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RESUMO

O parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) é espécie nativa do bioma
amazbnico que apresenta caracteristicas atrativas para producdo de madeira. O
arsénio € metal pesado toxico, tendo como fonte atividades vulcanicas, sismicas e
antropogénicas, podendo entrar na cadeia alimentar e ser bioacumulado. O objetivo
do estudo foi avaliar se o 24-epibrassinolideo (EBL) atenua o estresse oxidativo na
emergéncia, em plantulas de parica submetidas a toxicidade por arsénio (As). O
experimento foi desenvolvido na sala de crescimento vegetal do Laboratério de
Estudos da Biodiversidade de Plantas Superiores (EBPS), Universidade Federal Rural
da Amazénia (UFRA), localizada em Belém-Par4, no periodo de julho a agosto de
2022. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 3 x 4, com 12 tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 48 unidades
experimentais contendo 15 sementes por repeticdo. As sementes foram embebidas
por 24 horas em 3 concentracbes de 24-epibrassinolideo (0, 10 nM e 20 nM) e
colocadas em areia contendo diferentes concentragcdes de arsenito de sodio (NaAsO,
-0,2mg. L%, 4 mg.L?, 6 mg.LY). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F (p < 0,05) e as diferencas entre tratamentos analisadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). O EBL influenciou positivamente na porcentagem de emergéncia e
o crescimento da parte aérea e raiz, principalmente na dosagem de 20nM de EBL. O
aumento da concentracdo de arsénio teve efeito negativo. Andlise do sistema
antioxidante mostrou que o nivel de SOD permaneceu constante, a producdo de APX
e G-POD é modulada negativamente pelo EBL, nas folhas. Na raiz, APX apresentou
niveis baixos e a concentracdo de G-POD aumentou com dosagens de 20nM de EBL.
De uma perspectiva global, doses de 20nM de EBL apresentaram evidéncias de efeito

atenuante.

Palavras-chave: Espécie florestal. Enzimas antioxidantes. Fitotoxicidade. Metal
pesado



ABSTRACT

Parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) is a native species of the Amazon
biome that has attractive characteristics for wood production. Arsenic is a toxic heavy
metal, having as sources volcanic, seismic and anthropogenic activities, and it can
enter the food chain and be bioaccumulated. The aim of the study was to evaluate
whether brassinosteroid (BR) attenuates oxidative stress at emergence in parica
seedlings subjected to arsenic (As) toxicity. The experiment was carried out in the plant
growth room of the Laboratory of Biodiversity Studies of Superior Plants (EBPS),
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), located in Belém-Pard, from July to
August 2022. A completely randomized design (DIC) was used in a 3 x 4 factorial
design, with 12 treatments and 4 replications, totaling 48 experimental units containing
15 seeds per replication. The seeds were soaked for 24 hours in 3 concentrations of
24-epibrassinolide (0, 10 nM and 20 nM) and placed in sand containing different
concentrations of sodium arsenite (NaAsO, - 0, 2 mg.Lt, 4 mg.Lt, 6 mg.L?). The data
were submitted to analysis of variance using the F test (p < 0.05). The EBL positively
influenced the percentage of emergence and the growth of shoots and roots, mainly at
the dosage of 20nM of EBL. The increase in arsenic concentration had a negative
effect. Analysis of the antioxidant system showed that the level of SOD remained
constant, the production of APX and G-POD is negatively modulated by EBL in leaves.
In the root, APX showed low levels and the concentration of G-POD increased with
dosages of 20nM of EBL. From a global perspective, 20nM doses of EBL showed
evidence of an attenuating effect.

Keywords: Forest species. Antioxidant enzymes. Phytotoxicity. Heavy metal
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1. ASPECTOS GERAIS DA PESQUISA
1.1Contextualizacao

1.1.1 Paric& (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke)

A espécie conhecida comumente como parica pertence a divisdo magnoliophyta,
classe magnoliopsida, ordem fabale, familia Fabaceae, sub-familia Caesalpiniaceae,
Genéro Schizolobium e espécie Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex
Ducke) (BARNEBY, 1996). Ela apresenta duas variedades, uma de ocorréncia no
bioma amazodnico (Schizolobium parahyba var. amazonicum) e outra na mata atlantica
(Schizolobium parahyba var. parahyba) (BARNEBY, 1996). Sua versatilidade de
cultivo a permite ser implantada em sistemas agroflorestais, plantios consorcio e
homogéneos destacando-se entre as espécies nativas mais frequentemente
selecionadas em projetos de reflorestamento; somado a isso, destaca-se pelo rapido
crescimento volumétrico, atingindo cerca de 40 m de altura e 100 cm de didametro na
altura do peito e facil germinacao, tornando-se uma espécie de importancia econémica
para industria madeireira (RIBEIRO, 2011).

A copa das arvores ndo é densa, apresenta galhos espacados, ndo apresentando
cobertura completa contra isolacdo, exercendo desse modo menor competicéo por luz
com as espécies de sub-bosque (ALBINO; ZANETTI, 2006). As folhas sdo compostas
por 20 a 30 pinas opostas, com peciolo viscosos e longo medindo até 20 cm (ROSA,
2006). Na floracdo ocorre a perda parcial ou total das flores, que apresentam
coloracdo amarela e pétalas oblongas, glabras e firmes medindo entre 2,5 a 3,0 cm,

sendo hermafroditas e agrupadas em inflorescéncias paniculas (VENTURIERI, 1999).

O fruto é formado por duas valvas em forma de espatula, medindo de 6 a 10 cm
de comprimento e 1,5 a 3 cm de largura. Trata-se de legume deiscente, achatado,
coriaceo, obovado, alado e quando maduro apresenta cor amarronzada. Recomenda-
se a coleta dos frutos no inicio da deiscéncia reconhecida pela cor café-claro, obtendo-
se as sementes apos exposi¢do ao sol. A partir de cada fruto consegue-se apenas
uma semente, localizada na posicdo apical envolta pelo mesoendocarpo alado.
(CARVALHO, 1994; ROSA, 2006).

As sementes apresentam alta taxa de germinacgdo, ocorrendo de forma epigea
fanerocotiledonar, e de propagacao facil (VENTURIERI, 2000). Caracterizam-se pela
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superficie lisa, brilhante, achatadas, ovalada, cor de café, com bordas mais escuras e
endocarpo papiroso, estando envolta por uma asa grande e papiracea (CARVALHO,
1994).

Figura 1. Diferentes aspectos da morfologia da inflorescéncia, flor, fruto e semente do
Parica (Schizolobium amazonicum). a) panicula; b) flor em vista lateral; c) flor em
corte; d) estame, e) antera; f) gineceu; g) fruto; h) semente. Desenho de A.Elielson.
Fonte: Ventueri (2000).

1.1.2 Arsénio

O arsénio (As) é um elemento quimico de numero atbmico 33, com propriedades
entre metais e ndo-metais sendo considerado metaloide ou semimetal (SOUZA,
2018). No meio ambiente ele € encontrado em dois grupos de compostos, 0 arsénio
inorganico e organico, ocorrendo em diferentes estados de oxidacdo (Tabela 1) e
tendo distribuicdo ampla na crosta terrestre, agua, ar, plantas e animais (IARC et al.,
2012). O primeiro é considerado mais toxico e ocorre combinado com elementos como
enxofre, cloro e oxigénio; o segundo com atomos de carbono e hidrogénio, podendo
ao longo do tempo se converter nas formas mais téxicas (arsénio inorganico) (IARC
et al., 2012).
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Tabela 1. Arsénio inorganico (arsenito, arsenato, trioxido de arsénio e pentéxido de
arsénio) e arsenio organico.

Estado de oxidacéo trivalente Estado de oxidacdo pentavalente
Arsenito (As IlI) Arsenato (As V)
Triéxido de Arsénio (As203) Pentdxido de Arsénio (As20s)
Acido monometilarsenoso (MMA Il1) Acido monometilarsénico (MMA V)
Acido dimetilarsenoso (DMA Il) Acido dimetillarsinico (DMA V)

Acido trimetilarsinico
Acido arsanilico
Fonte: IARC et al. (2012)

As fontes podem ser atividades geoldgicas como erup¢bes vulcanicas ou
antropogénicas (Imagem 1) (JUNIOR, 2022). Os compostos arsénicos vém sendo
produzidos pela inddstria ha muito tempo, seja como residuo ou produto
comercializado, em defensivos agricolas, industrias mineradoras, metallrgicas e até
certas aplicagcbes medicinais antes de se conhecer os impactos ambientais e
gravidade toxicol6gica deles. Atualmente, tem crescido o desestimulo ao uso de
pesticidas contendo sais de arsénio, tais quais MSMA (metilarsonato monossédico, o
DSMA (metilarsonato dissodico) e outros (JUNIOR, 2022). Esses compostos no meio
ambiente transformam-se, ao longo do tempo, em formas mais téxicas (inorgéanicas)
contaminando o ambiente e causando danos ao ecossistema. A crescente atividade
de mineracdo no Brasil tdo importante para nossa economia ainda é e continuara a
ser uma das principais atividades humanas a contribuirem para elevacdo da

concentracdo de arsénio no solo, 4gua e ecossistema (Borda et al., 2000).
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Figura 2. Ciclo do arsénio, a esquerda as fontes naturais e a direita as fontes
antropogénicas. Fonte: IARC et al. (2012).

Os compostos desse elemento apresentam propriedades carcinogénicas e uma
vez no solo e na agua entram na cadeia alimentar e acumulam-se principalmente nos
organismos que estdo nos maiores niveis troficos. Devido a potencial ameaca a saude
humana a Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR, 2019)
classifica o arsénio entre as principais substancias téxicas, seguido pelo mercurio e
chumbo. A forma quimica determina o grau de toxicidade, biodisponibilidade e os
efeitos fisiolégico/toxicolégicos; no caso das plantas o arsenito (As'"") e o arsenato
(AsY) sdo as formas mais prejudicais, devido serem mais téxicas e prontamente
absorvidas pelas raizes (TRIPATHI et al., 2007).

1.1.3

O arsénio entra no sistema vegetal pelas raizes e essa absorcdo pode ser

O efeito do arsénio nas plantas

intensificada de acordo com fatores como, por exemplo, PH, propriedades do solo,
concentracdo do metal e a espécie que esta sendo avaliada (SHI et al., 2019). Embora
diferentes espécies vegetais tenham sensibilidades diferentes, elas resistem até dada

concentracéo limite a partir da qual o estresse se torna letal (SHI et al., 2019).

As duas principais formas desse metaldide (As'"' e AsY) estdo disponiveis para

absorcédo dependendo do nivel de oxigénio e condicdo redox do solo (LI et al., 2016).
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O As'' estd mais biodisponivel em ambientes anaerébicos, como solos alagados,
sendo os mecanismos de entrada no tecido vegetal ainda pouco elucidado, mas o
transporte parece ocorrer através de proteinas aquaporinas, enquanto o AsV esta mais
disponivel em condi¢Bes aerbbicas e, por ser analogo dos ions fosfato, tem a captacao

facilitada pelo transportador de fosfato (LI et al., 2016).

A toxicidade do As'" se deve principalmente por apresentar elevada afinidade pelos
grupos sulfidrilas presentes em muitas enzimas, interferindo negativamente na funcao
delas. J4 o AsY devido exercer competicdo com o fosfato inorganico gera problemas
em cadeias de processos bioquimicos gerando graves danos ao metabolismo celular
(LOMBI et al., 2002). A producédo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e prejuizo do sistema de defesa antioxidantes dos vegetais também explicam a
toxicidade a esses ions (LOMBI et al., 2002).

A elevacao da producdo de EROs inibe a maioria dos processos metabolicos
das células, e atuam tanto danificando componentes celulares como também
sinalizando e ativando mecanismos de defesa da planta (CHANDRAKAR et al.,
2016). As plantas conseguem contornar esse problema devido a presenca de
sistemas enziméaticos e ndo enzimaticos que neutralizam os danos, alguns deles
sendo ativados por cascatas de sinalizagcdo celular em resposta ao estresse e
outros atuando de forma constitutiva (CHANDRAKAR et al., 2016). Sdo exemplo
enzimaticos a superéxido dismutase que converte superoxido em H202, glutationa
redutase, catalase e peroxidase, ja os ndo enzimaticos pode-se citar glutationa a
qual destréi o H202 e o converte em &gua, os flavonoides, antocianinas,

carotenoides, acido ascoérbico e acidos organicos (FATIMA e AHMAD, 2004).

As plantas apresentam diferentes estratégias para se desenvolverem em solos
contaminados por arsénio. Por exemplo, plantas n&o hiperacumuladoras de
arsénio podem suprimir o sistema de absorcdo de fosfato de alta afinidade
gerando reducdo na absorcédo do analogo dele (AsV); outra via é a absorcéo do
arsetato, conversao para arsenito, pela acédo da arsenato redutase, e formacéo de
complexos com fitoquelatinas e glutationa e o sequestro nas raizes (LI et al., 2015).
Ja plantas hiperacumuladoras, ou seja, aquelas capazes de ndo somente tolerar
como também acumular nos tecidos o metal pesado sem apresentar sintomas de
toxicidade, apresentam mecanismos complexos tais como converséo de AsV para

As' efluxo de As'" para o ambiente, significativa translocacdo do metal para parte
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aérea e sequestro de arsenito nos vacuolos das folhas (PENG et al., 2021). Essas
hiperacumuladoras séo de interesse para utilizacdo em projeto de fitorremediacéo,

pois diminuem a concentracdo do metal pesado no solo.

1.14 Brassinosteréide como mitigador de estresse abiético

Os brassinosteroides (BRs) sdo hormoénios vegetais enddgenos envolvidos na
regulacdo de diversos processos fisiolégicos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento da planta (ANWAR et al., 2018). Extensas pesquisas tém mostrado
seu efeito pleiotrépico e redes de interagdo com outros hormdnios vegetais (ANWAR
et al., 2018). Somado a isso, tem-se avaliado e descoberto os efeitos positivos do uso
desse hormdnio como mitigador dos efeitos toxicos dos metais pesados (AHAMMER,
G.J. et al, 2020). Sabe-se que as plantas apresentam mecanismos para
desintoxicacdo de MPs a exemplo da quelac&o do ion metalico por um ligante como
fitoquelatinas (FQ), que desintoxica os metais intracelulares ligando-os através da
coordenacao do tiolato (AHAMMER, G.J. et al., 2020). O BRs mostrou-se eficiente na
estimulacdo de FQ mitigando o efeito nocivo do chumbo na espécie Chlorella
vulgariscélulas (BAJGUZ, 2002). Esse estimulo € potencializado com 0 aumento da
concentracdo do horménio e diminui com a elevacdo da concentracdo do metal,
observando-se os efeitos mitigadores do BRs na reduc¢&o do impacto do estresse por
metais no crescimento, na preservacdo do ter de clorofila, aclcar e proteinas
(BAJGUZ, 2000; BAJGUZ, 2002).

Pesquisas sobre os efeitos do acimulo de metais pesados somado ao uso de BRs
tem mostrado em diferentes espécies agricolas respostas positivas e reducao dos
danos. Os BRs induziram a reducédo do teor de cadmio e cobre em mudas de colza
de inverno e mostarda indiana, respectivamente (JANECZKO et al., 2005; SHARMA
e BHARDWAJ, 2007). Nas culturas de beterraba observou-se reducéo de 50% no teor
de chumbo das raizes em comparacdo ao grupo controle, com aplicacdo de EBL
(SCHILLING; SCHILLER; OTTO, 1991). Mudas de Cicer arietinum (L.) submetidas a
diferentes concentracbes de cadmio resistiram melhor aos efeitos nocivos gerados
pelo metal quando pulverizadas com 28-homobrassinolida (HASAN et al., 2008).
Houve melhora no crescimento e desenvolvimento como resposta a aplicacdo de BRs
no grao de bico, feijdo mungo e mostarda, sujeitos ao estresse por cadmio, aluminio
e niquel, respectivamente (HASAN et al., 2008; HAYAT et al., 2007; ALI et al, 2008).
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Hasan et al. (2008) relataram aumento do contetudo de prolina e atividade das
enzimas antioxidantes superoxidase, catalase e peroxidase. Ali et al. (2008) relataram
os efeitos positivos do 24-epiBL no estimulo do sistema antioxidante (superéxido
dismutase, catalase, peroxidase glutationa redutase), mostrando que as plantas que
receberam doses do hormonio tiveram maior atividades das enzimas, principalmente
guando expostas a maiores niveis de estresse salino e/ou niquel, algo que pode
explicar o melhor desenvolvimento das plantas nessas condi¢des quando comparadas

as que nao receberam a aplicacéo hormonal.
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS DA PESQUISA
2.1Hipdteses

» O brassinosteroide ira atenuar o efeito toxico do arsénio na emergéncia e no
crescimento inicial de plantulas de parica;

» O brassinosterdide ira atenuar o efeito toxico do arsénio no crescimento inicial
em plantulas de paricA com respostas positivas na atividade de enzimas

antioxidantes atenuando o estresse oxidativo.
2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo Geral

» Verificar se o brassinosterdides atenua o estresse oxidativo na emergéncia em

plantulas de parica submetidas a toxicidade por arsénio.

2.2.2 Objetivos especificos

> Verificar a emergéncia em plantulas de parica submetidas a doses de arsénio
e brassinosterodide nos parametros de velocidade de emergéncia, tempo médio
de emergéncia, coeficiente de velocidade de emergéncia, indice de velocidade
de emergéncia, comprimento da raiz, comprimento da parte aérea,

comprimento total.
» Determinar a atividade das enzimas antioxidantes dismutase do superéxido

(SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol (G-POD), em

plantulas de parica submetidas a doses de arsénio e brassinosteréide.
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3. BRASSINOSTEROIDE COMO MITIGADOR NO ESTRESSE OXIDATIVO NA
EMERGENCIA DE PLANTULAS DE PARICA (Schizolobium amazonicum
Herb) SUBMETIDAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE ARSENIO.

RESUMO

O parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) é espécie nativa do bioma
amazonico que apresenta caracteristicas atrativas para producdo de madeira. O
arsénio € metal pesado toxico, tendo como fonte atividades vulcanicas, sismicas e
antropogénicas, podendo entrar na cadeia alimentar e ser bioacumulado. O objetivo
do estudo foi avaliar se 0 24-epibrassinolideo (EBL) atenua o estresse oxidativo na
emergéncia, em plantulas de parica submetidas a toxicidade por arsénio (As). O
experimento foi desenvolvido na sala de crescimento vegetal do Laboratério de
Estudos da Biodiversidade de Plantas Superiores (EBPS), Universidade Federal Rural
da Amazénia (UFRA), localizada em Belém-Para, no periodo de julho a agosto de
2022. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 3 x 4, com 12 tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 48 unidades
experimentais contendo 15 sementes por repeticdo. As sementes foram embebidas
por 24 horas em 3 concentracfes de 24-epibrassinolideo (0, 10 nM e 20 nM) e
colocadas em areia contendo diferentes concentracdes de arsenito de sddio (NaAsO,
-0,2mg. L%, 4 mg.L?, 6 mg.L?). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F (p < 0,05) e as diferencas entre tratamentos analisadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). O EBL influenciou positivamente na porcentagem de emergéncia e
o crescimento da parte aérea e raiz, principalmente na dosagem de 20nM de EBL. O
aumento da concentracdo de arsénio teve efeito negativo. Andlise do sistema
antioxidante mostrou que o nivel de SOD permaneceu constante, a producéo de APX
e G-POD é modulada negativamente pelo EBL nas folhas. Na raiz, APX apresentou
niveis baixos e a concentracdo de G-POD aumentou com dosagens de 20nM de EBL.
De uma perspectiva global, doses de 20nM de EBL apresentaram evidéncias de efeito

atenuante.

Palavras-chave: Espécie florestal. Enzimas antioxidantes. Fitotoxicidade. Metal

pesado
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ABSTRACT

Parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) is a native species of the Amazon
biome that has attractive characteristics for wood production. Arsenic is a toxic heavy
metal, having as sources volcanic, seismic and anthropogenic activities, and it can
enter the food chain and be bioaccumulated. The aim of the study was to evaluate
whether brassinosteroid (BR) attenuates oxidative stress at emergence in parica
seedlings subjected to arsenic (As) toxicity. The experiment was carried out in the plant
growth room of the Laboratory of Biodiversity Studies of Superior Plants (EBPS),
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), located in Belém-Par4, from July to
August 2022. A completely randomized design (DIC) was used in a 3 x 4 factorial
design, with 12 treatments and 4 replications, totaling 48 experimental units containing
15 seeds per replication. The seeds were soaked for 24 hours in 3 concentrations of
24-epibrassinolide (0, 10 nM and 20 nM) and placed in sand containing different
concentrations of sodium arsenite (NaAsO, - 0, 2 mg.Lt, 4 mg.Lt, 6 mg.L?). The data
were submitted to analysis of variance using the F test (p < 0.05). The EBL positively
influenced the percentage of emergence and the growth of shoots and roots, mainly at
the dosage of 20nM of EBL. The increase in arsenic concentration had a negative
effect. Analysis of the antioxidant system showed that the level of SOD remained
constant, the production of APX and G-POD is negatively modulated by EBL in leaves.
In the root, APX showed low levels and the concentration of G-POD increased with
dosages of 20nM of EBL. From a global perspective, 20nM doses of EBL showed

evidence of an attenuating effect.

Keywords: Forest species. Antioxidant enzymes. Phytotoxicity. Heavy metal
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3.1INTRODUCAO

Atividades econdmicas importantes para sobrevivéncia e bem-estar das nossas
civilizagdes causam em certos aspetos prejuizos a biosfera ao liberarem residuos no
ambiente como ocorre com os metais pesados (FRANCA, 2011). Esses elementos
desencadeiam no ecossistema diferentes graus de danos, a depender da
concentracdo e do estado de oxidacdo que determina sua biodisponibilidade,
toxicidade e mobilidade no meio ambiente (BIONDI, 2010). Processos haturais tais
como erupcdo vulcanica e intemperismo das rochas também contribuem para
contaminagcdo do solo por metais pesados (MPs), entretanto os fatores
antropogénicos somam-se, tornando o panorama critico e a contaminacao por eles
uma ameaca a humanidade e preocupacdo global, afetando a agricultura, o
ecossistema e a saude humana (SHAH; DAVEREY, 2020).

O arsénio (As) € um desses contaminantes, trata-se de metaloide toxico com
potencial de contaminacdo da atmosfera, recursos hidricos e solo. Nas formas mais
toxicas que sdo arsenito (As'') e arsenato (AsV) essa substancia penetra o tecido
vegetal rapidamente (TRIPATHI et al., 2007). A fim de limitar os danos gerados por
esses compostos faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias para tratar o
ambiente afetado, como a fitorremediacao.

Nas plantas, os metais toxicos estao biodisponiveis através da absorcéo a partir
do solo. Estudos vém mostrando os efeitos fitotoxicos de altas concentragdes deles
nos processos fisioldgicos, bioquimicos, moleculares, crescimento e potencial hidrico
dos vegetais (SOUZA, 2011). Nos estagios iniciais de desenvolvimento as sementes
sdo sensiveis as condi¢des fisicas e quimicas da rizosfera, mesmo apresentando
tegumento externo que confere inicialmente protecdo a ac¢do nociva dos MPs,
observando-se declinio na germinacdo e vigor em resposta ao estresse
desencadeado pelo metal pesado (ADREES et al., 2015). Contudo, existem espécies
ajustadas evolutivamente a solos contaminados por MPs conseguindo acumular ou
hiperacumular MPs, exclui-los e/ou realizar outros tipos de estratégias (SYTAR,
OKSANA, 2013).

O uso de hormdnios envolvidos na modulagdo da resposta das plantas ao
estresse, como 0s brassinosteréides (BR), pode ser explorado com a finalidade de
elevar a tolerancia das plantas aos efeitos negativos dos MPs, (VARDHIN et al., 2012).
Os metais pesados induzem estresse oxidativo na germinacdo de sementes e

desenvolvimento de plantulas (SENEVIRATNE et al., 2017). Pesquisas mostram que
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a aplicacdo BRs melhora o desempenho de plantas como grao-de-bico, feijdo-mungo
e mostarda contra o estresse causado, respectivamente, por cadmio, aluminio e niquel
(HASAN et al.,, 2008; HAYAT et al., 2007; ALAM et al., 2007). Observando-se a
elevacdo da atividade das enzimas antioxidantes (superoxidase, catalase e
peroxidase) e do conteudo de prolina (HASAN et al., 2008).

Na amazonia existe grande biodiversidade vegetal que pode ser utilizada para
selecionar espécies tolerantes aos MPs, com potencial fotorremediador e relevantes
economicamente para serem utilizadas em projetos de reflorestamento de areas
contaminadas. Dentre essas pode-se citar o Parica (Schizolobium amazonicum Herb)
gue vem ganhando destaque em programas de reflorestamento devido seu rapido
crescimento em altura e didmetro, tornando o corte para industria madeireira viavel
em poucos anos (ALMEIDA et al., 2013).

Diante disso, objetiva-se com esse trabalho avaliar os efeitos de diferentes
concentracdes de arsénio e brassinosteroides na emergéncia e estresse oxidativo em

plantulas de parica.

3.2MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material Vegetal

Foram utilizadas 720 sementes de parica (Schizolobium amazonicum Herb)

fornecidas pela empresa Amazonflora.

3.2.2 Delineamento experimental e condicéo de cultivo
O experimento foi realizado na sala de crescimento de plantulas, localizada no
laboratério de Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS) no Instituto
de Ciéncias Agréarias (ICA), UFRA/Campus-Belém. Foi aplicado delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x3, totalizando 12 tratamentos, sendo
quatro concentracGes de arsenito (0,2,4 e 6 mg. L) e trés concentracdes de
brassinoesteroides na forma de 24-epibrassinolideo (0,10 e 20nM de EBL), com

quatro repeticdes, totalizando 48 vasos (unidades experimentais).

3.2.3 Coleta e armazenamento do material
As plantulas foram coletadas ap6s o 9° dia para evitar estresses relacionados
ao esgotamento das reservas de nutrientes da semente, e a parte aérea e a raiz foram
medidas. As folhas e as raizes de cada unidade experimental foram armazenadas em

sacolas apropriadas, identificadas e imersas em nitrogénio liquido por 2 min e entédo
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levadas ao freezer para armazenamento e posterior analise da concentracdo de
enzimas antioxidantes no Laboratorio de Estudos da Biodiversidade em Plantas
Superiores (EBPS), na UFRA em Belém-PA.

3.24 Emergéncia e anélise biométricas

3.2.4.1 Teste de emergéncia

Em cada unidade experimental foram utilizadas 15 sementes tendo sido usadas
720 no total. Essas, devido a natureza dura e impermeavel do tegumento, foram
inicialmente escarificadas manualmente com lixa 80 mm, de acordo com as instrucdes
para analise de sementes de espécies florestais (Brasil, 2013), atingindo o tegumento
com uma lixa, na lateral do terco superior da semente, parte oposta a micréfila, sem
atingir os cotilédones. Na sequéncia, elas foram divididas em trés grupos
correspondentes ao branco (agua) e as duas solucdes de EBL (10 e 20 nM) e imersas

nelas por 24 horas para quebra de dorméncia e absor¢cao do hormaonio.

Foi utilizado como substrato areia lavada, autoclavada e seca em estufa a 65°C.
Antes do semeio aplicou-se as solu¢des de arsenito e o branco (dgua) nas respectivas
unidades experimentais, com volume equivalente a 80% da capacidade de campo de
4,5 Kg de areia. Todas as sementes foram plantadas a 4 cm da superficie e cobertas

por areia.

ApGs a semeadura, foi avaliado diariamente, desde o inicio da emergéncia até
a sua estabilizacdo, o indice de velocidade de emergéncia (IVE) determinado pela
férmula de Maguire (1962): IVE = G1 / N1 + G2 / N2 + ..+ Gn / Nn, onde: G1,
G2, Gn = numero de mudas germinadas na primeira, segunda, Ultima contagem e
N1, N2, Nn = nimero de dias da primeira, segunda e Ultima contagem. Avaliou-se
também o tempo médio de emergéncia (TME) dado pela formula de Edmond e
Drapala (1958): TME = G1T1+G2T2+...+GiTi/G1+G2+...+Gi, onde: TME = tempo
meédio necessario para atingir a emergéncia maxima (dias); G1, G2, ..., Gi = nUmero
de plantulas normais emergidas a cada dia; T1, T2, ..., Ti = numero de dias decorridos
da semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem. E, o coeficiente de velocidade
de emergéncia (CVE) obtido pela férmula de Kotowski (1926):
CVE=G1+G2+...+Gi/G1T1+G2T2+...+GiTi x 100.
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Depois de 9 dias foram avaliados os seguintes parametros: porcentagem de
germinacdo, comprimento da parte aérea (cm), comprimento da maior raiz (cm),

comprimento total (cm) e nimero de folhas.

3.25 Analise de enzimas antioxidantes

As analises foram realizadas no laboratorio do EBPS, na UFRA-Belém. As enzimas
analisadas foram a dismutase do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1) (Gianopolitis e Ries
1977); peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) (Nakano e Asada 1981) e
peroxidase do guaiacol (GPOD, EC 1.11.1.9) (Kar e Mishra 1979).

3.25.1 Extracao

O extrato para a determinacédo da atividade das enzimas SOD, APX, G-POD foi
obtido a partir da homogeneizacdo em almofariz, a 4°C, de 0,1g da massa congelada
em nitrogénio liquido de folha e raiz com 5 mL de solucao-tampéao fosfato de potassio
(a4 °C)a0,1 mM, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM, seguido de homogeneizacao
por 4 min. As adi¢des do tampéo fosfato foram feitas de forma fragmentada, sendo
50% do volume total desta solucéo (2,5 mL) utilizada na homogeneizacao durante 2
min, apos isto, imediatamente adicionaram-se os outros 50%, sendo a mistura
homogeneizada em tempo equivalente ao anterior. O homogeneizado foi filtrado em
tecido de nailon e transferido para tubos de ensaio, sendo mantidos a 4°C por duas
horas, realizando-se agitacdes ocasionais. O homogeneizado filtrado foi centrifugado
a 12.000 x g, durante 15 min, a 4°C. O sobrenadante (o extrato bruto) foi armazenado

em freezer a -80°C até ser utilizado nos ensaios de atividade enzimatica.

3.2.5.2. Dismutase do superoxido (SOD EC 1.15.1.1)

O meio de reacao foi composto por tampéao fosfato de potassio a 50 mM, pH
7,8, EDTA a 0,1 mM, metionina a 19,5 mM, nitrocloreto de tetrazolio azul (NBT) a 75
MM, riboflavina a 2 uM e 50 uL do extrato bruto convenientemente diluido, em um
volume final de 1,5 mL. A reacao foi conduzida em uma camara e iluminada com duas
lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min. A atividade da SOD foi estimada através
do aumento da absorbéancia a 560 nm, devido a producdo de formazana azul,
resultante da fotorreducédo do NBT, avaliando-se a capacidade da enzima em inibir a
fotorredugé@o do azul de nitrotetrazolio (NBT). Os resultados foram expressos em UA
g! MS, sendo UA (unidade de atividade enzimatica) definida como a quantidade de
enzima necessaria para causar 50% de inibicao da fotorreducéo do NBT, no periodode

15 min.
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3.2.5.3. Peroxidase do ascorbato (APX EC 1.11.1.11)

O meio reacional foi composto por uma mistura contendo tampéao fosfato de
potédssio a 50 mM, pH 6,0, EDTA a 0,05 mM, ascorbato a 0,015 M, H202 a 0,03 M e
300puL do extrato enzimatico convenientemente diluido, em um volume final de 1,5 mL.
A atividade da APX foi estimada pela oxidacdo do ascorbato, mensurada pelo
decréscimo de absorbancia a 290 nm. Os resultados foram calculados usando o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (€ = 0,0028 M-1 cm-1) e expressos em
pgmol de H202 min-1. g-1de MS.

3.2.5.4. Peroxidase do guaiacol (G-POD EC 1.11.1.9)

A mistura de reacao foi composta por 50uL do extrato convenientemente
diluido, 950uL de tampéao fosfato de potassio a 0,1M, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1
mM, 500uL de guaiacol a 20 mM e 500uL de H202 a 60 mM. A atividade da GPOD foi
acompanhada pela formacdo do tetraguaiacol, monitorado pelo aumento da
absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em pmol de H202 mint. g-'de
MS, usando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar do tetraguaiacol (€ =
0,266 M-1 cm™).

3.2.6 Analise estatistica.

A andlise estatistica das variaveis e geracao dos graficos foi realizada através
do software R Studio versao 1.3.1093 utilizando a biblioteca ExpDes.pt e a funcéo
“fat2.dic”, o qual ja realiza analise de normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk e foi realizado o teste de homoscedasticidade pelo teste de Bartlett, igualmente
fazendo a ANOVA e posteriormente teste Post-Hoc de Tukey, para todas as analises

foi considerado o nivel de significancia de 5%.

3.3RESULTADO

3.3.1 Efeito do As e 24-epibrassinolideo nos parametros biométricos e de
emergéncia.

Os dados de TME, IVE e CVE ndo mostraram significancia estatistica pelo teste
de Tukey (tabela 1). Os efeitos observados na porcentagem de emergéncia ndo foram
significativos entre os tratamentos com AS (2,4,6 mg.L?) em relacdo ao controle (0
mg.L de AS), sem dosagens de ELB (0 nM) ou com 10 nM. Na concentracéo de 20
nM de EBL observou-se diferenca significativa (p < 0,05) apenas entre a dosagem de

4mg.Lt de AS em relagdo ao controle, com diminuicdo de -8,33%. De modo global, a
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variacdo da concentracdo do metal pouco interferiu na emergéncia. Em contrapartida,
a variacdo das doses de EBL a afetam positivamente. Encontrou-se aumento de
3,33% no tratamento com 10nM e 13,33% no com 20nM de EBL em relacdo ao
controle (OnM de EBL), nos tratamentos com 0 mg.L* de AS. Nos tratamentos com 2
mg.L? a variacdo de EBL ndo teve diferenca significativa; entre os com 4 mg.L?* a
dosagem de 10nM de EBL elevou a porcentagem em 1,67% em relacdo ao controle;
e nos tratamentos com 6mg.L! a Unica dosagem a ter efeito significativo foi a com

20nM de EBL, com crescimento de 10% comparado ao controle (Figura 3).
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Figura 3. Influéncia do 24-epibrassinolideo na emergéncia de sementes de parica sob
estresse por arsénio. Letras minusculas indicam diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos EBL (p < 0,05) com base no teste de Tukey; letras mailsculas indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos com arsénio (p < 0,05) com base no teste
de Tukey.

O efeito da variacdo de AS no comprimento da parte aérea (Figura 4.c) foi
significante (p<0,05) e negativo, sendo observado reducdo a medida que a dosagem
do metal aumentava (0,2,4,6 mg.L). Entre os tratamentos com 0 mg.L* de AS e entre
os com 6 mg.L! de AS a variacdo de EBL (0,10 e 20nM) ndo apresentou efeito
significativamente diferente; na condicdo de 2 mg.L* e na de 4mg.L* houve maior

crescimento ao se utilizar 20nM de EBL, em relagéo ao controle (OnM de EBL).

Nas raizes (Figura 4.b), o efeito negativo da variacdo do metal nos grupos de
tratamentos com EBL (0,10 e 20 nM) gerou redugéo no comprimento da raiz principal
das plantulas, com reducéo de cerca de 70% em relacdo ao controle (Omg.L?) ja na

primeira dosagem de AS (2mg.L'), tornando-se ainda menores nas dosagens com
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6mg.L? de AS. Enquanto isso a variacdo da concentracdo do horménio ndo gerou

diferencas significativas entre os tratamentos com dosagens de metal.

Por fim, a variagcdo da concentracdo de AS, em todos os trés grupos de
dosagens de EBL (0,10,20nM), afetou negativamente o comprimento total (Imagem
1), observando-se valores até 64% menores nas dosagens com 6mg.Lt de AS
comparado ao controle (0 mg.L?). Em contrapartida, ao se analisar o efeito da
variagdo de EBL nos quatro grupos de tratamentos com metal, percebeu-se efeito
positivo das dosagens de 20nM de EBL no comprimento total, nas condicdes de 2 e 4

mg.L? (Figura 4.a)
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Figura 4. Influéncia do 24-epibrassinolideo no comprimento de plantulas de parica
sob estresse por arsénio. Letras minasculas indicam diferencas estatisticas entre os
tratamentos EBL (p < 0,05) com base no teste de Tukey; letras mailsculas indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos com arsénio (p < 0,05) com base no teste
de Tukey.
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EBL (0 nM) EBL (10nM) EBL (20nM)

Imagem 1. Fotografia de amostras de plantulas selecionadas aleatoriamente como
representantes dos seus respectivos tratamentos. Elas foram organizadas em grupos
com mesma dosagem de EBL e, da esquerda para direita dos trés agrupamentos,
observa-se o efeito da variagdo da dosagem de arsénio (0, 2,4 e 6 mg. L1).

3.3.2 Efeito do As e 24- epibrassinolideo na atividade de enzimas antioxidantes
3.3.2.1. Superoéxido Dismutase (SOD)

As andlises da enzima SOD (Figura 5. ¢) mostraram inexisténcia de diferencas
significativas (p < 0,05) entres todos os tratamentos ao se analisar o extrato das folhas,
encontrando-se valores entorno de 2 UA. mg! MS. No extrato das raizes, os valores
foram maiores que 2 UA. mg! MS, mas nunca superior que 3 UA.mg* MS. Avaliando
a variacao de As entre tratamentos com mesma dosagem de EBL, na concentracéo
de 0 EBL o aumento de As ndo alterou a biossintese da enzima; na de 10EBL e 20
EBL observou-se aumento significativa (p <0,05) entre o tratamento com 6 mg.L? As
e o controle (0 mg.L! de As).

Ao analisar o efeito da variacdo de EBL entre tratamentos com mesma
dosagem de As, observou-se diferenca significativa apenas entre os tratamentos com
10 e 20 nM de EBL em relagcéo ao controle na condicdo de estresse de 6mg.L ™.

3.3.2.2. Ascorbato peroxidase (APX)

As concentracdes de Ascorbato peroxidase (Figura 5.a) nas folhas das plantas

submetidas as doses de As aumentaram significativamente (p<0.05), tanto no grupo
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sem dosagem de EBL quanto no tratamento com maxima dosagem (20 nM).
Analisando o efeito do As, mantendo EBL constante, temos: no grupo com OnM de
EBL o incremento na concentragdo enzimatica foi de 71,13% entre o tratamento com
maior concentracdo de arsénio (6 mg.L? de As) em relagcéo ao controle (0 mg.L? de
As); com 10nM de EBL ndo se observou diferenca significativa; e com 20nM

observou-se incremento 29,33%.

Nas raizes, observou-se diferencgas significativas (p<0.05) entre o controle e a
maior dosagem de As (6mg.L') somente no grupo sem aplicacdo de EBL (OnM de
EBL). A elevacdo da atividade entre esses tratamentos (0 e 6mg.L? de AS) no grupo
com OnM de EBL foi de 60,85%.

Mantendo-se a concentracdo de As constante e avaliando-se o efeito do EBL,
encontrou-se nas folhas: nos tratamentos com 2mg. L* de As, ocorreu incremento
positivo da enzima na dosagem de 10nM de EBL e com 20nM a concentracao dela
nado se alterou em relagédo ao controle (sem hormonio); nos com 4mg.Ltde As, 10nM
nao gerou diferenca significativa e o uso de 20nM de EBL resultou em reducéo da
concentracdo de APX; por fim, nos tratamentos com 6mg.L* a dosagem de 10 nM de
hormoénio desencadeou reducéo nos valores de enzima, menor que o observado no
controle e na dosagem de 20nM que também afetou negativamente a quantidade da
enzima. Nas raizes, ndo se observou deferentes significativas para as dosagens de

20nM, em todos os tratamentos com metal.

E, comparando os dois érgaos, a concentracdo foi maior nas folhas, nelas os
valores de concentracdo variaram nas folhas de 5,29 a 12,7 H202 mint. mg* prot e

na raiz de 1,83 a 5 H202 mint. mg* prot.

3.3.2.3. Guaiacol peroxidase (G-POD)

Nas analises da enzima G-POD (figura 5.b) pode-se observar nas folhas a
concentracdo enzimatica crescendo gradativamente em relagéo ao controle (26,77%
> 50,53% > 92,62%) a medida que as dosagens de arsénio aumentam (2, 4, 6 mg.L"
1), nos tratamentos com OnM de EBL. O comportamento muda ao se utilizar 10 nM de
EBL, observando-se diminui¢do gradativa em relagéo ao controle (-32,66% < -58,99%
< -74,55%). No tratamentos com 20nM de EBL h& um decaimento inicial seguido de

um crescimento gradativo da atividade enzimatica (-55,42% > -30% > -16,39%) ao
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passo que se eleva as dosagens de metal (2, 4, 6 mg.L?) , mas nunca chegando a

ser significativamente maior que o grupo controle (0 mg.Lt de As).

Enquanto nas raizes, a concentracdo enzimatica cresce significativamente
(p<0.05) nos tratamentos com 0 nM de EBL, observando-se aumento de 176,49% no
tratamento com maior dosagem de As (6 mg.L!) em relagdo ao controle (0 mg.L™).
Nos tratamentos com 10 nM, ocorreu decréscimo significativo da atividade equivalente
a -56,23%, quando comparado com maior dosagem de As em relacdo ao controle. E,
ao comparar a variacdo da concentracdo de As nos tratamentos com 20 nM de EBL
obteve-se crescimento equivalente a 12,05%, entre o tratamento com 6 mg.L* de As

em relacdo ao sem As.

Assim, temos que, entre os tratamentos com 6 mg.L, o tratamento sem EBL
teve maior concentracdo enzimatica, tanto nas raizes quanto nas folhas. Entretanto,
ao se utilizar o hormdnio observou-se estimulo positivo na concentracdo da enzima
na raiz e negativo nas folhas. Foram encontrados valores entre 137,22 a 527,8 H202
mint. mg? prot nas raizes e de 110,6 a 421,87 H202 mint. mg* prot notando-se, no

geral, maior atividade das enzimas nas raizes.
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Figura 5. Influéncia do 24-epibrassinolideo na atividade das enzimas APX (a) e G-
POD (b) no sistema radicular e foliar de plantulas de parica sob estresse por arsénio.
Letras minUsculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos EBL (p < 0,05)
com base no teste de Tukey; letras mailusculas indicam diferencas estatisticas entre
os tratamentos com arsénio (p < 0,05) com base no teste de Tukey.

NS: Nao significativo a 5% de probabilidade.
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3.4DISCUSSAO
3.4.1. Efeito do As e 24-epibrassinolideo nos parametros biométricos e de

emergéncia.
3.4.1.1. Efeitodo As

Os metais pesados afetam negativamente a germinacdo de sementes em
diversas espécies da familia Fabaceae, reduzindo a porcentagem de germinacéo e
resultando em plantas com crescimento e desenvolvimento menos eficiente
(STAMBULSKA et al. 2018). E, esse efeito € mais nocivo quanto maior a concentracao
do metal, gerando maior reducdo de sementes germinadas e menor taxa de
emergéncia de plantulas (NATH et al. 2008; STAMBULSKA et al. 2018). As espécie
dessa familia apresentam diversos representantes tolerantes e fitorremediadores de
metais pesados no solo (MAHMUD et al. 2020). Investigacéo sobre o efeito do arsénio
(As, 5, 10, 50 uM) na emergéncia e desenvolvimento inicial da espécie Phaseolus
aureus (Fabaceae) concluiu que o As apresenta efeito toxico na emergéncia e
alongamento da radicula das plantulas (KAUR et al., 2012).

Entretanto, nesse trabalho a variagdo da concentragdo de arsénio (0,2,4,6 mg.L™)
nao gerou diferengas significativas nos parametros de emergéncia avaliados para a
espécie utilizada (Schizolobium amazonicum). Sabe-se que a tolerancia varia de
acordo com a espécie estudada, a faixa de concentracdo e tipo de metal utilizado
(MAHMUD et al. 2020).

Conforme observado para outras espécies, 0 parametro que mais € afetado
pela dosagem crescente de As é o crescimento radicular (ABEDIN et al. 2002; LIU et
al. 2005). Sendo observado o mesmo efeito nos dados apresentados nesse trabalho,
nas plantulas de S. amazonicum. J& na primeira dosagem de As (2mg.L™!) a redugéo
no tamanho da raiz chegou a mais de 70% em relacdo ao controle (As - 0 mg.L™).
Estudo com Cajanus cajan (Fabaceae) utilizando concentragbes de 0,5, 1,0,1,5e 2,0
mg.L de As gerou danos severos na zona de ramificacédo, observando-se planos de
divisdo anormais das células do felogénio e do cambio e desintegracdo das células

do paréngquima adjacentes as raizes laterais ( PITA-BARBOSA et al., 2015).

3.4.1.2. Efeito do EBL
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Os brassinosteréides sdo horménio que afetam diversas caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas das plantas, podendo desempenhar diversos papéis no
crescimento da raiz (PLANAS - RIVEROLA et al., 2019; HACHAM et al., 2011),
crescimento da parte aérea (BAJGUZ et al., 2020) e proporcionam aumento no
percentual de germinacdo de sementes (RAO et al., 2002). Somado a isso, podem
atenuar os efeitos toxicos de metais pesados por atuarem em processos fisiolégicos
de resposta ao estresse, interagindo com reguladores de crescimento vegetal ou
outros hormonios, ajustando o crescimento e desempenho da planta (TREVISAN et
al., 2020; AHAMMED et al., 2015).

No presente estudo, ocorreu efeito mitigador da toxicidade na porcentagem de
emergéncia, evidenciado pelo aumento do nimero de plantulas que emergiram ao se
usar 20nM de EBL no tratamento com 6mg.L™? quando comparado ao tratamento com
mesma condicdo de estresse, mas sem dosagem de EBL. Em Lepidium sativum L. a
aplicacdo de 24-epibrassinolideo teve efeito positivos na germinacdo (RAO et al.,
2002). Entretanto, ndo estd bem fundamentado como esse horménio atua na

germinacao de sementes (JORGE et al., 2019).

No comprimento da raiz, n&o se observou efeito atenuante do hormonio, mas a
variacado da dosagem de EBL gerou incremento no tamanho da raiz nos tratamentos
com 0 mg.L* de As. Na parte aérea, a concentracdo de 20nM de EBL permitiu as
plantulas atingirem maior comprimento comparado ao controle (0 nM de EBL), nos
tratamentos com 2 mg.L! e 4 mg.L! de As, portanto atenuando o efeito téxico do
metal. Esse efeito positivo dele esta de acordo com a literatura, uma vez que 0s
brassinosteroides est&o envolvidos no alongamento e divisdo celular (LARRE et al.,
2014). E, a dosagem usada, o tempo e o0 modo de aplicagdo sao importantes, pois

estdo diretamente relacionados a resposta da planta (GOMES, 2011).
3.4.2. Efeito do As e 24-epibrassinolideo no sistema antioxidante.

3.4.2.1. SOD
As superoxidos dismutases (SODs) sédo enzimas que catalisam a dismutacao
de O2 «- para H202 e O2 (BOWLER et al., 1994). Atuando na primeira linha de defesa
contra espécies reativas de oxigénio geradas como residuos de muitas oxidagdes
bioldgicas, que sao intensificadas quando a planta esta sobre estresse abidtico ou/e

bidtico, por exemplo, o estresse causado por metais pesados (KERCHEV; VAN
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BREUSEGEM, 2022; SAIBI; BRINI, 2018). Consequentemente, o nivel de atividade

dela é importante para tolerancia da planta ao estresse por metais.

Nesse trabalho, observou-se que o incremento da dosagem de As néo resultou
em alteracdes significativas na quantidade de SOD em folha e raiz em plantas de
Parica,. Provavelmente, devido as dosagens do metal utilizado ndo terem gerado
alteracdes nos niveis de superoxido ao ponto de desencadear cascatas de transducao
de sinal para biossintese da SOD (MISHRA; SHARMA, 2019). Entretanto, pesquisas
com espécies como Zea mays, Trifolium pratense, Pteris vittata e Pteris ensiforms,
Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia minima mostram que apds exposi¢cao ao
As ha aumento na atividade da SOD (MYLONA et al., 1998; MASCHER et al., 2002;
SINGH et al., 2006; SANTOS, 2006). Em Pesquisas com Glycine max L. (Fabaceae)
a exposicao ao As diminuiu significativamente a atividade da SOD (CHANDRAKAR et
al., 2017). E, pesquisas com Parica mostram padrfes diferentes de resposta ao se
utilizar niquel ou cadmio como condicao de estresse, havendo aumento e diminuicdo
da quantidade de SOD com elevagdo da dosagem do metal, respectivamente
(ROSARIO, 2022; NASCIMENTO, 2019). Esses trabalhos mostram variacdo do
padrdo da atividade da enzima SOD de acordo com a espécie estudada e metal

utilizado para gerar estresse.

Sobre os efeitos do EBL, ndo se observou efeito positivo ou negativo das
dosagens de EBL nos tecidos analisados nesse estudo. Contudo, pesquisas com
Arabidopsis thaliana mostram aumento da toler&dncia ao As com utilizagdo do
hormonio, relacionado a elevacao da atividade da SOD e outras enzimas (SURGUN-
ACAR; ZEMHERI-NAVRUZ, 2019). O mesmo efeito positivo foi encontrado em
Glycine max L (CHANDRAKAR et al., 2017).

Diante disso, ndo foi possivel, usando-se essa enzima como indicadora,
observar efeito atenuante para as dosagens de EBL utilizadas, t&do pouco variagdes

na atividade da enzima diante das condi¢Oes de estresse.

3.4.2.2. APX
Ascorbato peroxidase (APX) é uma enzima que atua nas plantas para manter
0s niveis de EROs sobre controle, reestabelecendo a homeostase das células sobre
estresse (PANDEY et al., 2017). Ela utiliza ascorbato como doador de elétrons para

catalisar a conversao do peroxido de hidrogénio (H202) em agua.
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Os achados desse estudo mostram aumento de APX como reacao a elevacao
da concentracdo do arsénio, principalmente nas folhas. A expressao induzida de APX
também foi observada sob estresse de arsénio em Brassica juncea (L.), Glycine max,
Camellia sinensis L. como resposta do sistema de defesa da planta contra os radicais
livres produzidos durante a condicao de estresse (KHAN; AHMAD, 2009; AHMAD et
al., 2020; LI et al., 2021). E, resposta diferencial entre os 6rgaos folha e raiz foram
relatados na literatura em estudo com alho cultivado em regime de alto teor de As,
com maior atividade no primeiro (Ruiz-Torres et al., 2017). Esse diferente padréo de
resposta pode esta relacionado a disponibilidade de substrato (H202) e/ou atividade
de outras enzimas que também convertem H202, havendo modulacdo diferente da
expressao de APX nos 6rgédos (ZULFIQAR; ASHRAF, 2021). Isso esta de acordo com
os achados desse trabalho que mostram alta atividade de G-POD nas raizes, enzima
gue também atua eliminando perdxido de hidrogénio. Nascimento (2019) trabalhando
com plantas jovens de Parica e cadmio como condicdo de estresse também encontrou

padrao de resposta diferencial entre tecidos para as enzimas APX e G-POD.

Quanto ao efeito do EBL, as dosagens mais altas resultaram em menor
guantidade de enzima, quando os tratamentos estavam sobre estresse.
CHANDRAKAR et al. (2017) ao avaliar o efeito do EBL como atenuante constatou
aumento da atividade de APX nas radiculas de Glycine max L. concluindo que isso
afetou positivamente o desenvolvimento da planta. Outros trabalhos sobre os efeitos
do EBL na mitigacdo da toxidez dos metais relacionam o aumento da expresséo das
enzimas antioxidantes a maior tolerancia, por logica, devido acelerar o processo
conversdo de EROs em produtos néo reativos (SARAIVA, 2021). Isso induz a pensar
gue nesse trabalho ndo ocorreu efeito atenuante, entretanto os dados biométricos
coletados da parte aérea, dos tratamentos com doses de 20nM de EBL , apresentaram
melhor crescimento, evidenciando acdo atenuante do horménio. Logo, esse
decréscimo de APX pode, por exemplo, ser evidéncia da menor producédo de EROS
ou maior acao de outras enzimas ou melhor desempenho do sistema n&o enzimatico
de combate ao estresse, como resultado da agéo do EBL (BAJGUZ; HAYAT, 2009).

Assim, percebe-se a atuacdo do arsénio como agente promotor de estresse
oxidativo que leva a maior producéo de APX. Essa biossintese da enzima é menor
nos grupos com doses de 20nM de hormoénio, o que poderia indicar menor producéo
de EROs.
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3.4.2.3. G-POD

A Guaiacol Peroxidase atua sobre o mesmo substrato da APX, eliminando o
H202 do organismo da planta para evitar danos oxidativos (GARCIA-CAPARROS et
al., 2021).

As plantulas de ParicA avaliadas apresentaram, sem dosagem de EBL,
incremento na quantidade de G-POD como reac&o ao estresse por As, com respostas
semelhantes nas folhas e raizes. Sendo o oposto ao encontrado nas analises de
Nascimento (2019), as quais mostram decréscimo da quantidade da enzima ao se
elevar as dosagens de Cadmio, em estudo com plantas jovens de S. amazonicum.
Porém, estando de acordo ao observado no trabalho de Rosario (2022) que ao
trabalhar com essa mesma espécie observou elevacdo da concentracdo de G-POD
como resposta ao incremento das dosagens de Niquel. Isso evidencia que o sistema
de defesa antioxidante € modulado de diferentes formas a depender do tipo de

estresse metalico.

Quando aplicado dosagens de EBL nos tratamentos com diferentes
concentracbes de metal, observou-se padrdes de respostas opostos. Nas raizes o
horménio modulou positivamente a biossintese de G-POD e nas folhas
negativamente. Isso pode esta relacionado ao equilibrio entre essa enzima e outros
mecanismos fisioldgicos que atuam sobre o0 mesmo substrato, como a APX que teve
maior atividade nas folhas (GARCIA-CAPARROS et al., 2021). Sabe-se que o efeito
atuante dos Brassinosterdides sobre a toxicidade dos metais pode ocorrer por
aumento da peroxidacdo lipidica, conteuddo de prolina, nivel de antioxidantes,
conteudo total de osmalitos e concentracdo de ions sédio e potassico, embora pouco
ainda se saiba sobre como esse hormoénio induz mecanismos moleculares de
tolerancia (RAJEWSKA; TALAREK; BAJGUZ, 2016).

Dessa maneira, a inducdo de maior biossintese dessa enzima nas raizes pelo
EBL, o 6rgdo mais afetado pelo As, evidencia o papel importante dela nessa regiao

na eliminagéo do peroxido de hidrogénio e, portanto, do efeito atenuante do horménio.

3.5Concluséo
O arsénio pouco afetou os parametros de emergéncia analisados. As raizes
foram os 6rgdos mais afetados em todos os tratamentos e nenhuma dose de EBL
conseguiu mitigar o efeito toxico do As nessa parte da planta. De uma perspectiva
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global, pode-se afirmar que dosagens de 24- epibrassinolideo na concentracdo de
20nM apresentaram efeito atenuante contra a toxicidade causada por arsénio,
evidenciado pelo acréscimo na porcentagem de emergéncia, melhor crescimento da
parte aérea e aumento da atividade da G-POD na raiz. Entretanto, ndo foi o suficiente

para evitar os danos causados pela condicdo de estresse gerada pelo metal.
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