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RESUMO

A espécie parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby), nativa
da Amazonia, demonstra caracteristicas de bioacumulagao relacionadas aos ions de cadmio
(Cd). No entanto, a falta de compreensao da modulacao génica em respostas as interagdes entre
o Cd e os mecanismos fitohormonais, que atuam em diferentes partes da planta, como folhas e
raizes, representa um desafio no entendimento do seu papel e relevancia no contexto ecologico
da reabilitacdo de areas degradadas. Portanto, o presente estudo busca examinar a expressao
dos genes CYPssA2 e BZRI, precursores do 24-EBL enddgeno, na produgdo de proteinas que-
lantes pelo gene CAD1 em mudas da espécie Paric4, sob diversas concentragdes de CdClz e 24-
EBL. O experimento foi conduzido em sala crescimento climatizado no Laboratorio de Estudos
da Biodiversidade de Plantas Superiores (EBPS), Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA), Campus-Belém-Para , seguindo delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), no esquema fatorial 4x3, totalizando 60 unidades experimentais contendo 15 sementes
por repeticao, 4 tratamentos de CdCl2 (0, 50, 100 e 150uM) e enquanto os outros trés consistiam
em diferentes doses de 24-epibrassinolideo (0, 20 e 40 nM). Os dados foram submetidos a ana-
lise de varidncia ANOVA (p < 0,05) e as diferengas entre tratamentos analisadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). As varidveis biométricas demostraram intensa redu¢do comprimento da raiz
devido efeito nocivo de CdCl2 no substrato. Além disso, ocorreu perdas nas Chl a, Chl b e Chl
a+b devido a entrada de Cd** nos tecidos foliares. Apesar dessa realidade os niveis de expressdo
relativo dos genes CYPssA2, BZRI e CADI foram significativamente, maiores na parte aérea
nas variadas doses de 24-EBL (0, 20 ¢ 40 nM), em comparagao ao sistema radicular. Igual-
mente, foi notada uma alteragdao nos niveis de CAR ¢ ACN em consequéncia do aumento de
CdClz. Esses achados sugerem maior ajuste genético na parte superior das plantas, potencial-
mente aumentando suas funcdes bioldgicas ao facilitar o metabolismo energético e manter es-
truturacao das células para combater a toxicidade de Cd.

Palavras-chave: Fitorremediagdo, biologia molecular, 24-epiBL e biorregulacao



ABSTRACT

The Amazonian species paricd (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke)
Bar-neby), native to the Amazon, demonstrates bioaccumulation characteristics related to cad-
mium (Cd) ions. However, the lack of understanding of gene modulation in responses to inter-
actions between Cd and phytohormonal mechanisms, which act in different parts of the plant,
such as leaves and roots, represents a challenge in understanding its role and relevance in the
ecological context. the rehabilitation of degraded areas. Therefore, the present study seeks to
examine the expression of the CYPssA42 and BZR1 genes, precursors of endogenous 24-EBL, in
the production of chelating proteins by the CAD1 gene in seedlings of the Parica species, under
different concentrations of CdCl2 and 24-EBL. The experiment was conducted in an air-condi-
tioned growth room at the Higher Plant Biodiversity Studies Laboratory (EBPS), Universidade
Federal Rural da Amazonia (UFRA), Campus-Belém-Para, following a completely randomized
experimental design (DIC), in a factorial scheme. 4x3, totaling 60 experimental units containing
15 seeds per replication, 4 treatments of CdCl2 (0, 50, 100 and 150uM) and the other three
consisted of different doses of 24-epibrassinolide (0, 20 and 40 nM). The data were subjected
to ANOVA analysis of variance (p < 0.05) and the differences between treatments analyzed
using the Tukey test (p < 0.05). Biometric variables demonstrated an intense reduction in root
length due to the harmful effect of CdCl2 on the substrate. Furthermore, there were losses in
Chl a, Chl b and Chl a+b due to the entry of Cd*" into the leaf tissues. Despite this reality, the
relative expression levels of the CYPssA2, BZRI1 and CADI1 genes were significantly higher in
the aerial part at different doses of 24-EBL (0, 20 and 40 nM), compared to the root system.
Likewise, a change in CAR and ACN levels was noted as a result of the increase in CdClz. These
findings suggest greater genetic adjustment in the upper part of plants, potentially increasing
their biological functions by facilitating energy metabolism and maintaining cell structuring to
combat Cd toxicity.

Keyword: Phytoremediation, molecular biology, 24-epiBL and bioregulation
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1. INTRODUCAO:

A agdo antropica, decorrente das atividades como a minera¢ao descontrolada e a indus-
trializacdo, ocasiona a entrada de metais pesados no ambiente (BENDITO, 2017; BENA-
VENTE, 2020). Esses metais, como mercurio (Hg), Arsénio (As) e cddmio (Cd), sdo liberados
no solo e na 4gua em quantidades alarmantes, poluindo ecossistemas terrestres e aquaticos

(SILVA, 2017; SHI, 2019; ALI, et al 2019; BALALI-MOOD, 2021).

Particularmente o Cd ¢ fitotoxico de facil absor¢do pelas plantas, representando uma
ameaca aos ecossistemas pela sua entrada na cadeia alimentar (FERNANDES, 2014; KUBIER,
2019). Mesmo em baixas concentragdes, sua absor¢ao pelas raizes afeta negativamente a nutri-
¢do mineral e o crescimento das plantas (PAN, 2010; LIN, 2015; SUN, 2021). Sua alta solubi-
lidade em agua facilita sua entrada nas plantas, comprometendo seu desenvolvimento e ho-
meostase (SOUSA, 2018; BASTOS, et al 2021). Principais sintomas visiveis sdo curvatura e
amarelamento das folhas, afetando a absor¢do de agua e o funcionamento dos poros foliares
(SOUZA, 2022). Danifica o sistema fotossintético, diminuindo clorofila e carotenoides, redu-
zindo a eficiéncia fotossintética e inibindo enzimas de fixagdo de CO2 (TABELIN, 2018; MO-
RAVCIKOVA, 2023). Em vérias plantas, causa anomalias genéticas e disturbios na divisdo

celular devido a toxicidade.

Mas em resposta a desafios ambientais, as plantas desenvolveram sistemas complexos
de comunicagdo celular, chamados hormonios, que permitem respostas rapidas a condi¢des ad-
versas (BUCKER, et al 2017; GUO, et al 2019; HU, 2021). Estudos atuais focam nos brassi-
nosteroides (BR) e 24-epibrassinolideo (24-EBL), que afetam a expressdo génica ¢ o metabo-
lismo, influenciando o crescimento e a diferenciagdo celular (TONG, 2018; ZHENG, 2022;
WAHAB, 2022). Os genes, essenciais na heranga genética, sdo segmentos do DNA que definem
caracteristicas e garantem a continuidade e diversidade das espécies (MOORE, 2021). Essas
informagdes genéticas sdo cruciais para o funcionamento celular e a expressao do fendtipo (SA-

BELLA, 2021).

Os genes, BZR1 e CPYss5A2 sdo intermediadores de 24-EBL, cumprir o papel fundamen-
tal na producao 24-EBL em resposta a exposi¢ao de plantas ao Cd (RAJEWSKA, 2016; WEI,
2020). O BZR1 ¢ um regulador chave na cascata de sinalizagdo de BR, incluindo o 24-EBL,
enquanto o CPYss5A42 esta envolvido na conversao de esteroides vegetais em formas bioativas,
como o 24-EBL (ZULLO, 2002; RAHMANI, et al 2021). Um dos principais efeitos do 24-EBL

¢ estimular a produgao de proteinas fitoquelates de originada do gene CADI, que se ligam ao
14



Cd, reduzindo sua toxicidade nas células vegetais (REN et al.,2023). Também, o 24-EBL induz
a expressao de enzimas de estresse oxidativo, que ajudam a neutralizar os radicais livres pro-

duzidos em resposta ao Cd (LUO, 2021).

A falta de estudos sobre a regulacao genética atribuida a resposta citologica para os
efeitos de Cd e 24-EBL dificulta a compreensao de seu papel na estabilidade celular dos vege-
tais (BILAL, et al 2023). Na Amazonia, a pesquisa busca plantas resistentes a poluentes para
projetos de recomposic¢do florestal (ERAS, et al 2022). O Parica (Schizolobium parahyba var.
amazonicum) destaca-se por seu rapido crescimento, sendo uma opg¢ao valiosa para refloresta-
mento, com potencial econdmico e ambiental (RODRIGUES, et al 2018). Sua capacidade de
crescimento rapido o torna atrativo para cooperativas e indistrias madeireiras em curto prazo
(OLIVEIRA, 2023). Na presen¢a de Cd, ocorre uma variagdo na quantidade acumulada nos
diversos 6rgaos (folhas e raizes), impactado na capacidade de absor¢do de nitrogénio (N), a
prolina atua como reguladora osmética para reduzir os danos bioldgicos (BASTOS, et al 2023).
Embora a concentracdo de Cd seja mais evidente nas raizes, compreender os tragcos genéticos €

crucial para entender a resisténcia dessa espécie a esse metal.

2. OBJETIVO:

O presente estudo tem por objetivo analisar a expressdo dos genes citocromo 450
(CYPssAz2), brassinazol-resistent 1 (BZR1) e Fitoquelatina Sintase 1 (CADI) durante aplicagao
exodgena do fitohormonios 24-epibrassinolideo na espécie Parica (Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby) submetida a estresse oxidativo em diferentes dosagens

de CdCL.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Observar em quais estruturas, como folhas e raizes, das plantulas ha maior atividade
dos genes BZR1 e CPYss5A2, responsaveis pelo metabolismo de 24-EBL (24-epibras-
sinolideo).
e Em quais fragoes de CdClz, estdo ligadas ao aumento da expressao do gene CADI;
e Identificar em quais dosagens de CdClz, ocorreu modificagcdo do crescimento bio-
métrico tanto da raiz e folha.

e Analise bioquimica do comportamento dos pigmentos fotossintetizantes (Chl a, Chl b e Chl
a+b), antocianinas (ACN) e carotenoides (CAR) em diferentes doses crescentes de Cd e 24-

EBL.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1- Espécie Parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby)

O Parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby) perten-
cente a familia Fabaceae, considerada de elevada comercializacdo madeireira apresenta grande
distribuicdo de plantio no estado do Para (CARVALHO, et al 2013). Planta heliofila, caducifo-
lia, fuste reto e cilindrico, desenvolvimento rapido e de boa adaptagdo as condi¢des edafocli-
maticas (CORDEIRO, 2020). Seus frutos sdo de coloracao amarronzada, alado, obovado, acha-
tado, deiscente, coridceo, com uma unica semente de comprimento e largura média variado de
2,2 cme 1,28cm (ROSA, et al 20006).

Muito empregada em programas de reflorestamento e projetos de sistema silvipastoril,
devido seu rapido crescimento e importancia para industrias madeireiras (ROSA, 2006). Em
estudos realizados em diferentes sistemas de cultivo foi observado maior incrementos médios
anual em altura e diametro em sistemas agroflorestais (CORDEIRO, et al 2015).

De grande importancia para construgdo civil por possuir pequeno indice de defeitos,
reduzida quantidade de nds, pouco empenada, propriedades de resisténcia e rigidez classificada
em C 20 da classe das dicotiledoneas, sendo considerada de igual ou superior ao género Pinus
(ALMEIDA, 2013). Em ambiente controlado em viveiro com plantulas Schizolobium a. Huber
ex Ducke, observa-se que as mudas ndo sofrem influéncia pelos niveis de sombreamento, tam-
pouco pelas profundidades de semeadura (ROSA, 2009).

Em condig¢des de deficiéncia hidrica o S. amazonicum realiza manutencao da turgescén-
cia para permitir o funcionamento adequado das rotas metabdlicas, abertura minima dos esto-
matos, para permitir fotossintese, expansdo do caule e das raizes (CARNEIRO, et al 2006).
Suas sementes sdo capazes de sobreviver por longos periodos no solo, e suas mudas crescem
rapidamente, proporcionando sombra e um microambiente propicio para outras plantas se esta-
belecerem (PADUA; 2017; BALDONI, 2020). Sua alta taxa de fotossintese e crescimento ra-
pido ajudam a absorver grandes quantidades de didxido de carbono da atmosfera, contribuindo
para a reducgdo dos niveis de gases de efeito estufa (MANRfQUEZ, 2010; TOURNE, 2016;
ARAUIJO, 2021).

4.2. Cadmio (Cd)

O Cd ¢ um metal pesado conhecido por sua toxicidade, ndo ¢ encontrado naturalmente

em estado puro e possui propriedades fisicas semelhantes ao zinco (BASTOS, et al 2019;
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OZYIGIT, 2020). Comumente encontrado em um estado de oxidag¢io de Cd*?, quando entra em
contato com o ar, forma 6xido de Cd (CdO) e reage com vapor de agua, CO2, SO2, SO3 ou HCI,
originando compostos como CdCO3, Cd (OH)2, CdSO4 ou CdCl2 (AITYOUB, et al 2020;
BRAVO, 2021; MUBEEN, 2023). Além disso, pode formar liga¢des fracas com carbono e ou-
tros atomos de elevada eletronegatividade (DONG, 2019).

Os atomos de Cd sdo escassos na natureza, mas a atividade antropica tem intensificado
sua presenca ambiental, representando ameacas a vida selvagem e os ecossistemas (ALI, 2020;
DAD, et al 2021). Este metal, notavel pela sua maleabilidade e toxicidade, frequentemente
surge como um subproduto da extracdo de cobre (Cu) e chumbo (Pb), sendo facil de cortar
devido a sua textura suave (DRABEK, et al 2020). Principais fontes de contaminagao incluem
baterias, pigmentos, ligas metalicas e fundi¢des de metais nao ferrosos (MIKHAILENKO,
2020).

Os fatores relacionados ao conteudo de matéria organica, troca catidnica, contetido de
argilas, Ferro, 6xidos de Mn e potencial redox (Eh) sdo elementos interferentes na disponibili-
dade de Cd, presentes no solo (SUN, 2020; GUTIERREZ, et al 2022; ROCHA, 2024). O Cd
apesar de ndo ser um elemento essencial, apresenta afinidade grupos sulfidrila e grupos tiol em
proteinas, permitido sua circulag@o nos tecidos vegetais, alterado a conformacao das moléculas
deixando-as inviaveis (MAHAJAN, 2018).

Além disso, o Cd apresenta propriedades carcinogé€nicas € mutagénicas, que causam
danos ao DNA das plantas, aumentando o risco de neoplasia (HAIDER, 2021). Em niveis ele-
vados, o Cd interfere negativamente no controle do ciclo celular, levando a replicagdo desorde-
nada e a formagao de tumores (GU, 2021; LISHENG, et al 2023). Também estimula a producao
de radicais livres, resultando em estresse oxidativo e mudancas genéticas (QIAN, et al 2023).
O Cd perturba os processos de sinalizagao e regulacdo genética, afetando o desenvolvimento e
o crescimento das plantas (GENCHLI, et al 2020).

No entanto, devido a sua grande dependéncia nutricional do solo e a incapacidade de se
mover no ambiente, as plantas desenvolveram mecanismos avangados de reparo do DNA e
detoxifica¢do celular, regulados por genes especificos, como defesa contra os danos causados
pelo Cd (DUTTA, et al 2018; DANGL, 2019; RAZA, et al 2020). A expressao correta desses
genes ¢ crucial para manter a integridade celular (PRAMANIK, 2021). A aplicagdo de técnicas
genéticas ampliou a compreensdo dos mecanismos de resisténcia aos metais pesados
(HUYBRECHTS, 2020). A discrepéancia na quantidade de Cd entre partes subterraneas e acima

do solo esta relacionada ao transporte desse elemento, impactando o equilibrio de cations e
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anions na célula (OBASI, 2020). Apesar da relevancia, existem poucos estudos sobre a regula-

¢do genética, reparo avangado e mobilizagdo de ions de Cd.

4.3. Efeito toxico do Cd nas folhas e sistema radicular nos vegetais.

Inicialmente, o Cd ¢ absorvido pelas raizes e transportado para o interior das células
radiculares (Figura. 1). Desencadeia uma diminui¢ao significativa na atividade de enzimas an-
tioxidantes nas raizes, resultando em um desequilibrio redox e acimulo de espécies reativas de
oxigénio (ROs) (MURADOGLU, 2015; ZHANG, et al 2024). Isso por sua vez causa danos as
membranas celulares, levando a perda de integridade e vazamento de contetido celular (WANG,
2019). Resultando em uma série de sintomas caracteristicos, incluindo o amarelamento ou clo-
rose das folhas devido a interferéncia na absorcao de nutrientes essenciais (SACRAMENTO,
2018; SHAARI, 2024).

Outro pigmento essencial afetado na presenga de Cd sdo as antocianinas e carotenoides
(RYDZYNSKI, 2018). Estudos indicam que o Cd interfere nos processos de biossintese e esta-
bilidade desses pigmentos vegetais, levando a uma diminui¢ao na concentracdo e atividade dos
mesmos (EL-KFAFI, 2017; PARRA, 2022). Essa deficiéncia de pigmentos também pode tornar
as plantas mais suscetiveis ao estresse ambiental e danos causados pela radiacdo ultravioleta,
impactando sua saude geral e capacidade de sobrevivéncia (KILIC, 2017; HINDART, 2019;
PERMANA, et al 2021).

Além disso, a toxicidade do Cd interfere na absor¢ao de nutrientes essenciais pelas rai-
zes, comprometendo o metabolismo e a nutricdo das plantas (MENDOZA, 2007; AHMED,
2023). Na perspectiva anatomica, estudos histoldgicos revelaram que o Cd induz alteragdes na
estrutura das células radiculares, incluindo o encurtamento e inchago das células, bem como a

degradacao do sistema vascular (TAHIR, 2023).
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Accumulation in the Shoot

Shoot

Xylem and phloem
Cd transport

Figura. 1: Transporte de ions de Cd** (Cadmio) para parte aérea pelas raizes durante transporte
de nutrientes e agua.

Fonte: (USMAN, 2019)

4.4. 24-epibrassinolideo no crescimento, regulacdo da fotossintese e inibicao de espécies
reativas de oxigénio (ROS).

Esses esteroides polihidroxilados intervém no crescimento radicular, distingdes morfo-
logicas estomaticas e vasculares (HAFEEZ, 2021). Considerado impulsionado bioquimico na
producdo de algumas proteinas, enzimas e sinergismo com a sintetizacdo de outros hormonios
vegetais (ZHENG, 2020).

Em especifico o 24-epibrassinolideo (24-EBL) que ¢ um dos brassinosteroides (BR)
mais ativos e amplamente estudados nas plantas (TIAN, 2022). Reconhecido por estimular o
crescimento celular e, consequentemente, o crescimento global das plantas (EMAMVERDIAN,
2022). Esse brassinosteroide atua promovendo a expansdo das células, resultando em um au-
mento da altura das plantas, maior nimero de folhas e comprimento dos caules (MISHRA,
2006; LUO, 2018; MANGHWAR, 2022).

O EBL oferece beneficios notaveis, como a influéncia na atividade da enzima da rubisco
e nos cloroplastos na fotossintese (ESKANDARI, 2013; RITTI, 2019; CHAUDHURI, et al
2022). Estudos mostram que a aplicagdo externa do EBL aumenta a atividade da rubisco, es-
sencial na fixacdo do CO2 na via de Calvin-Benson. Isso impulsiona a captura de CO: e a pro-

ducdo de carboidratos, contribuindo para reservas de energia e crescimento saudavel nas plantas
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(XIA, 2009; OH, 2020; YADAV, 2022). Além disso, a aplicacdo de 24-EBL esta relacionada
ao aumento da atividade de enzimas de estresse oxidativo nas células vegetais, o que melhora
a capacidade das plantas de enfrentar estresses bioticos e abioticos, como ions de metais pesa-

dos, patdgenos e condigdes ambientais adversas (MAIA, 2022).

4.5. Expressao génica de plantas.

A regulagdo genética ¢ vital nas interagdes genotipo-ambiente, moldando caracteristicas
de resisténcia (NAPIER, 2022). Em organismos eucarioticos, diversos mecanismos, como com-
pactagdo de cromatina e splicing de RNA, regem a expressdo génica (GEHRING, 2021; AK-
MAKIIAN, 2022). O inicio da transcri¢do emerge como fator primordial na regulag¢do dos ge-
nes (DIMAURO, 2020). Esses processos, incluindo metilacdo de DNA e degradagdo de prote-
inas, sdo fundamentais na modulacdo da expressdo génica (YAISH, 2011; MOORE, 2013;
TANG, et al 2023). Constituido uma base genética essencial para a adaptacdo e mudanga evo-
lutiva em diferentes contextos bioldgicos (DAR, et al 2022).

A manipulagdo de genes especificos ¢ crucial para compreender a funcdo genética e
modificac¢ao das atividades celulares, seja para avangar na compreensao dos processos bioqui-
micos e moleculares, seja para melhorar caracteristicas desejaveis (SEFFER, et al 2013; MAT-
TEI, 2022; WU, et al 2023). A precisdo € crucial para o éxito na engenharia genética e biologia
sintética, onde a biologia molecular ¢ essencial para identificar genes relacionados a respostas
fisiologicas, como a tolerancia a metais pesados (VENNAPUSA, et al 2023). E essencial com-
preender a fungdo dos genes para entender processos bioldgicos como diferenciagdo celular e
adaptacdo (BENNETT, 2022). Um unico gene pode produzir diferentes mRNA e proteinas de
acordo com os estimulos e variagdes celulares (KUMAR, et al 2023). Esses genes podem ser
empregados em programas de melhoramento genético para aumentar a tolerdncia a condi¢des
adversas, com a engenharia genética permitindo a transferéncia entre plantas e espécies incom-
pativeis (GUMULYA, 2018; YANG, et al 2019; JAMLA, et al 2021).

As estratégias empregadas na elaboracao de perfis de expressdo genética envolvem a
geracdo de cDNA a partir dos RNAm presentes nas células ou tecidos (REMACHO, 2023).
Algumas abordagens permitem a andlise da expressdo de genes ja identificados e disponiveis
em bancos de dados publicos, utilizando sondas ou primers especificos (KHORKOVA, et al
2023). A qRT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real com Transcriptase Re-
versa Quantitativa) ¢ uma dessas técnicas, frequentemente utilizada para detectar genes com

expressao diferenciada (TAYLOR, et al 2019; JI, 2020; HARSHITHA, 2021; YOU, et al 2021).
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Este método proporciona sensibilidade, especificidade e consisténcia na quantificagdo dos pro-
dutos amplificados, monitorando a fluorescéncia em cada ciclo de PCR, ao contrario de outras
abordagens que detectam o produto somente ao final da reagdao (YOU et al., 2021; CHEN, 2022;
HAQ, et al 2023).

A regido promotora ¢ essencial para regular a expressdo dos genes, fornecendo locais
de ligagdo para as RNA polimerases que iniciam a transcri¢ao do gene (LIVRAMENTO, et al
2022). Nessa regidao, componentes como o0 TATA Box, CCAAT Box e GC Box determinam
com precisdo o inicio e o local da transcri¢ao, influenciando sua velocidade (PONJAVIC, 2006;
HABERLE, 2019; LE, et al 2019). Além dos elementos presentes na regido promotora, acen-
tuadores e silenciadores, mesmo situados distantes, exercem controle sobre a ativag@o ou inibi-
¢do da transcri¢do, contribuindo para a regulacao genética em diversos niveis (SLOUTSKIN,
2021). Diversas investigacdes estdo em curso para descobrir novos promotores capazes de di-
recionar a expressao em tecidos ou orgaos especificos em diferentes espécies vegetais (CAE-

SAR et al, 2011; MITSIS, 2020; TANG, 2023).

4.6. Atuagdo do gene CYPssA2 na via metabolica de brassinosterdides (BR).

O gene CYPssA:2 € considerado gene bioindicador, desempenha um papel crucial na bi-
ossintese de brassinosterdides, na codificagdo da enzima P450 (KWON, 2005; SCHULER,
2006; AZAB, et al 2020). A agdo desse gene ocorre principalmente no reticulo endoplasmatico,
uma organela intracelular responsavel pela sintese de lipidios e proteinas (FUITYAMA, 2022).
Especificamente, o CYPssA:2 codifica uma enzima do tipo citocromo P450 (Figura. 2), localiza-
¢do na membrana do reticulo endoplasmatico liso € estratégica, pois essa membrana € rica em
lipidios, criando o ambiente ideal para essa transformacgao bioquimica ocorrer de maneira efi-
ciente (LIU, 2014; LUO, 2015; YANG, 2022).

A enzima P450 ¢ uma familia de enzimas altamente diversificada e monogénese, ou
seja, derivada de um unico ancestral comum, presente em praticamente todos os organismos
(OHNISHI, et al 2012; MAO, 2013). No contexto da biossintese de brassinosteroides, essas
enzimas sdo fundamentais na conversdo de compostos esteroidais em brassinosteroides ativos
(PANDIAN, 2020). Essa transformagao ocorre principalmente no reticulo endoplasmatico das
células vegetais, onde as enzimas P450 catalisam reagdes de hidroxila¢do e oxidagdo especifi-

cas que modificam a estrutura do campesterol, transformando-o em campestanol (CN) (NO-
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GUCH]I, 2000; MAK, 2014; NOLAN, 2022). Essa conversao ¢ uma etapa fundamental na sin-
tese dos brassinosterdides (BR), que desempenham um papel essencial na regulagdo do cresci-
mento, desenvolvimento e resposta ao estresse nas plantas (MINERDI, 2023).

Os BR, por sua vez, atuam como reguladores de crescimento vegetal, influenciando a
divisdo celular, alongamento celular e diferencia¢do de tecidos (SHARMA, et al 2017). Esses
hormdnios também estdo envolvidos na resposta das plantas aos estresses ambientais, auxili-
ando na adaptagdo e sobrevivéncia das plantas em condi¢des adversas (JAILLAIS, et al 2011;
KHAN, et al 2022).

Nos vegetais foi descrito o envolvimento do gene CPY intimeras defesas biologicas re-
lacionadas a temperatura, metais pesados, patogenos (fungos, bactérias e virus), salinidade, seca

e isentos, provado a sua importancia na regulagdo bioquimica e conservacao célula (LI, 2020).

Figura. 2: Modelagem molecular da enzima citocromo P450 responsavel pela transformagao
de campesterol para campestanol (CN), precursor de brassinosteroides (BRs) ativos.

Fonte: Autor, 2023.

4.7 Importancia e funcao do gene BZRI no crescimento, desenvolvimento e regulagao
bioldgica das plantas.

A regulagdo da expressdo do gene BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 (BZRI) ocorre
por meio de complexas vias de sinalizagdo hormonal, como as vias de brassinosteroides (BRs)
(REN, et al 2020). Estudos indicam que BZR 1 est4 envolvido na resposta das plantas a diversos

estimulos ambientais, como luz, temperatura e horménios (MARTINEZ; 2018). De acordo com
22



pesquisas recentes, a fun¢do do gene BZRI esta associada a modulagdo do tamanho, aumento
da clorofila, controle do alongamento do caule, e regulacido da arquitetura da planta (YANG,
2021; PARADA, 2022).

Quando a planta enfrenta toxicidade por metais, ocorre uma sinaliza¢ao intracelular que
ativa o gene BZR1, levando a transcri¢ao no nucleo celular e a producdo de RNA mensageiro
(mRNA) (ZHAO, 2021) (Figura. 3). Este mRNA ¢ entdo traduzido em proteina BZR1 pelos
ribossomos, que atua como um fator de transcricdo. A proteina BZR1 migra de volta para o
nucleo, onde se liga a regides especificas do DNA (WANG, 2019; MOON, et al 2020).

Posteriormente, a proteina BZRI regula a expressao de genes relacionados a tolerancia
a ions toxicos, ativando ou reprimindo sua transcri¢ao (RUIZ, 2017; SRIVASTAVA, 2020).
Isso desencadeia uma cascata de respostas celulares que incluem a ativagao de genes envolvidos
na detoxificagdo, na redugdo do transporte de ions toxicos e no refor¢o da resisténcia ao estresse
oxidativo (SILVA, 2021).

Inicialmente, o BZR1 se conecta a elementos de resposta especificos nos promotores de
genes associados ao estresse oxidativo, estimulando sua transcri¢ao (XIONG, et al 2020). Esses
genes codificam enzimas antioxidantes cruciais, como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPX), essenciais para combater os radicais livres gerados pelos
metais pesados (SHAHID, 2011; KUMARI, 2019; YAQOOB, 2022). Além disso, 0 BZRI tam-
bém regula genes envolvidos na producao e acumulo de compostos antioxidantes, como gluta-
tiona e ascorbato, reforcando ainda mais a capacidade de defesa antioxidante da planta
(KOTHARI, et al 2021).

Em um segundo momento, o gene BZR! influencia a expressdo de transportadores de
metais, como os canais de transporte de ions, que controlam a absor¢ao e a distribuicdo do Cd
na planta (LIU, 2022). Ao modular a expressdo desses transportadores, o BZR!/ ajuda a mini-
mizar a entrada excessiva de Cd nos tecidos e células vegetais, reduzindo assim a exposi¢ao ao

metal toxico (SONG, et al 2019; RAI, 2023).
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Figura. 3: Modelagem molécula das proteinas BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 (BZR1), de-
mostrado a transcri¢do de genes alvos.

Fonte: Autor, 2023.

4.8 Fitoquelatina na redu¢do de Cd em plantas CADI.

O gene CADI ¢ fundamental na resposta das células vegetais ao estresse causado pela
exposicdo ao Cd (ZHAO et al, 2022). Quando as células percebem a presenca elevada de Cd
em seu ambiente, o gene CAD/ ¢ ativado (LI, 2020). Uma das principais a¢des desse gene €
promover a sintese de fitoquelatinas, que sao pequenas moléculas de peptideo ricas em cisteina
(LEE, 2004; DIAZ, 2022).

As fitoquelatinas sdo sintetizadas a partir de cisteina, que ¢ um aminoacido com alta
afinidade pelo Cd. O gene CADI coordena a producdo de enzimas que catalisam a ligacao da
cisteina para formar as fitoquelatinas (FILIZ, 2019). Essas moléculas t€ém uma notavel afini-
dade pelo Cd e, quando produzidas em resposta ao estresse causado por esse metal, sequestram
o cadmio dentro das células, formando complexos estaveis (SONG, 2017).

Esses complexos de fitoquelates sdo direcionados para compartimentos celulares, como
os vacuolos, onde o Cd ¢ armazenado de forma inativa ¢ menos toxica (URAGUCHI, et al
2018). Dessa maneira, o gene CADI desempenha um papel critico na reducao dos niveis toxicos
de Cd nas células vegetais, protegendo a integridade e a funcao celular em situagdes de estresse
causadas pela exposicao a esse metal pesado (SHAO, 2022). Essa resposta adaptativa ¢ essen-
cial para a sobrevivéncia das plantas em ambientes contaminados por Cd e ¢ uma estratégia

chave para mitigar os danos a satide da planta (RODRIGO, 2013; HE, et al 2020; LI, 2024).
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5. MATERIAL E METODOS

A execugdo do experimento foi conduzida na sala de crescimento no Laboratorio de
Estudo da Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS), localizado no Instituto de Ciéncias
Agrarias (ICA) na Universidade Federal Rural da Amazénia-UFRA, Campus Belém-PA as
analises bioquimicas foram executadas no Laboratorio de Bioquimica do EBPS. As sementes
foram fornecidas pelo Laboratorio de Sementes (LABSEM), UFRA Campus: Belém no total
de 600 sementes, nas primeiras etapas de produgdo de plantulas de Parica (Schizolobium pa-
rahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby) as sementes foram escarificadas com lixas
numero 80 e embebidas em solugdo com 24-EBL (24-epibrassinolideo) e 4gua deionizada (con-
trole) por 24 horas para auxiliar na quebra da dorméncia. Logo ap0s as sementes foram semea-
das em vasos com substrato de areia lavada em agua corrente, autoclavada e seca em estufa a

80°C.

5.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), no esquema fatorial
4x3, com 12 tratamentos dividido entre 4 doses de CdCL2 (0 uM, 50 uM, 100 uM e 150 uM) e
3 de brassinoesterdides na forma de 24-epibrassinolideo (0, 20 e 40nM de EBL) em 5 repeti¢des

cada vaso com 15 plantas por vaso (Figura. 4).

Figura 4: Plantulas de Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby
(Parica) submetidas em diferentes doses de CdClz e efeito de 24-EBL na sala de crescimento

localizado no Laboratério de Estudo da Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS).

Fonte: Autor, 2023.
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5.2 Biometria

Altura das plantulas e comprimento das raizes foram obtidas no final do experimento
em 14 dias com auxilio de régua centimétrica, sendo feito a biometria da base do coleto até a

gema apical das plantas.

5.3 Determinacao dos teores de clorofila a, b, total (a+b), carotenoides e antocianina

Para obtencao da clorofila total foi utilizado o célculo simples: Clorofila total = clorofila
a+ clorofila b. Primeiramente foi pesado, 100 mg de folha fresca de cada tratamento, colocando
em um cadinho com gelo, para maceracdo das amostras, contendo 3mL de acetona 80%, se-
guindo maceragao e posteriormente centrifugacao, logo apos o sobrenadante para um sobrena-
dante para um baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi aferido com acetona 80%. As amos-
tras foram lidas em espectrofotometro a 663nm (Clorofila A), 647nm (Clorofila B), 537nm
(Carotenoides) e 470nm (Antocianinas) colocando anteriormente o branco para zerar o aparelho

(acetona 80%).

5.4 Expressao genética

Para acompanhamento dos estudos de base molecular foi feito levantamento bibliogra-
fico dos principais genes associados a fitorremediagao de Cd e regulagao de 24-epibrassinoli-
deo. Para a selegdao dos genes alvos foi consultado o banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) na categoria da botanica da fami-
lia (Fabaceae) e classe (Magnolipsida) para elaboracdo do designer de primers foi utilizado
Primer3Plus - Bioinformatics (https://www.primer3plus.com/). Para pratica de modelagem mo-
lecular das estruturas de proteina foi usando modelagem por homologia através do servidor
online Swiss-Model pela técnica de modelagem threading, utilizando o Protein Data Bank

(PDB) como base de dados.

5.4.1 Extracao de amostras de mRNA.

No inicio da extragdo do RNA total, a atividade foi realizada no Laboratorio EBPS,
localizado no Campus da UFRA. Primeiramente, procedeu-se a separacdo das amostras de plan-
tulas submetidas aos tratamentos (CdCl2 x 24-EBL) e a testemunha. Foram separados Smg de
foliolos e raizes in natura e acondicionados em tubos eppendorf contendo 2 ml de uma solugdo
de RNAlatter caseiro para posterior armazenamento em ultrafreezer a -80°C, aguardando o mo-
mento de iniciar a extragdo de RNA. Para a obten¢ao do RNA, foi utilizado o reagente TRIzol®

(Life Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante. Para preservar o material genético,
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empregou-se nitrogénio liquido, seguido pela ruptura dos tecidos por meio de pistilos estéreis

autoclavados.

5.4.2 Quantificagdo e pureza das amostras de RNA.

A avaliacdo da pureza e quantificagdo do RNA foi conduzida no Laboratério de Gené-
tica Aplicada (LGA), localizado no Campus da UFRA, utilizando o espectrofotometro UV/Vis
modelo Biodrop Duo. Em seguida foi feito o calculo de pureza das amostras, em por meio da
razdo das absorbancias medidas a 260 e 280 nm (razao 260/280), resultados proximos de 1,8
foram consideradas com grau de pureza aceitavel. Posteriormente, as amostras foram diluidas,
ajustadas para uma concentragao de 50 ng/uL e submetidas a DNase I, livre de RNase (Thermo

Scientific), conforme as instru¢des fornecidas pelo fabricante.

5.4.3 Analise molecular qPCR tempo real

As analises qRT-PCR foi realizado pelo método one-step no Laboratorio de Sorologia
e Biologia Molecular Campus-UFRA: Belém-PA. As amostras foram padronizadas em dupli-
cata em conjunto com genes descritos na tabela 1, para amplificacdo de inico produto as amos-
tras foram ajustadas para o volume final de 10 pL, com 1x kit de uma etapa do Power Sybr®
Green RNA-to-CTTM (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0,03 uL de transcriptase
reversa, 4,4 pL de 4gua ultra, 1 pL de RNA e 0,36 pL de pares de primers Forward e Reverse
(Tabele. 1). Todas as reagdes foram realizadas no termocicladorCFX96 TouchTM Real-Time
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), com protocolo recomendado pelo fabricante

do kit utilizado. A expressdo génica foi estimada pelo método 2-44CT

usando o gene Actina
como referéncia para estabilizar os genes alvos do presente estudo.
Tabele. 1: Sequéncia de oligonucleotideo para analise de expressdo genica nas folhas e raizes

de S. parahyba var. amazonicum para sequéncias de primers usando a técnica de qRT — PCR.

Gene Primers GenBank
CPYss5A> F AAGAATGCTCGTCGTCCTCC ID: 816394
R ATCTCCTCTGGCACCCATCT
CADI F CAGGGGTAGAGAACTGGGGA ID: 834430
R GGATGGTGTGAGACCTAGCG
BZR1 F TCTCAACTCCGTTCCGTTTC ID: 843845
R TGACGAAGAAGCCACAACTG
ACTIN F GAAGCACCTCTCAACCCCAA ID: 14763233

R GGAAAGGACCGCCTGGATAG
Legenda: CPYssA> (citocromo-450), CADI (Fitoquelatina), BZRI (Proteina da familia do re-
gulador positivo de sinalizacdo de brassinosteroides) e Actin (Actina).
Fonte: Autor, 2023.
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5.5 Estatistica experimental

As varidveis moleculares, bioquimicas e biométricas obtidas, foram submetidos a ana-
lise estatistica, utilizando-se analise de variancia (ANOVA) no programa computacional R,
versdo 4.2.1., as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para
elaboragao dos graficos foi utilizado através do software R Studio versdo 1.3.1093 utilizando a

pacote ggplot2 e a fungdo “rcolorbrewer.

6. RESULTADOS DISCUSSAO

6.1 Influéncia de CdClLz e 24-EBL nos parametros biométricos na espécie S. parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (Paricd).

Na Figura 5.a, referente a estrutura aérea sobre a coordenacdo de atenuadores fitohor-
monais (0, 20 e 40nM de EBL), embora nao haja diferenca significativa (p < 0,05) em 40nM
de 24-EBL em comparagao ao controle (OuM de CdClz e 0 nM de EBL), percebe-se, com base
nos percentuais de perda e ganho (PRA%), minima mudanga no crescimento das plantas em
resposta a variagdo de CdClz (34% > 33% > 33% > 31%)).

Em resposta a perda energética devido ao estresse causado pelos ions de Cd, o fitohor-
monio 24-EBL estimula a enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO),
uma enzima-chave no processo de fotossintese (KAGALE, et al 2007; JIANG, et al 2012;
NGUYEN, 2021). Esta enzima ¢ responsavel por fixar o didxido de carbono (CO2) durante a
conversao da energia luminosa em carboidratos (KOCH,1996; LI, 2005; ZHU, 2016; YIN et
al, 2022). Essa regulacdo adicional permite que a planta acumule reservas de carboidratos que
podem ser usadas posteriormente para suprir as demandas energéticas durante o estresse € a
recuperagdo (GILL, 2010; ZHAO et al 2017; WANG, 2017; HUQUE,2021).

Contudo, os efeitos toxicos de Cd foram averiguados com maior severidade, nos grupos
de 0 e 20nM de 24-EBL (Figura 5.a) em diversificadas doses de CdCl2 (0 uM, 50 uM, 100 uM
e 150 uM) com diferenca estatistica (p < 0,05), comparado ao controle. As taxas de PRA% das
plantas em dosagens de 0 (0,5%>-21>-21,6%>-33%) e 20nM (9,5%>-14,5>-23,6%<-16%)
EBL, correspondentes nas variaveis da altura diminuiu & medida que aumenta as concentragdes
de CdCla.

Na parte aérea, em altas concentracdes de Cd desencadeia uma série de eventos que
geralmente reduzem o crescimento de suas hastes principais, optando por direcionar seu inves-
timento energético para o crescimento lateral e radicular (KIM, 2010; ZHU, 2021). Esse ajuste

¢ mediado pela inibi¢do da atividade da auxina, hormonio vegetal que promove o alongamento
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celular (BAJGUZ, et al 2019; GROSZYK,2021; QIAO, 2022). Além disso, as plantas podem
aumentar a sintese de compostos antioxidantes, como glutationa, para mitigar os danos causa-
dos pelo estresse oxidativo induzido pelo Cd, contribuindo assim para o equilibrio fisioldgico
e bioquimico (VILLIERS, et al 2012; KARWEL, et al 2020).

Em relagdo as estruturas radiculares (Figura 5.b), apds a administracao de 24-EBL (0,
20 e 40 nM), nota-se declinio de atividade de atenuacdo, ocorrendo prejuizo no comprimento
das raizes diferentes concentragdes de CdCLx (0 uM, 50 uM, 100 uM e 150 pM), com uma
variagdo estatisticamente significativa (p <0,05), em comparacao com o grupo de controle. Isso
culmina no comprometimento na dimensao das raizes devido aos a¢do prejudiciais dos ions de
Cd.

As raizes das plantas sdo a primeira linha de contato com o ambiente e, portanto, sao
mais suscetiveis a absor¢cao de metais pesados, como o Cd, presente no solo (BARANDA, et al
2019). Além disso, as raizes contém maior concentragdo de sitios de ligagdo e transportadores
de ions, o que aumenta a captagdo de Cd em comparacdo com as folhas (IORI, 2017; SA-
BELLA, 2022).

Porém em casos estremos de toxidez os vegetais podem fortalecer suas raizes através da
lignificagdo, convertendo células meristematicas em células xilematicas e depositando lignina,
resultante da sintese e polimerizagdo de monomeros fendlicos como o coniferaldeido (WANG,
et al 2019; KOBYLETSKA, et al 2020; YAN, 2023). Esse processo confere resisténcia meca-
nica, melhora a conducdo de dgua e nutrientes e fecha espagos intercelulares, reduzindo a ex-
posicdo ao Cd no solo, aumentando a resisténcia ao metal (MUNEER, 2012; ZHU, 2016; ZUL-
FIQAR, et al 2022). No entanto, apesar de essencial, a lignificacdo ndo elimina totalmente o
estresse causado pelo Cd (XU, et al 2013; WISZNIEWSKA et al., 2019; BALK, 2023). Esses
seres utilizam varias taticas purificacdo endocelular, como o emprego de enzimas antioxidantes
para eliminar Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e mitigar os efeitos oxidativos nas células
radiculares. (ARORA, 2010; RAZA et al 2022).

Se tratado de espécies endémicas do bioma amazdnico o Mogno Africano (Khaya gran-
difoliola) acumula Cd em suas raizes, na espécie ucutiba (Virola surinamensis) sobre a influén-
cia de Cd foi apurado o aumento de agucares redutores nas raizes para ajuste osmotico e prote-
¢do tecidual (PAIVA, et al 2021; JUNIOR, et al 2021). Em pesquisas conduzidas em S. pa-
rahyba var. amazonicum em ambientes desfavoraveis, na presenga de zinco (Zn) e o uso de

silicio (Si) como um elemento moderador possibilitaram reducao da deficiéncia de nutricional,

29



destacando a espécie como fitoestabilizadora (ALBUQUERQUIE, et al 2020). Essas caracteris-

ticas destacam adaptagdes fisiologicas das espécies amazonicas em ambientes poluidos.
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Figura. 5: Efeito de CdCl2 (OpM, 50uM, 100uM e 150uM) e 2-EBL (0nM, 20nM e 40nM) na
altura das plantulas (a) e comprimento das raizes (b) da espécie Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (PARICA) (a). Legenda: Letras mintisculas indicam
diferengas estatisticas entre os tratamentos CdClz (p < 0,05) com base no teste de Tukey; letras
maitsculas indicam diferengas estatisticas entre os tratamentos com 24-EBL (p < 0,05) com
base no teste de Tukey.

6.2 Influéncia de CdClz e 24-EBL nos pigmentos fotossintetizantes da espécie S. parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (Paricd).

Os efeitos deletérios dos ions de Cd, nos pigmentos fotossintetizantes atuaram de ma-
neiras distintas entre os tratamentos. Se tratado das amostras sobre 50 pM de CdClz, manifestou
diferenca significativa (p <0,05) negativa na Clofila a (figura 6.a) no segmento 40 nM de 24-
EBL. Entretanto na Clofila b (figura 6.b) ocorreu em 0 nM de EBL, interferido diretamente nos
pigmentos de clorofila total (figura 6.c), com significancia negativa (p <0,05), nas mesmas con-
di¢des de CdCl2 (50 uM) entre 0 e 40 nM de 24-EBL.

Em altas concentragdes, os ions de Cd podem substituir o Mg na clorofila ou Fe na
ferredoxinas (ELLER, et al 2015; CIKILI, 2016; CHEN, et al 2019). O ion magnésio (Mg>")
desempenha um papel essencial na absor¢ao de luz na molécula da clorofila, com seu anel por-
firinico central (BENAVIDES, 2005; HAJJAOUI et al, 2022). Quando o Cd substitui o0 Mg**,
a eficiéncia da fotossintese ¢ comprometida, uma vez que o Mg?* contribui na absor¢ao de luz
e na transferéncia de elétrons durante esse processo (SONG et al. 2019; SEREGIN, 2021).

Correspondente a dosagem de 20nM de 24-EBL sobre a¢do de 50 uM de CdClz, alcan-
cou diferenga significativa (p <0,05), quando comparado ao controle na Chl a (figura 6.a), Chl

b (figura 6.b) e Chl a+b (figura 6.c), observa-se valores positivos no PRA% nas classes de
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clorofila, Chl a (25,1%), Chl b (12,7%) e Chl a+b (9,6%). A aplicagdo exodgena de 24-EBL tem
mostrado um papel significativo na melhoria da tolerancia ao estresse oxidativo induzido pelo
metal Cd em plantas (JAN et al, 2018). Quando pulverizado nas folhas, o 24-EBL atua como
um modulador chave, ativando sistemas antioxidantes intracelulares (YU et al., 2017; HA-
SANUZZAMAN, 2017; STIRK, et al 2018). Induzido a sintese de enzimas antioxidantes como
a SOD, GPx, e a CAT, que auxiliam na neutralizacao dos radicais livres gerados pelo Cd, mi-
nimizando assim os danos oxidativos as biomoléculas (RAZA, 2013; SHAH et al, 2019).

Os extratos das amostras pertencentes aos indices 100 e 150 uM de CdClz, revelam
variagdo estatistica negativa (p <0,05), na classe de 100 uM sobre interagdo de 20nM de EBL
em Chl a (figura 6.2), b (figura 6.b) e a+b (figura 6.c). Todavia o maior grau de periculosidade
foi observado no segmento de 150 uM, independe da classe fitohormonal de 24-EBL (0, 20 e
40nM), ocorreu diferenca estatisticamente substancial (p <0,05) em todos os segmentos de Ch/
(a, b e at+b), podendo ter limitado sistema fototrofico da espécie Paricé (S. parahyba var. ama-
zonicum).

O Cd alta doses afeta os complexos proteicos, essenciais na cadeia de transporte de
elétrons durante a fotossintese, inibindo sua atividade e comprometendo a transferéncia efici-
ente de elétrons (BAJGUZ, 2011; SACHDEYV, et al 2021). Esse efeito adverso resulta na dimi-
nui¢do de ATP (trifosfato de adenosina) e NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido), ambos cruciais para a sintese de glicose e outros componentes vitais da fotossintese
(PARMAR, 2013; GUTSCH, 2018; SABIR et al, 2019). Porém a utilizagdo de 24-EBL exo-
geno, promove a manutengao fisiologica das folhas, estimulando o fechamento dos estdmatos
e reduzindo a perda de dgua transpirada, auxiliado a preservar a integridade da membrana ce-
lular e a eficiéncia fotossintética (PALLIOTTI, 2015; MOHAMMAD, 2020; JUNIOR, 2022;
GUO, 2023). Em nivel bioquimico, também aumenta a concentragdo de compostos antioxidan-
tes ndo enzimaticos, como polifenois e flavonoides, fortalecendo a capacidade da planta em
combater o estresse oxidativo causado pelo Cd (ASAMI, 2005; YADAV et al, 2016;
EMAMVERDIAN, 2020).

Apesar das alteragdes nos indices de clorofilas devido os graves efeitos toxicos do
CdCly, durante a conducdo do experimento, observam-se modificacdo na metabolizagdo nos
teores dos pigmentos antioxidantes como carotenoides (CAR) e antocianinas (4CN). Especifi-
camente, os pigmentos CAR (Figura 6.e) aumentaram significativamente (p<0.05) nas plantas

submetidas a 0, 20 e 40 nM de 24-EBL, em comparagdo com as variagdes de CdCl2 (0, 50, 100
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e 150 uM). Vale destacar, quando expostas a 150 uM de CdCl: e tratadas com 24-EBL (0, 20
e 40nM), as plantas registraram alteragcdes no PRA% de 40%, 15,7% e 12,6%, respectivamente.
No que diz respeito as ACN (figura 6.d), observou-se uma diferenca significativa nos niveis de
resposta ao estresse induzido por metal, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05), detalhada-
mente em concentragdes de 0 e 150 uM de CdClz, agrupado em 0 e 20 nM de 24-EBL, colabo-
rado para anulacdo de radicais livres de oxigénio, nas células vegetais.

O acumulo excessivo de Cd dentro das células vegetais facilita a formacao de ROS, as
quais sdo presentes de forma natural em plantas, mas em quantidades minimas durante condi-
¢oes normais (SIMKIN, 2019). Para prevenir o estresse oxidativo, as plantas podem diversificar
sua forma de combate as oxigénio reativo, como a metabolizacdo de CAR e ACN (ANDRIA-
NOS, 2016; YAO, et al 2022; MULYANINGSIH, 2023). Os CAR e as ACN desempenham um
papel antioxidante essencial durante a fotossintese, neutralizando a atividade do oxigénio sin-
glete (MAHALAKSHM, 2017; ENARU, et al 2021; GUPTA, 2023). Interagindo com os lipo-
peroxidos para interromper a produg@o em cadeia de ROS, eliminando moléculas excitadas de
clorofila para evitar a formagao de oxigénio singlete e neutralizando o excesso de energia ex-

citada durante o ciclo da xantofila (BEHRENS, et al 2019; CERQUEIRA, et al 2023).
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Figura. 6: Efeito de CdCl2 (OuM, 50uM, 100uM e 150uM) e 2-EBL (0nM, 20nM e 40nM) na
distribuicao de Clorofila a (a), Clorofila b (b), Clorofila total (a+b) (c), antocianinas (d), caro-
tenoides (e), espécie Schizolobium parahyba var. amazonicum (PARICA). Legenda: Letras mi-
nusculas indicam diferengas estatisticas entre os tratamentos CdClz (p < 0,05) com base no teste
de Tukey; letras maitsculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos com 24-EBL
(p <0,05) com base no teste de Tukey.

6.3 Influéncia de Cd e 24-EBL nos genes CYPssA2 ¢ BZRI na parte acrea ¢ raiz na espécie S.
parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (PARICA).

A avaliagdo por RT-PCR dos foliolos das plantulas ocorreu ap6s sua exposi¢ao a varias
concentragdes de CdClz (0, 50, 100 e 150 uM), estando sujeitas a influéncia de diferentes quan-
tidades de 24-EBL (0, 20 e 40 nM). Destaca-se a expressao significativa dos genes CPYssA2
(Figura 7.a) e BZR1 (Figura 7.b), evidenciando uma diferenca estatistica notavel (p < 0,05) na
presenca da concentragdo de 40 nM de 24-EBL. Entretanto, de forma curiosa, a medida que as
concentragdes de CdCl2 (50, 100 e 150 uM) aumentam, os percentuais de PRA% de CPYssA42
diminuem para 471%, 167% e 146%, enquanto no caso de BZR 1 ocorre o inverso, com aumen-

tos de 230%, 446% e 716%.
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Na presenca de elevadas quantidades de ions de Cd na parte aérea, ocasionar o surgi-
mento das ROS afetando a fotossintese, condutancia estomatica, enzima RuBisCO e transpira-
¢ao (NOGUEIRA et al., 2019). Em situagdes de estresse fisiologico, BZR I atua na orquestragao
da expressao de genes relacionados a enzimas antioxidantes (KHAN, 2023). Operado na neu-
tralizam EROs, como SOD conversor de radical super6éxido em perdxido de hidrogénio (H202),
enquanto a CAT decompde o de perdxido (H202) em H20 e O2 (HUANG et al, 2019). A GPx
utiliza glutationa reduzida para reduzir H202 a compostos menos prejudiciais (SALAMA,
2022). A Peroxidase de Ascorbato (APX), que neutraliza H2O2 usando acido ascérbico como
cofator (ALAM, et al 2020). A Glutationa Redutase (GR) regenera a glutationa reduzida, man-
tendo seu papel antioxidante (CAO, 2013; SANTOS, 2018). A atuagdo conjunta dessas enzimas
forma um sistema coordenado que protege as células contra espécies reativas de oxigénio, pre-

venindo danos oxidativos (CONSIDINE, 2014; GONCHARUK et al., 2023).

Particularmente nas amostras das raizes, averigua-se uma notavel similaridade estatis-
tica (p < 0,05) entre os genes CPYssA> (Figura 7.c) e BZR1 (Figura 7.d) precursores de EBL
quando expostos a 40 nM de 24-EBL, na auséncia de CdCl.. Se tratado da espécie S. parahyba,
devido a sua caracteristica epigea, libera inicialmente o hipocoétilo, impulsionando os cotilédo-
nes para a superficie do solo, seguido pela protrusdo da radicula (DUTRA et al., 2017;
MOURA, 2019; CUNHA, 2020). Esse processo resulta em raizes, que sao as ultimas estruturas
a passarem pela diferenciacdo celular e expansao dos tecidos vasculares, resultando no maior
teor de brassinosteroides (ARANTES, et al 2020). O CPYss542, ao influenciar a sintese de bras-
sinosteroides, desencadeia uma cascata de eventos que impactam positivamente a divisao celu-
lar e a formacao de 6rgaos (GAN et al., 2022; ZHANG et al., 2024). O brassinosteroides, por
sua vez, interagem no nucleo das celular com BZR1, regulado a expressao de genes relacionada
a resposta hormonal e divisdo celular (BURGER, 2019; LANDI, 2021). Produ¢do de auxina
esta estritamente relacionada a interacdo dos genes CPYssA2 ¢ BZR1, modulando seus niveis
para defini¢do da arquitetura da planta, determinando o espacamento e a orientacao das células

(GRUSZKA et al., 2018; NOSAK et al., 2021).

No entanto, conforme a analise por PCR em Tempo Real dos tecidos radiculares, ao
introduzir 50 uM de CdClz, observa-se uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
nos vegetais sobre diversificadas doses de 24-EBL (0, 20 e 40 nM) em CPYs5A42 (Figura 7.c) e
BZR1 (Figura 7.d). Plantas expostas a altos niveis de toxidez de Cd, manifestam mudangas em
suas células, o gene CYPssA42¢ ativado, promovendo a biossintese fitoesteroides (24-EBL), hor-

monios vegetais que auxiliam na redugdo dos efeitos toxicos do Cd (MUSSIG, 2002; KIM,
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2005; CHAKRABORTY et al., 2023). Em condigdes de estresse nas células, o fitohormonio
24-EBL se liga a seu receptor na membrana celular (ANWAR et al., 2018; NOLAN et al.,
2020). Ocorrendo sinalizacao intracelular do gene BZRI, gerando RNA mRNA no nucleo
(NAM, 2002; KIM, 2010; FANG, 2021; ZUQO, 2022). Esse mRNA ¢ traduzido em proteina
BZR1 pelos ribossomos no citoplasma (RYU, 2007; EREMINA et al., 2016; RIVEROLA et al.,
2019). A proteina BZR1 atua como fator de transcri¢do, ligando-se ao DNA no nucleo e direci-
onando genes associados a tolerancia ao Cd, controlando sua expressao e quantizagdo de enzi-

mas e proteinas atuantes na regulacdo da homeostase célula (LI et al., 2016; BRUNO et al.,

2021; KONO., 2020).

Além disso, o BZRI regula atividade de genes relacionados a sintese de proteinas fito-
quelantes (KIM, 2019; XIAN, et al 2020). Essas proteinas tém a capacidade de ligar-se ao Cd
e outros metais pesados, reduzindo sua toxicidade nas células vegetais (DURAN, 2013). O
BZRI auxilia na regulagdo osmotica, estimulando genes que codificam solutos compativeis,
como agucares soluveis, que ajudam a manter o equilibrio osmético das células, evitando a
desidratacdo e mantendo o equilibrio das células (OLIVEIRA et al., 2002; FARIDUDDIN,
2014; HEWEDY, 2022).

Entretanto, com o aumento das concentragdes para 100 e 150 uM de CdCl: nas raizes,
nota-se uma baixa expressividade entre os genes CPYssA2 (Figura 7.c) e BZRI (Figura 7.d) nas
estruturas radiculares, sem diferenga estatistica (p < 0,05) entre 0 ¢ 40 nM de EBL. No indice
de 20 nM de 24-EBL, ¢ evidenciada uma diferenga significativa (p < 0,05) negativa, indicando

os primeiros sinais nocivos de Cd nos tecidos radiculares.

Segundo NOGUEIRA et al., 2022 espécie S. parahyba var. amazonicum, classificada
como fitoextratora, acumula ions de Cd principalmente nas raizes, apesar da presenca na parte
aérea. Estudos apontam que a baixa atividade de CPYs542 e BZRI reduz a produgdo de BR,
limitado a divisdo celular permitido o aumento de genes inerentes a lignificagdo (YU, et al
2004; ROVERE, 2022; LI et al., 2023). Pesquisas recentes apontam o papel essencial de genes
ligados lignificacdo da parede celular das raizes para absor¢do, transporte e tolerancia de Cd
(LIetal., 2021; LI etal., 2022; SHANGGUAN, 2023). Contudo, esse mecanismo compromete
a superficie de contato das raizes, resultando no encurtamento do sistema radicular (HAN et al.,

2022).
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Em sintese, mesmo em concentragdes elevadas de 50, 100 e 150 uM de CdClz, a regu-
lagdo genética predominante ocorreu na parte superior das plantas. Nas raizes, houve uma re-
dugdo nos estimulos génicos, considerando que sdo os primeiros 6rgaos a entrar em contato
com ions toxicos. A aplicacao de 40 nM de 24-EBL destacou-se, enfatizando a importancia nos
genes CPYssA> e BZR1, cruciais no metabolismo do 24-EBL nas folhas. Este padrao sugere
uma resposta Unica a exposi¢ao a CdClz, destacando a relevancia crucial da parte aérea na re-
gulacdo génica em condigdes de estresse. Essas descobertas aprofundam a compreensao dos

mecanismos moleculares relacionados a resposta da planta a ions metélicos e substancias regu-

ladoras de crescimento.
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Figura. 7: Analise qPCR-RT dos genes CPYssA2e BZR1 da espécie Schizolobium parahyba
var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (PARICA) sobre diferentes dosagens de CdCl2 e
24-EBL. (a) gPCR-RT do gene CPYssA:2localizado nos foliolos; (b) qPCR-RT do gene BZRI
localizado nos foliolos; (c) qPCR-RT do gene CPYssA:2 localizado no sistema radicular; (d)
qPCR-RT do gene BZRI localizado no sistema radicular. Legenda: Letras minusculas indicam
diferengas estatisticas entre os tratamentos CdCI (p < 0,05) com base no teste de Tukey; letras
maitsculas indicam diferengas estatisticas entre os tratamentos com 24-EBL (p < 0,05) com

base no teste de Tukey.
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6.4 Influéncia de CdCL2 ¢ 24-EBL no gene CAD/ na parte aérea ¢ raiz na espécie S. parahyba
var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (PARICA).

As analises moleculares dos niveis de CAD1, dos matérias genéticos referente as folhas
e raizes sobre diversas doses de fitoreguladores (OnM, 20nM e 40nM) em OuM CdClz, apresen-
taram diferenca significativa (p<0.05), apenas nas raizes com rendimento progressivo de PRA%
(0%>137%>278%). Entretanto, a adi¢do das primeiras doses de Cd evidencia diferenca esta-
tistica ao nivel de 5% em 50 uM de CdCl: sobre o fracionamento de 24-EBL (0nM, 20nM,
40nM), com atuagdo positiva do CAD] tanto nas raizes (Figura 8.b) quanto nos foliolos (Figura
8.a) durante o periodo de experimentacao.

Sobre influéncia do CAD1 nas células das raizes das plantas em resposta a concentracao
de Cd envolve um complexo mecanismo de regulagao genética (COUTO, 2016; NOUNURALI,
2022). Quando as raizes detectam altas concentragdes de Cd em seu ambiente, ocorre a ativagao
de fatores de transcricdo especificos que se ligam ao promotor do CAD! (HOLMES, 2021).
Isso desencadeia a transcricdo do CADI, resultando na producdo de mRNA correspondente
(JIANG, 2023). Esse mRNA ¢ entdo traduzido em proteinas CADI, que atuam como transpor-
tadores de Cd nas células radiculares (HA, 1999; CAZALE, 2001; THEVENIN, 2021). Essa
resposta molecular ajuda as plantas a enfrentarem o estresse do Cd, armazenando-o no vactiolo
e diminuindo os danos em toda a planta. Isso ¢ crucial para a sobrevivéncia das plantas sob
exposic¢ao ao metal toxico (HOWDEN, 1995; EUDES, 2006; BENEDICTIS, 2018).

A aplicagdo de 24-EBL pode maximizar a producdo de fitoquelatinas (PCs) nas células
das raizes das plantas, tornando-se crucial para a resposta das plantas ao estresse provocado por
metais pesados e outros poluentes ambientais (CORSO et al., 2018; REEVES, 2018). Segundo
SEREGIN et al., (2023) essas pequenas moléculas sdo sintetizadas através de uma série de
reacdes bioquimicas complexas que ocorrem principalmente no citoplasma das células radicu-
lares. A PCs ¢ ativada quando a planta percebe a presenca de ions metalicos toxicos, como o
Cd ou chumbo (ANDRESEN, 2013). Isso ocorre como parte do mecanismo de defesa das plan-
tas para se proteger contra a absor¢ao excessiva desses metais prejudiciais (YUAN, 2008; URA-
GUCHI, 2021; KOZHEVNIKOVA, 2020).

Distintamente nas amostras das raizes (Figura 8.b) conduzidas em 100 uM e 150 uM de
CdCl, independe dos segmentos de atenuador usados em 24-EBL (0nM, 20nM, 40nM), exibiu

minima diferencga significancia (p<0.05), quando comparado ao controle, expondo os primeiros

37



sinais instabilidade biologica. Impactado no desempenho nas folhas (Figura. 8a), mostrado ine-
xisténcia de diferenga a nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey nas aplica¢des de 24-
EBL.

Resumidamente, a presencga de Cd nas células das plantas pode causar mudangas em sua
estrutura e fungdo, envolvendo aspectos morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos (ANGULO-
BEJARANO, 2021). Ao longo do tempo, as plantas desenvolveram mecanismos genéticos
adaptativos para lidar com Cd e manter sua estabilidade biologica (HOU, et al 2023). O 24-
EBL, derivado do cicloartenol, desempenha um papel crucial ao influenciar a expressao génica
ligada a tolerancia ao Cd, afetando a transcrigdo do DNA em mRNA (ANWAR, et al 2018;
RIZVI et al., 2020). Essa regulagdo génica pelo 24-EBL pode resultar em mudangas na produ-
¢do de enzimas antioxidantes, osmolitos e outros compostos que ajudam a reduzir os efeitos
toxicos do Cd (SHARMA et al., 2023). A interacdo intracelular entre RNA, DNA e fitohormo-
nios como o 24-EBL ¢ essencial para a resposta das plantas a toxicidade do Cd e sua adaptacao
em ambientes contaminados (SHU et al., 2016; SHARMA, et al 2018; TIAN, 2022). Embora
haja pouca compreensao sobre como esse hormdnio induz os mecanismos moleculares de tole-
rancia na biodiversidade vegetal amazdnica, seu papel ¢ extremamente importante na sobrevi-
véncia das plantas em territorios poluidos com metais pesados.
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Figura. 8: Analise qPCR-RT do gene CADI da espécie Schizolobium parahyba var. amazoni-
cum (Huber ex Ducke) Barneby (PARICA) sobre diferentes dosagens de CdClz e 24-EBL. (a)
gPCR-RT do gene CADI localizado nos foliolos; (b) qPCR-RT do gene CADI localizado no
sistema radicular. Legenda: Letras mintisculas indicam diferencas estatisticas entre os trata-
mentos CdClz2 (p < 0,05) com base no teste de Tukey; letras maiusculas indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos com 24-EBL (p < 0,05) com base no teste de Tukey.
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7. Conclusao

No contexto deste estudo, o Cd*" atingiu severamente os 6rgaos radiculares interferido
na clorofila (Chl a, Chl b e Chl a+b) e estatura das plantulas de S. parahyba var. amazonicum,
apesar da implementagao de 24-EBL (0, 20 e 40nM). No entanto, observou-se um aumento nas
varidveis CAR e ACN, possibilitado eliminagdo de ROs. Paralelamente o gene CADI atuou
restritamente até 50 uM de CdCl2 em ambos 6rgaos dos vegetais (Folha e raiz), auxiliado na
produgio de PCs para transporte de Cd** para o vactiolo no centro das células foliares. Adicio-
nalmente, analises moleculares revelam intensificagdo dos genes CYPssA2 e BZR1 nos foliolos,
quando integrado a 40nM de 24-EBL. Podendo ter um papel significativo na conversdo ener-
gética e na manutencdo da estabilidade célula. Essas descobertas sugerem a existéncia de me-
canismos de protecdo e gerenciamento genético que podem estender as agdes bioldgicas diante

dos efeitos prejudiciais do CdClo.
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