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RESUMO

CABRAL-SILVA, Mayra Dhaiane. Titulo: Fitorremediacdo por plantas do genéro
Brassica a partir do uso de fitorreguladores. 2021. Trabalho de Conclusédo de Curso
— Universidade Federal de Sao Carlos, campus Lagoa do Sino, Buri, 2021.

A contaminagdo do solo por metais pesados tornou-se um problema ambiental
mundial agravado pelo aumento de atividades antropicas. O acumulo de metais
pesados nos ambientes de cultivo torna-se cada vez mais frequente e preocupante,
pois estes sdo altamente toxicos no sistema solo-planta-atmosfera. A
descontaminacdo de metais pesados do solo pode ser realizada através da
fitorremediagédo, uma estratégia promissora para ‘limpar’ o solo, por meio do uso de
vegetais. Para a aplicabilidade da fitorremediacéo, a escolha da ‘planta ideal’ devera
levar em conta a espécie vegetal que possua crescimento rapido, elevado acumulo
de biomassa e raizes profundas em seu tecido vegetal. Espécies vegetais
pertencentes a familia botanica Brassicaceae, especificamente pertencentes ao
género botanico Brassica, sdo descritas na literatura com potencial fitorremediador
por tolerarem o excesso de metais pesados, a partir do aumento da atividade
enzimatica, aminoacidos totais, producdo de osmoprotetores, quelatizacdo de
metais. Embora a literatura indique que as ‘brassicas’ possam acumular e tolerar o
excesso de metais em sua parte aérea, o crescimento e desenvolvimento das
plantas podera sofrer reducbes e efeitos adversos. Desta forma, a adocdo de
metodologias sustentaveis para contornar a fitotoxicidade, por exemplo, o uso de
fitorreguladores, torna-se um potencial candidato a fim de estimular a absorcdo de
poluentes e sua tolerancia. Um dos fitorreguladores, amplamente estudados, séo 0s
brassinosteroides (BRs), que podem aliviar o estresse oxidativo e aumentar o
sistema de defesa antioxidante de plantas sob estresse. Com base na hipotese
sobre o efeito do fitorregulador 24-epibrassinolideo (EBL) no metabolismo primario
de vegetais pertencentes ao género botanico Brassica, objetivou-se no presente
trabalho compilar informagbes publicadas sobre o potencial fitorremediador de
metais pesados por ‘brassicas’, adotando metodologia aplicada com a leitura critica
de publicacdes recentes, realizando a triagem dos resumos. A aplicacdo exdgena de
EBL evitara danos no metabolismo de espécies brassicas fitorremediadoras de
metais pesados. Porém estudos sdo necessarios para elucidacdo da edigdo génica
no aprimoramento do potencial fitorremediador. Diante das medidas restritivas
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impostas pela pandemia COVID-19, as quais suspenderam as atividades
presenciais no campus Lagoa do Sino e nos demais campi Universitarios, o presente
trabalho de conclusdo de curso apresenta-se redigido em formato de artigo de
revisdo bibliografica para futura submissédo em periédico cientifico de elevado fator

de impacto.

Palavras—chave: Brassica; brassinosteroide; fitotoxidez; metais pesados.



ABSTRACT

CABRAL-SILVA, Mayra Dhaiane. Title: Phytoremediation by plants of the brassica
genus from the use of phytoregulators. 2021. Course Completion Work - Federal
University of Sdo Carlos, Lagoa do Sino campus, Buri, 2021.

Contamination of the soil by heavy metals has become a global environmental
problem aggravated by increased anthropic activities. The accumulation of heavy
metals in cultivation environments becomes increasingly frequent and worrying, as
these are highly toxic in the soil-plant-atmosphere system. The decontamination of
heavy metals from the soil can be carried out through phytoremediation, a promising
strategy to 'clean’ the soil, through the use of vegetables. For the applicability of
phytoremediation, the choice of the 'ideal plant' should take into account the plant
species that has rapid growth, high biomass accumulation, and deep roots in its plant
tissue. Plant species belonging to the botanical family Brassicaceae, specifically
belonging to the botanical genus Brassica, are described in the literature with
phytoremediator potential for tolerating excess heavy metals, from the increase in
enzymatic activity, total amino acids, production of osmoprotectants, metal
quelatization. Although the literature indicates that 'brassicas' can accumulate and
tolerate excess metals in their aerial part, plant growth and development may suffer
reductions and adverse effects. Although, the adoption of sustainable methodologies
to circumvent phytotoxicity, for example, the use of phytoregulators, becomes a
potential candidate to stimulate the absorption of pollutants and their tolerance. One
of the phytoregulators, widely studied, are brassinosteroids (BRs), which can relieve
oxidative stress and increase the antioxidant defense system of plants under stress.
Based on the hypothesis about the effect of the phytoregulator 24-Epibrassinolide
(EBL) on the primary metabolism of vegetables belonging to the botanical genus
Brassica, the objective of this work was to compile published information on the
phytoremediator potential of heavy metals by ‘brassicas’, adopting applied
methodology with the critical reading of recent publications, performing the screening
of abstracts. The exogenous application of EBL will prevent damage to the
metabolism of phytoremediation brassic species of heavy metals. However, studies
are needed to elucidate gene editing in the improvement of the phytoremediator
potential. Given the restrictive measures imposed by the COVID-19 pandemic, which
suspended face-to-face activities on the Lagoa do Sino campus and on other
University campuses, the present course conclusion paper is written in the form of a
bibliographic review article for future submission in a scientific journal with high
impact factor.

Keywords: Brassica; brassinosteroids; phytotoxicity; heavy metals.
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1. INTRODUCAO

O acumulo de metais pesados no solo torna-se cada vez mais frequente e,
em grande concentracdo, torna-se preocupante, pois, refere-se a elementos
guimicos nao-essenciais ao desenvolvimento vegetativo. A lista de metais pesados
nocivos aos vegetais inclui o chumbo (Pb), cromo (Cr) e cobre (Cu), em que estes
apresentam baixa mobilidade, acumulando-se na superficie dos solos, enquanto 0s
metais zinco (Zn), manganés (Mn), niquel (Ni) e, principalmente, cadmio (Cd)
possuem elevada mobilidade, apresentando maior risco de contaminacdo ao
sistema solo-planta-atmosfera (SHEPPARD & THIBAULT, 1992; KHAN et al., 2017;
NAVARRO-LEON et al., 2019).

A presenca de metais pesados em solos agricolas, por exemplo o Cd, nédo é
desejada, 0 que obriga os produtores rurais buscarem informacdes sobre técnica(s)
sustentavel(i)s e eventual(is) tecnologia(s) de baixo custo, eficiente(s) e
ecologicamente aplicada(s) na descontaminacéo de poluentes. Entre as tecnologias
atualmente disponiveis, a fitorremediacdo emprega sistemas vegetais
fotossintetizantes com objetivo de descontaminar ambientes degradados ou poluidos
(MAHAR et al.,, 2016; AZHDARPOOR, 2019) e entre as especificidades desta
biotecnologia, a literatura indica a fitovolatilizacao, fitoestabilizacdo e fitoextracao,
(KUSHWAHA et al., 2018).

Estudos recentes reportam que espécies vegetais pertencentes a familia
botanica Brassicaceae, especificamente as plantas do género botanico Brassica,
sdo descritas na literatura com potencial remediador de contaminantes abioticos
(SHAHEEN et al., 2015; COJOCARU et al., 2016; KAUR et al., 2017; ZHANG et al.,
2018). Embora essas plantas possuam aptidao como fitorremediadoras, capazes de
armazenar entre 10 a 500 vezes mais metais, ou seja, as plantas hiperacumuladoras
tem o potencial de acumular ou tolerar altissimas concentracdes de metais em seus
caules e folhas, tais como > 10.000 mg kg™ de Zn e Mn; > 1.000 mg kg™ de Pb, Ni e
Cu; > 100 mg kg*de Cd (RASKIN et al., 1994), do que as espécies ‘nio-
fitorremediadoras’ (SAAD et al., 2018). Reportagens cientificas apontam que estes
vegetais apresentam desequilibrio em seu metabolismo, ao acumularem maiores
concentracbes de metais pesados do que o tolerado (FOYER; NOCTOR, 2005;
WRZACZEK; BROSCHE; KANGASJARVI, 2013; WU, Z. et al., 2017; KUSHWAHA et

al., 2018).
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Além do mais, em que pese as plantas do género Brassica possuirem
elevadas concentracdes e/ou atividade de enzimas antioxidantes responséaveis por
combater as espécies reativas de oxigénio (EROs), a presenca de Cd acarretara
prejuizos a atividade enzimatica (ZONG et al., 2017; DU et al., 2020). Diante disso,
torna-se necessario o aprimoramento do potencial fitorremediador destes vegetais, a
fim de que sejam mitigados eventuais efeitos morfofisioldgicos acarretados pelo Cd.
Entre as alternativas descritas na literatura, a aplicacdo exdgena de fitorreguladores
apresenta-se como opc¢ao em promover beneficios ao desenvolvimento vegetal
(TANG et al., 2016; LIU et al., 2019).

Os fitorreguladores sdo essenciais para a manutencdo do metabolismo
normal das células vegetais e se apresentam como benéficos as plantas em
potencializarem a tolerancia aos efeitos deletérios acarretados pelos metais pesados
(YAO et al., 2016; DABROWSKA et al., 2017; DENG; CAO, 2017). Além disso, 0s
fitorreguladores induzem a ativacdo da adenosina tri fosfatase (ATPase) na
membrana plasmatica e, em seguida, promovem a regulacdo dos carreadores
proteicos no transporte de agua e ions, os quais resultardo em beneficios para
inUmeros processos fisiologicos. Por exemplo, estimulo da atividade de enzimas
antioxidantes, especialmente aquelas que atuam na defesa do maquinério
fotossintético e crescimento vegetal, assim, podera ocorrer alivio efetivo do estresse
dos metais pesados (ADERHOLT et al., 2017; GRUZNOVA et al., 2018).

2. OBJETIVO
Compilar informacdes publicadas sobre o atual ‘estado-da-arte’ do potencial
fitorremediador de metais pesados por ‘brassicas’ com o auxilio de alternativa(s)

sustentavel(eis).

3. HIPOTESE

Efeito de fitorregulador no metabolismo primario de vegetais pertencentes ao
género botanico Brassica.

HO = A aplicacéo exogena fitorregulador ndo evitara danos no metabolismo de
brassicas fitorremediadoras de metais pesados.

H1 = A aplicacdo exdgena de fitorregulador evitara danos no metabolismo de
brassicas fitorremediadoras de metais pesados.
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4. JUSTIFICATIVA PARA ESCOLHA DO TEMA DE ESTUDO

Os artigos de revisdo cientifica sdo uma fonte riquissima de informacdes,
atuais e catalogadas ao longo do tempo, os quais apresentam o ‘estado-da-arte’
sobre um determinado tema/assunto. Seguramente, o uso dos referidos materiais
sera (til para académicos de graduacao e pés-graduacdo, nas mais diversas areas
do conhecimento e, além disto, desempenham um papel crucial na transferéncia da
informacéao para os ndo especialistas (FIGUEIREDO, 1990).

Em nossa revisao bibliografica, a fitorremediacdo apresentou-se como um tema
de estudo promissor. A fitorremediacdo € uma técnica que utiliza plantas como
agentes remediadores (KUSHWAHA et al., 2018) em ambientes contaminados com
metais pesados nao-essenciais, a partir de sua desintoxicacdo saudavel e
sustentavel. Além disso, estd pratica pode ser utilizada em solos agricolas
contaminado bem como qualquer solo que possua contaminacdo de metais néo-
essenciais (AZHDARPOOR, 2019). Assim, a fitorremediacdo apresenta diferentes
estratégias de remocdo de metais pesados, por exemplo, o acumulo destes nas
raizes e parte aéreas do vegetal (MAHAR et al., 2016; SHEORAN et al., 2016).

Para a aplicabilidade da fitorremediacdo, a escolha da ‘planta ideal’ devera
levar em conta a espécie vegetal que possua crescimento rapido, alto acimulo de
biomassa e raizes profundas (SHEORAN et al., 2016; MAYEROVA et al., 2017). As
plantas pertencentes ao género Brassica sao individuos que realizam a
fitorremediacdo de componentes toxicos, ou seja, acumulam e toleram grandes
guantidades dos metais pesados, tornando-se interessantes modelos de estudo em
periodicos cientificos de elevado impacto na comunidade cientifica.

Diante das projecbes de que a populagdo mundial de seres humanos
continuara em constante crescimento até o ano de 2050, surge a necessidade em se
reduzir os possiveis impactos ambientais (ALCANTARA, 2017). Exemplos praticos
do potencial da fitorremediacdo no Brasil s&o abundantes, por exemplo, casos como
o do municipio de Mariana/MG, com repercussao nacional e internacional, em que o
rompimento da barragem de rejeitos de mineracdo no ano de 2015 acarretou em

expressivo agravamento da contaminacéo do solo com Pb, Cr, Cd, entre outros.
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Dessa forma, a proposta de redigir a monografia de TCC em formato de artigo
de revisdo compilou o que ha de mais atual publicado na literatura referente as
estratégias de fitorremediacdo de metais pesados por espécies do género botanico

Brassica.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Nosso levantamento bibliografico levou em consideracdo publicacdes de
periodicos cientificos internacionais, com elevado fator de impacto, obtidos por meio
da Plataforma CAFe (Comunidade Académica Federada, site:  http://www-
periodicos-capes-gov-br.ezl.periodicos.capes.qgov.br/).

As principais bases de dados consultadas foram Scientific Eletronic Library

Online - Scielo® (https://scielo.org/); Google Académico®
(https://scholar.google.com.br/schhp?hl=pt-PT); Scopus® (https://www-

scopus.ezl.periodicos.capes.gov.br/search/form.uri?display=basic#basic); Science

Direct® (https://www-sciencedirect.ez1.periodicos.capes.qov.br/).

Dessa forma, adotamos a metodologia de Barros e Lehfeld (BARROS e
LEHFELD, 1997), ao realizarmos leitura critica de publicacdes recentes. Na busca
de conteudos sobre os temas abordados no trabalho, diagnosticamos que a
literatura reporta a combinacéo dos seguintes termos:

(i) ‘absorgéao ibnica’ (ionic uptake);

(i) ‘brassica’;

(iii) ‘fitorremediagao’ (phytoremediation);

(iv) ‘metais pesados’ (heavy metals);

(v) ‘translocacéao’ (translocation);

(vi) ‘brassinosteroides’ (brassinosteroids);

(vii) ‘crescimento vegetativo’ (plant growth);

(vii) ‘metabolismo vegetal’ (plant metabolism),

(ix) reguladores de crescimento vegetal (plant growth regulators).

Ao filtrar’ o levantamento bibliografico pela caracteristica ‘ano’, especialmente
entre 2015 a 2021, utilizamos duas ‘combinacdes’ dos termos elencados acima.
Assim, foram recuperados diversos artigos publicados, como por exemplo,

combinagdes ‘phytoremediation’ and ‘brassica’, 0s quais totalizaram 1.331
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publicagdes; ‘phytoremediation’ and ‘brassinosteroids’, totalizam 89 publicactes;
‘phytoremediation’ and ‘plant growth’ totalizaram 5.308 publicagbes; ‘plant
metabolism and brassinosteroids’ totalizaram 1449 artigos.

Diante desse elevado numero de publicacdes recuperadas, selecionamos as
publicacdes cientificas (artigos originais, artigos de revisdo, comunicacgdes cientificas
e boletins técnicos) com maior relevancia/destaque no tema principal do
TCC.Evidentemente, optamos por selecionar para leitura apenas o0s
artigos/periodicos que reportaram achados cientificos com relacdo direta ao nosso
temario de estudo. Na referida triagem de artigos cientificos, consideramos a
abordagem experimental, conteddos referentes as terminologias cientificas e,
posteriormente, as informacdes foram sintetizadas, de forma que estas
possibilitassem seu emprego, ou hao, para a tematica do estudo.

Para a formatacdo do TCC utilizamos a orientacdo da Associacao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), especificamente a ‘NBR 6028 (Resumos)’, ‘NBR 6023
(informacdo e documentacéo: referéncia e elaboracdo)’, ‘NBR 6027 (informacéo e
documentacdo: sumario: apresentacdo) e ‘NBR 10520 (informacdo e

documentacéo: citacdes em documentos)’.
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6. ARTIGO DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Conforme estabelecido pelo Projeto Pedagdgico do Curso de Bacharelado em
Engenharia Agrondmica (PPC, 2016 - link de acesso:

https://www.lagoadosino.ufscar.br/cursos/arquivos/ppcs/ppc engenharia agronomic

a_2018 07.pdf), no item 9.4.2. Regulamento do Trabalho de Conclusdo de Curso,

‘um trabalho académico pode ser monografico ou de pesquisa o qual podera ter
tema inédito ou advir de pesquisa realizada pelo estudante, no ambito de sua
iniciacdo cientifica ou elaborar uma monografia a partir de situacdes-problema que
por ventura vivencie no campo de estagio”.

Considerando o atual cenério da pandemia causada pela COVID-19 e as
justificativas apresentadas anteriormente ao longo deste TCC, redigimos o trabalho
de conclusdo de curso na modalidade “artigo de revisdo” com 0s atuais avancos
intelectuais, conforme as normas de publicacdo da revista de alto impacto ‘Plant

Physiology and Biochemistry’.
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Aplicacédo de fitorreguladores para maximizar a fitorremediagc&do de metais
pesados em Brassica: uma revisao

Mayra Dhaiane Cabral Silva®, Gabriel Antonio Bortoloti?, Daniel Baron?

®Laboratory of Plant Physiology and Biochemistry, Natural Science Center (CCN),
Federal University of Sdo Carlos (UFSCar) Lagoa do Sino campus CP-094, 18290-
000, Buri, Sado Paulo State, Brazil

RESUMO

Nas ultimas décadas, a contaminacdo do solo por metais pesados tornou-se um
problema ambiental mundial, agravada principalmente, por atividades antrdpicas
como mineracao, descarte de residuos urbanos de forma inapropriada e aplicacéao
incorreta de minerais e fertilizantes fosfatados em campos agricolas, uma vez que
esses poluentes sao considerados toxicos, especialmente para vegetais, animais e
para a saude humana. A fitorremediacdo é uma técnica que utiliza plantas como
agentes remediadores, de modo que, ao cultiva-las em ambientes contaminados por
esses poluentes, ocorrera a desintoxicacdo do local, de maneira sustentavel. A
literatura reporta que espécies pertencem ao género Brassicapodem expressar
respostas bioquimicas a partir da reprogramacédo dindmica da transcricdo de genes
relacionados ao mecanismo de protecdo e desintoxicacdo. Diante disso, nosso
objetivo foi apresentar os mais recentes avancos sobre o potencial de uso do
fitorregulador 24-Epibrassinolideo (EBL) nos mecanismos fisioldgicos de tolerancia a
metais pesados de ‘brassicas’, tais como abordagem genética, enzimas
antioxidantes, quelatizacdo de metais pesados, acidos organicos fitoquelatinas
(PCs), metalotioneinas (MTs), absorcdo e translocacdo de metais pesados
expressos por vegetais em diferentes estratégias de fitorremediacdo
(fitovolatilizacdo, fitoestabilizacdo e fitoextracdo). Nossa hipotese investigou que a
aplicacdo do fitorregulador EBL n&o evitard danos ao metabolismo primario de
vegetais pertencentes ao género boténico Brassica. Diante das evidéncias
cientificas reportadas em nossa presente revisdo bibliogréfica, refutamos a nossa
hipotese de nulidade e aceitamos a hipotese alternativa de que a aplicacdo exdégena
de EBL evitara danos no metabolismo de espécies brassicas fitorremediadoras de
metais pesados. Estudos adicionais sdo necesséarios para elucidacdo de outros
fatores possivelmente associados a espécies vegetais fitorremediadoras, tais como
edicdo génica para aprimoramento do potencial fitorremediador.

Palavras-chave: Brassica; metais pesados; fitorremediacdo; estresse oxidativo.
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Application of phytoregulators to maximize the phytormediation of heavy
metals in Brassica: a review

Mayra Dhaiane Cabral Silva®, Gabriel Antonio Bortoloti®, Daniel Baron® ®Laboratory
of Plant Physiology and Biochemistry, Natural Science Center (CCN), Federal
University of Sdo Carlos (UFSCar) Lagoa do Sino campus CP-094, 18290-000, Buri,
Séo Paulo State, Brazil

ABSTRACT

In the last decades, soil contamination by heavy metals has been a global
environmental problem, aggravated mainly by anthropic activities such as mining,
improper disposal of municipal waste and incorrect application of phosphate minerals
and fertilizers in agricultural fields, since these pollutants are considered toxic,
especially for vegetables, animals and human health. Phytoremediation is a
technique that uses plants as remediating agents, so that by growing them in
environments contaminated by these pollutants, detoxification of the site will occur in
a sustainable way. The literature reports that species belong to the genus Brassica,
can express biochemical responses from the dynamic reprogramming of the
transcription of genes related to the mechanism of protection and detoxification.
Therefore, our objective was to present the latest advances on the potential use of
phytoregulator 24-Epibrassinolide (EBL) in the mechanisms of tolerance to heavy
metals in the physiology of brassicas, such as genetic approach, antioxidant
enzymes, heavy metal quelatization, phytochelatin, organic acids (PCs),
metallothioneins (MTs), absorption and translocation of vegetable-expressed heavy
metals in different phytoremediation strategies (phytovolatilization, phytostabilization
and phytoextraction). Our hypothesis investigated that the application of the EBL will
not prevent damage to the primary metabolism of vegetables belonging to the
botanical genus Brassica. We refute our hypothesis nullity and we accept the
alternative hypothesis that the exogenous application of EBL will avoid damage to
the metabolism of phytoremediation brassic species of heavy metals. Further studies
are needed to elucidate other possibly associated factors, such as gene editing for
enhancement of the phytoremediator potential.

Keywords: Brassica; heavy metals; phytoremediation; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a contamina¢éo do solo por metais pesados tem sido um
problema ambiental mundial, principalmente por conta do aumento das atividades
antropicas, como mineracdo (Antoniadis et al., 2017; Shaheen et al., 2015),
biossoélidos ndo-tratados (lodo de esgoto), descarte de residuos urbanos de forma
inapropriada, como baterias de niquel-cAdmio (Ni-Cd), ligas metalicas e
revestimentos anticorrosivos (Rostami: Azdarpoor, 2019; Chaves; Souza, 2014),
bem como aplicacdo incorreta de minerais e fertilizantes fosfatados em areas
agricultaveis agricolas, os quais aumentam progressivamente o nivel de metais
pesados no solo (Chen et al., 2020) em corpos hidricos e/ou que percolam para o
lencol freatico (Clemens, 2016).

O acumulo do metal pesado Cd, por exemplo, torna-se cada vez mais
frequente e preocupante. Esse metal € classificado como um dos metais mais
toxicos, especialmente para vegetais e animais, devido a sua ampla disseminacéo
em ambientes naturais dada a sua elevada mobilidade no sistema solo-planta-
atmosfera (Navarro-Leon et al., 2020; Khan et al., 2017; Clemens, 2016). Além de
problemas ambientais, os metais pesados sdo potencialmente téxicos para a saude
humana, podendo afetar 6rgaos vitais, como pulmdes, rins e figados (Chen et al.,
2020; Khafaga et al., 2019; Azhdarpoor et al. 2015).

A fitorremediacdo é uma técnica que utiliza plantas como agentes
remediadores, de modo que, ao cultiva-las em ambientes contaminados com metais
pesados ndo-essenciais aos vegetais, promovera a desintoxicacdo e limpeza dos
mesmos, de maneira sustentavel e ecologicamente correta (Rostami, Azhdarpoor,
2019; Parseh et al., 2018). De acordo com a literatura, algumas espécies vegetais
(Brassica spp.) possuem seu centro de origem em climas semiaridos e expressam
respostas bioquimicas sob condi¢cbes de estresses abioticos (Bhatia et al., 2020;
Zhang et al., 2014). Além disso, a reprogramacéo dinamica da transcricao de genes
relacionados ao mecanismo de protecdo e desintoxicagdo S80 expressos em por
espécies pertencentes ao género Brassica, entretanto, estudos especificos sobre a
relacdo entre genes candidatos na fitorremediacdo neste género ainda sdo escassos
(Pandey; Ramegowda; Senthil-Kumar, 2015).

A literatura reporta que espécies vegetais hiperacumuladoras apresentam

bioacumulacédo e translocacdo de metais pesados elevados e, consequentemente,
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menor reducao na producédo de biomassa quando expostas ao estresse por metais
pesados (Chaudhry et al., 2020). Assim, espécies vegetais pertencente aos género
Brassica tornam-se um modelo interessante de estudo para a fitorremediacéo de
metais pesados (Rizwan et al., 2018), incluindo-se Cd (Chen et al., 2020; Du et al.,
2020; Navarro-Léon et al., 2020; Rizwan et al., 2018), Zn (Chaudhry et al., 2020;
Belouchrani et al., 2016), Cu (Zaheer et al., 2015; Chigbo; Batty; Bartlett, 2013) e Pb
(Gurajala et al., 2019; Lim; Salido; Butcher, 2004).

O presente artigo apresenta os mais recentes avancos sobre o potencial de
uso do fitorregulador 24-Epibrassinolideo (EBL) nos mecanismos de tolerancia a
metais pesados na fisiologia de brassicas revisa o potencial fitorremediador de
metais pesados por brassicas, uma vez que as reportagens cientificas afirmam que
este vegetal possui complexo mecanismo de defesa e potencialidade em
hiperacumular metais pesados em seus tecidos. Nossa hip6tese investigou que a
aplicacdo do fitorregulador 24-epibrassinolideo (EBL) n&o evitard danos ao
metabolismo primario de vegetais pertencentes ao género botanico Brassica.

2. GENERO BRASSICA

2.1 IMPORTANCIA DO GENERO E CENTRO DE ORIGEM

O género Brassica € o mais importante da familia botanica Brassicaceae
(Pua; Douglas, 2004). Possui notdrio interesse agronémico a partir de sua utilizacédo
na producao de “adubo-verde”, forrageiras, biocombustiveis, 6éleos como a canola
(Brassica napus L.) e a mostarda (Brassica juncea L.), e horticolas, tais como a
couve-flor (Brassica oleraceae var. botritys), repolho (Brassica. oleraceae var.
capitata), couve-de-bruxelas (Brassica oleraceae var. gemmifera) e nabo (Brassica
rapa subsp. rapa) (Chikkaputtaiah et al., 2017; Fu et al., 2016).

As espécies deste género encontram-se distribuidas em locais de clima-arido
e semiarido, principalmente no Hemisfério Norte, com maior centro de diversidade
na regiao geografica ‘irano-turaniana’, que se estende pela Siria, Ird, nordeste do
Afeganistao, além do norte do Iraque e partes do Libano, Jordania e Israel (Sharma,
Li, and Lim 2014; Colacino 1998; Al-Shehbaz 1984). Além disso, nessa regiao de
origem das espécies, ocorrem condi¢cdes naturais de salinidade do solo, défice
hidrico, elevadas temperaturas, entre outros (Bhatia et al., 2020; Zhang et al., 2014).
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2.2 POTENCIAL DE TOLERANCIA A METAIS PESADOS

A ampla maioria dos estudos sobre metais pesados em espécies de Brassica
investigou o efeito de alguns elementos ndo essenciais, principalmente Cd e Pb, e
alguns elementos essenciais, tais como Cu e Zn no desenvolvimento vegetal.
Ressalta-se que, independente se o metal € essencial, ou ndo, ao metabolismo
vegetal, quantidades excessivas destes podem acarretar danos aos processos
morfofisioldgicos e bioquimicos (Thakur et al., 2016; Bhargava et al., 2012).

Uma vasta quantidade de investigacdes cientificas foram publicadas sobre a
performance de algumas espécies brassicas. Hernandez-Allica e colaboradores
(Hernandez-Allica et al., 2008) publicaram um excelente estudo a respeito da
tolerancia aos metais pesados de diferentes espécies (incluindo diversas variedades
de B. campestris, B. rapa, B. napus, B. oleracea e B. carinata) e confirmaram o
elevado nivel de tolerancia destas aos metais Zn, Pb e Cd. De acordo com
Purakayastha e colaboradores (Purakayastha et al.,, 2008), ao analisarem a
capacidade de fitorremediacdo de cinco espécies diferentes (B. juncea, B.
campestris, B. carinata, B. napus e B. nigra) a quatro metais pesados (Zn, Cu, Ni e
Pb) concluiram que B. carinata apresentou melhor desempenho em relacdo ao Zn,
Ni e Pb.Portanto, essa espécie se apresentou como candidata com potencial de
fitorremediacdo superior as demais espécies, principalmente B. juncea,
tradicionalmente considerada tolerante. Em relacdo ao Cu, a espécie B. juncea
apresentou maior absorcéo desse metal, comparada as demais espécies.

Em seu estudo com plantas de B. napus, sob condi¢cdes de cultivo em solo
contaminado com metais pesados (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn), Brunetti e
colaboradores (Brunetti et al., 2011) relataram que o acumulo de diferentes metais
foi mais elevado na parte aérea do que na parte radicular, como é tipico de uma
espécie vegetal acumuladora. J& Parveen e colaboradores (Parveen et al., 2015),
estes autores avaliaram dez cultivares de B. juncea para determinar o potencial de
extracdo de Cd. Embora a performance dos vegetais aos parametros avaliados
tenha sido semelhante, algumas cultivares apresentaram maior tolerancia ao Cd do
que outras. Ja Gill e colaboradores (Gill et al., 2015) também avaliaram o
desempenho de quatro cultivares de B. napuscontra o estresse de Cr e

encontraram diferencas significativas em suas capacidades de tolerancia.
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Park e colaboradores (Park et al., 2012) estudaram a adequac&o do uso de B.
napus para fins de fitorremediacdo e possibilidade de aproveitamento do 6leo obtido
de plantas cultivadas em sitios contaminados. Esses autores relataram que a
maioria dos metais pesados restantes ficaram retidos nos residuos do processo de
extracdo do petréleo. Isso poderia tornar a fitorremediacdo um processo mais
lucrativo ao vincula-la & valorizagdo econdémica.

Ja Navarro-Léon et al. (2020), em seu trabalho de tolerancia a toxicidade de Cd
e potencial de fitorremediacdo de trés mutantes de B. rapa, mostraram que 0
mutante BraA.caxlaa obteve maior capacidade de absorcdo de Cd, embora
apenas o mutante BraA.caxla-12 seja util a fitorremediacdo, o qual registrou maior
tolerancia ao Cd. Essa tolerancia ocorre pelo maior acumulo de Ca e Mg, a
manutencdo do desempenho da fotossintese, a desintoxicacdo de EROs e as

concentracOes elevadas de malato.

3. SISTEMAS ANTIOXIDATIVOS NA TOLERANCIA A METAIS PESADOS

As espécies vegetais B. juncea, B. rapa. e B. hapus apresentam mecanismos
para tolerar o excesso de Cd (Rizwan et al. 2018; Zhang et al., 2018; Sharmila et al.,
2017; Verma et al., 2013). Entre os principais mecanismos listamos o aumento da
atividade enzimética, aminoacidos totais, producdo de osmoprotetores, e
compartimentacdo de Cd em componentes celulares biologicamente ‘inativos’, tais
como a parede celular (Rizwan et al., 2018; Jinadasa et al., 2016; Wang et al., 2015)
e vacuolo (Kaur et al., 2017; Lv et al., 2017).

Ja, ao verificarmos estresses especificos por metais pesados, diferentes
estratégias fitorremediadoras incluem enzimas antioxidantes, secrecdo &cidos
organicos e guelantes, como as fitoquelatinas e metalotioneinas, aumento da
absorcao e transporte destes metais pesados para as partes aéreas (Pinto; Aguiar;
Ferreira, 2014).

3.1 ENZIMAS ANTIOXIDANTES
Os metais pesados induzem o estresse oxidativo em tecidos vegetais,
acarretando a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Entre os

radicais livres sao listados o anion radical hidroxi (TOH), anion superoxido (O;) e
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peroxido de hidrogénio (H.O,) (Saad et al., 2018; Amari et al., 2017). As EROs
também sdo geradas pela presenca de jons Pb%, como a ativacdo de NADPH
oxidase, deslocamento de grupos protéticos de varias enzimas e inibicdo da
atividade de enzimas que contém enxofre e hidrogénio (grupos-SH) (Singh et al.,
2020).

Os mecanismos de desintoxicagdo enzimatica em plantas incluem
principalmente superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), peroxidase (POD; EC
1.11.1.7) e catalase (CAT; EC 1.11.1.6). Essas enzimas antioxidantes
desempenham papéis relevantes contra o estresse oxidativo, atuam na primeira
linha de defesa e mantém a homeostase redox. Em outras palavras, a SOD remove
0 oxigénio singleto (Oy), libera H,O, e O, Ja a CAT € uma enzima associada a
dismutacdo de H,O, em H,O e O, e a POD elimina o H,0, do cloroplasto e do
citossol das células vegetais (Kushwaha et al.,, 2018; Das e Roychoudhury,
2014; Gill et al., 2011).

No estudo com B. juncea sob estresse de Cu, Wang e colaboradores (Wang et
al., 2004) relataram diminuicdo da atividade enzimatica da CAT, enquanto na
mesma espécie vegetal, John e colaboradores (John et al., 2009), também relataram
aumento da atividade de SOD e diminuicdo de CAT, com aumento da toxicidade na
presenca de Cd e Ph. No artigo anterior, a toxicidade induzida perdurou por até 60
dias e uma diminuicdo geral da atividade enzimética também foi observada para os
periodos mais longos e sob maiores concentracdes (300 mg/kg Cd e 500 mg/kg
Pb).

Nouairi e colaboradores (Nouairi et al., 2009) também detectaram um aumento
na atividade da CAT com o aumento da concentragdo de Cd em plantas de B.
juncea, embora o efeito em B. napus tenha sido o oposto. Em contrapartida, um
estudo de toxicidade de Cr em plantas B. juncea e B. napus a atividade CAT
apresentou reducédo (Zaimoglu et al., 2011). Recentemente, a publicacédo de Chen e
colaboradores (Chen et al., 2020) revela que, em solos contaminados com Cd e U
as atividades de POD e CAT,B. junceaforam capazes de manter niveis mais
elevados em comparacdo com outros tratamentos de reguladores vegetais. O
aumento das atividades POD e CAT pode contribuir para a eliminacdo do O,e atuar

como resposta adaptativa ao maior estresse de Cd e U nas folhas.
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3.2. AGENTES QUELANTES

A molécula do quelante é utilizada para potencializar a absorcdo mineral
(Fedotov et al., 2012) e, consequentemente, a limpeza de solos contaminados
(Meers et al., 2008). Esse processo disponibiliza o seu ion com menor atividade
quimica, para formar um complexo, ligada a outro ion de metal pesado, reduzindo,
assim, sua fitotoxicidade potencial. Em outras palavras, a quelatizacdo € formada
pela ligacdo de um ion que possui, no minimo, dois &tomos ligantes a uma molécula
dotada de diferentes atomos disponiveis para esta ligacdo, a exemplo do enxofre
(S), nitrogénio (N) ou oxigénio (O) (Ozyigit; Can; Dogan, 2020; Pal; Janda; Szalai,
2018).

Tanto raizes, quanto microrganismos da rizosfera, sdo responsaveis por
liberarem &cidos organicos de baixo peso molecular a fim de aumentar a
solubilidade de nutrientes por acidificacdo e formacdo de complexos organicos.
Entre os exsudatos de raiz, uma faixa extensiva de &acidos pode ser encontrada,
como acido aceético, acido oxalico, acido tartarico, acido malico, &cido citrico, acido
propilico e &cido latico. Esses metabdlitos funcionam como agentes quelantes
naturais, capazes de solubilizar metais pesados (Wasay et al., 1998). A formacéo de
complexos quelato/metais previne a precipitacdo e a adsor¢cdo dos metais e mantém

sua disponibilidade para absorgéo pelas plantas.

3.3. ACIDOS ORGANICOS
Os acidos organicos sao moléculas que exercem protecao contra o estresse de
metais pesados (Haydon et al., 2017). Ao contrario de outros efeitos, um aumento
nos niveis de citrato apresenta-se universalmente descrito como uma resposta a
diferentes metais em espécies de Brassica, por exemplo, B. oleracea cultivadas sob
estresse de Zn (Keunen et al., 2013). J4 Barrameda-Medina e colaboradores
(Barrameda-Medina et al., 2014), justificaram a tolerancia das folhas a este estresse
dado o aumento dos teores de malato (facilitaria o transporte de Zn para as folhas) e
a manutencdo de altos teores de citrato (complexaria 0 metal para sequestra-lo e
estocagem no vacuolo ou simplesmente para proteger a célula do Zn livre). Este
acido organico € importante na manutencao da homeostase dos ions metalicos.
A compartimentalizagdo no vacuolo e a complexacdo por fitoquelatinas e

metalotioninas no citoplasma sao 0s mecanismos mais importante relacionados com
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a tolerancia das plantas a metais (Nascimento et al., 2009). As espécies brassicas
com maior potencial de fitorremediagcdo podem sintetizar essas moléculas para
auxiliar na absorcdo e transporte de ions de metais pesados (PINTO; AGUIAR;
FERREIRA, 2014; SHAH; DAVEREY, 2020).

3.3.1. Fitoquelatinas (PCs)

As fitoquelatinas sado pequenos peptideos com estrutura geral (y-Glu-Cis) . Gli,
com n que variam de 2 a 11 e participam da defesa contra a toxicidade de metais
pesados. Ao sequestrarem ions metalicos nos vacuolos, ocorrerd reducdo das
concentracbes de metais pesados livres do citosol, a partir do transporte do
complexo PC-metal (Mohamed et al., 2012; Cobbett & Goldsbrough, 2002). Assim, a
sua sintese é catalisada pela fitoquelatina sintetase (PCs), ao utilizar a glutationa
(GSH) como substrato. Por fim, os genes PCS sédo expressos constitutivamente,
entretanto, h4 maior inducdo da expressdo génica sob a presenca de metais
pesados, como As, Cd, Cu, Hg, Pb e Zn (Filiz et al., 2019).

Gasic e Korban (Gasic; Korban, 2007) desenvolveram uma B.
juncea transgénica que expressa o0 gene AtPCS1 em plantas de Arabidopsis thaliana
L., a qual codifica a enzima PCS. Os mesmos autores observaram que a expressao
desse gene promoveu maior tolerancia destas plantas ao Cd e Zn, mas nao
elevaram o acumulo desses metais no tecido vegetal. No entanto, o aumento da
tolerancia ao Cd so6 foi confirmado para a concentracdo de 100 uM (em si uma
concentracdo elevada). Segundo os autores, isso poderia ser explicado pela
toxicidade dos niveis excessivos de fitoquelatinas ou a outro tipo de toxicidade no
processamento dos complexos Cd-PC. Por outro lado, o aumento da formacéo de
PC esgotou o pool de GSH, o que podera limitar a tolerancia das plantas
transgénicas.

Gadapati e Macfie (Gadapati; Macfie, 2016) também compararam os efeitos do
estresse do Cd em B. juncea e B. napus. De acordo com seus resultados, B.
juncea acumulou mais PCs nas raizes, enquanto B. napus acumulou nas folhas. Os
autores concluiram que outros fatores, além das concentracfes de PC, devam existir
para explicar as diferencas observadas, tais como a producdo e utilizacdo de

cisteina ou a capacidade de transportar complexos de Cd-PC para o vacuolo.
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Em reportagem publicada por Sun e colaboradores (Sun et al. 2020), estes
autores observaram, a partir da analise de fragmentos de .DNA da PC, que o metal
pesado Cd induziu a producdo de fitoquelatinas em plantulas da Brassica
parachinensis variedade ‘Lvbao-701’, principalmente na regido radicular. Apdés a
quelatizacdo, os metais pesados podem ser estocados em partes inativas das
células radiculares, com destaque ao vacuolo ou exportados para a parte aérea, via
xilema (PINTO; AGUIAR; FERREIRA, 2014). Varios outros estudos relatam a
inducao da sintese de PC sob estresse por metais pesados, confirmando que esta é
uma importante estratégia de tolerancia de plantas do género Brassica (Filiz et al.,
2019; Ahn et al., 2012; Zaier et al., 2010).

3.3.2 Metalotioneinas (MTSs)

As metalotioneinas sdo peptideos ricos em cisteina de baixo peso molecular
que originam ligacdo com os ions metélicos, como Cu, Cd e Zn, a fim de atenuar os
efeitos toxicos a partir da ativacéo do sistema de defesa antioxidante, regulacdo de
metaloenzimas e transcricdo génica (Yu; Lin; Zhang, 2019), reconhecidas por terem
um papel importante na desintoxicacdo de metais pesados em plantas (Hassinen et
al., 2011). Em 1997, Schaéfer e colaboradores (Schaéfer et al.,1997) ndo relataram
aumento nas quantidades de transcricdo para MT2 em plantas de B. juncea sob
estresse de Cd e Cu, indicando que MT nao era relevante na tolerancia desta
espécie a metais pesados.

A fim de elucidar o papel desses peptideos, Ahn e colaboradores (Ahn et al.,
2016), analisaram o efeito de diferentes metais pesados na expresséo de trés genes
de B. rapa pertencentes a familia génica MT (BrMT1, BrMT2 e BrMT3). O efeito de
alguns elementos minerais essenciais (Fe, Cu, Zn e Mn) na expressado desses trés
genes foi altamente dependente dos metais estudados e do periodo de tempo
considerado. Assim, o gene BrMT1 apresentou elevada expressédo e, em que estes
metais foram considerados como um promotor de estresse multiplo.

Em pléantulas de Brassica campestris var. chinensis Makino, Han e
colaboradores (Han et al., 2008) forneceram diferentes dosagens de Cd e Cu em
sua investigacao cientifica e observaram que a expressdo do gene BcMT; foi
induzida por tratamentos com Cd ou Cu, enquanto o gene BcMT, foi induzido

apenas pelo fornecimento de Cd. Isto sugere que as MTs estdo relacionadas a
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desintoxicacdo destes metais pesados. J4 em plantulas de B. napus expostas a As,
Pan e colaboradores (Pan et al.,, 2018) encontraram resultados semelhantes na
expressdo de genes da familia MT sob disponibilidade de As®*, em que o gene
BnaMT3C auxiliou a indugéo de melhores respostas ao estresse gerado pelo metal
pesado. Dentro deste contexto, acredita-se que o maior acumulo de metais pesados
no vegetal esta relacionado a producdo dos &cidos organicos e variacdo genética

das espécies.

4. ABSORCAO E TRANSLOCACAO DE METAIS PESADOS

A penetracdo dos metais pesados nas raizes, oriundos do solo, ocorre por
meio da via simplastica (simplasto conectado entre células vizinhas) e/ou via
apoplatica, entre os espacos livres da parede celular (Shah; Daverey, 2020; Liu et
al., 2011). Apés a penetracdo dos elementos quimicos, o processo de absorcédo de
ions de metais pesados pelas plantas ocorre apés, inicialmente, estes ao menos
apresentarem-se ligeiramente solUveis na solucdo do solo (Shah; Daverey, 2020;
Sheoran; Sheoran; Poonia, 2016). Clemente e colaboradores (Clemente et al., 2005)
avaliaram o uso de B. juncea para fitoextragdo em um local ‘multi-contaminado’
(principalmente contaminado com Zn, Cu e Pb), com e sem aditivos (esterco de vaca
e composto). Os autores concluiram que o crescimento da planta e a absorcéo de
metal eram altamente dependentes do pH do solo (Xue at al., 2012). A literatura
reporta que a absorcdo de metais pesados ndo ocorre somente em funcédo de sua
biodisponibilidade na solu¢cdo do solo, mas também pela toxicidade do metal (Nasir
et al., 2018).

A translocacdo desses ions metalicos ocorre pelos vasos xileméticos e, desta
forma, a pressdo negativa gerada no xilema pelo fluxo de transpiracdo do vegetal
determina a movimentacdo de metais pesados que, posteriormente, podem ser
acumulados nos érgéos superiores (Rubio et al., 2020; Pinto; Aguiar; Ferreira, 2014).
A compreensdo da movimentacdo de metais pesados é de interesse para a
fitorremediacdo, pois algumas técnicas, como a fitovolatilizagcdo e fitoextracao,
exigem a transferéncia de metais pesados da regido radicular para a parte aérea dos

vegetais (Shah; Daverey, 2020; Pinto; Aguiar; Ferreira, 2014).
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5. ESTRATEGIAS DE FITORREMEDIACAO

A presenca de metais pesados no solo, por exemplo, o Cd, Zn, Pb e Cu
origina-se por diferentes vias, as quais incluem o ar, o proprio solo, aguas
subterrdneas e superficiais, além da aplicacdo de defensivos agricolas e
fertilizantes. Em estudo da companhia ambiental do estado de S&o Paulo (CETESB,
2007), a presenca desses metais em elevadas concentracdes refere-se
especificamente, para o Cd (0,5 mg kg™ peso seco), Zn (60 mg kg™ peso seco); Pb
(17 mg kg™ peso seco) e Cu (35 mg kg™ peso seco). Valores reportados a partir
destes obriga os produtores rurais buscarem técnicas sustentaveis e protocolos
metodoldgicos para retirar esses metais de areas agricultaveis. Na ampla maioria
das vezes, as opcdes de remediacdo de areas contaminadas retringem-se a
escavacao, remocao e substituicio do solo. De certo modo, considera-se
relativamente complexo a sua execugéao, todavia a fitorremediacéo por plantas torna-
se uma estratégia acessivel e sustentavel para contornar a contaminacao dos solos
(Ashraf et al., 2019).

A fitorremediacdo € uma estratégia promissora para ‘limpar’ o solo (Kushwaha
et al., 2018), capaz de empregar sistemas vegetais fotossintetizantes com objetivo
de desintoxicar ambientes degradados ou poluidos (Mahar et al., 2016), acumulando
0S metais pesados nas raizes e parte aéreas do vegetal (Mahar et al., 2016;
Sheoran et al.,, 2016). As estratégias mais investigadas e elucidadas sao (i)
fitovolatilizacao; (ii) fitoestabilizacdo e (iii) fitoextracdo (Ali; Khan; Sajad, 2013; Da
Silva et al.,, 2018; Sarwar et al., 2017), que estdo descritas abaixo e melhor
elucidado na Figura 1. Estratégias de fitorremediacdo de espécies do género

Brassica.

5.1 FITOVOLATILIZACAO

Refere-se a capacidade de espécies vegetais absorverem e converterem um
poluente em formas volateis e menos toxicas e, a partir da transpiracdo vegetal,
liberarem estes poluentes na atmosfera (Kumari et al., 2020; Wang et al., 2012).
Segundo Moreno e colaboradores (Moreno et al., 2008), a espécie B. juncea
acumulou o metal pesado mercirio (Hg®) em seu sistema radicular e,

posteriormente, o liberou para a atmosfera na forma de vapor (Hg®). Nesta mesma
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espécie vegetal, a literatura também indica que h4 acimulo de selénio (Se) na raiz e
sua posterior liberagdo na atmosfera (Di Gregorio et al. 2006).

Embora alguns autores indiguem que a fitovolatilizacdo ndo contribua com o
aumento da concentracéo dos poluentes na atmosfera por conta da forma que estes
contaminantes s&o expostos a degradacao natural (ex.: fotodegradacao), a referida
técnica ndo é um fim em si, , pois apenas transfere 0 metal pesado do substrato
para a atmosfera, sem que se haja o controle sobre sua migracao para outras areas
(Cristaldi et al.,, 2017; Wang et al., 2012; Padmavathiamma; Li 2007). O metal
pesado liberado na atmosfera pode precipitar e contaminar novamente o meio, ou
seja, € uma técnica considerada de ‘efeito momentaneo’ (Sarwar et al., 2017; Alj;
Khan; Sajad, 2013).

5.2 FITOESTABILIZACAO

A fitoestabilizacdo € uma estratégia que utiliza plantas para converter metais
e metaldides em formas menos moéveis e reduzir a biodisponibilidade de metais
pesados no solo a partir da sorcdo, precipitacdo, complexacdo ou alteracdo da
valéncia do metal na regido da rizosfera (Sarwar et al., 2017; Ali; Khan; Sajad, 2013;
Abreu et al., 2010). Esta técnica tem se mostrado eficiente em solos contaminados
por Pb, As, Cd, Cr, Cu e Zn (Kumar Yadav et al., 2018). Visconti e colaboradores
(Visconti et al.,, 2020), ao avaliarem a eficiéncia de B. juncea, em solos
contaminados com As, Cd, Pb e Zn e concluiram que esta espécie possui alta
eficiéncia na fitoestabilizacdo dos metais As, Cd e Pb. Este mesmo estudo
apresenta uma bioferramenta inovadora, ao avaliar o ‘Fator de Translocagao’ (FT)
de metais pesados.

O FT é calculado pelo teor de metal pesado da parte aérea dividido pelo teor
de metal pesado das raizes; tem por finalidade de avaliar a habilidade da planta em
translocar o metal pesado das raizes para as partes aéreas (Marchiol et al., 2004).
Visconti e colaboradores (Visconti et al., 2020) chegaram a conclusdo que valores
inferiores de FT (FT< 1,0) possuem menor habilidade de translocar metais pesados
das raizes para as partes aéreas do vegetal e, desta forma, plantas com esta
performance metabdlica poderdo ser mais eficientes na fitoimobilizagdo de metais
pesados na rizosfera (Feigl et al., 2016). Diferente das outras técnicas de
fitorremediacdo, a fitoimobilizacdo ndo tem por funcdo a remediacdo dos
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contaminantes do solo, mas, sim, aumentar o acumulo ou precipitagdo destes metais
pesados na regido da rizosfera, com o intuito de reduzir a contaminagdo do meio

préximo (Mahar et al., 2016).

5.3 FITOEXTRACAO

As plantas utilizadas para a fitoextracdo devem apresentar elevada taxa de
crescimento, maior producdo de biomassa, maior capacidade em hiperacumular
metais pesados e respostas fisioldgicas eficientes do metabolismo de defesa
(Cristaldi et al., 2017; Sarwar et al., 2017; Mahar et al., 2016). Esses vegetais sao
utilizados para transferir os contaminantes aos o6rgados vegetais ‘coletaveis’,
removendo metais da matriz do solo (Rizwan et al., 2016; Tack e Meers, 2010;
Meers et al., 2005). Deste modo, a eficiéncia dessa estratégia depende de fatores
relacionados ao solo, como o pH, capacidade de troca cationica (CTC), potencial de
reducdo e textura do solo, biodisponibilidade do metal pesado e de fatores
associados as caracteristicas da espécie vegetal (Sheoran; Poonia, 2016; Ali; Khan;
Sajad, 2013).

Geralmente, os metais pesados se encontram associados as superficies
carregadas negativamente de particulas argilosas, organicas e aos precipitados
insollveis como hidroxidos, carbonatos e fosfatos, por ligacdes covalentes (Sposito,
1989). O equilibrio i6bnico no solo baseia-se nas forcas de adsorcdo e o sistema
aquoso é que torna disponiveis os ions metalicos para o sistema radicular das
plantas. Esse tipo de adsorcdo é fortemente dependente do valor de pH, e
responsavel pela retencdo de uma maior quantidade de metais que a troca de
cations (Alloway e Ayres, 1997). Diversas espécies vegetais apresentam aptidao
para fitoextrair metais pesados do ambiente e, entre estas, a literatura indica as

espécies do género Brassica (Sarwar et al., 2017).
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Figura 1. Estratégias de fitorremediacao de espécies do género Brassica.

Fitovolatilizacdo
¢ Absorc¢do e conversédo dos poluentes em formas menos toxicas;
e Liberacao dos poluentes na atmosfera a partir da transpiracao;
e Técnica utilizada para poluentes orgéanicos e inorganicos;
e B. juncea acumula Hg em seu sistema radicular e, libera para a atmosfera na forma de vapor (Hg°).
¢ O metal pesado liberado na atmosfera pode precipitar e contaminar novamente o meio,

e Técnica com efeito temporério.

Fitoestabilizag&o Fitoextragdo

¢ Reducdo da mobilidade e biodisponibilidade e Remove metais da matriz do solo;
. Fitovolatilizagdo . .. .. ..
de metais pesados no solo; i Q ¢ Depende de caracteristicas quimico-fisicas do
e Técnica eficiente em solos contaminados o g solo;

por Pb, As, Cd, Cr, Cu e Zn; e Espécies do género Brassica apresentam

e Espécie B. juncea possui alta eficiéncia na Metais aptidao para fitoextrair metais pesados

Pesados

fitoestabilizacdo dos metais As, Cd e Pb, ¢ As plantas apresentam:

e Aumento do acumulo ou precipitacdo de - maior taxa de crescimento,

Diregdo do Fluxo

metais pesados na regido da rizosfera. de Trnslocacso

- maior producédo de biomassa e
- maior capacidade de hiperacumular metais

pesados.

Fonte: S.B. Nogueira & M. D. C. Silva.
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Brunetti e colaboradores (Brunetti et al., 2011) em seu estudo com plantas
de B. napus que investigaram solos contaminados com Cr, Cu, Pb e Zn,
disponibilizados via residuos soélidos urbanos (RSU), relataram que seriam
necessarios mais de 1000 anos para limpar um local contaminado. Outros estudos
confirmam que demandariam centenas ou milhares de anos para a limpeza
completa de locais altamente contaminados. A literatura reporta que, dentre as
estratégias de fitorremediacao, a fitoextracdo é considerada como a estratégia mais
importante e mais utilizada devido a capacidade de espécies vegetais absorverem,
transportarem e acumularem metais pesados em estruturas aéreas dos vegetais,
principalmente nas partes destinadas a colheita (Sarwar et al., 2017; Sheoran;
Sheoran; Poonia, 2016). Desta forma a Tabela 1 aborda alguns estudos que
reportam a eficiéncia na utilizacdo de espécies pertencentes ao género botanico

Brassica para fitoextracdo de metais pesados.

Tabela 1. Estudos sobre fitoextracdo de diferentes metais pesados com as espécies
Brassica napus L. e Brassica juncea L.

B. napus L.
Metal Pesado Referéncias
Zn Belouchrani et al. (2016)
Cu Zaheer et al. (2015)
Cd Zhang; Xiao; Wu (2020); Zhang et al. (2018)
B.junceaL.
Metal Pesado Referéncias
Zn Chaudhry et al. (2020); Du et al. (2020)
Cu Chigbo; Batty; Artlett (2013)' Feigl et al. (2015)
cd Bhuiyan et al. (2011); Gurajala et al. (2019); Irfan; Ahmad; Hayat
(2014); Navarro-Leon et al. (2020).
Ni Rodriguez-Vila et al. (2014)
U Chen et al. (2020).

Fonte: G.A. Bortoloti & M. D. C. Silva.



6. EFEITOS DOS METAIS PESADOS NA FISIOLOGIA DE BRASSICAS

A toxicidade por metais pesados ocasiona prejuizos aos vegetais e o efeitos,
comumente relatados, sdo a reducéo da clorofila (seja pela diminuicdo na sintese,
seja pela degradacéo das clorofilas ja existentes), desbalanco hidrico, fechamento
estomatico (Maffei; Taiz; Zeiger, 2013), o qual acarreta em desaceleracdo da taxa de
fotossintese, absorcdo reduzida de nutrientes minerais essenciais, diminuicdo do
comprimento do caule e reducdo do crescimento da raiz (Rizwan et al., 2018; Khan
et al., 2017; Nagajyoti et al., 2010).

Demais estudos também apontam diminuicdo no conteudo de agua em plantas
com estresse por metais pesados e, portanto, o efeito téxico dos metais pode ser
causado indiretamente, por reduzida absorcao de agua (Ali et al., 2015; Viehweger
2014). Por exemplo, Zaier e colaboradores (Zaier et al., 2010), relataram que o
conteldo de agua das plantas de B. juncea diminuiu, drasticamente, sob a
toxicidade de Pb, mesmo na referida espécie considerada tolerante. Alguns estudos
relataram que acucares solaveis, prolina e outros aminoacidos podem apresentar
um papel protetor, regulando o potencial osmoético e também com um papel de
desintoxicacdo mais direto de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Kavi et al.,
2013; Keunen et al., 2013; Sharma et al., 2006).

6.1 FOTOSSINTESE

A presenca de metais pesados, em quantidades tdxicas aos vegetais, €
conhecida por afetar a atividade fotossintética (Krantev et al. 2008; Mysliwa-Kurdziel
et al.,, 2004). No estudo comparativo entre B. napus e B. juncea, sob estresse por
Cd, Nouairi e colaboradores (Nouairi et al., 2006), relataram a reducdo dos lipidios
gque compdem os cloroplastos com niveis mais elevados de acidos graxos
poliinsaturados dependentes da dose de Cd em B. napus, mas ndo em plantas de B.
juncea. Em plantas de B. juncea foi detectado um aumento nos lipidios da
membrana, o que pode levar a um aumento do volume vacuolar, organela em que
0S metais sdo normalmente armazenados.

A reducdo dos pigmentos fotossintéticos e o aparecimento de efeitos de clorose
sao resultantes, frequentemente, do efeito dos metais pesados ao reduzir a sintese

de clorofila (causada pela inibicdo das respectivas enzimas), aumento da destruicao
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da clorofila ou absorcdo de elemento afetado (seja por inibicdo da absorgcédo ou por
competicdo com outros metais pesados). Outras causas relatadas nos processos
fotossintéticos incluem a inibicdo do ciclo de Calvin (Ali et al., 2016), reducéo
da fixacdo de CO,, agregacdo reduzida de complexos proteicos e danos gerais
induzidos por EROs aos cloroplastos (Mobin; Khan, 2010; Nouairi et al., 2006).

Ali e colaboradores (Ali et al., 2016) em plantas de B. napus e Ahmad e
colaboradores (Ahmad et al. 2017) em plantas de B. juncea relataram reducdo da
fotossintese induzida por estresse de Cd, em que os autores atribuem este efeito
pela inibicdo da sintese de enzimas importantes na formacdo de clorofila ou ao
comprometimento (ou competi¢do) no fornecimento de elementos importantes, como
Fe, Mg, Zn e Mn. Entretanto, Baryla e colaboradores (Baryla et al., 2001), em seu
estudo de B. napus cultivada em solo contaminado com Cd, relataram clorose foliar
e afirmaram que este achado ocorre pela interferéncia do Cd na divisédo celular e
replicagéo do cloroplasto.

Ghnaya e colaboradores (Ghnaya et al., 2016) também relataram contetdo
reduzido de clorofila e carotenoides sob estresse de Zn e Cd em plantas de B.
napus e justificaram seus achados cientificos ao verificarem o papel direto da
elevada producédo de EROs nos referidos efeitos fisiolégicos. Além disso, Mobin e
Khan (Mobin; Khan, 2015) estudaram o efeito do Cd na atividade fotossintética de
duas cultivares de B. juncea e confirmaram que o Cd afetou a atividade da RuBisCO

e da anidrase carbo6nica.

6.2 BIOMASSA DA RAIZ E FOLHA

Barrameda-Medina e colaboradores (Barrameda-Medina et al., 2014) relataram
reducdo da biomassa da raiz de plantas de B. oleracea sob toxicidade de Zn (500
HM), mas nenhuma mudanc¢a na biomassa foliar, porque o Zn, como outros metais
pesados, se acumula principalmente nas raizes. Em plantas B. napus, Ghnaya e
colaboradores (Ghnaya et al., 2009) detectaram biomassa reduzida na raiz, tanto
sob estresse de Zn quanto de Cd, em concentragcdes mais elevadas. Estes autores
comprovaram que a maior concentracdo de Cd (100 mg kg %) acarretou dano
significativo no comprimento da raiz (65%) e da parte aérea (39%); massa fresca da
raiz (67%); massa fresca da parte aérea (55%); e por fim massa seca da parte aérea

(69%) e massa seca da raiz (65%) em comparacdo com as plantas de controle.
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Além disso, padrdo de resultados semelhantes foi detectado em plantas de B.
rapa cultivadas sob toxicidade de 500 uM Znde (Blasco et al., 2015).

Em suma, a maioria dos estudos apontam que a concentracdo de metais
pesados nas raizes de plantulas de Brassicas sdo maiores que na parte aérea. Por
conta da estratégia vegetal em proteger seus 6rgdos acima do solo, particularmente
células fotossintéticas metabolicamente ativas de danos por metais pesados, havera
0 sequestro de grande concentracdo do metal em vacuolos das células da raiz

(Rascio; Navarri-lzzo, 2011).

6.2.1 Analise de crescimento da raiz

Em linhas gerais, os primeiros sintomas visiveis relacionados a toxicidade de
metais pesadosincluem crescimento atrofiado, reducdo do crescimento da raiz e
mudancas em sua morfologia (Feigl et al., 2013). As raizes sdo mais afetadas do
que as folhas, pois sdo os 6rgdos em contato direto com o elemento toxico. A
maioria dos estudos com espécies do género Brassica relatam crescimento reduzido
da raiz sob diferentes metais pesados (John et al., 2009; Ebbs & Kochian, 1997), no
entanto, os efeitos fisioldgicos sao distintos entre os metais. Ebbs e Kochian (Ebbs;
Kochian, 1997) relataram que o Cu teve um efeito mais pronunciado no
desenvolvimento lateral da raiz do que o Zn. Nouairi e colaboradores (Nouairi et al.,
2006) relataram também uma reducdo no crescimento da raiz e do caule em B.
juncea e B. napus sob estresse de Cd, o que podera ser ocasionada devido a

restricdo na absorcdo de Fe e Mn pela parte aérea.

6.3. ABORDAGEM GENETICA PARA MELHORAR A TOLERANCIA DE
METAIS PESADOS EM BRASSICA

Para compreender a genbmica dessas plantas acumuladoras de metal,
estudos genéticos e dados de bioinforméatica tornam-se cada vez mais alvo de
estudos (Schiessl et al. 2019; Reeves et al. 2017). De maneira notavel, o surgimento
das ferramentas gendémicas facilitaram programas de melhoramento com abordagem
altamente eficaz para estudos filogenéticos e evolutivos em Brassica spp. (Qiao et
al. 2020; Spasibionek et al. 2020; Nadeem et al. 2018).

40



Diversos estudos possibilitaram melhorias nas caracteristicas desejaveis da
B. napus (Afzal et al. 2018; Witzel et al. 2015), como precocidade da floracdo (Xu et
al., 2015), teor de 6leo (Liu et al., 2016), caracteristicas de angulo de ramo (Sun et
al., 2016), tolerancia ao sal e caracteristicas relacionadas (Wan et al., 2017), tais
como teor de &cido erdcico, teor de glucosinolato, peso da semente, altura da planta,
ramo primério (Li et al., 2016), resisténcia a quebra de vagens (Raman et al., 2014)

e maior acumulo de metais pesados (Raman et al., 2016).

6.3.1 Genes candidatos na atividade de desintoxicacao de metais

pesados

A investigacdo de eventual(ais) gene(s) candidato(s) pode contribuir para
melhorar a tolerancia de metais pesados a Cd, Zn e Cu por meio da regulacédo do
desenvolvimento da parede celular, quelacdo de metais, desintoxicacdo e defesa
antioxidante, respectivamente (Xin et al., 2020; Chalhoub et al., 2014).

Nesse sentido, a literatura reporta estudos sobre mapeamento de associagao
de QTLs tolerantes ao Cd e demais metais pesados. Zhang e colaboradores (Zhang
et al., 2018) selecionaram doze gendtipos tolerantes ao Cd entre 472 sementes de
B. napus naturais, coletadas por todo o planeta, conforme Tabela 2. Esses acessos
fornecem materiais valiosos para explorar ainda mais o mecanismo de tolerancia ao
Cd, e auxiliar no desenvolvimento de novas cultivares de B. napus.

Navarro-Léon e colaboradores (Navarro-Léon et al., 2019) publicaram um
artigo com o enfoque na compreensao do papel de um gene candidato na tolerancia
de metais pesados. Diante disso, esses autores elencam o gene HMA4 na tolerancia
a toxicidade do Cd (100 uM CdCl,) ao investigar o mutante TILLING de B. rapa L.
(BraA.hma4a-3). As plantas mutantes apresentaram redugdo da perda de biomassa
sob toxicidade de Cd e maior acumulo de Cd e Zn no tecido foliar, além de aumentar
0 teor de pigmentos fotossintéticos e reducdo do estresse oxidativo, bem como
melhorar o indice fotossintético. Em conclusdo, o estudo afirma que
as plantas mutantes BraA.hmada-3 podem ser (teis em programas de

fitorremediacdo em solos contaminados com Cd.
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Tabela 2. Avaliacdo do comprimento de radiculas dos gendtipos de B. napus. L.
tolerantes ao Cd. Adaptado de Zhang e colaboradores (Zhang et al., 2018).

Identificacdo do  Testemunha Aplicacdo de CRR

vegetal (cm) Cd (cm) (%)
HY NO.18 8,34 6,77 81,20
HY NO.17 7,50 5,23 69,78
FY NO.1 6,60 4,57 69,19
GSB611 7,68 5,30 69,01
P4099 7,88 5.08 64,47
CY NO.2 5,26 3,35 63,76
363 3,41 2,15 63,12
G142 4,75 3,00 63,05
Casion 3,12 1,94 62,33
COMECAR 9,44 5,75 60,86
LEDOS 8,99 5,43 60,44
88-4-43-1 3,48 2,10 60,30

*CRR: Comprimento radicular da radicula
Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2018.

Em outro recente estudo de Navarro-Léon e colaboradores (Navarro-Léon et
al., 2020), 0s  autores reportam que  trés mutantes  de B.
rapa subsp. trilocularis (Roxb.) genoétipo BraA.caxla-4, BraA.caxla-7 e BraA.caxla-
12 e a linha parental Ro-18, foram empregadas como material vegetal, o qual foi
avaliado a tolerancia desses mutantes a toxicidade do Cd e seu potencial
fitorremediador. Os resultados revelaram que a mutacao BraA.caxla-12 apresentou
maior tolerancia ao Cd, que resultou em elevado potencial para fitorremediacao.
Além dos genes candidatos, as proteinas expansinas provavelmente estédo
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envolvidas na tolerancia a metais pesados em Brassicas spp. e vem sendo muito

reportada na literatura.

6.4 PROTEINAS EXPANSINAS

As expansinas sao proteinas da parede celular que desempenham papéis
importantes na regulacdo da extensibilidade, conhecida como a primeira barreira
celular da entrada dos metais pesados (Ali et al. 2013; Zenoni et al., 2004). Essas
proteinas medeiam a expansdo da parede celular ao quebrarem as ligacGes
covalentes entre microfibrilas de celulose e polimeros na matriz extracelular de uma
maneira dependente do pH (Marowa et al., 2016; Cosgrove, 2000). As expansinas
estdo envolvidas com o crescimento e desenvolvimento vegetal e a adaptacdo das
plantas ao estresse por meio do afrouxamento da parede celular (Zhang et al., 2018;
Marowa et al., 2016) e podem ser agrupadas, principalmente, em duas familias
principais, a saber, EXPA (a-expansinas) e EXPB (B-expansinas). Abordagens
atuais corroboram que estas possivelmente apresentam influéncia na tolerancia ao
Cd pelos vegetais (Sampedro et al., 2015; Sampedro; Cosgrove, 2005).

Outro alvo potencial de estudos para fitorremediacdo das plantas séo os
transportadores CAXs (Baliardini et al., 2015), proteinas reconhecidas como
importantes componentes de 'manutencdo’ do Ca * celular e da homeostase de

metais em organelas celulares (Pittman, 2016; Ueoka-Nakanishi et al. 1999).

6.5 PROTEINAS CAXs

A literatura sugere que as proteinas CAXs (‘cation exchangers’ ou
transportadores de cations) possuem um papel importante no transporte de metais
pesados no vacuolo (Wu et al., 2011; Korenkov et al., 2007; Mei et al., 2007). Esses
carreadores proteicos pertencem a familia de transportadores antiportes Ca %/H",
localizados no plasmalema, responsavel diretamente na homeostase do célcio (Ca)
e em processos de sinalizagdo conduzidos por este elemento quimico, limitando o
acumulo de espécies reativas de oxigénio sob estresse do Cd (Pittman; Hirschi,
2016). A expressao de CAX, aprimorada e manipulada laboratorialmente, podera
fornecer tolerancia ao estresse por metal através do sequestro vacuolar de Cd?",
Mn%" e Zn** (Socha; Guerinot 2014; Manohar et al. 2011).
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Diante disso, plantas tolerantes a metais que hiperacumulam Cd?* exibem
expressdo diferenciada de CAX (Zhanget al., 2016; Baliardini et al. 2015). Um
transportador semelhante, CAX2, isolado a partir da espécie Sedum alfreddi Hance,
uma planta hiperacumuladora de Zn-Cd, quando expresso em plantas de fumo
(Nicotiniana tabacum L.) causa aumento a concentracdo de de Cd** em tecidos
vegetais (Zhang et al., 2016). Em plantas de Arabidopsis halleri subsp. halleri (Pawt.)
(planta hiperacumuladora de metais), ao serem cultivadas sob condicbes de baixa
disponibilidade Ca?*, o gene CAX (AhCAX1) atenua o0 estresse por metal
(Baliardini et al., 2015). Embora as proteinas CAX sejam um assunto bastante
elucidado na literatura especializada, estudos recentes ainda estdo em busca de
discernir diferentes expressfes génicas, a fim de elucidar o papel exato das
proteinas nos processos celulares e fisiologicos em Brassica (Pittman; Hirschi,
2016).

7 ESTRATEGIAS PARA CONTORNAR OS EFEITOS NOCIVOS DOS METAIS
PESADOS EM BRASSICA

Diferentes praticas de manejo poderdo ser adotadas para maximizar a
absorcao e tolerancia de metais pesados. Entre estas praticas, ganha-se destaque a
aplicacdo de reguladores vegetais (Rostami et al., 2016). A aplicacdo foliar de
alguns hormdnios podera auxiliar o vegetal absorver e tolerar a presenca de
poluentes sem acarretar fitotoxicidez (Liu et al., 2018; Tang et al., 2016),
neutralizando os efeitos prejudiciais do estresse por metais pesados.

Os principais motivos pelos quais 0s reguladores vegetais promovem a
absorcdo de metais pesados nas plantas sédo categorizados sob dois aspectos. O
primeiro destes refere-se a aplicacdo de fitorreguladores, o qual induz a ativacéo da
ATPase na membrana plasmatica e, em seguida, altera os carreadores proteicos de
ions (Altabella et al., 1990). O segundo refere-se aos reguladores que atuam nos
processos fisiologicos das células vegetais e, em seguida, aliviam efetivamente o
estresse dos metais pesados e aumentam a absorcdo de metais pesados pelas
plantas (Gruznova et al., 2018; Aderholt et al., 2017).

A aplicagdo exdgena de diferentes horménios vegetais como acido giberélico
(GA), acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), brassinosteréides (BR), entre
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outros mostraram resultados significativos no alivio dos efeitos prejudiciais do
estresse. Os horménios melhoraram, principalmente, o0 ajuste osmdético
(turgescéncia), seguido do acumulo de nutrientes e producdo de antioxidantes

(Hassanuzzaman et al., 2013).

7.1 POTENCIAIS FITORREGULADORES NA FITORREMEDIACAO

O GA é um composto diterpendide e hormonio vegetal que ativa a divisao
celular, bem como os processos de alargamento celular, e sua presenca geralmente
estd associada ao inicio de ambas as fases de crescimento (Mahouachi et al.,
2009). A aplicacdo desse hormdénio aumentou significativamente a area foliar e
a producado de matéria seca da planta B. juncea, aumentando a taxa de fotossintese,
0 conteudo de clorofila e a conduténcia estomatica sob estresse (Siddiqui et al.,
2018; Sarwar et al., 2017). Segundo o estudo de Sun e colaboradores (Sun et al.,
2013), os tratamentos com GA também tiveram efeitos positivos na producdo de
crescimento de T. patula, bem como na absorcdo e remocao de Cd, a biomassa
seca da parte aérea aumentou entre 23%-55% em comparacdo com a planta de
controle.

O ABA esta envolvido em muitos aspectos do crescimento e
desenvolvimento vegetal, em que desempenha papéis importantes nas respostas ao
estresse (por exemplo, seca, frio ou salinidade). Nas plantas, o aumento do
conteudo de ABA equivale ao aumento dos niveis de resisténcia (Christmann et al.,
2006 ). Outros estudos revelaram que tratamentos ABA exdgenos resultaram na
sintese de H,O, e na expressao de genes que codificam enzimas antioxidantes, o
gue promove em aumento da atividade de enzimas como SOD e CAT (Bellaire et al.,
2000; Jiang e Zhang, 2001) e aumento tolerancia ao estresse.

No estudo realizado por Shen e colaboradores (Shen et al., 2017), com
Brassica chinensis var. purpurea Hort., plantas sob estresse de Cd tratadas com
ABA promoveram melhorias na atividade do sistema enzimatico antioxidante, que
dismutou EROs e resultou em maior crescimento, pois, para proteger o aparato
fotossintético do estresse oxidativo as plantas necessitam dissipar 0 excesso de

energia.
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O SA influencia varias funcdes fisiologicas e bioquimicas nas plantas e atua
como uma molécula sinalizadora importante e, além disso, podera beneficiar
diversos efeitos na tolerancia ao estresse bidtico e abidtico (Wang et al., 2012;
Syeed et al., 2011; Arfan et al., 2007; Fariduddin et al., 2003). A aplicagdo de SA
aumentou, significativamente, os niveis de transcricdo de expansina B1 em Brassica
rapa (BrEXLB1), enquanto a perda de funcdo de BrEXLB1 em linhagens
transgénicas resultou em sua insensibilidade alterando, assim, o crescimento e
desenvolvimento de B. rapa (Muthusamy et al., 2020).

Os BRs séo esteroides vegetais e pertencem a uma classe composta por
mais de 60 moléculas naturais descritas na literatura (Bartwal et al., 2013). Essas
substancias sdo consideradas reguladoras de crescimento de plantas (Liu et al.,
2009) atuam no alongamento e divisdo celular (Thussagunpanit et al., 2015),
desenvolvimento reprodutivo (Fridman e Savaldi-Goldstein, 2013), sintese de acidos
nucleicos e proteinas (Kim et al., 2012), fotossintese (Xi et al., 2013) translocac¢éo de
ions de metal pesado das raizes para a parte aérea, regulando a atividade de
microrganismos em solos da rizosfera (Rostami e Azhdarpoor, 2019). Diante disso, a
aplicacdo de BR exdgeno pode melhorar o a performance vegetal sob condicfes de
estresse e aumentos significativos nas expressdes génicas ao estimularem os
mecanismos de tolerancia (Sk Kohli et al.,, 2018a, 2018b ; Sk Kohli et al., 2017),
resultando em mudancas no incremento de biomassa e rendimento (Rao e Dixon,
2017; Sharma et al., 2013). Em suma, a fitorremediacao assistida por reguladores de
crescimento de plantas foi avaliada como uma nova estratégia para melhorar o
potencial de fitorremediacdo e numerosos estudos relataram o potencial positivo do
24-Epibrassinolide (EBL).

8. FITORREGULADOR 24-EPIBRASSINOLIDEO (EBL): ALGUNS ESTUDOS
DE CASO

Anélogo dos horménios brassinosteréides (BRs), o fitohormbnio 24-
Epibrassinolideo (EBL) € uma das formas mais ativas de BRs, com multiplas funcdes
no metabolismo e aplicagcbes praticas em contextos agricolas (Yao et al.,
2017). Mais especificamente, o EBL contribui para processos fundamentais,

incluindo diferenciagao vascular (Krishna, 2003), modulagdo da expressdo génica
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(Wang et al., 2011), germinagéo de sementes (Wu et al., 2015), crescimento de raiz
e caule (Mussig et al., 2003), desenvolvimento de frutos, abscisdo e maturacao (Shu
et al., 2016), sendo muitas vezes usado em baixas concentracdes (Feijuan et al.,
2018).

Varios estudos demonstraram que EBL poderd mitigar estresses bibticos e
abibticos, como estresse salino (Dong et al.,, 2017 ; Wu et al., 2017), herbicidas e
pesticidas (Wang et al., 2017 ; Xia et al., 2011), metais pesados ( Zhou et al., 2018;
Kanwar et al., 2012; Bajguz, 2011), estresse hidrico (Khamsuk et al., 2018; Hu et al.,
2013) e temperaturas baixas e altas (Cui et al., 2016 ; Zhang et al., 2013; Hu et al.,
2010). Os efeitos listados acima sdo consequéncias promovidas pelo EBL em
sistemas de defesa antioxidante, fotossintese, homeostase hormonal, aumento de
osmolitos e acumulo de macronutrientes (Sadura et al., 2019; Jan et al., 2018; Kaur
et al., 2018).

Em estudos realizados por Li e colaboradores (Li et al., 2015), os autores
postularam que a aplicacdo de EBL melhorou significativamente a altura da planta, o
comprimento da raiz, a massa fresca e seca de Solanum nigrum L, sob estresse de
Cd. Além disso, o EBL protegeu a clorofila contra o estresse oxidativo e,
consequentemente, contribuiu para o aumento no teor de clorofila (Bartha et al.,
2010). O EBL reduziu o conteudo de Cd na folhagem de Cucumis sativus L. e
elucidou o papel vital desta biomolécula na translocacdo do Cd. A aplicacdo
exdgena de EBL melhorou o comprimento da parte aérea, o comprimento da raiz e a
producdo de biomassa de plantas com estresse de Cd (Wang et al., 2018).

Kohli e colaboradores (Kohli et al.,2019) estudaram os indicadores de
estresse e osmoprotetores em plantas de B. juncea e relataram que o EBL (0,1 mM)
mitigou os efeitos téxicos sobre O, , H,O,e MDA provocados por trés
concentracbes de Pb, com reducbes verificadas de 43%, 36% e 53%,
respectivamente. Zhou e colaboradores (Zhou et al., 2018) avaliaram o efeito do pré-
tratamento com EBR (0,10 mg L™) no dano oxidativo e no metabolismo antioxidante
em estacas de Vitis vinifera sob estresse de 120 uM de Cu, obtendo reducgdes
significativas em O, , H,O, e MDA nas raizes e folhas.

Nazir e colaboradores (Nazir et al., 2019) obtiveram aumentos no crescimento
de plantas de Solanum lycopersicum tratadas com 10°M EBL e expostas ao Ni (10

mg kg-* de solo). De acordo com Sharma e Bhardwaj (Sharma; Bhardwaj, 2007),
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estes autores encontraram resultados semelhantes na biomassa de brotos e raizes
em B. juncea tratada com 10° M de EBL e submetida a quatro concentracdes de Co
(0, 25, 50 e 100 mg kg™ de solo). Zhong e colaboradores (Zhong et al., 2020)
descreveram os efeitos positivos da EBL em plantas Festuca arundinaceae Schreb.,
aliviando o estresse de 1000 mg kg™* de Pb no solo e com aumento, significativo, em
Chl a, Chl b e Chl total. Ja Kohli e colaboradores (Kohli et al., 2018b) analisaram os
efeitos da EBL 10 " mM em B. juncea submetida a Pb 0,75 mM e obtiveram um
aumento (166%) no Chl total, o que resultou na melhora da absorcdo de
luz promovida pela EBL. Curiosamente, o mesmo estudo conduzido por Kohli e
colaboradores (Kohli et al., 2018b) detectou o aumento de transcritos responsaveis
pela producéo da clorofilase, enzima degradadora da clorofila, sob a presenca de
Pb, contudo, apos a aplicacdo da EBL, houve diminuicdo da expressao deste gene.
Segundo Soares e colaboradores (Soares et al., 2020), o EBL ocasionou
superacao dos efeitos causados pelo Pb em Brassica juncea L, melhorou a taxa de
germinacdo e o crescimento de plantulas mediado pela regulacdo de enzimas
antioxidantes em sementes e plantulas, respectivamente. No estudo de Guedes e
colaboradores (Guedes et al., 2021), em plantas de arroz, a aplicacdo de EBL
causou aumentos de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e clorofila total (Chl total),
assim como incrementos nos teores de nutrientes, mais especificamente Mg no
tecido vegetal. O EBL aumentou os teores de Mg e mitigou os danos oxidativos em
clorofilas sob a exposicdo ao Pb. Diante disso, John e colaboradores (John et al.,
2009) afirmam que o EBL promoveu melhorias no suprimento de Mg e na relagéo

Mg** /Pb®*, necessério & sintese desses pigmentos.

9. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estresse por metais pesados altera o crescimento e o desenvolvimento de
espécies pertencentes ao género Brassica, em que influencia a germinacao,
emergéncia de plantulas, além de interromper 0s principais processos
fotossintéticos, tais como a cadeia transportadora de
elétrons nas membranas dos tilacoides, o ciclo do carbono (ciclo de Calvin-
Benson) e 0 movimento estomatico. Por meio das evidéncias cientificas publicados

em artigos de pesquisa , compilados em nossa presente revisdo bibliografica,
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rejeitamos a hipotese de nulidade (HO) e aceitamos a hipétese cientifica alternativa
(H1) de que a aplicacdo exogena de 24-Epibrassinolide (EBL) evitara danos no
metabolismo de espécies brassicas fitorremediadoras de metais pesados. Ao aceitar
a hipdtese alternativa evidenciamos, cientificamente, que este fitorregulador ameniza
os efeitos deletérios causados pela presenca de metais pesados. Sustentamos
nossas pressuposicdes a partir da interpretacdo de diferentes artigos cientificos que
reportam a melhora da performance do desenvolvimento vegetativo de brassicas,
que incluem estruturas radiculares e atividade enzimatica do sistema antioxidante,
tais como o ajuste osmoético e absorcdo de nutrientes. Porém, estudos futuros e
tecnologias de edicdo g@génica serdo necessarios para aprimoramento das
caracteristicas de tolerancia a metais pesados. Embora para a maioria das culturas
agrondmicas ja existam genotipos desenvolvidos por meio das técnicas inovadoras,

0 uso dessa tecnologia ainda € limitado em Brassica spp.
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APENDICES

APENDICE 1: LIMITACOES DAS ATIVIDADES PRESENCIAIS IMPOSTAS PELA
PANDEMIA DA COVID-19

Ao considerar o cenario deflagrado pela pandemia do novo-coronavirus (Sars-
Cov-2) e, consequentemente, a sindrome respiratoria COVID-19, as autoridades
nacionais de saude publica instituiram portarias para o estabelecimento e
manutencdo do distanciamento social, a fim de evitar aglomeracbes e permanéncia
em locais fechados. Diante disso, segue abaixo a listagem de portarias emitidas pela
Reitoria da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar):

- Portaria GR n° 4370, de 14 de marco de 2020, a qual determinou a
suspensao de aulas e atividades curriculares a partir de 16 de marco de 2020;

- Portaria GR n° 4371, de 15 de marco de 2020, a qual instruiu o
replanejamento de atividades administrativas e procedimentos de trabalho;

- Portaria GR n°® 4380, de 20 de marco de 2020, a qual prorrogou a suspensao
de aulas, atividades curriculares e administrativas por tempo indeterminado e
resolve: “Art. 2° Suspender as aulas e outras atividades curriculares presenciais
dos cursos de graduacdo, pos-graduacao, especializacdo e aperfeicoamento nos 4
campi da UFSCar, por tempo indeterminado, com retorno condicionado as
orientagbes e determinagbes emitidas pelas autoridades de satde e educagédo.”

E por fim, a Portaria GR N° 4432/2020, a qual resolve no “Art. 1° Nomear a
Comissédo para o planejamento do retorno as atividades regulares da universidade
no contexto da pandemia do coronavirus (Comissdo Planejamento-Retorno) de
forma equilibrada e segura para a comunidade UFSCar.” e no Art. 3° em que se trata
das atribuicdes da “Comissédo para o planejamento as atividades regulares da
universidade”, em seu Inciso |l, alinea a estabelece “Data de inicio do retorno as
atividades: variacdo mensal de julho/2020 a dezembro/2020”. O link para acesso, na
integra, das portarias indicadas, e suas informacdes, sdo encontradas em
https://www2.ufscar.br/covid19.

Considerando as informacdes listadas acima, os autores deste trabalho de
conclusdo de curso (TCC) optaram por redigi-lo na modalidade “artigo de revisao
bibliografica”, para posterior submisséo inicial ao periédico Plant phisyology and

biochemistry (ISSN: 0981-9428). Desta forma, apresentamos as informacdes nessa
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modalidade, a fim de explicar e discutir o titulo ‘FITORREMEDIACAO POR
PLANTAS DO GENERO Brassica spp. A PARTIR DO USO DE
FITORREGULADORES’, com base em referéncias tedricas publicadas em livros,
periodicos cientificos, comunicados e boletins agrondmicos, entre outros, conforme
recomendacgfes sugeridas por diferentes autoridades em comunicagdo cientifica
(MARCONI e LAKATOS, 2007; VOLPATO, 2010).

APENDICE 2: CRONOGRAMA DE ATIVIDADES E SEU PLANO DE TRABALHO
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Embora o periodo oficial de vigéncia do TCC tenha sido formalizado a partir do
dia 29 de setembro de 2020, destacamos que desde abril de 2018 a orientada (eu,
Mayra Silva), participou/a de atividades técnico-cientificas na é&rea de fisiologia
vegetal, tais como reunides gerais do ‘Grupo de Pesquisa e Extensdo Universitaria

em Fisiologia Vegetal' (PExFisio) (https://www.pexfisiols.ufscar.br/pt-br/pexfisio-Is),

treinamentos técnicos-cientificos, organizacdo de atividades sincronas (virtuais) e
recrutamento de novos integrantes/orientados. Entre os diferentes treinamentos que
a discente participou, listam-se as seguintes atividades:

i) ‘Métodos espectrofotométricos para determinacdo de enzimas antioxidantes’;

i) ‘Solucdo Nutritiva: ferramenta para investigacdo cientifica em Fisiologia
Vegetal’;

iil) ‘Técnicas de redagéo cientifica’;

iv) ‘Discussdes técnico-cientificas de artigos cientificos’

V) ‘Recursos e dicas para elaboracéo de painéis cientificos’;

vi) ‘Recursos e dicas para elaboracao de exposicdes orais’;

vii) ‘Elaborac¢éo de video aula com temas especificos de fisiologia vegetal’;

viii) ‘Atendimentos virtuais ofertados pelo orientador’.

69


https://www.pexfisiols.ufscar.br/pt-br/pexfisio-ls

Quadro 1. Plano de trabalho de execucdo das atividades referentes ao Trabalho de Conclusdo de Curso da discente Mayra

Dhaiane Cabral da Silva.

Atividades

2020

2021

Jun

Jul

Ago

Set

Out

Nov

Dez

Jan

Fev

Mar

Abr

Mai

Jun

ltem 1. Atendimentos e demais orientagdes
sincronas/assincronas

ltem 2. Burocracias pré TCC: carta de aceite do
orientador

ltem 3. Burocracias pré TCC: modelo de projeto

ltem 4. Introducao

ltem 5. Hip6tese

ltem 6. Justificativa

ltem 7. Objetivos

ltem 8. Metodologia

ltem 9. Revisao de literatura

ltem 10. Artigo de reviséo

ltem 11. Escolha da banca de TCC

ltem 12.Convite / aceite membro de banca

ltem 13. Defesa do TCC

ltem 14. Burocracias pds TCC

ltem 15.TCC inserido no Repositério Institucional

ltem 16. Submissédo de artigo a periédico cientifico
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Item 1. Em razdo das medidas de distanciamento social e adotando-se todas as
orientacdes das Autoridades de Saude Publica no Brasil de prevencao a pandemia,
conforme listado no item Limitacbes de realizacdo das atividades presenciais
impostas pela pandemia da COVID-19, os encontros/atendimentos de orientagéo
entre o docente-orientador e a discente-orientada foram sincronos (nao-presenciais),
previamente agendadas por meio do Google Meet, conforme a manifestacdo da
discente e/ou rotina-planejamento proposto pelo orientador;

Itens 2 e 3. Em relacdo aos documentos obrigatorios do Trabalho de Concluséo de
Curso, no dia 09 de outubro de 2020 foi realizado o envio via e-mail da Carta de
Aceite de Orientacdo e no dia 02 de novembro de 2020, também via e-mail, foi
encaminhado o Projeto/Plano de Trabalho para a Coordenacdo do Trabalho de
Concluséo do Curso;

Iltem 4. Elaboracdo da introducdo segundo o temario absorcdo idnica; brassica;
fitorremediacdo; metais pesados; translocacao; brassinosteroides; crescimento
vegetativo; metabolismo vegetal e reguladores de crescimento vegetal,

Item 5. Elaboracgao das hipéteses ‘HO’ (nulidade) e ‘H1’ (alternativa);

Item 6. Elaboracéo da justificativa para a escolha do tema do estudo;

Item 7. Elaboracédo do objetivo do trabalho;

Item 8. Elaboracdo da metodologia, com enfoque no levantamento bibliogréafico;

Item 9. Revisao de literatura atualizada constantemente;

Iltem 10. Elaboracdo inicial do artigo de revisdo para posterior submissdo ao
periédico Plant phisyology and biochemistry (ISSN: 0981-9428);

Item 11. Escolha da banca examinadora para avaliar a defesa do TCC;
Item 12. Encaminhamento do convite aos membros da banca examinadora;
Item 13. Defesa do TCC prevista para maio de 2021;

Item 14 e 15. Conforme normas da Universidade Federal de S&o Carlos o TCC sera
inserido no Repositorio Institucional;

tem 16. Em dezembro de 2020 foi iniciado a escrita do artigo de reviséo

bibliografica para posterior publicagdo em periddico cientifico (publicacdo prevista
para julho 2021).
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