero de sementes germinadas a cada dia,
como também as caracteristicas diferentes que um tratamento apresentava em relacéo a
outro como, por exemplo mudanca de coloracdo nas sementes e nas plantulas, ao grupo
controle. No altimo dia do experimento foram selecionadas 10 plantulas de cada placa e
realizou-se a morfometria utilizando o programa (ImagePro Plus), onde foram feitas

medi¢des do comprimento de hipocotilo e radicula (cm) de cada plantula.

Agua 0,25% 0,5% 1,25%
destllada ‘
3mL +25
sementes
\ X A \
; T1 o L2 " T3 - 14

Fig 1: Demonstracdo das concentragdes utilizadas de H,O; no teste de germinagdo com sementes

de Lactuca sativa L. (alface).
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3.2 Indice de tolerancia (IT)

Para a determinacdo do indice de tolerancia do Perdxido de hidrogénio (H20>), foi
feita uma relacéo entre o crescimento das plantas do tratamento observado (concentragdes
de H,0,) e o crescimento do tratamento esperado (grupo controle), onde se obtém a
informacdo do quanto a planta é tolerante em comparacdo com o tratamento controle,

utilizando a seguinte formula:

IT=1+wg%%

Onde, C(E) = Comprimento das plantulas do grupo controle e C(O)= Comprimento
das plantulas do grupo observado (tratamento).

3.3 Indice de velocidade de germinacéo (1IVG)
O indice de velocidade de germinacdo € a relacdo entre 0 nimero de sementes
germinadas em um dividido pelo numero de dias do experimento. Este foi calculado

sando a seguinte formula proposta por Maguire (1962).

VG =3

Onde, NG= namero de sementes germinadas em um dia e D=dia  observado.

3.4 Concentracdo inibitéria média (1Cso)
A concentragdo inibitoria (ICso), indicara o quanto de concentragdo da substancia
(H202) é necesséria para que haja inibicdo de 50% do comprimento da radicula das

plantulas de Lactuca sativa L.

3.5 Vigor
O vigor das plantulas foi determinado de acordo com a férmula proposta por
Abdul-Baki and Anderson (1973):
Vigor= Ctx ng

Onde, Ct = Comprimento total das plantulas e ng = nimero de sementes

germinadas.
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3.6 Determinacao de niveis de pigmentos fotossintéticos

Para a determinacdo dos niveis dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b,
totais e carotenoides) de plantulas de Lactuca sativa L. seguiu-se a metodologia de
Lichthenthaler (1987). Foi realizada a coleta das folhas das plantulas dos grupos controle
e da concentragéo de 5,327 mM de H,O, pesou-se 0,03 g das folhas de cada tratamento,
em seguida foram alocadas em tubos de ensaios identificados e protegidos com papel
aluminio.

Posteriormente adicionou-se 4 mL de acetona 80% (VETEC, Brasil) em cada
tubo e esses foram armazenados em refrigerador (-20 °C), (fig. 1) por um periodo de
(sete) 7 dias, para que ocorresse a extracdo desses pigmentos. ApoOs esse tempo de
extracdo, foram retiradas aliquotas dos extratos obtidos das amostras de cada tratamento
e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S60) nos comprimentos de
onda de 470, 646,8 e 663,2 nm. As concentracdes de clorofilas e de carotenoides (em
pg.mL) foram calculadas por meio das seguintes formulas:

Clorofilaa=Ca:=12,25 A6s32—02,79 A es68

Clorofilab = C, = 21,50 A 6468 — 5,10 A 6632

Clorofilas totais = C @+b) = 7,15 A 6632+ 18,71 A es6,8

Carotenoides (xantofilas + carotenos) = (1000 A 470 — 1,82 C 5 — 85,02 C ) / 198

Fig. 2: Tubos de ensaios armazenados em refrigerador para extracdo dos pigmentos
fotossintéticos.

3.7 Analise estatistica
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Realizou-se a analise dos dados utilizando o teste ANOVA seguido de teste de
Tukey, com dados expressos em média + desvio padrdo e analisados no software
Graphpad prism 6, sendo considerado significativo quando p<0,05. Para a analise dos
pigmentos fotossintéticos foi feito o teste t de Student pareado.

4. Resultados

O peréxido de hidrogénio em altas concentragdes provocou uma diminui¢do no
crescimento das plantulas, nos niveis de pigmentos fotossintéticos, como também nos
parametros de germinacdo das sementes, 0 que comprova a hipltese de que essa
substancia em altas concentracbes pode interferir nos parametros normais de
desenvolvimento das espécies. Quanto ao desenvolvimento inicial das plantulas de
Lactuca sativa L., quando analisada a radicula dessas plantulas (fig 3 - A), as
concentracdes estudadas apresentaram uma diminuicao significativa no seu crescimento
gque em comparagdo com o grupo controle a concentracdo de 1,065 mM apresentou uma
diminuicdo de 13%, a concentracdo de 2,131 mM 35%, a concentracdo de 4,226 mM,
71% e a concentracdo de 5,327 mM apresentou uma diminuicdo de 65%, como estdo
representadas as médias do crescimento de cada tratamento na tabela 1. O grupo tratado
com a concentracdo de 1,065 mM nao apresentou diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle, indicando assim que essa concentracdo de peroxido de
hidrogénio ndo afeta a radicula da planta no seu desenvolvimento inicial. Diferentemente
0s outros grupos tratados com 2,131 mM, 4,262 mM e 5,327 mM, apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao grupo controle, sendo que as concentracoes de 4,262

mM e 5,327 mM nao diferiram entre si.

Tabela 1: Crescimento médio da radicula das plantulas de Lactuca sativa L. submetidas
a diferentes concentrac6es de H.O>

Controle 1,065 mM 2,131 mM 4,262 mM 5,327 mM
(0,25%) (0,5%) (1%) (1,25%)

4,851 + 1,163 4271+09719 3,080+1,196 1,428+0,8845 1,716 +1,164

Houve uma reducdo gradativa do tamanho do hipocétilo das plantulas conforme
aumentou a concentragdo de H20», a concentracdo de 1,065 mM apresentou diminuigdo
de 23% em comparagdo com o grupo controle, a de 2,131 mM diminuiu 35%, a
concentracdo de 4,262 mM diminuiu 61% e a de 5,327 mM apresentou diminuicdo de
67%. As medias do crescimento de cada tratamento estdo descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Crescimento médio do hipocétilo das plantulas de Latuca sativa L. submetidas
a diferentes concentrac6es de H.O>

Controle 1,065 mM 2,131 mM 4,262 mM 5,327 mM
(0,25%) (0,5%) (1%) (1,25%)

2,132 + 0,4656 1,650 +0,4906 1,397 + 0,4697 0,8465+ 0,3994 0,7201 + 0,2603

A concentracdo 2,131 mM apresentou diferenca significativa quando comparado
ao grupo controle e a concentragfes maiores. As concentracdes 1,065 mM e 2,131 mM
ndo apresentaram diferencgas entre si, como também nas concentragdes de 4,262 mM e

5,327 mM que apresentou o crescimento do hipocotilo na mesma proporgao.

Radicula

Hipocétilo
5§ 5
2 Y
5 =
£ E
o b=
£ 3
8 8
Controle 0,25% 0,5% 1% 1.28% " Controle 0,25% 05% 1%  1,25%
A Concentragdes de H,0, Concentragdes de H,0,
B

Figura 3 - Efeito das diferentes concentracdes de H>O2 no comprimento da radicula (A) e do
hipocétilo (B) em plantulas de Lactuca sativa L.. Letras diferentes significam médias que diferem

significativamente entre si (p<0,05).

Inesperadamente, durante o processo de germinacdo, foi observado o
aparecimento de uma coloracdo rosa nas radiculas das plantulas (fig. 5). A medida que
se aumentou a concentracao de peroxido de hidrogénio, visualmente aumentou também
a intensidade dessa coloracao (fig. 6. A concentracdo de 1,065 mM ndo apresentou danos
as radiculas das plantulas, e como demostra na (fig. 3-A), ndo ocorreu 0 aparecimento

dessa coloragdo rosa nas suas radiculas.
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Figura 4- Presenca de coloracdo rosa na germinacao de plantulas na presenca de H20Oo.

Observou-se também o aparecimento em maior quantidade de raizes secundarias

nas plantulas germinadas com concentragdo maior que de 2,131 mM. (fig. 4).

Controle

L ¢ \\ \) (f \

Figura 5 - Efeito das diferentes concentragbes H202 no comprimento dos plantulas de Lactuca
sativa L.. Onde T1=Concentracdo de (1,065 mM) 0,25%; T2= Concentracdo de (2,131 mM)
0,5%; T3=Concentragdo de (4,262 mM) 1% e T4=Concentracao de (5,327 mM) 1,25%.
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O indice de velocidade de germinacdo (IVG, fig. 7), observou-se que a
concentracdo de 1,065 mM e o grupo controle ndo apresentaram diferenca significativa
na velocidade de germinacdo. A concentracdo de 2,131 mM n&o apresentou diferenca
significativa das concentra¢Ges 1,065 mM e 4,262 mM. Ja a concentracao de 5,327 mM
apresentou uma velocidade de germinacdo menor, que diferiu significativamente de todos

0s outros tratamentos, sendo a mais afetada de todos 0s outros grupos.

IVG
T 1.0 1
= a
< o08{ a ab
2
=
£ 06 b
L]
=
=]
E 0.4' c
[ 1]
E
e 0.2 1
E
o
o 0.0

1 1 1 I 1
Controle 0,25% 0,5% 1% 1,25%
Concentragio de H; O, %

Figura 6- O grafico mostra o indice de velocidade de germinacédo (IVG) em plantulas germinadas
em diferentes concentracGes de H2O». Letras diferentes significam médias que diferem

significativamente entre si (p<0,05).

Quanto ao indice de tolerancia (IT), que demonstra o quanto a plantas é sensivel
a substancia guimica, notou-se que a medida que se tinha o aumento das concentracdes
de H202, maior era a sensibilidade das plantulas a substancia, possuindo menos tolerancia

em comparagdo com o grupo controle (fig.8).
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Figura 7- indice de tolerancia (IT) em plantulas de Lactuca sativa L. germinadas na presenca de
H.O, exbégeno. Letras diferentes significam médias que diferem significativamente entre si

(p<0,05), letras iguais médias que nao diferem significativamente entre si.

Na concentracéo inibitoria média das radiculas, a concentragdo de 1,980 mM ja é capaz
de inibir 50% do crescimento das radiculas das plantulas de Lactuca sativa L. frente ao
H,02, com R? de 0,9164.

LogICso = 0.2966
ICsg= 1.980

100.- R?=0.9164

50 -

Comprimento da radicula
(100% controle)

0.0 0.2 04 0.6 08 10
log [HzDz]

Fig 8: Curva do indice de concentracdo inibitoria média das radiculas das plantulas de Lactuca
sativa L. com diferentes concnetragoes de H»O» exdgeno.

No vigor, observou-se que houve uma diminuigao acentuada desse indice a partir da
concentracdo de 1,065 mM e todas as outras concentracfes maiores apresentaram

dimunuicdo significativa no indice de vigor.
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Fig 9: indice de vigor das sementes de Lactuca sativa L. em diferentes concentragoes de 0 H,0,

exdgeno.

Os niveis de pigmentos fotossintéticos demosntraram que houve diminuicdo
significativa desses pigmentos na concentracdo de 5,327 mM em comparacao ao grupo
controle (fig. 11, tab.3).
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Fig 10: Niveis de pigmentos fotossintéticos observados no grupo controle e nas concentracao de
1,25% vlv (5,327 mM) de H20:..
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Tabela 3: Média dos niveis de pigmentos fotossintéticos do grupo controle e da
concentracéo de 1,25% (5,327 mM) de H20..

Controle H202- 5,327 mM (1,25%)
Clorofila a 535,5 + 169,0 ug/g MF 311,0 £ 91,0 pug/g MF
Clorofila b 168,9 £ 55,7 ug/g MF 94,9 £+ 30,4 ug/g MF
Clorofilas totais 704,4 + 224,6 pg/g MF 405,9 + 121,3 pg/g MF
Carotenoides 145,7 £ 45,7 ug/g MF 95,1 £ 21,3 ug/g MF

5. Discussao

A redugdo do crescimento e no indice de tolerncia das plantulas nas
concentragdes maiores, provavelmente se deve ao fato de que o H2O> possui essa
capacidade de interagir com biomoléculas essenciais ao metabolismo e crescimento da
planta (Ryter e Tyrrel., 1998). Visto que o estresse causado pelo H2O- é capaz de provocar
alteracdes na expressao dos genes (Mittle et al., 2004).

Em nivel molecular o H>O; é responsavel por desempenhar diversas atividades
essenciais para o bom funcionamento do metabolismo das plantas, incluindo a
participacdo nos mecanismos de resisténcias das espécies, quando essas Sdo expostas a
algum tipo de estresse, atuando no aumento da resisténcia da parede celular vegetal
(Dempsey & Klessig, 1995), na regulacdo de alguns processos fisiologicos como, por
exemplo, senescéncia (Peng et al.,2005), fotorrespiracdo, fotossintese (Noctor et al.,
1998), crescimento, desenvolvimento e ciclo celular (Foreman et al., 2003).

Hancock et al. (2011) também explanam que o perdxido de hidrogénio pode
prejudicar as reacdes biologicas. Por possuir a capacidade de provocar alargamento na
parede celular (Palma & Kermode, 2013), e se movimentar facilmente por ela
(Cheeseman; 2007) podendo assim, ter maior facilidade de reagir com proteinas,
carboidratos, aminoacidos e lipidios de membrana (Ryter e Tyrrel., 1998), como também
provocar alteracdes genéticas. O que pode explicar também a diminuicdo do crescimento
das plantulas em diferentes concentragcbes de H»O. Fato também observado por
Benabdellah et al., (2009) quando estudaram a aplicacdo de concentracGes maiores que
1,0 mM de peréxido de hidrogénio exdgeno na espécie Phaseolus vulgaris.

Cheeseman (2007) também destaca que altas concentragcdes dessa substancia
desencadeia estresse oxidativo nas células, podendo provocar até a morte celular, pois
este ocasiona uma série de desequilibrios metabdlicos, complementando assim a
explicacdo dos danos observados nas plantulas de Lactuca sativa L. quando expostas a

altas concentracdes de H20>.
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Entretanto, ha registros de que o H.O2 em baixas concentra¢des pode atuar de
forma positiva. Deng et al., (2012) ao avaliarem o H.O», também de forma exdgena no
crescimento de raizes de mudas de batata doce, concluirem que a substancia em
concentragdes de até 0,5 mM age de forma positiva, induzindo o crescimento da radicula
das plantas. Fato semelhante também foi observado por Guzel & Terzi (2013), quando
utilizou o H202 exdgeno em concentracdo de 0,5 mM para atenuar os efeitos provocados
pelo cobre (Cu) em mudas de milho (Zea mays L.), observando assim que o H2O, em
baixas concentragcdes também influéncia de forma positiva nas plantulas, sendo capaz de
diminuir o estresse provocado pelo cobre.

A diminuicdo do crescimento e do indice de tolerncias das plantulas em
diferentes concentragdes de H>O, também pode ser explicado pelo fato de ter ocorrido
diminuicdo nas aquaporinas que foi uma caracteristica observada por Ktitorova et al.,
(2002) quando analisaram o H20- € aplicado de forma exdgena em raizes de plantas, este
é capaz de provocar diminuicdo nas aquaporinas que sdo proteinas responsaveis pelo
transporte de dgua nesse Orgao das plantas, e com a diminuicdo da absorcdo de agua,
consequentemente ocorrera um menor desenvolvimento das mesmas, Essa caracteristica
também foi observada nas radiculas de plantas de Triticum aestivum L. estudadas por
Hameed et al., (2004) quando em altas concentracdes de H20-.

De acordo com Pes & Arenhardt (2015) as raizes séo os principais 6rgaos de
absorcdo de agua e nutrientes para a planta, e 0 aparecimento de maior quantidade ou de
ramificacdes dessas raizes nas plantulas de Lactuca sativa L., quando em concentracdes
maiores que 2,131 mM, ocorreu devido ao estresse provocado pelo H.O,. Com isso Pes
& Arenhardt (2015) ainda concluem que as plantulas tentam buscar maior quantidade de
nutrientes para suprir o estresse provocado pela substancia e fazem isso com a expanséo
de suas raizes, ou seja, 0 aparecimento dessas raizes em maior quantidade ocorre como
uma estratégia de sobrevivéncia das plantas. Hameed et al., (2004) observou essa
mesma caracteristica quando analisou a influéncia do H.O2 em plantulas de Triticum
aestivum L. e também associaram a uma forma de defesa da planta, para compensar o
estresse provocado pela substéncia, que quando tinha o crescimento da raiz primaria
interrompido, logo passavam a surgir raizes secundarias para tentar atingir o crescimento
adequado.

A coloracdo rosa na radicula das plantulas nas concentragcbes maiores que
2,131 mM de H20>, pode ter ocorrido uma possivel producéo de metabolitos secundarios

para tentar compensar o estresse provocado pelo H.O,. Wit (2007) relata que as plantas
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desempenham diversas reagdes que agem em sua defesa. Segundo Souza Filho & Alves
(2002) uma das caracteristicas que a planta apresenta em funcdo da sua defesa contra
algum estresse, € a producdo de metabdlitos secundérios. Possivelmente, a producao
desses metabolitos pela planta, é uma alternativa de defesa ao estresse oxidativo
produzido pelo H>Oz, 0 que também pode ter influenciado no menor desenvolvimento
das plantulas a medida que se aumentava a concentracao da substancia.

Segundo Dinalli et al (2010), o indice de velocidade de germinacdo e o vigor das
sementes, possuem ligacdo direta com as caracteristicas que a plantula apresenta durante
0 seu desenvolvimento inicial. Sementes com baixo vigor, consequentemente, terdo o
indice de velocidade de germinacédo afetados. Esses parametros podem ser influenciados
se a semente for exposta a alguma condicéo de estresse (Kolchinski et al., 2005; Dinalli
et al., 2010). Fato esse que se observou com Lactuca sativa L. na presenca do perdéxido
de hidrogénio exogeno, provocando diminuigdo na velocidade de germinagdo das
plantulas como também no indice de vigor das mesmas quando na presenca do H.O2 em
maiores concentragoes.

A reducdo do crescimento da radicula das plantulas de Lactuca sativa L. em
diferentes concentragcbes de H»O», demostradas nas figuras 3 (a) e 4 mostra que a
concentracdo de 1,980 mM a responsavel por inibir o crescimento de 50% das radiculas
das mesmas com R? = 0,9164. Esses resultados ocorrem devido a substancia ndo ser
acumulada na planta, caracteristica, que ocorre em outras espécies que possuem
resisténcia quando expostas a estresse durante o seu desenvolvimento, como em casos de
algumas espécies germinadas na presenca de metal (Chandra et al., 2010). Isso indica
que nem todas as espécies sdo tolerantes a esse contaminante, pois este influencia
diretamente no seu desenvolvimento.

Os niveis de pigmentos fotossintéticos, a diminuicdo nos niveis de clorofilas a e
b na concentracdo de 5,327 mM, se deve ao fato das plantulas estarem expostas ao estresse
provocado pelo H.O» e consequentemente ocorreram alteracbes nos mecanismos
fotossintéticos das plantulas que, de acordo com Carlin et al., (2012) o estresse oxidativo
provoca desequilibrio entre a producédo e eliminacdo de EROs e pode provocar a foto
oxidacdo dos pigmentos fotossintéticos, causando assim degradacdo da clorofila.
Stenbaek & Jensen (2011) afirmam que quando a planta estéa sobre algum tipo de estresse
pode provocar alteracfes na enzima Mg-quelatase que € um precursor essencial na sintese
de clorofila, e isso também pode ter sido uma das causas que provocou a diminuicdo da

producgéo desse pigmento.
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Mesmo os carotenoides sendo considerados antioxidantes, ocorreu diminui¢ao
desses pigmentos quando na presenca do H202 exdgeno na concentragdo e 5,327 mM, e
isso pode ser explicado pelo fato de o alto nivel de estresse oxidativo provocado pelo
H>0, causar degradacéo do [ - caroteno e assim acarretar a diminuicdo desses niveis de
carotenoides. Augspole & Rakcejeva (2013), também observaram um efeito negativo dos
carotenoides quando analisaram a influéncia do H.O. ex6geno em amostras de cenouras

desfiadas com concentragdes maiores que 0,5 % (2,131 mM).

6. Concluséo

Conjuntamente, essas informacfes indicam que decorrente das diversas
utilizacdes do perdxido de hidrogénio, o seu descarte de forma inadequada pode interferir
na germinagéo das sementes, quando em altas concentragdes, alterando as caracteristicas
morfofisiologicas da planta, como a estrutura, desenvolvimento e niveis de pigmentos
fotossintéticos. A concentracdo de 1,065 mM foi a concentracdo que ndo afetou os
parametros de germinacdo da semente, como também de crescimento para a radiculas das
plantulas. Logo, esse trabalho fornece um subsidio de grande relevancia, servindo
também como alerta para se determinar concentracdes adequadas de H2O: liberadas no
ambiente, de forma a ndo causar desequilibrios em ecossistemas. Visto  isso,  serve
também como alerta para horticultores para que possam realizar 0 manejo adequado de
horticulturas, para assim evitarem-se perdas de plantacdes e colheitas e possiveis quedas
econdmicas.

No entanto, sdo necessarios outros trabalhos futuros que demonstrem a
influéncia do H20- sobre outras espécies, que possam avaliar os niveis de pigmentos
fotossintéticos das concentracdes que nao puderam ser analisadas, juntamente com a
realizacdo de outros testes complementares como, por exemplo, analise de massa fresca

e massa seca das plantulas.
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