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RESUMO

O cadmio é um elemento considerado como metal pesado e utilizado em baterias de
niquel-cddmio e em pigmentos. Seu descarte inadequado pode contaminar
plantacbes e, consequentemente, alimentos. Dessa forma, as formas de
descontaminagcédo desses poluentes sdo atrativas, sendo a fitorremediacdo uma
técnica de bom custo-beneficio que tem como aliada a utilizacdo de plantas
naturalmente hiperacumuladoras para a remog¢éo desses contaminantes nos solos.
Dentro desse processo, 0 género Brassica L. apresentam caracteristicas
fitorremediadoras, sendo a Brassica rapa L, uma planta herbacea com bom
crescimento em biomassa e especial tolerancia ao cadmio. Assim, o objetivo deste
trabalho foi de avaliar a atenuacao de efeitos toxicos do cadmio pela suplementacao
exdgena de glutamato, glicina e cisteina na espécie Brassica rapa L. cultivada in
vitro. O experimento foi realizado a partir de um modelo fatorial das concentragoes
de 0, 50, 100 e 200 ppm de cadmio e dos trés aminoacidos em conjunto, totalizando
16 tratamentos. No cultivo, foi utilizado meio base MS com pH ajustado 5,8. Em
camara de fluxo laminar as sementes foram desinfestadas com uma solugcdo de
hipoclorito de sodio 1,25 % de cloro ativo antes da inoculagcdo em meio previamente
autoclavado. Ap6s 45 dias os parametros de altura da plantula, comprimento da
raiz, numero de folhas, peso fresco da planta e diferenciacdo entre planta normal e
anormal foram avaliados. Os dados coletados foram submetidos a analise de
variancia no software SISVAR®, dos quais os tratamentos com diferencas
significativas (p < 0,05) foram submetidos ao teste de meédia de Tukey. Foram
observadas diferencas significativas para numero de folhas, comprimento de raiz e
formacédo de plantas normais, demonstrando possivel atenuacao dos efeitos toxicos
do cadmio mediante suplementacdo com aminoécidos. A melhor concentragcéo para
a atenuacéo dos efeitos foi observada em 100 ppm de aminoacidos. Esse resultado
fornece uma base para estudos acerca da concentracdo referida para um melhor

refino da técnica de fitorremediacao através da suplementacdo de aminoacidos.

Palavras-chave: Fitorremediacéo, hiperacumulacédo, metais pesados.



ABSTRACT

Cadmium is an element considered as heavy metal and used in nickel-cadmium
batteries and in pigments. Improper disposal can contaminate crops and,
consequently, food. Thus, the forms of decontamination of these pollutants are
attractive, and phytoremediation is a cost-effective technique that has the use of
naturally hyperaccumulating plants to remove these contaminants in the soil. Within
this process, the genus Brassica L. has phytoremediation characteristics, being
Brassica rapa L, a herbaceous plant with good growth in biomass and special
tolerance to cadmium. Thus, the objective of this work was to evaluate the
attenuation of toxic effects of cadmium by the exogenous supplementation of
glutamate, glycine and cysteine in the species Brassica rapa L. grown in vitro. The
experiment was carried out from a factorial model of concentrations of 0, 50, 100 and
200 ppm of cadmium and of the three amino acids together, totaling 16 treatments.
In the culture, MS base medium with adjusted pH 5.8 was used. In a laminar flow
chamber the seeds were disinfected with a 1.25% sodium hypochlorite solution of
active chlorine before inoculation in a previously autoclaved medium. After 45 days,
the parameters of seedling height, root length, number of leaves, fresh weight of the
plant and differentiation between normal and abnormal plants were evaluated. The
collected data were subjected to analysis of variance in the SISVAR® software, of
which the treatments with significant differences (p < 0.05) were subjected to the
Tukey average test. Significant differences were observed for number of leaves,
length of root and formation of normal plants, demonstrating possible attenuation of
the toxic effects of cadmium by supplementation with amino acids. The best
concentration for attenuating the effects was observed in 100 ppm of amino acids.
This result provides a basis for studies on the referred concentration for a better

refinement of the phytoremediation technique through amino acid supplementation.

Key words: Phytoremediation, Hyperaccumulation, Heavy metals.
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1 INTRODUCAO

A manipulacdo de metais pesados devido a extracdo de minérios e seu
processamento levaram a liberacdo desses elementos no ambiente, tornando
poluicdo ambiental por este tipo de poluente uma preocupacdo mundial. A
relevancia dessa situacdo € consequéncia de que, diferente de substancias
organicas, os metais pesados ndo sdo essencialmente biodegradaveis e, portanto,
acumulam-se no meio ambiente e nos seres vivos, representando uma ameaca ao
ambiente e a saude humana (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; KHAN et al., 2010).

O cadmio por sua vez € um metal de transicdo que pode ser considerado
como metal pesado por conta de sua toxicidade. Sua maior disponibilidade no
ambiente ocorreu por conta da maior atividade de mineragédo, sendo conhecido que
o grande uso de baterias de niquel e cddmio a partir da década de 40
tambémcontribuiu para o seu aumento no ambiente (GUIMARAES et al., 2008).. A
preocupacdo com o descarte inadequado em dejetos industriais bem como o
aumento da presenca de cadmio em solos agricolas por conta da utilizacdo de
fertilizantes com tracos desse elemento tornou necessaria a procura por métodos de
descontaminacdo desse poluente. No entanto, ao longo dos anos, as técnicas de
remediacdo convencionais de solo contaminado, por exemplo, eram feitas custando
entre 50 e 500 dolares por tonelada de solo. Dessa forma, para a remediacdo de um
local com em média 4000m? e 1 metro de profundidade, seriam necessarios
250.000 dolares. Esse fator inferiu na procura de técnicas alternativas de
remediacdo com melhor custo-beneficio (CUNNINGHAM; OW, 1996).

Enquanto a necessidade por métodos de remediacdo eficazes e com bom
custo-beneficio crescia, também crescia a pesquisa acerca da resisténcia de
algumas espécies de plantas em relacdo a poluentes. Essas pesquisas mostravam
gue alguns vegetais eram capazes de remover poluentes do solo e a0 mesmo
tempo sobreviverem através de mecanismos fisiologicos especializados. Assim, a
procura por metodos alternativos de remediacdo e o estudo do ciclo de vida das
plantas entdo coincidiram no ponto em que foi estudado a possibilidade da utilizacao
de espécies vegetais para a descontaminacao de solos e 4gua, processo conhecido
como fitorremediacdo (CUNNINGHAM; OW, 1996).
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Um género de plantas conhecido por sua capacidade de hiperacumulacéo de
metais pesados € o0 Brassica, sendo varias espécies como a B. oleracea L., B.
juncea L., B. napus L., e B. rapa L. ja utilizadas em estudos de fitorremediacao
(EHSAN, 2014). B. rapa ja estudada por Jahangir et al. (2008), que demonstrou o
acumulo de diferentes metabdlitos na espécie sob toxicidade de alguns metais
pesados (MOURATO et al., 2015).

O metabolismo do nitrogénio € essencial nas respostas de plantas a metais
pesados, ja sendo demonstrado que o Cd pode interferir no metabolismo deste
nutriente nesses organismos. Quando expostas a metais pesados, as plantas
normalmente sintetizam substancias de baixo peso molecular, em especial
aminoacidos livres que sdo conhecidos por sua funcdo de moléculas sinalizadoras
desempenhando papéis como a regulacdo do transporte de ions e modulacdo da
abertura estomética para desintoxicagdo por metais pesados. Dessa forma, o
metabolismo dos aminoacidos possui um papel central na resisténcia ao estresse de
metais pesados das plantas (ZHU et al., 2018).

Assim, tendo a B. rapa como espécie hiperacumuladora modelo, o objetivo
deste trabalho foi de analisar a acdo dos aminoéacidos glicina, glutamato e cisteina
combinadamente na fitorremediacdo de Cd in vitro pela espécie e, em seguida, a
acado isolada de cada elemento que nado teve diferenca significativa de forma

combinada.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FITORREMEDIACAO

As plantas sdo normalmente consideradas como uma fonte de alimento,
madeira, fibras e combustiveis para a sociedade. Além disso, as plantas também
sdo fontes de metabdlitos secundarios amplamente utilizados na industria
farmacéutica. Nas Ultimas décadas, sua importancia ecoldgica foi evidenciada, apés
fatores como a mudanca climéticas ocasionadas pela industrializacdo por conta do
seu consumo de CO: principalmente (CUNNINGHAM; OW, 1996; COUTINHO;
BARBOSA, 2007).

As consequéncias da industrializacdo ndo s6 sdo observadas na emisséo de
poluentes gasosos, mas também na emisséo de outros tipos de poluentes no solo e
na agua, sendo necessario técnicas de remediacdo para a retirada desses produtos
do ambiente. Tendo essa realidade em evidéncia, nos ultimos anos foram realizadas
pesquisas na utilizacdo de técnicas de remediacdo que apresentem eficiéncia na
descontaminacédo, praticidade em sua utilizagdo e, principalmente, viabilidade
econdmica visto que técnicas tradicionais de remediacdo como por exemplo
substituicdo de solos, imobilizacdo quimica, isolamento de solo e remediacdo
eletrocinética embora eficientes, sejam custosas (CUNNINGHAM; OW, 1996;
KHALID et al., 2017; LIU et al., 2018).

A biorremediagéo é a utilizagcdo de organismos vivos como microrganismos e
plantas na descontaminagdo do solo ou da agua, e compreende o0s requisitos de
praticidade de utilizacdo e eficiéncia, além de sua viabilidade econémica (PIRES et
al.,, 2003). Dentro da biorremediacdo, uma das técnicas mais estudadas € a
fitorremediacdo, que se caracteriza pela utilizacdo da vegetacdo e sua microbiota
associada in situ para o tratamento do solo ou da agua contaminada (DIETZ;
SCHNOOR, 2001).

A fitorremediacdo pode ser aplicada em locais que contenham poluentes
como metais ou poluentes organicos que sao disponiveis em acesso pelas raizes
das plantas e, em seguida, sequestrados, degradados, imobilizados ou
metabolizados no lugar (DIETZ; SCHNOOR, 2001).

A fitorremediacado se tornou bastante popular nos ultimos 10 anos em funcgao

de suas vantagens, das quais se destacam custo-beneficio, sua aplicabilidade em

15



longo prazo, vantagens estéticas, possibilidade de descontaminagdo em “baixa-
escala” para locais que precisam apenas de um tratamento complementar e
utilizacdo conjunta com outras técnicas (DIETZ; SCHNOOR, 2001). Em relacdo as
limitagBes, as mais expressivas incluem o fator intrinseco a planta, que necessita de
um local apropriado ao seu crescimento e desenvolvimento e a necessidade de um
tempo maior para o processo de remediacao (PILON-SMITS, 2005).

Dentro da fitorremediacdo, ha subprocessos (estratégias) pelos quais a
planta ira promover a descontaminacdo desejada, como por exemplo a
fitodegradacdo e a fitoestimulacdo. Para metais, o processo de fitorremediacdo
pelas plantas consiste, essencialmente, no potencial de fitoextracdo e
fitoestabilizacdo. Na fitoextracdo, as plantas sequestram os poluentes em seus
tecidos (hiperacumulagédo) e na fitoestabilizacdo que consiste na imobilizacéo
desses metais (SHARMA et al., 2018).

O crescimento da pesquisa na fitorremediagdo nos ultimos anos proporcionou
0 avanco no conhecimento adquirido a é&rea, no entanto, ainda ha muitos
mecanismos e interacOfes envolvidos no processo de fitorremediacdo que
necessitam de estudos mais detalhados. Assim, a pesquisa na fitorremediacéo deve
ser continuada de forma multidisciplinar envolvendo profissionais de diferentes

areas na contribuicdo do conhecimento necessario a técnica (PILON-SMITS, 2005).

2.1.1 O género Brassica e a Brassica rapa.

Para a eficiéncia do processo de fitorremediacdo, sdo necessarias algumas
propriedades das plantas a serem escolhidas. Plantas com crescimento rapido,
elevada producédo de biomassa, tolerancia ao poluente, competitividade e vigor sdo
as preferenciais quando escolhidas (LAMEGO; VIDAL, 2007).

A pesquisa da utilizacdo de plantas na hiperacumulagcéo de metais se iniciou
com Chaney em 1983 (JIANG; LIU; HOU, 2000) e passou por processos de
evolucdo entre as espécies vegetais, se mostrando bastante presente na familia
Brassicaceae.

O género Brassica, familia Brassicaceae, envolve cerca de 30 espécies,
incluindo variedades e hibridos, das quais vérias sao utilizadas para diferentes
propostas, como agricultura ou biocombustiveis. A utilizacdo de espécies do género

Brassica na fitorremediacao, principalmente no processo de fitoextracdo, € mediante
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ao fator intrinseco do género de boa tolerancia a metais pesados, bem como sua
producdao relativa de biomassa (MOURATO et al., 2015).

As principais espécies do género Brassica envolvidas com fitorremediacdo
entre outras atividades economicamente importantes sao B. juncea, B. nigra L., B.
napus, B. oleracea, B. carinata e B. rapa L. Dentre essas, a B. juncea, conhecida
como mostarda indiana, é importante na utilizacdo como condimento, producédo de
6leo e nas suas propriedades medicinais (MOURATO et al., 2015), sendo uma das
principais espécies de estudo na fitorremediacdo, como ja demonstrado a sua
utilizacdo na hiperacumulagcdo de chumbo (Pb) (JIANG; LIU; HOU, 2000) e no
estudo de toxicidade de zinco (Zn) e cobre (Cu) (EBBS; KOCHIAN, 1997). A
mostarda negra (B. nigra), por sua vez, também é muito utilizada como condimento
mundialmente e apresenta estudos quanto a bioacumulagcédo de metais pesados e a
sua distribuicdo nas partes vegetativas e reprodutivas da planta (ANGELOVA;
IVANOV, 2009). B. napus, assim como B. juncea, € uma grande fonte de 6leo e é
cultivada em nivel global, sendo a toxicidade do zinco e cobre (EBBS; KOCHIAN,
1997) estudada previamente nessa espécie, bem como a fitorremediacdo de Cd na
adicdo de acido citrico (EHSAN et al., 2014). O couve ornamental, B. oleracea foi
recentemente utilizado na avaliacdo de remoc¢édo de Pb e Cd em solos salinos
(HAGHIGHI et al., 2016) enquanto que B. carinata foi estudada na fitoextracdo de
metais de diferentes solos contaminados com arsénio (As), Cd, Cu, Pb e Zn na
presenca de acido nitriloacético (NTA) ou &cido etileno diamino di-succinico (EDDS)
(QUARTACCI et al., 2007). A espécia B. rapa, popularmente conhecida como nabo,
ja foi estudada quanto a toxicidade de Zn e Cu e mais recentemente, por sua alta
producdo de biomassa, também foi analisada quanto ao seu potencial de
fitoextracdo de metais pesados em solos derivados de sedimentos calcarios
(MEERS et al., 2005).

B. rapa (Figura 1) € uma planta herbacea nativa da Eurasia e naturalizada em
grande parte da américa do norte, que cresce em areas revoltas, sendo uma
espécie adaptavel por se desenvolver tanto em solos arenosos como em solos
argilosos e pesados, tolerando um pH de 4,8 a 8,5. Preferindo luminosidade alta,
mas também sendo capaz de crescer em sombras moderadas a espécie é bastante
utilizada como planta de cobertura, tendo potencial de prevenir erosdes, além de
técnicas etnobotanicas que utilizam partes da planta como medicamento popular

para varios tipos de cancer (YOUNG-MATHEWS, 2012). Esta espécie apresenta
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propriedades fitorremediadoras, sendo considerada uma espécie acumuladora de
metais pesados, como por exemplo o zinco e o cobre e com boa capacidade de

tolerancia ao estresse por Cd (XIA et al., 2016).

Figura 1 - Brassica rapa L subsp. oleifera

Fonte: species.wikimedia.org/wiki/Brassica_rapa_subsp._oleifera

2.2 CADMIO

Descoberto em 1817 pelo quimico alemdo F. Strohmeier, o Cd € um
elemento atualmente considerado como de transicédo na tabela periodica, de numero
atdbmico 48. Esse elemento estd no mesmo subgrupo da tabela periédica do Zn e do
mercurio (Hg), sendo o seu Unico ion a espécie 2* e encontrado em forma sélida
(NORDBERG, 2009; BAIRD; CANN, 2011).

O Cd é naturalmente escasso na camada mais externa da terra, sendo sua
principal fonte natural a partir da emissdo de gases de atividade vulcanica. No
entanto, a mineracdo e a revolugdo industrial em seu percurso e fases distribuidas
no final do século XIX e inicio do século XX induziram uma maior liberacdo de Cd no
ambiente. Estima-se que a contaminacdo antropogénica do Cd seja entre 3 e 10
vezes superior que a sua contaminacdo natural, sendo grande parte de sua
producéo o resultado, como subproduto, da fusdo do zinco visto que os dos metais
ocorrem juntos, sendo liberado também através da queima de carvdo. E

amplamente utilizado na galvanizacdo, em pigmentos, estabilizadores de plastico, e
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em baterias de niquel-cadmio, sendo liberado para o ambiente através do descarte
inadequado destas pilhas e da incineracdo de plasticos que o contenham em seu
estabilizador, ou como pigmentos. Os famosos girassoéis de Van Gogh possuem a
pigmentacdo amarela brilhante produzida através dos ions de Cd, acreditando-se
gue o envenenamento por esse metal tenha contribuido com o estado mental do
pintor (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005; GUIMARAES et al., 2008;
NORDBERG, 2009; BAIRD; CANN, 2011).

As primeiras observacgfes dos efeitos toxicos consequentes da exposi¢cdo ao
Cd foram realizadas de forma clinica, em que Sovet em 1858 notou sintomas no
sistema gastrointestinal e dificuldades respiratorias em pessoas que utilizavam o
carbonato de cadmio como agente polidor, inalando e ingerindo este material.
Stephens em 1920 relatou o envenenamento em trabalhadores expostos ao Cd. As
contribuicdes toxicoldgicas acerca do Cd avancaram em 1919 e 1923 com Alsberg e
Schwartze a partir de experimentos que demonstraram alteragbes morfolégicas em
orgaos de animais como cdes e passaros, aumentando o numero de pesquisas
acerca da toxicidade do elemento no ser humano (NORDBERG, 2009).

Quando presentes excessivamente no solo e na agua, o Cd ou outros metais
pesados essenciais e ndo-essenciais sao potenciais causadores de problemas a
todos o0s organismos expostos a esses elementos. Em relacdo as plantas, o
conhecimento que envolve as interacdes entre as plantas e os metais pesados sao
importantes para o estudo da seguranca do ambiente e, principalmente, para a
reducdo de riscos relacionados a insercdo de vestigios de metais pesados na
cadeia alimentar (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005).

Nas plantas, a toxicidade do Cd ¢é observada em consequéncia de
mecanismos e interacdes celulares, também responsaveis pela desintoxicacdo da
planta e pela sua tolerancia ao estresse ocasionado (HALL, 2002). No organismo
vegetal, as enzimas sdo os alvos principais dos metais pesados, podendo ser
inibidas ou até mesmo desnaturadas em decorréncia da interacdo com esses
elementos em excesso (DAS; ROUT; SAMANTARY, 1997). Além disso, o Cd é
também um grande indutor de formacdo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio nas plantas (DIETX; BAIER; KRAMER, 1999).

Afetando o crescimento e o0 desenvolvimento da planta, os principais
sintomas visiveis da toxicidade por Cd sao: a clorose, que € a reducdo ou perda

anormal da cor verde das folhas, o enrolamento das folhas e a perda de vigor
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(BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005). Recentemente também foram
observados outros sintomas como a perda do turgor, lesdes necroticas e reducéo da
biomassa (HUSSAIN et al., 2015; RIZWAN et al., 20164, b). Diante disso, as plantas
evoluiram resisténcias e mecanismos para amenizar a toxicidade do Cd, como o
controle na captacao, a desintoxicagdo e a acumulacdo (BENAVIDES; GALLEGO;
TOMARO, 2005).

2.3 AMINOACIDOS

A exposicdo das plantas aos metais pesados geralmente induzem a sintese
de substancias de baixo peso molecular denominadas aminoéacidos livres e também
conhecidos como solutos compativeis que desempenham func¢do de sinalizacéo e
papel funcional como osmodlitos, eliminadores de radicais livres, regulagdo no
transporte de ions, modulacdo da abertura dos estdmatos e desintoxicacdo de
metais pesados. Aminoacidos ricos em grupos carboxila, amina, tidis e fendis estédo
envolvidos também na sintese de glutationa e de fitoquelatinas, que formam cétions
metalicos que diminuem a reatividade de metais pesados com outras moléculas
celulares e séo funcionais como quelantes de metalicos (SHARMA; DIETZ, 2006;
IRTELLI et al., 2009; GHNAYA et al., 2010; RICHAU et al., 2009; ZEMANOVA et al.,
2014; ZHU et al., 2018).

O metabolismo do nitrogénio lidera a resposta das plantas aos metais
pesados. O acumulo de Cd no organismo vegetal compromete o sistema de
biosintese de aminoacidos sendo demonstrado que este elemento pode, dessa
forma, interferir no metabolismo do nitrogénio (N). Além disso, o Cd também inibe a
atividade de algumas enzimas vegetais, causa estresse oxidativo e interfere no
desequilibrio metabdlico do organismo (NAGAJYOTI et al., 2010; LIU et al., 2011;
CHAFFEI et al., 2014; ZHU et al., 2018).

A glutationa (GSH) € um dos principais tripeptideos envolvidos na defesa
celular contra a acado toxica de xenobidticos e cations metélicos, também sendo
capaz de proteger as células dos danos causados pelo estresse oxidativo, de alterar
as taxas de absorcéo e eliminacdo de metais e de quelar ions metélicos em células
(MEISTER; ANDERSON, 1983; GALLEGO; BENAVIDES; TOMARO, 1996; KANG;
ENGER, 1987). Essa molécula de baixo peso molecular € composta por glutamato,

cisteina e glicina. A sintese de GSH é catalisada por duas enzimas dependentes de
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ATP, que sédo a y-glutamilcisteina sintetase e glutationa sintetase. A glutationa é
também um substrato para a sintese de fitoquelatina, que sao polipeptideos
compostos de cisteina que se ligam a metais pesados, formando complexos com 0s
ions metalicos téxicos no citosol e os transportando para o vacuolo, tendo funcéo de
protecdo da plantas contra os efeitos deletérios desses compostos (SALT;
RAUSER, 1995; FREEMAN et al., 2014; YADAV, 2010).

2.3.1 Glutamato

O glutamato (figura 1) € um aminoacido envolvido na resposta das plantas
aos fatores ambientais e sua férmula quimica &€ CsH9NOa4. A amodnia é absorvida do
solo é assimilada em Glutamato e Glutamina pelo ciclo da glutamato sintase
(GOGAT) e glutamina sintetase (GS). Além disso, 0 glutamato também €& um
precursor de amino&cidos livres que sao relacionados ao estresse do vegetal, como
prolina, arginina, e acido aminobutirico (GABA). Estudos recentes mostraram que a
suplementacdo de glutamato em arroz (Oryza sativa L.) amenizou a toxicidade e
diminuiu a acumulagdo de Cd, como também aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes catalase, peroxidase e glutationa transferase que diminuiu
significativamente o estresse oxidativo provocado pelo Cd (JIANG et al., 2019).
Nesse mesmo estudo também foi demonstrado que a suplementacdo de glutamato
foi responsavel por induzir a expressdo de genes transportadores de metais
OsNrampl, OsNramp5, OsURT2, OsHMA2 e OsHMA3 nas raizes.
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Figura 2 — Formula molecular do Glutamato.
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. Fonte: Pubchem.

2.3.2 Cisteina

Precursora para a sintese de glutationa, a cisteina (figura 2) € um aminoacido
gue possui 0 grupo tiol. Sua formula quimica € C3H7NO2S e a presenca desse tiol na
molécula de glutationa é essencial a sua atividade. Dominguez-Solis et al. (2004)
demonstraram que o aumento da disponibilidade de cisteina esta diretamente ligado
com a tolerancia e a acumulacéo de Cd nas plantas. Esses mesmos autores haviam
demonstrado que a primeira resposta ao estresse ocasionado pelo Cd em
Arabidopsis thaliana é a inducdo de genes responsaveis pela biossintese de
cisteina e, nesse estudo, foi realizada uma engenharia genética ha mesma espeécie
modelo A. thaliana para a superexpressao do gene Atcys que codifica uma das
formas citosélicas da enzima O-acetilserina(tiol)iase OASTL mais conhecida
atualmente como cisteina sintetase que € responsavel pela Ultima etapa na
biossintese de cisteina a partir da via de assimilacdo do sulfato. Dessa forma, foi
observado que a planta modelo e a planta modificada demonstraram niveis
similares de cisteina e glutationa em condicbes padrao de cultivo. Entretanto, na

presenca de Cd, a planta modificada demonstrou niveis substancialmente mais altos
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de cisteina e glutationa. Esse aumento ainda possibilitou a espécie modificada a
sobrevivéncia em condi¢cOes severas de estresse por metais pesados e demonstrou
um nivel de acumulagdo de Cd semelhante ao visto em espécies naturalmente

hiperacumuladoras.

Figura 2 — Férmula molecular da Cisteina.

Fonte: Pubchem.

A cisteina também esta presente na estrutura das fitoquelatinas. As
fitoquelatinas séo peptideos responsaveis pelo sequestro dos metais pesados,
permitindo uma maior tolerancia a esses poluentes. Na acao de sequestro desses
metais, a etapa limite na reacdo € a etapa do fornecimento da cisteina que é
também realizada pela cisteina sintetase. Assim, similar ao trabalho realizado com
Arabidopsis thaliana, Harada et al. em 2002 também realizaram a engenharia
genética para a observacdo do comportamento das plantas em relacdo a presenca
de Cd. Nesse trabalho, a planta utilizada foi a espécie Nicotiana tabacum que foi
modificada com o gene RCS1 do arroz (Oryza sativa).Os resultados mostraram que
as plantas transgénicas possuem atividade trés vezes maior de cisteina sintetase
gue as plantas controle e que, apds a exposicao ao Cd, ela apresentaram tolerancia
e crescimento superior que as plantas controle. O trabalho ainda mostrou que o
nivel de fitoquelatinas nas plantas transgénicas era maior e que a concentracdo de

Cd no peso fresco dessas plantas foi 20 % menor do que no tratamento controle.
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Os resultados desses trabalhos envolvendo a cisteina demonstra a
importancia dessa molécula tanto na tolerancia ao Cd como na propria
metabolizacdo desse composto pelas plantas. Esse fator estd4 diretamente ligado
com a possibilidade da utilizagdo deste aminoacido em plantas naturalmente

hiperacumuladoras para uma melhoria na performance na fitorremediagao do Cd.

2.3.3 Glicina

A glicina (Figura 3) € um aminoacido de formula CsH4sNO2 que compbe a
glutationa em conjunto com o glutamato e a cisteina. A glicina e a cisteina estao
intimamente envolvidas com a biossintese de fitoquelatinas e metabdlitos
antioxidantes. Além disso, também é estudado o efeito de proteinas ricas em
glicinas no crescimento e na funcdo das paredes celulares. A diminuicdo do
contetdo de glicina em espécies ndo hiperacumuladoras parece estar envolvido
com o0 processo de adaptacdo aos efeitos do Cd, enquanto em espécies
hiperacumuladores o contetddo de glicina parece se manter estavel (ZHU et al.,
2018).

Figura 3 — Formula molecular da Glicina.

Fonte: Pubchem.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a capacidade fitorremediadora da B. rapa na presenca de Cd e com

suplementacdo dos aminoacidos glutamato, glicina e cisteina combinados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar os efeitos positivos dos aminoacidos na capacidade fitorremediadora
de Cd da B. rapa em concentracOes diferenciadas; inferir os mecanismos
fisiologicos que podem estar envolvidos nos resultados; e discutir 0s
desdobramentos dos efeitos significativos da suplementacdo dos aminoécidos para
a futura utilizacdo desses suplementos como forma de melhoramento da

capacidade fitorremediadora da espécie.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E SEMENTES

As sementes de B. rapa foram advindas do municipio de Estiva, localizado no
estado de Minas Gerais. As sementes foram mantidas em geladeira (8 °C) até a

utilizacao.

4.2 AMINOACIDOS

Os aminoécidos utilizados foram o glutamato na forma de acido L-glutamico
(CsH9NO4), cisteina na forma de cloridrato de L-cisteina anidra (C7H7NO2.HCI) e
glicina (CsHsNO2), todos preparados em solucao padrao de 1000 ppm.

4.3 DESENHO FATORIAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi feito em um desenho fatorial somando 16 tratamentos com
concentracdes de 0, 50, 100 e 200 ppm de Cd e 0, 50, 100 e 200 ppm para cada
aminoacido, glutamato, glicina e cisteina, que foram utilizados de forma combinada

para os tratamentos com a presenca de aminoacidos. (Figura 4).
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Figura 4 - Desenho fatorial realizado para a combinagéo das concentra¢gdes de aminoécidos e Cd,
com 10 tubos para cada tratamento.
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Fonte: autor.

4.4 MEIO DE CULTURA

Os meios de cultivo foram preparados conforme o meio base MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) modificado. As modificacdes realizadas foram no
nitrato de aménia e no nitrato de potassio que foram substituidos pelo Kristalon
Comercial, reduzindo em 25 % a concentragdo em contraste com o original. Foi
adicionado ainda 30 gL' de sacarose. Os tratamentos foram preparados e o pH
ajustado para 5.8 com o auxilio um phmetro de bancada e de acido cloridrico (HCI)
e hidroxido de sédio (NaOH) ambos em concentracdo de 1 mol/L. Para cada
tratamento foi adicionado 0,6 % de agar bacterioldgico. Ao final, cada tratamento foi
dividido em 10 tubos de ensaio, contendo 15 mL de meio base por tubo. Todos os
meios foram devidamente autoclavados por 15 minutos a 121 °C e pressao de 1,5

atm.
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4.4 INOCULACAO E CULTIVO IN VITRO

4.4.1 Assepsia das sementes e inoculagdo

As sementes selecionadas passaram por um processo de assepsia dentro da
camara de fluxo laminar que consistiu em um banho de 30 segundos em solucéo de
alcool 70 % (v/v), seguido de imersdo por cinco minutos em hipoclorito de sédio
(NaClO) comercial em proporcdo de 50 % (v/v) com agua destilada autoclavada.
Apés isso, as sementes foram lavadas com agua estéril por trés vezes. Ainda na
camara de fluxo laminar, as sementes desinfestadas foram inoculadas nos tubos de
ensaio com o auxilio de uma pinca autoclavada e esterilizada em chama de bico de
bunsen. Para cada tratamento foi utilizado o0 mesmo processo de esterilizacdo em
chama. Cada tubo de ensaio conteve duas sementes posicionadas paralelamente,
totalizando 20 sementes por tratamento e 320 para o experimento completo. Os

tubos foram fechados com tampa plastica e vedados com filme de PVC.

4.4.3 Condicdes de cultivo

Os tubos de ensaio foram levados para uma estante de fotoperiodo e
dispostos de forma aleatéria sob a luz como mostrado na Figura 5. As condi¢gbes de

cultivo se mantiveram em 25 °C com 16 h de fotoperiodo e irradiancia de 30 pmol/m-
25,
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Figura 5 - Plantulas com 10 dias de germinacdo em estante de fotoperiodo dispostas de forma
aleatoria em relacao aos tratamentos, todos contendo meio MS e duas sementes.
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Fonte: autor.

4.5 ANALISES

4.5.1 Analise do cultivo

Apos 45 dias de cultivo, as plantulas foram retiradas da estante de
fotoperiodo e analisadas cada uma quanto aos parametros de: peso fresco (mg)
com o auxilio de uma balanca de precisdo (0,0001 g); altura (mm) e comprimento
(mm) da plantula, da parte aérea (mm) e das raizes (mm) com auxilio de uma régua
milimetrada; numero de folhas e diferenciacdo entre plantulas normais e anormais.

Todos os dados foram coletados em uma Tabela.

4.5.2 Andlise estatistica

Os dados coletados de cada parametro foram submetidos a analise de

variancia a partir do software SISVAR® (FERREIRA, 2011) e os tratamentos que
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apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) tiveram suas médias submetidas

ao teste de média de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CADMIO VERSUS AMINOACIDOS

As concentracbes de aminoacidos em contraste ao Cd obtiveram
performances relevantes, apresentando resultados significativos para o0s
parametros: numero de folhas, comprimento de raiz e formacéo de plantas normais;
e nao significativos para altura da parte aérea.

5.1.1 Numero de folhas

Este parametro apresentou interacdo significativa (p < 0.0013), estando suas
performances apresentadas na Figura 6. A maior média geral foi observada no
tratamento controle, 4.1 folhas. Na auséncia de Cd, a presenca de aminoacidos ndo

influenciou significativamente o aumento no nimero de folhas.

Figura 6 - Interagdo de aminodacido dentro de cada nivel de cadmio para a variacdo do nimero de
folhas
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Na concentracdo de 50 ppm de Cd a suplementacdo de aminoacidos se
mostrou ndo significativa em todas as suas concentracfes. Na presenca de 100
ppm de Cd, a maior média do nimero de folhas (3,6 folhas) foi obtida com 100 ppm
de aminoécidos. Ja na concentracdo de 200 ppm de Cd, a maior média (3,1 folhas)
foi observada com a utilizagdo de 50 ppm de aminoacidos.

As folhas sdo uma das partes da planta mais afetadas com a presenca de
metais pesados no meio. Os sintomas mais observados em plantas acumuladoras
devido a essa presenca de metais pesados sdo clorose e dobramento ou
enrolamento das folhas (Figura 7). Ja foi demonstrado que a suplementacao
exégena de glutamato, glicina e cisteina em mudas de arroz (O. sativa) crescidas
em solo contendo Cd influenciou na reducéo da translocacdo de Cd?* das raizes
para a parte aérea, diminuindo a peroxidacao lipidica das plantas (WANG et al.,
2016). Assim, é possivel inferir que a diferenca significativa observada no parametro
namero de folhas para o teste aminoacidos x Cd pode estar envolvido com a

reducédo da translocacgdo do Cd?* na B. rapa.

Figura 7 - Alguns sintomas do Cd na B. rapa: clorose e dobramento ou enrolamento das folhas.

Fonte: autor.
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5.1.2 Comprimento de raiz

A interacdo aminoacidos x Cd foi significativa para esse parametro (p <
0,0001). Nesse resultado, foi evidenciado que todos as concentracdes de Cd
diferiram na auséncia de aminoacidos, e que a auséncia de Cd também foi

significativa dentro de cada concentracdo de aminoéacidos (Figura 8).

Figura 8 - Interagdo de aminoécido dentro de cada nivel de Cd para a variacdo do comprimento de
raiz.
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Nota-se que na auséncia de aminoacidos, o comprimento da raiz € reduzido
drasticamente na medida em que as concentra¢cdes de Cd vao aumentando, de 126
mm (0/0 ppm — aminoacidos x Cd) para 4 mm (0/200 ppm — aminoacidos x Cd).
Padrdo semelhante foi observado na concentracdo de 50 ppm de aminoacidos,
muito embora nota-se uma reducdo significativa do comprimento da raiz na
auséncia de Cd (77 mm) em comparacdo ao controle geral (126 mm), mas um
aumento no comprimento na maior concentracao de Cd (11 mm) em comparacao

aos 4 mm obtidos com 200 ppm de Cd e auséncia de aminoacidos. Entretanto, nas
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concentraces de 100 e 200 ppm de aminoacidos, o aumento da concentracao de
Cd (50 - 200 ppm) ndo ocasionou uma reducdo gradativa do comprimento das
raizes uma vez que ndo diferiram estatisticamente entre si, evidenciando o papel
positivo da adicdo dos aminoacidos (Figura 8).

As raizes sdo o0 maior 6rgdo de entrada de Cd na planta (RAUSER,;
MEUWLY, 1995). J4& foi observado que plantas tolerantes a metais pesados
possuem uma diminuicdo da concentracdo do metal nos brotos e um aumento do
acumulo nas raizes, diferentemente de plantas ndo tolerantes (DAS; ROUT,;
SAMANTARY, 1997). Essa maior retencdo de metais pesados nas raizes implicam
uma restricdo da translocacédo do metal para a parte aérea da planta como forma de
protecdo do aparato fotossintético, como visto em relacdo ao parametro de nimero
de folhas. Dessa forma, a diferenca demonstrada em todos o0s niveis de
aminoacidos x Cd se mostrou significativa e possivelmente esta relacionada a
toxicidade do Cd nas raizes da B. rapa a partir de uma maior producdo de
guelatinas e/ou proteinas com capacidade de ligacdo ao metal, responsaveis por
reduzir a concentracdo de Cd livre que poderia ser translocado para as partes
aéreas (ZOUARI et al., 2016).

5.1.3 Formagao de plantas normais

Para a porcentagem de plantas normais, (p < 0,0018) o resultado mais
significativo esteve dentro da concentracdo de 100 ppm de aminoé&cidos, na qual
todos os resultados possuiram efeitos de anulacdo da presenca do Cd (Figura 9).
Além disso, de forma geral a concentracdo de 100 ppm de aminoacidos apresentou
a melhor média na porcentagem de plantulas normais comparadas aos outros
tratamentos, estando apenas menor do que o controle geral.

A o aumento da concentragcdo de Cd no meio influencia positivamente até certo
ponto, na obtengdo de um maior numero de plantas normais. Foi observado em
Olea europaea L. que o tratamento das plantulas com Cd induz a acumulacéo deste
elemento nas raizes e nas folhas e diminui a realizacdo da fotossintese, da
captacao de alguns minerais e da biomassa. O tratamento das plantulas com outro
aminoacido, a prolina exdgena, atenuou esses efeitos, permitindo plantas com uma

maior atividade de enzimas antioxidantes, maior atividade fotossintética e melhor
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crescimento, sendo portanto os resultados referentes a porcentagem de plantas
normais relacionado a presenca da prolina exdégena e dos outros aminoacidos na
atenuacao dos efeitos do Cd na atividade fotossintética e, portanto, na presenca de
plantas normais e anormais (ZOUARI et al., 2016). A anulagdo estatistica dos
efeitos toxicos do Cd dentro da concentracdo de 100 ppm de aminoacidos
demonstra potencial de fitorremediacdo nesses parametros estabelecidos. A maior
média em relacdo as porcentagens de plantas normais em relacdo a cada
concentracdo de Cd também esteve dentro da concentragdo de 100 ppm de
aminoacidos, que pode ser interpretado como outra evidéncia dessa concentragcdo

ter tido impacto significativo na anulacéo dos efeitos téxicos do Cd.

Figura 9 - Interagdo de aminoé&cido dentro de cada nivel de Cd para a variagdo da porcentagem de
plantulas normais.
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5.1.4 Altura da Parte Aérea

A altura da parte aérea para o teste de Cd x Aminoacidos (AA) nédo
apresentou resultados significativos, sendo sua média geral de 41,24 mm.
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5.2 CADMIO ISOLADAMENTE

A altura de plantulas (p < 0,0001) bem como o peso fresco (p < 0,0001)
apresentaram resultados significativos, na concentragao de 200 ppm de Cd, com os
menores valores de 27,8 mm para altura (Figura 10) e 24,9 mg para o peso fresco
(Figura 11, respectivamente. Para as concentracdes de 50 e 100 ppm de Cd, as
médias estiveram bem proximas para os dois parametros. O tratamento controle
apresentou a maior média de peso fresco (53,3 mg) e de altura (47,7 mm), como

esperado.

Figura 10 - Variacéo da altura em rela¢éo as concentragdes de cadmio.
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O Cd tem influéncia na atividade fotossintética, na captacdo de nutrientes e no
crescimento das plantulas, dessa forma é possivel inferir que em contraste com o
tratamento controle, o tratamento com maior concentracdo de Cd teve seu desenvolvimento

(altura) e sua biomassa (peso fresco) afetados.
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Figura 11 - Variagdo do peso fresco em relacédo as concentracdes de cadmio.
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5.3 AMINOACIDOS ISOLADAMENTE

Figura 12 - Variacdo do peso fresco em relagdo as concentracdes de aminoacidos.
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Para a fonte de variacdo de aminoacidos, apenas o peso fresco foi

significativo (p < 0,0003) sendo possivel observar que a fonte exdégena de

aminoacidos para a concentragdo de 100 ppm, com valor de 51 mg, permitiu um

maior

desenvolvimento da biomassa da plantula (Figura 12).

Todos as
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concentracbes de aminoacidos obtiveram médias de peso fresco maior que o
controle, que foi de 28 mg. Esse resultado demonstra que na concentracédo de 100
ppm, os aminoacidos de forma isolada foram capazes de melhorar o

desenvolvimento em biomassa da planta, contribuindo no seu metabolismo.
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6 CONCLUSOES

A suplementacdo de aminoacidos no meio com Cd apresentou resultados no
desenvolvimento da plantula de B. rapa fundamentado os objetivos do trabalho. Os
dados obtidos possibilitaram inferir que a suplementacdo exd6gena com 0s
aminoacidos glutamato, glicina e cisteina combinadamente interferiu no
desenvolvimento da espécie em relacdo ao meio com presenca de Cd.

O aumento do numero de folhas, o maior comprimento de raiz da planta e a
maior formagdo de plantas normais foram parametros significativamente
influenciados pela suplementacdo de aminoacidos.

Esses resultados estdo de acordo com as pesquisas mais recentes em relacéo
aos efeitos positivos da suplementacdo exdgena de aminoacidos no processo de
fitorremediacdo e permite, de forma geral, que a incorporacdo de aminoacidos
nesse processo seja feita com fins de aperfeicoar e refinar a técnica, através do
estudo mais amplo acerca do metabolismo no nitrogénio para sua possivel
suplementacéo e inducdo da sintese desses aminoacidos, mantendo o bom custo

beneficio da técnica.
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