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RESUMO

O mercurio (Hg) é um metal que se acumula no solo devido polui¢cdo ambiental, e que causa
uma série de problemas, como a erosdo do solo devido a diminuicdo da cobertura vegetal. A
introducéo de espécies vegetais com alta producao de biomassa, como a Brachiaria decumbens,
é uma estratégia potencial para estabilizar o metal e revegetar solos contaminados com Hg.
Contudo, ainda faltam estudos que documentem o desenvolvimento completo dessa planta. A
revegetacdo de solos contaminados por Hg pode promover a estabiliza¢do do solo e a reducao
da biodisponibilidade do Hg. Portanto, objetivou-se com esta pesquisa avaliar a resposta da B.
decumbens ao Hg, considerando (i) parametros biométricos, bioguimicos e fisioldgicos das
sementes expostas ao Hg; (ii) parametros fisioldgicos e morfoldgicos das plantas expostas ao
Hg; e (iii) a eficiéncia de fitoestabilizacdo do Hg, medindo-se a concentra¢do do metal no solo,
nas raizes e na parte aérea das plantas. O experimento de germinagdo foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, com sementes de B. decumbens expostas a seis doses
de Hg (0; 1,2; 7,2; 21,6; 43,2; ¢ 86,4 mg L"), por 21 dias. Em um segundo experimento,
realizado em vasos contendo solo contaminado, as plantas de B. decumbens foram submetidas
as mesmas doses de Hg (em mg kg de solo), por 150 dias, em delineamento em blocos
casualizados. Os experimentos contaram com quatro repeticbes. A germinacdo da B.
decumbens foi reduzida pela exposicdo ao Hg. Os parametros de comprimento aéreo e radicular,
indice de velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG) e incerteza de
germinacdo (IG) ndo apresentaram diferencas significativas. A atividade das enzimas
superdxido dismutase (SOD), peroxidase (PO), esterase (EST) e malato desidrogenase (MDH)
aumentaram a partir da dose de Hg de 21,6 mg L', enquanto a atividade da catalase (CAT) foi
menor em todas as doses, comparadas ao tratamento controle. Na fase adulta, a concentracdo
de Hg na parte aérea ndo foi alterada significativamente, diferentemente do aumento linear
verificado nas raizes de B. decumbens. Os fatores de bioconcentracdo (FBC) e translocagédo
(FT) indicaram que, na dose de Hg de 1,2 mg kg™', houve maior transporte de Hg para a parte
aérea e, nas demais doses, as plantas reduziram o transporte de Hg para a parte aérea. O nUmero
de perfilhos, folhas, massa fresca e seca da parte aérea e massa seca radicular ndo foram
afetados significativamente pelo Hg, exceto a massa fresca radicular, que foi reduzida com o
aumento das doses. Entre os nutrientes, apenas o cobre (Cu) nas raizes apresentou reducao
significativa em funcdo do aumento das doses de Hg. O teor de clorofila, fluxo fotossintético,
concentragdo interna de CO:, transpiragdo e eficiéncia de carboxilagdo diminuiram com o
aumento da dose de Hg. O Hg reduz a germinagédo, por causar estresse oxidativo; e reduz o
crescimento da B. decumbens, por afetar o processo fotossintético. A B. decumbens demonstrou
capacidade de se desenvolver na presencga de até 43,2 mg kg™' de Hg no solo, mostrando-se uma
opcao promissora para a revegetacao de solos contaminados.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes, estresse oxidativo, fitoestabilizacdo, fotossintese,
gramineas.



ABSTRACT

Mercury (Hg) is a metal that accumulates in the soil due to environmental pollution, causing a
series of problems, such as soil erosion due to reduced vegetation cover. The introduction of
plant species with high biomass production, such as Brachiaria decumbens, is a potential
strategy to stabilize the metal and revegetate soils contaminated with Hg. However, studies
documenting the complete development of this plant are still lacking. The revegetation of soils
contaminated with Hg can promote soil stabilization and reduce the bioavailability of Hg.
Therefore, this research aimed to evaluate the response of B. decumbens to Hg, considering (i)
biometric, biochemical, and physiological parameters of seeds exposed to Hg; (ii) physiological
and morphological parameters of plants exposed to Hg; and (iii) the efficiency of Hg
phytostabilization by measuring the concentration of the metal in the soil, roots, and aerial parts
of the plants. The germination experiment was conducted in a completely randomized design,
with B. decumbens seeds exposed to six doses of Hg (0; 1,2; 7,2; 21,6; 43,2; and 86,4 mg L)
for 21 days. In a second experiment, conducted in pots containing contaminated soil, B.
decumbens plants were subjected to the same doses of Hg (in mg kg™ of soil) for 150 days, in
a randomized block design. The experiments included four replications. The germination of B.
decumbens was reduced by exposure to Hg. The parameters of shoot and root length,
germination speed index (GSI), mean germination time (MGT), and germination uncertainty
(GU) showed no significant differences. The activity of the enzymes superoxide dismutase
(SOD), peroxidase (PO), esterase (EST), and malate dehydrogenase (MDH) increased from the
Hg dose of 21,6 mg L', while catalase (CAT) activity was lower at all doses compared to the
control treatment. In the adult phase, the concentration of Hg in the aerial part was not
significantly altered, unlike the linear increase observed in the roots of B. decumbens. The
bioconcentration (BCF) and translocation (TF) factors indicated that, at the Hg dose of 1,2 mg
kg™, there was greater transport of Hg to the aerial part, while at higher doses, the plants reduced
Hg transport to the aerial part. The number of tillers, leaves, fresh and dry shoot mass, and dry
root mass were not significantly affected by Hg, except for fresh root mass, which decreased
with increasing doses. Among the nutrients, only copper (Cu) in the roots showed a significant
reduction due to increasing Hg doses. Chlorophyll content, photosynthetic flux, internal CO-
concentration, transpiration, and carboxylation efficiency decreased with increasing Hg doses.
Hg reduces germination by causing oxidative stress and reduces the growth of B. decumbens
by affecting the photosynthetic process. B. decumbens demonstrated the ability to develop in
the presence of up to 43,2 mg kg of Hg in the soil, showing promise for the revegetation of
contaminated soils.

Keywords: Antioxidant enzymes, grasses, oxidative stress, phytostabilization, photosynthesis.



INDICADORES DE IMPACTO

A contaminacdo ambiental por elementos potencialmente tdxicos € um problema
socioambiental extremamente sério. No presente estudo, desenvolvido no campus da
Universidade Federal de Lavras, foi verificado com sucesso a capacidade de plantas da espécie
Brachiaria decumbens em restaurar a cobertura vegetal de solos contaminados por mercurio
(Hg), o que reduz a movimentacdo do contaminante e a erosdo do solo ocasionada pela
degradacéo da vegetacdo. B. decumbens pode se adaptar em condicdes de solos contaminados
com até 43,2 mg kg™ de Hg. Os resultados obtidos podem ser aplicados em muitas condicoes
ambientais, com maior énfase para solos de areas industriais, de mineracdo e areas de
agricultura contaminadas pelo metal, a fim de estabilizar o Hg no solo e restaurar a cobertura
vegetal, evitando novas disseminagfes e contaminacOes. Estes resultados contribuem para que
0 solo contaminado nédo se torne uma fonte potencial de poluigdo de Hg. Devido e tolerancia
das plantas, a necessidade de manejos no local é reduzida, o que gera eficiéncia econémica
durante todo o processo de revegetacao do solo contaminado. Este estudo contribui para atender
o0s objetivos 14 e 15 de desenvolvimento sustentavel da Organizacdo das Nag6es Unidas.

IMPACT INDICATORS

Environmental contamination by potentially toxic elements is an extremely serious socio-
environmental issue. In the present study, conducted on the campus of the Federal University
of Lavras, the ability of Brachiaria decumbens to restore vegetation cover in mercury (Hg)
contaminated soils was successfully verified. This process reduces contaminant mobility and
soil erosion caused by vegetation degradation. B. decumbens can adapt to soil conditions
contaminated with up to 43,2 mg kg ! of Hg. The results obtained can be applied to various
environmental conditions, with greater emphasis on industrial, mining, and agricultural areas
contaminated by the metal, aiming to stabilize Hg in the soil and restore vegetation cover,
thereby preventing further dispersion and contamination. These findings help ensure that
contaminated soil does not become a potential source of Hg pollution. Due to plant tolerance,
the need for on-site management is reduced, which generates economic efficiency throughout
the entire process of revegetating contaminated soil. This study contributes to achieving the
United Nations Sustainable Development Goals 14 and 15.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental por mercurio (Hg) representa um problema significativo e
crescente, atraindo cada vez mais a atencdo de pesquisadores e cientistas (Liu et al. 2021; Wang
et al. 2012). O Hg é um metal de transicdo introduzido no ambiente tanto por atividades
antropicas quanto por processos naturais. Uma vez liberado na atmosfera, o Hg possui alta
mobilidade, podendo ser transportado a longas distancias e redepositado em diferentes regides,
ampliando os riscos de contaminacéo (Liu et al. 2020). As &reas afetadas por esse metal incluem
desde zonas industriais e mineradoras até regides de garimpo e areas agricolas. Devido a sua
natureza dindmica e persistente no ambiente, é fundamental o desenvolvimento de estratégias

eficazes para mitigar os impactos negativos do Hg (Chen et al. 2012).

No solo, o0 Hg pode ser absorvido por plantas que ndo suportam a sua toxidez e morrem.
A destruicdo da vegetacdo deixa o solo exposto, agravando sua degradacdo e promovendo
erosdo hidrica, edlica e a lixiviagdo do contaminante para o lengol freatico e cursos d’agua até
atingir a cadeia tréfica, desencadeando progressivo grau de contaminacao de outras areas (Melo
et al. 2009; Natasha et al. 2020). Através da restauracdo da cobertura vegetal do solo
(Revegetacdo), a interferéncia do Hg no ecossistema pode ser minimizada pela
fitoestabilizacdo, um processo onde se utiliza plantas para estabilizar o solo e também o

contaminante.

O cultivo de espécies forrageiras tem sido estudado para restaurar e revegetar solos
contaminados por Hg (Patra et al. 2021). A utilizacdo de gramineas oferece uma série de
caracteristicas vantajosas, tais como a alta producdo de biomassa, facilidade de cultivo, e
adaptacéo a diversos ambientes e, por isso, esse grupo de plantas tem sido amplamente estudado
(Silva et al. 2022; Zang et al. 2010). Espécies dos géneros Brachiaria, Panicum e Pennisetum
sdo conhecidas por crescerem em solos de baixa fertilidade e contaminados, o que é essencial
para reduzir a mobilidade de elementos potencialmente toxicos (EPTS) no solo (Rabélo et al.
2017 e 2021).

O processo de revegetacdo do solo contaminado deve considerar desde a germinagéo
das sementes até o completo desenvolvimento da planta (Seneviratne et al. 2017). E relatado
que o Hg causa estresse oxidativo e alteracBes no sistema antioxidante das sementes e plantas
desenvolvidas, causando reducdo da atividade enzimatica e reducdo de geracdo de fontes de
energia para o desenvolvimento das sementes, tais como amido, lipideos e proteinas (Kreaner

e Colville, 2011; Seneviratne et al. 2017). Danos ao aparato fotossintético, destrui¢ao de células
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(peroxidacdo lipidica) e competicdo com nutrientes minerais sdo os principais maleficios
induzidos pelo Hg na planta, resultando em crescimento atrofiado, reducdo do perfilhamento e
plantas amareladas devido a destruicdo da clorofila (Azevedo e Rodrigues, 2012; Fujimaki et
al. 2010).

A revegetacdo por gramineas em areas contaminadas com Hg pode contribuir para a
recuperacdo ambiental e para o aumento do estoque de carbono na éarea degradada, além de
gerar impacto socioecondmico positivo. Contudo, pelo que sabemos ndo ha estudos avaliando
o0 potencial da Brachiaria decumbens em revegetar solos contaminados com Hg, o que requer
avaliacOes que vao desde a germinacdo das sementes até o completo crescimento da planta
(Kumar e Sharma, 2020; Patra et al. 2021; Sladkovska et al. 2022).

As hipéteses testadas no presente estudo foram que as plantas de B. decumbens podem
crescer em solos contaminados por Hg e que este metal causa alteragdes na: i) germinacao das
sementes e crescimento das plantulas, diminuindo ambas em um processo dependente da
concentracdo de Hg; ii) no controle de absorcdo do metal pela planta, causando alteracdes na
absorcdo e transporte a longa distancia de Hg; e iii) nos parametros fisiologicos (fotossintese e
trocas gasosas) e morfoldgicos (perfilhamento e producdo de biomassa) da planta. Portanto,
objetivou-se avaliar a resposta de B. decumbens ao Hg mensurando: i) os parametros
biométricos, bioquimicos e fisiologicos das sementes expostas ao Hg; ii) os parametros
fisioldgicos e morfoldgicos de plantas crescidas em solo contaminado por Hg; e iii) a eficiéncia
de fitoestabilizacdo do Hg, determinando a concentracdo do elemento no solo, nas raizes e parte
aerea da B. decumbens.

2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
2.1 Influéncia do mercurio no processo germinativo
2.1.1 Contaminacéo da semente por mercurio presente no solo

A contaminacdo do solo por Hg, resultante de origens naturais (intemperismo de rochas
e cinzas vulcanicas) ou antrépicas (mineracao, garimpo ilegal, emiss6es industriais, descarte
inadequado de residuos, etc.) € uma preocupac¢do mundial devido aos danos provocados por
esse elemento (Gworek et al. 2020). O Hg é um metal extremante toxico as plantas mesmo em
baixas concentracdes, pode se acumular no solo e na agua, sendo posteriormente absorvido

pelas plantas ou volatilizado e transportado para outras areas.
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A contaminagdo da semente por Hg pode ocorrer de diferentes maneiras. As mais
observadas sdo: agua de irrigacdo contaminada por Hg, produtos fitossanitarios para tratamento
de sementes contendo fungicidas mercuriais (em desuso atualmente devido a toxidez do metal)
e solo contaminado com Hg (Bae et al. 2014; Cardoso et al. 2015). A contaminag&o por meio
da agua e do solo sdo as mais preocupantes, mas também tem ocorrido aumento da
contaminacdo por Hg provocada por queimadas, emissdes industriais e mineracdo (CETESB,
2012; Wang et al. 2012).

As plantas podem absorver de forma eficiente o Hg atraves dos pelos radiculares e as
sementes podem absorver Hg da solugdo através do tegumento, iniciando a contaminacao
durante o processo de germinagdo, o que compromete o desenvolvimento da plantula
(Seneviratne et al. 2017). O Hg interfere na atividade de varias enzimas essenciais para a
germinacao, como aquelas envolvidas na degradacao de reservas nutricionais, como amido e
proteinas, que sdo fundamentais para o crescimento inicial da plantula. A toxicidade do Hg
pode levar a uma reducdo na taxa de germinagdo, além de provocar anomalias no

desenvolvimento das plantulas (Muhammad et al. 2014).

Padmavathi et al. (2013) apontaram que em concentragdes superiores a 100 mg L™ de
Hg a germinacéo de ervilha-de-bico é drasticamente afetada e acima de 200 mg L™ de Hg néo
ha germinac&o. Tozzi et al. (2008) observaram que em concentragdes de 100 e 200 mg Lt de
Hg, Bidens pilosa e Galinsoga parviflora apresentaram inibicdo da germinagdo. A
contaminacdo por Hg é preocupante, principalmente em regifes afetadas por atividades
industriais e mineradoras, exigindo a implementagéo de medidas de controle e remediacédo para

proteger as sementes e garantir o desenvolvimento das plantas (Melo et al. 2009).

2.1.2 Efeitos do mercurio na germinacdo das sementes

Sementes em ambientes com elevados teores de Hg sofrem com estresse em
intensidades variaveis, levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o que pode
levar a morte do embrido, além de provocar desuniformidade de germinacdo na area
contaminada. A reducdo na germinacéo e no desenvolvimento das plantulas intoxicadas por Hg
esta ligada a enzimas hidroliticas alteradas e ao metabolismo redox, também pode estar
relacionada a acumulacdo de Hg em pontos especificos da estrutura da semente (Kumar e
Sharma, 2020). O Hg tende a se alocar na maioria das sementes na camada de aleurona, onde

provoca a inibicdo de enzimas hidroliticas que atuam na conversdo de proteinas de reserva,
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lipidios e amido presentes no endosperma, em aminoacidos, &cidos graxos e agucares simples.
Essas moléculas sdo essenciais para que o embrido possa retomar seu crescimento e tenha
garantido seu suprimento energético até o fim do processo germinativo (Protuséo da radicula).
As enzimas amilases, proteases e fosfatases acidas fazem com que as mobilizagc6es de reservas
do endosperma sejam bem-sucedidas, garantido o suprimento para a germinacdo (Kranner et
al. 2011; Moukhtari et al. 2017)

A interferéncia do Hg na germinacdo das sementes e a forma como o estresse impede a
germinacao é um processo bioquimico complexo. Para que 0 processo germinativo seja bem-
sucedido, as sementes precisam alcancar potencial hidrico critico, o que ndo é possivel na
presenca de altas concentragcfes de Hg. O Hg pode inibir a absorcdo de &gua através de sua
ligacdo com residuos de cisteina proximo ao poro de proteinas aquaporinas, impedindo ou
reduzindo significativamente a embebicdo da semente, afetando a germinacao (Cardoso et al.
2015; Rucinska-Sobkowiak, 2016). Em contrapartida, as estruturas externas da semente, podem
atuar como barreira para reduzir o efeito do Hg. Contudo, a maioria das sementes e plantulas
apresentam reducdo na germinacgéo e vigor, causado pelo estresse induzido pela toxidez do Hg
(Adress et al. 2015; Seneviratne et al. 2017).

2.1.3 Atividade do sistema antioxidante frente a toxidez por mercurio

Os efeitos toxicos do Hg induzem na planta a producéo de EROs, resultando em danos
oxidativos (estresse). As EROs incluem os radicais superoxido (O2), peroxido de hidrogénio
(H20) e os radicais hidroxila (OH"). A reducdo de um Unico elétron do O3 resulta na formacéo
de O2. Em pH baixo, ocorre a dismutagdo do O2", cedendo um elétron a outra molécula de Oy
e, com a protonacdo, H>O- é formado. Na presenca de metais de transicdo, como o Hg, podem
ocorrer reagdes através do mecanismo de Haber-Weiss ou da reacdo de Fenton para liberar OH"

, sendo esta considerada uma das espécies quimicas mais reativas (Gill e Tuteja, 2010).

As EROs podem reagir com acidos nucleicos, afetando o codigo genético do embrido,
além de reagirem com compostos de reserva das sementes, como proteinas e lipideos. Durante
a exposicao ao Hg, as proteinas da semente sofrem alteracbes ocasionadas pelas reagcdes com
EROs e pelas interacfes com aldeidos provenientes da peroxidacao lipidica. Os lipidios de
reserva e da membrana também sofrem com as EROs, e durante o estresse ocasionado por Hg,
a expressao de alguns genes que codificam enzimas com atividade de peroxidase de acidos

graxos, como a a-dioxigenases, as peroxidases (POX) e as lipoxigenases sdo afetadas. Essas
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enzimas catalisam a reacdo de lipidios de membrana poli-insaturados, levando & perda da
integridade da membrana e posteriormente ao extravasamento do liquido celular e morte
(Kreaner e Colville, 2011; Sengar et al. 2009).

Os danos devido a toxidez de Hg se devem em parte aos danos aos acidos nucleicos,
dano claramente indesejado em sementes que estdo em processo de germinacdo. Os radicais
hidroxila sdo altamente prejudiciais e sdo responsaveis por diversas modificacGes de bases de
DNA em uma unica célula. A ligacdo do Hg ao nucleo da célula causa danos mutagénicos tais
como reticulacgéo inter e intramolecular de DNA e proteinas, quebras de fita de DNA, rearranjos
e depurinacdo (Briat e Lebrun, 1999; Tuteja et al. 2009). O Hg também causa clastogenicidade,
onde a afinidade do metal por grupos tiol, leva a distdrbios do fuso mitético, sendo o Hg um
dos metais mais eficientes na interrupgéo da diviséo celular (Patra et al. 2004).

Devido a ocorréncia das EROs, as células vegetais e suas organelas aumentam a
atividade das enzimas de seu sistema de antioxidante para protecdo. A superoxido dismutase
(SOD) atua na dismutacdo de O2"em H20,. A catalase (CAT) dismuta diretamente o H.O2 em
uma molécula de 4gua e oxigénio, tornando-se uma enzima importante na eliminagéo das EROs
durante periodos de estresse. A ascorbato peroxidade (APX) tem efeito similar a CAT, tendo
maior afinidade por H.O> e atuando na protecdo celular (Gill e Tuteja, 2010). A eficiéncia
dessas enzimas é fundamental para a sobrevivéncia das plantas sob condi¢des de estresse por
Hg, uma vez que o acumulo de H>O> pode resultar em lesdes oxidativas severas as membranas
celulares e organelas, como os cloroplastos. No entanto, 0 Hg em concentragdes elevadas pode
inibir diretamente ou indiretamente a atividade dessas enzimas antioxidantes, agravando o
estresse oxidativo. A inibicdo ocorre principalmente devido a afinidade do Hg por grupos
sulfidrila em proteinas, 0 que compromete a estrutura e a funcéo das enzimas (Cargnelutti et al.
2011).

O estresse oxidativo pode causar a peroxidacdo lipidica, que frequentemente é
mensurada medindo-se o teor de malondialdeido (MDA). O aumento nos niveis de MDA ¢
considerado um indicador confiavel de dano oxidativo em plantas, refletindo a extensdo do
estresse sofrido. Além disso, a atividade de enzimas antioxidantes, principalmente SOD, CAT
e APX, é monitorada para avaliar a resposta defensiva da planta. O aumento na atividade dessas
enzimas geralmente indica que a planta esta tentando neutralizar o excesso de EROs e
minimizar os danos celulares, o que é uma estratégia adaptativa para lidar com o estresse
(Demidchiky, 2015; Hasanuzzaman et al. 2020).
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2.1.4 Mecanismos das sementes e métodos para reduzir a toxidez de mercurio durante a

germinacao

Uma das primeiras respostas das sementes expostas ao Hg é a ativacdo de mecanismos
de tolerancia, como a restricdo da absorcdo do metal. 1sso pode ocorrer através de barreiras
fisicas nas membranas celulares que limitam a entrada do Hg, evitando que o metal atinja 0s
tecidos internos da semente durante os estagios iniciais da germinacdo. O Hg pode interferir
diretamente na fluidez e integridade das membranas celulares, porém, em resposta ao estresse,
as celulas da semente podem ajustar a composicédo lipidica da membrana, tornando-a menos
permeavel ao Hg. Esse mecanismo de regulacdo da membrana plasmatica ajuda a limitar a

entrada de Hg e, consequentemente, sua toxicidade (Mourato et al. 2015).

Outro importante mecanismo na atenuacdo da toxidez é a producdo de moléculas de
fitoquelatinas e metalotioneinas. Tais moléculas sdo ricas em cisteina e sdo capazes de se ligar
a ions de Hg atuando como quelantes, sequestrando o Hg no citoplasma e impedindo sua
interacdo com componentes celulares essenciais. Ao se ligar ao Hg, esses peptideos facilitam a
compartimentalizacdo do metal em vacuolos, onde ele é isolado do metabolismo ativo da célula,
reduzindo sua capacidade de causar danos oxidativos (Hassinen et al. 2011; Rodrigues et al.
2016).

A regulagédo do metabolismo celular ajuda a atenuar a toxidez do Hg durante a
germinacdo. As sementes podem ajustar sua taxa de respiracdo e alterar o fluxo metabolico em
direcdo a vias alternativas menos sensiveis ao estresse oxidativo. Além disso, a ativacédo de
proteinas de choque térmico (HSPs) pode proteger estruturas celulares essenciais ao facilitar o
reparo de proteinas danificadas e o correto dobramento de novas proteinas sintetizadas sob
condicdes de estresse metalico, sendo essenciais para a manutencao da homeostase proteica em

ambientes contaminados por Hg (Rodrigues et al. 2016; Wang et al. 2004).

A germinacdo de sementes em ambientes contaminados € afetada diretamente pelo Hg,
e as consequéncias podem ser duradouras (Gomes et al. 2021; Liu et al. 2020). Por isso, é
importante encontrar maneiras de reduzir a biodisponibilidade deste metal no ambiente. A
reducdo da disponibilidade destes metais no solo pode ser alcangada através da sua imobilizagdo
no solo. Para isto, podem ser utilizados produtos organicos tais como biochar, adubos verdes e
estercos, visando aumentar a matéria organica do solo e estabilizar o metal (Luo et al. 2022). A
utilizacdo de quelatos ajuda a reduzir a biodisponibilidade do metal, amenizando a toxidez

durante a germinacdo das sementes. O uso de corretivos tais como calcario e gesso agricola
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também exercem grande influéncia na disponibilidade do Hg devido a alteragdes no pH e
capacidade de troca catiénica do solo, que contribuem para reduzir a toxidez do Hg (Cristaldi
et al. 2017). Tais medidas séo essenciais no que se refere a revegetacao do solo, pois é possivel
restaurar a cobertura vegetal e prevenir perdas de componentes do solo. No solo, a revegetagédo
com plantas tolerantes pode estabilizar o Hg para que este ndo interfira no processo germinativo
de novas sementes, mas é importante destacar que o Hg permanecera no solo em formas neutras

ou menos reativas (Seneviratne et al. 2017).

2.2 Influéncia do mercurio no solo, planta e ecossistema
2.2.1 Mercurio como agente de contaminacéo de solo, plantas e seres vivos

O Hg é um elemento metalico extremamente tdxico, classificado como metal de
transicdo, sendo o Unico metal que pode ser encontrado no estado liquido a temperatura
ambiente. O Hg é o 66° elemento mais abundante no solo e na agua, representando 6,7 x 10
% da crosta terrestre e 5 x 10”° % dos oceanos. O Hg apresenta diferentes estados de oxidac&o
na natureza: Hg®, Hg" e Hg*? e pode ser encontrado na forma elementar (Hg®), na forma de
compostos inorganicos (HgClz, HgS, Hg2Cl>) e organicos (CHsHg, CH3HgOH). (Wang et al.
2012).

A concentragio média de Hg nos solos do mundo varia de 0,58 a 1,8 mg kg™ de solo,
com valor médio estimado em 1,1 mg kg, sendo que as classes Cambissolos e os Histossolos
apresentam maiores teores do metal (Kabata-Pendias, 2011; Wang et al. 2012). Estudos
demonstram que o Hg lancado & atmosfera por a¢des antrdpicas varia de 2 a 2,5 toneladas
anualmente para o mundo todo, que sdo valores preocupantes em relacdo a um metal tdo toxico
(UNEP, 2018). A emissdo térmica de Hg através de queimadas, fator recorrente na atualidade
devido a alteracdes climaticas, € capaz de disponibilizar Hg para atmosfera, aumentando a
eficiéncia de dispersédo e contaminagédo do Hg, agravando problemas ambientais como a eroséo,
devido a restricdo provocada no crescimento das plantas (INPE, 2024; Liu et al. 2020; Perez et
al. 2014).

A contaminacdo por Hg no ambiente tem aumentado a um ritmo alarmante, pelo
aumento do descarte de efluentes de mineracdo, industrias de celulose, papel, cloro-alcalis e
descarte inadequado de residuos industriais, que constituem as maiores emissdes do metal e,

consequentemente, redeposicdo em areas ndo contaminadas (De et al. 2014; Silva et al. 2017).
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Quando liberado no ambiente, 0 Hg pode permanecer na atmosfera por 6 a 24 meses
como Hg®, podendo também ser transportado por dezenas de milhares de quildmetros antes de
ser redepositado na superficie terrestre na forma de Hg*2. O Hg depositado no solo pode ser
retido pela matéria organica e, portanto, a quantidade e a qualidade da matéria organica
desempenham um importante papel em relacdo a distribuicdo do Hg no solo e & sua
movimentacao no perfil, visto que em solos contaminados e com baixo teor de matéria organica,
0 Hg apresenta as formas reativas HgCl, e Hg(OH)., podendo ser transformado em espécies
mais reativas e toxicas como Hg® (volatil) e CHzHg (Bettiol et al. 2023; Semu et al. 1987;
Ullrich et al. 2001;).

A biodisponibilidade do Hg no solo remete a fracdo de Hg que € absorvida pelas plantas
(Hg*?) e a capacidade das plantas em extrair esse elemento do solo, portanto, a fragéo total de
Hg no solo é menos importante que a fracdo soluvel e disponivel. Apos a absorcdo, € comum
as plantas morrerem devido a sua toxidez, deixando a area desprovida de vegetacéo e livre para
que o Hg possa se movimentar no solo (Patra et al. 2021). A biodisponibilidade de metais
pesados € outro ponto importante quando se fala em revegetacdo, pois a disponibilidade é um
fator relevante para que as plantas possam fitoestabilizar o metal e se desenvolver no solo
contaminado. A toxidez e a mobilidade de Hg no solo, bem como sua absorcao pelas plantas,

estdo diretamente relacionadas a sua forma quimica (Natasha et al. 2020).

A tendéncia é que o Hg absorvido pelas plantas acumule-se no sistema radicular, o qual
funciona como uma barreira (Patra et al. 2000). A estabilizagdo, isto é, absorcdo, do Hg pelas
plantas esta relacionada a disponibilidade de Hg e a tolerdncia a este metal (Singh et al. 2023).
Portanto, estes parametros precisam ser avaliados para identificar plantas com capacidade para

revegetar e fitoestabilizar solos poluidos por Hg.

2.2.2 Problemas decorrentes da contaminagdo do solo por mercurio

Quando presente no solo, o0 Hg tem potencial para estabelecer um ambiente adverso a
reproducdo e ao crescimento das plantas e microrganismos que, em muitos casos, ndo tém
tolerancia ao contaminante. Com o solo descoberto, processos de degradacao tais como eroséo,
escoamento superficial e lixiviacdo de elementos quimicos podem ocorrer e contaminar

camadas inferiores do solo, atingindo o lengol freatico, areas proximas e cursos d’agua (Simao,

2005).
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A eroséo do solo contaminado com Hg ocorre de forma lenta e geralmente despercebida,
isso se deve a processos de degradacdo da cobertura vegetal que antecede a degradacédo do solo
e 0 deixa susceptivel ao impacto do vento e da agua, contribuindo para o arraste de particulas e
danos irreversiveis ao local contaminado (Issaka e Ashraf, 2017). Quando as particulas do solo
sdo removidas devido a falta de estruturacdo (particulas leves como areia, silte e matéria
organica), topografia declivosa e a eliminacao da cobertura vegetal causada pela toxidez do Hg,
0 material transportado provoca niveis elevados de perturbacao do ecossistema, contaminando
e assoreando cursos d’agua, eutrofizagao de rios e lagos e pode causar contaminagdes humanas
(Shi et al. 2012). O processo de erosdo do solo é extremamente complexo e, tratando-se de um

solo contaminado com Hg, a complexidade do controle aumenta ainda mais.

Diversas técnicas disponiveis podem ser utilizadas para remediar o solo contaminado:
estabilizacdo, imobilizacéo, vitrificacdo, dessorcao térmica etc. (Awa e Hadibarata, 2020). No
entanto, os metodos de estabilizacdo de Hg séo eficientes até concentraces proximas de 250
mg kg?, além de serem caros, de dificil implementacdo em grandes areas e ambientalmente
invasivos (Wang et al. 2012). A longo prazo, o estabelecimento de uma cobertura vegetal €
uma técnica disponivel e com baixo custo para recuperacdo do solo (Coneza et al. 2007), com
destaque para as gramineas. As gramineas possuem maior tolerancia a condicdes de estresse e
caracteristicas vegetativas favoraveis, como alto crescimento, e sdo capazes de estabilizar o

solo e o contaminante (Silva et al. 2022; Patra et al. 2021).

2.2.3 Comportamento do mercurio no solo e sua interferéncia no crescimento das plantas

A toxidez e mobilidade do Hg no solo é dependente da sua especiacéo. As formas Hg°,
Hg*2 e MeHg, sdo comumente encontradas no solo devido a fatores que propiciam sua formagéo
(Natasha et al. 2020). A persisténcia e dindmica do Hg no solo é influenciada por fatores como
temperatura, pH, textura, contetdo de matéria organica e capacidade de troca catiénica do solo.
Tais fatores determinam sua interacdo com as plantas e a eficicia de processos como a
fitoestabilizacdo, controlando a distribuicdo de Hg no perfil do solo (Kabata-Pendias, 2011;
Zhang et al. 2020).

O Hg € absorvido pelo sistema radicular por transportadores de baixa afinidade,
podendo ser transportado por transportadores/canais de Fe, Cu ou Zn. O Hg acumula-se
preferencialmente no sistema radicular, com pequena porc¢do transportada a parte aérea da

planta, estando aproximadamente 80 % ligado a parede celular do sistema radicular (Chen et
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al. 2012; Natasha et al. 2020; Patra e Sharma, 2000). As plantas em ambientes com altas
concentracfes de Hg sofrem com inameros problemas, tendo o crescimento e producdo de
biomassa restringidos. O perfilhamento é comprometido pelo Hg, pois ha grande acimulo deste
metal no nd basal das gramineas, onde se localizam as gemas que dardo origem a novos
perfilhos. HA comprometimento também da geracdo de novas folhas, visto que a geracdo de

folhas esta diretamente ligada ao perfilhamento da planta (Fujimaki et al. 2010).

Além das alteragbes significativas no crescimento das gramineas, as variaveis
fotossintéticas sdo também afetadas. Processos como a fotossintese, respiracdo celular e a
absorcdo de agua e nutrientes sdo significativamente afetados devido a desestabilizacdo da
membrana celular provocada pelo estresse oxidativo, além da inibicdo de enzimas e
deslocamento de organelas e ions essenciais em moléculas tais como a clorofila (Chen et al.
2009a, 2009b), visto que o Hg é capaz de competir e substituir metais como Mn, K e Mg,
interferindo no processo fotossintético das plantas (Azevedo e Rodrigues, 2012; Calgaroto et
al. 2010). A toxidez de Hg pode causar retardo nos fotossistemas e na cadeia de transporte de
elétrons, além de poder causar o blogueio da corrente transpiracional, devido a tendéncia de
acumular-se no sistema radicular, interrompendo o fornecimento de agua e nutrientes as
gramineas pela reducdo do diametro e formacdo de caloses nos tubos crivados do xilema,
impedindo ou reduzindo a passagem de &gua e nutrientes (AbdElgawad et al. 2020; Chen et al.
2012).

O estresse oxidativo provocado pelo Hg nas plantas resulta na formacdo de EROs,
formacao influenciada pelos fotossistemas, cadeia de transporte de elétrons e respiracao celular
principalmente, que podem danificar lipidios, proteinas e acidos nucleicos, levando a um
comprometimento da funcdo celular e, eventualmente, a morte celular. As plantas possuem
sistemas antioxidantes naturais que ajudam a mitigar esses danos, mas a presenca de Hg pode
sobrecarregar esses sistemas, especialmente em solos altamente contaminados, além de
influenciar e competir na absorcdo de nutrientes essenciais para a ativacdo enzimatica. 1sso
compromete a capacidade das plantas de crescer e se desenvolver adequadamente, reduzindo

sua eficacia em processos como a fitoestabilizacdo (Gill e Tuteja, 2010).

A fitoestabilizacdo de Hg € um processo dependente da interacdo da planta com o
contaminante. Determinadas plantas possuem alguns mecanismos de tolerancia que lhes
permite acumular Hg no sistema radicular e transporta-lo a parte aérea ou somente acumulé-lo
no sistema radicular (Azevedo e Rodrigues et al. 2012; Cobbette e Goldsbrough, 2002). Tais

espécies de planta podem alterar a rizosfera através da liberacdo de exsudados que complexam
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0 Hg, diminuindo a sua biodisponibilidade. Esses processos relacionam-se com condigdes de

textura, pH e matéria organica do solo (Riyazuddin et al. 2022).

A utilizacdo de praticas agricolas, como a adicdo de matéria organica e corre¢des de pH
complementam a fitoestabilizacdo, aumentando a imobilizacdo do metal no solo (Natasha et al.
2020). Produtos organicos tais como biochar tém sido utilizados para contribuir na remediacéo
de solos contaminados com Hg e manter a vegetacdo permanentemente, principalmente em
locais que sofreram com processos erosivos. O biochar pode melhorar a capacidade de troca
cationica do solo, alterando suas propriedades quimicas e aumentando a fertilidade por meio de
uma maior disponibilidade de nutrientes para as plantas (Sanchez-Reinoso et al. 2019).
Algumas espécies de plantas tolerantes a estresses ambientais, podem desenvolver com
eficiéncia seu sistema radicular na &rea contaminada, resultando em maior agregacao do solo e
estabilizacdo do contaminante. Entretanto, espécies com maior capacidade vegetativa e

tolerantes ao Hg ainda estdo sendo descobertas (Cristaldi et al. 2017).

2.2.4 Classificagéo das plantas quanto a tolerancia aos elementos potencialmente toxicos

As plantas podem ser classificadas em quatro grupos distintos quanto a absorcéo e
tolerancia aos EPTSs: (1) as plantas bioindicadoras absorvem os contaminantes de maneira que
a concentracdo na folha reflete a do solo, a tal ponto que a fitotoxicidade do elemento provoca
paralisacdo no seu desenvolvimento e a leva a morte; (2) plantas normais morrem devido a sua
susceptibilidade a fitotoxicidade do contaminante; (3) plantas exclusoras podem se desenvolver
em solos com uma série de contaminantes disponiveis, até o mecanismo de controle da absorcéo
falhar e permitir a absorcéo desregulada, levando a planta a morte por toxidez. Essas plantas
acumulam EPTs preferencialmente na raiz, com transporte limitado a parte aérea; e (4) plantas
hiperacumuladoras podem tolerar condigdes excepcionais, suportando altas concentra¢des do
contaminante, acumulando EPTSs preferencialmente na parte aérea (Awa et al. 2020; Rabélo et
al. 2021).

Espécies vegetais que crescem em solos ricos em metais, como solos de areas
mineradas, desenvolveram mecanismos Unicos de sobrevivéncia que lhes conferem uma
vantagem seletiva nesses ambientes (Silva et al. 2022; Patra et al. 2004). Essas adaptagdes
podem incluir mudancas na expressao génica, modificacdes na estrutura da parede celular e o

desenvolvimento de simbiontes microbianos que auxiliam na detoxificacdo de metais
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(Kosakivska et al. 2020). O estudo dessas plantas amplia 0 conhecimento sobre a evolucéo
vegetal. Silva et al. (2022) plantaram B. decumbens em rejeitos de mineracdo e, apesar das
alteracdes no seu estado ecofisioldgico, a planta pode se desenvolver em condigdes adversas,
visto que normalmente é possivel encontrar tal espécie crescendo espontaneamente em areas de
rejeito. Contudo, a revegetacdo é, geralmente, funcional apenas em condicBes de baixas
concentracdes de contaminantes no solo, sendo a B. decumbens planta candidata a mais estudos
(Awa et al. 2020; Patra et al. 2021).

A revegetacdo com plantas fitoestabilizadoras estabelece uma cobertura vegetal que
previne a disseminagdo do contaminante no perfil do solo, por lixiviacdo, eroséo ou
escorrimento superficial, promovendo a sua baixa mobilidade e biodisponibilidade. Plantas
destinadas a revegetacdo de areas contaminadas devem apresentar tolerancia ao contaminante
e restringir seu transporte a parte aérea. Essa restricdo na absorcao e transporte do contaminante
pode ser estimada por meio dos fatores de bioconcentracdo (FBC) e translocacdo (FT). O
processo de fitoestabilizacdo de Hg deve apresentar FBC e FT inferior a 1, para que 0 processo

mantenha o Hg estabilizado no solo (Buscaroli, 2017).

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa, desenvolvida na Universidade Federal de Lavras, foi dividida em duas
partes: a primeira contou com um teste de germinacdo das sementes e foi desenvolvida no
Laboratério Central de Pesquisa em Sementes (LCPS) e a segunda com o desenvolvimento do
experimento em casa de vegetacdo, no Departamento de Ciéncia do Solo (DCS).

3.1 Teste de germinacao

Para a montagem do experimento foram utilizadas caixas tipo gerbox previamente
esterilizadas, utilizando como substrato papel mata-borrdo umedecido na proporgéo de 2,5
vezes a massa seca do substrato (BRASIL, 2009). A contaminacdo foi realizada com base no
peso seco do substrato, iniciando-se pela dose mais elevada e, através de diluicdo, as demais

doses.

Apdbs a contaminacdo do substrato, procedeu-se com a semeadura, sendo adicionadas

em cada caixa gerbox 50 sementes. Posteriormente, as caixas foram armazenadas em
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incubadora de BOD (Biochemical Oxygen Demand) com fotoperiodo de 12 horas de escuro e
12 horas de luz (1500 lux) e temperatura de 25 °C (BRASIL, 2009).

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, cujas sementes de
Brachiaria decumbens cv. Basilisk foram expostas a seis doses de Hg (0; 1,2; 7,2; 21,6; 43,2 €
86,4 mg L* de solugdo), na forma de cloreto de HgCl, totalizando seis tratamentos com quatro

repeticdes.

A duracéo do teste foi de 21 dias, de acordo com o recomendado para a espécie (Brasil,
2009). Durante a conducdo do ensaio, as sementes foram submetidas as avaliagOes de
porcentagem de germinacdo, mensuracdao do comprimento radicular e aéreo das plantulas,
indice de velocidade de germinacédo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG) e incerteza de
germinacgdo (IG). Apos a coleta do experimento, a expressao de enzimas que atuam no sistema

antioxidante, no ciclo do acido citrico e no metabolismo de lipideos foram mensuradas.

3.1.1 Porcentagem de sementes germinadas e avaliacdo do comprimento das plantulas

As contagens do nimero de sementes germinadas foram realizadas aos 7, 14 e 21 dias.

Apos o término, foi calculada a porcentagem de germinacao de acordo com a férmula a seguir:
N
G(%) = (?) «100

Onde G ¢é a porcentagem de sementes germinadas; N é o nimero de sementes

germinadas em cada repeticdo; T € o total de sementes por repeticéo.

O comprimento da parte aérea e do sistema radicular foi mensurado utilizando plantulas
normais, aos 21 dias. Para a parte aérea, a mensuracao foi feita do colo até a extremidade da
folha completamente expandida e, para o sistema radicular, a mensuracéo foi realizada do colo

até a extremidade do sistema radicular.

3.1.2 Calculo do indice de velocidade de germinacao (IVG)

Para o célculo do IVG, as avaliacGes foram realizadas a cada dois dias, contados a partir
da semeadura ateé o dia da Ultima contagem do teste de germinacgéo (21 dias). Para calcular o

IVG, foi empregada a formula proposta por Maguire (1962):
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_ E1+E2+--+En

IVG =
N1+N2+---+Nn

Em que IVG é o Indice de Velocidade de Germinagio; En representa o nimero de
sementes normais germinadas a cada 2 dias; Nn representa 0 nimero de dias ap6s a primeira

semente germinada, até o término do teste de germinagéo.

3.1.3 Célculo do tempo médio de germinacdo (TMG)

Para o céalculo do TMG foi empregada a formula proposta por Labouriau (1983):

> NixTi

TMG= S NI

Em que TMG é o tempo médio de germinacdo; Ni é o nimero de plantulas normais
contabilizadas no intervalo, entre cada contagem, a cada dois dias ap6s a germinacdo das

primeiras sementes; Ti € o tempo decorrido entre o inicio da germinacéo e a i-ésima contagem.

3.1.4 Calculo da incerteza de germinacao (1G)

Para o célculo da IG foi empregada a formula proposta por Labouriau e Valadares
(1976):

k
IG=— ) (fi x In(fi)
2

Em que IG é a incerteza da germinacdo; fi é a razdo de sementes germinadas em cada
intervalo de tempo pelo numero total de sementes germinadas; k é o nimero total de intervalos

de tempo observados; In é o logaritmo natural.

3.1.5 Avaliacéo das atividades enzimaticas

Apos a coleta, sementes e plantulas foram maceradas em almofariz na presenca de
polivinilpirrolidona (PVP) e nitrogénio liquido. Amostras de 100 mg foram separadas e

armazenadas em ultrafreezer (-86 °C) até 0 momento da extracéo.
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Para determinacdo das atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), esterase (EST, EC 3.1) e malato desidrogenase (MDH,
EC 1.1.1.37), foram adicionados 250 puL de tampao de extragdo contendo cloridrato de tris (Tris
HCIl)apH 8,0 ¢ 0,1 % de B-mercaptaenol. Para determinacdo da atividade da enzima peroxidase
(PO, EC 1.11.1.7), foram adicionados 250 pL de tampao de extra¢ao contendo fosfato de sddio
bibasico a 0,034 M, sacarose a 0,2 M, PVP, ditiotreitol (DTT) a 0,003 M, &cido ascorbico a
0,0057 M, borato de sodio a 0,0025 M, polietilenoglicol 6000 (PEG) e 0,2 % de f-

mercaptaenol.

As amostras permaneceram em contato com a solucdo de um dia para o outro (18h) e
posteriormente foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. Do sobrenadante, 60
pL foram retirados com posterior aplicacdo em gel de poliacrilamida 7,5% (gel separador) e
4,5% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi efetuada a 150 volts por 6 horas.
Terminada a corrida, os géis foram revelados conforme metodologia descrita por Alfenas
(2006).

A interpretacdo dos resultados foi baseada na analise qualitativa dos géis de eletroforese,
levando-se em consideracdo a presenca ou auséncia, bem como a intensidade de cada uma das
bandas eletroforéticas em cada sistema enzimatico avaliado. Para cada enzima foram analisados
quatro geéis, representando quatro repeticfes. Para a analise quantitativa das bandas presentes
nos géis foi utilizado o software de analise de imagens ImageJ (Rasband, 1997), onde a

intensidade das bandas foi quantificada em pixel e convertida em porcentagem (%).

3.2 Experimento em casa de vegetagao

O solo utilizado foi o horizonte C de um Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico tipico
(Santos et al. 2018), coletado na camada de 2,5 a 3 m, no campus da Universidade Federal de
Lavras (21°14°09,1°" S e 44°58°28,3>* W). A classe de solo escolhida foi devido a esta ser a
classe de solo mais comum no Brasil. Foi escolhido o horizonte C deste solo em fun¢do das
areas contaminadas apresentarem horizontes subsuperficiais expostos, resultante da erosédo e
revolvimento de camadas superiores. O solo foi passado em peneira com malha de 2 mm de
abertura de e seco ao ar. Em seguida, foram retiradas trés amostras compostas para
caracterizagdo fisica e quimica do solo. Para fertilizacéo e verificacdo de eventual contaminacao
do solo com Hg foram realizadas previamente analises quimicas para determinar a concentracao

de Hg e o teor de nutrientes do solo. O pH foi medido em agua; Ca, Mg e Al foram determinados
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utilizando extrator de KCI 1 mol L; P remanescente foi determinado utilizando solucéo de
CacCl; contendo 60 mg L de P; S foi determinado por extrator de fosfato monocélcico em cido
acetico; K, Na, Fe, Zn, Mn e Cu foram determinados utilizando extrator Mehlich 1; H+Al foi
determinado em solugdo tamp&o SMP; B foi determinado em extrator de agua quente; matéria
orgénica foi estimada por oxidagdo com dicromato de s6dio em &cido sulfdrico e o Hg foi

determinado pelo método de digestdo acida em forno de micro-ondas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Propriedades quimicas e fisicas do Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico

tipico, horizonte C.

Parametro Unidade Valor
pH (agua) - 5,6
K mg dm 11,16
P mg dm 0
Na mg dm- 9
Ca cmolc dm?3 0,8
Mg cmolc dm3 0,23
Al cmolc dm 0,1
H+AI cmolc dm® 1,3
Soma de Bases cmolc dm 1,06
CTC a pH natural cmolc dm 1,16
CTCapH?7 cmolc dm3 2,36
Saturacao por bases % 44,86
Saturacao por aluminio % 8,62
Matéria Organica do solo dag kg 0,18
P-Remanescente mg dm 10,7
Zn mg dm 1,6
Fe mg dm 14,3
Mn mg dm- 1,2
Cu mg dm 0,21
B mg dm 0,06
S mg dm- 3,2
Hg mg kg 0,030
Areia % 41
Silte % 22
Argila % 37
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Foram adicionados aos vasos 5 kg de solo e, em seguida, foi realizada a adubacéo de
plantio com 80 kg ha de P,Os utilizando fosfato dipotassico; 80 kg ha* de KO utilizando
fosfato dipotassico e cloreto de potassio e 20 kg ha* de S utilizando sulfato de magnésio, em
todas as parcelas, seguindo as recomendacdes de Cantarella et al. (2022). Apds a adubacéo, o
solo foi revolvido para homogeneizagdo. Em seguida, o solo permaneceu incubado por 30 dias,
mantendo-se a umidade do solo ao redor de 60 %. Decorridos 30 dias, a aplicacéo das doses de
Hg (utilizando HgCIy) foi realizada, seguindo a recomendacdo da I1SO 11.269-2, utilizando
diluicdo em agua para melhor distribuicdo do Hg no solo (ISO 2012).

O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos casualizados, onde a Brachiaria
decumbens cv. Basilisk foi exposta a seis doses de Hg (0; 1,2; 7,2; 21,6; 43,2 e 86,4 mg kg™ de
solo), totalizando seis tratamentos com quatro repeti¢coes. As doses de Hg foram determinadas
da seguinte forma: as quatro primeiras doses foram determinadas com base na literatura (Lima
et al. 2019; Lima et al. 2020), a quinta dose foi determinada a partir da multiplicacdo da quarta

dose por dois e a sexta dose foi determinada a partir da multiplicagéo da quinta dose por dois.

O plantio foi realizado um dia apds a contaminagéo do solo com Hg. Apos a germinacao
e emergéncia, foi realizado o desbaste deixando apenas seis plantas por vaso. Apds 30 dias da
emergéncia foi realizada uma adubagio com nitrogénio (40 kg ha™ de N utilizando nitrato de
amonio); aos 70 dias apos a adubacdo nitrogenada, foi realizada mais uma aplicacdo de N e
uma aplicacéo de K (40 kg ha de N utilizando nitrato de améonio e 30 kg ha* de K20 utilizando
cloreto de potéssio), afim de ndo comprometer o desenvolvimento das plantas (Cantarella et al.
2022). As plantas foram cultivadas por 150 dias.

Um dia antes da colheita, foi contabilizado o nimero de perfilhos e de folhas, mensurado
o teor de clorofila e as variaveis fotossintéticas. Apds a coleta das plantas foram avaliadas a
massa fresca e seca de raizes e parte aerea, concentracao de Hg e o teor de nutrientes nas raizes

e na parte aérea e o teor disponivel e semi-total de Hg no solo.

3.2.1 Determinacéo da concentracdo de mercurio no solo

Para determinar a concentracdo semi-total de Hg no solo foi utilizado o método de
digestéo acida em forno de micro-ondas. O solo foi coletado ao final do experimento e seco em
temperatura ambiente até atingir massa constante. Apds a secagem foi passado em peneira de

2 mm de abertura de malha e, em seguida, as amostras de terra fina seca ao ar (TFSA) foram
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maceradas em almofariz de agata a fim de que o material passasse em uma peneira de 150 pum
de abertura. Amostras de 0,25 g foram transferidas para tubos de teflon, adicionando-se 5 mL
de &cido nitrico concentrado. Os tubos contendo as amostras foram selados hermeticamente e
levados ao forno digestor de micro-ondas onde a temperatura foi elevada para 175 °C por 10
minutos, a pressao de 4,42 atm. Apoés a digestdo, as amostras ficaram em repouso até esfriar e,
em sequéncia, adicionou-se o volume de 5 mL de agua ultrapura e procedeu-se com a filtragem.
Apos a filtragem, o conteudo dos tubos de teflon foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e
ajustado o volume para 50 mL com &gua ultrapura (Silva et al. 2009; Penha et al. 2017; USEPA,
2007). Para o controle de qualidade, trés brancos e trés amostras certificadas de solo seco e
pulverizado (Montana soil 2 - NIST SRM 2711A) foram digeridas para garantia de precisao
dos procedimentos analiticos. O Hg foi determinado por espectrometria de massa com plasma

indutivamente acoplado (ICP-MS).

Para determinac&o do teor disponivel de Hg no solo, amostras de 10 cm? foram coletadas
e colocadas em um frasco Erlenmeyer de 125 mL com 100 mL de uma solugdo Mehlich-1
(0,0125 mol L™ de &cido sulfdrico + 0,05 mol L™ de 4cido cloridrico). Os frascos foram ent&o
agitados por 5 min em um agitador horizontal a 120 rpm (Mehlich, 1953). Os extratos
decantaram por 24 h, e os sobrenadantes foram coletados para analise e determinados por ICP-
MS.

3.2.2 Avaliacdo do namero de perfilhos e folhas

O numero de perfilhos e folhas foi contabilizado no dia anterior a colheita.

3.2.3 Avaliacdo do teor de clorofila e parametros fotossintéticos

A determinacéo do teor de clorofila foi realizada utilizando-se o clorofildmetro SPAD-
502 (Soil Plant Analysis and Development). A mensuracdo foi realizada na primeira folha

totalmente expandida de cima para baixo, no dia anterior a colheita (Yang et al. 2014)

A avaliacdo de fotossintese e trocas gasosas ocorreu com auxilio do aparelho analisador
de gases infravermelho portatil (IRGA), modelo LI-6400/XT, utilizando a primeira folha
completamente expandida de cima para baixo, no dia anterior a colheita (Ramazan et al. 2021).
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O fluxo fotossintético (A), condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de
CO2 (ci) e taxa de transpiragdo (E) foram mensuradas com Densidade de Fluxo de Fotons
Fotossintéticos (PPFD) fixada em 1500 pmol m s, concentragdo de CO, na atmosfera de 400
+ 20 umol mol? CO, e condigBes naturais de temperatura e umidade. A eficiéncia de
carboxilacdo (k) foi calculada pela formula a seguir, proposta por Farquhar e Sharkey (1982):

k = Alci,

A eficiéncia instantanea de uso da agua (WUE) e eficiéncia intrinseca de uso da agua

(WUEI) foram calculadas pela razdo entre A, E e gs, de acordo com as formulas a seguir:
WUE= A/E
WUEI = A/gs,

As mensuracdes foram realizadas, no periodo da manha, das 7 as 11 horas.

3.2.4 Avaliacdo da massa fresca e seca de raizes e parte aérea

A avaliacdo foi feita apds a colheita, onde foi imediatamente pesada a massa verde das
plantas. Apos a pesagem da massa verde, as plantas foram colocadas em sacos de papel e secas
em estufa de circulagdo de ar forcado a 65 °C até massa seca constante. Posteriormente, o

material foi pesado novamente para obter a massa seca.

3.2.5 Avaliacédo da concentracdo de Hg e nutrientes nos tecidos vegetais

Apos a secagem do material vegetal em estufa a 65 °C, o material vegetal foi moido em
moinho do tipo Wiley e passado em peneira de 1 mm de abertura de malha. Para a obtencéo
das concentrac6es de Hg e dos nutrientes, foi utilizado o método de digestdo acida em forno de
micro-ondas, onde 0,1 g de amostras sélidas foram coletadas e, em seguida, foram transferidas
para tubos de teflon, adicionando-se 1 mL de &cido nitrico concentrado, onde as amostras
permaneceram incubadas em solugdo por 12 horas. Ap6s as 12 horas, 2 mL de H>O- a 30%
foram adicionados aos tubos contendo as amostras, e estes foram selados hermeticamente e
submetidos a digestdo em forno de micro-ondas, que ocorreu em trés etapas: (i) aquecimento
gradual durante 10 minutos até atingir 175 °C; (ii) manutencdo da temperatura a 175 °C por

mais 10 minutos; e (iii) resfriamento até temperatura ambiente. Ap6s o resfriamento, as
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amostras foram filtradas, transferidas para tubos falcon de 15 mL, e o volume foi ajustado para
10 mL com agua ultrapura (Benedito et al. 2025; Silva et al. 2009). Para o controle de qualidade,
trés brancos e trés amostras certificadas de folhas de espinafre (Spinach leaves - NIST SRM
1570A) foram digeridas para garantia de precisdo dos procedimentos analiticos. O Hg foi
determinado por ICP-MS.

O N foi determinado pelo método Kjeldahl (Silva et al. 2009). Os demais nutrientes
foram determinados por espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) (Khan et al. 2022).

3.2.6 Calculos relacionados a absorc¢éo e transporte de Hg

O FBC foi calculado pela razdo entre a concentracdo de Hg na parte aérea das plantas e
o teor disponivel de Hg no solo, enquanto o FT foi calculado pela razéo entre a concentracédo

de Hg na parte aérea e nas raizes das plantas (Buscaroli, 2017).

3.3 Andlise estatistica dos dados

Tanto a normalidade quanto a homoscedasticidade dos residuos foram verificadas através
dos testes de Shapiro Wilk e Bartlett antes da analise dos dados. Todos os dados foram
submetidos a analise de variancia (teste F). A comparacao das doses de Hg para B. decumbens
foi feita com anélise de regressdo utilizando o pacote ExpDes.pt v. 1.2.2 (Ferreira et al. 2014).
A selecdo dos modelos foi feita com base na significancia da analise de variancia (p<0,05) e na
significancia dos parametros do teste t de Student. A andlise estatistica foi realizada utilizando
o software estatistico R (Team, 2023). Os graficos foram criados e plotados com SigmaPlot (v.
12.5, Systat Software Inc.) e os resultados foram expressos como médias + erro padrdo da
média. Os simbolos (*) e (**) nas equacBes de regressdo representam os niveis de significancia

de 5 e 1%, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimento de germinacao
4.1.1 Porcentagem de germinacgédo da Brachiaria decumbens exposta ao mercurio

A porcentagem de germinagdo da B. decumbens foi significativamente influenciada
pelas doses de Hg (Figura 1). A porcentagem de germinacgédo foi inferior a 50% na primeira
contagem (7 dias) para as doses de 21,6; 43,2 e 86,4 mg L™ de Hg (Figura 1A). Nas doses de
1,2 e 7,2 mg Lt de Hg a porcentagem de germinagao das sementes apresentou valores proximos
ao tratamento controle. O efeito provocado pelo Hg na germinacdo das sementes apds 14 e 21
dias da semeadura foi semelhante ao observado aos 7 dias (Figuras 1B-C). No entanto,
independentemente da dose de Hg, a porcentagem de germinacao das sementes ficou acima de

50% nos dois ultimos periodos de avaliagéo.
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Figura 1 — Porcentagem de germinacéo das sementes de Brachiaria decumbens em funcéo
das doses de mercurio aos 7 (A), 14(B) e 21(C) dias ap0s a semeadura (DAS).
Resultados expressos como médias, onde as barras de erro representam o erro
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A porcentagem de germinagéo observada na dose de Hg de 1,2 mg L™ foi préxima ao

tratamento controle, indicando que doses baixas de Hg néo interferem significativamente no

processo de germinagcdo. O Hg em baixas concentracfes ndo afetou significativamente a
germinacao de sementes de Albizia lebbeck (Muhammad et al. 2014), Cajanus cajan (Patnaik
e Mohanty, 2013), Brassica napus (Rezaei et al. 2013) e Vigna radiata (Muhammad et al.
2015). O efeito do Hg depende da tolerancia do gendtipo e dos seus mecanismos para mitigar

a toxidez, respondendo de formas diferentes ao metal (Paciullo, 2016). Kalinhoff e Calderon

(2022) trabalharam com Bidens pilosa, Taraxacum officinale, Heliocarpus americanus e

Lactuca sativa, e doses de Hg de 0; 0,6; 2,0 e 4,0 mg L™, e observaram que B. pilosa e L. sativa

apresentaram alta germinacdo em condicdes toxicas, seguidas por H. americanos. No entanto,
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nas duas ultimas doses de Hg, a T. officinale ndo germinou. Tozzi et al. (2008) observaram que
em concentracdes de 100 e 200 mg L de Hg, B. pilosa e Galinsoga parviflora tiveram a
germinacdo inibida. Altas concentracfes de Hg podem causar reducao ou inibir a germinagéo
das sementes, conforme observado na Figura 1. Os mecanismos inibitérios da germinacao de
sementes e do desenvolvimento embrionario causados pelo Hg sdo pouco conhecidos, mas
sabe-se que o Hg substitui os grupos -SH das proteinas por pontes S-Hg-S, afetando as
atividades da amilase e da protease, cruciais para a germinacdo das sementes. Contudo,
gramineas e dicotileddneas apresentam tolerancia ao Hg a depender da variedade ou cultivar
(Cui et al. 2013).

Algumas espécies de gramineas, tais como trigo, podem ter maior resposta germinativa
ao Hg. Jamal et al. (2006) submeteram duas variedades de trigo (Triticum aestivum var. Blue
Silver e T. aestivum var. Punjab 85) ao Hg e observaram que a germinacéo das duas variedades
foi 80 e 70%, respectivamente, quando expostas a 25 mg L™ de Hg, superando a germinagio
do tratamento controle. Isso significa que o Hg pode provocar a quebra de dorméncia em
algumas sementes e proporcionar apenas a aceleracdo na germinacdo. Contudo, seus efeitos
deletérios refletirdo no desenvolvimento da planta, conforme constatado por outros autores
(Bae et al. 2016; Ling et al. 2010; Muhammad et al. 2015).

A interferéncia na atividade de certas enzimas, como amilases e proteases, essenciais
para a germinacéo das sementes, afeta o processo de germinagdo das sementes e 0 subsequente
crescimento do hipocoétilo e radicula, estando envolvidas na degradacdo de reservas
nutricionais, como amido e proteinas, que sdo fundamentais para o crescimento inicial da
plantula (Riyazuddin et al. 2022; Sengar et al. 2010). O efeito do Hg na B. decumbens indica
que a planta possui tolerancia ao contaminante, pois ao final do teste, observou-se que a
porcentagem de germinacéo ficou acima de 50% para a dose de 86,4 mg, enquanto a dose de
1,2 e 7,2 mg ficaram proximas ao tratamento controle. No entanto, como discutido

anteriormente, a germinacgdo ndo garante que a plantula ir& se desenvolver.
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4.1.2 indice de velocidade de germinacdo (IVG), Tempo médio de Germinacdo (TMG) e

Incerteza de germinacéo (IG) da Brachiaria decumbens exposta ao mercurio

O Hg néo influenciou significativamente os indices calculados relacionados a
germinagdo de sementes de B. decumbens, de forma que ndo houve diferengas estatisticas na

andlise de variancia (Figura 2).

Figura 2 — A) indice de velocidade de germinacéo (IVG), B) Tempo médio de germinagio
(TMG) e C) Incerteza de germinacdo (IG), em sementes de Brachiaria
decumbens em fungdo das doses de mercurio. Resultados expressos como
médias, onde as barras de erro representam o erro padrdao da media.
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Apesar dos resultados mostrados na Figura 2 ndo terem sido alterados
significativamente pelas doses de Hg, podemos inferir que o aumento do IVG nas doses
medianas de Hg associados ao menor TMG indicam aceleragao no processo de germinagéo. Tal

fato pode estar relacionado a tentativa da B. decumbens de diluir o Hg absorvido pela semente
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por meio do crescimento. No entanto, o aumento do IG indica maior incerteza quanto a
germinacao e desenvolvimento da plantula (Borghetti e Ferreira, 2004). Tais variaveis, apesar
de nédo terem sido alteradas significativamente, representaram o que foi observado durante a
conducdo do estudo, correlacionando-se com o percentual de germinagdo (Figura 1). Sob
estresse de EPTs, as sementes podem apresentar reducdo e desuniformidade de germinacgéo
devido a alteragdes no funcionamento de enzimas hidroliticas, metabolismo redox e acimulo
de Hg em pontos especificos da semente (Kranner et al. 2011). Diversos autores relatam que a
contaminacdo por EPTs tem efeito direto na germinacéo e nos indices calculados (Bezini et al.
2019; Moosavi et al. 2012; Silva et al. 2022).

4.1.3 Comprimento aéreo e radicular da Brachiaria decumbens exposta ao mercurio

O Hg néo afetou significativamente o comprimento do sistema radicular e da parte aérea
de plantulas de B. decumbens, ndo havendo diferencas estatisticas entre os tratamentos (Figura

3).

Figura 3 — Comprimento aéreo (A) e radicular (B) em plantulas de Brachiaria decumbens
em funcéo das doses de mercurio. Resultados expressos como médias, onde as
barras de erro representam o erro padrdo da média.
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A avaliacdo do comprimento do sistema radicular e da parte aérea tem sido utilizada
para estimar a toxidez induzida pelos EPTs (Sharma e Dietz, 2009). Ndo houve diferengas
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estatisticas entre as doses. No entanto, pode-se observar que houve decréscimo nos
comprimentos em funcdo do aumento das doses de Hg (Figura 3). Reducéo significativa do
eixo embrionario foi observada por Zeferino (2021), em Melanoxylon bradna exposta a doses
de Hg de 3 e 5 mmol L, onde a absorcéo de agua foi afetada significativamente na dose de 5
mmol L de Hg. Metais e metaldides como Hg, Pb e As podem interromper divisdes celulares
por causarem perturbacdes no fuso mitoético, promovendo reducdo no crescimento ou auséncia
da radicula (Liu et al. 2014; Muccifora e Bellani, 2013). As aquaporinas sdo proteinas
encontradas nas membranas que facilitam a passagem de dgua na célula por meio da formacao
de um canal (Taiz et al. 2017). O Hg atua na interrupcao da absorcéo de 4gua através da ligagédo
do metal com residuos de cisteina proximo ao poro de proteinas aquaporinas, impedindo ou
reduzindo significativamente a embebicdo da semente, afetando a germinacdo e o crescimento
(Cardoso et al. 2015). As plantas possuem mecanismos para evitar a absor¢ao do Hg, mas, no
inicio do seu desenvolvimento e durante o processo germinativo sdo susceptiveis a falta de
recursos como agua, absorvendo de forma desenfreada a solucdo do solo ou do substrato de

cultivo contendo o contaminante (Kumar e Sharma, 2020).

4.1.4 Efeito do mercurio em enzimas do sistema antioxidante, ciclo do acido citrico e do

metabolismo de lipideos em sementes de Brachiaria decumbens
4.1.4.1 Superoxido dismutase (SOD)

Resultados significativos promovidos pela exposi¢cdo das sementes ao Hg foram
observados pela analise eletroforética da enzima SOD (Figura 4). Para cada miligrama de Hg
adicionado, a atividade da enzima foi acrescida em 0,0163 % em relacéo ao tratamento controle,
onde as doses 43,2 e 86,4 mg L™ de Hg promoveram aumento de 83 e 128 %, respectivamente,
na atividade da SOD. Apenas as plantas expostas a dose de Hg de 1,2 mg L™ apresentaram

menor atividade (-14 %) em relacdo ao tratamento controle.
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Figura 4 — Atividade da enzima superoxido dismutase em sementes de Brachiaria
decumbens em funcdo das doses de mercurio. Resultados expressos como
médias, onde as barras de erro representam o erro padrdo da média.
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A SOD atua na dismutagéo do O>~ em H20> (Gil e Tuteja, 2010). De acordo com Kumar
e Sharma (2020) o Hg aumentou a atividade da SOD em sementes de Brassica juncea expostas
adose de 40 mg L de Hg. Em sementes de Triticum aestivum submetidas a toxidez por chumbo
(Pb), a atividade de SOD aumentou em 36% em comparacdo ao controle quando as sementes
foram expostas a dose de 1 g L™ (Lamhamdi et al. 2011). Quando expostas a contaminagéo por
metais, as sementes de B. decumbens podem ativar mecanismos antioxidantes ou vias de
sinalizacdo que regulam proteinas antioxidantes, resultando em uma resposta ao estresse
(Sharma e Kumar, 2015).
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Até a dose de Hg de 21,6 mg L™ é possivel especular que as sementes de B. decumbens
ndo foram afetadas pelo estresse oxidativo durante a germinacéo, visto que a SOD apresentou
até essa dose expressao considerada normal com base no tratamento controle (Gill e Tuteja,
2010; Verma e Dubey, 2003). Por outro lado, 0 aumento observado na atividade da SOD a partir
da exposicdo das sementes a doses maiores de Hg pode ser atribuido ao aumento nas
concentracdes do radical superoxido. Isto provavelmente induziu a sintese de novas proteinas
enzimaticas que atuaram na detoxificacéo celular, visto que os niveis de atividade da SOD séo
de maior relevancia na manutencdo do sistema de defesa geral das plantas submetidas ao
estresse oxidativo (Demidchik, 2015).

4.1.4.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT nas sementes de B. decumbens foi alterada significativamente pelas
doses de Hg, adequando-se aum modelo linear. A cada miligrama de Hg adicionado, a atividade
da CAT foi reduzida em 0,0042 %, onde a influéncia do Hg resultou em menor atividade
enzimatica em todas as doses em relacdo ao tratamento controle (Figura 5). As sementes
expostas a dose de Hg de 86,4 mg L foram as mais afetadas, reduzindo a atividade da enzima
em 47 % em relagdo ao tratamento controle. A atividade da CAT nas doses de Hg de 1,2; 7,2;
21,6 e 43,2 mg L™ foi reduzida em 13, 10, 24 e 9 %, respectivamente, em relagdo ao tratamento

controle.
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Figura 5 — Atividade da enzima catalase em sementes de Brachiaria decumbens em
funcdo das doses de mercurio. Resultados expressos como médias, onde as
barras de erro representam o erro padrdo da média.
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Em condic¢es de elevada toxidez por Hg, a CAT tende a ser reduzida devido a maior
afinidade do Hg com grupos tiol, reduzindo sua atividade e expressao (Chen et al. 2012; Patra,
2004).

O H20; gerado pela atividade da SOD pode ser metabolizado principalmente pela CAT
e pelo grupo das peroxidases. Como a atividade da CAT diminuiu e da PO aumentou (Figura
6), é provavel que a PO exerca atividade mais significativa e desempenhe um papel principal

na eliminacdo de H>O. em sementes de B. decumbens contaminadas por Hg (Sofo et al. 2015).

O resultado observado para a CAT esté de acordo com o relatado por Kumar e Sharma
(2020), que trabalharam com Brassica juncea e verificaram que a atividade da CAT foi reduzida
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quando as sementes da cultivar Varuna foram expostas a dose de Hg de 40 mg L. Prodanovi¢
et al (2012) observaram que a atividade da CAT reduziu drasticamente em sementes de Picea
omorika expostas a solucdo de 1 mM de cadmio (Cd). Pena et al. (2011) analisaram a atividade
da CAT em plantulas de Helianthus annuus L. expostas a cobre (Cu) e observaram que houve
declinio na atividade da CAT de 40 e 45% quando as plantulas foram expostas a 0,3 e 0,6 mg
L%, respectivamente. O declinio na atividade da CAT pode ocorrer por interferéncia do metal
na sintese enzimatica, em processos intrinsecos durante a montagem enzimatica ou pelas

reacOes catalisadas por metais de transi¢do, onde o Hg pode interferir (Zhang et al. 2009).

Como outros tecidos, as sementes contém enzimas e proteinas ligadas 8 membrana, mas
muitos tipos de sementes também acumulam proteinas como reservas de armazenamento. As
proteinas podem sofrer modificagdo oxidativa por meio de reacao direta com as EROs e também
por meio da interacdo com os produtos aldeidos da peroxidacao lipidica. Os aldeidos produzidos
por meio da peroxidacao lipidica podem iniciar reacdes de Maillard. Durante o estresse por Hg,
pode ocorrer a reacdo de agUcares redutores com proteinas ou aminoacidos, levando a formacao
de produtos de glicacdo avancada (Reacdo de Maillard) e isso pode reduzir a capacidade da

CAT de reparar danos oxidativos durante a germinacao (Kreaner e Collvie, 2011).

4.1.4.3 Peroxidase (PO)

A atividade da PO foi significativamente alterada pela exposi¢do das sementes de B.
decumbens as doses de Hg, o que resultou em aumentos de 0,0073% a cada mg kg* de Hg
adicionado. As sementes expostas as doses de Hg de 21,6; 43,2 e 86,4 mg L™ apresentaram
atividade 25, 48 e 61% superior ao tratamento controle, respectivamente (Figura 6). Nas doses
de 1,2 e 7,2 mg L, a atividade da PO aumentou em 5 e 4%, respectivamente, em relacdo ao

tratamento controle.
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Figura 6 — Atividade da enzima peroxidase em sementes de Brachiaria decumbens em
funcdo das doses de mercurio. Resultados expressos como médias, onde as
barras de erro representam o erro padrdo da média.
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A PO é encontrada nas plantas principalmente ligada a parede celular. Tais enzimas
catalisam reacdes no substrato utilizando o poder oxidante do H.O, (Campos e Silveira, 2003).
Sementes de feijdo em processo de germinacdo foram submetidas a estresse por Cd e a atividade
a PO foi maior em comparacao ao tratamento controle (Rossi e Lima, 2001). Aos 30 dias ap6s
a germinacdo, Phragmites australis apresentou atividade elevada da PO exposta as
concentragdes de Cd de 100, 500 e 1000 mg kg™ (Bouchama et al. 2023). As gramineas tém
como mecanismo de defesa contra EPTs a fixacdo do metal na parede celular para reduzir a
toxidez do Hg (Rodrigues et al. 2016). Portanto, a maior atividade da PO sugere que a B.
decumbens acumula o Hg na parede celular (Freitas et al. 2024).
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4.1.4.4 Esterase (EST)

A atividade da EST em sementes de B. decumbens foi alterada de maneira significativa
pelas doses de Hg (Figura 7) adequando-se a um modelo quadratico. O ponto maximo da funcéo
foi definido em 52,50 mg kg™ de Hg, sendo este o limite até que a atividade da enzima decaisse.
O aumento da atividade da EST nas doses de Hg de 1,2; 7,2; 21,6; 43,2 e 86,4 mg L foi de 42,
51, 68, 79 e 82%, respectivamente, em comparagdo com o tratamento controle.

Figura 7 — Atividade da enzima esterase em sementes de Brachiaria decumbens em
funcdo das doses de mercdrio. Resultados expressos como médias, onde as
barras de erro representam o erro padrdo da média.
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A EST catalisa a conversdo de ésteres carboxilicos em acidos e alcoois bioativos,

hidrolisa ésteres de acidos graxos de cadeias curtas, desempenhando um papel no metabolismo
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de lipidios simples (Rudakova et al. 2016). A necessidade de disponibilizacdo de reservas para
gue a semente possa germinar mais rapidamente em concentragdes elevadas de Hg pode ter
influenciado na maior expressdo dessa enzima, uma vez que a EST estd envolvida no

catabolismo de lipideos durante o processo de germinacdo (Theodoulou e Eastmond, 2012).

Os danos causados pela peroxidacao lipidica também podem explicar 0 aumento na
expressao de EST, ja que a enzima pode atuar na hidrélise de lipidios oxidativos e contribuir

para a regeneracdo das membranas celulares danificadas (Kosakivska et al. 2020).

4.1.4.5 Malato desidrogenase (MDH)

Resultados significativos foram observados para a atividade da MDH, onde a exposi¢ado
das sementes de B. decumbens as doses de Hg resultaram em aumento maximo da atividade de
MDH na dose de 60 mg kg™ de Hg, decaindo a partir desse ponto (Figura 8). A atividade da
MDH nas doses de Hg de 1,2; 7,2; 21,6; 43,2 e 86,4 mg L aumentou em 30, 37, 90, 113 e

125%, respectivamente, em relagéo ao tratamento controle.

A MDH atua na respiragédo celular, no Ciclo de Krebs, catalisando a regeneragédo de
oxaloacetato, o qual posteriormente reage com acetil-CoA para um novo ciclo. A reagédo gera
energia através da reducdo de NAD a NADH, sendo isso vital para a produgédo de energia na
forma de ATP (Nelson e Cox, 2014; Taiz et al. 2017).

A maior atividade da MDH em funcdo das doses de Hg pode ser explicada pela
necessidade de energia para crescimento e para atenuacao da toxidez de Hg durante o processo
de germinacdo (Huang et al. 2017; Sew et al. 2016). Tal requerimento pode ser observado pela
maior atividade da SOD (Figura 4), PO (Figura 6) e EST (Figura 7), as quais correlacionaram-
se com 0 IVG e TMG (Figuras 2A-B), onde as doses mais elevadas de Hg resultaram em maior
IVG e menor TMG. Para que isso ocorra hd maior necessidade de energia para que 0 processo
germinativo seja acelerado, a fim de atenuar ou diluir a toxidez por Hg pelo crescimento, e
quando isso ndo acontece, a plantula desenvolve-se atrofiada ou ha limitagdo na protusdo da
radicula.
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Figura 8 — Atividade da enzima malato desidrogenase em sementes de Brachiaria
decumbens em funcdo das doses de mercurio. Resultados expressos como
médias, onde as barras de erro representam o erro padrdo da média.
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4.2 Experimento em casa de vegetacao

4.2.1 Teores de mercdrio no solo, nos tecidos vegetais e a sua relagdo com os fatores de
acumulacao (FBC e FT).

A concentracdo de Hg na parte aérea da B. decumbens néo foi afetada significativamente
pelas doses de Hg (Figura 9A). A concentracdo de Hg no sistema radicular da B. decumbens
aumentou linearmente com a exposi¢do ao Hg, com a maior concentracdo observada na dose
de 43,2 mg L de Hg (Figura 9B).

A maior concentracdo de Hg no sistema radicular, principalmente nas doses entre 7,2 e

43,2 mg L indicam que as plantas acionam mecanismos para retengdo do Hg no sistema



45

radicular, impedindo seu transporte para a parte aérea da B. decumbens. Na presenca de
elevadas doses de Hg, as plantas exclusoras, como sdo classificadas as gramineas, tendem a
reter o Hg na parede celular. As cargas negativas presentes na parede celular, devido a presenca
de grupos carboxilicos, funcionam como locais de ligacéo e troca de cations di e polivalentes
(Rodrigues et al. 2016). A maior concentragéo de Fe no sistema radicular (Figura 15C) pode
ser outro fator que auxilia na fixacdo do Hg nas raizes. O Fe tende a formar placas metalicas
carregadas negativamente, facilitando a ligacdo de cétions, retendo o Hg?* (Azevedo e
Rodrigues, 2012; Boening, 2000).

Os calculos do FBC e FT foram realizados para as doses de Hg de 1,2 a 43,2 mg kg
(Figura 10A-B). A toxidez imposta pela dose de 86,4 mg kg™ culminou na morte das plantas
de B. decumbens, impossibilitando o célculo. Para o FBC, foram observados valores acima de
1 para as doses de Hg de 1,2 e 7,2 mg kg™, enquanto para as demais doses os valores ficaram
abaixo de 1. O FT apresentou valor acima de 1 apenas para a dose de Hg de 1,2 mg kg™. Na
dose de Hg de 1,2 mg kg, ambos fatores apresentaram valores acima de 1 (Figura 10A-B).
Com base no modelo matematico, o valor de FBC encontrado foi 18,56 mg kg™ de Hg (Figura
9A). Da mesma forma, o modelo matematico de FT apresentou um valor de 2,70 mg kg™ de
Hg (Figura 9B).

O valor obtido para FBC indica que até ao limite de 18,56 mg kg™ de Hg no solo, a B.
decumbens é capaz de absorver e translocar pequenas propor¢des de Hg para a parte aérea (FBC
> 1), conforme ilustrado na Figura 10A. No entanto, em concentragdes superiores a 18,56 mg
kg™ de Hg (FBC < 1), observa-se crescimento na concentragdo do Hg no sistema radicular das
plantas (Figuras 9B e 10A). Para o FT, o limite encontrado de 2,70 mg kg™ do metal (FT > 1),
indica que a B. decumbens pode translocar maiores proporc6es de Hg para a parte aérea em
menores concentracdes do metal no solo (Figura 10B). Acima do limite de FT (FT < 1), o Hg
é retido preferencialmente no sistema radicular de B. decumbens (Figuras 9B e 10B) (Buscaroli,
2017).

Trabalhando com plantas de milho, Tang et al. (2023) observaram que em
concentragdes de Hg de 40 mg L, houve maior acimulo de Hg no sistema radicular, com
valores de FBC abaixo de 0,02, compativel com o observado no presente estudo. Os autores
reportam que, em tratamento de curta duracdo na mesma dose de Hg, o FT ficou acima de 1.
Huang et al. (2008) relataram que o FBC ficou abaixo de 1 para a cultura do trigo exposta a

solo contaminado com cerca de 0,2 mg kg de Hg.
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As observacdes para FT na dose de Hg de 1,2 mg kg™ indicam que em condices de
menores concentra¢des de Hg no solo a B. decumbens atua como fitoextratora. No entanto, em
doses de Hg iguais ou superiores a 7,2 mg kg™, a B. decumbens atua como fitoestabilizadora,
retendo a maior parte do Hg absorvido nas raizes, o que é desejavel para a revegetacdo e

estabilizacéo do solo contaminando.

Figura 9 — A) Teor de mercurio na parte aérea (HGPA), B) Teor de mercurio no sistema
radicular (HGSR), C) Teor de mercurio total no solo (HGT) e D) Teor de
mercario disponivel no solo (HGD), em funcdo das doses de mercurio
aplicadas. Resultados expressos como medias, onde as barras de erro
representam o erro padrdo da media.

1.6 (A) 8 ®B)
y = 0,46+0,14x
o~ L4 4 R2=96%*
012 % = 169
2 1.0 - %:’
N L)
<08 1 47
@) [
T 0,6 %
%
0.4 ; ooc
0,2
0 4
0,0 :
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
14 (©) 5 (D)
5 Y AT 15608 y =-0.1667+0,0495x
< 1 R*=0,98%* 4 R2=0,98%*
10 -

w

HGD (mg kg'])
[38]

[§9)
L
—

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Dose de Hg (mg kg™) Dose de Hg (mg kg™)



47

Figura 10 — A) Fator de bioconcentracdo (FBC) e B) translocagéo (FT), para plantas de
Brachiaria decumbens em funcédo de doses de mercurio. Resultados expressos
como médias, onde as barras de erro representam o erro padrdo da média.
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4.2.2 Efeito do mercurio nas variaveis produtivas

O numero de perfilhos, nimero de folhas, massa aerea fresca e seca e a massa seca do
sistema radicular ndo foram influenciadas significativamente pelas doses de Hg (Figuras 11A-
D).

A massa fresca radicular foi alterada significativamente pela adi¢cdo de Hg, adequando-
se a um modelo linear onde a cada miligrama de Hg acrescido, a massa era reduzida em 0,36 g
(Figura 11D).

A reducdo linear da massa fresca do sistema radicular esta associada a toxidez do Hg.
A reducdo da biomassa ocorreu de acordo com a elevacdo da dose, chegando a um ponto
extremo na dose de Hg de 86,4 mg kg™, onde ocorreu a morte de todas as plantas. O Hg causou
reducéo da biomassa em Jatropha curcas em doses de 20, 40 e 80 mg L de Hg, afetando o
desenvolvimento da planta (Negrete et al. 2016). Sahu et al. (2012) relataram que a
concentracgdo de 5 mg L de Hg reduziu significativamente o peso fresco do sistema radicular

de Triticum aestivum. A reducdo observada pelos autores na biomassa da planta foi de 30%.

Gramineas sdo classificadas como plantas exclusoras, tendendo a fixar 0 Hg no sistema
radicular como medida de protecdo. O excesso de Hg leva a danos oxidativos nas células

radiculares, causando peroxidagéo de lipidios e danos nas membranas celulares, alterando sua
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funcdo e integridade. Além disso, o Hg é relatado como potencial causador da reducéo de
processos de divisao e alongamento celular, o que reduz o crescimento das raizes (Chen et al.
2012; Patra et al. 2004).

Figura 11 — A) Numero de perfilhos, B) Numero de folhas, C) Massa fresca e seca da
parte aérea (MFA, MSA) e D) Massa fresca e seca radicular (MFR e MSR),
de Brachiaria decumbens em fungdo das doses de mercario no solo.
Resultados expressos como médias, onde as barras de erro representam o erro
padrdo da média.
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4.2.3 Efeito do mercudrio na concentracdo de nutrientes nos tecidos vegetais de Brachiaria

decumbens

A concentragdo de nutrientes nos tecidos de B. decumbens n&do foi influenciada

significativamente pelas doses de Hg, com poucas exceg¢des (Figuras 12-15). Apenas o Cu no
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sistema radicular foi significativamente afetado pelas doses de Hg (Figuras 15B), observando-

se menores concentragdes em funcdo do aumento das doses de Hg.

As variacGes na absorcao de nutrientes em plantas expostas a EPTs tem sido relatada
em ambientes contaminados (Ahmad et al. 2011; Boechat et al. 2016). A reducéo linear do Cu
no sistema radicular esta relacionada a competicdo do Hg com micronutrientes pelos sitios de
absorcdo (Figura 15B). O Hg é absorvido por transportadores da familia ZIP de baixa afinidade,
0S mesmos que transportam Cu, Zn, Fe e Mn (Natasha et al. 2020). Dependendo da sua
biodisponibilidade no solo, o0 Hg pode causar, além da competi¢cdo, o maior acimulo de Fe no
sistema radicular (Figura 15C), o que se traduz em uma maior absorcéo deste metal bem como

de Hg, resultando na menor absor¢éo de Cu (Chen et al. 2012; Azevedo e Rodrigues, 2012).
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Figura 12 — Concentracdo de nitrogénio (A), fésforo (B), potassio (C), célcio (D),
magnésio (E) e enxofre (F) na parte aérea de Brachiaria decumbens em
funcdo das doses de mercdrio no solo. Resultados expressos como médias,
onde as barras de erro representam o erro padrdo da média.
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Figura 13 — Concentracao de boro (A), cobre (B), ferro (C), manganés (D) e Zinco (E) na
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Figura 14 — Concentracdo de nitrogénio (A), fosforo (B), potéssio (C), calcio (D),
magnésio (E) e enxofre (F) no sistema radicular de Brachiaria decumbens em
funcdo das doses de mercdrio no solo. Resultados expressos como médias,
onde as barras de erro representam o erro padrdo da meédia.
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Figura 15 — Concentracao de boro (A), cobre (B), ferro (C), manganés (D) e Zinco (E) no
sistema radicular de Brachiaria decumbens em func¢do das doses de mercurio
no solo. Resultados expressos como médias, onde as barras de erro
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4.2.4 Efeito do mercdrio no teor de clorofila, fluxo fotossintético, concentracdo interna de CO>

e trocas gasosas.

Resultados significativos foram observados para o teor de clorofila. O efeito das doses
de Hg nas plantas de B. decumbens influenciaram negativamente o teor de clorofila, onde a
cada miligrama de Hg, o teor de clorofila foi reduzido em 0,14 unidades SPAD (Figura 17A).
A dose de Hg de 43,2 mg kg™ foi a mais afetada, sofrendo reducdes dos teores de clorofila em

25% em relagdo ao tratamento controle.

Cargnelutti et al. (2006) observaram que a reducdo do teor de clorofila aumentou de
acordo com a elevacdo da dose de Hg em Cucumis sativus. Sitarska et al. (2023) mostraram
que durante a exposicdo ao Hg, Salvinia natans apresentou os menores teores de clorofila em
relacdo ao tratamento controle. O Hg livre no citosol danifica as organelas, causando danos ao
aparato fotossintético (Shiyab et al. 2009). Conforme apontado por Chen et al. (2008), o Hg
causou perda da forma celular, diminuicé@o dos espacos intercelulares e encolhimento do feixe
vascular em Pteris vittata, além da reducdo significativa do nimero de cloroplastos quando

exposta por sete dias a uma dose de Hg de 16,7 mg kg™.

E relatado na literatura que o Hg causa danos aos cloroplastos, afetando diretamente a
fotossintese da planta (Chen et al. 2009). No entanto, os resultados do teor de clorofila obtidos
indicam que a B. decumbens pode limitar o transporte de Hg a parte aérea da planta, retendo-o
no sistema radicular, possivelmente através de mecanismos como a reducdo da concentracdo
no citosol por quelagdo, compartimentalizacdo no vacuolo e fixagdo do Hg na parede celular
das raizes (Chen et al. 2012; Rodrigues et al. 2016). Em resumo, o teor de clorofila foi pouco

afetado, no entanto, o fluxo fotossintético foi reduzido significativamente.

As doses de Hg influenciaram significativamente o fluxo fotossintético da B. decumbens
(Figura 17B), onde a cada miligrama de Hg adicionado ao solo, o fluxo fotossintético foi
reduzido em 0,65 pmol CO2 m? s, As plantas expostas a dose de 43,2 mg L™ de Hg sofreram
a maior reducdo no fluxo fotossintético, estando proxima a 88% em comparacao ao tratamento

controle.

O estresse por Hg pode inibir a atividade da protoclorofilida oxidorredutase, que é
responsavel pela sintese da clorofila (Lenti et al. 2002). De acordo com Tang et al. (2023), o
Hg causou reducdes significativas nos contetdos de clorofila a e b em 49% e 28%,
respectivamente, em plantas de Zea mays. Os autores relataram ainda que o Hg, em conjunto

com estresse hidrico imposto a cultura, causou a desintegracdo dos cloroplastos. Deng et al.
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(2013) observaram que o teor de clorofila a e b foi reduzido pela exposicédo de plantas de

Microsorum pteropus ao Hg.

O Hg pode substituir elementos como Mn, K e Mg em determinadas estruturas, sendo o
Mg essencial para que o processo fotossintético ocorra. A competicdo do Hg com o Mg pode
substitui-lo na molécula de clorofila, provocando sua inativacdo e subsequente destruicdo
(Azevedo e Rodrigues, 2012; Chen et al. 2012; Gupta e Chandra, 1998), resultando em menor

capacidade fotossintética nas plantas de B. decumbens.

A concentragdo interna de CO: variou significativamente conforme as doses de Hg
aplicadas (Figura 17C). A cada miligrama de Hg adicionado ao solo, a concentracdo interna de
CO: foi reduzida em 7,52 pmol CO2 mol™ ar®. A dose de 43,2 mg L resultou em uma redugio
de 76%, enquanto as demais doses causaram diminuigdes de 20 a 22% em comparagdo ao
controle (Figura 17C). A condutancia estomatica também foi afetada de forma significativa,
apresentando uma queda de 91% na dose de 43,2 mg L ™!. As doses de 1,2; 7,2 e 21,6 mg L' de
Hg foram reduzidas em 50, 78 e 81%, respectivamente (Figura 17D). Quanto a transpiragéo, a
presenca de Hg impactou as trocas gasosas, com uma reducgao de 0,02 mol H:O m™= s™! para
cada miligrama de Hg adicionado (Figura 17E), o que representa uma queda significativa nas
trocas gasosas da planta, influenciando negativamente o processo fotossintético e o crescimento

da planta.

De acordo com o decréscimo do fluxo fotossintético e a concentracdo intercelular de
CO>, provocado pela influéncia do Hg nas trocas gasosas das plantas, a eficiéncia de
carboxilacdo, parametro relacionado a capacidade da enzima Rubisco (Ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase) de fixar o didéxido de carbono (CO:) durante o processo de fotossintese
(Taiz et al. 2017), também foi significativamente reduzida. A cada miligrama de Hg adicionado
ao solo a eficiéncia de carboxilagio foi reduzida em 0,02 pmol CO2 m2 s Pa’* (Figura 18A).
A eficiéncia de uso da agua e a eficiéncia intrinseca de uso da d&gua ndo apresentaram diferencas

significativas (Figura 18 B-C).

A transpiracdo € essencial para o desenvolvimento da planta, pois através de um
gradiente de potencial gerado, a &gua em conjunto com os nutrientes minerais é levada a parte
aérea e distribuida através dos vasos do xilema (Taiz et al. 2017). No entanto, sdo relatados na
literatura os diversos danos as células das plantas induzidos por EPTSs, incluindo a reducgédo no
numero de estdmatos das folhas (Farooq et al. 2020; Gu et al. 2007). A reducdo do numero de
estdbmatos e o fechamento estomatico provocados pelo Hg prejudicou o desenvolvimento da B.
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decumbes, impedimento a entrada de CO> no ciclo de Calvin-Benson, reduzindo a fixacéo de

carbono e o crescimento adequado das plantas (Taiz et al. 2017).

De acordo com Lima et al. (2021) a exposi¢cdo de Avena sativa a doses de Hg de 40 e
80 mg kg provocaram reducdes na transpiracdo em aproximadamente 37%. Em espécies
florestais, Teixeira et al. (2018) observaram que tanto a concentracdo de Hg na atmosfera
quanto no solo afeta negativamente a condutancia estomatica das plantas. Em Oryza sativa, a
exposicdo a 5 mg kg de Hg em condigBes elevadas de CO- reduziu a condutancia estomatica

em 60% em relacéo ao controle (Mao et al. 2021).
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Figura 17 — A) Teor de clorofila (SPAD), B) Fluxo fotossintético (A), C) Concentracao
interna de CO> (ci), D) Conduténcia estomatica (gs) e E) Transpiracéo (E),
de Brachiaria decumbens em funcdo das doses de mercdrio no solo.
Resultados expressos como médias, onde as barras de erro representam o erro
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Figura 18 — A) Eficiéncia de carboxilacdo (k), B) eficiéncia de uso da agua (WUE) e C)
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5 CONCLUSOES

Em altas concentracdes de Hg, a germinagéo das sementes de B. decumbens, bem como
o desenvolvimento das plantulas foi reduzido. Até a dose de 7,2 mg L de Hg, resultados

satisfatorios de germinacdo e crescimento das plantulas foram observados.

A atividade da SOD, PO, EST e MDH foi mais expressiva nas doses de 21,6; 43,2 e
86,4 mg L. Apenas a CAT, apesentou reducio da atividade em todas as doses de Hg a que as

sementes foram submetidas.

O efeito do Hg presente no solo reduziu o perfilhamento, nimero de folhas, teor de
clorofila, fluxo fotossintético, concentracdo interna de CO,, conduténcia estomaética e
transpiracdo das plantas de B. decumbens, reduzindo o crescimento das plantas e induzindo
disttrbios fisiologicos. As plantas expostas a dose de Hg de 86,4 mg kg™ morreram pela toxidez

induzida do contaminante.

A partir dos dois estudos conduzidos podemos concluir que a B. decumbens consegue
sobreviver a doses de Hg de até 43,2 mg kg*. Portanto, esta graminea pode ser utilizada para
revegetacdo de &reas contaminadas com teores de Hg proximos deste valor.
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