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RESUMO

SOARES, Tassia Fernanda Santos Neri, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2019. Brassinosterdides na superacio do estresse causado por chumbo
em sementes de Brassica juncea (L.) Czern. & Coss. Orientador: Luiz Antonio dos
Santos Dias.

O chumbo (Pb) ¢ um metal pesado de grande relevancia devido ao seu elevado potencial
toxico ao crescimento das plantas. A fitoremediagdo assistida por reguladores de
crescimento como os brassinosteroides tem revertido os efeitos do estresse causado por
metais pesados tanto na germinagao como no crescimento das plantas. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito dos brassinosterdides na germina¢do de sementes € no
crescimento de plantulas de Brassica juncea (L.) Czern. & Coss. sob condi¢des de
estresse causado por chumbo. Foram consuzidos dois experimentos no Laboratorio de
Rotina de Sementes da Universidade Federal de Vigosa. No primeiro avaliou-se a
germinagdo das sementes nas concentragdes de acetato de chumbo 0 (dgua), 2, 4 ¢ 6 mM.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 4
tratamentos e 4 repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia e regressao
para se determinar a concentracdo adequada para causar estresse, mas que permitisse
germinagdo > 50%. Tal concentracdo foi utilizada nos testes de germinagao no segundo
ensaio, onde foram avaliadas duas formas de aplicagdo do 24-epibrassinolideo (EBL), na
pré-embebicdo das sementes e durante o teste de germinagao, utilizando-se 3
concentragdes: 0 (d4gua), 1071°, 108,10 M). As sementes foram colocadas para germinar
sobre papel toalha umedecido com 4 mL da solu¢do de acetato de chumbo (3 mM) em
caixas gerbox a 20° C. O controle foi representado pelo teste de germinag@o em susbtrato
umedecido com agua. Foram realizadas as seguintes avaliagcdes: porcentagem de
germinagdo € protursdo radicular, primeira contagem de germinagdo, indice de
velocidade de protrusdo radicular, indice de velocidade de germinagdo, tempo médio de
germinagdo, comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas, indice de tolerancia da
parte aérea e da raiz e indice de vigor. Determinou-se ainda a atividade das enzimas SOD,
CAT, POX e APX e o teor de chumbo nas sementes e nas plantulas. O experimento foi
conduzido em DIC e analisado em esquema fatorial (4 concentracdes do EBL x 2 formas
de aplicagdo + controle (sem estresse)). Esses dados foram, a seguir submetidos a testes
de normalidade e a andlise de variancia. As médias foram submetidas ao teste de Tukey

a 5% de probabilidade. Foi aplicado o teste de Dunnett para compara¢do com o controle.
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Houve efeito negativo do Pb na porcentagem e na velocidade de germinagdo das
sementes. A partir da concentra¢do de 3 mM de Pb houve reducdo de mais de 50% da
germinacdo. O EBL na concentragio de 10 M, aplicado em pré-embebicdo ou no teste
de germinacao, foi efetivo para a superacao do estresse causado por Pb, proporcionando
valores de porcentagem e velocidade de germinagao similares aos obtidos sem estresse.
Maior teor de Pb foi constatado nas plantulas do teste de germinagdo em acetado de Pb
em relacdo ao controle (4gua), o que ndo ocorreu para as sementes. A aplicagdo do EBL
nas doses de 10 ¢ 10 M em pré-embebicio foi eficiente para promover a recuperagio
da germinagdo e ativar o sistema de defesa das enzimas antioxidantes nas plantulas sob

estresse por exposi¢ao ao chumbo.
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ABSTRACT

SOARES, Tassia Fernanda Santos Neri, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2019. Brassinosteroids to alleviate lead stress in Brassica juncea (L.) Czern.
& Coss. seeds. Adviser: Luiz Antdnio dos Santos Dias.

Lead (Pb) is a heavy metal with a huge relevance because of its high toxic potential for
plant growth. Phytoemediation assisted by growth regulators, such as brassinosteroids,
has supressed the effects of heavy metal stress on germination and plant growth. This
study aims to evaluate the effect of brassinosteroids on seed germination and seedling
growth of Brassica juncea (L.) Czern. & Coss. under stress conditions caused by Lead.
Two experiments were carried out at the Laboratério de Sementes of Universidade
Federal de Vigosa. In the Experiment 1, seed germination was evaluated using acetate of
lead concentrations: 0 (water), 2, 4 and 6 mM. The experiment was conducted in a
completely randomized design (DIC) with 4 treatments and 4 replicates. The data were
submitted to analysis of variance and regression to determine the concentration for
causing stress that allowed germination > 50%. This concentration was used in the
Experiment 2, which two forms of 24-epibrassinolide (EBL) application (pre-imbibition
of the seeds and in the paper germination) and 4 EBL concentrations (0, 1071°, 10 ¢ 10¢
M) were used. The seeds were placed to germinate on paper towels moistened with 4 mL
of the solution of lead acetate (3 mM) in gerbox boxes at 20 ° C. The control was
represented by the germination test in substrate wetted with water. The following
evaluations were carried out: percentage of germination and root protursion, first
germination count, radicle protrusion speed index, germination speed index, mean
germination time, shoot and root seedling length, tolerance index of shoot and root and
vigor index. The enzymes activity of SOD, CAT, POX and APX and the Pb content in
seeds and seedlings were also determined. The experiment was conducted in DIC and
analyzed in a factorial scheme (4 EBL concentrations x 2 application forms + control
(without Pb)). These data were submitted to the normality tests and analysis of variance.
The means were compared by the Tukey test at 5% of probability. The Dunnett test was
applied to compare to the control. There was a negative effect of Pb on the seed
porcentage and germination speed. There was a reduction of more than 50% of the
germination from 3 mM Pb. The EBL10® M, applied in pre-soaking or in germination
paper test, was effective to overcome the stress caused by Pb, providing percentage values

and germination speed similar to those obtained without stress. The content of Pb in the
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seeds was lower than in the seedlings. Higher Pb content was observed in the seedlings
of the germination test in Pb acetal compared to the control (water), which did not occur
for the seeds. The EBL application using 10" and 10 M concentrations in pre-soaking
seeds were efficient to promote the germination recovery and to activate the defense

system of antioxidant enzymes in seedlings under Pb stress.



INTRODUCAO

Com o processo de industrializacdo e urbanizagdo, a liberacao de contaminantes
toxicos se tornou um problema em todo o mundo. A presenca desses poluentes no solo
limita o desenvolvimento vegetal, gerando problemas desde a germinagdo das sementes
até o estabelecimento das plantas. Dentre os contaminantes toxicos, destacam-se os
metais pesados que além de provocar danos a satide humana e animal, afeta também a
producado agricola (Sethy e Ghosh, 2013).

Dentre os metais pesados destaca-se o Chumbo (Pb), classificado como metal
pesado ndo essencial, que diante do seu elevado poder de toxicidade e persisténcia,
configura grave problema ambiental na contaminagao do solo e das dguas (Bertoli et al.,
2011). A contaminagdo ambiental por Pb pode ser resultado de praticas poluentes, como
as emissoes de gases provenientes de automoveis, utilizagdo e descarte inadequado de
fertilizantes e pesticidas, podendo ainda fazer parte de tintas e produtos industriais como
baterias e munigdes (Singh, 2016).

O Chumbo pode provocar disfungdes no crescimento das plantas por causar danos
celulares e ampliar a permeabilidade seletiva de membranas, permitindo maior fluxo
desse metal para dentro das células. Sua fitotoxicidade provoca inibicdo da atividade
enzimatica, distirbios na nutri¢ao mineral, no balango hidrico e no status hormonal. Em
plantas estressadas com esse metal, as células-guarda tendem a serem menores ¢ a
plasticidade das células da parede diminui, reduzindo o potencial hidrico dentro da célula.
Em casos de excesso de Pb, o aparato fotossintético pode ser afetado, gerando danos as
atividades respiratérias das plantas (Ashraf et al., 2015; Sharma e Dubey, 2005)

Dado o potencial toxico do Chumbo, ainda sdo poucos os estudos que abordam a
atuacdo desse metal nas fases iniciais de desenvolvimento da planta, principalmente
durante a germinagao e o crescimento inicial das plantulas (Moraes et al., 2014). Sabe-se
que para a ocorréncia do processo de germinagao, a semente precisa encontrar condigdes
ambientais favoraveis para que seja reativada a sua atividade metabdlica, envolvendo uma
série de reacdes relacionadas ao processo respiratorio, digestao enzimatica de reservas e
atividades de biosintese que culminam com a formagao da plantula.

Considerando que a germinagdo de sementes e o crescimento das plantulas sdo

etapas criticas do desenvolvimento das plantas, a presenca de metais pesados no solo
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durante esta fase pode prejudicar o crescimento ou até mesmo inviabilizar a formacao da
planta. Altas concentragdes de metais pesados causam efeitos toxicos em diferentes rotas
do metabolismo das plantas, podendo acarretar os seguintes efeitos: bloqueio funcional
de grupos de importantes moléculas como enzimas, polinucleotideos; bloqueio do sistema
de transporte de nutrientes na planta e inativagao ou desbalango das enzimas antioxidantes
(Seneviratne et al., 2017; Sethy e Ghosh, 2013).

A germinacao das sementes pode ser influenciada negativamente pelos metais
pesados e os danos causado nesse processo podem variar conforme a espécie, o tempo de
exposicdo e a concentracdo do metal. Sugere-se que os metais pesados afetam a
germinacdo das sementes de duas formas: pela sua toxicidade geral e pela inibicao da
absorcao de agua. A distribuicao dos metais pesados nos tecidos da semente pode variar
de acordo com o tipo do metal, com a espécie € com a anatomia da semente. O envoltério
da semente pode atuar na protecao contra a entrada do metal pesado, até que a germinagao
ocorra (Kranner e Colville, 2011; Wierzbicka e Obidzinska, 1998).

Recentes estudos tém evidenciado que os metais pesados, em geral, afetam
negativamente a germinagao ¢ o desenvolvimento das plantulas por modificar os perfis
protéicos que podem levar ao desbalanco osmorregulatério das células, afetando a
atividade de proteinas de mobilizacdo de reserva e degradacao de atividades proteoliticas
(Adrees et al., 2015; Karmous et al., 2015).

Da mesma forma, podem afetar também a atividade de defesa do sistema
antioxidante, composto por enzimas como Catalase, Superdxido Dismutase, Ascorbato
Peroxidase e Peroxidase, e a acdo dos reguladores de crescimento, especialmente 4acido
abscisico e giberelina. Em geral, as plantas utilizam mecanismos como a ativagao do
sistema antioxidante, producao de prolina e de proteinas de choque térmico para superar
a toxicidade induzida pelos metais pesados (Seneviratne et al., 2017).

As sementes, assim como os demais tecidos das plantas, possuem enzimas e
proteinas que sdo ligadas as membranas e, dependendo da espécie, as sementes podem
contar com maior acimulo de proteinas de armazenamento. Dessa forma, os metais
pesados podem provocar alteragdes oxidativas nas proteinas causadas pela reagdo com as
espécies reativas de Oz (EROs). Além disso, os lipidios podem ser alvo das EROs,
resultando na peroxidacdo lipidica. Assim, espera-se que com exposi¢do aos metais
pesados, o sistema antioxidante seja induzido afim de atenuar esse estresse minimizando

os danos causados ao metabolismo da planta (Kranner e Colville, 2011).



A fitorremediacdo ¢ uma técnica que utiliza plantas para despoluir ambientes
contaminados, sendo considerada uma modificacdo da pratica agrondmica, no qual o
cultivo das plantas ndo é destinado para producio alimenticia. E uma abordagem de
menor custo, ecologicamente correta e socialmente aceitavel, que pode ser empregada em
solos poluidos com metais pesados. A fitoextragdo ¢ uma das técnicas de fitorremediacao
que pode ser aplicada com esse objetivo, na qual os contaminantes inorganicos, como 0s
metais pesados, sdo absorvidos pelas raizes e acumulados, principalmente, na parte aérea
das plantas (Ashraf et al., 2015; Barbafieri e Tassi, 2011).

Para isso, ¢ preciso a utilizagdo de plantas que tenham a capacidade de alto acaimulo
de metais pesados, elevada taxa de crescimento e alta producdo de biomassa, chamadas
de plantas hiperacumuladoras. Espécies da familia Brassicaceae, tais como Brassica
napus, Brassica juncea (L.) Czern. & Coss. e Raphanus sativus sao conhecidas pelo seu
potencial hiperacumulador de metais pesados. Em geral, fatores como alta producao de
biomassa e alta tolerancia a metais pesados, possibilitam a familia Brassicaceae extrair
grandes quantidades de metais ocorrendo sua deposi¢do na parte aérea e no sistema
radicular (Kanwal et al., 2014; Sharma et al., 2012).

Em um programa de fitorremediagdo, o sucesso da germinagdo e do
desenvolvimento das plantulas sdo as etapas iniciais para obten¢ao de plantas capazes de
extrair esses contaminantes do solo. Assim, ¢ preciso desenvolver tecnologias que possam
tornar as espécies mais resistentes a esses estresses, ativando os mecanismos de
tolerancia. A fitorremediacdo assistida com reguladores de crescimento vegetal ¢
considerada uma técnica nova e promissora por melhorar a eficiéncia e aplicabilidade da
fitorremediacdo. Assim, os fitormdnios podem beneficiar a fitorremediagdo com o
aumento da tolerancia das plantas aos efeitos toxicos e da maior absor¢ao e acumulagao
dos metais pesados na parte aérea para facilitar o descarte adequado do poluente
(Ahammed et al., 2012; Barbafieri e Tassi, 2011).

Dentre os reguladores de crescimento, destacam-se os brassinosterdides (BR) que
representam uma classe nova de fitormdnios, que foram primeiramente isolados e em
graos de polen de Brassica napus L.. Sabe-se que eles atuam em diversos aspectos do
crescimento das plantas, principalmente no alongamento celular, sendo sintetizados em
tecidos jovens em crescimento. Tém natureza esteroidal, sdo encontrados somente em
plantas, sendo derivados do campesterol (Kanwar et al., 2013; Vadhini et al., 2010)

Os brassinosterdides sao reconhecidos por promoverem a divisao e o alongamento

celular, a diferenciagdo vascular, atuam no alongamento do tubo polinico, no processo de



senescéncia e na resisténcia a estresses (Bhardwaj et al., 2014; Clouse e Sasse, 1998). A
aplicacdo exogena dos brassinosterdides sob condi¢des de estresses ¢ considerada uma
abordagem promissora afim de obter ganhos em produtividade agricola conjuntamente
com a prote¢ao ambiental (Shahzad et al., 2018).

Em sementes de Arabidopsis, Jiang et al. (2013) verificam que os brassinosteroides
tém importante fun¢do na determinacdo do tamanho, massa e forma das sementes,
apresentando diminui¢ao do endosperma das sementes provenientes de plantas mutantes.
Nomura et al. (2007) observaram que existe influéncia dos brassinosteroides (BRs) no
desenvolvimento de sementes de ervilha, nas quais o nivel maximo de BRs ativos
ocorreu durante a fase de rapido crescimento das sementes. Ha relatos também de
aumento do teor de lipidios em graos de trigo devido a acdo dos BRs (Hnilicka et al.,
2009).

Na literatura tem sido reportado o efeito dos brassinosterdides na germinagao e no
desenvolvimento inicial das plantulas em condi¢des de diversos estresses como o salino
(Larré et al., 2015), térmico (Gornik e Lahuta, 2017), hidrico (Mahesh et al., 2013;
Shahana et al., 2015) e com metais pesados como o Cadmio (Anusha et al., 2015), Arsénio
(Raghu et al., 2014), Aluminio (Madhan et al., 2014), Cromo (Sharma et al., 2011b),
Niquel (Lukatkin et al., 2013; Sharma et al., 2011a) e Chumbo (Anuradha e Rao, 2011).

A aplicagdo exogena de brassinosterdides em plantas submetidas a estresse causado
por metal pesado ativa o sistema de defesa antioxidante e diminui o conteudo do
componente toxico na planta. Isso ocorre devido a capacidade dos brassinosteroides de
regular a permeabilidade da membrana celular e a sua ligacdo com as proteinas de
membrana. Assim, aumenta-se a atividade metabdlica e enzimatica afim de promover a
desintoxicacdo nas plantas submetidas ao estresse (Shahzad et al., 2018; Vadhini et al.,
2010).

Os brassinosterdides provocam diversos efeitos positivos em plantas sob estresse
causado por metais pesados. Destaca-se a melhoria de parametros morfologicos,
bioquimicos e fisiologicos do desenvolvimento das plantas, como por exemplo o
incremento na germinagdo, matéria seca, comprimento da parte aérea e da raiz, produgao
de antioxidantes, biossintese das enzimas, conteido de clorofila e de dgua nos tecidos
celulares (Shahzad et al., 2018).

Desde 1979, com a identificagdo do brassinolideo em pdélen de Brassica napus, o
uso dos brassinosterdides no incremento da produtividade agricola tem sido verificado na

agricultura. A sintese do brassinolideo e de seus analogos possibilitou elucidar o seu



mecanismo de acdo e suas interagdes com outros hormonios de crescimento vegetal.
Assim, o brassnolideo e seus compostos sdo reconhecidos coletivamente como
brassinosterdides (Mandava, 1988). Os brassinolideo, 28-homobrassinolideo ¢ o 24-
epibrassinolideo sdo os brassinosterdides mais ativos € amplamente usados em estudos
experimentais (Vardhini et al., 2006)

Em estudos relacionados a germinacdo de sementes, a aplicagdo exodgena de 24 e
28-epibrassinolideo na concentragdo 2 uM suprimiu a toxicidade causada pelo Arsénio
na germinagdo de sementes de rabanete. Houve ainda aumento da germinacao com o
aumento das concentragoes do EBL. O crescimento da radicula foi severamente reduzido
pela agdo do arsénio. No entanto, a aplicagdo do EBL durante o crescimento das plantulas
sob niveis toxicos de arsénio resultou em aumento da atividade das enzimas antioxidantes
(CAT, SOD e POX) e restauracao do crescimento das plantulas (Raghu et al., 2014). Os
autores concluiram que tais resultados indicam que a supressao do estresse causado por
arsénio pela acdo dos BRs foi mediada pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes.

Sob condig¢des de estresse por meais pesados, ha produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que provocam efeitos deletérios em nivel celular, podendo ocorrer
ruptura das membranas através da peroxidacdo lipidica. e as organelas podem ser
completamente desintegradas induzindo ao estresse oxidativo (Shahzad et al., 2018).

Os efeitos do estresse causado por aluminio foram relatados por Madhan; Mahesh;
Rao (2014), onde a aplicagdo do 24-EBL reverteu os efeitos do estresse, aumentando a
germinagdo e o crescimento de plantulas Cajanus cajan (L.) Millsp. Além disso,
promoveu incremento na atividade das enzimas antioxidantes por limitar os niveis das
ERO:s.

A germinagao de sementes de trigo foi negativamente afetada pelo estresse causado
por Cadmio. No entanto, esse efeito inibitdrio foi significativamente reduzido apds a
adicao do homobrassinolideo (HBL). Resultado semelhante ocorreu com as plantulas,
que apresentaram maior crescimento nos tratamentos com solucdes conjuntas de Cd e
HBL, comparado ao tratamento somente com o Cd. O estresse oxidativo também foi
significativamente aliviado com redu¢do dos niveis de H,O2, MDA e nos valores de
condutividade elétrica. Além disso, o aumento dos niveis dos produtos enzimaticos e nao
enzimaticos apds o tratamento com HBL conferiu tolerancia ao estresse que foi
constatado pelo incremento do crescimento e da produgdo de biomassa (Anusha et al.,

2015).



A germinacdo e o crescimento das plantulas de Brassica juncea foram
significativamente reduzidos apds o tratamento com Niquel. No entanto, ap6s o pré-
tratamento por 8 horas em solucdo de HBL, verificou-se aumento nos valores dos
parametros germinativos avaliados. Comportamento similar foi observado para o
conteudo de proteina e atividade as enzimas do sistema antioxidante, CAT, POX, APX e
SOD avaliadas nas plantulas com 7 dias de idade. Sugere-se que os brassinosterdides
aumentam a resisténcia ao estresse devido a sua ligacdo com proteinas de membranas
para combater o estresse oxidativo (Sharma et al., 2008).

Diante da problematica ambiental ocasionada pelo Chumbo, devido a sua presenga
em diversos produtos e a sua alta toxicidade, e considerando-se o potencial
fitorremediador da espécie Brassica juncea (L.) Czern. & Coss., objetivou-se, neste
estudo, avaliar o efeito dos brassinosterdoides na germinagdo de sementes € no

desenvolvimento de plantulas submetidas a condi¢des de estresse causado pelo chumbo.



MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, MG). Foram utilizadas
sementes de mostarda crespa, Brassica juncea (L.) Czern. & Coss., produzidas pela

empresa Agristar Brasil Ltda. Foram conduzidos dois experimentos descritos a seguir.

Experimento 1: Germina¢io de sementes de Brassica juncea submetidas a
diferentes concentracées de chumbo

As sementes, em quatro repeticoes de 50, foram colocadas para germinar sobre
duas folhas de papel toalha, umedecidas com 4 mL de dgua (controle) ou com solugdes
de acetato de chumbo (CH3CO2),Pb nas concentragdes de 2, 4 ¢ 6 mM, em caixas gerbox.
As caixas foram tampadas e mantidas em germinador a temperatura constante de 20 °C
por sete dias (Brasil, 2009). Foram realizadas as seguintes avalia¢des:

Primeira contagem de germinag¢ao: consistiu da porcentagem de plantulas
normais obtidas aos 5 dias apos a semeadura.

Germinacio e Protrusiao radicular: representada pela porcentagem de sementes
que emitiram radicula e de plantulas normais, respectivamente, aos 7 dias apds a
semeadura (Brasil, 2009).

Indice de Velocidade de Protrusio Radicular (IVPR) e Indice de Velocidade
de Germinacido (IVG): foram obtidos realizando-se contagens diarias do nimero de
sementes que emitiram radicula e do nimero de plantulas normais, respectivamente,
conforme a férmula proposta por Maguire (1962).

Tempo Médio de Germinacao: calculado pela formula TMG = (D niti)/> n;, onde:
ni = namero de plantulas normais por dia; ti = tempo de incubagdo; i = 7 dias (Laboriau,
1983).

Comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas: adotou-se a metodologia
descrita para o teste de germinagdo, mas utilizando-se 4 repeticdes de 20 sementes. A
determinagdo do comprimento das plantulas foi realizada aos 5 dias apos a semeadura por
meio da anélise computadorizada de imagens com o auxilio do software ImagelJ®. As
plantulas foram colocadas em um scanner modelo HP Scanjet para obtengdo das imagens.

Os resultados foram expressos em cm/plantula.



indice de tolerincia da parte aérea e da raiz: utilizou-se o comprimento da
parte aérea e das raizes das plantulas (cm/plantula) obtidos no quinto dia apos o inicio do

teste de germinagao para o calculo do indice proposto por Turner e Marshall (1972):

média do comprimento na solu¢do com Pb

Indice de Tolerancia = — -
média do comprimento no controle

indice de Vigor: utilizou-se o comprimento das plantulas obtidos no quinto dia
apods a semadura para o célculo deste indice conforme proposto por Sako et al. (2001).

A partir dos resultados do percentual de germinagao obtido no quinto dia apds a
semeadura, foi selecionada a concentragdo de acetato de chumbo capaz de causar estresse
moderado, ou seja, considerando-se como critério a obtengdo de valores de germinagao
em torno de 50% (P50), conforme Souza et al. (2012). Esta concentragdo sera utilizada

nos experimentos seguintes.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com 4 tratamentos (0, 2, 4 ¢ 6 mM de acetato de chumbo), com 4 repeti¢cdes. Cada
repeticdo foi composta por 50 sementes. As varidveis germinagdo, crescimento de
plantulas e vigor foram calculadas por meio da utiliza¢ao da fun¢ao Germcalc e PlantCalc
do pacote do software R (Silva et al., 2018). Os dados foram submetidos a testes de
normalidade e a anélise de variancia. As médias comparadas ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Foi ajustada a equacdo de regressdo para as médias da porcentagem de
germinagdo, utilizando o software R (R Development Core, 2015). Os coeficientes de

regressao foram avaliados pelo feste ¢, a 1% e a 5% de probabilidade.

Experimento 2: Efeito das diferentes concentracoes do 24-epibrasssinolideo
aplicadas na pré-embebicdo ou no teste de germinacao de sementes de Brassica
juncea sob estresse causado por chumbo

Inicialmente, foi determinado o grau de umidade nas sementes secas segundo
metodologia descrita nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009). Foram
utilizadas duas repeticdes de 50 sementes, utilizando-se o método da estufa a 105 °C + 3

°C por 24 horas, sendo os resultados expressos em percentagem (base imida).



Em seguida, foi obtida a curva de embebigao das sementes em agua com o objetivo
de se identificar do periodo de embebigdo necessario para que as sementes tenham sua
atividade metabolica pré-germiantiva ativada, ou seja, atinjam a fase II da germinagao
conforme descrito por Bewley et al. (2013), sem alcangar a fase 3 que € representada pela
emissao da radicula, segundo o padrdo trifasico de absor¢cdo de agua descrito por estes
autores.

Para tanto, quatro repeticoes de 50 sementes foram inicialmente pesadas e
colocadas para embeber sobre duas folhas de papel de germina¢ao umedecido com 4 mL
de 4gua. As caixas foram tampadas e mantidas em germinador a temperatura constante
de 20 ° C. Foram realizadas pesagens das sementes apds os seguintes periodos de
embebicao: 1,2,3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 24, 30 e 48 horas.

Para determinagdo do grau de umidade atingido pelas sementes apos cada periodo
de embebicao foi utilizada a equacao proposta por Cromarty et al. (1985) :

GUf = 100 — (Pi . ( 100 - oI GUi))
Pf

Em que:

GUf = grau de umidade final (%);

GUi = grau de umidade inicial (%);

Pf=peso no grau de umidade final (g);

Pi = peso inicial das sementes (g).

Com base no teor de agua atingido pelas sementes nos diferentes periodos de
embebicdo, estabeleceu-se o tempo necessario para a embebicdo das sementes nas
solucdes de EBL, de modo a terem o seu metabolismo pré-germinativo ativado.

Para a conducao do experimento 2, foram preparadas as solu¢des do regulador 24-
epibrassinolideo (EBL). Inicialmente, foi preparada uma soluc¢do estoque de EBL na
concentracdo 4,16 10* M. A partir desta solucdo, foram feitas diluicdes para a obtengio
das solugdes nas concentragdes a serem utilizadas no experimento 107, 10% e 10 M.

Para avaliar o efeito do EBL aplicado em pré-embebicao, as sementes foram pré-
embebidas em solucdes de EBL nas concentragdes: 0 (dgua), 101°, 10 ¢ 10 M durante
periodo de tempo definido conforme os resultados obtidos a partir da curva de embebicao.
Apos isso, foram colocadas para germinar sobre duas folhas de papel toalha, umedecidas
com 4 mL da solugao de acetato de chumbo (3 mM) em caixas gerbox.

O EBL foi aplicado ainda no papel toalha utilizado como substrato para o teste de

germinacdo. Para isso, as sementes foram colocadas para germinar em papel toalha



umedecido com 4 mL da solugdo conjunta de acetato de chumbo (3 mM) e EBL nas
seguintes solugdes concentracdes: 0 (sem EBL), 10'%, 10% e 10° M. As solugdes
conjuntas foram preparadas pesando a quantidade de (CH3CO.);Pb necessaria para
obtencdo da solugdo na concentragdo 3 mM e diluindo da solucdo estoque as
concentragdes de EBL definidas anteriormente (10719, 10 ¢ 10° M).

O tratamento controle consistiu na germinac¢ao das sementes sobre duas folhas de
papel toalha umedecidas com 4 mL de agua. Foram utilizadas 4 repetigdes de 50
sementes, em caixas gerbox que foram mantidas em germinador a temperatura constante
de 20 ° C.

Durante o teste de germinagdo foram realizadas as seguintes avaliagdes:

Primeira contagem de germinacio: consistiu da porcentagem de plantulas
normais obtidas aos 5 dias ap6s a semeadura.

Germinacao e Protrusao radicular: representada pela porcentagem de sementes
que emitiram radicula e de plantulas normais, respectivamente, aos 7 dias apds a
semeadura (Brasil, 2009).

Indice de Velocidade de Protrusio Radicular (IVPR) e Indice de Velocidade
de Germinacido (IVG): foram obtidos realizando-se contagens diarias do nimero de
sementes que emitiram radicula e do numero de plantulas normais, respectivamente,
conforme a férmula proposta por Maguire (1962).

Tempo Médio de Germinacio: calculado pela formula TMG = (3 niti)/> ni, onde:
ni = namero de plantulas normais por dia; ti = tempo de incubagdo; i = 7 dias (Laboriau,
1983).

Comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas: adotou-se a metodologia
descrita para o teste de germinagdo, mas utilizando-se 4 repeticdes de 20 sementes. A
determinag¢do do comprimento das plantulas foi realizada aos 7 dias apds a semeadura
medidas manualmente com auxilio de régua graduada. Os resultados foram expressos em
cm.plantula.

Indice de tolerincia da parte aérea e da raiz: utilizou-se o comprimento da
parte aérea e das raizes das plantulas (cm/plantula) obtidos no sétimo dia apds o inicio do

teste de germinagdo para o calculo do indice proposto por Turner e Marshall (1972):

média do comprimento na solugdo com Pb

Indice de Tolerancia = — -
média do comprimento no controle
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indice de Vigor: utilizou-se o comprimento das plantulas obtidos no sétimo dia
apods a semadura para o célculo deste indice conforme proposto por Sako et al. (2001).

Atividade das enzimas antioxidantes nas sementes e nas plantulas

A atividade das enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT), Peroxidade (POX) e Ascorbato Peroxidase (APX) foi determinada nas sementes
e nas plantulas. Para avaliagcdo nas sementes, foi estabelecido o tempo de 24 h (controle)
e 96 h (demais tratamentos com o chumbo) ap6s o inicio do teste de germinagao, para
que todas elas apresentassem grau de umidade em torno de 40 %. Para avaliacdo nas
plantulas, foi determinada a atividade das enzimas antioxidantes ao final do teste de
germinagdo (7 dias).

Foram obtidos os extratos enzimaticos brutos pela maceragdo de 0,2 g de sementes
e plantulas, seguido da adicdo de 2 mL do meio de homogeneizagdo composto pelo
tampao fosfato de potassio 0,1 M e pH 6,8, 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1
mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%
(p/v) (Peixoto et al., 1999). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 15.000 g por 15
minutos a 4 °C.

Determinacio do teor proteinas

O teor de proteinas foi determinado por meio do método de Bradford (1976), na
qual foi utilizada a curva padrdo construida com albumina sérica bovina (BSA) como
proteina de referéncia. Para isso, foram adicionados 10 e 25 puL do extrato enzimatico das
sementes e das plantulas, respectivamente, a 1 mL do reagente de Bradford e agitados. A
leitura da absorbancia da amostra foi realizada em espectrofotometro no comprimento de
onda de 595 nm, apo6s 20 minutos

Determinacio da atividade da enzima superodxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada a partir da adicdo de 100 uL do extrato
enzimatico bruto das sementes/plantulas a 2,90 mL do meio de reagdo constituido de
tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazolio (NBT) 75uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A
reacdo ocorreu em camera de reacao iluminada com lampada fluorescente de 15 W a 25
°C por cinco minutos. Apds isso, a fotorreducao do NBT foi medida pela absorbancia a
560 nm. A absorbancia do meio de reacdo mantido na auséncia da iluminagdo durante o
mesmo periodo de tempo foi obtida e utilizada como branco, sendo a subtraido da leitura

das demais amostras (Giannopolitis e Ries, 1977). Um unidade de SOD foi definida como
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a quantidade de enzima requrida para inibir a fotoreducdo do NBT em 50% (Beauchamp
e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U min™!.u g'! de proteina.

Determinacio da atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada por meio da adi¢ao de 50 e 100 uL do extrato
enzimatico bruto das sementes e das plantulas em 2,95 e 2,90 mL, respectivamente, do
meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e H>O; 12,5
mM. A redu¢do na absorbancia foi avaliada por meio da leitura em espectrofotometro no
comprimento de onda de 240 nm a 25 °C durante o primeiro minuto da reagdo (Havir e
McHale, 1987). Para isso, utilizou-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M! .cm™
(Anderson et al., 1995) e os resultados expressos em pmol min™'. mg™! de proteina.

Determinacio da atividade das peroxidases (POX)

A atividade da POX foi determinada pela adigdo de 50 e 100 puL do extrato
enzimatico bruto das sementes e das plantulas em 2,95 e 2,90 mL, respectivamente, do
meio de reagdo constituido de tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20
mM e perdxido de hidrogénio 20 mM (Kar e Mishra, 1976). O incremento da absorbancia
no comprimento foi avaliado por meio da leitura em espectrofotometro no comprimento
onda de 420 nm a 25 °C no primeiro minuto da reacdo. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM.L'cm™ (Chance e
Maehley, 1955) e os resultados expressos em pmol.min"'mg™! de proteina.

Determinacio da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada por meio da adicdo de 100 pL do extrato
enzimatico bruto das sementes/plantulas a 2,90 mL do meio de reagdo constituido de
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, acido ascorbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mM e
H>0; 0,3 mM. A redugao da absorbancia no comprimento foi avaliada por meio da leitura
em espectrofotdmetro no comprimento onda de 210 nm a 25 °C no primeiro minuto da
reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar
de 2,8 mM.L'cm™ (Nakano e Asada, 1981) e os resultados expressos em pmol.min"'mg"
I'de proteina.

Determinacio do teor de chumbo nas sementes e nas plantulas

De forma similar a analise das enzimas antioxidantes, o teor de chumbo foi
determinado nas sementes com 24 h (controle) e 96 h (demais tratamentos com Pb) apds
o inicio do teste de germinagdo. Nas plantulas a determinac¢ao do teor de chumbo foi ao
final do teste de germinacdo (7 dias). As sementes e plantulas foram secas em estufa com

ventilagdo forcada a 65 °C até peso constante. Posteriormente, as amostras foram
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adicionadas a 3 ml de solugdo nitroperclorica 2:1 e mantidas em placa digestora com
temperatura controlada até a completa digestdo da matéria organica (Bataglia et al.,
1983). As amostras foram filtradas, utilizando papel filtro e a solugdo final diluida para
estimar a concentragao de Pb por espectrofotometria de absor¢do atomica. O contetido de
Pb foi expresso em mg.g™' de matéria seca.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e
analisado em esquema fatorial, com 4 concentra¢des do EBL (0, 107°, 10®% ¢ 10° M) x 2
formas de aplicacdo do EBL (na pré-embebicao e no teste de germinagao de sementes) +
controle (sem estresse). Foram utilizadas 4 repeticdes com 50 sementes cada. As
variaveis de germinagdo, crescimento de plantulas e vigor foram calculadas por meio das
fungdes Germcalc e PlantCalc (Silva et al., 2018) do software R (R Development Core,
2015). Os dados foram submetidos a testes de normalidade e a anélise de variancia. As
médias foram comparadas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi aplicado o teste
de Dunnett para comparagao com o controle. Para essas andlise utilizou-se o software R.

(R Development Core, 2015).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

A germinacdao das sementes de B. juncea foi negativamente influenciada pelo
aumento da concentra¢ao de Pb (Figura 1). A equacao de melhor ajuste foi a linear, na
qual a concentracdo 3 mM reduziu a germinacdo em torno de 50 % (P50). Essa

concentra¢do de Pb (3 mM) foi definida para ser utilizada no experimento 2.
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Figura 1. Germinacdo de sementes de B. juncea em substrato umedecido com solugdes de acetato de
chumbo nas concentracdes 0, 2, 4 ¢ 6 mM.

O chumbo aplicado na concentracdo de 2 mM ndo provocou redugdo significativa
na germinacdo (Tabela 1) em relacdo a germinacdo em substrato umedecido com agua
(controle). No entanto, com o aumento da concentragdo para 4 mM o percentual de
germinagdo diminuiu significativamente de 88 % (controle) para 41%. A germinacao foi
totalmente inibida com a utilizagdo de Pb na concentragdo de 6 mM.

A tolerancia das sementes ao Pb na semente pode variar de acordo com as diferentes
espécies. Em sementes de rucula, a germinacao nao foi significativamente influenciada
por concentragdes de Pb(NOs3)2 até 5,5 mM (Zhi et al., 2015). J4 em sementes de lentilha,
a germinagdo decresceu de 98 para 33 % ap0s o tratamento com Pb(Cl>) na concentracao
4,5 mM (Cokkizgin e Cokkizgin, 2010). Em sementes de trigo, a germinagao foi reduzida
pelo Pb 3 mM de 98 % para 71 %, comparado ao controle (Lamhamdi et al., 2011).
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Em sementes de alface, a germinacdo foi drasticamente reduzida apenas em
concentragdes de Pb(NO3)2 acima de 4 mM, o que pode ser explicado pela presenca de
pericarpo que atua dificultando a entrada do metal no interior da semente. No entanto, o
aparecimento de plantulas anormais foi evidenciado a partir da concentracdo de 1 mM,
com redugdo significativa do sistema radicular (Pereira et al., 2013 b)

O chumbo na concentragdo 4 mM reduziu significativamente os valores de PCG e
IVG em relacdo ao controle (Tabela 1). No entanto, houve aumento no TMG a medida
que aumentou a concentracdo de Pb at¢é 4 mM, proporcionando atraso de
aproximadamente um dia na germinagdo, comparado ao controle. De forma contraria ao
percentual de germinag¢do, menores valores de TMG expressam positivamente a
germinagdo em menor tempo. Assim, o aumento na concentra¢do de chumbo causou a
reducgdo da velocidade da germinagdo que refletiu no maior tempo para ocorréncia desse
processo.

De forma similar em sementes de lentilha, o PbCI reduziu a velocidade de
germinacdo. Houve ainda aumento do TMG com o aumento nas concentragdes de Pb

(Cokkizgin e Cokkizgin, 2010).

Tabela 1. Efeito das concentragdes de Pb na Germinagdo (G), Primeira Contagem da Germinagao (PCG),
Tempo Médio de Germinag¢do (TMG), Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), Protrusdo Radicular
(PR) e Indice de Velocidade de Protrusdo Radicular (IVPR) em sementes de B. juncea.

Concilgra‘?ﬁo G(%) PCG(%) TMG (Dias) IVG PR(%) IVPR
0 mM 88a  84a 3026 12052  92a 3862a
2 mM 87a  83a 433ab  11,06a 89a 1823b
4 mM Alb 28D 490a  443b  9a 20,10b
6 mM Oc Oc Oc Oc 84 a 5,98 ¢
Média 54 43 328 6,93 o1 2098
CV (%) 1036 13,96 1147 1549 624 1266

Letras iguais na coluna nio diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Apesar da germinacdo ter sido negativamente afetada pelo Pb, na protrusdo
radicular ndo foi observado decréscimo significativo com o aumento das concentragdes
de Pb. No entanto, a velocidade de ocorréncia da protrusao radicular foi sensivelmente
afetada nas concentragdes a partir de 2 mM.

E provavel que o efeito do chumbo na germinagio varie conforme as estruturas da
semente, principalmente o envoltorio. Em sementes de Brassica napus, o tegumento se

mostrou permeavel aos ions de Pb. No entanto, o grau de permeabilidade ao Pb mudou
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durante a embebicdo. No final do periodo de embebicao, quando a absor¢ao de agua ja
era relativamente baixa, o tegumento das sementes se tornou mais permeavel ao Pb. Dessa
forma, maior quantidade de Pb atingiu a semente e causou inibi¢do acentuada da sua
germinagdo (Wierzbicka e Obidzinska, 1998). Sugere-se que durante a germinacao, o
chumbo atue de forma similar nas sementes de B. juncea. Esse metal provocou atraso no
processo da emissdo da radicula das sementes, mas ndo houve influéncia no percentual
final da protrusdo radicular.

O crescimento das plantulas de B. juncea foi negativamente influenciado com o
aumento das concentracdes de chumbo, sendo o comprimento das raizes mais afetado que
o da parte aérea (Tabela 2). Na concentragdo 2 mM houve reducdo de 0,3 e 1,75 cm do
comprimento da parte aérea e raiz, respectivamente, em relagdo ao controle. Em plantulas
de Sinapis arvensis L. (mostarda-dos-campos), o chumbo causou maior inibi¢ao do
crescimento radicular comparado ao da parte aérea, reduzindo significativamente esses
parametros nas concentragdes superiores a 0,3 mM, comparado ao controle (Heidari e
Sarani, 2015).

O alongamento das raizes ¢ o indicador mais sensivel da agdo inibitoria do chumbo.
A absor¢do de Pb ocorre rapidamente pelas raizes e quanto mais alta a concentragao,
maior ¢ a inibi¢do. Sua acdo ¢ principalmente no alongamento celular, mas pode ser
acompanhado também pelo decréscimo da atividade mitotica. Acredita-se que o chumbo
se distribui de forma desigual nas raizes, sendo encontrado em maior quantidade nos
tecidos meristematico e parenquimaticos do cortex primario. No entanto, encontra-se

menor quantidade no centro quiescente e na coifa da raiz (Wierzbicka, 1988).

Tabela 2. Efeito do Pb nos parametros de crescimento de plantulas, indice de Tolerancia e indice de Vigor
de B. juncea

. Comprimento e A
Con(;:eenlt)rljlgao (cm.plantula™) Indice de Tolerancia fndice de Vigor
Parte Aérea Raiz Parte Aérea Raiz

0 mM 1,01 a 2,64 a 1,00 a 1,00 a 33895a

2 mM 0,71 ab 0,89 b 0,81Db 0,34 b 284,90 ab

4 mM 0,65b 0,40 bc 0,64 c 0,16 ¢ 273,40 b

6 mM 0,02 ¢ 0,01c 0,02d 0,01 ¢ 11,85¢
Média 0,60 0,98 0,62 0,38 227,27
CV (%) 26,07 24,73 9,89 21,76 11,39

Letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A tolerancia das plantulas de B. juncea ao chumbo diminuiu com o aumento da
concentragdo desse metal. A tolerancia foi maior na parte aérea (0,81) do que nas raizes
(0,34) das plantulas na concentragdo 2 mM. Nessa concentragdo, houve decréscimo do
crescimento da parte aérea e das raizes em 19 % e 66 %, rescpectivamente, comparado
ao tratamento controle. De acordo com Lux et al. (2004), as plantas que apresentam indice
de tolerancia acima de 0,60 sdo consideradas altamente tolerantes ao metal pesado, de
0,60 a 0,35 sdao de média tolerancia e menor que 0,35, sensitivas.

Houve reducao no indice de vigor com o aumento da concentracao de chumbo, com
maior indice no tratamento controle (338,95) e menor na concentracdo de Pb 6 mM
(11,85). Observa-se que nao houve diferenga significativa entre o controle e a
concentragdo de 2 mM quanto ao indice de vigor, mas na concentracdo de 4 mM ja se
observa reducdo significativa em relacdo ao controle. Resultado similar foi encontrado
por Cokkizgin e Cokkizgin (2010) em sementes de lentilha, em que a concentracao de Pb

e o indice de vigor estavam inversamentes relacionados.

Experimento 2

Na figura 2 estdo os valores do grau de umidade obtidos a cada pesagem apos cada
periodo de embebicdo das sementes B. juncea. O teor de dgua inicial era de 6,5%. A
absorcao de dgua foi mais rapida nas quatro primeiras horas de embebigdo, em que as
sementes se encontravam na fase I de embebicao de acordo com o padrdo trifasico de
absor¢ao de agua pelas semente proposto por Bewley et al. (2013). Segundo este padrao,
a fase I ¢ caracterizada pela répida absor¢do de agua pela semente devido a diferenca
acentuada entre o potencial hidrico da semente e do substrato imido, ou seja, ao baixo
potencial hidrico da semente seca. Nesta fase, ocorre reativagdo do metabolismo da
semente. A fase | ¢ seguida por uma fase estaciondria (Fase II), onde ocorrem os
processos metabolicos pré-germinativos, especialmente digestdo de reservas. Ao entrar
na fase II, ocorre a estabilizacdo da absor¢do de agua, resultando na sintese de enzimas e
do inicio de degradacdo e mobilizagdo das reservas (Marcos-Filho, 2015). Observa-se
pela Figura 1 que a Fase II ocorreu entre 4 e 24 horas. A partir deste periodo nota-se o
aumento na absorcao de dgua concomitante a protrusao radicular iniciando-se a fase III.

Assim, a emiss@o da radicula das sementes de B. juncea comegou a partir de 24
horas ap6s o inicio do processo de embebi¢do, quando o grau de umidade das sementes

era em torno de 43 %. Conforme os resultados obtidos com a curva de embebicao, foi
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estabelecido o tempo de 8 horas, quando as sementes apresentaram cerca de 39 % de
umidade, como suficiente para promover a ativagdo de eventos metabdlicos pré-
germinativos sem haver o risco de ocorrer protrusdo da radicula, mesmo das sementes
com germinag¢do mais rapida. Este periodo foi considerado adequado para os tratamentos

de pré-embebicdo das sementes em agua e nas solugdes de EBL.
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Figura 2. Grau de umidade (%) de sementes de B. juncea ap6s diferentes periodos de embibigdo em agua.

Houve efeito significativo do Pb e do EBL na germinagdo das sementes (Figura 3).
Quando o EBL foi aplicado na pré-embebi¢do das sementes, a germinagdo na
concentragdo 10® M foi superior a obtida no tratamento EBL 0, sem a presenca dos
brassinosterdides. No entanto, nota-se que ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes de EBL utilizadas. Ao se comparar com o controle (tratamento sem
chumbo), ndo houve diferenca entre este tratamento e os tratamentos EBL 10° M e EBL
10° M. Isso indica que o EBL nessas concentragdes contribuiu para reversio do efeito do
estresse provocado pelo Pb na germinacgao, ja que os resultados foram estatisticamente
iguais ao do controle.

Quando o EBL foi aplicado no papel do teste de germinacdo, utilizando solugdes
conjuntas com o Pb, a germinacdo foi maior nos tratamentos EBL 107'° ¢ 10° M
comparado ao EBL 10 M que nio diferiu significativamente do tratamento EBL 0
(Figura 3). Comparando com o controle, novamente a concentracdo de EBL 10° M

apresentou germinagdo semelhante ao tratamento sem o Pb, como observado no
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tratamento com pré-embebicao. Além do tratamento EBL 10®* M, o EBL 107! M também
ndo diferiu do controle e, neste caso, 0 EBL 0 e EBL 10°° M foram inferiores ao controle.

Ao avaliar as formas de aplicagdo do EBL, na pré-embebi¢ao das sementes € no
papel do teste de germinagdo, as melhores doses para reverter o estresse causado pelo
chumbo na germinagio foram as mais concentradas (10°e 10® M) quando utilizadas na
pré-embebicio e as doses de 107!% ¢ 10M no teste de germinagdo (Figura 3). Contudo,
observa-se que para ambas as formas de aplicagdo o tratamento EBL 108 M foi benéfico

se igualando ao controle.
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Figura 3. Efeito das concentraces e formas de aplicagdo do EBL na Germinagdo (A) e na Primeira
Contagem da Germinagdo (B) de sementes de B. juncea sob estresse causado por Pb.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras minusculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicao e no teste de germinagdo. *Difere do controle pelo teste de Dunnett (p < 0,05).
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Como os brassinosterdides sao conhecidos por estimular a expansao e divisao
celulares, sugere-se que estes atuem na germinagao por estimular o desenvolvimento do
embrido, sendo necessario para a ocorréncia das divisdes mitdticas pelo megasporo (Taiz
et al., 2017). Sharma et al. (2008) relataram que o tratamento das sementes com 28-
homobrassinolideo aumentou a germinagao e o crescimento de plantulas de B. juncea sob
estresse causado por niquel.

Em sementes de tomate, a pré-embebi¢do em solucdes de EBL aumentou a
germinagdo nos tratamentos submetidos ao estresse causado por fenantrano, composto
organico poluente. A concentragdo de EBL 10 M foi a mais eficiente para superacgdo da
toxicidade desse poluente na germinacgdo, seguidas pelas concentracdes 107 ¢ 10712 M
(Ahammed et al., 2012). Efeito similar ocorreu na germinacdo de sementes de arroz na
presenca de Cromo, onde a pré-embebi¢do em EBL 10® M reduziu o estresse em 5,4 %
(Sharma et al., 2016)

A suplementacdo com 24-epibrassinolideo reduziu a toxicidade causada pelo
aluminio em plantulas de feijdo-guandu. A germinacdo das sementes tratadas com esse
hormonio se aproximou do tratamento controle, sem estresse, indicando a capacidade dos
brassinosterdides de superagao do estresse (Madhan et al., 2014). Em sementes de milho
submetidas a estresse causado por zinco e niquel, também houve aumento da germinacao
nos tratamentos com EBL, sendo as concentragdes 10 ¢ 10° M mais eficientes para
reversao desse estresse (Lukatkin et al., 2013).

A primeira contagem da germinagdo ¢ considerada um indicativo do vigor das
sementes refletindo a velocidade da germinagdo. Ao avaliar a germinag@o no quinto dia,
os resultados seguiram a mesma tendéncia da germinacao (Figura 3). Quando o EBL foi
aplicado na pré-embebi¢io, novamente, a concentragio 10 M foi superior as demais e
as duas doses de EBL mais concentradas proporcionaram resultados de velocidade de
germinacdo similares ao do controle. J& quando o EBL foi aplicado no teste de
germinacdo, as concentragdes 1071° ¢ 10® M se destacaram em relacdo as demais,
igualando os resultados aos do tratamento controle.

A Figura 4 mostra o padrao adotado para distingdo das plantulas normais e
anormais. Nas plantulas normais, pode-se observar a raiz primaria e a parte aérea com 0s
cotilédones ja visiveis. Nota-se que o maior problema relacionado a anormalidade das
plantulas foi o sistema radicular atrofiado ou até inexistente.

Vale ressaltar que apesar do chumbo ter limitado consideravelmente o crescimento

das plantulas, estas quando presentes as suas estruturas essenciais (parte aérea e raiz),
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mesmo que em tamanho reduzido, mas com proporcdes adequadas, foram consideradas

normais por apresentar potencial para formag¢ao de uma planta em condi¢des de campo.

Figura 4. Padrao de plantulas normais (A) e anormais (B) obtidas no teste de germinagao.

Segundo Pereira et al. (2013b), em plantulas anormais de alface causadas pela
presenca de Pb, as deformagdes nas raizes podem ser explicadas por anormalidades
cromossomicas resultantes de efeitos aneugénicos. Além disso, a medida que aumentou
a concentra¢dao de Pb, diminuiu o indice mitdtico, o que implica na inibi¢do da divisao
celular na regido meristematica das raizes. Em raizes de Echinodorus grandiflorus,
sugere-se que acumulo de Pb pode estar relacionado ao espessamento da endoderme e do
cortex. Tal fato consiste em um mecanismo de defesa para impedir que esse metal iniba
a atividade fotossintética nas folhas e reduza o crescimento das plantas (Ribeiro et al.,
2015).

Ao avaliar o Indice de Velocidade de Germinagio - IVG (Figura 5), ndo houve
diferenga significativa entre as concentracdes de EBL quando este foi aplicado na pré-
embebicdo das sementes. No entanto, na aplicacdo realizada no papel do teste de
germinagdo, as concentracdes de EBL 1071%¢ 10® M se mostraram superiores a 10° M,
que nao diferiu do tratamento EBL 0. Comparando com o tratamento controle, em ambos
os tipos de aplicacdo, a concentracio EBL 10® M obteve resultados iguais
estatisticamente ao tratamento sem o Pb.

Houve aumento significativo do TMG em todos os tratamentos com Pb (Figura 5).
A aplicacao do EBL na pré-embebicao nao houve diferenca entre as concentragdes. No
entanto, com a sua aplicagdo no teste de germinacdo, os valores do TMG foram
significativamente menores nas concentragdes 107'°¢ 108 M em relacio as demais doses.
Comparando-se as doses entre as formas de aplicacdo do EBL, somente na concentraciao

10° M o TMG foi maior quando o EBL foi aplicado no teste de germinago.
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Figura 5. Efeito das concentragdes e formas de aplicagdo do EBL no Indice de Velocidade de Germinagao
(A) e no Tempo Médio de Germinagdo (B) de sementes de B. juncea sob estresse causado por Pb.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicdo e no teste de germinacdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Em relagdo ao percentual de protrusdo radicular ndo houve interagao significativa
entre os dois fatores e nao houve diferenca entre as concentragdes de EBL ¢ formas de
aplicacdo utilizadas. Também ndo houve diferenga entre os tratamentos com EBL e o
controle pelo teste de Dunnett (Figura 6). J4 quanto a velocidade de protrusdo radicular,
apenas o tratamento EBL 10% M, quando aplicado no papel do teste de germinagio, foi
inferior aos demais. Em todos os tratamentos que envolveram a aplicagdo de chumbo,

tanto com e sem EBL, a velocidade de protrusdo radicular foi inferior ao controle.
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Figura 6. Efeito das concentragdes e formas de aplicagio do EBL no Protrusdo Radicular (A) e da Indice
de Velocidade de Protrusdo Radicular (B) de sementes de B. juncea submetidas a estresse causado por Pb.
Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitsculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras minusculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicdo e no teste de germinagdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Verifica-se que o chumbo ndo afetou o percentual de sementes que emitiram
radicula, mas reduziu a velocidade de ocorréncia desse processo. Assim, ao avaliar a
protrusdo radicular, o EBL ndo teve efeito significativo logo no inicio do processo de
germinagdo. Sugere-se que nas primeiras horas de embebigdo a absor¢ao de agua pelas
sementes do tratamento controle tenha sido mais rapida do que a embebi¢ao das sementes
submetidas as solu¢des contendo EBL e Pb. Isto pode ter favorecido os processos de
alongamento e divisao celular responsaveis pela protrusdo da radicula que foi mais rapido

no tratamento controle quando comparado aos demais tratamentos. Apds certo tempo de
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embebicdo, este efeito ja ndo foi tdo significativo de modo que a % de protrusao radicular
se igualou em todos os tratamentos.

Wierzbicka e Obidzinska (1998) sugerem que o envoltério das sementes seja
seletivamente permeavel aos ions de chumbo e ndo penetrem internamente com a mesma
velocidade que a dgua. No entanto, esse grau de permeabilidade tende a mudar durante o
processo de embebicao.

Destaca-se que, embora ndo tenha havido diferenca quanto a % de protursao
radicular, com o decorrer da germinagdo alguns tratamentos com EBL nao foram
eficientes para reverter o efeito do estresse causado pelo Pb, originando plantulas com
radiculas atroficadas como pode ser observado nas plantulas anormais da Figura 4. Ou
seja, a porcentagem de protrusdo radicular foi similar ao controle, mas nem todas as
radiculas se desenvolveram satisfatoriamente em presenca de Pb. Pela Figura 3, observa-
se que o tratamento EBL 10® M, nas duas formas de aplicagio, em geral, foi mais eficiente
que os demais para ndo reduzir a germina¢do em relacdo ao controle.

Em Arabidopsis, na presenc¢a de determinadas concentragdes de Pb, a radicula das
sementes se desprendeu da testa, mas em seguida houve a interrupgao do crescimento do
embrido. No entanto, a inibicdo do crescimento das plantulas ocorreu em baixas
concentragdes de chumbo. O mesmo ndo aconteceu para a emissdo da radicula que foi
observada mesmo em elevadas concentragdes (~100 mM). Tal fato indica que o
tegumento pode influenciar na permeabilidade seletiva dos ions de chumbo, sendo os
embrides isolados mais sensiveis ao metal pesado do que as sementes intactas (Li et al.,
2005).

Nao houve diferengas entre o comprimento da parte aérea das plantulas quando o
EBL foi aplicado em pré-embebigio (Figura 7). Somente com a concentracdo 10 M foi
possivel igualar estatisticamente os valores ao controle, de acordo com o teste de Dunnett.
De forma similar, quando o EBL foi aplicado no papel do teste de germinagdo, novamente
a concentracdo 10 M foi a tinica que proporciou a superagdo dos efeitos causados pelo
Pb, sendo seus resultados equivalentes ao do controle. Esta concentracao de EBL foi
superior as demais aplicadas. Estes resultados concordam com os obtidos no teste de
germinagdo (Figura 3), onde o tratamento EBL 10® M, independente da forma de
aplicacao, foi similar ao controle, destacando-se entre os tratamentos mais eficientes para
reverter o efeito do estresse por chumbo.

O EBL na concentragio 10 M aplicado na pré-embebic¢io de sementes de Brassica

juncea reduziu consideravelmente o efeito inibitério do cromo no desenvolvimento das
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plantas, principalmente no comprimento da parte aérea (Arora et al., 2010). Em rabanete,

houve declinio significativo na altura da planta sob estresse causado por 2,5 mM de Pb.

No entanto, o impacto do estresse foi revertido nos tratamentos que tiveram a pré-

embebi¢do das sementes em brassinosteroides, possibilitando crescimento ainda maior,

comparado ao tratamento sem o Pb (Anuradha e Rao, 2011).
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Figura 7. Efeito das concentragdes e formas de aplicagdo do EBL no Comprimento da Parte Aérea (A) e
da Raiz (B) de plantulas de B. juncea sob estresse causado por Pb.
Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicao e no teste de germinacdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

O comprimento das raizes das plantulas foi significativamente reduzido pelo Pb e

o tratamento com EBL nao foi eficiente para reverter completamente o efeito desse

estresse, comparado ao controle (Figura 7). Quando o EBL foi aplicado na pré-embebigao
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de sementes, as concentracdes de EBL 10 e 10° M favoreceram o crescimento da raiz
em 141 % e 146%, respectivamente, comparadas ao EBL 0. Ja quando o EBL foi aplicado
no papel do teste de germinacio, apenas a concentragdo 10 M se mostrou superior ao
tratamento sem o EBL, aumentando o crescimento da raiz em 77 %.

O crescimento da parte aérea e da raiz de plantas de B. juncea foram
significativamente afetados pelos tratamentos com cobre e homobrassinolideo (HBL).
Houve redugdo total do efeito téxico da menor concentracdo de Cu independente da
concentra¢io de HBL utilizada. O HBL 10 M aumentou o crescimento da parte aérea e
da raiz em 58 e 109 %, respectivamente, quando comparado ao tratamento sem o HBL
(Fariduddin et al., 2009). Em sementes de arroz, o pré-tratamento com EBL favoreceu o
crescimento das plantulas e reduziu os efeitos toxicos do cromo na parte aérea e na raiz
em 51 e 24 %, respectivamente (Sharma et al., 2016).

Observa-se que o chumbo visivelmente reduziu a germinacao (Figura 8) e o
crescimento das plantulas (Figura 9) em relag@o ao tratamento controle sem esse metal.
Resultados semelhantes foram obtidos por Kuriakose e Prasad (2008) que observaram
inibicao do crescimento da radicula e coledptilo em plantulas sob estresse por cadmio.
Segundo os autores, o metal pesado parece causar inibi¢do da hidrodlise de carboidratos e
da translocacdo dos agtcares hidrolisados, resultando em redugdo do crescimento das

plantulas.

CONTROLE

Figura 8. Teste de germinagdo de sementes de B. juncea em papel umedicido com agua (controle), na
solugdo de Pb 3 mM e na solugdo conjunta de EBL 10°M e Pb 3 mM.
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Figura 9. Aspecto das plantulas de B. juncea obtidas no teste de germinagdo em agua (controle) e em Pb
3 mM apds a pré-embebicido das sementes em dgua (EBL 0) e em solugdode EBL 10 M.

Acredita-se que o chumbo ¢ basicamente assimilado pelas raizes e pouco ¢
absorvido pelas folhas. Nas raizes, em grande parte, se move apoplaticamente e acumula
na endoderme que atua como barreira para o seu transporte da raiz para a parte aérea.
Apesar do seu acumulo ser maior nas raizes, parte pode ser translocada para a parte aérea
(Sharma e Dubey, 2005).

No entanto, no presente estudo apos a aplicacio do EBL 107 M, nota-se a reversio
desse estresse, principalmente no comprimento da parte aérea. Sabe-se que os
brassinosteroides sdo necessarios para o crescimento da parte aérea assim como da raiz.
No alongamento celular, os BRs agem isoladamente e interagem com outros hormonios
vegetais, demonstrando efeito aditivo com a giberelina e sinérgico com a auxina no
alongamento do caule (Hayat e Ahmad, 2011).

Pela Figura 10, oberva-se que o indice de vigor foi maior nos tratamentos com EBL
10® e 10° M aplicados em pré-embebicdo. Ja quando o EBL foi aplicado no teste de
germinagio, o maior indice foi obtido na concentragio 10® M. Contudo, independente da
forma de aplica¢do do EBL, houve redugéo do Indice de Vigor para todos os tratamentos
com Pb quando comparados com o controle, o que também foi observado ao se avaliar o
comprimento de raiz (Figura 7B) e o indice de velocidade de protrusdo radicular (Figura

6B).
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Figura 10. Efeito das concentra¢des e formas de aplicagio do EBL no Indice de Vigor das plantulas de B.
Jjuncea submetidas a estresse causado por Pb.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicao e no teste de germinacdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

O indice de tolerancia ¢ tido como bom indicador da sensibilidade ao chumbo,
sendo parametro relevante a ser considerado na fitorremediag@o por representar a relacao
entre o desenvolvimento da plantula sob estresse e o seu desenvolvimento sem estresse
(Wierzbicka, 1999). Recentes estudos tém utilizado esse indice para a caracterizagdo da
tolerancia aos metais pesados em plantas, o qual relaciona o crescimento no metal pesado
e no controle (Malar et al., 2014; Rasafi et al., 2016; Wang et al., 2014).

Nesse estudo, o indice de tolerancia da parte aérea das plantulas nao foi
influenciado pelas diferentes concentragdes de EBL aplicadas na pré-embebicao (Figura
11A). Quando o EBL foi aplicado no teste de germinacdo, a concentragio 10° M
promoveu maior tolerancia ao Pb, comparado as demais concentragdes. Da mesma forma,
somente 0 EBL 10 M aplicado no teste de germinagdo possibilitou resultados iguais
estatisticamente ao tratamento controle. Os demais tratamentos foram inferiores ao
controle. O tratamento com EBL 108 M também teve destaque na recuperacio do estresse
causado por Pb conforme resultados do teste de germinagdo (Figura 3A) e comprimento
da parte aérea de plantulas (Figura 7A).

Para o indice de tolerancia da raiz das plantulas (Figura 11B) as concentracdes de

EBL 10®e 10° M quando aplicadas na pré-embebi¢io de sementes foi superior as demais.
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Ja a aplicagdo do EBL no teste de germinacio, a concentragdo 10 M foi a tnica superior
ao EBL 0. No entanto, todos os tratamentos com EBL foram estatisticamente inferiores

ao controle, sem o Pb.
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Figura 11. Efeito das concentragdes e formas de aplicagido do EBL no indice de Tolerancia da Parte Aérea
(A) e da Raiz (B) das plantulas de B. juncea submetidas a estresse causado por Pb.

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras minusculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebigdo e no teste de germinagdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

O mecanismo de defesa das sementes (Figuras 12 e 13) e plantulas (Figuras 14 e
15) de B. juncea submetidas ao estresse por Pb foi avaliado por meio da atividade de

enzimas antioxidantes. Observa-se que a atividade das enzimas CAT (Figura 12A) e APX
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(Figura 12B) nas sementes nao houve interagdo significativa entre os fatores e nao houve

diferengas entre as concentracdes e formas de aplicagdo do EBL utilizados.
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Figura 12. Efeito das concentragdes e formas de aplicagdo do EBL na atividade das enzimas CAT (A) e
APX (B) em sementes de B. juncea sob estresse causado por Pb.

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicao e no teste de germinacdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Nao houve interagdo significativa entre os fatores e ndo houve efeito signficativo
entre as formas de aplicacdo do EBL na atividade da enzima POX determinada nas
sementes de B. juncea (Figura 13A). No entanto, houve efeito entre as concentragdes de
EBL utilizadas, no qual foi observada maior atividade dessa enzima na concentragao 10
§ M em relagdo ao ao tratamento sem EBL. Todos os tratamentos com a presenga do EBL

(1071%, 10® e 10 M) nio diferiram do controle, enquanto a atividade da POX nas
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sementes do tratamento sem EBL foi inferior ao controle. Tal fato demonstra o possivel

efeito do EBL na reversao do estresse causado pelo Pb, através do aumento da atividade

da POX.
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Figura 13. Efeito das concentracdes e formas de aplicacdo do EBL na atividade das enzimas POX e SOD
em sementes de B. juncea submetidas a estresse causado por Pb.
Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebigdo e no teste de germinagdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Observa-se que a aplicacdo do EBL ndo teve efeito significativo na atividade da

SOD (Figura 13B), tendo em vista que nao foi possivel identificar interagdo significativa

entre os fatores em estudo. Nao houve ainda diferengas entre as duas formas de aplicagao

e entre as concentragdes de EBL utilizadas. No entanto, observa-se que para todos os

tratamentos com estresse causado pelo Pb houve reducdo da atividade dessa enzima nas
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sementes, demonstrando, assim, o possivel comprometimento do sistema de defesa
causado por esse metal.

Sugere-se que a SOD atue na primeira linha de defesa, dismutando O>" em H>O; e
em seguida as enzimas CAT e APX atuam na destoxificacdo do H>O» dentro da célula.
No entanto, a APX e a CAT tém mecanismos de eliminacao diferentes. A APX ¢
responsavel pela modulagao fina da sinaliza¢do das EROs, enquanto que a CAT, que esta
exclusivamente nos peroxissomos. Essa enzima encarrega-se da remog¢ao do excesso de
EROs durante o estresse e ¢ responsavel pela quebra do perdxido em oxigénio e agua
(Mittler, 2002).

De forma similar a CAT, a POX também ¢ responsavel por quebrar o H> O, em H>O
e Oz, e juntamente com as demais enzimas protegem contra a formagdo das Espécies
reativas de O, (ERO,) (Madhan et al., 2014). As EROs podem afetar negativamente a
germinagao e o crescimento das plantulas devido a sua reagdao com acidos nucléicos o que
pode levar a modificagdes no codigo genético do embrido. Dessa forma, pode haver o
comprometimento das proteinas de reserva e dos lipidios, que sdo essenciais para o
desenvolvimento das plantas (Kranner e Colville, 2011).

Nas plantulas, a atividade das enzimas SOD, CAT, APX e POX nos tratamentos
com EBL em pré-embebicio na concentragio de 10 M foi superior ao tratamento EBL
0 (Figura 14 e 15), sendo que para a CAT acrescenta-se também o tratamento EBL 1078
M como superior ao EBL 0 e EBL 107! M (Figura 14A). Assim, pode-se afirmar que o
tratamento com EBL na concentracdo 10® M em pré-embebigio contribuiu para aumentar
a atividade de todas as enzimas antioxidativas avaliadas nas plantulas de B. juncea,
permitindo superar os efeitos do estresse causado pela toxidez por Pb.

Em plantulas de arroz, a exposi¢do aos ions de cromo diminuiu a atividade da SOD,
comparada ao controle. No entanto, com o pré-tratamento das sementes em EBL, a
atividade da SOD aumentou em 60% em relagdo as plantulas estressadas (Sharma et al.,
2016). Ahammed et al. (2012) ao avaliarem plantulas de tomate submetidas ao estresse
causado por fenantreno, um hidrocarboneto aromadtico contaminante ambiental,
verificaram aumento no conteudo de malonaldeido induzindo alta producao de EROs,
provocando redug¢dao na atividade da SOD. Os autores sugerem que esta elevada

concentracdo de EROs excedeu a capacidade de eliminagao pela SOD.
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Figura 14. Efeito das concentracdes e formas de aplicacdo do EBL na atividade das enzimas CAT e APX
em plantulas de B. juncea submetidas a estresse causado por Pb.

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maitisculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras minusculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebigdo e no teste de germinagdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Por outro lado, quando a aplicacdo do EBL foi realizada no teste de germinagdo, de
modo geral, ndo foi possivel detectar diferencas entre as concentracdes utilizadas,
observando-se atividade enzimatica semelhante em todas elas, exceto para a enzima SOD
em que a concentracdo EBL 10 M foi superior ao EBL 0 (Figura 14 e 15). Destaca-se
também que todos os tratamentos com EBL aplicado no teste de germinagdo foram
inferiores ao controle. Portanto, neste caso, o EBL ndo contribuiu para o aumento de
atividade das enzimas do sistema antioxidante, as quais sao relevantes para a superacao

do estresse por Pb como ocorreu quando a aplicagdo foi feita em pré-embebigao.
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Comparado-se as formas de aplicacao do EBL (Figura 14 e 15), verificou-se menor

atividade de todas as enzimas no tratamento EBL 10 M aplicado no teste de germinagio

quando comparado a sua aplicagdo em pré-embebigao.
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Figura 15. Efeito das concentracdes e formas de aplicacdo do EBL na atividade das enzimas POX e SOD
em plantulas de B. juncea submetidas a estresse causado por Pb.
Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p <0,05). Letras maiusculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicao e no teste de germinacdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Em plantulas de rabanete, a toxicidade de Pb provocou redugdo na atividade da

CAT. No entanto, com a aplicagdo dos BRs houve aumento na atividade dessa enzima

(Anuradha e Rao, 2011). Em plantas de Brassica juncea estressadas com cobalto, a pré-

embebicdo do EBL fortaleceu o sistema de defesa antioxidante por estimular a agdo de
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enzimas como a CAT, sendo a concentragdo de EBL 10 M a mais efetiva (Arora et al.,
2012). A suplementacdo com EBL aumentou a atividade das enzimas antioxidantes CAT,
POX, APX e SOD em plantulas de feijio guandu submetidas ao estresse causado por
Aluminio (Madhan et al., 2014).

Assim, de modo geral, a utilizagdo do EBL, especialmente na concentragio de 10
M em pré-embebicdo, contribuiu para ativar o sistema de defesa antioxidante, uma vez
que se verificou aumento da atividade das enzimas SOD, CAT, APX e POX em relagio
aos demais tratamentos com EBL, equiparando-se ou superando aos valores obtidos para
o controle. Estes resultados confirmam relatos de que os Brs podem atuar no aumento da
produgdo de enzimas antioxidantes atenuando os efeitos do acimulo de espécies reativas
de oxigénio (Ahammed et al., 2012; Anusha et al., 2015; Fariduddin et al., 2009)

O aumento na producao de enzimas antioxidantes representa um mecanismo tipico
de defesa contra o acimulo e toxidez de compostos toxicos a célula. Embora muitos
estudos mostrem as mudancgas no sistema antioxidante em resposta ao estresse causado
por metais pesados e a acdo dos BRs, os mecanismos atuantes ainda tém sido pouco
explorados (Seneviratne et al., 2017). O estresse causado por metais pesados pode levar
aum aumento na produ¢ao de EROs, as quais interagem com diversas moléculas, gerando
peroxidagdo e lipidios, desnaturacdo de proteinas, danos ao sistema de membranas
celulares e mutagdes no DNA (Kumar et al., 2015).

Espera-se que com a exposicdo ao metal pesado o sistema antioxidante seja
induzido. No entanto, nas sementes as alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes
(Figura 12 e 13) foram bem menos evidentes do que quando as avaliagdes foram feitas
em plantulas (Figura 14 e 15). De fato, as mudangas no sistema antioxidante tém sido
relatadas com maior fréquencia em plantulas apds a germinagdo com efeitos negativos
sobre o crescimento de plantulas na presenca de metais pesados (Kranner e Colville,
2011). Destaca-se ainda que, nas plantulas houve efeito significativo das formas de
aplicacdo e doses de EBL na atividade das enzimas, especialmente na concentracio de
10° M em pré-embebicdo, na qual verificou-se maior atividade antioxidante nio
diferindo do controle (Figura 14 e 15).

E importante ressaltar que, também pelos resultados porcentagem e velocidade de
germinagdo (Figura 3A e 3B) e comprimento de parte aérea de plantula (Figura 7A), os
tratamentos com EBL em pré-embebicao, especialmente nas doses de 10 e 10 M, foram

efetivos para reverter o estresse causado pelo Pb, equiparando-se ao controle. Destaca-se
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que também nestas concentragdoes houve aumento na atividade das enzimas antioxidantes,
indicando a possivel associagdo entre o EBL e a reducdo do estresse oxidativo.

Os BRs estdo presentes em sementes e tém efeito sobre a germinacdo, o
desenvolvimento inicial das plantulas e a tolerancia a estresses (Divi e Krishna, 2010). O
tratamento das sementes de B. juncea com 28-HBL provocou aumento na germinagao e
no crescimento das plantulas sob estresse por Niquel. Da mesma forma, houve o aumento
da atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD, APX e POX que estdo associadas a
protecao contra o estresse oxidativo causado pelo metal pesado (Sharma et al., 2008).

A aplicacao exdgena dos BRs pode estimular ao nivel endogeno de BRs e, portanto,
induzir maior tolerdncia a condigdes de estresse. E importante, assim, definir a
concentragdo adequada para a aplicacdo exdgena do BRs capaz de induzir tolerancia a
situagdes particulares de estresse ou reverter os seus efeitos. As alteracdes na atividade
de enzimas antioxidantes t€ém sindo um indicador eficiente em estudos sobre estresses
abidticos em plantas e sementes (Nawaz et al., 2017; Rajewska et al., 2016; Shahzad et
al., 2018; Vardhini e Anjum, 2015).

Observa-se com maior frequéncia a diminui¢do da atividade enzimatica em
concentragdes mais altas ou periodos mais longos de exposi¢cdo aos metais pesados. Tal
fato indica que os efeitos toxicos provavelmente superaram a capacidade antioxidante de
defesa da planta. Contudo, existem situa¢des que pode ocorrer o aumento da atividade
dessas enzimas de defesa, induzido pela toxicidade do metal pesado. Dessa forma, os
limites para essas determinagdes sao ténues e dependem de varios fatores (Mourato et al.,
2015).

O teor de Pb variou de forma diferente nas sementes e plantulas (Figura 16 A e B).
Nas sementes (Figura 16 A), ndo houve diferenga significativa no teor de Pb entre as
concentracdes de EBL independente da forma de aplicagdo. No entanto, quando a sua
aplicacdo foi feita em pré-embebicdo a quantidade de Pb absorvida pelas sementes foi
menor em relacdo a aplicacdo realizada no teste de germinacdo. Contudo, o teor de Pb
nos tratamentos com EBL aplicado em pré-embebicao ndo diferiu do controle, que ¢
praticamente inexistente. Enquanto que o EBL ao ser aplicado no teste de germinacao,

verificou-se que as sementes apresentaram maior teor de Pb do que as do controle.
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Figura 16. Efeito das concentracdes e formas de aplicagdo do EBL no teor de Pb nas sementes (A) e
plantulas (B) de B. juncea sob estresse causado por Pb.

Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p <0,05). Letras maiusculas comparam doses de EBL dentro
dos tratamentos de pré-embebicdo e teste de germinagdo. Letras mintisculas comparam doses de EBL
aplicadas em pré-embebicao e no teste de germinacdo. * Difere do controle pelo teste de Dunnett a 5%.

Nas plantulas (Figura 16 B), o teor de Pb quando o EBL foi aplicado na pré-
embebicdo foi superior nas concentragdes 10° e 10° M, comparado ao EBL 0.
Novamente, a aplicacio do EBL no teste de germinacdo na concentragio 10 M foi
superior ao tratamento sem EBL. Ao associar com os dados de germinacao (Figura 3) e
crescimento de plantulas (Figura 7), esses mesmos tratamentos apresentaram os maiores
valores. Assim, verifica-se que nesses tratamentos, as plantulas de B. juncea
possivelmente conseguiram absorver maior quantidade de Pb sem afetar o seu

desenvolvimento, o que pode ser atribuido a acdo do EBL. Nestes tratamentos também
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foi detectada maior atividade de enzimas do sistema antioxidante CAT, APX, POX e
SOD (Figuras 14 A, B e 15 A, B, respectivamente).

Verifica-se ainda que, as plantulas de todos os tratamentos com presenca de Pb
tiveram teores superiores desse metal em relagao as do controle sem Pb (Figura 16 B), o
que ndo ocorreu para o teor de Pb nas sementes, que houve diferenca entre as formas de
aplicacdo do EBL. Nas sementes que tiveram pré-embebigao, o teor de Pb foi considerado
igual estatisticamente ao do controle, sem Pb. Isso pode ser atribuido ao fato das sementes
jé& estarem hidratadas ao serem colocadas para germinar em substrato umedecido com Pb.
Ainda que as sementes de todos os tratamentos com Pb tenham sido avaliadas 96 h apos
o inicio do teste de germinagdo e apds 24 h no tratamento controle, foi possivel observar
que houve baixa absor¢do de Pb nos tratamentos que utilizaram a pré-embebicao (Figura
16 A).

Nas plantulas em ambas as formas de aplicagdo do EBL, o teor de Pb foi
estatisticamente superior ao do controle, sem o Pb. Nota-se que nos tratamentos com a
pré-embebicao, a quantidade de Pb s6 aumentou significativamente apds o rompimento
do tegumento, com a emissao da radicula e subsequente formagao da plantula. Sugere-se
que, com o inicio da protrusao radicular, houve maior exposi¢ao ao Pb que foi absorvido
em maior quantidade pelos tecidos da plantula.

A reducdo da germinagdo e do comprimento das raizes pode ser atribuido ao
decréscimo das divisdes celulares nos meristemas apicais ou devido as anormalidades
cromossdmicas ou até mesmo as modificacdes anatomicas. Recentes estudos relatam a
modifica¢des significativas na anatomia das raizes de plantulas expostas ao Pb (Pereira
et al., 2013a; Pereira et al., 2013b; Ribeiro et al., 2015). Acredita-se que contetido de Pb
nos tecidos das plantas tende a decrescer seguindo a seguinte ordem: raiz > folhas > caules
(Sharma e Dubey, 2005). Em plantulas de Eichhornia crassipes, o maior acimulo de
chumbo foi nas raizes, mas apenas pequenas quantidades de Pb foram translocadas para
a parte aérea (Malar et al., 2014).

Sabe-se que o chumbo afeta diferentes etapas do desenvolvimento das plantas,
desde a germinacao até o crescimento das plantas. A influencia negativa nesses processos
deve-se, em grande parte, a alteragdes induzidas pelo Pb na composicio e na
permeabilidade de membranas aliado a alteracdes nas atividade de enzimas antioxidantes
e acumulo de EROs (Wojcik e Tukiendorf, 2014).

Em sintese, a aplicacdo de BRs em sementes de B. juncea sob estresse por Pb pode

ser interessante para reverter os efeitos deste estresse na germinagao € no crescimento
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inicial da plantula, uma vez que o tratamento com BRs aumenta a atividade antioxidante
nas células contribuindo para reduzir os efeitos deletérios ocasionados pelas EROs.
Assim, o tratamento com BRs pode ser uma estratégia interessante para solucionar
problemas relacionados a germinagdo e ao estabelecimento de plantulas em campo

durante a fitoremediacao.
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CONCLUSOES

* Houve efeito negativo do Pb na germinagao das sementes e no desenvolvimento das
plantulas de B. juncea.

* Aplicacdo do EBL tanto na pré-embebicao das sementes como durante o teste de
germinagdo mostrou efeito positivo na recuperagdo da germinacao e no crescimento das
plantulas, principalmente na concentragio 10 M que foi superior nas duas formas de
aplicagao.

* O sistema de defesa das enzimas antioxidantes nas sementes e plantulas foi
comprometido com a exposi¢do ao chumbo. Contudo, os brassinosteréides aumentaram
a atividade dessas enzimas no sentido de superar os efeitos toxicos causados por esse

metal.
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