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Zimbra rodrigo.gheno@uffs.edu.br

Re: Comprovantes prestacao de contas projeto de pesquisa

De : Nessana Dartora seg, 23 de ago de 2021 17:08
<nessana.dartora@uffs.edu.br> 5 anexos
Assunto : Re: Comprovantes prestacao de contas
projeto de pesquisa
Para : Rodrigo Celso Gheno
<rodrigo.gheno@uffs.edu.br>

Prezado Rodrigo.
Segue em anexo os documentos solicitados.
Att,

De: "Rodrigo Celso Gheno" <rodrigo.gheno@uffs.edu.br>
Para: "Nessana Dartora" <nessana.dartora@uffs.edu.br>
Enviadas: Segunda-feira, 23 de agosto de 2021 14:08:11
Assunto: Re: Comprovantes prestacéo de contas projeto de pesquisa

Prof? Nessana

Obrigado pelo seu breve retorno.

Com a afirmativa da participagéo de bolsistas, pe¢o que seja enviado o Plano
de Trabalho dos estudantes bolsistas bem como o Relatdrio de Atividades dos

bolsistas.

Grato
Rodrigo

De: "Nessana Dartora" <nessana.dartora@uffs.edu.br>

Para: "Rodrigo Celso Gheno" <rodrigo.gheno@uffs.edu.br>
Enviadas: Segunda-feira, 23 de agosto de 2021 11:54:08

Assunto: Re: Comprovantes prestagéo de contas projeto de pesquisa

Prezado Rodrigo.

Tudo bem sim, obrigada. E vocé?

Nao havia me tocado sobre este item e sobre a obrigatoriedade de coloca-lo na
prestacédo de contas.

Em anexo envio os comprovantes, mas se necessario posso inclui-los na
prestacéo.

Conforme verificara, foram indicados dois bolsistas (Samuel e Alessandra).

O resumo foi enviado para a JIC, com a participacdo de ambos os bolsistas.
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Me coloca a disposi¢cao para quaisquer esclarecimentos.
Att,

De: "Rodrigo Celso Gheno" <rodrigo.gheno@uffs.edu.br>

Para: "Nessana Dartora" <nessana.dartora@uffs.edu.br>

Cc: "Coordenacao Adjunta de Pesquisa e Pos Graduacao, Campus Cerro
Largo" <cappg.cl@uffs.edu.br>, "Diretoria de Pesquisa UFFS"
<dir.dpe@uffs.edu.br>

Enviadas: Segunda-feira, 23 de agosto de 2021 11:41:55

Assunto: Comprovantes prestagédo de contas projeto de pesquisa

Ola Prof? Nessana, tudo bem?

Como membro do Concur estou realizando a relatoria da prestagcao de contas
referente ao projeto "Avaliagao do perfil de metabdlitos secundarios de Lantana
Fucata Lindl. (Verbenaceae) submetida ao processo de cobre".

Considerando o disposto no item 4, subitem 4.1, alinea A do Termo de Outorga
e ainda o disposto no item 7.4 do Edital 459/GR/UFFS/2019 onde cita-se que
"Os resultados finais da pesquisa deverao ser submetidos aos Anais da X
Jornada de Iniciagao Cientifica e Tecnologica (JIC) da UFFS, mencionando-se
o apoio recebido da UFFS ao desenvolvimento do subprojeto e o numero
registro no sistema Prisma".

Gostaria de sua confirmagao se houve a indicagao de bolsista para o projeto e
ainda se houve a submissao dos resultados aos Anais da JIC conforme ja
disposto acima pois ndo localizei comprovantes ou mencao ao tema na
prestacdo de contas apresentada.

Grato
Rodrigo

Profa. Dra. Nessana Dartora

Universidade Federal da Fronteira Sul
Av. Jacob Reinaldo Haupenthal, s/n
Cerro Largo/RS - CEP 97900-000
Fone: (55) 3359-4246

Profa. Dra. Nessana Dartora
Universidade Federal da Fronteira Sul

Av. Jacob Reinaldo Haupenthal, s/n
Cerro Largo/RS - CEP 97900-000
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Fone: (55) 3359-4246

-= Plano_de_Trabalho_do_bolsista - Samuel.pdf
268 KB

-= Plano_de_Trabalho_do_bolsista_Alessandra.pdf
43 KB

== Relat_rio_final_das_atividades_ex_bolsista_Samuel_Chitolina.pdf
402 KB

-= Relat_rio_Vers_o_Final.pdf
758 KB

-= Relatorio_de_Atividades_Volunt_rios_e_Bolsistas_Samuel.pdf
832 KB
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Descricio: Espécies da familia Verbenzceae tém sido amplamente estudsdas, devido ss suas propriedades antioxidantes
antimicrobiznas & antivirais. Existe interesse cientifice no desenvolvimento de tecnologias pars a potencilizac@o de sistemas de
producSo das plantas medicinais, tzndo em vista gue a3 baixa concentragao dos compostos bioativos representa um dos maiores
obstaoulos pars a sua exploragse econemica. Trabalhes com algumas especies tém cemonstrado que os metais tragos, como ©
cadmio, cobre & zinco, atuam oomo eficiadores shiotioos, influenciando de forma direta na pruduﬁn de substancias bioativas
Lartana fucata Lindl, 3 especie a s=r imvestigada neste estudo, & uma planta que apresenta varias propriedades medicinais
atribuidas principalmente 205 compostos fenolicos & flavonoides presentes em suas folhas. Levande em considersg3o = existénciz
fe estudos promissores sobre o potencizl fitorremediador de outras espédies do género & gue 3 presenca dos metais absorvidos
por este processo desencadeia o sumento na concentragas de metabolitos secundarios em plantas, o presente projeto de pesquiss
busca awaliar o efeito do estresse Gusado por excesso de cobre no solo, sobre o perfil de metabolitos de folhas de L. fucata. 8
instalagso do experimento sara reslizzda em casa de vegetaio, os propagulos serso obtidos 2 partir de estacas & as muedas obtidas
cultivadas em solo. O solo utilizado sera ooletado no municipio de Cerro Lango, nas dependéncias da Universidade Federal da
Fronteira 5ul, sera reslizada 3 analise fisico-quimic do solo antes do cultive. Apds = reslizacio da analise, o solo s=ra tratado com
diferentes concentragies de cobre, onde cads tratamento sers replicado cinco wezes, & cada unidade amostral s constituira de
cince plantas. Posteriormente serao realzadas ss analises de composicio guimica estrutursl, utilizando as tecnicas de
cromatografia & espectrometria de massas. Pesquisas nesta finha podem gerar novas perspectivas para @ utilizagso comerdal desss
especie, subsidiar programas de melhoramento & melhorsr sistemas de cultiva.

Objetivo

Objetivos gerais: - Avaliar o efeito do estresse causado por emoesso de cobre no perfil de metabolitos secundarios de folhas de
Lantana fucata.

Objetivos espedficos: - Obter extratos hidroalooolicos de L fucata submetida ou ndo [controle] ao crescimento em solo com
exoesso de cobre;

- Loczlizar, extrair & caracterizar estruturalmente metabolitos secundarios das folhas de L fucats;

- Werificar se ha sltersg3o no perfil de metabolites secundarios das folhas de L fucata submetidas a0 estresse por excesso de cobre
o solo;

- Desenwobser tecnicas de separagdo cromatografica & deteo; 3o visando maior sensibilidade & veloddade com menor consumo de
solventes;

- Desenwalver técnicas de ionizacdo que permitam obter diferentes informagtes sobre & estruturs das moleculas pels formagdo de
diferentes ions & fragmentos;

Palavras Chave

- Compostos bioativos
- Metzis pesados

- Plantas medidnais

- Produtos naturais

- Quimica de maromoleculas

Participantes
Vinculo Fungio no projeto Mome CH Semn. Dota deinicio Data de fim  Situscso
Aluno Bolsista EDUARDO HEMRIQUE ROBE 20h Anulzdz
Aluno Bolsista :ﬂiﬁiﬂnu ROCKENBACH 20k 01/08/2020 31/08/2020 Encerrade
Docmnte Coordenzdor MESSANA DARTORA 12/08,2019 At

. SAMUEL FRAMNCISZCO

= i

Aluno Bolsizta CHITOLINA 20k 01/09,2019 31/07/2020 Encerrado

. ALESSANDRA ROCKEMNBACH
Aluno Beolsista RAIELKE 20k Anulzdz
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INTELIEENEIR ARTIFICIAL:
NI FRONTERES 1A DEWZA ERAGL AR

AVALIACAO DO PERFIL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE LANTANA FUCATA
LINDL, (VERBENACEAE) SUBMETIDA A SOLO COM EXCESS0 DE COBRE

SAMUEL FRANCISCO CHITOLINA'*, ALESSANDRA ROCKENBACH MIELKE™,
CARLISE PATRICTIAPIVETTA™, CARLAMARIA GARLET DE PELEGRIN™, NESSANA
DARTORA™

1 Introducio

A Lamgana ficata & um pequeno arbusto que produz flores roca ou roxas e & encontrado em regudes
temperadas troprar e subboprar das Amencas. E comhecsls como erva dapinha e planta
omamental e as folhas tém sido utihizadas na medirma tadicional braslewra como caminatnas &
ant-inflarmatorias e para tratar resfimados e brongquites, na forma de mfustes, decocpdes e tmiuras
(TULIAQ &1 al , 2009).

Como ouwlros representantes da famiha Verbenaceas, L fucata, demomstra elvado potencml
famacéutico & econdmco, mas tem sdo pouco contempbhda com estudes que vmbibzem sua
explracio econfmica de forma sustentavel & poucos sdo o tabalhes rebewnados ao sen
metabolemo seeumdanes. As pesqueas reabzadas com 2 folha de Tamtama evidencmram a presenca
de compostos fencheos (flavonmides), tterpencdes e lantadenns (HUSSATN ef al, 2011).

Uma das pawwes ddieuldades ma exploragio dos metabolifos secumdarios € a sua bama
concentracio nos tecides vepetals. Comsequentemente, exite um mteresse no reconhecimento de
agentes ¢que estmulem a smiese destes compostos em phntas mediemais, come a L fucas. O
esfresze provocado por metae tem sido muvestizado e demeomstra resulzdos promesores, sendo
verificada capacidade de desencadear aleragfes fisiclogras drmersaz, as quak mmehem mewer
mroducio dos compostos bratmves (MASIM: DHIE. 2010). Portanto considerande que I fucara &
mna espécie mediemal & possnel gue a produgio de seus metabolfeos secundaries atives sep
mfluencida pelo estresse provocado por metars.

lGraduando em A gronena, Universidade Federal da Fronem Sul (UFFS), Campu: Cemo Lamo, Bakista IC-UFFS,
contato: s ammelfchrolina M pmail com

2Grupo de pesquisa: Biorkncias

3 Graduanda em Ciéncizs Bielogicas, [niver idade Federml da Frontema Sul (UFFS), Campus Cermo Largo, Bokista
IC-UFFS.

4 Mestranda do Pogmma de Mestdo em Ambiente & Tecnologia Sustentweks | Univermidade Federal da Fropteia Sul
Campus Cemo Largo.

5Prof* Dr*, Universidade Fedeml da Fronteira Sul Crmpur Cemo Largo. Colaboradora.

§Prof*Dr®, Universidade Federal da Fronteima Sul Compur Cemo Largo. Orientadora.
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PLANO DE TRABALHO DO ESTUDANTE BOLSISTA - SUBPROJETO

1 Descricéo

Registro no Sistema Prisma: Projeto PES 2019 0609

Titulo do subprojeto: Avaliacdo do perfil de metabolitos secundarios de Lantana fucata Lindl.
(Verbenaceae) submetida a solo com excesso de cobre

Nome do bolsista; Samuel Francisco Chitolina

Curso: Agronomia Periodo/Fase: segunda Desempenho académico (Média): 8,2

Nome do orientador: Nessana Dartora

2 Detalhamento do Plano de Trabalho
Resumo

Espécies da familia Verbenaceae tém sido amplamente estudadas, devido as suas propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e antivirais. Existe interesse cientifico no desenvolvimento de
tecnologias para a potencializacdo de sistemas de producdo das plantas medicinais, tendo em vista
que a baixa concentra¢do dos compostos bioativos representa um dos maiores obstaculos para a sua
exploracdo econdmica. Trabalhos com algumas espécies tém demonstrado que os metais tracos,
como o cadmio, cobre e zinco, atuam como eliciadores abioticos, influenciando de forma direta na
producdo de substancias bioativas. Lantana fucata Lindl, a espécie a ser investigada neste estudo, é
uma planta que apresenta varias propriedades medicinais, atribuidas principalmente aos compostos
fenolicos e flavonoides presentes em suas folhas. Levando em consideracdo a existéncia de estudos
promissores sobre o potencial fitorremediador de outras espécies do género e que a presenga dos
metais absorvidos por este processo desencadeia 0 aumento na concentracdo de metabolitos
secundarios em plantas, o presente projeto de pesquisa busca avaliar o efeito do estresse causado
por excesso de cobre no solo, sobre o perfil de metabolitos de folhas de L. fucata. A instalagdo do
experimento seré realizada em casa de vegetacdo, os propagulos serdo obtidos a partir de estacas e
as mudas obtidas cultivadas em solo. O solo utilizado sera coletado no municipio de Cerro Largo,
nas dependéncias da Universidade Federal da Fronteira Sul, sera realizada a analise fisico-quimica
do solo antes do cultivo. Apds a realizacdo da andlise, o solo sera tratado com diferentes
concentracOes de cobre, onde cada tratamento seré replicado cinco vezes, e cada unidade amostral
se constituird de cinco plantas. Posteriormente serdo realizadas as analises de composi¢do quimica
estrutural, utilizando as técnicas de cromatografia e espectrometria de massas. Pesquisas nesta linha
podem gerar novas perspectivas para a utilizacdo comercial dessa espécie, subsidiar programas de
melhoramento e melhorar sistemas de cultivo.

Palavras-chave: Compostos bioativos, metal pesado, plantas medicinais, quimica de
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macromoléculas, produtos naturais.

1. Objetivos/Finalidades das atividades que seréo realizadas

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do estresse causado por excesso de cobre no perfil de
metabdlitos secundarios de folhas de Lantana fucata. Para alcancar este objetivo geral, alguns
objetivos especificos serdo desenvolvidos:

- Obter extratos hidroalcodlicos de L. fucata submetida ou ndo (controle) ao crescimento em solo

com excesso de cobre;
- Localizar, extrair e caracterizar estruturalmente metabolitos secundarios das folhas de L. fucata;

- Verificar se ha alteracdo no perfil de metabdlitos secundarios das folhas de L. fucata submetidas
ao estresse por excesso de cobre no solo;

- Desenvolver técnicas de separacao cromatografica e deteccao visando maior sensibilidade e

velocidade com menor consumo de solventes;

- Desenvolver técnicas de ionizacdo que permitam obter diferentes informacdes sobre a estrutura

das moléculas pela formacao de diferentes ions e fragmentos;

2. Justificativa (relevancia das atividades que serdo realizadas pelo bolsista para o
desenvolvimento do projeto de pesquisa do orientador)

As plantas medicinais sdo utilizadas por comunidades tradicionais em todo 0 mundo como
principal meio terapéutico conhecido para o tratamento de muitos males. Em muitos paises em
desenvolvimento, uma grande proporcdo da populacdo depende exclusivamente das plantas
medicinais, para sanar problemas de satude (OMS, 2010). Algumas comunidades, mesmo possuindo
acesso a medicina moderna, manttm o uso das plantas por razdes historicas e culturais
(MAFIMISEBI et al., 2013).

Ao nivel mundial o mercado de produtos derivados de plantas, que inclui fragrancias,
farmacos e ingredientes aromatizantes, também € valioso e ultrapassa varios bilhdes de délares por
ano (UPRETY et al., 2012). No Brasil, de forma semelhante, 0 comeércio destas espécies estd em
expansao devido ao surgimento de novos segmentos de mercado, como o dos fitoterapicos bem

como da incorporagdo de plantas medicinais e seus produtos no Sistema Unico de Satde (SUS).
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Uma variedade de produtos, tais como comprimidos, capsulas, chas e éleos surgem frequentemente
a partir do processamento de plantas aromaticas e medicinais (SOUZA et al., 2012).

Levando em consideracdo estes aspectos, a domesticagdo das plantas medicinais e
aromaticas pode ser considerada um tema crucial, ja que possibilita uniformidade de cultivo,
qualidade e produtividade de metabolitos secundarios. A maximizacdo da producdo destas
substancias é desejavel e a0 mesmo tempo necessaria. Programas de cultivo comercial destas
espécies devem contemplar um conhecimento elevado sobre o crescimento e o desenvolvimento,
bem como sobre os processos fisioldgicos associados a biossintese dos compostos ativos (MMA,
2002).

Fazendo parte do rol de familias botanicas com espécies medicinais encontra-se a familia
\erbenaceae, que compreende cerca de 98 géneros e 2614 espécies no mundo (CRESPAM, 2010).
No Brasil, esta familia se destaca por sua ampla distribuicdo geografica, mas também por sua
importancia econdmica, uma vez que suas espécies sdo usadas para paisagismo, na indudstria
quimica para obtencdo de cosméticos e na industria farmacéutica para obtencao de remédios, devido
suas propriedades bioativas (CORREA, 1984; MENTZ et al. 1997; GARLET, IRGANG 2001;
MARIDUB, BAPTISTA, 2002; RITTER et al. 2002; DELAPORTE et al. 2005; COSTA et al. 2006;
GOLENIOWSKI et al. 2006; VERDRUSCULO, MENTZ 2006; BARROS et al. 2007; NEVES et
al. 2007; MARTINES, 2008; BARRETO et al. 2010.) Como outros representantes deste grupo,
Lantana fucata Lindl, a espécie alvo deste estudo, demonstra elevado potencial farmacéutico e
econbémico, mas tem sido pouco contemplada com estudos que viabilizem sua exploracdo
econbmica de forma sustentdvel e poucos sdo os trabalhos relacionados ao seu metabolismo
secundario. As pesquisas realizadas com a folha de Lantana evidenciaram a presenca de compostos
fendlicos (flavonoides), triterpendides, lantadenos e a auséncia de diterpendides, sendo o0s
triterpenos e flavonas os metabdlitos secundarios mais frequentes no género e fornecidos em
grandes quantidades (HUSSAIN et al., 2011).

Uma das maiores dificuldades na exploracdo dos metabolitos secundarios € a sua baixa
concentracdo nos tecidos vegetais, desde que este carater limita a possibilidade de cultivo.
Consequentemente, existe um interesse no reconhecimento de agentes que estimulem a sintese
destes compostos nas plantas. Estresses ambientais abidticos como temperatura extrema, seca,

salinidade, tem sido relacionados com o aumento da producéo e a inducdo da sintese de novo de
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metabolitos secundarios vegetais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

O estresse provocado por metais também tem sido investigado e demonstra resultados
promissores, sendo verificada capacidade de desencadear alteragdes fisiologicas diversas, as quais
incluem maior producdo dos compostos bioativos (NASIM E DHIR, 2010). Plantas de Rosmarinus
officinalis L., expostas ao cobre (Cu), apresentaram um aumento nos teores de 6leo essencial (DEEF,
2007). Esta tendéncia também foi verificada em plantas de Matricaria chamomilla L. expostas ao
mesmo metal (GREJTOVSKY et al.,, 2006). Adicionalmente, em Salvia miltiorrhiza Bunge,
cultivadas em solos contendo elevadas concentracfes de cadmio (Cd), foram verificados acimulo
de compostos bioativos hidrossoluveis e lipossoltveis (LI et al., 2013). Apesar da explicacao para
estes efeitos provocados pelo estresse por metais ainda carecer de maiores estudos (NASIM; DHIR,
2010), estas observacdes demonstram que estes elementos podem ser Gteis como elicitores em
plantas que apresentam metabolismo especial.

Outro aspecto que deve ser discutido no contexto das plantas expostas a ambientes
contaminados por metais, € 0 seu potencial em extrair estes elementos do ambiente. De fato
algumas espécies vegetais apresentam elevada capacidade de extrair e concentrar grandes
quantidades de metais nos tecidos. Com o auxilio destes organismos os elementos podem ser
removidos de locais poluidos, sendo o mecanismo denominado fitorremediacdo (HAMEED et al.,
2012). Tal processo tem sido bastante investigado por ser considerado eficiente e de baixo custo
quando comparado aos meios usuais de remediacdo (VAMERALI et al., 2010). Neste sentido,
muitos representantes da familia Verbenaceae figuram entre as plantas potencialmente reconhecidas
como fitorremediadoras, a literatura traz dados sobre o potencial fitorremediador para metais de
Lantana camara (ALARIBE; AGAMUTHU, 2019; LIU et al., 2019; PANDEY et al., 2015;
ALARIBE, AGAMUTHU, 2015; WAOO et al., 2014) e Verbena officinalis (ANWAR SAJAD et al.,
2019).

Assim, considerando que L. fucata é uma espécie medicinal, é possivel que a producédo de
seus metabolitos secundarios ativos seja influenciada pelo estresse provocado por metais. Além
disso, como espécie pertencente a familia \erbenaceae, existe uma expectativa sobre seu potencial
para a fitorremediacdo. Neste sentido, este estudo tem como objetivo principal, avaliar o efeito do
estresse de altos teores de cobre em favorecer a produtividade de compostos oriundos do

metabolismo secundario de L. fucata. Sendo assim, o0 aluno bolsista podera vir a colaborar para que
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este objetivo seja alcangado, j& que dedicara 20 horas semanais para 0 desenvolvimento do projeto.

O bolsista contribuira entdo, ativamente no desenvolvimento de todas as etapas descritas abaixo.

3. Descricao detalhada das atividades que serdo realizadas pelo estudante

Os experimentos propostos a seguir serdo desenvolvidos pelo docente orientador, mas com a
colaboragdo do estudante, tanto para a realizagcdo dos experimentos como na interpretagdo dos
resultados.
3.1 Obtencdo de material vegetal

A instalacdo do experimento sera realizada na Casa de \Vegetacdo da area Experimental da
UFFS/Cerro Largo e o solo utilizado serd coletado também no municipio de Cerro Largo, nas
dependéncias da UFFS. Serdo realizadas analises fisico-quimicas do solo antes do cultivo. Apds a
analise, o solo sera tratado com diferentes concentracdes de CuSO4.5H,0 (250, 500, 750 e 1000
mg.kg-1), sendo realizado experimento controle (sem adi¢éo).

Cada tratamento serd replicado cinco vezes, e cada repeticdo constard de grupos de cinco
plantas, totalizando 125 plantas. A obtencdo das mudas serd via estacas obtidas a partir de plantas
matrizes coletadas no municipio de Nova Palma, Rio Grande do Sul. A densidade de plantio sera de
uma planta por vaso e a distribuicdo dos vasos plasticos sera totalmente aleatdria sobre as bancadas
da casa de vegetacdo. A coleta das amostras de folhas para as andlises histoquimicas e de
metabolitos ocorrerd apds 90 dias do plantio e sera realizada com duas plantas de cada repeticao.

3.2 Processamento do material vegetal

Apos a coleta, o material vegetal serd submetido inicialmente a testes histoquimicos, com o
objetivo de verificar a localizacdo de diferentes classes de metabdlitos secundarios nas folhas. Para
tanto, serdo realizadas sec¢des transversais, longitudinais e paradérmicas do material vegetal, obtidas
a mao livre e em material embebido. Posteriormente, serdo submetidas a testes histoquimicos, para
deteccdo de diferentes constituintes celulares como por exemplo Lugol para deteccdo de
amido, Azul Brilhante de Coomassie para proteinas totais, Vermelho de Ruténio para pectinas,
Sudan 111 para lipideos, Acido Periddico/ Reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos totais,
Reagente de Nadi para terpendides, Reagente de Wagner para alcaléides e Vanilina cloridrica
para taninos (compilados por THADEO et al., 2009).
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3.3 Extragdo dos metabdlitos secundarios

Folhas secas e trituradas (de cada uma das repeticOes, item 4.1) serdo submetidas a extracoes
com solucdo de etanol 70% (v/v) a 100 °C, sob refluxo, por um periodo de 3 horas, repetidos por 3
vezes. Os extratos hidroalcodlicos obtidos serdo filtrados, concentrados em evaporador rotativo até
pequeno volume, precipitados com 3 volumes etanol (v/v) e centrifugados para a separacdo dos
compostos de alta massa molecular. Os compostos sollveis em etanol serdo concentrados até
pequenos volumes, entdo liofilizados e mantidos em frascos fechados em atmosfera de nitrogénio e

armazenados em freezer para posterior analises.

3.4 Fracionamento dos extratos por parti¢do liquido-liquido

As amostras serdo particionadas entre diferentes solventes buscando obter fracdes ricas nos
compostos desejados. Para tanto, os extratos hidroalcdolicos serdo solubilizados em agua e entéo
submetidos a particionamento liquido-liquido com os seguintes solventes: cloroférmio, acetato de

etila, butanol e 4gua, em ordem crescente de polaridade.

3.5 Métodos analiticos
3.5.1 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos e frages obtidas por particionamento liquido/liquido serdo analisados por CCD,
utilizando solventes apropriados. A visualizacdo dos compostos serd realizada pelo método do
orcinol-H,SO,, para deteccdo dos glicosideos; por vapor de iodo, ou aquecimento a 100 °C das
placas previamente tratadas com solucdo contendo 10% de H,SO, em etanol (v/v), que permite a
deteccdo dos demais compostos.

3.5.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Analises por HPLC serdo realizadas em cromatografo 2020 Shimadzu. As fracbes serdo
analisadas em colunas analiticas de acordo com as caracteristicas de cada extrato e a deteccdo serd
realizada por detector evaporativo de espalhamento de luz, arranjo de photodiodos ou, nas analises
online, por espectrometria de massas do tipo electrospray. As condi¢fes gerais de analise, como tipo

de solvente, tipo de gradiente a ser adotado, fluxo do solvente e temperatura de analise seréo
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otimizadas para cada tipo de coluna, bem como para cada tipo de extrato.

3.5.3 Analises por espectrometria de massas (ESI-MS)

Esta técnica serd utilizada para a identificacdo e caracterizacdo dos compostos presentes nos
extratos e fracdes, através obtencdo dos ions e também dos perfis de fragmentacdo, obtidos por
dissociacgéo induzida por colisdo (CID) de cada composto isolado ou em misturas. Os experimentos

de MS serdo realizados online, associados a HPLC.

3.5.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

A andlise de GC-MS sera realizada em cromatégrafo Shimadzu, modelo GC-210 Plus. As
amostras analisadas serdo identificadas pelos seus tempos de retencdo relativos e perfis de
fragmentacdo de massas. As condi¢des gerais do equipamento serdo adaptadas para cada grupo de

compostos analisados.

4 Resultados/produtos esperados

Com a conclusédo do projeto espera-se:
- Avaliar se é possivel que a producdo de metabolitos secundarios ativos de Lantana fucata seja
influenciada pelo estresse provocado por excesso de cobre no solo de crescimento.
- Implantar na UFFS/ Campus Cerro Largo uma linha de pesquisa com énfase na avaliagdo do
potencial fitorremediador e melhoramento de sistemas de cultivo de espécies vegetais nativas, com

0 objetivo de maximizacdo de metabolitos secundarios;
- Formacao de recursos humanos qualificados nessa area do conhecimento;

Além disso, o projeto propiciara ao bolsista fundamentalmente ganhos no sentido de acimu-
lo de experiéncia de pesquisa, essencial para um futuro ingresso em programa de pds-graduacao
stricto sensu, caso deseje, além de desenvolver atividades de ensino e aprendizagem, que represen-
tam ganho também em termos de perspectivas de inser¢cdo no mercado de trabalho. Os resultados
obtidos neste projeto serdo descritos em Relatério Técnico Final. Havendo tempo habil também
serdo divulgados em congressos, na forma de posteres, palestras e resumos ou ainda convertidos em

manuscritos e submetidos para publicacdo cientifica em periodicos especializados.
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5 Cronograma de desenvolvimento das atividades
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PLANO DE TRABALHO DO ESTUDANTE BOLSISTA - SUBPROJETO

1 Descricao

Registro no Sistema Prisma: Projeto PES 2019 0609

Titulo do subprojeto: Avaliacdo do perfil de metabolitos secundarios de Lantana fucata Lindl.
(Verbenaceae) submetida a solo com excesso de cobre

Nome do bolsista: Alessandra Rockenbach Mielke

Curso: Ciéncias Bioldgicas -  |Periodo/Fase: oitava Desempenho académico (Média): 7,6
Licenciatura

Nome do orientador: Nessana Dartora

2 Detalhamento do Plano de Trabalho
Resumo

Espécies da familia Verbenaceae tém sido amplamente estudadas, devido as suas propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e antivirais. Existe interesse cientifico no desenvolvimento de
tecnologias para a potencializacdo de sistemas de producédo das plantas medicinais, tendo em vista
que a baixa concentragdo dos compostos bioativos representa um dos maiores obstaculos para a sua
exploragdo econdmica. Trabalhos com algumas espécies tém demonstrado que os metais tragos,
como o cadmio, cobre e zinco, atuam como eliciadores abidticos, influenciando de forma direta na
producdo de substancias bioativas. Lantana fucata Lindl, a espécie a ser investigada neste estudo, é
uma planta que apresenta varias propriedades medicinais, atribuidas principalmente aos compostos
fendlicos e flavonoides presentes em suas folhas. Levando em consideracéo a existéncia de estudos
promissores sobre o potencial fitorremediador de outras espécies do género e que a presenga dos
metais absorvidos por este processo desencadeia 0 aumento na concentracdo de metabdlitos
secundarios em plantas, o presente projeto de pesquisa busca avaliar o efeito do estresse causado
por excesso de cobre no solo, sobre o perfil de metab6litos de folhas de L. fucata. A instalacdo do
experimento serd realizada em casa de vegetacdo, os propagulos serdo obtidos a partir de estacas e
as mudas obtidas cultivadas em solo. O solo utilizado sera coletado no municipio de Cerro Largo,
nas dependéncias da Universidade Federal da Fronteira Sul, sera realizada a analise fisico-quimica
do solo antes do cultivo. Apdés a realizacdo da andlise, o solo sera tratado com diferentes
concentragdes de cobre, onde cada tratamento sera replicado cinco vezes, e cada unidade amostral
se constituird de cinco plantas. Posteriormente serdo realizadas as analises de composicdo quimica
estrutural, utilizando as técnicas de cromatografia e espectrometria de massas. Pesquisas nesta linha
podem gerar novas perspectivas para a utilizagdo comercial dessa espécie, subsidiar programas de
melhoramento e melhorar sistemas de cultivo.

Palavras-chave: Compostos bioativos, metal pesado, plantas medicinais, quimica de
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macromoléculas, produtos naturais.

1 Objetivos/Finalidades das atividades que serdo realizadas

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do estresse causado por excesso de cobre no perfil de
metabolitos secundarios de folhas de Lantana fucata. Para alcangar este objetivo geral, alguns
objetivos especificos serdo desenvolvidos:

- Obter extratos hidroalcodlicos de L. fucata submetida ou ndo (controle) ao crescimento em solo

com excesso de cobre;
- Localizar, extrair e caracterizar estruturalmente metabodlitos secundarios das folhas de L.fucata;

- Verificar se ha alteracdo no perfil de metabolitos secundarios das folhas de L. fucata submetidas

a0 estresse por excesso de cobre no solo;

- Desenvolver técnicas de separacdo cromatografica e deteccao visando maior sensibilidade e
velocidade com menor consumo de solventes;

- Desenvolver técnicas de ionizacdo que permitam obter diferentes informacdes sobre a estrutura
das moléculas pela formacgdo de diferentes ions e fragmentos;

2. Justificativa (relevancia das atividades que serdo realizadas pelo bolsista para o
desenvolvimento do projeto de pesquisa do orientador)

As plantas medicinais sdo utilizadas por comunidades tradicionais em todo o mundo como
principal meio terapéutico conhecido para o tratamento de muitos males. Em muitos paises em
desenvolvimento, uma grande proporcdo da populacdo depende exclusivamente das plantas
medicinais, para sanar problemas de saude (OMS, 2010). Algumas comunidades, mesmo possuindo
acesso a medicina moderna, manttm o uso das plantas por razdes historicas e culturais
(MAFIMISEBI et al., 2013).

Ao nivel mundial o mercado de produtos derivados de plantas, que inclui fragrancias,
farmacos e ingredientes aromatizantes, também é valioso e ultrapassa varios bilhes de ddlares por
ano (UPRETY et al.,, 2012). No Brasil, de forma semelhante, o comércio destas espécies esta em
expansao devido ao surgimento de novos segmentos de mercado, como o dos fitoterapicos bem
como da incorporacio de plantas medicinais e seus produtos no Sistema Unico de Satde (SUS).
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Uma variedade de produtos, tais como comprimidos, capsulas, chas e éleos surgem fre quente mente
a partir do processamento de plantas aromaticas e medicinais (SOUZA et al., 2012).

Levando em consideracdo estes aspectos, a domesticacdo das plantas medicinais e
aromaticas pode ser considerada um tema crucial, ja que possibilita uniformidade de cultivo,
qualidade e produtividade de metabolitos secundarios. A maximizacdo da producdo destas
substancias € desejavel e a0 mesmo tempo necessaria. Programas de cultivo comercial destas
espécies devem contemplar um conhecimento elevado sobre o crescimento e o desenvolvimento,
bem como sobre os processos fisioldgicos associados a biossintese dos compostos ativos (MMA,
2002).

Fazendo parte do rol de familias botanicas com espécies medicinais encontra-se a familia
Verbenaceae, que compreende cerca de 98 géneros e 2614 espécies no mundo (CRESPAM, 2010).
No Brasil, esta familia se destaca por sua ampla distribuicdo geografica, mas também por sua
importancia econémica, uma vez gue suas espécies sdo usadas para paisagismo, na industria
quimica para obtengdo de cosméticos e na indUstria farmacéutica para obtencdo de remédios, devido
suas propriedades bioativas (CORREA, 1984; MENTZ et al. 1997; GARLET, IRGANG 2001;
MARIDUB, BAPTISTA, 2002; RITTER etal. 2002; DELAPORTE et al. 2005; COSTA et al. 2006;
GOLENIOWSKI et al. 2006; VERDRUSCULO, MENTZ 2006; BARROS et al. 2007; NEVES et
al. 2007; MARTINES, 2008; BARRETO et al. 2010.) Como outros representantes deste grupo,
Lantana fucata Lindl, a espécie alvo deste estudo, demonstra elevado potencial farmacéutico e
econdmico, mas tem sido pouco contemplada com estudos que viabilizem sua exploracdo
econdmica de forma sustentavel e poucos sdo os trabalhos relacionados ao seu metabolismo
secundario. As pesquisas realizadas com a folha de Lantana evidenciaram a presenca de compostos
fendlicos (flavonoides), triterpendides, lantadenos e a auséncia de diterpendides, sendo 0s
triterpenos e flavonas os metabodlitos secundarios mais frequentes no género e fornecidos em
grandes quantidades (HUSSAIN etal., 2011).

Uma das maiores dificuldades na exploracdo dos metabdlitos secundarios é a sua baixa
concentracdo nos tecidos vegetais, desde que este carater limita a possibilidade de cultivo.
Consequentemente, existe um interesse no reconhecimento de agentes que estimulem a sintese
destes compostos nas plantas. Estresses ambientais abidticos como temperatura extrema, seca,

salinidade, tem sido relacionados com o aumento da producéo e a inducdo da sintese de novo de
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metabdlitos secundarios vegetais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

O estresse provocado por metais também tem sido investigado e demonstra resultados
promissores, sendo verificada capacidade de desencadear alteracdes fisiologicas diversas, as quais
incluem maior produgéo dos compostos bioativos (NASIM E DHIR, 2010). Plantas de Rosmarinus
officinalis L., expostas ao cobre (Cu), apresentaram um aumento nos teores de 6leo essencial (DEEF,
2007). Esta tendéncia também foi verificada em plantas de Matricaria chamomilla L. expostas ao
mesmo metal (GREJTOVSKY et al., 2006). Adicionalmente, em Salvia miltiorrhiza Bunge,
cultivadas em solos contendo elevadas concentragfes de cadmio (Cd), foram verificados acimulo
de compostos bioativos hidrossoluveis e lipossoliveis (L1 et al., 2013). Apesar da explicacdo para
estes efeitos provocados pelo estresse por metais ainda carecer de maiores estudos (NASIM; DHIR,
2010), estas observagdes demonstram que estes elementos podem ser Uteis como elicitores em
plantas que apresentam metabolismo especial.

Outro aspecto que deve ser discutido no contexto das plantas expostas a ambientes
contaminados por metais, € 0 seu potencial em extrair estes elementos do ambiente. De fato
algumas espécies vegetais apresentam elevada capacidade de extrair e concentrar grandes
quantidades de metais nos tecidos. Com o auxilio destes organismos os elementos podem ser
removidos de locais poluidos, sendo o mecanismo denominado fitorremediacdo (HAMEED et al.,
2012). Tal processo tem sido bastante investigado por ser considerado eficiente e de baixo custo
quando comparado aos meios usuais de remediacdo (VAMERALI et al., 2010). Neste sentido,
muitos representantes da familia VVerbenaceae figuram entre as plantas potencialmente reconhecidas
como fitorremediadoras, a literatura traz dados sobre o potencial fitorremediador para metais de
Lantana camara (ALARIBE; AGAMUTHU, 2019; LIU et al., 2019; PANDEY etal., 2015;
ALARIBE, AGAMUTHU, 2015; WAOQO et al., 2014) e Verbena officinalis (ANWAR SAJAD et al.,
2019).

Assim, considerando que L. fucata € uma espécie medicinal, é possivel que a producdo de
seus metabolitos secundarios ativos seja influenciada pelo estresse provocado por metais. Além
disso, como espécie pertencente a familia Verbenaceae, existe uma expectativa sobre seu potencial
para a fitorremediacdo. Neste sentido, este estudo tem como objetivo principal, avaliar o efeito do
estresse de altos teores de cobre em favorecer a produtividade de compostos oriundos do

metabolismo secundario de L. fucata. Sendo assim, o aluno bolsista podera vir a colaborar para que
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este objetivo seja alcancado, ja que dedicara 20 horas semanais para o desenvolvimento do projeto.

O bolsista contribuird entdo, ativamente no desenvolvimento de todas as etapas descritas abaixo.

3. Descricdo detalhada das atividades que serdo realizadas pelo estudante

Os experimentos propostos a seguir serdo desenvolvidos pelo docente orientador, mas com a
colaboracdo do estudante, tanto para a realizacdo dos experimentos como na interpretacdo dos
resultados.
3.1 Obtengéo de material vegetal

A instalacdo do experimento sera realizada na Casa de Vegetacdo da area Experimental da
UFFS/Cerro Largo e o solo utilizado sera coletado também no municipio de Cerro Largo, nas
dependéncias da UFFS. Serdo realizadas analises fisico-quimicas do solo antes do cultivo. Apés a
analise, o solo serd tratado com diferentes concentracdes de CuSO,4.5H,0 (250, 500, 750 e 1000
mg.kg-1), sendo realizado experimento controle (sem adi¢ao).

Cada tratamento sera replicado cinco vezes, e cada repeticdo constara de grupos de cinco
plantas, totalizando 125 plantas. A obtengdo das mudas serd via estacas obtidas a partir de plantas
matrizes coletadas no municipio de Nova Palma, Rio Grande do Sul. A densidade de plantio sera de
uma planta por vaso e a distribuicdo dos vasos plasticos sera totalmente aleatoria sobre as bancadas
da casa de vegetacdo. A coleta das amostras de folhas para as analises histoquimicas e de

metabolitos ocorrera apos 90 dias do plantio e serarealizada com duas plantas de cada repeticéo.

3.2 Processamento do material vegetal

Apbs a coleta, o material vegetal serd submetido inicialmente a testes histoquimicos, com o
objetivo de verificar a localizacdo de diferentes classes de metabdlitos secundarios nas folhas. Para
tanto, serdo realizadas sec¢des transversais, longitudinais e paradérmicas do material vegetal, obtidas
a mao livre e em material embebido. Posteriormente, serdo submetidas a testes histoquimicos, para
deteccdo de diferentes constituintes celulares como por exemplo Lugol para deteccdo de
amido, Azul Brilhante de Coomassie para proteinas totais, Vermelho de Ruténio para pectinas,
Sudan 11 para lipideos, Acido Periddico/ Reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos totais,
Reagente de Nadi para terpendides, Reagente de Wagner para alcaldéides e Vanilina cloridrica
para taninos (compilados por THADEO etal., 2009).
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3.3 Extracéo dos metabolitos secundarios
Folhas secas e trituradas (de cada uma das repeticdes, item 4.1) serdo submetidas a extragbes

com solucédo de etanol 70% (v/v) a 100 °C, sob refluxo, por um periodo de 3 horas, repetidos por 3
vezes. Os extratos hidroalcodlicos obtidos serdo filtrados, concentrados em evaporador rotativo até
pequeno volume, precipitados com 3 volumes etanol (v/v) e centrifugados para a separacdo dos
compostos de alta massa molecular. Os compostos soliveis em etanol serdo concentrados até
pequenos volumes, entdo liofilizados e mantidos em frascos fechados em atmosfera de nitrogénio e

armazenados em freezer para posterior analises.

3.4 Fracionamento dos extratos por particdo liquido-liquido

As amostras serdo particionadas entre diferentes solventes buscando obter fragdes ricas nos
compostos desejados. Para tanto, os extratos hidroalcoolicos serdo solubilizados em agua e entdo
submetidos a particionamento liquido-liquido com os seguintes solventes: cloroférmio, acetato de

etila, butanol e 4gua, em ordem crescente de polaridade.

3.5 Métodos analiticos
3.5.1 Andlise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos e fragdes obtidas por particionamento liquido/liquido serdo analisados por CCD,
utilizando solventes apropriados. A visualizacdo dos compostos serd realizada pelo metodo do
orcinol-H,SQO,, para deteccdo dos glicosideos; por vapor de iodo, ou aquecimento a 100 °C das
placas previamente tratadas com solugcdo contendo 10% de H,SO, em etanol (v/v), que permite a

deteccdo dos demais compostos.

3.5.2 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Andlises por HPLC serdo realizadas em cromatografo 2020 Shimadzu. As fracdes serdo
analisadas em colunas analiticas de acordo com as caracteristicas de cada extrato e a deteccdo sera
realizada por detector evaporativo de espalhamento de luz, arranjo de photodiodos ou, nas analises
online, por espectrometria de massas do tipo electrospray. As condicdes gerais de analise, como tipo

de solvente, tipo de gradiente a ser adotado, fluxo do solvente e temperatura de analise serdo
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otimizadas para cada tipo de coluna, bem como para cada tipo de extrato.

3.5.3 Andlises por espectrometria de massas (ESI-MS)

Esta técnica sera utilizada para a identificacdo e caracterizacdo dos compostos presentes nos
extratos e fracdes, através obtencdo dos ions e também dos perfis de fragmentagdo, obtidos por
dissociacdo induzida por colisdo (CID) de cada composto isolado ou em misturas. Os experimentos

de MS serdo realizados online, associados a HPLC.

3.5.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

A andlise de GC-MS sera realizada em cromatdgrafo Shimadzu, modelo GC-210 Plus. As
amostras analisadas serdo identificadas pelos seus tempos de retencdo relativos e perfis de
fragmentacdo de massas. As condi¢es gerais do equipamento serdo adaptadas para cada grupo de

compostos analisados.

4 Resultados/produtos esperados

Com a conclusdo do projeto espera-se:
- Avaliar se é possivel que a producdo de metabdlitos secundarios ativos de Lantana fucata seja
influenciada pelo estresse provocado por excesso de cobre no solo de crescimento.
- Implantar na UFFS/ Campus Cerro Largo uma linha de pesquisa com énfase na avaliacdo do
potencial fitorremediador e melhoramento de sistemas de cultivo de espécies vegetais nativas, com

0 objetivo de maximizacdo de metabolitos secundarios;
- Formacdo de recursos humanos qualificados nessa area do conhecimento;

Além disso, o projeto propiciard ao bolsista fundame ntalmente ganhos no sentido de acumu-
lo de experiéncia de pesquisa, essencial para um futuro ingresso em programa de pds-graduagao
stricto sensu, caso deseje, além de desenvolver atividades de ensino e aprendizagem, que represen-
tam ganho também em termos de perspectivas de inser¢cdo no mercado de trabalho. Os resultados
obtidos neste projeto serdo descritos em Relatorio Técnico Final. Havendo tempo habil também
serdo divulgados em congressos, na forma de pdsteres, palestras e resumos ou ainda convertidos em

manuscritos e submetidos para publicagdo cientifica em periddicos especializados.
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5 Cronograma de desenvolvimento das atividades

Descricéo das Meses

atividadesaserem " T T3 T 456 7] 8] 9]10] 1112
desenvolvidas pelo

bolsista

Revisdo Bibliogragica X X [ X | X [ X [X [X | X | X [X [X [|X
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RELATORIO DE ATIVIDADES DO ESTUDANTE"?

01 — Dados do projeto “guarda-chuva” ou subprojeto

NUmero do Registro no Prisma: PES-2019-0609

Titulo: Avaliagdo do perfil de metabdlitos secundarios de Lantana fucata Lindl.
(Verbenaceae) submetida a solo com excesso de cobre

Coordenador do projeto “guarda-chuva”: Carla Maria Garlet de Pelegrin

Orientador (se for o mesmo, deixar em branco): Nessana Dartora

Coorientador (somente para editais de Ensino Médio):

E-mail: nessana.dartora@uffs.edu.br

02 — Dados do Estudante [ x ] Bolsista] ] Voluntério

Nome do estudante: Samuel Francisco Chitolina

Campus: Cerro Largo

Edital: 881/GR/UFFS/2019

Periodo de Execugdo (més/ano): Setembro/2019 a Julho/2020

Horas semanais: 20

Horas Totais (apenas para voluntarios de projetos “guarda-chuva”):

03 — Participacdo emeventos e atividades do projeto

N° de encontros com o orientador realizados no periodo 50

N° de encontros do grupo de pesquisa de que participou no periodo 20

Participacdo em eventos no periodo: 2 Tipo de participacdo[ x ] ouvinte [ ] apresentador

04 — Descricao das atividades realizadas pelo estudante

Descricdo detalhada das atividades e as contribuicdes dessas atividades para o subprojeto de

pesquisa

Inicialmente fez-se leituras de artigos cientificos, periddicos e demais materiais de

literatura cientifica, buscando melhorentendimento dos assuntos estudados neste projeto. Apds

revisao bibliografica, deu-se inicio as partes experimentais, quais seguiram:

'Paraagilizar o fluxo de trabalho, ao inserir o documento no sistema Prisma, por favor informar a CAPPG do

campus via e-mail.

“Parabolsistas, esterelatrio deveser entregue na metade do periodo de execucao. Aos voluntarios, quando houver

o pedido de certificacéo.
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1) Coletade plantas e plantio

Realizou-se inicialmente a coleta de plantas de Lantana fucata de modo a selecionar as
mais vigorosas e saudaveis e que ndo apresentassem manchas foliares causadas por doencas ou
insetos. Em seguida, as mudas coletadas, foram colocadas em uma bolsa plastica e umidecidas
com um pequeno borrifador de agua, com o intuito de reduzir a perda do vigor. Para a producédo de
mudas, foram selecionados os ramos mais novos, contando-se trés folhas (junto da folha do &pice)
e com o auxilio da tesoura de poda foram feitos cortes transversal no caule do ramo selecionado
(Figura 1A).

Apbs o preparo dos propagulos, os mesmos seguiram para plantio em viveiro sob condicoes
de alta umidade e calor. A estrutura do solo em que as mudas (propagulos) ficaram até o
desenvolvimento radicular, era composta por uma porcdo de terra, uma por¢cdo de areia e duas
porcdes de substrato comercial de casca de arroz carbonizado. As mudas ja cortadas, foram
acondicionadas em um copo de plastico descartavel (100 ml), contendo o solo e a ponta mais ve lha
do ramo (Figura 1B) foi enriquecida em um enraizador industrial de acido indolbutirico em po.

Ao término do processo, as mudas foram colocadas em cima de uma bancada de metal,
protegidas com uma estrutura de sombrite, ficando ali em média de vinte a trinta dias, coincidindo

COm 0 Seu enraizamento.

2) Contaminacdo do solo com diferentes concentragdes de sobre
2.1) Contaminagdo do solo - Experimento 1

A contaminac¢ao do solo foi realizada dentro da area experimental da UFFS Campus Cerro
Largo, sendo o solo utilizado para tanto, deste mesmo local. Primeiramente, foi realizado uma
analise guimica do solo (Figura 1C), sendo este, em seguida, peneirado com peneira de madeira
contendo uma fina tela de arame. Nesta ocasido, deixava-se o|solo secar ao sol para evitar 0
surgimento de agregados. Posteriormente, no solo ja seco realizou-se a afericdo de sua massa, em
uma balanca (precisdo de 10 gramas), separando-o em 50 kg de solo branco (auséncia de cobre),
que posteriormente foi utilizado para contaminacdo em cada tratamento, sendo estes, T 0, T 250, T
500 e T 1000.

Assim, os 50 kg de solo branco foram levados a uma betoneira onde marcou-se o tempo de
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10 minutos e adicionou-se gradativamente a solucdo de sulfato de cobre penta hidratado
(CuSQ4.5H,0) diluidos em 1 litro de agua. Para o tratamento zero (T 0), adicionou-se somente 1
litro de agua, sendo em seguida, (apds os 10 minutos) o solo retirado e colocado em trés bolsas de
plastico branca (Figura 1D).

O mesmo processo foi realizado para os tratamentos T 250, T 500, T 700, T 1000. No
entanto, no T 250 foram diluidos 250 mg/kg de CuSO,4.5H,0 (63,546 mg/kg de Cu, para cada kg
de solo) em 1 litro de &gua; no T 500, diluidos 500 mg/kg de CuSO,4.5H,0 para cada kg de solo
(127,25 mg/kg de Cu, para cada kg de solo); no T 750, diluidos 750 mg/kg CuSQO4.5H,0 (190,88
mg/kg de Cu, para cada kg de solo); e ja no T 1000, foram diluido 1000 mg/kg de CuSQO,4.5H,0
(254,51 mg/kg de Cu, para cada experimento).

Apods a contaminagdo, o solo foi levado ao laboratorio onde ficou armazenado por um
periodo de 30 dias, sendo que durante esse periodo 0 mesmo era remexido uma vez por dia,
evitando assim a formacéo de coloide e consequentemente deixando-o mais homogéneo.

2.2) Contaminacgdo do solo - Experimento 2

Um novo experimento de contaminacdo no solo foi conduzido (experimento 2) com o
intuito de verificar como as plantas se comportariam com o0 aumento de trés vezes na concentracao
de cobre no solo. Assim, a segunda contaminacgédo ocorreu de forma muito similar ao experimento
1, sendo realizados também cinco tratamentos, T O, T 250, T 500, T 750 e T 1000. A obtencéo do
solo, seguiu-se da mesma maneira, mas foram peneirados 200 kg de solo, sendo 40 kg para cada
contaminacao.

Para o tratamento T 250, 826,075 mg/kg de CuSO,4.5H,0 (210,244 mg/kg de Cu, para cada
kg de solo) foram diluidos em 1 litro de agua; no T 500, foram diluidos 1685,675 mg/kg
CuS0O,4.5H,0 (420,876 mg/kg de Cu, para cada kg de solo); no T 750, foram diluidos 2475,65
mg/kg de CuSO,4.5H,0 (630,077 mg/kg de Cu, para cada kg de solo); e no T 1000, foram diluidos
3300,00 mg/kg de CuS0O4.5H,0 (839, 882 mg/kg de Cu, para cada kg de solo). Os solos, ja
contaminados foram conduzidos ao laboratério, ficando armazenados por igual periodo de tempo e

remexido, assim como procedeu-se no experimento 1.
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Figura 1. Algumas atividades realizadas pelo bolsista durante o projeto. A. Obtencédo das mudas de
L. fucata. B. Plantio. C. Andlises prévias do solo. D. Contaminacdo do solo. E. Transplante de
mudas. F. Afericdo de umidade. G. Implantacdo dos experimentos 1 e 2. H. Processo de extracao
de componentes vegetais. I. Liofilizacdo dos extratos. J. Extracdes em triplicada de cada um dos
tratamentos.

2.2.1) Construcao do piloto da contaminacao do experimento 2

A construcdo de um teste piloto foi elaborada para monitorar o desenvolvimento das mudas
quando submetidas ao excesso de cobre (triplo de concentra¢édo). Cada tratamento (T 250, T 500, T
750 e T 1000) continha uma duplicada de pilotos (A e B), havendo no total oito pilotos com uma
planta em cada.

Os pilotos foram plantados em vasos de capacidade de 2 litros e a quantidade de solo
utilizado variou dependendo de cada tratamento. Apos o plantio, os pilotos foram acondicionados

em estufa, realizando-se uma regas didrias para que sua umidade mantivesse-se em torno de 80 %.

3) Transplante de mudas enraizadas para um recipiente maior

O transplante das mudas que estavam no viveiro sob a protecdo de sombrite (descritas no
item 1, deste relatério) ocorreu ap6s seu enraizamento, cerca de 30 dias depois. Para tanto,
retiraram-se as mudas do copo descartavel de capacidade de 100 ml, colocando-as em um copo
maior, agora, com 500 ml, o qual teve seu volume completado com substrato industrial (Figura
1E). Durante este procedimento, realizou-se a retirada das folhas doentes, de modo a evitar a

propagcao de fungos.

4) Revolvimento, umedecimento do solo contaminado e monitoramento da fase de incubagao
As atividades de revolvimento e umedecimento do solo foram realizadas todos os dias
durante a fase de incubamento, correspondente aos trinta dias apds a contaminacédo, com o objetivo
de reduzir a quantidade de agregados de solo e hogeneizar as concentracdes de cobre.
Primeiramente apalpava-se o solo manualmente em cada bolsa, na ordem de menor contaminacgéo
para a maior, de forma de verificar a umidade do solo (Figura 1F). Caso 0 mesmo ndo estivesse na
condicdo friavel, acrescentavasse um pequeno volume de agua (equivalente a uma média de 3 ml

de agua) com um pulverizador de capacidade de trés litros. Assim, em seguida, os solos dos
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experimentos 1 e 2 eram mexidos/revolvidos, deixando-os mais homogeneos, quanto a

concentracdo de cobre (Cu) e quanto a sua umidade.

5) Aplicacdo de fertilizantes e inseticidas biologicos nas mudas transplantadas e sistema de
rega

A aplicacdo do fertilizante foi inicialmente realizada uma semana ap6s o transplante das
mudas para o copo de maior dimensdo (500 ml), sendo posteriormente aplicada uma vez por se-
mana. Os fertilizantes usados foram: nitratoto de potassio (KNO3 - 290 g), fosfato monopotassico
(KH,POy, - 450 g), nitrato de célcio (CaNOs - 260 g) e sulfato de magnésio (MgSQ, - 210g), sendo
esta dosagem referente para cada mil litros de 4gua. Dessa forma, cada planta recebia em média de
20 a 30 ml de solugdo com o fertilizante, por semana.

Além disso, também optou-se pela aplicacdo do inseticida biologico 6leo de neen, na con-
centragdo de 15 ml por litro de agua. Porém, como tornou-se evidente que esta concentragdo ndo
estava surtindo efeito, duplicou-se a dosagem para 30 ml/litro de 4gua. A aplicacao deste inseticida
foi realizada no intuito de combater artropodes pragas, como tripes (Frankliniella schultzei), aca-

ros (Tetranychus urticae) e pulgbes (Hemiptera).

6) Homogeneizacdo e afericdo da umidade gravimétrica do solo contaminado/incubado:

A hogeneizagdo do solo para equalizacdo da umidade ocorreu apds o periodo de
incubamento de 30 dias do solo, sendo entdo aferida a umidade gravimeétrica do solo e
determinando-se a quantidade de solo necessaria em cada floreira de implacéo dos expermientos 1
e 2. Para tanto, os tratamentos T O, T 250, T 500, T 750 e T 1000, foram despesajados
separadamente em cinco pedagos de lona plastica de dimensdo 3m x 4m respectivamente, e entdo
foram destoroados os agregados de solo e homogeneizado a solugcdo. Posteriormente, foi retirado
uma aliquota de solo de cada tratamento para as analises.

Dessa maneira, nas cinco latas de aluminio correspondente a cada um dos tratamentos foi
aferida a massa de solo umido (MU), e levadas para a estufa de circulacao forcada na temperatura

de 105° C, durante um periodo de 48 horas, sendo entdo aferida a massa novamente para
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determinacdo do solo seco (MS). Para determinacdo da massa de solo a ser colocado em cada

floreira utilizou-se da equacéo:

Umidade Gravimétrica (UG) = 100 x (MU-MS)/MS

Por sua vez, ap6s a afericdo da umidade gravimétrica, determinou-se que osolo TOe o T
750 apresentavam a umidade de 75% quando solo Umido, e 25% de umidade ap6s a secagem; o T

250; T 500 e T1 000 estavam com 74% quando Umido e 26% apds a secagem.

7) Implantanc@o do experimento 1 e sistema de irrigacdo por gotejamento controlado por
arduino

A implantacdo do experimento 1 ocorreu logo apds que as andlises de umidade.
Primeiramente foram separadas 125 mudas ja enraizadas para o transplante e 25 floreiras com
capacidade de 14 litros, onde haviam cinco repetic@es de cada tratamento, sendo R1, R2, R3, R4 e
R5 (Figura 1G).

As floreiras continham cinco mudas enraizadas em cada, sendo que o solo havia sido
disposto para 7 kg de solo seco. Nos tratamentos T 0 e T 750, foram colocados 9,3 kg de solo
Umido enquanto que os demais (T 250, T 500 e T 1000) foram colocados 9,5 kg de solo umido. Ao
final do processo as plantas foram regadas manualmente, de modo a reduzir o estresse e também
foram dispostas na bancada por meio de um sorteio aleatorio, sendo este realizado a cada duas
semanas para troca de posicao das floreiras.

Também, nesta mesma data, implantou-se um sistema de irrigacdo por gotejamento,
monitorado pelo sistema de arduino. Esse sistema foi disposto em oito linhas de mangueiras de
cinco metros de comprimento com espagcamento de 30 cm entre os furos dos gotejos (Figura 8),
sendo que as floreiras de dimensdo 17cm x 50 cm de comprimento, foram colocadas na horizontal
em reféncia da bancada de metal de dimensdo 1,20 m x 6,0 m.

Apartir disso, foi definido que haveriam quatro mangueiras de gotejamento em cada
floreira, também foi colocado os furos de gotejo para cima evitando que o cloro da agua os

fechem. Conforme mencionado acima, o sistema é controlado por um programa de computacao
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arduino, que estava programado com sensores de luminosidades, ou seja, ligava quando havia
luminosidade e desligava caso contrario. Assim, ele iniciava a irrigacdo a cada duas horas ficando
ligado apenas 45 segundos, tendo no total em média de cinco a seis irrigacbes (dependendo do
prolongamento do dia), e vazdo de 150 ml de agua por furo de gotejo.

Cerca de 30 dias apds a implantacdo do experimento 1, ocorreu a implantacdo do
experimento 2, de modo semelhante, onde novamente, foram utilizadas 125 mudas ja enraizadas
para o transplante e 25 floreiras com capacidade de 14 litros, onde haviam cinco repeticdes de cada
tratamento, sendo R1, R2, R3, R4 e R5.

8) Auxilio na conducéo dos delinemamentos
Durante este periodo de desenvolvimento do projeto, diariamente a umidade do solo foi

monitorada, com o auxilio de um aferidor (Figura 9), incorporado no solo, e sempre que as
floreiras estivessem com menos de 80% de umidade, regava-se somente o solo.

Além disso, também observava-se a presenca de insetos e aracnideos e das pragas citadas
acima (item 5), sendo aplicado éleo de neem na concentracdo de 30 ml/litro de 4gua a cada cinco
dias. Foi feita a desfolha de folhas doentes e a retirada de ervas daninhas, que poderiam interferir

no desenvolvimento dos experimentos.

9) Coletae preparo das amostras

Ap6s 100 dias de acompanhamento as plantas dos experimentos 1 e 2 foram coletadas, no
periodo da manha, sendo acondicionadas em redes de tecido e conduzidas ao laboratorio, onde as
plantas intactas foram lavadas com agua destilada e imersas em Na,EDTA 20 mM por 15-20 min
para remover o cobre aderido a superficie das raizes. Na sequencia, as plantas foram lavadas trés
vezes com agua destilada e, finalmente, divididas em raizes, caules e folhas. As folhas estdo sendo
analisadas quanto a sua composicdo de metabdlitos secundarios, enquanto as raizes e caules que
ndo foram analisados neste estudo, foram armazenados em freezer.

Assim, as folhas referentes as plantas de cada tratamento foram agrupadas, totalizando 10
grupos amostrais, onde por exemplo, as folhas das 5 plantas das 5 repetic@es do tratamento T 0 do

experimento 1 formaram um grupo amostral, denominado E1TO. Em seguida, as folhas de cada
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grupo amostral foram secas em estufa a 50 °C por aproximadamente 2 dias.

10) Extrag&o dos componentes vegetais

Folhas secas e trituradas (2g) referentes a cada um dos grupos amostrais foram submetidas
a extracdo hidroalcdolica (etanol 70 %) (20 ml) sob refluxo por duas horas, sendo este processo
repetidos por trés vezes (Figura 1H). Apds o tempo de extracdo, o material foi filtrado e os extratos
combinados e concentrados, reduzidos até pequeno volume, sendo em seguida liofilizados (Figura
11). Obtendo-se assim, os extratos brutos hidroalcodlicos, de cada tratamento. Este processo foi
realizado em triplicata, ou seja, para cada grupo amostral foram feitas trés extracdes exaustivas
(Figura 1J).

11) Métodos analiticos
11.1) Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - high performance liquid
chromatography) esta sendo usada para identificacdo e quantificacdo de metabdlitos nos extratos
obtidos para cada tratamento. A cromatografia vem sendo realizada em um sistema LC-MS-2020
(Shimadzu), composto por uma bomba binaria, amostrador automatico e forno de coluna. A
deteccdo foi realizada por detector de arranjo de diodos (DAD) ou, nas analises online, por
espectrometria de massas do tipo electrospray (ESI-MS — electrospray ionization mass
spectrometry).

Durante as andlises ja realizadas, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente
(~22 °C) e atemperatura da coluna foi de 40 °C. As separagdes foram desenvolvidas em coluna
C18 (Shimadzu) com 150 mm x 4.6 mm i.d. e 3.0 um de tamanho da particula. A fase movel
consistiu em agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambas contendo 0,1 % e acido férmico.
Dois sistemas de gradiente linear foram desenvolvidos, apds varias tentativas de acerto e erro:
1) Aumento da concentracdo do solvente B, de 0 a 28% em 8 min, seguido do aumento da

concentracdo do solvente B a 100%, dos 8 aos 18 min, mantido por mais 3 min e retornando para a

condicdo inicial (100% A) em 21 min. O fluxo utilizado foi de 600 uL/min e a coluna foi

reequilibrada por 3 min antes de cada injecao.
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2) Aumento da concentracdo do solvente B, de de 0 a 28% em 8 min, seguido do aumento da
concentracdo do solvente B a 100%, dos 8 aos 18 min, mantido por mais 3 min e retornando para a
condicdo inicial (100% A) em 21 min. O fluxo utilizado foi de 800 uL/min e a coluna foi
reequilibrada por 3 min antes de cada injecao.

As amostras foram preparadas em MeOH-H,O (1 mg/mL), sendo que 10 uL de cada
amostra foi injetado. A deteccdo foi realizada por DAD (190 — 400 nm) e por ESI-MS. Para as
analises quantitativas, curvas padrdes foram preparadas com padrdes de acido benzoico, acido
cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido vanilico, betulina, luteolina,
lupeol acetato, quercitina, teobromina, teofilina e rutina nas concentracdes de 25, 50, 100, 150,200,

e 250 pg/ml.

11.2) ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry)

As amostras (~10 pg/mL) foram solubilizadas em MeOH-H,0 (1:1, v/v), e submetidas a
ionizacdo positiva e negativa em pressao atmosférica (API — atmospheric pressure ionization). As
analises online foram realizadas em um espectrdmetro de massas LC-MS-2020, simples
quadrupdlo com nitrogénio como gas de nebulizacdo e dessolvatacdo e utilizando o HPLC como
sistema de injecdo. As analises offline vem sendo conduzidas por injecdo direta das amostras,
utilizando uma bomba de infusdo (KDScietific) a um fluxo de 10 uL/min. Espectros de MS;
também tem sido obtidos por fragmentacdo induzida por colisdo (CID - collision induced
dissociacion), usando argonio como gas de colisdo. A aquisicdo e o processamento de dados foram
realizados utilizando o sofware MassLynx 3.5 e as analises vem sendo obtidas em modo de scan

continuo.

12) Atividades adicionais realizadas durante a suspensao das atividades acadé micas

Foram realizadas reunifes virtuais quinzenais com os integrantes do grupo de pesquisa
envolvendo os professores orientadores e os alunos bolsistas, onde foram apresentados seminarios
sobre artigos cientificos e técnicas relacionadas a area da fitorremediacao.

Salienta-se que devido a pandemia da COVID-19, alguns procedimentos de laboratorio que

demandavam de mais pessoas neste ambiente a0 mesmo tempo, ndo foram realizados ainda. Como
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por exemplo, a discussao e interpretacdo dos resultados.

Resultados obtidos

Até o presente momento, passaram-se 11 meses de implantacdo de bolsa no projeto, sendo
cumpridas todas as etapas previstas no cronograma de execucdo. Além disso, a execucdo do
experimento 2 encontra-se adiantada. Sendo assim, os principais resultados alcangados foram:
- Coleta e confecgdo de mudas de Lantana fucata, as quais apresentaram bom desenvolvimento e
enraizamento, podendo ser transferidas para solo contaminado, para posterior analise.
- Coleta e tratamento do solo com diferentes doses de sulfato de cobre. A incubacao do solo por 30
dias. Inclusive diferente do que estava no projeto, realizou-se uma segunda contaminagdo com
doses maiores de cobre.
- Implementacao dos experimentos 1 e 2, com o desenvolvimentos das plantas sendo observado.
- Confeccdo de sistema de irrigacdo para desenvolvimento do projeto.
- Coleta e preparo das amostras dos experimentos 1 e 2.
- Obtencdo dos extratos vegetais de cada tratamento.
- Padronizacao e otimizagdo dos métodos de analise por HPLC e ESI-MS.
- Identificacdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios.
- Participacdo de eventos cientificos.
- Devido a Pandemia da COVID-19 ainda ndo foi possivel interpretar e discutir os resultados
obtidos até 0 momento. Assim, como a confirmagédo de alguns metabdlitos por meio de ESI-MS-

MS. Assim que possivel isto sera providenciado

Auto-avaliacdo do estudante

O projeto de pesquisa vem sendo realizado consoante estipulado no plano de pesquisa, estando
nas fases finais da condugdo de obtencdo e analise dos resultados. Os horarios semanais foram
cumpridos com muita responsabilidade e dedicagéo para com todos.

Quanto ao aprendizado, pude por em pratica a teoria passada em reunides com o orientador e

aprimorar conhecimentos ao decorrer da realizacdo dos delineamentos e da revisdo bibliografica.

Avaliacdo do orientador sobre o desempenho do estudante
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Durante a execucdo do projeto, o aluno bolsista tem se mostro-se responsavel e dedicado,
comparecendo a todas as reunides marcadas e se propondo a executar todas as etapas descritas no
cronograma.

E estudioso e busca solu¢Bes para auxiliar o desenvolvimento do projeto, além de contribuir com o

grupo de pesquisa em que estéa inserido.

Comentéarios (opcional)

Local e data: Cerro Largo, 31 de julho de 2020.



