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RESUMO

Com o avanco das tecnologias e desenvolvimento das cidades, a polui¢cdo do ambiente
pelas préaticas antropogénicas tém degradado de forma geral o habitat ecoldgico em que
nos inserimos. Atividades como mineracéo, exploracéo do solo e uso de fertilizantes fez
com que a contaminacdo por metais pesados fosse um topico de bastante interesse a
comunidade cientifica, principalmente pelo elevado perigo de contaminacdo humana
por elementos tdxicos, como o cadmio. A fitorremediacdo surge como uma alternativa
eficaz para remover as substancias nocivas do solo e recuperar areas degradadas, e
especialmente o género Brassica L. tém ganhado visibilidade por possuir caracteristicas
desejaveis para este proposito. Em alguns casos citados na literatura, por exemplo, o
Cadmio mostrou uma relacdo positiva de melhorar caracteristicas fenotipicas respostas
de crescimento ao ambiente. Outrossim, a suplementacdo do meio com aminoacidos se
mostrou positivo em alguns trabalhos, e ha a possibilidade de atuarem de forma a
auxiliar o processo fitorremediador. Sendo assim, o0 objetivo do trabalho foi a avaliagdo
da germinacdo e desenvolvimento de plantulas de Brassica rapa cultivadas in vitro, em
diferentes concentracfes do metal pesado, assim como o efeito do acréscimo de
glutamato, glicina e cisteina. Os experimentos foram delineados em oito tratamentos
para cada aminoécido separadamente, 0 meio MS (Murashige e Skoog) era formulado e
adicionado a ele as moléculas nitrogenadas em concentragdes de 0, 50, 100 e 200 ppm,
interrelacionadas com duas concentracBes diferentes de cadmio, 50 e 100 ppm.
Parametros como indice de velocidade de germinacdo (IVG), numero de folhas, altura e
peso fresco foram avaliados. A presenca de caddmio ndo inibiu o crescimento ou
desenvolvimento das plantulas, e até estimulou em certos casos. Associado com glicina,
o0 tratamento obteve aumento do peso fresco das plantulas. J& com glutamato, 0 aumento
significativo ocorreu no numero de folhas e IVG, apesar de o aminoécido isoladamente
ter influenciado negativamente o peso fresco e a altura das plantulas. A cisteina, em
concluséo, fora a que proporcionou os piores 1IVGs quando comparada aos outros
aminoacidos. Com os resultados, pode-se sugerir 0 uso de B. rapa para fitorremediacao,
combinada com a adicdo de glutamato, como adjuvante ao processo de

descontaminacéo do solo.

Palavras-chave: Fitorremediacdo, metais pesados, cultura de tecidos.



ABSTRACT

While the cities and technologies are developed in modern world, the pollution of the
environment by anthropogenic practices has usually degraded the ecological system in
which we are inserted. Activities such as mining, soil exploration and the use of
fertilizers made heavy metal contamination a topic of great concern in the scientific
community, mainly due to the high risk of human contamination by toxic elements such
as Cadmium. Phytoremediation emerges as an effective alternative to remove harmful
substances from the soil and recover degraded areas, and especially the genus Brassica

L. have earned visibility because it possess desirable characteristics for the purpose of
remediation. In some cases known by literature, for example, cadmium showed a
positive relationship of improving phenotypic characteristics of growth responses to the
environment. Furthermore, the supplementation of the medium with amino acids was
positive in some studies, and there is the possibility of acting in order to assist the
phytoremediation process. Therefore, the objective of the work was to evaluate the
germination and development of Brassica rapa seedlings grown in vitro in different
heavy metal concentrations, as well as the effect of the addition of glutamate, glycine
and cysteine. The experiments were outlined in eight treatments for each amino acid
separately, the MS (Murashige and Skoog) medium was formulated and added to the
nitrogen-derivated molecules at concentrations of 0, 50, 100 and 200 ppm, interrelated
with two different concentrations of cadmium, 50 and 100 ppm. Parameters such as
germination speed index (GSI), number of leaves, height and fresh weight were
evaluated. The presence of cadmium did not inhibit the growth or development of the
seedlings, and even stimulated in certain cases. Associated with glycine, the treatment
obtained an increase in the fresh weight of the seedlings. With glutamate, the significant
increase occurred in the number of leaves and GSI, although the molecule alone
influenced negatively the fresh weight and height of the seedlings. Cysteine, in
conclusion, was the one that provided the worst GSI when compared to the other amino
acids. With the results, we can suggest the use of B. rapa for phytoremediation,
combined with the addition of glutamate, as an adjuvant to the soil decontamination

process.

Key words: Phytoremediation, heavy metals, tissue culture.
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1 INTRODUCAO

O meio ambiente sempre foi modificado pelo homem em suas atividades,
especialmente apds o advento das industrias e do aumento do poder do consumo das
populacbes (CAMPBELL, 2018). Por outro lado, a poluigdo cresce junto a ascensdo das
tecnologias e ao desenvolvimento das cidades.

Quando as consequéncias das atividades humanas comecam a gerar desastres
ambientais de proporcGes gigantescas, a atengdo as praticas sustentdveis surge de
imediato. A preservacdo do meio ambiente é uma bandeira levantada por todo o mundo,
e esta cada vez mais presente nos modelos econdmicos, planos de governo, industrias,
comeércio e habitacdes (CLAYTON; RADCLIFFE, 2018). Porém, ndo apenas uma forma
de ajudar a superar um momento de desastre, a sustentabilidade é uma forma de
desenvolver o mundo de maneira a olhar para a natureza e a sua volta como aliada, e ndo
como submissa as atividades humanas (IVES et al., 2018). Assim surgiu a
fitorremediagdo: observando como o reino vegetal conseguia “neutralizar” a toxicidade
de ambientes contaminados, e analisando como esse processo natural poderia ajudar a
humanidade (PETERSON, 1971).

O Cadmio é um dos metais pesados mais perigosos e toxicos que tem-se
conhecimento. Atividades antropogénicas como mineracéo, uso de fertilizantes e
manutencdo inadequada dos solos contribui para a aproximagao do elemento com o
homem, assim como a ameaca a sua saide (MARET; MOULLIS, 2013).

Espécies do género Brassica ja se mostraram vantajosas ho UusO para a
fitorremediacdo, devido a sua variedade de espécies com caracteristicas de
bioacumulacédo e fitoextracdo de metais em solos contaminados (EBBS; KOCHIAN,
1997. GUPTA; SINHA, 2007. SHAHEEN; RINKLEBE, 2015).

Diversos trabalhos associam os aminoacidos Glicina, Glutamato e Cisteina como
protetores de membrana celular, agentes quelantes, sequestradores de metais pesados,
indutores de tolerdncia e uma gama diversa de atuacGes protetoras & plantas e sua
contaminacdo com metais pesados (ZHANG; WAN; ZHONG, 2014. DOUMETT, 2008.
YAN et al., 2017). O protetivo é uma consequéncia dos papéis que cada aminoacido
desempenha fisiologicamente no reino vegetal, e como ele se relaciona com as condigdes

de estresse biotico e abidtico. Essas moléculas participam da assimilacdo de nitrogénio,



17

compdem fitoquelatinas, além de terem papel essencial na assimilacdo de compostos
inorganicos e sintese proteica (ZHU et al., 2018. MELENDEZ et al., 2012. KREDICH,
2008).

Ao analisar a potencialidade do género Brassica como agente fitorremediador, e
0 papel dos aminoécidos como adjuvantes a esse processo, 0 objetivo do trabalho fora
analisar o crescimento de Brassica rapa L. em meio com Cadmio, e os possiveis efeitos

de trés aminoacidos: glutamato, glicina e cisteina na sua germinacéo e desenvolvimento.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FITORREMEDIACAO

Em 1971 nasce a visdo de que plantas podiam acumular diversos elementos em
niveis diferentes, inclusive metais pesados (PETERSON, 1971). Surge entdo, a inspiracdo
para a fitorremediacdo: através da observacdo da endemia de plantas superiores em solos
naturalmente mineralizados (RODRIGUEZ et al, 2007).

A fitorremediacdo surge como uma tecnologia relativamente barata e eficaz para
a restauracdo de solos com presenca de metais pesados. A capacidade remediadora das
plantas ultilizadas em suas diferentes modalidades, pode consistir no potencial da planta
em extrair do solo o contaminante, e acumula-lo em sua propria matéria seca, e ha a
possibilidade de ser feita por espécies selvagens ou cultivadas (MCINTYRE, 2003).

Entre as vantagens da fitorremediacdo, podemos destacar o baixo custo,
possibilidade de aplicacdo in situ em areas extensas e para diferentes tipos de poluentes,
assim como a facil monitorizacao das plantas, manutencdo do solo e estimulo a vida dos
organismos, possibilidade de ser combinada a outros métodos de descontaminacao.
(VASCONCELLOS et al., 2012. SILVA et al., 2019)

A fitorremediacdo é uma alternativa eficaz para descontaminacédo de areas poluidas
e ainda permite que as plantas sejam difundidas no ambiente, gerando mais areas verdes,
habitat para insetos e polinizadores, geracdo de oxigénio pela fotossintese e ameniza ou
até mesmo despolui totalmente areas contaminadas, além de ter como principal fonte de
energia a luz solar.

Ao se desenvolver a técnica de fitorremediacéo, foi observado os principais
mecanismos que podem ser utilizados com as plantas para a extragdo de contaminantes
do solo, e estes podem ser: fitoextracéo, quando os metais pesados sao absorvidos e ficam

acumulados nos tecidos vegetais; fitoadsor¢éo, quando os contaminantes ficam
acumulados especificamente no sistema radicular; fitoestabilizacdo, quando compostos
séo liberados para o solo e agem como atores de imobilizacdo de metais pesados; e ainda,
a rizorremediacdo, que se utiliza de microorganismos que se encontram normalmente no
sistema solo-raiz como agentes biorremediadores (ESTRELA; CHAVES; SILVA, 2018).
Segundo a Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente (U.S. Environmental Protection
Agency — EPA, 2000), tem-se ainda a ainda a fitovolatilizacdo, que consiste na

capacidade da planta de captacéo e transpiracdo de um contaminante para a atmosfera;
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controle hidraulico ou fitohidraulico, que é definido como a absorcdo de &gua
contaminada do subsolo para que fiqguem retidos em uma area (tendo a espécime um papel
entdo de controlar a migracdo dos contaminantes); e por ultimo, a utilizacdo de espécies
como cobertura vegetativa, apresentada como um sistema de plantas em crescimento
sobre materiais que apresentam risco ambiental. A presenca de tal cobertura pode reduzir
0s riscos desses materiais para um nivel aceitdvel (VASCONCELLOS et al., 2012).

A planta escolhida, por sua vez, deve possuir determinadas caracteristicas como
uma boa capacidade de absorcdo, sistema radicular profundo, acelerada taxa de
crescimento, facil colheita e que apresente uma grande resisténcia ao poluente
(COUTINHO; BARBOSA, 2007).

O continuo desenvolvimento dos paises exige urgéncia para a limpeza de locais
contaminados, o que inspira solugdes ambientais, sustentaveis, econémicas e inovadoras
(MCINTYRE, 2003). Com essas perspectivas, espera-se que a fitorremediagédo seja uma
tecnologia comercialmente viavel no futuro préximo (MAHAR et al, 2016; MACEK;
MACKOVA, 2000).

2.2 METAIS PESADOS

Os metais pesados sdo um dos principais fatores que causam a contaminacao de
solo e problemas de poluigdo ambiental. Na maioria das vezes, esses elementos estéo
presentes nos solos, em concentra¢Bes ou formas que ndo oferecem risco para 0 ambiente.
No entanto, sdo as atividades antropogénicas como: agricultura, uso de pesticidas e
biocidas, agua de irrigacdo contaminada, producdo e queima de combustiveis, incineragdo
de residuos, mineracdo, despejo de residuos industriais e saneamento urbano (depésitos
de lodo de esgoto), que podem causar a deposi¢do e acumulo desses metais em niveis
toxicos. Esses elementos além de se expressar nas plantas, podem ser diretamente
poluente aos organismos do solo, além de existir a possibilidade de transferéncia para a
cadeia alimentar, se for consumida, e contaminag&o das aguas (SILVA, 2007).

A definicdo de metais pesados envolve suas caracteristicas quimicas, e sao
apresentados como elementos com densidade relativa maior que 5 g/cm, ou nimero
atdbmico maior que 20, e nessa categoria podem ser incluidos metais, semimetais e ndo
metais. O ultimo ¢é definido como ndo-metal por estar presentes em rochas e em areas

com adicdo de rejeitos industriais, biossélidos e alguns agroquimicos em grandes
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guantidades, mesmo ndo sendo necessariamente um metal de origem bioldgica
(ESTRELA; CHAVES; SILVA, 2018). Os metais pesados sdo quimicamente definidos
como um grupo de elementos situados entre o cobre (Cu) e o chumbo (Pb) na tabela
periodica (ROCHA, 2009). Tais elementos sdo facilmente encontrados na superficie
terrestre, e podem ser classificados como litogénicos quando provém de fontes
geoldgicas, constituindo cerca de 1% das rochas, ou antropogénico, quando provenientes
de atividades resultantes da acdo humana (CAMARGO et al., 2001. ESTRELA;
CHAVES; SILVA, 2018).

Os elementos que mais causam problemas de contaminagdo sdo: cadmio (Cd?*),
chumbo (Pb?), niquel (Ni%*), zinco (Zn?*), cobre (Cu?*) e manganés (Mn?*) (COSTA et
al., 2004). Mesmo em pequenas cidades, onde ndo existem industrias siderdrgicas ou
atividades de mineracdo, areas contaminadas especialmente por metais pesados podem
ser encontradas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Alguns metais como Zn?>* e Cu?" s30 necessarios para O crescimento e
desenvolvimento de plantas, porém em excesso, podem produzir sintomas toxicos e a
inibicdo do seu crescimento. (COUTINHO; BARBOSA, 2007).

221  Cadmio (Cd2*)

Segundo a mitologia grega, Cadmo foi um lendario heroi fundador da cidade grega
de Tebas e introdutor do alfabeto fenicio na Grécia. Cadmo tornou-se rei de Tebas e seu
reinado foi longo e prdspero. Consta que ele civilizou a Be6cia e ensinou aos gregos o
uso da escrita. Embora Tebas tenha prosperado sob o reinado de Cadmo, o infortinio
sobrepujou seus descendentes. Na sua velhice, duas de suas filhas e dois de seus netos
foram mortos violentamente. Viveu ainda algum tempo e, no final da vida, foi
transformado pelos deuses em serpente, juntamente com sua esposa (SECRETARIA DA
EDUCACAO DO PARANA, 2019). E essa mistura mitoldgica de gléria e lugubre que
ilustra um dos elementos mais fascinantes e a0 mesmo tempo mais toxicos da tabela
periddica, o cadmio.

O Cadmioesta entre o zinco (Zn*?) e o mercurio ( Hg*?), situado no grupo 12 da
Tabela Periddica. Descoberto por dois quimicos em 1817, acredita-se que esteja
distribuido em cerca de 0,1 a 0,5 ppm na crosta terrestre (MARET; MOULLIS, 2013), ou
cercade 0,1 mg kgt (TCHOUNWOU et al., 2012). O Cd?* puro é um metal macio branco

prateado, encontrado na crosta terrestre, associado a zinco, chumbo (Pb?*) e minérios de
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cobre (Cu?*), sendo o mais alto nivel de compostos do elemento no ambiente, acumulado
em rochas sedimentares. Suas formas sollveis em agua séo cloreto e sulfato de cadmio
(ASHIZAWA et al., 2008). Comercialmente, o metal em questéo é usado como pigmento
amarelo quando combinado com calcogenetos, como agente anticorrosivo, material de
eletrodo em baterias e como semicondutor em células solares (TCHOUNWOU et
al.,2012).

Atividades como mineracdo, fundicdo e uso industrial aumentaram a
disponibilidade no meio ambiente, e fontes antropogénicas sdo a ameaga mais
significativa para a saude humana. Uso de fertilizantes fosfatados e lodo de esgoto e
manutencdo inadequada dos solos contribui para a mobilizacdo do cddmio no ambiente e
acumulacdo nas culturas. (MARET; MOULLIS, 2013)

Uma ingestdo Unica de alto nivel do elemento toxico, pode causar sintomas como
dor abdominal, sensacdo de queimacao, nausea, vomito, salivacdo, cdibras musculares,
vertigem, choque, perda de consciéncia e convulsdes, que geralmente aparecem dentro
de 15 a 30 minutos (BASELT, 2000).

Quando se trata de sistema renal, a sensibilidade do rim ao cadmio esta relacionada
a sua distribuicdo no corpo e sua ligagcdo com proteinas no sangue, sendo assim facilmente
filtrado e reabsorvido no tdbulo proximal. Exposi¢do aguda por inalacdo a cddmio em
concentragdes superiores a 5 mg/m3 pode causar edema pulmonar, traqueobronquite e
pneumonite em humanos e animais, além de resultar em comprometimento da funcéo
respiratdria a longo prazo (ASHIZAWA et al., 2008).

Estudos recentes demonstraram que o metal toxico aqui estudado tem afinidade por
regides de controle de imprinting (ICRs), sugerindo que alteracBes epigenéticas podem
contribuir para a etiologia das doencas associadas a sua toxicidade (COWLEY et al.,
2018). No Japao, areas contaminadas com cadmio por atividades de mineracéo, deixaram
varias vitimas da doenga itai-itai, que atinge os 0ssos e causa facilidade de fraturas e mal-
formacéo dos mesmos (HIMENO; AOSHIMA, 2019). Este elemento também foi descrito
como hepatotoxico e potencialmente carcinogénico em quantidades elevadas no
organismo, além de diminuir a viabilidade celular quando exposto aos tecidos estudados
(XUE et al., 2017). O cadmio também se mostrou toxico ao sistema gastrointestinal.
Proteinas associadas com juncdes de adesdo sdo os primeiros alvos do elemento no
sistema. Além disso, os genes envolvidos na formacéo de células dessa categoria sdo mais
sensiveis a influéncia desta substancia (RUSANOV et al., 2015).
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Embora os mecanismos de toxicidade do Cadmio sejam pouco compreendidos,
especulou-se que ele cause danos as células primariamente através da geracao de EROs,
0 que causa injurias ao DNA e interrompe a sintese de acidos nucléicos e proteinas
(SKIPPER et al., 2016. TCHOUNWOU et al.,2012).

2.3 ESPECIES FITORREMEDIADORAS

Grande parte do sucesso da fitorremediacdo foi atribuido a habilidade das plantas
selecionadas crescerem e neutralizarem as concentracbes de metais pesados e
contaminantes no solo, de forma eficiente.

Dois tipos de plantas tem sido muito utilizadas para esse processo: as
hiperacumuladoras e as que apresentam alta producéo e biomassa (ESTRELA; CHAVES;
SILVA, 2018).

As hiperacumuladoras, com excepcional capacidade natural de acumulacdo de
metal, como o mamoneiro (Ricinus communis L.), sdo caracterizadas como especificas
em acumular e/ou tolerar concentracdes elevadas de metais pesados em seus tecidos,
como, por exemplo: 10.000 mg kg de zinco e manganés; 1.000 mg kg* de chumbo e
cobre; 100 mg kg? de cadmio (DOS SANTOS et al., 2012. ESTRELA; CHAVES;
SILVA, 2018). No entanto, a maioria das plantas identificadas como hiperacumuladoras
de metais possui uma baixa producgéo de biomassa (GONZAGA et al, 2008. ESTRELA,;
CHAVES; SILVA, 2018).

O segundo tipo mais utilizado séo as plantas que demonstram uma alta producéo de
biomassa, a exemplo de milho (Zea mays) e mostarda da india (Brassica juncea). Em
estudos com Brassica juncea, foi avaliado o efeito de alteracdes orgénicas sobre
estabilizacdo de metais e do potencial de fitoestabilizacdo de solos, e a espécie se
apresentou eficaz para a estabilizacdo de metais no ambiente terrestre, utilizando o
mecanismo de aumento da sua matéria organica (PEREZ-ESTEBAN et al., 2013)

Plantas com esse tipo de comportamento, segundo os cientistas, apresentam o perfil
de fitoestabilizadoras. Na fitoestabilizagdo ocorre a imobilizagdo de um contaminante
através das reacdes de absorcdo e acumulacdo, adsorcdo e/ou precipitacdo na zona das
raizes visando reduzir a biodisponibilidade desses contaminantes e prevenir sua

mobilidade nas &guas subterraneas (SILVA et al., 2019).
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Algumas plantas sao eficientes no que diz respeito a acumulacao de metais, tais
como: mostarda (Brassica hirta), girassol (Helianthus annuus), bambu (Phyllostachys
praecox), suculentas (Sedum plumbizincicola), milho (Zea mays), amendoim (Arachis
hypogaea), brocolis (Brassicaoleracea), entre outras (BIAN et al.,2018; KOSNAR et al.,
2018; EZE et al., 2018; RIZWAN et al., 2018. CHAUHAN; MATHUR, 2018).

231 Brassica spp.

O género Brassica é um dos 365 géneros da familia Brassicaceae, que possui mais
de 3.200 espécies, incluindo culturas como couve-flor (Brassica oleracea), repolho
(Brassica oleracea var. capitata), brocolis (Brassica oleracea var. Italica), mostarda
(BrassicajunceaeaBrassicahirta),nabo (Brassicarapal.), rabanete (Raphanus sativus
L.), ervas daninhas (Capsella, Lepidium, Sisymbrium e Thlaspi ), plantas ornamentais
(Hesperis, Lobularia e Matthiola ) e o famoso organismo modelo para plantas com
flores Arabidopsis thaliana (COUVREUR et al., 2009). E o género economicamente mais
importante dentro da tribo Brassiceae, contendo 37 espécies diferentes (GOMEZ-
CAMPOQ et al., 1980). Muitas espécies de culturas fornecem raizes comestiveis, folhas,
caules, brotos, flores e sementes. (RAKOW, 2004). A canola (Brassica napus), por
exemplo, é a terceira oleaginosa mais produzida no mundo, e o Brasil € um dos
grandes produtores de seus graos ricos em o6leo de excelente qualidade. (ESTEVEZ et
al., 2014).

As espécies do género Brassica vém vendo utilizadas como ferramenta para a
fitorremediacdo com uma ascendente atencao dos pesquisadores. Ebbs e Kochian (1997)
utilizaram trés espécies de Brassica: B. juncea, B. rapa e B. napus para avaliar a sua
tolerancia a Zinco e Cobre. Foi observado que em termos de reducdo de biomassa e
densidade de raizes, todas as trés espécies obtiveram consideraveis niveis de tolerancia,
sendo B. juncea a espécie com melhores resultados, e em termos de remocao de Zinco do
ambiente, os resultados foram igualmente altos e positivos para as trés espécies.

Gupta e Sinha (2007), utilizaram B. juncea para a extracdo de solos contaminados
com efluentes de curtume, na india, e observaram que cadmio e cinco apresentaram altas
cargas em seu material vegetal, além de haver a translocacdo da maioria dos metais

testados (Pb, Mn, Cd, Ni, Fe) para a parte aérea da planta.
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Shaheen e Rinklebe (2015) testaram diferentes concentragdes de metais pesados em
diferentes vegetais, e a mostarda indiana, B. juncea, apresentou a maior eficiéncia de
fitoextracdo de aluminio (Al), cromo (Cr), molibdénio (Mo) e selénio (Se). A
bioconcentracdo de contaminantes indicaram a adequabilidade da B. juncea, B. napus e
H. annuus, o girassol, plantas estudadas para a fitoextragao.

Pertencente a familia Brassicaceae, Thlaspi caerulescens mostrou grande
potencial de extracdo de c&dmio e contaminantes do solo, como demonstrado em
estudos de Su, Jiang e Li (2018) e Lombi et al. (2000), onde a concentracdo deste elemeto
em plantas e a eficiéncia da fitoextracdo aumentou com a duragdo prolongada do seu

crescimento.

2311 Brassica rapa L.

Brassica rapa L. é um vegetal, conhecida popularmente como nabo ou nabo-
forrageiro. E uma planta que produz raiz e folhas comestiveis, sendo a sua raiz mais
consumida que as folhas. Possui fonte de fibras e sais minerais, principalmente célcio
(GONDIM, 2010).

A espécie é uma planta herbacea anual ou bianual de altura de folhas em torno de
35 cm. Suas folhas sdo verdes, sem tricomas, recortadas e amplexicaules. As flores sdo

amarelas e os frutos sdo do tipo siliquas (Figura 1) (GONDIM, 2010).

Figura 1 - Brassica rapa L. Fonte: autoral.
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Acredita-se geralmente que B. rapa tenha se originado das terras altas perto do Mar
Mediterraneo (TSUNODA, 1980), devido ao fato dessa regido apresentar clima frio, e a
espécie exibir rapido crescimento vegetativo sob condi¢bes de baixa temperatura
(RAKOW, 2004).

No Brasil, ha ocorréncias na Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e se distribui no
Nordeste (Piaui), Centro-Oeste (Distrito Federal), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e principalmente no Sul (Parand, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina) devido ao clima favoravel ao seu cultivo (SOUZA, 2015).

Ensaios precedentes com a espécie ja foram realizados, e fora observada um potencial
satisfatorio para ser utilizada como fitorremediadora sob niveis moderados de cadmio, In
vitro (FAUSTINO, 2016. BEZERRA, 2017).

2.4 AMINOACIDOS

241 Glutamato

O nitrogénio é um elemento essencial para o reino vegetal. Sua assimilacdo permite
a nutricdo, sintese proteica, formacdo enzimatica, e sobretudo, compde o material
genético desses seres. Ele esta abundamentemente presente no solo, mas em forma
organica, como em residuos vegetais, animais ou fertilizantes artificiais, de tais formas,
ndo diretamente disponiveis para as plantas (TEMPLE et al, 1998).

As plantas sdo capazes de absorver rapidamente o nitrato (NO3") do solo, reduzindo-
0 para nitrito (NO2"), onde por sua vez, é transformado em aménio pela enzima Nitrito
Redutase ( MIFLIN; HABASH, 2002).

O amonio, em grandes quantidades pode ser toxico para as plantas, e geralmente
resulta em mudancas de pH entre as organelas do tecido vegetal. As células entretanto,
desenvolveram métodos para a conversdo do amdnio em aminodacidos, reduzindo sua
toxicidade. Esse processo envolve duas enzimas, a glutamina sintetase e a glutamato
sintase (SUZUKI; KNAFF, 2005). Glutamato e Glutamina, servem como doadores de N
na biossintese de todos os aminoacidos essenciais e outros compostos contendo
nitrogénio (ZHU et al., 2018).
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Os estudos acerca da importancia do glutamato na vida animal, remontam ha mais
de 50 anos, com os trabalhos de Hayashi, em 1954. Além da sua importancia na
assimilacdo do nitrogénio, o glutamato também desempenha outros papéis. A percepcao
de sinais do ambiente sua transducdo é essencial para a vida em todos 0s reinos,
principalmente para as plantas. O glutamato faz parte do processo de sinalizagdo para
defesa no reino Plantae. Essa sinalizacdo ocorre por meio dos receptores de glutamato
(GLR), uma familia canais idnicos permeéveis a cations que funcionam desde defesa, até
o crescimento de raizes (TOYOTA et al., 2018).

Apesar do exemplo de estudos em mamiferos, apenas em 1998, a partir dos estudos
de Lam et al. fora descoberto que as plantas possuem uma familia de genes semelhantes
ao receptor de glutamato, o GLR (FORDE, 2014). A finalizacdo do projeto genoma em
Arabidopsis thaliana revelou cerca de 600 genes previstos para codificar proteinas de
transporte de membrana, e 20 homologos aparentes de GLR.

2.4.1.1 Glutamato e metais pesados.

A presencga de metais pesados no ambiente pode ser um fator determinante para a
sobrevivéncia das plantas, e na maioria dos casos, é limitante. Em trabalhos anteriores,
fora observado que a glutamina sintetase e a NADH-glutamato desidrogenase foram
inibidas ap6s uma hora de exposicdo a metais pesados, ambas as enzimas participam do
processo de assimilagdo do nitrogénio (BURZYNSKI; BUCZEK, 1998).

A associacdo de glutamato com nitrogénio em solos contaminados, ja se mostrou
eficiente para aliviar a toxicidade de cadmio para plantas de Populus (ZHANG; WAN;
ZHONG, 2014). Isso porgué a sintese de glutamato requer nitrogénio, e o glutamato atua
como fator essencial na sintese de glutationa, que tem um importante papel na
desintoxicacdo do metal em plantas, transportando-o para vacuolos.

Em trabalhos com Paulownia tomentosa, plantas tratadas com glutamato tiveram
peso seco maior do que as plantas ndo tratadas, e a area da folha foi consideravelmente
maior do que os outros, indicando-o como forte adjuvante para a remediacdo de solos
contaminados e para a manutencdo da viabilidade e crescimento da planta nesses
ambientes (DOUMETT, 2008). Além disso, a presenca de glutamato diminuiu a
biodisponibilidade de metais pesados no solo, evidenciando uma forte ligagdo com os
contaminantes, permitindo um valor médio de acimulo de metal nas raizes trés vezes
maior do que os controles ndo tratados (DOUMETT et al., 2010).
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O glutamato também tem importancia enzimatica. D1-pirrolina-5-carboxilato
sintetase, € uma enzima que converte o aminoacido em prolina-5-carboxilato, e tem acéo
de glutamato quinase e glutamil fosfato redutase. A atividade como quinase catalisa o
primeiro passo da biossintese de prolina (GIRIJA et al.,2002).

Em um estudo, a presenca de metais pesados (Cd e Zn) influenciou na diminuicéo
significativa de glutamato quinase, quando comparadas com tratamentos controle. Esse
declinio efetou diretamente o metabolismo vegetal das espécimes, com efeitos em
degradacdo de proteinas, inducdo de estresse oxidativo, perda de atividades
fotossintéticas e hidrélise de substancias que se acumulam durante o periodo de
crescimento (PAVLIKOVA et al., 2008).

Sintetizado a partir do glutamato, a prolina € um aminoacido de acédo dissipativa de
elétrons, estabilizador de macromoléculas e um componente da parede celular
(MATYSIK et al., 2002), e é frequentemente encontrada em maiores niveis em plantas
gue sdo expostas a estresses abioticos, além de estar relacionada com o aumento de
tolerancia dessas espécies vegetais aos metais pesados as quais sdo expostas (SHARMA,;
DIETZ, 2006).

24.2 Glicina

Nas plantas, a glicina é convertida em serina através da fotorrespiracdo, uma via
alternativa de respiracdo que faz parte do ciclo do glicolato. Através de uma reacao
catalisada pela enzima glicina descarboxilase, a glicina torna-se a principal fonte de
NADH mitocondrial para posterior producdo de ATP (NELSON; COX, 2004).

Em épocas e situacBes de estresse ambiental, como temperaturas extremas, secas,
salinidade, alta radiacéo solar e presenca de metais pesados, a glicina é um dos principais
osmolitos organicos que se acumulam nos tecidos vegetais. Além disso, possui efeitos
positivos na protecdo da integridade de enzimas e membranas (ASHRAF; FOOLAD,
2007).

O mecanismo responsavel pelo aumento da toleréncia relacionado com a presenca de
glicina, talvez seja a fitoquelag&o. Isto porque ao entrar nos tecidos vegetais, o cadmio €
ligado a quelantes e sequestrado para o vactiolo (GUIMARAES, 2008).

Trabalhos ja demonstraram que a exposicdo ao cadmio em espécies do género

Brassica provocou a formacdo de fitoquelatinas, e isso foi essencial para uma indugéo
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relativamente maior de acimulo do elemento nas raizes e maior tolerancia ao metal (YAN
etal., 2017).

As fitoquelatinas (Figura 2) s@o pequenos peptideos, formados por trés aminoécidos:
glutamato, cisteina e glicina (MELENDEZ et al.,, 2012). A estrutura geral das
fitoquelatinas é representada pela forma oligomérica da glutationa, possuindo a
recorréncia do dipeptideo y-glutamato (Glu) - cisteina (Cys), seguido por uma glicina
(Gly) (AHMAD et al., 2019). A sintese de fitoquelatinas é induzida dentro de poucos
minutos apos exposicao a metais ou metaldides, sendo que o cadmio é o indutor mais
forte desta acumulacdo (GUIMARAES et al., 2008).

Figura 2. Formula estrutural da unidade basica das fitoquelatinas. Fonte: Melendez (2012).
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A metionina e o glutamato s&o sintetizados a partir de intermediarios do ciclo de
Krebs, e a glicina é produzida a partir de um intermediario da glicolise, o 3-fosfoglicerato
(TAIZ; ZEIGER, 2017). Sendo a glicina produzida pela glicélise, sua sintese antecedera
a sintese de metionina e glutamato, ja que a glicélise antecede o Ciclo de Krebs. Assim,
uma suplementacdo exodgena do aminoacido pode favorecer positivamente no aumento

do potencial antioxidante do meio submetido a um metal pesado.

243 Cisteina

A cisteina € um dos aminoacidos componentes das proteinas dos seres vivos. A
sintese de L-cisteina, seu enantidmero, € um importante mecanismo que permite que o
enxofre inorganico seja incorporado em compostos organicos. Em plantas, o sulfato
inorganico, é absorvido e reduzido a sulfeto, que é entdo incorporado em L-cisteina em
uma etapa que é equivalente a fixacdo de amodnia em glutamina ou glutamato. A L-
cisteina, como molécula livre, pode ser usada para a sintese de proteinas e glutationa
(KREDICH, 2008).
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Os organismos superiores respondem a presenca de metais pesados com a produgéo
de peptideos que podem sequestrd-los e transforma-los em formas biologicamente
inativas. Esses peptideos sdo ricos em cisteina, como glutationa, fitoquelatinas e
metalotioneinas, que se ligam aos metais (BAE et al., 2000). A glutationa é um tripeptideo
considerado o principal agente antioxidante movel em tecidos vegetais, eliminando
radicais livres induzidos pela presenca de metais pesados nas células, como o cadmio
(KOTRBA et al., 2009).

Um outro fator desencadeado pelo estresse causado por contaminacdo de metais
pesados, é a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Um mecanismo utilizado
pelas plantas para detectar ERO’s é pela modificacéo de proteinas em residuos especificos
de cisteina (Cys) e metionina (Met) (WASZCZAK et al., 2015).

Proteases derivadas de Cisteina tém um papel fundamental na degradacéo,
reconstrucdo e remocdo de proteinas em resposta a diferentes estimulos externos, como
estresses ambientais. Pode somar até 30% na atividade proteolitica total em Orgaos
maduros vegetais (GRUDKOWSKA; ZAGDANSKA, 2004).
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3 OBJETIVOS

31 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi analisar a germinacéo e o desenvolvimento in vitro da espécie
Brassica rapa L. na presenca de cadmio e os possiveis efeitos atenuantes desse estresse
pela adicdo de aminoécidos no meio de cultura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o desenvolvimento de B. rapa L. em presenca de cddmio, pelos
parametros de germinacao, peso fresco, altura de plantula e nimero de folhas.

. Avaliar a influéncia ou efeitos da adicdo de trés aminoacidos no
crescimento das espécies, e sua interagdo com o metal pesado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E PERIODO

O presente trabalho foi conduzido e acompanhado no Laboratério de Fisiologia do
Cultivo In vitro e da Criopreservacdo de Plantas (LAFICC), localizado no Centro de
Biotecnologia, Campus | da Universidade Federal da Paraiba e o periodo de

experimentacao se estendeu de novembro de 2018 a abril de 2019.

4.2 FONTE E TIPO DE EXPLANTES

O material vegetal utilizado nos ensaios foram sementes da espécie Brassica rapa
L., obtidas no municipio de Estiva, localizada no estado de Minas Gerais. Para a
utilizacdo nos ensaios, as sementes foram selecionadas, seguindo os critérios de melhor

caracteristica fenotipica: cor, volume e estado do seu envoltdrio protetor (Figura 3).

Figura 3. Sementes de B. rapa L. antes (A) e depois (B) da selecdo fenotipica, respectivamente. Barra: 1cm. Fonte:
Autoral

4.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS

4.3.1 Cultivo Invitro

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio, de vidro, com 15 cm de

altura, 2 cm de didmetro e capacidade para 100 ml. As tampas utilizadas para vedar os
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tubos eram constituidas de polipropileno. Todos os experimentos foram executados em

uma camara de fluxo laminar horizontal.

4.3.2 Design experimental

O experimento foi dividido em trés ensaios com diferentes aminoéacidos: glicina,
glutamato e cisteina com diferentes concentraces (0; 50; 100 e 200 ppm), todos
combinados com duas concentracfes e cadmio (50 e 100ppm) (Figura 4). As
concentraces de cadmio e aminoacidos foram escolhidas baseada em resultados de
trabalhos anteriores, realizados no LAFICC (FAUSTINO, 2016. BEZERRA, 2017). O
ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 10 repeticdes para

cada tratamento.

Figura4. Design experimental para conducao dos ensaios, com suas respectivas concentracoes e
quantidade de repeticdes utilizadas para a avaliacao.

Cadmio
50 ppm 100 ppm

0 ppm TO T
o 50 ppm T2 T3
Q
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< - - - - - - = - - -
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4.4 MEIOS DE CULTURA

Para os experimentos foi utilizado o meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) modificado, onde os nitratos de amonia e de potassio foram substituidos pelo
produto comercial Kristalon com concentracfes de 15% de N, 5% de P e 30% de K.
Segundo o protocolo convencional de preparacdo do meio MS, os sais sdo diluidos em
agua destilada, e fora adicionado 30g.L* de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8
utilizando o éacido cloridrico (HCI) ou hidroxido de sodio (NaOH) a 1 mol/L para

possiveis correcoes.
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O volume de meio adicionado em cada tubo de ensaio foi de 15 mL, e em seguida
foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a temperatura de 120°C e pressédo de 1,5

atm (Autoclave Phoenix Luferco, 75 litros, horizontal, 220V).

4.5 AMINOACIDOS

Os aminodcidos utilizados foram cisteina (cloridrato de L-cisteina anidra, P.A.,
C3H7NO2.HCI, marca Synth), glutamato (&cido L-glutamico, P.A., CsHoNO4, marca
Synth) e glicina (P.A., C2HsNO2' marca Vetec).

4.6 ASSEPSIA DO MATERIAL E INOCULACAO

No interior da camara de fluxo laminar, antes do inicio da inoculagdo, as sementes
passaram por um processo de assepsia que consistiu em: em solucdo de alcool 70% (v/v)
durante 30 segundos para quebrar a tensdo superficial do envoltdrio protetor; em seguida,
o material foi imerso por 10 minutos em hipoclorito de sédio (NaClO) comercial, na
proporcéao de 50% (v/v) com agua destilada, obtendo a concentracéo final de 1% de cloro
ativo. O hipoclorito foi retirado do recipiente, e por fim, as sementes foram submersas
em &gua destilada e autoclavada por trés vezes para a maxima remoc¢do de possiveis
residuos de do agente desinfestante.

Em cémara de fluxo laminar e utilizando pinca estéril, foram inoculadas duas

sementes em cada tubo de ensaio, totalizando 160 sementes por ensaio.

4.7 CONDICOES DE CRESCIMENTO

Todos os experimentos foram mantidos no LAFICC, em uma estante de fotoperiodo
de 16/8 (horas de luz/escuro), com irradiancia de 40 pmol m s, proveniente de

lampadas fluorescentes e em temperatura média de 27°C.
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4.8 ANALISES DO CULTIVO IN VITRO

Durante o experimento parametros fenotipicos como indice de velocidade de
germinacdo, porcentagem de germinacdo, altura da plantula, peso fresco e nimero de

folhas foram utilizados para mensurar o crescimento In vitro da B. rapa.

48.1 indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi obtido mediante andlises da
protrusdo radicular (germinacao), durante o periodo de sete dias ap0s a inoculacgdo, para
todos os tratamentos. Tal procedimento tem o objetivo de estabelecer as diferencas na
velocidade de germinacdo de acessos, grupos ou lotes de sementes, e é calculado por meio
da aplicagdo da formula de Maguire (1962) descrita abaixo:

IVG: (G1/N1 + G2/N2 + G3/N3 + ... + Gn/Nn)

Onde:
« IVG: indice de velocidade de germinacéo;

* G1, G2, G3, ..., Gn: nimero de sementes germinadas contadas na primeira,

segunda, terceira e Ultima enésima contagem;

* N1, N2, N3, ..., Nn: nimero de dias decorridos, da inoculacdo até o ultimo dia de
avaliacéo;

4.9 CADMIO E DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE BRASSICA RAPA
O experimento com variagdo nas concentragdes de cadmio e aminodcidos foi

realizado com o intuito de observar a influéncia do elemento contaminante e de sua

interacdo com glutamato, cisteina e glicina sobre o desenvolvimento da planta.
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410  ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e quando houve diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos, as médias foram avaliadas por testes de
médias (teste T, Tukey e Scott-Knott) utilizando o software SISVAR® (FERREIRA,
2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROCESSO GERMINATIVO SOB INFLUENCIA DE CADMIO E
AMINOACIDOS

A toxicidade do cadmio em diferentes concentragdes e sua interacdo com 0s
aminoéacidos foi inicialmente observada pelos ensaios de porcentagem de germinacéo e
IVG. Com esses dados, foi possivel observar a influéncia do metal, dos aminoacidos e

sua interacdo em diferentes periodos (1 — 7 dias de cultivo).

5.2 CADMIO VERSUS GLUTAMATO

521 indice de Velocidade de Germinagéo

Os IVGs dos diferentes tratamentos com cadmio e glutamato (Glu) variaram de 19
(minimo) a 35 (méaximo), sendo este Gltimo pertencente ao tratamento T3, (100 ppm de
Cd e 50 ppm de Glu). Foi observado que grandes concentracdes de Cd nao influenciaram
negativamente o IVG, ja que os valores do indice eram maiores em concentracfes de 100

ppm deste elemento do que em 50 ppm (Tabela 1).

Tabela 1. indice de Velocidade de Germinacgdo (IVG) de sementes de Brassica rapa L.

submetidas a diferentes concentracfes de Cd e Glu, em seus respectivos tratamentos.

Tratamento Cd (ppm) Glu (ppm) IVG
TO 50 0 26
T1 100 0 21
T2 50 50 19
T3 100 50 35
T4 50 100 22
T5 100 100 27
T6 50 200 22

T7 100 200 24
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Em plantas do género Brassica fora observado incremento no conteudo de
clorofila e, aumento ou manutencdo, da biomassa padrdo (XIONG; WANG, 2005). O
Glu esté envolvido na assimilacdo e transporte de nitrogénio dentro das plantas, seja ele
diretamente ou atuando na sintese de compostos que servem como doadores de
nitrogénio. O Glu também tem atividade elucidada no acimulo de reservas, durante
periodos de pouca disponibilidade de nitrogénio, para um possivel uso em processos de
crescimento, defesa e reproducdo (ZHU et al., 2018).

Para o primeiro dia de avaliagdo, apenas a fonte de variacdo cddmio apresentou
efeito significativo (p=0,0126) com relacdo a germinagdo. Sementes expostas na

concentracdo de 100 ppm de cddmio germinaram mais rapido (Figura 5).

Figura5.TestedeT parafonte devariacadocadmionodia1. Fonte: autor.
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Em plantas consideradas hiperacumuladoras, geralmente ndo é notado reducdo em
sua taxa de germinacdo mesmo em altas concentraces de cadmio, e na verdade,
apresentam taxas mais elevadas de crescimento em maiores niveis deste elemento (SUN;
ZHOU:; DIAO, 2008).

Por outro lado, no segundo dia de avaliacdo foi observado que houve uma
interacdo significativa entre cadmio e Glu (p=0,0130). Foi possivel identificar efeito
significativo em um dos dois desdobramentos das concentragdes de Glu dentro de cada
nivel de cadmio, onde a menor porcentagem de germinacgdo ocorreu na presenca de 50
ppm de cddmio e Glu. Para os tratamentos com 100 ppm de cddmio ndo houve diferencas
significativas (Figura 6).
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Figura 6. Teste de Scott-Knott para o desdobramento de Glutamato em cada nivel de cadmio no dia 2.
Médias seguidas pela mesma letra, para as concentracées de glutamato dentro de cada concentracdo de
cadmio, nao diferem entre si. Fonte: autor.
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A correlagdo positiva entre aminoacidos e cadmio ja foi registrada recentemente,
em plantas da familia Asteraceae (antiga Compositae). A exposicdo das espécies ao metal
pesado resultou em uma resposta diferencial e coordenada, dos niveis de aminoacidos,
que mostraram estar desempenhando um papel significativo na adaptacao da planta a esse
estresse. Entre os principais aminodcidos, estava o Glu. Nesse experimento, foi possivel
observar um maior acumulo de Glu em plantas expostas a maiores niveis de cddmio (ZHU
etal., 2018).

Também em um ensaio com insercdo de diferentes aminoacidos com objetivo de
auxiliar a fitorremediacdo, a comparacdo das diferencas nas quantidades médias de metais
pesados acumulados no final de experimentos indicou o efeito positivo de aplicagdes Glu
no acimulo de Cu, Pb e Zn por Paulownia tomentosa (DOUMETT et al., 2010).

5.2.2 NuUmero de Folhas e Peso Fresco

O numero de folhas foi um parametro significativo (p=0,0001) para a fonte de
variagdo cadmio, apresentando um valor médio de quatro. Neste estudo, a influéncia do

metal mostrou ser positiva para um maior nimero de folhas (Figura 7).
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Figura7.Testede T paraafonte de variacao cadmio influenciando o nimero de folhas de Brassica rapa L
(A), seguido de uma imagem ilustrativa de plantas da espécie em concentracao de 50 ppm do metal (B).
Barra: 1 cm. Fonte: Autor.
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O aminoacido por sua vez, influenciou significativamente (p=0,0130) o peso fresco
das plantulas, especialmente em concentracdes de 200 ppm (Figura 8), que obteve a
menor média de todos os tratamentos. Sua auséncia, como é demonstrada neste ensaio,

influencia 0 aumento do peso fresco das plantas.

Figura8.TestedeTukeyparaafontedevariacaoGlutamatoinfluenciandoopesofrescodeBrassicarapa

L. Fonte: autor.
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A folha € um dos principais elementos de um organismo vegetal. Seu nimero e
aparéncia sdo afetados por fatores ambientais como temperatura, fotoperiodo, radiacéo,
estresse hidrico e composicao do solucdo nutritiva (CHO; SUN, 2007).

Um recente estudo de expressao génica em resposta a exposi¢cdo ao caddmio em
especies de milho (Zea mays) localizou genes que ativam mecanismos de defesas
vegetais. Entre eles estdo ATPases que controlam o movimento de ions através da
membrana vacuolar, além de genes que contribuem de alguma forma para diminuir a
peroxidacgdo lipidica, diminuindo o estresse nas plantas e aumentando possivelmente a
tolerancia ao cadmio. Tais genes foram encontrados principalmente em raizes, caules e
folhas em resposta ao estresse do metal pesado (ZHAO et al., 2018).

Como ja citado anteriormente, € sabido que o mecanismo de acumulagdo de metais
na biomassa das espécies é bastante utilizado para as plantas hiperacumuladoras como
estratégia de sobrevivéncia em ambientes contaminados (BIAN et al.,2018). A presenca
de cadmio no meio influenciou para obter os resultados com maiores medidas. Também
fora observado que a juncdo de cddmio e aminoéacidos no meio diminui a resposta de

acumulacdo de biomassa, e pode ser um parametro de futuros estudos.

5.2.3 Altura

A altura das plantulas de B. rapa foi influenciada diretamente pela fonte de variacdo
Glu (p=0,0077), e sua auséncia ou presenga no meio. Embora a auséncia do aminoéacido
tenha influenciado as espécimes a alcancar significativas alturas, a maior estatura foi em
concentracdo de 100 ppm. Em contrapartida, altas concentracfes do aminoacido (200
ppm) revelaram efeitos negativos, diminuindo a estatura das plantulas quando comparada

a concentragdes menores (Figura 9).
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Figura 9. Teste de Tukey para a fonte de variacao Glutamato influenciando a altura de Brassica rapaL (A),
seguido de umaimagem ilustrativa de plantas da espécime em concentracdo de 0 ppm e 200 ppm do
aminoacido, respectivamente (B). Barra: 1 cm. Fonte: Autor.
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5.3 CADMIO VERSUS GLICINA

531 indice de Velocidade de Germinago

O IVG dos tratamentos com Glicina (Gly) variaram de seis (minimo) a 17, sendo
este, o valor madximo dos ensaios, correspondente ao tratamento com 100 ppm de Gly e
cadmio. De maneira geral, o IVG diminuiu quando a concentracdo de cAdmio era mais

baixa (50 ppm) e aumenta nas concentracdes de 100 ppm (Tabela 2).

Tabela 2. indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) de sementes de Brassica rapa L.

submetidas a diferentes concentracdes de Cd e Gly, em seus respectivos tratamentos.

Tratamento Cd™ (ppm) Lty (ppm) o
T0 50 0 9
T1 100 0 13
T2 50 50 8
T3 100 50 12
T4 50 100 10
T5 100 100 17
6 50 200 6

T7 100 200 13
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Nos dias 1, 4, 5, 6 e 7, ndo houve resultado significativo para fontes de variagédo
cadmio ou Gly, bem como para a interacédo entre os dois (Figura 11). Entretanto, a fonte
de variacdo cadmio foi significativa no dia 2 (p=0,00220) e no dia 3 (p=0,0080), com
elevadas porcentagens de germinagdo na mais alta concentracdo de deste elemento
(Figura 10).

Figura10. Germinacaodesementesde Brassicarapal., quando submetidasadiferentesconcentracoes

de camio. Teste de T para fonte de variacao do elemento nos dias 2 (A) e 3 (B), respectivamente. Fonte:

autor.
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Figurall. Acompanhamento das fases de Germinacao de um Brassica rapal. durante 4 dias
consecutivos, em meio com Cd e Gly. Fonte: Autoral.
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5.3.2 NUmero de Folhas e Peso Fresco

O numero de folhas analisado nos tratamentos com Cd e Gly ndo foram
estatisticamente significativo entre os tratamentos com meédia geral de quatro folhas. Por
outro lado, o peso fresco apresentou resultados significativos (p=0,0194) na comparac¢ao
entre as concentracBes de cadmio elemento em concentragdes elevadas (100 ppm)
influencia positivamente para o0 aumento da massa fresca total da plantula (Figura 12).

Figural12.Testede T parapeso fresco das espécimesde Brassicarapal. emdiferentes concentracoes
de cadmio. Fonte: autor.
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Ja foi observado que sob influéncia de cadmio, atividades de enzimas
antioxidantes, superoxido dismutase, peroxidase e catalase aumentaram até um certo
nivel na parte aérea das plantulas (AFZAL et al., 2018). Essas enzimas sdo responsaveis
por trabalhar em conjunto para diminuir as EROs produzidas e desintoxicar as células,
principalmente em situacdo de estresse abidtico para recuperar a homeostase celular
(ROSSI; COSTA, 2012). A alta concentracdo de cadmio pode ter influenciado para que
a viabilidade celular aumentasse em resposta ao estresse, desenvolvendo assim a
atividade e multiplicacéo celular, que é refletida em seus caracteres fenotipicos.

Em culturas de tomate (Solanum lycopersicum), o rendimento das plantas nao foi
afetado pelo estresse de cadmio, que foi capaz de melhorar o tamanho e o peso dos frutos
na cultivar tolerante (CARVALHO et al., 2018).



5.3.3 Altura

A altura das plantulas de B. rapa foi influenciada pela interacéo entre cadmio e Gly,
especialmente em 100 ppm do elemento. Esse resultado corrobora trabalhos anteriores
onde foi demonstrado que o metal pesado influencia na altura meédia das plantas, mesmo
quando em quantidades elevadas no meio (Figura 13) (BRAGA, 2018). Concentracfes
maiores que O ppm do aminoacido também influenciaram positivamente para que as
plantulas apresentassem maiores alturas. Embora esse efeito ndo seja progressivo, ainda

assim € evidenciado sua relevancia quando comparado a auséncia de Gly (Tabela 3).

Tabela3. Altura (mm)das plantulasde Brassicarapal. emdiferentes concentracoes de

cadmio eGly.

Gly (ppm)
0

50
100
200

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entresi, mailscula na colunae

Altura (mm)

50
25 aA
47 bA
38 bA
37 bA

minUscula na linha, de acordo com o teste de Scoot Knott.

Figura13. Plantulade Brassicarapal. em meio com 50 ppm de Cd, de altura média de 25 mm. Barra:

1cm. Fonte: Autoral.

Cd (ppm)

100
45 aB
40 aA
42 aA
44 aA
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No caso do estresse por metal pesado o mecanismo de tolerancia mais importante
conhecido pela comunidade académica é a complexacdo celular por meio de
fitoquelatinas (GUIMARAES, 2008). Como a sintese dessas moléculas depende da
glutationa, a presenca de ions de metais pesados que se ligam a glutationa faz com que a
producgéo seja mais acentuada. Portanto, a quantidade de fitoquelatina aumenta quando a
célula precisa sobreviver em um ambiente com altas concentracdes de metais pesados
(VATAMANIUK et al., 2000).

5.4 CADMIO VERSUS CISTEINA

54.1 Caracteres fenotipicos

Devido a perda de tubos durante a realizacdo dos experimentos, por contaminagao
ou falta de desenvolvimento das plantas, as repeticdes nao possuiam replicatas suficientes
para a analise de caracteristicas como peso fresco, altura e niamero de folhas de todos 0s
tratamentos de forma padronizada (Figura 14). Por este motivo a andlise de cisteina foi

feita apenas por avaliacdo de germinacao.

Figura 14. Tratamentos T0 a T7, em ordem crescente da esquerda para direita, com plantulas de Brassica
rapa L. nos sete tratamentos do design experimental, e variacoes de desenvolvimento. Barra: 1 cm. Fonte:
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5.4.2 Indice de Velocidade de Germinacéo

A cisteina (Cys), em todos os tratamentos observados, apresentou resultados muito
menos significativos em IVG do que os outros aminoacidos. Os valores variaram de zero
(minimo) a 11 (maximo). O valor mais alto de IVG foi obtido no tratamento com 200
ppm de Cys e 50 ppm de cadmio. Além disso, ao se analisar a interacdo entre cAdmio e
Cys, esta pareceu inibir a germinacéo (T3), mesmo a concentracdo de Cys sendo de 100
ppm (Tabela 4).
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Tabela 4. indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) de sementes de Brassica rapa L.

submetidas a diferentes concentracdes de cadmio e Cys, em seus respectivos tratamentos.

Tratamento Cd (ppm) Cys (ppm) IVG
TO 50 0 1
T1 100 0 10
T2 50 50 5
T3 100 50 1
T4 50 100 5
T5 100 100 1
T6 50 200 11
T7 100 200 0

Quando analisado a influéncia de cddmio e Cys nos dias 1 e 2 ndo houve resultado
significativo para nenhum dos parametros analisados. Entretanto, a interag&o entre os dois
elementos foi significativa, para o dia 3 (p<0,0001), dia 4 (p<0,0001), dia 5 (p=0,0001),
dia 6 (p<0,0001) e 7 (p<0,0001). O desdobramento da analise entre Cys e cadmio
mostrou resultados significativos para ambas situacdes: cadmio dentro de Cys e Cys
dentro de cadmio (Tabela 5).

Plantas transgénicas, por exemplo, que contém mais cisteina sintase (O-acetil-I-
serina-tiol-liase) sdo significativamente mais tolerantes que as do tipo selvagem em
meio agar contendo Cd, Se e Ni, podendo aumentar o acimulo de Cd na parte aérea,
sugerindo que sejam aplicdveis a fitorremediacdo deste elemento em solos
contaminados (KAWASHIMA et al., 2004).

A Cys também é um dos elementos fundamentais das fitoquelatinas, e 0s genes de
sintese dessas moléculas também desempenham um papel crucial na sinalizacéo,
absorcdo, desintoxicacdo e acumulacdo do metal (CHAUDHARY; AGARWAL;
KHAN, 2018).
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Tabela 5. Porcentagem de germinagdo nos desdobramentos em entre os niveis de cadmio
e de Cys em diferentes dias de cultivo.

Germinagéo em %

Cd (ppm)
Cys (ppm) 50 100
Dia 3 0 0bB 40 aA
50 30 bA 0 bA
100 20 bA 0 bA
200 70 aA 0bB
Dia4 0 0 bB 50 aA
50 30 bB 10 bB
100 20 bB 0 bB
200 80 aA 0 bB
Dia 5 0 20 bB 60 aB
50 40 bB 10 bB
100 20 bB 10 bB
200 20 aA 0 bA
Dia 6 0 20 bB 80 aB
50 50 bB 10 bB
100 40 bB 10 bB
200 80 aA 0 bA
Dia7 0 20 bB 90 aA
50 60 aA 30 bB
100 50 aA 30 bB
200 80 aA 10 bB

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, maiGsculanalinha e
minUscula na coluna, de acordo com o teste de Scott-Knott.
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6 CONCLUSAO

A presenca do metal nos tratamentos com glicina por exemplo, influenciou o
aumento do peso fresco das plantulas, e no tratamento com glutamato, no nimero de
folhas e IVG foram aumentados.

A interacdo com os aminoacidos se mostrou vantajosa até certo ponto. A associa¢do
do cadmio com o glutamato influenciou positivamente o aumento do IVG e nimero de
folhas. Por outro lado, o glutamato isoladamente influenciou negativamente o peso fresco
e a altura das plantulas.

Entre os trés aminoacidos testados, a cisteina foi a que proporcionou os piores 1IVGs
entre 0s mesmos tratamentos.

De maneira geral, a utilizacao de Brassica rapa L. para fins de fitorremediacao
mostrou-se promissora, ja que elevadas concentracoes de cadmio, um dos principais metais
pesados contaminantes do ambiente, nao inibiu o crescimento ou desenvolvimento das
mesmas, e até estimulou em certos casos.

Conclui-se que a incorporacao de glutamato como adjuvante para a fitorremediacao
com B. rapa pode ser uma alternativa promissora para as técnicas de recuperacao de solos. A
micropropagacao de tecidos vegetais da espécie submetida ao meio acrescido com o
aminoacido, por exemplo, € uma possibilidade de difundir espécimes com os atributos

positivos adiquiridos da fonte exogena.
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