UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

MARIA CAROLINA COSTA ALMEIDA ZEFERINO

ACAO DO MERCURIO NA GERMINACAO DE SEMENTES DE Melanoxylon
brauna Schott. (FABACEAE-CAESALPINOIDEAE)

VICOSA - MINAS GERAIS
2021



MARIA CAROLINA COSTA ALMEIDA ZEFERINO

ACAO DO MERCURIO NA GERMINACAO DE SEMENTES DE Melanoxylon
brauna Schott. (FABACEAE-CAESALPINOIDEAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncia Florestal, para obtencao do titulo
de Magister Scientiae.

Orientador: Eduardo Euclydes de L. e Borges
Coorientadora: Genaina Aparecida de Souza

VICOSA - MINAS GERAIS
2021



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T
Zeferino, Maria Carolina Costa Almeida, 1994-
Z43a Acdo do merctrio na germinagdo de sementes de
2021 Melanoxylon brauna Schott. (Fabaceae-Caesalpinoidae) / Maria

Carolina Costa Almeida Zeferino. — Vigosa, MG, 2021.
1 dissertagdo eletronica (53 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Eduardo Euclydes de Lima e Borges.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliogréficas: f. 40-53.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2021.071

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Germinagdo. 2. Elementos tragos. 3. Toxicidade.
4. Embebicao. I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento
de Engenharia Florestal. Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncia Florestal. II. Titulo.

CDO adapt. CDD 634.9181528




MARIA CAROLINA COSTA ALMEIDA ZEFERINO

ACAO DO MERCURIO NA GERMINAGAO DE SEMENTES DE Melanoxylon
brauna Schott. (FABACEAE-CAESALPINOIDEAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncia Florestal, para obtengao do titulo
de Magister Scientiae.

APROVADA: 08 de julho de 2021.

Assentimento:

o Lardure, T A taouro
Maria Carolina Costa Almeida Zeferino
Autora

hedentia 1Y

Eduardo Euclydes de Lima e Borges
Orientador




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por sempre me abencgoar, iluminar meus passos e
me dar sabedoria para seguir em frente.

Aos meus pais, José Renato e Lusmar, por todo apoio incondicional. Sem essa
confian¢a e amor nada seria possivel.

Ao meu irmao e melhor amigo Thomaz, que sempre esteve ao meu lado,
independente da distancia, sempre me ouvindo e aconselhando.

Ao professor Eduardo, que foi mais que um orientador, e sim um “segundo pai”, que
me ouviu rir e chorar incontaveis vezes, sempre com palavras confortantes. Agradeco
pelas orientacbes académicas e pelos ensinamentos que vou levar para a vida.

A Genaina, que nunca teve hora ou lugar para sanar minhas dividas, sempre solicita
e proativa; comegou como uma coorientadora e se tornou uma amiga.

A Marquione, por todo amor com que me acolheu desde o meu primeiro dia no
laboratério. Ao Mauro, por sempre ser paciente e estar a disposicao para me ensinar
e auxiliar nos experimentos desse estudo. Aos colegas do LASF e da Silvicultura,
especialmente Tidozinho, Luciane, Rodrigo, Lydiane, Vania, Geraldo e Gilberto.

A Gabriela Samartini, por ter sido uma irma, sempre cuidadosa e ficando ao meu lado
nos momentos mais delicados pelos quais ja passei.

As meninas do 706, Talita, Alessandra e Nathane, por dividirem a casa e a vida
comigo, ouvindo os dramas do dia a dia (e ndo foram poucos).

A Camila e ao Guilherme por tanto acolhimento.

Aos amigos que Vigosa me proporcionou, que fizeram com que essa caminhada fosse
mais feliz. E aos amigos de Manhuacu, em especial Karina, Leticia, Luiz e André.

A Universidade Federal de Vigosa e ao DEF.

A CNPq e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela concesséao da bolsa de estudos.

A todos que me ajudaram direta e indiretamente nessa conquista: Muito obrigada!

“Senhor, uma andorinha sé néo faz vergo.”

Miguel de Cervantes



RESUMO

ZEFERINO, Maria Carolina Costa Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2021. Acao do mercurio na germinacao de sementes de Melanoxylon
brauna Schott. (Fabaceae-Caesalpinoidae). Orientador: Eduardo Euclydes de Lima
e Borges. Coorientadora: Genaina Aparecida de Souza.

Técnicas empregadas nos meios urbano, rural e industrial sdo responsaveis pelo
acumulo de elementos traco no meio ambiente, comprometendo a qualidade do solo
e possibilitando a entrada desses elementos na cadeia alimentar. O Mercurio (Hg) é
considerado potencialmente téxico a biota como um todo; nas plantas pode causar
estresse hidrico, alteracdo hormonal, diminuicAdo da biomassa, inibicdo da
fotossintese e até morte. Nas sementes, esse elemento afeta a germinagéo inibindo
a absorcao de agua, além de estimular o estresse oxidativo. As sementes séo o
principal método pelo qual as plantas se reproduzem na natureza e sao utilizadas para
propagar inumeras espécies florestais. A germinacao € um estagio essencial no ciclo
de vida das espécies. O objetivo do presente estudo foi estabelecer a relacdo entre a
presenca do Hg e a germinacao de sementes de Melanoxylon brauna. Avaliou-se a
porcentagem de germinacao, o indice de Velocidade de Germinagéo, o comprimento
do eixo embrionario, o consumo de reservas, a taxa de consumo de oxigénio, as
atividades das enzimas a- e B-amilase e a producdo de malonaldeido das sementes
submetidas a diferentes concentrag¢des de HgCl2 (25, 50, 75, 100uM, 1, 2, 3, 4 e 5mM).
De forma geral, os embrides de Melanoxylon brauna tratados com HgCl2
apresentaram reducao na porcentagem de germinacao e no IVG, no comprimento do
eixo embrionario, no consumo de reservas, na taxa de consumo de oxigénio, nas
atividades das enzimas a- e B-amilase e na produgdo de MDA. A concentracdo de
HgClz de até 5mM nao foi capaz de causar a morte das sementes, no entanto alterou

a absorcao de agua dessas, levando ao atraso e inibicdo da germinacgao.

Palavras-chave: Elementos tracos. Embebicao. Cloreto de mercurio. Toxicidade.



ABSTRACT

ZEFERINO, Maria Carolina Costa Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2021. Effect of Mercury on germination of Melanoxylon brauna Schott.
(Fabaceae-Caesalpinoidae) seeds. Advisor: Eduardo Euclydes de Lima e Borges.
Co-advisor: Genaina Aparecida de Souza.

Techniques used in urban, rural and industrial environments are responsible for the
accumulation of trace elements in the environment, compromising the quality of the
soil and allowing these elements to enter the food chain. Mercury (Hg) is considered
potentially toxic to the biota as a whole; in plants, it can cause water stress, hormonal
alteration, decrease in biomass, inhibition of photosynthesis and even death. In seeds,
this element affects germination by inhibiting water absorption, in addition to
stimulating oxidative stress. Seeds are the main method that plants reproduce in
nature and are used to propagate many forest species. Germination is an essential
stage in the life cycle of species. The objective of the present study was establishing
the relationship between the presence of Hg and the germination of Melanoxylon
brauna seeds and investigate the effects of this metal on their metabolism.
Germination percentage, germination speed index, embryonic axis length, reserve
consumption, oxygen consumption rate, a- and B-amylase enzyme activities and
malonaldehyde production of seeds subjected to different concentrations of HgClz
were evaluated (25, 50, 75, 100uM, 1, 2, 3, 4 e 5mM). In general, Melanoxylon brauna
seeds and embryos treated with HgCl2 showed a reduction in germination percentage
and IVG, embryonic axis length, reserve consumption, oxygen consumption rate, a-
and B-amylase enzyme activities and MDA production. The concentration of HgCl2 up
to 5mM did not kill seeds, however it altered their water absorption, leading to delay

and inhibition of germination.

Keywords: Trace elements. Imbibition. Mercury chloride. Toxicity.
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1 INTRODUGCAO

A degradagao ambiental tornou-se uma consequéncia marcante e preocupante
do aumento da populacao e do desenvolvimento industrial e agricola (LIANG & YANG,
2019). Diversas préticas usuais nos meios urbano, rural e industrial sdo responsaveis
pelo acumulo de residuos tdéxicos no solo. Em consequéncia, aumentou-se também
a preocupagao sobre a toxicidade dos compostos conhecidos como “metais pesados”
(YUAN et al., 2019).

O termo “metal pesado”, hoje em dia também denominado de “elemento trago”,
esta atrelado a poluicdo e a toxidez (SHANG et al., 2019). Entretanto, deve-se
diferenciar os elementos essenciais ao metabolismo dos seres vivos, como zinco,
cobre, manganés e ferro, daqueles que sao essencialmente toxicos, por exemplo o
cadmio, chumbo, arsénio e o mercurio (KHANAM et al., 2020). Visto que, além de nao
exercerem fungdes nos organismos, podem ser altamente prejudiciais, e até mesmo
letais (DAVENPORT, 2020).

Amplo uso dos metais pesados pela industria (siderurgia, mineragao,
galvanizacao, eletrbnica) e na agricultura contaminou o solo, estando entre os
problemas ambientais atuais. Principalmente na agricultura, a aplicacao de fungicidas
e praticas adotadas para corrigir o solo sdo comuns no Brasil. Muitas vezes, essas
negligenciam o fato de que as concentragdes de elementos trago presentes nesses
compostos serao altamente prejudiciais a biota (YUAN et al., 2017; LI et al., 2018).

Atividades como a mineragdo e a agricultura podem dizimar, parcial ou
completamente a cobertura vegetal do solo. A remogao dessa cobertura pode levar,
eventualmente, a erosdo do solo. Além disso, residuos téxicos podem ser carreados
até os lengéis freaticos e aumentar os niveis de elementos trago nos sistemas
(MINARI et al., 2017; YANG et al., 2018). Um elemento trago que se destaca pela sua
alta toxicidade é o mercurio (Hg). Além da capacidade de se movimentar na agua e
no solo, o Hg pode ser absorvido pelas plantas, acumulado e transferido ao longo da
cadeia tréfica (GUPTA et al., 2019). Esse elemento € considerado potencialmente
toxico a biota como um todo, até mesmo em baixas concentragdes (CLEMENS & MA,
2016; AZZAM et al., 2016).

Os elementos trago afetam a germinacdo das sementes pela inibicdo da
absorgéo da agua, sendo altamente eficazes em inibir as atividades das aquaporinas
nas sementes e nos eixos embrionarios (CARDOSO et al., 2015; IOSOB et al., 2019;



YANEZ-ESPINOSA et al., 2020). Aquaporinas sdo proteinas das membranas que
facilitam a passagem de agua e pequenos solutos nas células (LOPEZ et al., 2012).
Acredita-se que essas proteinas sejam a principal forma de movimento da agua pelas
membranas celulares nas plantas (MAUREL et al., 2015).

A toxidez do Hg estimula o estresse oxidativo quando atinge patamares nos
quais a célula ndo consegue controlar, podendo resultar em diversos eventos danosos
ao metabolismo celular. A oxidagdo das proteinas, danos a membrana plasmatica e
ao DNA, promovendo danos aos cromossomos através da quebra dessa
macromolécula sdo algumas das consequéncias. A fragmentacdo do DNA esta
associada a morte celular programada (apoptose) e pode ser utilizada como um
marcador molecular para apontar a perda de viabilidade da semente (KRANNER et
al., 2011; ABDELGAWAD et al., 2016; VALKO et al., 2016). Na semente, o Hg age
diretamente no embrido ou no endosperma, interagindo rapidamente com os
grupamentos tidis das células (ligagbes —-SH). Essa modificacdo afeta o
desenvolvimento do embrido, uma vez que seus tecidos sdo ricos nesse tipo de
ligacao (SHARMA et al., 2017; TOMESCU et al., 2017; HANDA et al., 2018; KOHLI et
al., 2019; SHAHZAD et al., 2018; SOARES et al., 2019).

As plantas que se desenvolvem nos ambientes contaminados por altas
concentracbes de elementos traco estdo suscetiveis a uma série de alteracdes
fisiologicas e nutricionais. Clorose, estresse hidrico, alteragao no balan¢o hormonal,
diminuicao da biomassa, inibicdo da fotossintese e até morte (SINGH et al., 2016;
CHOUDHARY et al. 2017) sédo algumas dessas alteracdes. Determinadas espécies
vegetais apresentam tolerancia a esses metais (SARWAR et al., 2017; SIQUEIRA-
SILVA et al., 2019), permitindo que os imobilize em seus tecidos, sendo esse processo
conhecido como bioacumulagcdo. A partir dessa capacidade surgiu o termo
fitorremediacdo. A Fitorremediacao de solos contaminados por elementos traco vem
sendo bastante estudada nos ultimos anos (MAHAJAN & KAUSHAL, 2018). Assim,
para que esse mecanismo seja eficiente é indispensavel selecionar espécies que
tolerem tais condicées do solo (RIOS et al.,, 2017). Seja para utiliza-las como
fitorremediadoras ou para avaliar os possiveis impactos de determinadas atividades
com relacdo a manutencao dos ecossistemas nativos.

Conhecida popularmente como brauna, a Melanoxylon brauna é uma espécie
arbérea da familia Fabaceae Caesalpinoideae. Nativa do Brasil, do bioma Mata
Atlantica, ocorre principalmente nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Rio


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/pce.13551?casa_token=amLLT875XcUAAAAA%3A7dhcUd-Ve6UeWPSmxQxrTy7Pzd3IuVrSWSligVu8WyOMi6BZIOie9vQtmNVj_Xd0unPfaAU1wtupJQ#pce13551-bib-0052
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0155
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0182
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0065
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0148
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0173

de Janeiro e Espirito Santo. Possui alto valor econémico, com madeira pesada e
compacta, bastante utilizada em obras externas e hidraulicas, moirbes, postes,
construcao civil e instrumentos musicais (LORENZI, 2014). Devido a exploracdo e a
deficiéncia de replantios, essa espécie estd apontada como “Vulneravel” na Lista
Oficial de Flora Ameagada em Extin¢ao (IBAMA, 2019).

A regido natural da brauna, além das contaminagdes do solo provenientes
agricultura, sofreu grandes desastres ambientais ocasionados pela atividade
mineradora, principalmente no estado de Minas Gerais. Esses eventos liberaram no
solo altos teores de elementos traco, potencialmente nocivos, reforcando a
necessidade de pesquisas com potenciais formas de mitigar este problema, para
recuperar areas afetadas (ANA, 2016; HATJE et al., 2017; SILVEIRA et al., 2019).

Tendo em vista os relatos a respeito da toxicidade do mercurio (CLEMENS &
MA, 2016; AZZAM et al., 2016) e a importancia ecoldgica e econdmica da espécie
florestal em questéo, sugere-se que o mercurio interfere na germinacao de sementes
de Melanoxylon brauna, o que pode dificultar a propagacgao natural dessa espécie e
afetar o bioma.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Contaminacao do Meio Ambiente por Elementos Traco

A poluicdo do meio ambiente esta diretamente associada as atividades
resultantes da intervencdo humana e ao rapido crescimento industrial. Atividades
como a agricultura e a mineracdo podem eliminar parcial ou totalmente a cobertura
vegetal do solo. Dessa forma, podem favorecer a sua degradacédo e processos de
erosdo, contaminacdao de cursos d’agua e carreamento de poluentes, podendo
comprometer todo o ecossistema (CAl et al., 2017; JIANG et al., 2018).

A contaminacdo do solo por elementos trago é considerada um problema
ambiental de preocupacdo mundial, sendo alguns desses metais altamente
prejudiciais ndo apenas ao meio ambiente, mas também a saude humana (LI et al.,
2014; SHAHID et al., 2017; CHEN et al., 2018).

No entanto, verifica-se naturalmente a ocorréncia de elementos trago nos solos,
alguns desses, como 0 zinco, 0 cobre e o ferro sdo essenciais para a nutricao dos
animais e das plantas. Porém outros, como arsénio, chumbo, cadmio e mercurio, sdo
prejudiciais a diversos componentes da biosfera (CHEN et al. 2015; CLEMENS & MA,
2016; PAN et al. 2016). Em parte das situagdes, tais elementos sdo encontrados nos
solos em formas ou concentracdes que nao apresentam riscos ao ambiente. No
entanto, nos ultimos anos, pressdes decorrentes das atividades antrépicas elevaram
notadamente as quantidades desses metais em diversos ecossistemas (SHAHZAD et
al., 2018).

O acumulo de elementos trago préximo aos solos agricolas representa um risco
delicado a seguranca ambiental. Esses compostos podem pronunciar sua capacidade
poluente pontualmente nos organismos no solo, pela disposicao as plantas em graus
toxicos. Além da probabilidade de serem transferidos para a cadeia alimentar, pela
vegetacao ou pela agua (WANG et al., 2019; YUAN et al., 2019).

Periodicamente, a Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doencas
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry — ATSDR — Estados Unidos)
divulga uma relagao de substancias baseada na periodicidade de ocorréncia, toxidez
e capacidade de exposicédo ao ser humano. Tal lista tem como lideres o As, 0 Pb e 0
Hg, entre outros, considerados altamente prejudiciais a saude humana (ATSDR,
2017).
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A alta capacidade de poluicdo dos solos por elementos traco esta associada a
alta toxicidade, persisténcia e acumulo destes elementos no solo (ALI, MALIK,
SHINWARI & QADIR, 2015; JIANG et al., 2017). Esses compostos nao sao
biodegradados e sdo transferidos para os niveis tréficos superiores da cadeia
alimentar, sendo acumulados ao longo da biota (REZANIA et al., 2016).

Diversos fatores controlam a absor¢cédo dos elementos traco pelas raizes das
plantas, como a quantidade desses elementos disponivel no meio, o pH, a matéria
organica e a capacidade de troca catiénica do solo. Dentre os fatores relacionados a
planta estdo o tipo de cultura e fertilizantes adotados, o estagio de desenvolvimento
dessa, entre outros (LENTE et al., 2014; YADAV et al., 2018).

Tem-se conhecimento de que em ambientes com altas concentragdes desses
elementos, as plantas podem apresentar diversas anomalias nutricionais e
fisioldgicas. Dentre elas a inibicdo da etapa germinativa, alteracdes nas taxas
fotossintéticas, clorose foliar devido a degradacdo da clorofila, diminuicdo da
biomassa e alteracdo nos balancos hidrico e hormonal (AHMAD et al., 2016; ANJUM
et al. 2016, ALVES et al., 2017). Alguns dados da Companhia Ambiental do Estado
de Sao Paulo (CETESB, 2017) relatam que até o ano de 2017, existiam em torno de
5.942 areas contaminadas por esses tipos de metais, registradas apenas no territorio
do Estado de Sao Paulo.

2.2Elementos Traco

Os elementos trago também sdo conhecidos por outras denominag¢des, como
metais pesados, metais trago e microelementos (HOODA, 2010; SHANG et al., 2019).
Eles consistem em, aproximadamente, sessenta e cinco elementos metalicos, com
densidade superior a 5g cm (Ll et al., 2014). Tais elementos podem estar associados
ou ndo a outros elementos quimicos, dando origem a diferentes compostos (HU et al.,
2013; CHEN et al., 2015).

Como ja citado, alguns desses elementos sdo essenciais ao desenvolvimento
dos vegetais por serem constituintes de enzimas e de proteinas, como o zinco.
Entretanto, esses se tornam téxicos quando excedem suas concentragdes ideais aos
organismos. J& outros elementos mencionados ndo exercem fungdes conhecidas no
metabolismo dos vegetais e sdo toxicos em concentragbes minimas (RODRIGUES et
al., 2016).
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Nas sementes, de um modo geral, os elementos trago influenciam a
germinacao de duas formas principalmente, através da inibicdo da absor¢ao da agua,
regulando o funcionamento das aquaporinas (AQPs), e por sua toxidez, que leva ao
estresse oxidativo (KRANNER et al., 2011; CARDOSO et al. ,2015; WANG et al.,
2016; EL RASAFI et al., 2016). Alguns experimentos indicaram que essa interferéncia
pode variar com a concentracdo do metal, podendo n&o mostrar efeito significativo,
quando em baixas concentracbes (KRANNER e COLVILLE, 2011; SADERI e
ZARINKAMAR, 2012).

A respeito do Hg, alguns pesquisadores relataram que esse pode ser
responsavel por inibir a atividade das AQPs em sementes (WILLIGEN et al., 2006;
CARDOSO et al., 2015), e em suas partes, como no eixo embrionario (OBROUCHEVA
et al., 2012; NOVIKOVA et al., 2014). As aquaporinas sao proteinas encontradas nas
membranas que facilitam a passagem de agua na célula por meio da formacao de um
canal (PARK et al., 2010). O bloqueio da atividade dessas proteinas, na maioria dos
casos pode ser um processo reversivel, devido a agao de agentes redutores, como o
DTT (ditiotreitol) e o 2BME (2-mercaptoetanol). Esses compostos proporcionam as
aquaporinas condicdes para que retornem a sua configuracao original (JAIN et al.,
2008). Essa pratica ja foi utilizada em experimentos com sementes de Aesculus
hippocastanum (OBROUCHEVA et al., 2012), Plathymenia reticulata (CARDOSO et
al., 2015), e em eixos embrionarios de Vicia faba (NOVIKOVA et al., 2014)

2.3 A Toxidez do Mercdrio e Estresse Oxidativo nas Plantas

O Mercurio (Hg) é apontado como um elemento extremamente téxico, nao
somente as plantas, mas também aos animais e aos seres humanos. Pode ser
encontrado no solo, na 4gua e na atmosfera (CLEMENS & MA, 2016; AZZAM et al.,
2016). Sua toxicidade é variavel nos seus diferentes compostos, sendo a forma
organica altamente téxica para toda a biota, podendo se acumular ao longo da cadeia
alimentar (PAN et al., 2016).

Pode ser produto tanto de atividades humanas (agrotdxicos), quanto de
eventos naturais (ZHOU et al., 2007). Além da sua forma metalica, pode ser
encontrado como composto bioativo e sal, ambos soluveis em agua (0 que gera efeito
ainda mais téxico). Esse metal, quando presente no solo, pode agir diretamente no
embrido da semente ou no endosperma, atuando nas ligagdes —SH (grupamentos tidis
das células), formando ligacdes -S-Hg-S-. Tal modificacao na conformacéao molecular
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afeta o desenvolvimento do embrido, visto que esses tecidos possuem muitas dessas
ligagcdes-SH (TOMESCU et al. 2017; SHARMA et al. 2017,2018; SOARES et
al. 2019).

O Hg ainda tem a capacidade de interagir com grupos sulfidrilas de enzimas e
outras proteinas radiculares das plantas, obstruindo a passagem de agua e
comprometendo a integridade da membrana (RASCIO & NAVARI-1ZZO, 2011). Na
semente, o aumento na quantidade de cloreto de mercurio leva a redugao da taxa de
respiracdo, dos niveis de nitrogénio, RNA, DNA e acucar nos embrides (NAG et al.,
1989).

Por comprometer diversos processos celulares, a toxicidade do mercurio pode
interagir com enzimas compostas por grupamentos tidis, marcando o estado redox
celular (AHMAD et al., 2012). Dessa forma conduzindo ao estresse oxidativo nos
tecidos vegetais (ZHANG et al., 2007), que causa inibicao do crescimento das plantas
(JUKNYS et al., 2012).

O estresse oxidativo € causado por radicais livres e atomos de oxigénio
capazes de reagir faciimente devido seu balango de elétrons, conhecidos como
“espécies reativas de oxigénio” (EROs), que, em excesso, causam danos aos
compostos celulares (GAJEWSKA e SLODOWSKA, 2008; AHMAD et al., 2010; GILL
e TUTEJA, 2010; SHARMA et al. 2012; DEMIDCHIK, 2015). Todavia, o processo de
oxidagao é essencial ao metabolismo aerdbico e, em consequéncia disso, algumas
EROs sao produzidas naturalmente, como a hidroxila e o &nion superdxido
(BARREIROS et al., 2006). Entretanto, quando condi¢cées de estresse aumentam,
pode ocorrer a superproducdo desses agentes oxidantes. Assim, possibilita o seu
acumulo e as células sao levadas ao estresse oxidativo (AHMAD et al., 2010; GILL e
TUTEJA, 2010; HONG et al, 2015).

Em geral, os efeitos toxicoldégicos dos elementos traco nas plantas estao
relacionados a condicdes de estresse (MITHOFER et al., 2004; KOIVULA e EEVA,
2010). Visando o combate da oxidacao celular, os vegetais desenvolveram
mecanismos de defesa, a partir de meios enzimaticos ou nao (GILL e TUTEJA, 2010;
PATEL et al., 2016).

2.4 A Importancia dos Estudos sobre Germinag&o e Substratos

Os substratos onde as sementes se encontram é um fator decisivo na

germinagédo e no crescimento inicial das plantulas (BARON et al.,, 2011). Suas


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0182
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0155
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0157
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13004?casa_token=odJkWHvI0CAAAAAA%3AHs5hdQquWO8vEyekiQZOIaalfOPyvfiYQ4mDTWNYCOZWrnsrPICR43CQl8DPNhrvEJIzgpZnqnFIVA#ppl13004-bib-0173
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caracteristicas fisicas e quimicas sao muito importantes para que uma espécie tenha
sucesso germinativo, como a estrutura do solo, o pH, a capacidade de retencéo de
agua, o grau de contaminacgao por patégenos e a disponibilidade de nutrientes no meio
(SILVA et al., 2014).

A germinacéo engloba os processos iniciais do desenvolvimento da planta. Os
acontecimentos fisioldgicos envolvidos na germinagdo tém inicio com a embebicéo
das sementes (FLORES, 2011; BEWLEY, 2013). A agua estimula a ativagao e/ou a
sintese de enzimas e proteinas, impulsionando a mobilizacdo de reservas,
enfraquecendo a parede celular. Portanto, faz com que o tegumento se rompa pela
forca exercida pela presséo da raiz primaria. Assim sendo, € imprescindivel conhecer
sobre as condi¢gbes adequadas que possibilitem a germinagéo e o bom crescimento
das plantulas (CARVALHO & NAKAGAWA, 2012; NOGUEIRA et al., 2012).

Conhecer a germinacao das sementes é necessario para averiguar a influéncia
das variaveis ambientais nesse processo, analisar as técnicas de superacdo de
dorméncia e inspecionar os efeitos do processamento e do armazenamento das
sementes (GORDIN etal., 2012). Durante a germinacdo das sementes,
caracteristicas como a uniformidade e a rapidez sdo almejaveis, pois sementes no
estagio de germinacao sao altamente sensiveis (BOTELHO et al., 2008) A utilizacado
de sementes com alto vigor possui vantagens como germinacao rapida e homogénea,
aquisicao de plantulas tolerantes a adversidades ambientais e maturagcdo mais
uniforme. Esses fatores podem gerar maior sobrevivéncia, e estabelecimento de
plantulas (NERLING, 2013).

Algumas espécies sao capazes de sobreviver e crescer em ambientes
contaminados por elementos considerados toxicos (GUPTA, 2013). Essa
sobrevivéncia esta relacionada ao potencial de tolerar a toxicidade dos elementos
contaminantes, e ndo de anula-la. Nas ultimas décadas, muitos tém sido os esforcos
que visem a recuperagao e melhora dos solos poluidos por elementos trago, sendo
uma das alternativas estudadas, o emprego dessas plantas tolerantes e
bioacumuladoras. Esse procedimento é denominado como Fitorremediacéo
(GREIPSSON, 2011). Todavia, para que se obtenha éxito nesse processo, é preciso
ter conhecimento da capacidade toxica dos poluentes nas espécies vegetais, para,
posteriormente, introduzi-las nas é&reas contaminadas (REZANIA, 2016). A
fitorremediacdo apresenta vantagens como baixo custo de implantacdo, impacto

ambiental reduzido, facil implementacdo e manejo das espécies utilizadas,
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melhoramento visual do ambiente a receber o tratamento e reciclagem dos materiais
empregados (DE SOUZA, KONRAD, GONCALVEZ JUNIOR, 2017; UEBEL et al.,
2017).

2.5 A espécie: Melanoxylon brauna

Melanoxylon brauna Schott., € uma espécie nativa do bioma Mata Atlantica,
pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Caesalpinioideae, classificada como uma
espécie arborea secundéria inicial, semidecidua e heliéfila (SANTOS et al. 2004).
Popularmente é chamada de brauna, barauna, bratna-preta, rabo-de-macaco, grauna
e maria-preta. Ocorre no Brasil nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Bahia, S&o Paulo e Para.

Suas arvores compreendem de 15 a 25 metros de altura e diametro de 40 a 80
centimetros, as flores sdo de coloragdo amarelada e os frutos sdo deiscentes, sendo
a dispersao das sementes feita pelo vento (LORENZI, 2014).

A madeira de Melanoxylon brauna possui alta densidade (1,05 g cm?3) e
elevada durabilidade, € compacta e apresenta grande rigidez ao corte. Por essas
caracteristicas, pode ser utilizada em obras externas e hidraulicas, como na industria
de navegagdo, de postes de iluminagdo e mourbes de cercas, além de ser
amplamente difundida na industria moveleira. E considerada uma espécie potencial
para arborizagdo urbana e plantios de reflorestamentos (LORENZI, 2014).

Durante anos, foi explorada sem manejo adequado, um dos motivos que levou
a drastica perda na abundéancia e reducao da variabilidade genética dessa espécie.
Com sua acentuada exploragao e a escassez de replantios, a brauna foi classificada
como “Vulneravel” na “Lista Oficial de Flora Ameagada em Extingdo” (IBAMA, 2019).
Logo, essa € considerada uma espécie de conservagao prioritaria (CREPALDI;
PEIXOTO, 2010).

Usualmente, a propagacao de brauna é feita por meio de sementes (BORGES
et al., 2015), e sua germinacgao ja é bastante estudada (FLORES et al., 2013; FLORES
etal., 2014; LIMA E BORGES et al., 2015; LIMA E BORGES; ATAIDE; MATOS, 2015;
ATAIDE; LIMA E BORGES; LEITE FILHO, 2016; ATAIDE et al., 2017; SANTOS et al.,
2017). Entretanto, ha poucas informagdes na literatura relacionadas a sua germinagcao
em condicdes de estresse, como por contaminacdo por elementos traco. Tal fato
corrobora os objetivos desse estudo, visto que algumas areas de ocorréncia natural

dessa espécie tém sofrido muito com contaminagdes de origem antrdpica nas ultimas
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décadas. Como o estado de Minas Gerais, que devido ao seu histérico de intensa
exploracdo do ouro, ocorrida durante século XIX, apresenta diversas regides de
contaminac&o por Hg (TINOCO et al., 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar os efeitos do mercurio na germinacao e no metabolismo de sementes

de Melanoxylon brauna.
3.2 Especificos

Estabelecer a relacdo entre a presenca do mercurio € o crescimento dos

embrides das sementes;

Avaliar se a variagcédo da concentracao de Hg afeta a germinacéo, atrasando o

processo ou causando a morte da semente.

Verificar a interferéncia do Hg na anatomia e na mobilizagdo de reservas

durante a germinacao;

Avaliar as atividades das enzimas a-amilase e [B-amilase nas sementes

submetidas ao HgCla.

Avaliar as possiveis alteragdes bioquimicas na peroxidacao de lipideos e nas
taxas respiratérias das sementes de bradna submetidas ao Hg;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de Sementes

Os frutos de Melanoxylon brauna foram colhidas de, pelo menos, cinco arvores
na regido de Leopoldina, no ano de 2019 e levadas ao Laboratério de Analise de
Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Vicosa. Apds secagem ao sol, as sementes foram beneficiadas e
homogeneizadas, compondo um unico lote. As sementes foram armazenadas em

geladeira (aproximadamente 5 °C), em sacos plasticos.

4.2 Teste de Germinacédo e IVG das Sementes

As sementes foram selecionadas e tratadas com fungicida CAPTAN a 0,2% por
trés minutos. Em seguida, foram distribuidas em placas de petri previamente
esterilizadas com &lcool etilico 70%, forradas com duas folhas de papel germitest e
umedecidas com agua destilada (cinco placas, contendo vinte sementes cada). O
teste de germinacao foi realizado na temperatura de 25 °C = 5, sob luz constante
proporcionada por quatro lampadas de 40 W. O monitoramento da germinagao foi
realizado diariamente, pelo periodo de dez dias, sendo consideradas sementes
germinadas aquelas que apresentaram protrusdao da raiz primaria (Tabela 1). As
informagdes obtidas foram utilizadas para calcular a porcentagem de germinacéo e o
indice de velocidade de germinacao, segundo Maguire (1962).

4.3 Testes de Concentracées das Solugcbes de Mercurio

Os tratamentos consistiram em solugbes de cloreto de mercurio (HgCl2) e
tratamento controle (somente agua). Primeiramente, foram usadas solugcbes com
diluicbes de 25, 50, 75, 100uM e 1mM de HgCl2. No entanto, observou-se pouco efeito
desses sobre a germinacdo. Posteriormente, foram testadas solugbes com
concentragbes mais elevadas de HgCl2 (1, 2, 3, 4 e 5mM), com o objetivo de
estabelecer concentragcées que fornecessem resultados significativos (p>0,05) na
porcentagem de germinacao das sementes.

4.4 Desponte e Vacuo nas Sementes

As sementes foram seccionadas com tesoura no lado contrario ao eixo

embrionario. Em testes preliminares observou-se dificuldade de penetracdo das
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solugbes no interior da semente. Em seguida, as sementes seccionadas foram
imersas nas solugdes com as concentracdes de Hg sob vacuo por 30min e mantidas
nas solugdes por mais 20min, sem vacuo.

4.5 Expanséo Longitudinal

Essa etapa do estudo foi feita para medir a variacdo da expanséao longitudinal
dos eixos embrionarios das sementes nas concentracdes de Hg estabelecidas (nessa
etapa, utilizou-se agua e solugdes de HgClza 1mM, 3mM e 5mM).

Os embrides foram extraidos com o auxilio de alicate, estilete e pinga. As
dimensdes (mm) dos eixos embrionarios foram mensuradas por meio de imagens
escalonadas registradas por camera digital e processadas com o auxilio do software
Image Pro Plus 4.5.0.29 (Tabela 2).

4.6 Teste de Embebicio e Curva de Hidratacdo

Para avaliar o teor de agua (TA) dos embrides, estudar sua absorcao pelas
sementes expostas ao mercurio e determinar as curvas de hidratacdo, os embrides
foram pesados e submetidos a secagem, apés 0, 1, 2, 3 e 4 dias de embebicdo. O TA
foi determinado pelo método de secagem em estufa a 105 °C, por 2 horas, utilizando,
para cada tratamento, trés repeticbes com 10 embrides em cada. A pesagem foi
realizada em balanca de precisao a 0,001g. O resultado foi expresso em porcentagem

de umidade (base seca), calculada pela Equacao 1:

Massa timida — Massa seca

U%=( )xlOO

Massa seca

4.7 Anélise Anatbémica

As sementes foram incubadas nos diferentes tratamentos: controle (agua),
1mM, 3Mm e 5mM HgClz por 0, 48 e 96 horas. Em seguida, foram fixadas em FAA50
(formaldeido, acido acético, etanol 50% - 1: 1: 18 - v: v), por 48h sob vacuo e
posteriormente armazenados em etanol 70% (Johansen, 1940). Posteriormente, o
material vegetal foi desidratado em série etandlica (70, 85, 95%) e colocadas em
resina pura e alcool 95 % (1:1), por 7 dias. Apds este procedimento transferidas para
resina pura por 30 dias. Por fim, incluidas em metacrilato (Historesina-Leica), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras foram seccionadas com
5um de espessura em um micrétomo rotativo avancado automatico (modelo RM2155,
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Leica microsystems Inc., Deerfield, EUA). As secc¢des longitudinais foram coradas
com azul de toluidina em tampao acetato, pH 4,7. Em seguida laminas permanentes
foram montadas com resina sintética (Permount®) (O’'BRIEN et al., 1981). Essas
amostras foram fotografadas com um microscépio de luz (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Téquio, Japao), acoplado a uma camera digital (Zeiss AxioCam

modelo HRc, Géttinger, Alemanha).
4.8 Mobilizagdo de Reservas

Foram retiradas amostras de embrides de cada tratamento nos tempos de zero,
48 e 96 horas, acondicionadas em vidros hermeticamente fechados e mantidas a -20
°C até a extragao e quantificagdo das reservas.

Para extrair os lipideos, utilizou-se amostras de eixos embrionarios e
cotilédones secos a 45 °C por 24 horas e triturados. Em seguida, foram colocadas em
cartuchos de papel-filtro, pesadas e transferidas para conjunto extrator sohxlet por um
periodo de 24 horas, sendo a extracao realizada a frio, com éter de petrdleo (SILVA,
1990). Foram realizadas trés repeticbes para cada amostra retirada. Apds esta etapa,
os cartuchos foram secos em estufa (45 °C por 24 horas) e pesados novamente. O
teor de lipideos foi calculado através da diferenca de massa entre as amostras antes
e apds o processo de extracao.

Para extracdo dos agucares soluveis foi utilizada a metodologia descrita por
Buckeridge e Dietrich (1990), com modificacées. Quatro amostras de 100 mg de
material desengordurado foram mantidas em alcool 80%, em banho-maria, a 75 °C,
durante 30 minutos, e centrifugadas a 10.000 x g durante 5 minutos, para a coleta do
sobrenadante. Esse processo foi repetido por mais trés vezes. Apds as extragdes as
amostras foram levadas a estufa por 24 horas, a 45 °C e, em seguida, ressuspendidas
com 1,0 mL de agua destilada, que foi utilizada para as analises de acucares soluveis
totais. A quantificagdo foi realizada a partir da diluicdo de 5 pyL da amostra, pelo
método colorimétrico fenolsulfarico (DUBOIS et al., 1956).

Os precipitados das amostras da extracao dos acgucares soluveis, apds secos
em estufa, foram utilizados para extracao e quantificacdo do amido. Foram utilizadas
quatro amostras de 20 mg, submetidas a digestdao com 1,0 mL de acido perclérico
35%, durante 15 minutos. Apds a digestdo as amostras foram centrifugadas a 10.000
X @, durante 5 minutos (PASSOS, 1996). A quantificacdo do amido foi realizada em
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aliquotas de 5 pL do sobrenadante, pelo método colorimétrico, conforme metodologia
descrita por Dubois et al. (1956).

A extracao das proteinas sollveis nos cotilédones foi feita utilizando o tampéao
TRIS-HCI, conforme Alfenas (1991). Apéds incubacao a 25 °C, durante 30 minutos, as
amostras foram centrifugadas a 3000 x g durante 20 minutos. O sobrenadante foi,
entdo, coletado e o precipitado ressuspendido, repetindo-se por mais duas vezes a
incubacgéo, centrifugacédo e coleta do sobrenadante. A quantificagdo das proteinas
soluveis foi determinada através do método de Bradford (1976), utilizando o reagente
Comassie Blue G-250. As leituras foram feitas em espectrofotometro a 595nm e
comparadas com a curva de referéncia obtida com concentragées conhecidas de
soro-albumina bovina - BSA.

4.9 Atividade das Enzimas a-amilase e B-amilase

A atividade da a-amilase foi determinada com 250 pL do extrato obtido
adicionado a 150 yL de CaClz2 3 mM, para inativagao da B-amilase, incubado a 70 °C
por 5 minutos. A essa aliquota foram adicionados a 250 L de tampé&o citrato de sodio
100 mM, pH 5,0 e 125 uL de solugdo de amido a 1%, incubados por 5 minutos, a 30
°C. A reagéo foi interrompida pela adigdo de 500 pL do acido 3,5-dinitrosalicilico 1%
(DNS). Em seguida, o conteudo foi fervido por 10 minutos e transferido para uma
proveta, completando-se o volume para 2500 uL (TARRAGO e NICOLAS, 1976;
KISHOREKUMAR et al., 2007).

A determinacéo da atividade da enzima [3-amilase foi iniciada pela adicdo de
250 pL de extrato enzimatico ao meio de reacédo contendo 150 uL de EDTA 0,1 M,
para inativagdo de a-amilase. A aliquota foram adicionados 250 uL de tampao citrato
de sdédio 100 mM, pH 3,4 e 125 L de solugado de amido a 1%, incubados a 30 °C por
5 minutos. Feito isso, adicionou-se 500 yL de DNS 1%, aqueceu-se por 10 minutos e,
em seguida, transferiu-se o contetudo para uma proveta, completando-se o volume
para 2500 pL. Os acgucares redutores formados pela agcado da a e B-amilase foram
quantificados pela leitura da absorbancia em 540 nm e os calculos foram realizados
utilizando a curva padrdo de maltose 0,5 mg mL"' (TARRAGO e NICOLAS, 1976;
KISHOREKUMAR et al., 2007).

4.10 Determinagéo da Concentragdo de Malonaldeido
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A determinacdo da concentracdo de malonaldeido (MDA) foi realizada em
amostras contendo 200 mg de embrides. A maceracao das amostras foi realizada com
2 mL de TCA 1% (p/v) seguida da centrifugagdo a 12000 x g, por 4 minutos. Uma
aliquota de 500 pL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de TBA 0,5% (p/v), em
TCA 20%. A mistura foi incubada em agua a 90 °C por 20 minutos e a reacgao foi
paralisada em banho de gelo por um minuto. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000 x g durante 4 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 440
nm, 532 nm e 600 nm. Foi utilizado o coeficiente de absortividade molar de 155
mM-' cm™ para quantificar a concentracdo dos perdxidos de lipideos, sendo os
resultados expressos em nmol.ml' (DU & BRAMLAGE, 1992).

4.11 Analise da Atividade Respiratdria e Verificacdo da Morte Celular

Programada.

A atividade respiratoria foi analisada através do consumo de oxigénio em
camara de reacao fechada, com agitagéo constante, a 25 °C, com a capacidade de
1,0 mL, por 10 minutos. O consumo de oxigénio foi avaliado com eletrodo tipo Clark
(ESTABROOK et al., 1967). O indice de controle respiratorio foi avaliado pela razéo
entre a velocidade de consumo de oxigénio, por minuto, por massa fresca de semente
CHANCE e WILLIANS, 1956). Os resultados foram expressos em nmol Oz g™' min™.
Nessa avaliagdo foram analisadas 5 repeticdes contendo 10 sementes cada. As
sementes foram incubadas nos tratamentos controle e HgCl2 5mM, a 25 °C, por 0, 48
e 96 horas. A mesma quantidade de sementes foi utilizada para verificacdo de morte
celular programada através da submersdo das sementes, sem o tegumento, em

solucéo de azul de Evans 1%.
4.12 Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

Para os testes realizados, o delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado com cinco repeticdes, contendo 20 sementes cada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste
Tukey (P<0,5), utilizando o software R. Os graficos foram confeccionados com auxilio
do software Sigmaplot 11.0.
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5 RESULTADOS

A porcentagem meédia de germinagédo do controle foi de 76%. A germinagao
nas diluicbes de 25, 50, 75, 100pM e 1mM de HgCl2 e do controle ndo diferiram
significativamente entre si (p<0,05) (Figura 1).

Figura 1: Porcentagens de germinacao das sementes de Melanoxylon brauna no tratamento

controle e nas concentragoes iniciais de HgCl.; *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, (P<0,05).
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Fonte: Autora, 2020.

As sementes tratadas com concentragdes mais baixas de HgCl2 (25, 50, 75,
100pM e 1mM) apresentaram valores de IVG semelhantes (Figura 2).
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Figura 2: Efeito das concentragdes iniciais de HgCl. (0: agua; 25, 50, 75, 100uM e TmM) no
Indice de Velocidade de Germinacao (IVG) das sementes de Melanoxylon brauna; *Médias

seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, (P<0,05).
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Fonte: Autora, 2020.

No segundo teste a porcentagem de germinagdo decresceu
progressivamente de 76% (controle) para 50% (5mM) (Figura 3). O IVG das
sementes submetidas ao tratamento controle diferiu significativamente dos
demais tratamentos (Figura 4). As sementes tratadas com concentragdes de 2,
3 e 4mM foram estatisticamente semelhantes entre si e diferiram
significativamente das demais. O menor valor de IVG foi observado nas
sementes submetidas a solugcao de concentragcao mais elevada (HgCl2 a 5mM).
Esses resultados indicam que o vigor das sementes é afetado negativamente

a medida que se aumenta a concentracao de mercurio na solucéo.
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Figura 3: Porcentagens de germinacdo das sementes de Melanoxylon brauna em maiores
concentracdes de HgCly; *Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, (P<0,05).
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 2: Efeito das concentragdes de HgClz (0: 4gua; 1,2,3,4 e 5mM) no indice de Velocidade
de Germinacao (IVG) das sementes de Melanoxylon brauna; *Médias seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, (P<0,05).
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Houve reducgéo significativa no comprimento dos eixos embrionarios, sendo
afetados pelo aumento da concentracdo de mercurio (Tabela 1). A diferenga no
crescimento médio entre os embrides submetidos ao tratamento controle e aos
imersos em solucdes de HgClzfoi observada ja no primeiro dia. Os eixos embrionarios
nas solucdes de HgCl2 a 1 e 3 mM cresceram 0,7 e 1 mm a mais em relacdo ao
controle (agua), respectivamente (Tabela 1). O crescimento médio dos eixos
embrionarios no tratamento controle foi consideravelmente superior (88%), ao dos
mantidos em 5mM de HgClz, ao longo de todo periodo experimental. No ultimo dia, o
comprimento meédio dos eixos embrionarios do tratamento controle diferiu
significativamente daqueles tratados com a solugdo com maior concentracao de Hg,
apresentando crescimento 3,12 vezes maior que o dos eixos tratados com 5mM de
HgCl2 (Tabela 1. A partir do dia 3 observou-se a maior diferenga no crescimento médio
dos embrides controle em relagdo aos embrides da solucao de 5mM de HgClzo. Nesse
periodo, 0os eixos embriondrios tratados com agua cresceram significativamente,
aproximadamente, 97% a mais que os tratados com a ultima solugdo, no referido
periodo (Tabela 1).

Tabela 1: Comprimento médio dos eixos embrionarios das sementes de Melanoxylon
brauna no tratamento controle e em solugbes de HgCl2 1mM, 3mM e 5mM, nos dias
0,1,2,3e4.

Tempo (dia)
Tratamentos
0 1 2 3 4
Agua 6,7 a 9,6 a 13,8a 145a 29,1a
Comprimento 1mM HgC|2 6,7 a 10,3 a 12,6 a 14,0 a 14,5 b
(mm) 3mMHgCl. 67a 106a 105b 10,7b 116¢c

5mM HgCl2 6,7 a 9,5a 10,2 b 8,9Db 9,3c
*Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey,
(P<0,05), n=5.
Fonte: Autora, 2020.

A absorgdo de agua pelos embrides foi afetada significativamente pela
presenca do Hg na concentracao de 5mM, a partir do primeiro dia de analise (P<0,05)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Teor médio de 4gua dos embrides de Melanoxylon brauna submetidas ao
tratamento controle e em solugao de cloreto de mercurio 5mM por dia de avaliagao.

Teor de agua (%)

Dia Agua 5mM HgCl2
0 14.1a 14,12
1 26,9a 20,8 b
2 41,0a 27,3 b
3 43,5a 29,7 b
4 46,8a 319b

*Médias seguidas de mesma letra na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, (P<0,05),
n= 5.
Fonte: Autora, 2020.

Os teores de agucares nos cotilédones decresceram no tratamento controle nas
primeiras 48 horas, diferindo significativamente em relacdo ao tratamento de Hg. Ao
final das 96 horas, as concentragdes desses carboidratos nao diferiram
significativamente entre ambos os tratamentos (Figura 5 A). A mobilizagdo de reservas
de agucares soluveis nos eixos embrionarios foi diferenciada significativamente entre
os tratamentos, com maior reducdo desses compostos (aproximadamente 51%) no
controle, quando comparados as sementes incubadas com Hg (Figura 5 B).

Figura 3: Teores de agucares soluveis nos embrides de Melanoxylon brauna submetidas ao
tratamento controle e a HgCl. 5mM, onde A: representa a mobilizagdo dos agucares soluveis
nos cotilédones e B: nos eixos embrionarios.
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A reserva de amido foi afetada significativamente pela presenca do Hg apenas
nos cotilédones, em 48h de embebicao (Figura 6 A). Os teores do amido nos eixos
embrionarios, foram similares ao longo das 96h (Figura 6 B).

Figura 4: Teores de amido nos embrides de Melanoxylon brauna submetidos ao tratamento

controle e a HgCl5mM, onde A: representa a teores do amido nos cotilédones e B: nos eixos
embrionarios.
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O teor médio original de lipideos foi de 8,19% nos eixos embrionarios e 19,15%
nos cotilédones (Figura 7). Os valores nos cotilédones diferiram significativamente
entre o tratamento controle e o de Hg a 5mM nos tempos de 48 e 96h de embebicao.
A mobilizagao de lipideos foi mais lenta nos cotilédones dos embrides tratados com
HgClz (Figura 7 A). O mercurio nao afetou significativamente a mobilizacédo de lipideos
nos eixos embrionarios (Figura 7 B).
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Figura 5: Teores de lipideos nos embrides de Melanoxylon brauna submetidos ao tratamento

controle e a HgCl. 5mM, onde A: mobilizagdo de lipideos nos cotilédones e B: nos eixos

embrionarios.
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A mobilizacdo de proteinas sollveis nos cotilédones ocorreu em ambos os

tratamentos nas primeiras 48h, sendo mais acentuado no controle (Figura 8). Houve

diferencga significativa na mobilizagdo dessa reserva entre os dois tratamentos, em 48

e 96 horas.

Figura 6: Teores de proteinas soluveis nos cotilédones de Melanoxylon brauna submetidos
ao tratamento controle e a HgCl> 5mM.
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As atividades das enzimas a- e B-amilases aumentaram significativamente nas
nos dois tratamentos, em 48 e 96 horas. Entretanto, nos cotilédones tratados com
HgCl2 houve reducdo na taxa de aumento nas atividades de ambas as enzimas
(Figura 9). Apds 96 horas de embebicdo, nas sementes tratadas com Hg, notou-se
uma queda na atividade dessas enzimas de, aproximadamente, 42% e 44%
respectivamente, para a- e B-amilase, em relagcao aquelas do controle.

Figura 7: Atividades das enzimas a- e B-amilase nos cotilédones de Melanoxylon brauna

submetidos ao tratamento controle e a HgCl.5mM; onde: A representa as curvas de atividades
de a-amilase e B de B-amilase.
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Diferentes concentracbes de Hg provocaram alteracdes na morfologia e na
anatomia dos embrides (Figura 10), como no alongamento do eixo embrionario no
controle e nos tratamentos com Hg a 1 e 3mM (Figura 10 A-C; D-F e G-l). Diferente
do observado nas sementes tratadas com HgCl> a 5mM (Figura 10 J-L). Houve
alongamento das células que compdéem o eixo embrionario, sinalizando para
germinacao (Figura 10 B, E e H). No entanto, esse alongamento foi mais evidente no
tratamento controle (Figura 10 C), seguido pelo tratamento com Hg a TmM (Figura 10
F). Além disso, foi possivel notar divisdes celulares nas células do eixo embrionario
(Figura 10 C, F e l). Nas células do eixo embrionério incubadas em Hg 3mM ocorreram
divisbes celulares, porém, os nucleos foram menos evidentes (Figura 10 I). No
tratamento com Hg 5mM, nao foram observadas divisdes celulares (Figura 10 K) e
ocorreu coalescéncia do conteudo celular (Figura 10 L).
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Figura 8: Cortes longitudinais de sementes de Melanoxylon brauna, coradas com azul de
toluidina. A-C: tratamento controle; D-F: 1mM HgClz; G-I: 3mM HgCl. e J-L 5mM HgCl.. Barras
A, D, GeJ=1000um; B, E,He K=500 um e C, F, | e L. Setas (—) indicam divisao celular e

as setas com barra (—|), indicam coalescénscia das células no tratamento com 5mM de HgClo.

Fonte: Autora, 2021.

7

Nas sementes, o malonaldeido (MDA) é considerado um biomarcador de

estresse oxidativo e indica a intensidade de danos causados aos lipideos das
membranas celulares (YONAR e YONAR, 2010; JACOBY et al., 2012). Ao avaliar a
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concentracdo de MDA, observou-se estabilidade na concentracdo desse composto
nos embrides embebidos em agua (Figura 11) em 48 e 96 horas de embebicdo. Nas
sementes tratadas com HgClz, a concentracdo desse composto decresceu em 48
horas, permanecendo constante até 96 horas. Quando comparados aos embrides
tratados com agua, a producao de MDA diferiu significativamente nas 48 e 96 horas,
sendo aproximadamente 21% maior em relacdo aos embrides embebidos em

mercurio.

Figura 9: Concentracdo de Malonaldeido nos cotilédones de Melanoxylon brauna no

tratamento controle e em HgCl, 5mM.
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Diante dos resultados anteriores, para elucidar a duvida se o Hg leva a morte
ou apenas interfere no processo germinativo, as sementes foram incubadas por 30
minutos em solugdo de azul de Evans 1%. Esse corante € utilizado como indicador de
células mortas ou programadas para morrer. O Hg ndo causou a morte das células do
eixo embrionario no tempo de 96h. O Hg interferiu apenas na entrada de agua nas
sementes, retardando a protrusdo da raiz primaria (Figura 12), como se observa no
tratamento controle. No tratamento com HgCl2 5mM n&o foi observado o alongamento
do eixo durante o periodo de 96h. Portanto, ndo houve a germinacdo dentro deste
periodo para as sementes tratadas com 5mM dessa solugéo (Figura 10 J e 12 D).
Diferentemente do que ocorreu com o tratamento controle, no qual o eixo embrionario
foi 0 que apresentou maior alongamento (figuras 10 Ae 12 C)
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As sementes do controle e as incubadas com HgCl: 5mM aumentaram suas
taxas respiratorias em 48 horas. Todavia, o consumo de oxigénio decresceu
significativamente (P< 0,05) no tratamento de HgCl2 em 96 horas (Figura 12 G). A taxa
de consumo de oxigénio continuou a se elevar nas sementes do tratamento controle.
Ao final dos 4 dias as sementes germinadas em HgClz apresentaram atividade

respiratoria 5,8 vezes menor em relacéo as do tratamento controle (Figura 12 G).
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Figura 10:. Respiracdo de sementes de Melanoxylon brauna incubadas em agua ou em
solucao de HgClI2 5mM, por zero, 48 e 96 horas. A, B e C (agua), D, E e F (Hg). Barras A e
D=1,3mm; B, C, E e F=1,25mm. G: Interferéncia do Hg na respiracdo de sementes de
Melanoxylon brauna. (x) destaca o alongamento do eixo embrionario).
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6 DISCUSSAO

A germinagado das sementes é o estagio mais critico no estabelecimento da
muda, afetada por interagdes genéticas e ambientais e por fatores bibticos e abibticos
(MADEJON et al., 2015; MOOSAVI et al., 2012). A absorgdo de agua pelo embrido
marca o comego desse processo e a protrusdo da raiz primdria sinaliza o fim da
germinacdo (NONOGAKI et al., 2010). Ainda que as plantas possuam recursos de
protecao contra diversos tipos de perturbacao, durante a germinacao e o crescimento
inicial elas sdo menos tolerantes (REETHA et al., 2012; AERY e SANKAR, 2012; JAIN,
2013). A presenca de uma substancia toxica pode prejudicar esse processo e interferir
na sobrevivéncia dos organismos (RODRIGUES, et al., 2016).

De acordo com a concentracao em que se encontra no meio, o0 mercurio afeta
a germinacdo das sementes de brauna de formas diferentes. Em baixas
concentragbes as sementes germinaram de forma semelhante ao controle. O Hg em
baixas concentracbées também ndo afetou significativamente a germinacao de
sementes de Albizia lebbeck (IQBAL et al., 2014), Cajanus cajan (PATNAIK e
MOHANTY, 2013), Brassica napus (REZAEI et al., 2013) e Vigna radiata
(MUHAMMAD et al., 2015)

Em concentra¢des mais elevadas, este elemento traco afetou negativamente a
germinacao de sementes de braldna, semelhante ao que ja foi observado para outras
espécies (YANEZ-ESPINOSA et al., 2020). O reflexo no atraso da germinacéo foi
verificado pelo IVG. Esse parametro expressa o vigor das sementes, indicando se
houve ou nédo retardo da germinagéo (HE et. al., 2008; LIU et al., 2012). O tratamento
das sementes com HgCl2 ndo causou a morte das sementes de bralna, no entanto
afetou significativamente sua porcentagem de germinacao e IVG. Essa interferéncia
negativa esta ligada em parte a hidratagdo das sementes e a fatores metabdlicos.
Resultados semelhantes foram relatados com Triticum aestivum e Cucumis sativus
(JAIN et al., 2008; MUNZUROGLU & GECKIL, 2002). Esse atraso na germinagéao
permite inferir, pelo teor de agua (Tabela 3), e que o Hg interfere na entrada de agua
das sementes.

Uma das formas que a agua se move nos tecidos vegetais € pela
movimentacao transmembrana. Esse transporte ocorre por dois mecanismos: difusao
de moléculas de 4gua através da bicamada lipidica e por meio das aquaporinas (TAIZ
e ZEIGER, 2013). As aquaporinas (AQPs) sao essenciais para manter o equilibrio
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osmotico nos vegetais, além de desempenharem processos de desintoxicagdo e
translocagao de nutrientes nesses organismos (CHAUMONT e TYERMAN, 2017).
Além de potencialmente téxico, o Hg é apontado como bloqueador da atividade das
AQPs. Compostos a base de Hg também diminuiram a velocidade de embebicéo e a
porcentagem de germinacdo de sementes de Arabidopsis thaliana (VANDER
WILLIGEN et al., 2006).

Sementes de espécies florestais, como platano (Platanus occidentalis) e
pinheiros (Pinus taeda e Pinus echinata), também apresentaram reducdo nas
porcentagens de germinagao quando tratados com compostos a base de Hg. A menor
hidratacdo dos embriées tratados com HgClz2 corrobora os resultados de outros
pesquisadores a respeito da influéncia do Hg na absor¢céao de agua, pelo bloqueio no
funcionamento das AQPs (OBROUCHEVA et al., 2012; NOVIKOVA et al., 2014;
CARDOSO et al., 2015).

A reducéo na absor¢ao de agua afeta a germinagéo, visto que aumenta o tempo
necessario para a essa etapa ocorra, sendo esse um periodo critico da expansao do
embrido, reduz a taxa respiratoria, a quebra de compostos de reserva e a sintese de
novas enzimas e moléculas. Com metabolismo mais lento, a degradacado das
reservas que viriam a ser usadas para o crescimento do embrido também n&o ocorre
da maneira usual.

Na germinagdo, o embrido adquire energia, principalmente, por meio da
ativacao das rotas da glicolise, do ciclo de Krebs e das vias das pentoses-
monofosfatada (BEWLEY et al., 2013; HAN et al., 2014; HE et al., 2015). Na absorcao
de agua as reservas de nutrientes contidas no embrido e nos cotilédones sao usadas
para fornecer metabdlitos para a respiracdo. No entanto, a presenca de elementos
traco pode influenciar na atividade de enzimas envolvidas nesse processo, como a a-
amilase e B-amilase (KO et al, 2012; LIU et al, 2005; HE, et al., 2008). Portanto, a
interferéncia na velocidade de entrada de agua nas sementes também afeta a acao
dessas enzimas hidroliticas. A interferéncia da presengca de elementos traco na
atividade dessas enzimas foi também demonstrado em Catharanthus roseus
(PANDEY ET AL., 2007), Brassica campestris (SINGH et al. 2011) e Pisum sativum
(DESWAL e LAURA, 2018).

Em condigdes regulares de embebicdo, o consumo dos carboidratos aumenta
conforme ocorre a ativagdo do metabolismo das sementes (BEWLEY et al., 2013).
Alguns estudos indicaram que elementos trago causam a inibicdo da germinacao e
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desenvolvimento das sementes por meio do bloqueio da mobilizacdo dos compostos
de reservas e degradacdo das atividades proteoliticas (ADREES et al. 2015;
KARMOUS et al. 2015; BASZYNSKI, 2014).

Os carboidratos soluveis (glicose, frutose, sacarose e rafinose) séao
normalmente encontrados nos eixos embrionarios e cotilédones e utilizados para
producdo de energia (BEWLEY et al., 2013). No entanto o mercurio afeta a
mobilizacao e a disponibilidade dessas reservas, causando a redugdo no crescimento
e na producado de biomassa (SETHY e GHOSH, 2013), como foi mostrado pelos
resultados do presente estudo (Figura 5 e Tabela 3). Os teores de aglcares solluveis
nos eixos embrionarios de Melanoxylon brauna, embebidos em agua, reduziram.
Enquanto na presenca de Hg, a inibicdo da absorcdo causada por este elemento
reduziu em 49% o teor das reservas desses carboidratos nos eixos embrionarios.

O Hg também interferiu na retomada da atividade das amilases, pois na
presenca do Hg o teor amido foi reduzido em menor quantidade. Com as fontes de
nutrientes limitadas, diminuiu a porcentagem de germinagdo, como observado nos
embrides embebidos em HgClz2 (Figura 2), confirmado pela maior atividade das
enzimas a- e B-amilase, maior nas sementes tratadas com a solucao controle (Figura
9).

Uma explicacdo para a interferéncia dos metais pesados na atividade
enzimatica se relaciona a entrada de agua e a produgcao de energia a partir das
reservas disponiveis no embrido. Outra hip6tese para a menor porcentagem de
germinacao das sementes tratadas com mercurio é a sua toxicidade. Elementos traco,
como o Hg, apds entrarem nas sementes induzem o estresse oxidativo que leva a
danos celulares (KRANNER et al., 2011, KUNJAM et al., 2015; NAGATI et al., 2015).
Esses elementos induzem a produgéo descontrolada de EROs em nivel toxico as
células (HONG et al.,, 2015). Essas podem desestabilizar compostos celulares
comprometendo a funcionalidade da parede celular e da membrana plasmatica
(MITTLER, 2011). A producdo de MDA estd associada a peroxidagao lipidica. Nas
sementes, a peroxidagao lipidica caracteriza a perda da seletividade das membranas
celulares na germinagao (BEWLEY et al., 2013) e esta associada a queda da atividade
das enzimas do sistema antioxidante (SYTAR et al., 2013). Contrariando o que era
esperado, nos embrides de Melanoxylon brauna tratados com Hg ao longo das 96
horas de avaliacdo, houve menor producdo de MDA, quando comparados aos
embrides tratados com agua. Uma das explicagdes para este comportamento pode
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ser a queda na producao de peroxido de hidrogénio. Outros estudos relacionando
sementes no estagio de germinagdo com elementos trago verificaram o aumento da
concentracao de MDA, levando a perda de viabilidade em Vicia faba, Allium sativum
(UNYAYAR et al., 2006), Arabidopsis thaliana (CHO e SEO, 2005), Triticum spp. (LI
et al., 2007), Vigna unguiculata (ERIYARNREMU et al., 2007) e Suaeda salsa (WU et
al., 2012).

A baixa producao de MDA observada nas sementes tratadas com Hg, também
pode ser explicada por um possivel controle da formag¢ao ou aumento da degradacao
de peroxidos de hidrogénio pelo sistema de defesas antioxidantes da semente. O fato
de que as concentragées de MDA, um subproduto direto da peroxidagéo lipidica, ndo
tenham se elevado significativamente com o Hg, indica que nao ocorreram danos
oxidativos graves (POURRUT et al., 2013). Tal informagao leva a concluir que as
alteracdes verificadas na germinacdo pela aplicacdo do metal provavelmente se
deram devido a interferéncia no processo de embebicdo das sementes durante esse
periodo.

Outro sintoma visivel da interferéncia do Hg na expansao dos embrides foi a
diminuigdo no comprimento médio dos eixos embriondrios que foi quase trés vezes
menor do que os mantido em d&gua. Observacdes semelhantes foram verificadas por
Abraham e Damodaran (2012) com sementes de Arachis hyposea. Metais como
mercurio, chumbo e arsénio podem interromper divisbes celulares por causarem
perturbagdes no fuso mitético, promovendo reducédo no crescimento ou auséncia da
radicula (LIU et al., 2014; MUCCIFORA & BELLANI, 2013). Nesse caso, o Hg foi
considerado mais potente do que As e Pb (PATRA et al., 2004).

Dessa forma, sugere-se que a maior quantidade do elemento traco podera
resultar em menor germinacdo e menor velocidade de germina¢do. O aumento no
tempo necessério para germinacgao, pode favorecer o atague de microrganismos do
solo, que ao se associarem as sementes podem levar a sua morte. Assim, a redugao
da porcentagem de germinacao, a menor velocidade de germinacao e a morte das
sementes em decorréncia do ambiente pode afetar a sobrevivéncia natural da

espécie.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210001164?casa_token=vDbrMyJ1H6IAAAAA:1F490tBuyL-io593l5BKF7un4W6CvyDjKTTWdNnmrfH-hvsVT8A9ZCFOlm2n6SKpcGLa9GS98A#bib85
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CONCLUSOES

O mercurio altera o padrdo de embebicdo das sementes de Melanoxylon
brauna Schott, causando redugdo na germinagao e no vigor.

O Hg reduz a atividade das enzimas a e -amilase.
O Hg afeta a atividade respiratoria.

O Hg interfere negativamente no crescimento e alongamento dos eixos

embrionarios de Melanoxylon brauna.

A concentracdo de cloreto de mercurio de até 5mM nao é capaz de levar as

sementes a morte. Mas atrasa a germinagao.

O Hg age principalmente na velocidade de hidratacdo das sementes durante a

germinacao.
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