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POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE Ricinus communis L.
FRENTE A TOXICIDADE DE ZINCO: IDEOTIPO, PROTEGAO
HORMONAL SOBRE ASCORBATO PEROXIDASE E EFEITOS NA
GERMINAGAO

RESUMO:

A presenca de metais pesados no solo, como o zinco, representa um sério risco
ambiental e a saude humana, sendo resultado de atividades como mineracéo e
descarte industrial. A fitorremediagcao tem se mostrado uma técnica eficaz para
mitigar esses impactos, utilizando espécies vegetais capazes de absorver e
transformar contaminantes. A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma planta
promissora nesse processo, mas ainda carece de descritores especificos voltados
para o melhoramento genético com fins fitorremediadores. Este trabalho integrou
revisdo bibliografica, analises in silico e experimentacdo para identificar
caracteristicas morfofisiolégicas desejaveis, como raizes longas, caule espesso,
porte elevado e presenca de antocianinas. Também foram analisadas isoformas
da enzima antioxidante RcAPXx, observando-se alta afinidade entre fitormbnios
(giberelina, brassinolideo e auxina) e o sitio catalitico da RcAPx.iso1, indicando
possivel agao protetora contra o estresse oxidativo induzido pelo zinco. Em
experimento com sementes da cultivar BRS Energia e da Linhagem UFRB160,
sob diferentes concentragbes de zinco, quelante (EDTA) e fitormbnio, a BRS
Energia mostrou maior tolerancia a germinagao, enquanto a UFRB160 respondeu
melhor a associagdo com giberelina e EDTA. A variabilidade genética para
fitorremediacdo precisa ser melhor explorada, principalmente incluindo os
caracteres como a presencga de antocianina, maior tamanho da raiz, porte elevado
e maior didmetro do caule. Os gendtipos BRS Energia e UFRB 160 s&o eficazes
na fitorremediagao de zinco, especialmente com o uso de EDTA em alguns casos.
E possuem potenciais voltadas a fitoextracdo ou fitoestabilizagdo. Os achados
reforcam o potencial da mamoneira na fitorremediacao e subsidiam programas de
melhoramento voltados a recuperagao de areas degradadas.

Palavras-chave: Mamona, Fitorremediacao, In silico, Fitormdnio, Metal de
transicao.



PHYTOREMEDIATION POTENTIAL OF RICINUS COMMUNIS L.
UNDER ZINC TOXICITY: IDEOTYPE, HORMONAL PROTECTION
ON ASCORBATE PEROXIDASE, AND EFFECTS ON
GERMINATION

ABSTRACT:

The presence of heavy metals in the soil, such as zinc, poses a serious
environmental and human health risk, often resulting from activities like mining and
industrial waste disposal. Phytoremediation has proven to be an effective
technique for mitigating these impacts by employing plant species capable of
absorbing and transforming contaminants. The castor bean plant (Ricinus
communis L.) is a promising candidate for this process, though it still lacks specific
descriptors aimed at genetic improvement for phytoremediation purposes. This
study integrated a literature review, in silico analyses, and experimentation to
identify desirable morphophysiological traits, such as long roots, thick stems, tall
growth, and anthocyanin presence. Isoforms of the antioxidant enzyme RcAPx
were also analyzed, revealing a high affinity between phytohormones (gibberellin,
brassinosteroid, and auxin) and the catalytic site of RcAPx.iso1, suggesting a
possible protective role against zinc-induced oxidative stress. In experiments using
seeds from the BRS Energia cultivar and the UFRB160 line under different zinc
concentrations, chelating agent (EDTA), and phytohormone treatments, BRS
Energia demonstrated greater tolerance during germination, while UFRB160
responded better to the combination of gibberellin and EDTA. Genetic variability
for phytoremediation should be further explored, particularly traits such as
anthocyanin presence, longer root systems, taller stature, and greater stem
diameter. Both BRS Energia and UFRB160 genotypes proved effective in zinc
phytoremediation, especially when EDTA was applied, and show potential for use
in phytoextraction or phytostabilization strategies. These findings reinforce the
potential of castor bean for phytoremediation and support breeding programs
focused on the recovery of degraded areas.

Keywords: Castor bean, Phytoremediation, In silico, Phytohormone, Transition

metal.
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DEFINIGAO DO IDEOTIPO DE RICINUS COMMUNIS L. PARA
FITORREMEDIAGAO: UMA REVISAO INTEGRATIVA

1. INTRODUGAO

A diversidade da familia Euphorbiaceae lhe garante caracteristica adaptativa,
distribuicao favoravel em regides tropicais e subtropicais, resultando em plantas com
habitos variados, desde trepadeiras até ervas (Friedman et al., 2013)

Dentre as espécies desse taxon, Ricinus communis L., conhecida
popularmente como mamoneira, destaca-se por suas inumeras aplicagcbées. Sendo
amplamente reconhecida pela producao de dleo, suas atividades farmacoldgicas e
diversas utilizagdes agricolas, que possuem elevado valor comercial (Enan; Fawzy;
Amiri, 2012; Vasco Leal et al., 2022).

A mamoneira possui um elevado potencial energético devido a produgao de
Oleos em suas sementes, que sao fonte de matéria-prima para a geragao de
biocombustiveis e a fabricacdo de diversos subprodutos, incluindo: lubrificantes,
hidrogéis, tintas, adesivos e cosméticos. Sua cultura é versatil e de facil manejo,
apresentando boa durabilidade pés-colheita, o que a torna uma excelente opgéo
para a agricultura regional. Além disso, demonstra um significativo potencial
fitorremediador, especialmente para a remogédo de metais pesados (Landoni et al.,
2023).

Em regides como Santo Amaro, onde a contaminagao por chumbo, cobre e
zinco representa riscos ecolégicos e de saude significativos, aproveitar as
capacidades de fitorremediagdo da mamona pode ser uma abordagem valiosa
como forma de amenizar os problemas persistentes de polui¢do por metais (Khan
et al., 2019; Souza & Lima, 2021).

A fitorremediacdo € uma técnica que utiliza plantas hiperacumulativas para
promover a remogao, sequestro ou neutralizacdo de substancias téxicas do meio
ambiente. Esse tipo de biorremediacdo abrange seis técnicas: fitoextragéao,
fitofiltragao/rizofiltracao, fitoestabilizagao, fitodegradagao/rizodegradacgao,
fitoestimulagdo e fitovolatilizagdo. A mamoneira € identificada por ser tolerante a
metais e bioindicadora de contaminacdo do solo, utilizando duas das técnicas

mencionadas: fitoextracao e fitoestabilizagdo (Sadahia et al., 2021).

Os mecanismos de fitoextracio e fitoestabilizacdo consistem na remocéao

de metais pesados por meio da absorgao pelas raizes e sua translocagao para
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parte aérea das plantas, bem como promover a precipitagdo desses metais na
rizosfera. Essas técnicas sao efetivas em diferentes concentracdes de elementos
toxicos.

Atrelada a escolha da técnica e a selecdo da planta fitorremediadora (R.
communis L.) o presente trabalho tem como principal objetivo a descricdo dos
aspectos presentes na literatura relacionados ao melhoramento por idedtipo,
protecdo hormonal sobre ascorbato peroxidase e efeitos na germinagéo.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS BOTANICOS E FISIOLOGICOS DA MAMONA

A mamona, cientificamente conhecida como Ricinus communis L. e
pertencente a familia Euphorbiaceae, € uma planta dicotiledbnea com notavel
adaptabilidade a varios ambientes, levando a sua ampla distribuicdo geografica. A
adaptabilidade da planta é destacada por sua capacidade de prosperar em
diversas condi¢des (Naidu et al. ,2015; Nour et al., 2023).

A mamona apresenta consideravel diversidade genética, com estudos
indicando varia¢des significativas em caracteristicas como rendimento de sementes
e habitos de crescimento (Oke, 2024). Os programas de melhoramento visam
melhorar o rendimento e reduzir compostos téxicos como a ricina, que complicam o
uso comercial da planta (Landoni et al., 2023). As complexas interagdes dentro do
endosperma da semente durante a germinagcdo destacam a necessidade de
técnicas avangadas de melhoramento como seleg¢ao, hibridagdo ou mapeamento
molecular dos loci para otimizar o crescimento e a producao de 6leo (Rajput et al.,
2023).

Em relagcdo aos descritores qualitativos, a mamoneira é caracterizada por
folhas grandes, verde-escuras, palmatilobadas, frutos semelhantes a bagas com
deiscéncia explosiva e caracteristicas variaveis do caule (Capinan et al., 2022;
Hussen, 2022; Oke, 2024). A raiz axial pode atingir profundidades de até 2,0 metros,
0 que auxilia na absorgao de nutrientes e agua (Oke, 2024).

A inflorescéncia em racemo terminal, composta por flores masculinas na
base e femininas no apice, garante elevada producdo de sementes, principal
orgéo de interesse econdmico e ambiental. Essa caracteristica € estratégica em

programas de fitorremediagcdo, uma vez que assegura ampla formagao de frutos
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e, consequentemente, alta disponibilidade de sementes para propagacdo em
areas contaminadas. A disposicao das flores reduz a autopolinizacao e favorece a
variabilidade genética, o que amplia a adaptacdo da espécie a diferentes
condigbes de estresse, incluindo solos com presenca de metais pesados (Neto et
al., 2008).

As sementes, por sua vez, apresentam uma estrutura complexa que
compreende varios componentes, como rafe, endosperma, micropila, caruncula,
embrido, cotilédone, tegumento e eixo embrionario (Wrobel et al., 2023). Essas
sementes também apresentam uma variedade de cores e formas, influenciadas
por fatores genéticos e ambientais (Han et al., 2023; Acosta-navarrete et al.,
2023).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DA MAMONA

india, China e Brasil por quase trés décadas mantiveram-se no ranking de
principais produtores mundiais de mamona, em relagédo ndo s6 da quantidade
produzida mais de area colhida, isto porque, a comercializacdo de Ricinus é feita
de trés formas: Mamona em bagas, Oleo bruto ou refinado e exploracdo de
derivados (Fanan et al., 2009; Visser et al., 2011).

A produgéo global gira em torno de 1,4 milhdes de toneladas por ano, a
porcentagem entre esses paises variou até o presente momento, fazendo com
que atualmente a india domine o mercado de mamona, com aumento de quase 75%
na frente de seus concorrentes, pela movimentacao alta da exportacao de 6leo
para Franga, Alemanha, Estados Unidos, Japdo e China paises onde seu
emprego é intenso na industria ricinoquimica, automobilistica, aeroespacial e
farmacéutica (FAO, 2023; CONAB, 2023).

Consequentemente, a situacdo no Brasil teve grandes oscilagbes com
tendéncias de declinio, com cerca de 25,5 mil toneladas, representando 1,4% da producéo
mundial. A Bahia, epicentro da mamonocultura nacional chegou a concentrar mais de 78% da
producdo do pais e a produtividade por hectare teve media de 500kg/ha nas cultivares. A
Bahia tem assumido papel estratégico no contexto do biodiesel, impulsionada por
politicas como o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB).
Isso motivou aumentos expressivos na area de plantio e na produ¢édo de mamona

como matéria-prima para biodiesel Embora o 6leo de soja domine o setor
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atualmente, a mamona apresenta vantagens relevantes como cultura energética

subtropical com alto teor de 6leo e adaptabilidade ao semiarido (CONAB, 2023).
2.3 PROGRAMAS DE MELHORAMENTO GENETICO DA Ricinus Communis L.

As principais caracteristicas desejadas nos programas de melhoramento
da mamona visam otimizar o rendimento industrial e econémico da cultura. Essas
caracteristicas incluem a facilitacdo da colheita através do desenvolvimento de
plantas de porte baixo, o aumento do numero de plantas por area, aumento da
produtividade, e o incremento do teor de 6leo (Santos et al., 2021). Além disso, é
essencial garantir resisténcia a pragas e outros fatores bidticos adversos.
Contudo, ha uma crescente necessidade de abordar os impactos ambientais
relacionados a cultura da mamona, especialmente em areas afetadas por
negligéncia industrial e politica. Isso inclui a recuperagao de areas degradadas por
contaminagdo com poluentes, residuos quimicos e metais de transicao (Sun et al.,
2008; Silva et al., 2017).

A mamona € amplamente reconhecida como um bioindicador da qualidade do
solo devido a sua capacidade de fitorremediacdo, utilizando mecanismos
como a fitoextragcdo e a fitoestabilizagcdo para remover metais pesados do solo.
No entanto, os estudos direcionados ao desenvolvimento de cultivares especificas
para fitorremediacdo ainda sdo escassos. Atualmente, o Brasil enfrenta desafios
significativos relacionados a contaminagao por metais, como o caso da contaminagéo
por chumbo em Santo Amaro, na Bahia . Esta questdo continua a ser uma demanda
critica na regido do Recdncavo Baiano, onde o descaso histérico e a falta de agao
eficaz persistem como barreiras para solugdo do problema (Chandra e Kumar,
2017, Silva et al., 2004; Souza et al., 2014).

2.4 CONTAMINAGAO POR METAIS TOXICOS EM SANTO AMARO - BAHIA

Localizado no Recéncavo da Bahia, 0 municipio de Santo Amaro possui uma
area de 494 km? e uma populagéo de aproximadamente 61.000 habitantes (IBGE,
2022). A economia da cidade sempre foi voltada para mineragdo, comegando em
1950 com a instalagdo da Companhia Brasileira de Chumbo (COBRAC), que gerou
empregos para a populagéo local.

Durante 33 anos, a empresa foi responsavel pela fundigdo de chumbo (Pb)
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oriundo da galena. O minério produzido era transportado para Santo Amaro com
finalidade de gerar ligas de chumbo e zinco. No entanto, essa produ¢do em massa
resultou em contaminagao das areas proximas a metalurgica, causando impactos
significativos na pecuaria e levando a morte de equinos e bovinos (Carvalho,
1984; Tavares, 1996)

Em 1993, a COBRAC encerrou suas atividades e a Plumbum LTDA
comecou a operar, também voltada para mineracdo de chumbo e cadmio. Isso
resultou em uma intensificagdo maciga da contaminacdo ambiental. Entre os
impactos provocados pela metalurgica destacam-se: depédsitos de residuos no
solo, poluigdo do ar devido a fuligem, deposi¢do de escodria contaminadas com
chumbo que se alastrou para areas da cidade, afetando a saude dos habitantes, ex-
funcionarios, fauna e flora local (Tavares, 1996; Machado, 2003).

Os efeitos dessa exposicdo continuam a reverberar. A recuperagdo de
areas degradadas por agentes toxicos € um desafio no Brasil, agravados pelo fato
de que os processos e técnicas de remediacdo sdo caros e complexos. NoOs
ultimos anos, houve uma preferéncia por manejos que oferegam menor risco de
contaminacao, sejam versateis e apresentem maior custo-beneficio. (Mallmann et al.,
2019).

A fitorremediagdo € cada vez mais reconhecida como uma ferramenta
biotecnolégica promissora para lidar com a contaminagdo por metais em solos
pela seguranga ambiental e potencial para aumentar a fertilidade do solo e a
biodiversidade. Este método utiliza espécies vegetais especificas, conhecidas
como hiperacumuladores, que podem absorver e desintoxicar metais pesados,
fornecendo assim uma solugdo sustentavel para a poluicdo sem a extensa
infraestrutura necessaria pelos métodos convencionais (Musa et al., 2024,
Ghazaryan et al., 2024).

A abordagem nado apenas atenua os efeitos nocivos dos metais pesados
nos ecossistemas e na saude humana, como também promove a restauracao
ecoldgica ao melhorar a qualidade do solo e estimular a biodiversidade (Lavanya
et al., 2024; Deng et al., 2024).

Dentre as técnicas de fitorremediacdo, destacam-se a fitoextragdo e a

fitoestabilizacdo, que removem metais pesados do solo por meio do sistema
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radicular, mesmo em altas concentragdes. Assim, busca-se uma planta ideal, com
caracteristicas hiperacumuladoras, capaz de atender a essa finalidade.

Nesse contexto, a mamoneira (Ricinus communis L.) surge como uma
espécie promissora por sua elevada adaptabilidade a diferentes condicbes
climaticas e solos contaminados. Além de atuar como bioindicadora de poluentes,
contribui para sua remocéao devido ao seu potencial fitoextrator e fitoestabilizador.
Por essas caracteristicas, torna-se uma candidata relevante para programas de
melhoramento genético voltados a fitorremediacdo (Cheraghi et al.,, 2011;
Chandra e Kumar, 2017).

2.5 MELHORAMENTO POR IDEOTIPO

Nos ultimos anos, a crescente preocupacdo com a producado de alimentos
para acompanhar o crescimento populacional tem levado ao desenvolvimento de
praticas agricolas e biotecnoldgicas aprimoradas, com foco na selecdo para o
melhoramento genético.

A selecao indireta, incluindo métodos como a selegcdao genémica (GS) e a
fenotipagem de alto rendimento, tem se destacado por sua eficacia em aumentar a
produtividade e a adaptabilidade das culturas (Zhang, Zhang & Jensen, 2022). A
integracdo de ferramentas biotecnolégicas avangadas com programas de
melhoramento convencionais tornou-se crucial para responder a esses desafios
(Mahajan & Kapoor, 2023).

Dentro desse contexto, as técnicas de melhoramento por ideétipo, propostas
por Donald (1968), desempenham um papel fundamental. O conceito de idedtipo
refere-se a criagdo de um modelo de planta ideal, definido a partir de
caracteristicas desejaveis que envolvem aspectos fisioldgicos, morfolégicos e
geneéticos. Este processo € considerado um investimento a longo prazo, uma vez
que busca desenvolver cultivares com maior produtividade em comparacdo as
existentes, utilizando o material disponivel em bancos de germoplasma para
direcionar o melhoramento.

O melhoramento por idedtipo, conforme descrito por Mock e Peace (1975),
envolve trés etapas essenciais: 1) Definir a planta-alvo e o ambiente de producao,
levando em consideracdo as condi¢cdes especificas onde a cultivar sera cultivada;

2) Desenvolver um modelo baseado em caracteristicas qualitativas, quantitativas e
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morfologicas que possam influenciar o desempenho no ambiente de produgéo; e 3)
Integrar essas caracteristicas com técnicas de melhoramento para estimar
variabilidade genética, herdabilidade e correlagdes, culminando no langamento e
protecdo da nova cultivar.

O pedido de solicitacdo de protegdo de cultivar é feito diretamente no
Sistema Nacional de Protegdo de Cultivar (SNPC), esse 6rgao, vinculado ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), além de emitir
certificado de peticéo, é responsavel pela solicitacdo do teste de Destinguibilidade,
Homogeneidade e Estabilidade (DHE) para definicdo dos descritores (Quali e
quantitativo) e produgao do relatério final dos resultados obtidos. Cabe ressaltar
que o teste DHE s6 poderao ser realizados caso a espécie em questiao possua
publicacdo no Diario Oficial dos seus descritores, e, caso nao possui, sera
necessario entrar em contato com o MAPA para elaboracdo e publicacdo de

diretrizes.

3 METODOLOGIA
3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de uma revisao de literatura transversal, de cunho descritivo,
com a finalidade de entender sobre melhoramento dos caracteres qualitativos

e quantitativos de Ricinus communis L.

3.2 COLETA DE DADOS E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

As buscas por artigos foram realizadas com foco no melhoramento dos caracteres
como critério para fitorremediagdo. Dos 35 descritores listados no Formulario de
Instrugbes para Execugdo dos Ensaios de Distinguibilidade, Homogeneidade e
Estabilidade de Cultivares de mamona do MAPA (BRASIL, 2008), o
melhoramento de 9 descritores relacionados a fitorremediagdo esta sendo
abordado neste estudo. Estes descritores sao: altura da planta - EST, arquitetura
da planta - AQP, didametro do caule - DC, insercdo do primeiro racemo - IRP,
numero de intenddios do caule - NIC, teor de 6leo de semente - TOS, Peso de
100 sementes - P100, produtividade - PRO e pigmentacao antocianinica — PAH.

Além desses, também foram incluidas analises de mais 2 descritores: tamanho da
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raiz e numero de esporos de Amphobotrys ricini (Tabela 1). Os descritores
mencionados foram escolhidos com base na relagdo funcional e fisiolégica que
cada um tem com a capacidade da planta de realizar a fitorremediagao, ou seja,
de absorver, translocar, acumular ou estabilizar metais pesados no solo.

Foram excluidos artigos que abordassem descritores do DHE, como
rendimento, entre outros, que estao relacionados exclusivamente a aplicabilidade

da mamona nos setores farmacéutico e automobilistico.

Tabela 1. Descritores abordados no estudo com suas respectivas formas de

avaliagao.
N° DESCRITORES AVALIAGAO CLASSE FENOTIPICA
1. Muito baixa (< 100 cm)
Medir com uma trena do2. Baixa (101 a 150 cm)
01 Estatura da Planta (EP) solo ao apice mais alto3. Média (151 a 200 cm)

da planta. . Alta (201 a 250 cm)
. Muito alta (> 250 cm)
. : . Ereta
Arquitetura da PlantaFotografia da planta para !
02 o1 . Semiereta
(AQP) analise. Aberta

03

04

05

Diametro do caule (DC) Paquimetro digital.

Medir com trena do solo
até ponto da insergao.

Insercdo do Racemo
Primario (IRP)

WN =2 WON=_20LON-_O01 >

Numero de Internddios
do Caule (NIC)

. Fino (<3 cm)

. Médio (3 a6 cm)

. Longo (> 5 cm)

. Baixa (< 50 cm)

. Média (51 a 100 cm)
. Alta (> 100 cm)
Contagem da quantidade1.
de cicatriz presente no2.
caule. 3.

Baixo (até 15)
Médio (16 a 18)
Alto (> 19)

Peso de 100 sementesAplicar metodologia de1. Baixo (<40 g)

06 a 9% de umidade 2. Médio (41 a55Q)
(P100) RAS (BRASIL, 2009). 3. Alto (> 55 g)
Pigmentacao . 1.Presenca

07 Antocianina (PAH) Observagao visual. 2.Auséncia

08

09

1.

Altamente suscetivel

(AS) (> 100 mil)

2.

Suscetivel (S) (> 10 mil

<100 mil)

. Aplicar
Numero de esporos b

Amphobotrys ricini 2022

metodologia de3.
Soares et al., 2010 esuscetivel (MS) (> 1 mil <
10 mil)

4.

Moderadamente

Moderadamente

resistente (MR) (> 100 <
1 mil)

5.
trena até>1,5

Tamanho da raiz Medir com

Resistente (< 100)
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apice radicular
Fonte: Elaborada pelo Autor.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas inerentes a mamoneira (Ricinus communis L.), incluindo
seus aspectos fisiolégicos, bioquimicos e morfoagronémicos, sao foco dos
programas de melhoramento genético dessa espécie. Esses programas buscam
nao apenas alto rendimento e produtividade, mas também atender as crescentes
demandas do mercado industrial.

Desse modo, foram observadas diferencas nos caracteres dos genotipos
encontrados na literatura (altura da planta, arquitetura, didmetro do caule,
insergao do primeiro racemo, numero de internddios do caule, teor de 6leo de
semente, peso de 100 sementes, produtividade, tamanho da raiz, numero de
esporos de Amphobotrys ricini e pigmentagao antocianinica (Tabela 2).

Na variavel estatura da planta, houve diferengas significativas entre
genotipos estudados por Souza et al. (2014) e Eichotz et al. (2014). Eles
perceberam que esse carater era influenciado pela irrigagdo e pela variagao de
densidade populacional. Em outras palavras, quanto mais estreitas as linhas de
plantio, maior o crescimento vertical devido a competitividade por luz, induzindo
um crescimento progressivo.

Além disso, Savy Filho et al. (2007) e Cruz et al. (2021) observaram um
crescimento vertical das plantas ao longo do tempo, indicando que houve um
aumento proporcional e continuo da estatura, variando de 1,4 a 1,8 metros em
resposta direta a aplicacdo de NPK. Esses resultados evidenciam que a
adubacdo balanceada pode influenciar o crescimento vertical, promovendo
plantas de menor porte.

Nesse contexto, a caracterizacdo da arquitetura da planta, especialmente
quanto a forma ereta e ao porte reduzido, torna-se essencial na selecdo de
gendtipos para plantios comerciais, pois tais caracteristicas facilitam o manejo
agrondémico e permitem um arranjo adensado, otimizando o uso do espago na

lavoura.
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Tabela 2. Comparagdo dos Descritores Fenotipicos de Ricinus communis

L.: Resultados da Literatura para fitorremediacdo versus idedtipo de

produtividade.

VALORES

DESCRITORES OBTIDOS

LITERATURA IDEOTIPO

Altura da Planta (m) 1,5-1,8

(SAVY FILHO et al.

Produtividade: 1,2 m
’ Fitorremediagao: 1,8

2007) i

Arquitetura da

Produtividade: ereta

Aberta (SEITER et al., 2012) Fitorremediacao:
planta
Aberta
Diametro do caule Produtividade: 23,5
19,84 - 20,87 (CRUZ et al., 2020) cm Fitorremediacgao:
(cm) 50 cm
~ L Produtividade: 40 cm
Inser¢céo do primeiro 50 - 78 (FERNANDES et al., Fitorremediacao: 70
racemo (cm) 2015) om
Teor de Oleo das i (LACERDA et al., o
sementes (%) 48,41- 55,14 2016) 56%
Peso de 100 35,08-42,5 (DEVIDE etal., 2019) 56%
sementes (g)
Produtividade ~ 457,6 - 824,4 (SEV'Z%'O'%()) etal, 15 kg
Tamanho da raiz 15 (DRUMOND et al.,, Fitorremediacao: 1,5
(m) ’ 2008) m
Numero de esporos
de Amphobotrys 31.119 (SOARES, 2022) <100
ricini
Pigmentagcao Presenca (LUZ, 2012) Presenca acima de

Antocianina

70%

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Em relagédo a variavel diametro do caule, Bahia et al. (2008) observaram

que plantas muito altas, que recebem maior oferta hidrica e adubacgao, tendem a

ter caules mais robustos, o que pode dificultar a colheita mecanizada. Um exemplo

disso € a cultivar BRS 149 Nordestina, que apresentou um didmetro de caule de

52,04 cm.

Em contraste, Neto et al. (2008) e Cruz et al. (2020) reportaram uma

variacdo no didmetro do caule de 6,93 a 25,60 cm. Essa diferenga deve-se a

correcao do solo realizada antes do delineamento experimental, o que evitou o

crescimento de caules muito finos nas cultivares Paraguacgu, Sipeal e Nordestina.

Essa correcdo reduziu problemas de acamamento, que podem afetar a
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produtividade e aumentar a incidéncia de doengas.

Outro descritor importante € o numero de internddios do caule, que influencia
diretamente na altura de inser¢éo do primeiro racemo e esta relacionado também
a precocidade da planta (Pivetta et al., 2015).

A insercdo do racemo primario marca o inicio da fase reprodutiva da
planta, ocorrendo apds o crescimento do caule primario € a emissdo de novas
folhas e internédios (Jesus et al., 2024). Plantas com inser¢gdes mais baixas do
primeiro racemo, devido a melhor particdo de carbono, tém o potencial de
produzir mais racemos e podem ser cultivadas em arranjos com espagcamentos
menores, 0 que aumenta a produtividade (De Miranda Pinto, 2011).

Além disso, como essas caracteristicas estao relacionadas a precocidade, os
programas de melhoramento geralmente buscam selecionar gendtipos com menores
alturas de insercdo e menor numero de internédios, uma vez que plantas que
produzem o cacho principal a uma altura menor sdo consideradas mais precoces
(Jesus et al., 2024).

O uso de adubacao organica, aliado a precipitagao pluvial, exerce impacto
significativo na inser¢do dos racemos, evidenciando que diferentes praticas de
manejo podem influenciar diretamente esse carater. Além da adubagao organica,
praticas como a adubacao mineral equilibrada, o espacamento adequado entre
plantas, a densidade de semeadura e a irrigagcao suplementar também favorecem
0 posicionamento e o numero de racemos, refletindo em maior rendimento da
cultura (Fernandes et al 2015).

Do ponto de vista fisiolégico, a mamoneira apresenta raiz pivotante
profunda, que pode ultrapassar dois metros, conferindo elevada capacidade de
absorcao de agua e nutrientes em camadas mais profundas do solo. Suas folhas
grandes, palmatilobadas, séo eficientes na captagéo de luz, sustentando elevadas
taxas fotossintéticas, enquanto o caule oco e a cuticula espessa contribuem para
sua adaptagdo a condicdes de estresse hidrico. Esses aspectos fisioldgicos,
aliados ao manejo adequado, explicam a plasticidade da espécie em diferentes
ambientes e sua relevancia para programas de melhoramento e Fitorremediagéo
(Bahia et al, 2008)

Quanto a produtividade, as cultivares IAC 2028 e BRS Energia
apresentaram os maiores rendimentos por hectare, alcangando até 2.008,25 kg,

tanto entre os materiais de ciclo precoce quanto os de ciclo mais longo, quando
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comparadas a outras cultivares avaliadas por Lacerda et al. (2016). Esses
resultados estdo diretamente relacionados as condicbes edafoclimaticas do
semiarido e a aplicagdo de adubagdo mineral com nitrogénio e potassio,
nutrientes que atuam no crescimento e também na modulagdo da expressao
sexual da mamoneira.

A reversdo sexual que consiste na mudanca de flores masculinas para
femininas é considerada vantajosa, pois pode aumentar a produgéo de sementes
(ja que as flores femininas sdao as que originam os frutos), favorecendo o
rendimento da planta. Além disso, essa caracteristica amplia o potencial de
variabilidade genética, pois permite maior flexibilidade em cruzamentos dirigidos
no melhoramento genético. Essa flexibilidade metodolégica é importante em
programas de selec¢do, pois permite a obtengdo de gendtipos mais produtivos e
adaptados a diferentes condi¢cdes ambientais (Lacerda et al., 2016).

A estimativa da herdabilidade e a analise da correlagcao entre descritores
sao essenciais em programas de melhoramento, pois orientam a selecdo de
genotipos superiores e auxiliam na tomada de decisdes. A herdabilidade expressa
a proporgéo da variagao fenotipica atribuida a fatores genéticos e pode ser obtida
por ensaios e analise de variancia (ANOVA). Ja a correlagdo entre descritores
permite identificar caracteristicas que podem ser melhoradas simultaneamente
(Santos et al., 2021; Beaulieu et al., 2024).

Nos estudos de Silva et al. (2017), observaram-se variagdes na

herdabilidade que vao de niveis baixos a elevados. Por exemplo, a estatura da
planta e o ciclo reprodutivo (inicio da floragcao até a maturagao) apresentaram no
trabalho menor herdabilidade e instabilidade de expressdo, sendo fortemente
influenciados pelo clima e pela adubacéo balanceada. Quando esses fatores néo
sdo adequadamente fornecidos, ha prejuizos significativos a esses caracteres.
Outro fator desfavoravel foi a dificuldade de definir claramente o estagio inicial da
maturidade fisioldgica (IFIM), devido a desuniformidade natural da espécie.

Em contraste, a avaliagdo feita por Passo et al. (2010) mostrou que a
herdabilidade da estatura da planta pode variar significativamente entre diferentes
cruzamentos. Por exemplo, os cruzamentos entre BRS 149 Nordestina' x 'EBDA
MPA 17 obtiveram uma herdabilidade de 25% para a estatura da planta, enquanto
'BRS 149 Nordestina’ x ‘Mirante apresentaram 69% (Tabela 3).

Nos caracteres analisados por AKIT et al. (2019), foram observados uma
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alta herdabilidade nos 60 gendtipos de mamona avaliados sob diferentes regimes
de irrigacdes. Resultados semelhantes foram encontrados no experimento de Dos
Santos ed at. (2019), onde a herdabilidade para o teor de dleo foi de 97% e para
ciclo vegetativo foi de 75%, observando-se uma correlagdo positiva entre esses
descritores (Tabela 3). Em todos os estudos, observou-se uma correlagado
positiva entre o peso de 100 sementes e o teor de 6leo. O peso das sementes é
uma caracteristica importante para a seleg¢ao indireta de genotipos, devido a
sua facil mensuragdo e alta herdabilidade. Além disso, os caracteres avaliados
anteriormente sdo diretamente influenciados pela insercdo do racemo, e, juntos
esses descritores desempenham um papel crucial na maximizacdo da

produtividade.

Tabela 3. Estimativas de Herdabilidade para Descritores Fenotfpicos de Ricinus
communis L.: Relagdo com a Produtividade e Fitorremediagao.

Descritores Herdabilidade Literatura
25% - 44,51% (DA SILVA et al., 2017)
28% - 69% (PASSOS et al., 2010)
Altura da Planta 569, (DOS SANTOS et al.,
2019)
Massa de racemo 76% (DA SILVA et al., 2017)
Numero de racemos por planta 90% (DA SILVA et al., 2017)
Inicio d? floracdo do inicio da 16% (DA SILVA et al., 2017)
maturagao
Dias de florag&o 98% (AKIT et al., 2019)
Numero de entrends 73% (AKIT et al., 2019)
Inserc&o do primeiro racemo 94% (AKIT et al., 2019)
97% (DOS SANTOS et al.,
Teor de 6leo 2019)
90% (AKIT et al., 2019)
Peso de 100 sementes 98,17% (SADAIAH et al., 2021)
, , (DOS SANTOS et al.,
Ciclo vegetativo 75% 2019)

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Os caracteres listados anteriormente devem ser considerados como
critérios na selecdo de gendtipos visando tanto a produtividade (em escala
industrial) quanto a fitorremediagdo (em escala ambiental). No entanto, é
essencial deixar claro quais descritores possuem relacido direta com a capacidade

fitorremediadora das plantas e por qué. Por exemplo, caracteristicas como



24

arquitetura aberta da copa e maior estatura (cerca de 1,8 m) favorecem o
desenvolvimento de um sistema radicular mais profundo e extenso, o que é
desejavel para plantas fitorremediadoras, pois amplia a zona de contato com o
solo contaminado e, consequentemente, a capacidade de absor¢cédo e
estabilizacdo de metais pesados (Passos et al., 2010; Dos Santos et al., 2019)

Para a fitorremediacdo, quanto maior a area foliar e o desenvolvimento
radicular, maior tende a ser a remogao de contaminantes. Se as raizes atingirem
profundidade de até 1,5 m, a capacidade de absorver metais em camadas mais
profundas do solo &€ aumentada. Além disso, € necessario considerar as
condigdes climaticas locais, como no Recéncavo Baiano, onde a elevada umidade
relativa do ar contribui significativamente para o surgimento e a proliferagdo de
fitopatdgenos, especialmente fungos como Amphobotrys ricini, agente causal do
mofo-cinzento.

Diante disso, torna-se fundamental a adogdo de estratégias de manejo
integrado, como o uso de cultivares resistentes que apresentem bagas sem
aculeos, dificultando a instalagdo do patégeno, e a presenga de antocianina,
substancia que confere resisténcia fisiolégica ao ataque fungico. Contudo, é
importante ressaltar que a severidade do ataque do fungo pode comprometer
significativamente a planta, reduzindo ou até mesmo anulando sua capacidade de
desempenhar funcbes essenciais, como a Fitorremediagdo (Drummond et al.,
2008; Passos et al., 2010).

Figura 1 - Modelo de ideétipo proposto de Ricinus para fitorremediacao.
(MAPA adaptado, 2008).
Outro parametro importante para selecdo de gendtipos para
fitorremediacdo é avaliagdo de enzimas antioxidante como a Superoxido

dismutase e Glicose-6-fosfato desidrogenasse, por meio da quantificacdo da
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peroxidacao lipidica, uso de RT-PCR para expressao génica dessas enzimas,
fitoquelatina que séo estimuladas pela concentragdo de metais e anadlise da
ocorréncia de apoptose que de forma indireta verifica a efetividade do sistema
antioxidante (Moraes et al., 2015; Vivodik et al., 2015).

Dessa forma, a revisdo evidencia a relevancia da mamoneira (Ricinus
communis L.) como espécie promissora para programas de fitorremediacgao, tanto
pelo seu potencial adaptativo quanto pela capacidade de suportar condigdes
ambientais diversas. Ressalta-se que, em ambientes com recursos abundantes, a
planta é capaz de explorar os limites de seus processos fisioldégicos, maximizando
crescimento e acumulo de biomassa, o que amplia sua eficiéncia na extracao e
imobilizacdo de contaminantes. Além disso, o potencial fitoextrator da cultura,
aliado a possibilidade de melhoramento genético para caracteres agrondmicos e
tolerancia a estresses, consolida a mamoneira como alternativa estratégica para

recuperacao de areas degradadas.

5 CONCLUSAO

A revisao apresentada revelou que a variabilidade genética para caracteres
morfoagrondémicos desejaveis para produtividade estda bem estabelecida na
literatura. No entanto, para fitorremediacdo, a situacdo é diferente e menos
explorada. Este trabalho trouxe, de forma inédita parametros especificos para o
melhoramento genético voltados para recuperagdo de areas degradadas por
metais pesados. Os ideodtipos de Ricinus communis L., propostos incluem
caracteristicas como a presenca de antocianina, maior tamanho da raiz, porte
elevado e maior didmetro do caule. Esses parametros oferecem novas
perspectivas e orientagbes para a selecao e desenvolvimento de cultivares

adequados para fitorremediacgao.
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CAPITULO 1

INSIGHTS DO EFEITO PROTETOR DE FITORMONIOS CONTRA A
TOXICIDADE DE ZINCO A PARTIR DE ANCORAGENS MOLECULARES COM
ASCORBATO PEROXIDASE DE RICINUS COMMUNIS L.
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INSIGHTS DO EFEITO PROTETOR DE FITORMONIOS CONTRA A
TOXICIDADE DE ZINCO A PARTIR DE ANCORAGENS MOLECULARES COM
ASCORBATO PEROXIDASE DE Ricinus communis L.

RESUMO:

O objetivo deste estudo foi avaliar in silico mecanismo de defesa do sistema
antioxidante contra zinco em Ricinus communis L. com ancoragens moleculares
de fitormbnios, desse metal e produtos do estresse oxidativo com Ascorbato
Peroxidase (RcAPx). As sequéncias de bases nitrogenadas e de aminoacidos
das RcAPxsforam extraidas do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Cinco familias génicas, proteicas e sete isoformas foram
encontradas.. Realizou-se a analise dos cis-elementos envolvidos destas
familias proteicas a fim de selecionar uma RcAPx para as ancoragens e com a
sequéncia de aminoacidos do sitio catalitico, , eleita a isoforma RcAPx.iso1. As
localizagbes subcelulares resultaram que na maioria das RcAPxs séao
encontradas em organelas de vias metabdlicas e o enderecamento ocorre com a
fosforilagdo da serina. As modelagens por homologia validaram as estruturas 3D.
Entre os resultados para as ancoragens moleculares destacam-se a giberelina
(AG = -6,1 kcal/mol) e o brassinolideo (AG = -6,0 kcal/mol) com maiores
afinidades ao sitio catalitico da RcAPx.iso1, seguido da auxina (AG = -5,4 kcal/mol
quando comparados ao substrato ascorbato (AG = -5,0 kcal/mol), ao padrao
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utilizado heme (AG = -5,6 kcal/mol), ao zinco (AG = -1,8 kcal/mol), ao peroxido de
hidrogénio (AG = -3,3 kcal/mol) e ao malonaldeido (AG = -2,3 kcal/mol). Esses
achados corroboram no entendimento do possivel efeito protetor das RcAPxs
por esses fitormbnios contra o zinco e produtos do estresse oxidativo.

Palavras-chave: afinidade, enzima antioxidante, metal pesado, mamona

INSIGHTS INTO THE PROTECTIVE EFFECT OF PHYTOHORMONES AGAINST
ZINC TOXICITY FROM MOLECULAR ANCHORAGES WITH ASCORBATE
PEROXIDASE FROM RICINUS COMMUNISL.

ABSTRACT:

The objective of this study was to evaluate in silico the defense mechanism of
antioxidant system against zinc in Ricinus communisL. with molecular anchors of
phytohormones, this metal and products of oxidative stress with Ascorbate
Peroxidase (RcAPx). With nitrogen base and amino acid sequences of RcAPxs,
extracted from NationalCenter for Biotechnology Information (NCBI), five gene
and protein families and seven isoforms were found according to Jardim-
Messeder et al. (2022). We performed the analysis of cis-elements involved
in these protein families in order to select an RcAPx for anchors and with amino
acid sequence of catalytic site, which we took as a reference from work of
Singh and Shah (2014), choosing the isoform RcAPx.iso1. Subcellular
localizations have resulted in most RcAPxs being found in organelles of metabolic
pathways and addressing largely occurs with serine
phosphorylation.Homology modeling validated the 3D structures. Among results
for molecular anchorages, gibberellin (AG = -6.1 kcal/mol) and brassinolide (AG = -
6.0 kcal/mol) stand out, with greater affinities to catalytic site of RCAPx.iso1,
followed by auxin (AG = -5.4 kcal/mol when compared to ascorbate substrate (AG
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= -5.0 kcal/mol), to standard used heme (AG = -5.6 kcal/mol), to zinc (AG = -1.8
kcal/mol), to hydrogen peroxide (AG = -3.3 kcal /mol) and to malonaldehyde
(AG = -2.3 kcal/mol). These findings support the understanding of possible
protective effect of RcAPxs by these phytohormones against zinc and stress
products oxidative.

Keywords: affinity, antioxidant enzyme, heavy metal, castor bean.

INTRODUGAO

R. communis L. (Mamoneira) tem um potencial grande em realizar a
fitorremediacdo, como demonstrado em estudos com cadmio, chumbo e zinco, ao
ser observado tolerancia nesse contexto (Bauddh e Sing, 2012; Marques e
Nascimento, 2014; Kiran e Prasad, 2019; Chhajro et al., 2022).

Um dos mecanismos de controle da toxicidade desses metais pesados,
que geram Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), € por meio do sistema
antioxidante (Marques e Nascimento, 2014). Esses mesmos autores observaram
aumento da producado de perdxido de hidrogénio, um tipo de ERO, em duas
condi¢gdes de chumbo em contato com a espécie em questao.

EROs séo produtos das vias redox catalisadas por enzimas antioxidantes
ou sao oriundas da excitacdo/doacao de elétrons ao O,, podendo ser cedido por
metais pesados (Bhattacharjee, 1997; Gupta 2010). Ao entrar em contato com
componentes quimicos celulares podem desestruturar membranas e proteinas,

estruturantes de organelas, ao formar por exemplo, intermediarios da peroxidagao
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lipidica como o malonaldeido (Blokhina et al., 2003; Barreiros, David e David,
2006).

Diante do efeito téxico das EROs, ha uma gama de arsenal enzimatico
para neutraliza-las. Em plantas, a enzima ascorbato peroxidase (APx) é
encontrada em diversas organelas, principalmente as envolvidas com
metabolismo energético (cloroplastos e mitocondrias) ou acumulo de peréxido de
hidrogénio (peroxissomos). Como este ultimo ERO pode atuar como mensageiro
quimico de estresse, a APx, devido a sua versatilidade vinculada ao seu
substrato, & ponto crucial em sistemas antioxidantes de planta (Maruta e
Ishikawa, 2018).

A ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) € uma heme-peroxidase que utiliza
0 ascorbato (vitamina C) como cofator para doacao de elétrons, que converte o
peréxido de hidrogénio em agua. Nas plantas, elementos presentes nas regides
promotoras dos seus genes, com sequéncia cis ativadas sob estresse bidtico e/ou
abidtico, sao responsivos a por exemplo fitorménios caracteristicos, que induzem
a sua expressao (Raza et al., 2022; Jardim-Messeder et al. (2022)

O zinco foi 0 metal escolhido, pois pode ser tanto um micronutriente, ao
fazer parte da constituicdo de sitios cataliticos de enzimas, como em altas
concentragdes, pode apresentar toxicidade, principalmente em R. communis L.
(Marques e Nascimento, 2014). Dessa forma, o presente trabalho, definiu seus
elementos cis reguladores, localizagbes subcelulares, alteragbes pos-
traducionais, a fim de entender os contextos biolégicos destas enzimas e eleger
uma RcAPxs para analise de afinidade entre esta e fitormbnios produtos do
estresse oxidativo gerados pelo zinco, com o intuito de compreender um possivel

mecanismo de protec¢ao do sistema oxidante contra esse metal.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ELEMENTOS-CIS, PROTEICA DAS APXS DE R. COMMUNIS L. (RCAPXS)

A identificacdo das regides upstream dos genes RcAPxs, a partir do banco
de dados do genoma de R. Communis L. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) foi realizada em um fragmento de 1500 pb,
pois a porgéo regulatéria dos genes em plantas esta geralmente localizada até

1000 pb antes do sitio de inicio da transcricdo (Dean et al., 1995). A partir dessas
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porcoes, foram realizadas a identificacdo de possiveis cis-elementos com o0 uso
do banco de dados PlantCare (Rombauts et al., 1999). A localizagdo subcelular
das formas proteicas das RcAPxs, foram obtidas a partir da ferramenta de
bioinformatica DeepLoc - 2.1 (ddum et al., 2024). Foram usados dois sites o
NetPhos 3.1 (Blom et al., 1999) e o NetNGlyc 1.0 Server (Gupta e Brunak, 2004)
para quantificagdo dos pontos de fosforilagdo (Ser/Thr/Tyr) e de N-glicosilagéo
(Asn-X-Ser/Thr), respectivamente. Vale ressaltar que o X na N-glicosilagao pode

ser qualquer aminoacido, exceto prolina.
2.3 MODELAGEM MOLECULAR

Os critérios para validacdo e produgao das estruturas tridimensionais proteicas
foram obtidos(as) a partir das sequéncias FASTA, que foi inseridas no servidor
SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) (Waterhouse et al., 2018), bem
como no servidor MOLPROBITY (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Williams

et al., 2018) para obtencao das porcentagens de Ramachandran.

2.4 ANCORAGEM MOLECULAR

Os ligantes no formato sdf 3D foram obtidos da plataforma de banco de
dados de moléculas o PubChem (Bolton et al., 2011) com os seguintes codigos
(CID): brassinolideo (115196), auxina (802), giberelina (5280379), metil jasmonato
(5281929), acido abscisico (5375199), acido salicilico (338), etileno (6325),
ascorbato (54670067), heme (26945) - padrdao usado por Singh e Shah (2014),
zinco - micronutriente/metal pesado - (23994), malonaldeido (10964), perdxido de
hidrogénio (784). Os ligantes foram convertidos no formato pdb no programa
Pymol versao 2.1.1 (Scrondinger, 2015) e salvos em pasta contendo os seguintes
arquivos: conf, vina, vina_license, vina-split e o arquivo no formato pdb da
proteina modelo 1iyn.1.A (Wada et al., 2003) para elucidagdo da estrutura
tridimensional da RcAPx.iso1.

A estrutura tridimensional elucidada de RcApx1.iso.1, a partir do modelo
1iyn.1.A de APXx cloroplastica de Nicotiana tabacum L. (Wada et al., 2003), foi
utilizada para as ancoragens moleculares, pois foi a Unica que apresentou dois
aminoacidos do sitio catalitico correspondentes (His169 - Lys169 aminoacido

correspondente- e Ser173) ao trabalho base de Singh e Shah (2014) e maior
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indice de fosforilagdo na serina para as ancoragens moleculares, bem como nas
outras (exceto para RcAPx2) tem resposta a fitormbnios (cis-elementos)
envolvidos no estresse oxidativo, localizagao subcelular em organela envolvida
em vias metabdlicas (exceto as isoformas da RcAPx3.iso1 e as RcAPx4 e
RcAPx5), maior indice de fosforilagdo na serina e valores de estabilidade na
estrutura quimica (% Ramachandran) e identidade com a proteina modelo, que
sinalizam uma boa qualidade na sua modelagem.

O AutoDockTools versdo 1.5.6 (Morris, Huey e Olson, 2008) foi utilizado
para conversao dos ligantes no formato pdb em pdbqt salvo na mesma pasta com
0s outros arquivos mencionados, bem como a conversao da proteina também em
pdbqt, além de gerar o grid box (regido correspondente ao do sitio catalitico) com
as coordenadas x 5.972, y 27.361 e z 49.861 e do tamanho deste x 30,y 24 e z
28, salvos no arquivo conf na pasta.

Com o0 uso do Prompt de comando foram realizadas as analises de
afinidade entre os ligantes e o sitio catalitico (Trott e Olson, 2010). Em seguida,
os arquivos ligand_out e o da proteina no formato pdb, com o uso do programa
Pymol versdo 2.1.1 (Scrondinger, 2015), foram salvos os complexos proteina-
ligante no formato pdb. Por fim, no software Discovery Studio Visualizer
v.17.2.016349 (Biovia et al., 2016) foram geradas as imagens bi e tridimensionais

das ancoragens moleculares com a posigao do ligante com a maior afinidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE DOS ELEMENTOS CIS-REGULADORES DOS GENES RCAPXS

O banco de dados do genoma da mamoneira possibilitou a identificacao de
cinco genes das ascorbato peroxidases (RcAPxs), RcAPx1, RcAPx2, RcAPXx3,
RcAPx4 e RcAPx5, como foi identificado por Jardim-Messeder et al. (2022), com
3 isoformas para a primeira, 2 para a segunda e 2 para quinta encontradas.

A maioria dos elementos cis identificados (variando de 7 a 18,
dependendo do promotor) esta relacionada a resposta a luz (Figura 1), que

compartilham fungbes como a ativagdo de regides estimuladoras, expressao do
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endosperma e controle circadiano, comuns em diversas espécies estudadas,
como também foi encontrado no trabalho de Jardim-Messeder et al. (2022).

Brown e colaboradores (2012) demonstraram maior expressao nas
folhas e sementes principalmente da RcAPx 2, dado corroborativo ao da tabela 1
da sua localizagdo subcelular (mitocondrial) e intimamente relacionada a
fotorrespiracao e ao fluxo metabdlico vinculado a germinagdo das sementes, beta
oxidacdo de acidos graxos-ciclo do glioxilato-gliconeogénse-respiragao celular,
como observados nos trabalhos de Jardim-Messeder et al. (2022) e Gerhardt e
Beevers (1970). Além disso, foram identificados elementos associados a
fitormbnios e indutores como giberelina, auxina, metil jasmonato, acido e acido
salicilico (Figura 1), que tendem a se acumular em condigbes de estresse bibtico
elou abidtico. Esse acumulo pode afetar a expressdo de diversos genes, como
miR6445, miR156, miR159, miR167 e miR171, localizados principalmente em
folha e raiz, que estdo envolvidos em processos fisiologicos e bioquimicos que
favorecem a adaptagao da planta a diferentes ambientes (Jardim-Messeder et al.,
2022).

Figura 1 — Regides promotoras dos genes Apxs em mamona (Ricinus communis

L.) e seus elementos cis-regulatérios
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.2 LOCALIZACAO SUBCELULAR E MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS
DAS RCAPXS EM MAMONA.

As localizagbes subcelulares das RcAPxs (Tabela 1) estdo intimamente
relacionadas a organelas que geram os fitorménios aqui estudados, como a
giberelina (plastideos - Hedden e Thomas, 2012), o brassinolideo (reticulo
endoplasmatico - Jin et al. (2009) e a auxina em plastideos e citoplasma (Ung et
al., 2022; Salazar-iribe e De-La-Pena, 2020), bem como estdo de acordo aos
achados de Jardim-Messeder et al. (2022). Além disso, vale ressaltar a
importancia de algumas isoformas serem encontradas em mitocdndrias, ainda
mais em situacdes de taxas metabdlicas altas, como em condi¢cdes de estresse
oxidativo, em que a taxa de produgdo de radicais livres, em suas devidas
propor¢gdes, sdo concomitantes ao efeito dos fitormbénios que estimulam o
desenvolvimento da planta e induz a expressdo de enzimas antioxidantes
(Khamiss, Sabouh e Kanbar., 2011; Jardim-Messeder et al., 2022).

Tabela 1. Localizac&o subcelular das APxs de Mamona.



Enzima ID Localizagao
RcApx1.1 XP_015575410.1 Plastideo
RcApx1.2 | XP_002520353.1 Plastideo
RcApx1.3 XP_048226997.1 | Reticulo endoplasmatico

RcApx2 XP_048231103.1 Mitocondria
RcApx3.1 XP_048234686.1 Nucleo/Citoplasma
RcApx3.2 XP_002530823.1 Peroxissomo/

Mitocodndria

RcApx4 XP_048234428.1 Citoplasma
RcApx5.1 XP_025014203.1 Citoplasma
RcApx1.2 XP_048235911.1 Citoplasma

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Todas as enzimas analisadas apresentaram sitios de fosforilagéo (Fig. 2). A RcApx1.iso.1

contém 88 sitios (Thr8, Ser73, Tyr7), enquanto a RcApx1.iso.2 possui 82 sitios (Thr7,
Ser69, Tyr6). A RcApx1.iso0.3 apresenta 40 sitios (Thr7, Ser29, Tyr4) e a RcApx2, 50
sitios (Thr17, Ser28, Tyr5). A RcApx3.iso.1 possui 55 sitios (Thr10, Ser32, Tyr13) e a
RcApx3.iso.2 conta com 48 sitios (Thr11, Ser28, Tyr9). A RcApx4 apresenta 23 sitios
( Thrb, Ser12, Tyr6), enquanto as isoformas RcApx5.is0.1 e RcApx5.is0.2 tém 32 sitios

(Thr14, Ser13, Tyr5). Notavelmente, as proteinas RcApx4, RcApx5.is0.1 e RcApx5.iso.2

nao apresentam sitios de N-glicosilacdo, ao contrario das demais, que mostraram a

presenca de N-glicosilacao (1, 1, 1, 1, 1, 1) respectivamente.

80
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Figura 2 — Modificagbes pos-traducionais das RCAPxs

-

5 T Y
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.5 MODELAGEM MOLECULAR Das RcAPxs

Os modelos correspondentes das enzimas, identificados pelos PDB IDs
(Protein Data Bank Identifier), foram: 1IYN.1.A, AOA3Q7F8U4.1.A,
AOA1R3JD58.1.A, AOA6A1V597.1.A, AOA4D6LID6.1.A e V4ASNA9.1.A. Os valores
de identidade entre as enzimas variaram de 71,93% (RcApx5.iso.2) a 89,35%
(RcApx1.iso.2). Esses resultados, com identidade superior a 25%, indicam que
todas as RcApxs selecionadas no estudo sao bons modelos para serem utilizadas
como moldes. A similaridade entre as sequéncias de aminoacidos variou de 51%
(entre RcApx5.iso0.1, RcApx5.is0.2 e RcApx3.iso.1) a 59% (entre RcApx1.iso.1 e
outras isoformas), com uma cobertura minima de 41% (RcApx3.iso.1) e maxima
de 95% (RcApx5.is0.1 e RcApx5.is0.2). Isso significa que as sequéncias
analisadas incluem todos os residuos que compdem o dominio funcional proteico.
O valor de QMEAN variou de 89% (RcApx1.iso.1) a 92% (RcApx1.iso.2). A
andlise de validacdo, por meio do grafico de Ramachandran, revelou que a
maioria das proteinas apresentou mais de 90% dos residuos em regides
favoraveis, com destaque para a RcApx4, que alcangou 99,19% (Tabela 2). Além
disso, os resultados do z-score indicaram que a RcApx1 (<1) e suas isoformas
apresentam boa qualidade (Figura 3), como as encontradas por Jardim-
Messeder et al. (2022).
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A isoforma RcApx1.iso.1 foi utilizada para as ancoragens moleculares, pois

foi a unica com dois aminoacidos do sitio catalitico equivalentes (His169 - Lys169

aminoacido correspondente com mesma polaridade - e Ser173) aos encontrados

por Singh e Shah (2014) para as ancoragens moleculares, bem como a sua

estrutura tridimensional foi validada (Tabela 3 e Figura 4).

Tabela 2. Validagdo da modelagem por homologia das proteinas Apxs em R.

communis L.
Modelo anci
Sequéncia .
Protein Identidade de Cobertur Faixa | QMEAN | GMQE Ramachandran | Qualidade
(PDB S a (%) (z-score)
D) similaridade
RCAP:“"SO Tiyn1A | 89,31 0,59 0,65 ggé 089 | 061 98,16 <1
REAPXLISO | jin1A | 89,35 0,59 077 | 3| o092 | o7 98,16 <1
2 365
ROAPXTISO | fiyn1A | 89,31 0,59 082 | joo | o9 | o7 98,53 <
3 287
AOA3Q7
RcAPx2 F8U4.1. 79,86 0,55 1 1-283 - 0,92 97,16 -
A
. AOA1R3
RCAP;‘&'S" JD58.1. | 7345 0,51 041 | 1-181 - 0,34 87,64 -
' A
. AOABA1
RCAP;&'SO V597.1. | 85,07 0,57 1 1-288 - 0,94 98,25 -
' A
AOA4D6
RcAPx4 LID6.1A 86,75 0,58 1 1-249 - 0,97 99,19 -
RcAP;(S.lso V4?I\LA9 71.93 051 0,95 1-239 . 0,95 92,41 -
RcAP;(S.lso V4?I\LA9 71,93 0,51 0,95 1-239 - 0,95 92,41 -

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 3 — Estruturas tridimensionais definidas e alinhadas das RcAPxs,
representadas cada uma por cores diferentes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 4. Estrutura 3D definida e alinhada da RcAPx1.iso1, representadas cada
uma por cores diferentes.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.6 ANCORAGEM MOLECULAR
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A ascorbato peroxidase € uma das enzimas chave para a compreensao do
equilibrio do status redox de plantas em condi¢gdes de estresse oxidativo causado
por metais, devido a versatilidade funcional do seu substrato, o perdoxido de
hidrogénio (Maruta e Ishikawa, 2018). Os fitormobnios (giberelina, auxina, metil
jasmonato e acido salicilico) foram encontrados como fatores cis-elementos
estimuladores da expressao da ascorbato peroxidase in silico (Jardim-Messeder
et al., 2022), como observado em nossos resultados. Outros, como o
brassinolideo, sdo conhecidos por serem produzidos em condi¢cbes de estresse
oxidativo gerado por metais pesados (Khan et al., 2018). Além de mecanismos de
promogao dessas defesas bem conhecidos, como o aumento da expressao e
atividades de enzimas antioxidantes (Rahman et al., 2023), outra que foi pouco
explorada até o momento consiste na afinidade desses fitormbnios com os sitios
cataliticos de enzimas antioxidantes, como a APx. Um dos poucos trabalhos que
demonstrou isso foi o realizado por Singh e Shah (2014), com estudos in silico, ao
apresentar como o metil jasmonato pode interferir na interagcdo do cadmio com a
APx de Oryza sativa L. (arroz), podendo conferir um efeito protetor. De acordo
com Singh e Shah (2014), os residuos de aminoacidos observados estavam
restritos apenas ao grupo heme; entretanto, em nossos resultados, os residuos
identificados foram localizados em posi¢des proximas, mantendo a mesma
polaridade, o que reforca a consisténcia da interacdo observada. Diante desse
contexto, as afinidades encontradas pelas ancoragens moleculares foram

realizadas (Tabela 3, Figuras 5 e 6).

Tabela 3. Variagao de energia livre entre os ligantes e a proteina (afinidade).

Ligante Afinidade (AG - kcal/mol)
Heme -5,6
Ascorbato -50
Giberelina -6,1
Brassinolideo -6,0
Auxina -54
Metil jasmonato -47
Acido abscisico -5,0
Acido salicilico -5,0
Etileno -14
Zinco -1,8
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Peréxido de hidrogénio -3,3

Malonaldeido -2,3

Fonte: Elaborada pelo autor

Dos fitormbnios utilizados nas ancoragens moleculares comparados a
todos os outros ligantes, a giberelina e o brassinolideo destacam-se com as
maiores afinidades, - 6,1 e - 6,0 kcal/mol respectivamente (Tabela 3), podendo
conferir efeito protetor contra metais pesados e produtos do estresse oxidativo.
Todos os fitorménios testados estdo envolvidos no estimulo de divisdo celular
para amadurecimento, crescimento e germinagao em plantas. Nesse contexto, ha
um aumento da taxa metabdlica e, por conseguinte, aumento da producdo de
EROs, assim, elevada expressido de enzimas antioxidantes, como encontrado nos
nossos resultados e que esta de acordo com os de Jardim-Messeder et al. (2022).
Esses efeitos sdo observados na presenga de metais pesados (Rahman et al.,
2023).

Em estudos de ancoragem molecular sdo consideradas duas condigdes: o
encaixe do ligante no espaco do sitio catalitico e a distribuicdo das energias em
interacdes/ligacdes para estabilizar esse complexo, resultando em uma menor
entropia nesse local, ou seja, menor variagdo de energia livre (AG), podendo ser
atribuida as moléculas de agua no entorno como interferentes (Tao et al., 2020;
Bissantz, Kuhn e Stahl, 2010).

As forcas de Van Der Waals encontradas na interacdo da giberelina
possivelmente justificam a alta afinidade encontrada com RcAPx1.iso1 (Figura 6A
e 6B). Essas forgas apresentam baixa intensidade, quando comparada a ligagao
de hidrogénio (Alves de Lima, 2010). Além dessas, foram encontradas interagdes
alquila entre aminoacidos polares e regides apolares, como encontrada para o
brassinolideo (Figura 6C e 6D), e desfavoraveis receptor-receptor, podendo
serem importantes por nao inibirem a atividade da RcAPx1.iso1 (Bissantz, Kuhn e
Stahl, 2010).

O brassinolideo foi o segundo fitorménio com maior afinidade (AG = - 6,0
kcal/mol) comparado ao substrato (ascorbato - AG = -5,0 kcal/mol) e ao heme (AG
= - 5,6 kcal/mol). Isto se deve possivelmente ao deslocamento de moléculas de
agua periféricas ao sitio catalitico devido a sua caracteristica apolar em algumas
regides, como na giberelina (Figura 6A e 6B), conferindo menor energia livre, bem

como estabilizadas por duas interagdes alquila-alquila, entre aminoacidos
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apolares e regides apolares aciclicas do fitormbnio e uma alquila-arila, entre
aminoacidos apolar e um anel de cinco carbonos do ligante (Figura 6C e 6D)
(Bissantz, Kuhn e Stahl, 2010). Apesar de interagdes fracas, alguns trabalhos
informam que sao importantes na estabilidade do complexo proteina-ligante
(Nishio et al., 2014; Brandl et al., 2001; Shimohigashi et al., 1999; Oakley et al.,
2010).

Pennisetum glaucum, no caso com a chaperona HSC70 envolvida em tolerancia

Interagdes proteina e brassinolideo ja foram demonstradas em

ao estresse por calor (Baloji et al., 2019).

Figura 5. Imagens bi e tridimensionais das interagcdes do sitio catalitico da

RcAPx.iso1 com o substrato ascorbato (A e B) e o padrédo heme (C e D) (Singh e

Shah, 2014).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 6. Imagens bi e tridimensionais das interagbes do sitio catalitico da

RcAPx.iso1 com giberelina (A e B), brassinolideo (C ¢
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Diferente do que foi observado para o brassinolideo, para o ascorbato e o
heme, foram constatadas ligacbes de hidrogénio e Pi-cation e &anion aos
aminoacidos polares sem/com carga do sitio catalitico da RcAPx1.iso1,
respectivamente (Figuras 5A, 5B, 5C e 5D), que apesar de apresentarem maior
intensidade (de hidrogénio - 2 a 10 kcal/mol) quando comparada as do fitorménio
(0,5 - 1,0 kcal/mol), a polaridade dos aminoacidos acaba favorecendo a interagcéo
com moléculas de agua, resultando em uma afinidade reduzida devido a menor
estabilidade no complexo proteina-ligante (Fokoue et al., 2020). Esse padrao de
tipos de ligagcdo encontra-se também na auxina (ligagdes de hidrogénio e Pi-
anion) com os aminoacidos da RcAPx1.iso1, podendo explicar a proximidade nos
resultados de afinidade (AG = -5,4 kcal/mol) comparado tanto ao ascorbato (AG =
-5,0 kcal/mol) quanto ao heme (AG = -5,0 kcal/mol (Tabela 3, Figuras 5A, 5B, 5C,
5D e 6E e 6F). Esses resultados podem servir como base para estudos in silico e
in vivo da auxina e seus derivados como herbicida, como foi realizado por Wang
et al. (2022) contra Echinochloa crus-galli.

Singh e Shah (2014) encontraram resultados similares para metil

jasmonato aos nossos observados para ascorbato, com a presenga de ligacdes
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de hidrogénio entre esse ligante e aminoacidos polares com carga positiva na
APx de O. sativa L. (arroz), da mesma forma com em nossos resultados (n&o
apresentados) para os acidos abscisico e salicilico, em que ambos apresentam
estruturas ciclicas e regides polares (carboxilas), podendo explicar os mesmo
valores de afinidade idénticos (AG = -5,0 kcal/mol). Diferente do encontrado em
nossos resultados (ndo mostrados) para metil jasmonato (uma interagao alquila)
e, assim, justifica-se a afinidade um pouco menor (AG = -4,7 kcal/mol) (Tabela 3).

Dentre os fitormbénios com a menor afinidade foi o etileno (AG = -1,4
kcal/mol), ndo apresentando assim, uma possivel mecanismo de defesa contra o
zinco (AG = -1,4 kcal/mol), peroxido de hidrogénio (AG = -3,3 kcal/mol) e
malonaldeido (AG = -2,3 kcal/mol) (Tabela 3) (Bhattacharjee, 2006; Gupta, 2010;
Blokhina et al., 2003; Barreiros, David e David, 2006). Arya et al. (2021)
apresentou resultados de ancoragem molecular entre a superoxido dismutase e o
malonaldeido em humano e sugere a inibigdo da atividade dessa enzima, crucial
para o inicio do processo de detoxificagdo de EROs pelo sistema antioxidante
(Perry et al., 2010), mecanismo que pode ocorrer para APx e outras enzimas
antioxidantes.

Os resultados aqui apresentados de ancoragem molecular possibilitam
novos estudos com giberelina e brassinolideo contra metais pesados, ao
apresentarem maiores afinidade a RcAPx1.iso1 e impedir a interagao do zinco ou
de produtos do estresse oxidativo, preservando esse componente do sistema
antioxidante. Outras perspectivas de pesquisas podem ser voltadas para o
principio de reducao da toxicidade pela giberelina com a modulagdo do equilibrio
das concentragbes de ferro, com estudos com ancoragens entre proteinas
transportadoras de ferro e esse fitormdnio, como observado por Uzal e Yasar
(2017) com alface em contato com cadmio. Além disso, a partir do presente
trabalho, podem ser realizados estudos in silico e in vivo em R. communis L.,
como realizado por Kvasnica et al., 2016 contra fitopatdogenos, ao interagir
analogos do brassinolideo com o receptor de brassinosteroide insensivel 1
(RECEPTOR BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 - BRI1), que ao associar-se a
cinase receptora de embriogénese somatica 1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS
RECEPTOR KINASE 1 - SERK1) podem desencadear um processo de
sinalizagdo celular voltados para o desenvolvimento/ crescimento vegetativo,

assim, uma resposta a estresse bidtico e abidtico.
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4 CONCLUSAO

Os fatores cis-elementos, as localizagdes subcelulares atreladas as
modificagdes poés-traducionais demonstram uma intima relacdo entre os
fitorménios utilizados e as RcAPxs. Isso, de maneira conjunta com a validagao
das estruturas tridimensionais resolvidas com boa qualidade contribuem com a
escolha da RcAPx1.iso1, para realizacdo das ancoragens. Os fitormbnios
apresentam maior afinidade, exceto o etileno, quando comparado ao zinco,
malonaldeido, perdoxido de hidrogénio e principalmente a giberelina, quando
comparado com todos os ligantes estudados. Esses resultados contribuem para a
compreensao de mais uma linha de estudos do efeito protetor dos fitorménios em

R. communis L em resposta a estresse abidtico.
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TOXICIDADE DO ZINCO NA GERMINAGAO DE SEMENTES DE
Ricinus communis L. SOB DIFERENTES CONCENTRACOES

RESUMO:

A fitotoxidade do zinco compromete processos fisioldgicos e bioquimicos em
plantas, podendo ser atenuada com o uso de gendtipos com capacidade
remediadora, como de Ricinus communis L. (mamona). Devido sua alta
adaptabilidade, essa espécie atua como biossinalizadora natural em areas com
solos contaminados, como acontece em Santo Amaro, Bahia, contribuindo para o
monitoramento e recuperacao de areas degradadas por fitoextracdo. O presente
estudo avaliou os efeitos do zinco na germinacdo de sementes da linhagem
UFRB160 e da cultivar BRS Energia, submetidos em diferentes concentragdes
(Agua, EDTA 125 mg + Zn 125 mg, 32 mg, 62,5 mg, 125 mg, Giberelina 125 mg +
Zn 125 mgq), afericdo das raizes das plantulas, bem como teores de 6leo nessas
condigbes. A cultivar BRS Energia demonstrou tolerancia maior ao estresse
abidtico referente a germinagao, porém nao para as ramificagdes radiculares e o
teor de dleo. Por outro lado, foi observado sensibilidade da linhagem UFRB160 ao
zinco em concentragdes elevadas, salvo com a utilizacdo do quelante, como para
a cultivar BRS Energia, e na porcentagem de germinagdo na condigdo com o
fitormbnio. Assim, os resultados reforcam a importancia da selecdo de
constituicbes genéticas para reduzir as concentragdes de ions metalicos tdxicos
ambientais

Palavras-chave: Fitorremediacdo, ion Metalico, Mamona, Vigor germinativo,
Estresse abidtico.
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ZINC TOXICITY ON THE GERMINATION OF Ricinus communis L.
SEEDS UNDER DIFFERENT CONCENTRATIONS

ABSTRACT:

Zinc phytotoxicity compromises physiological and biochemical processes in plants
and can be attenuated by using genotypes with remediation capacity, such as
Ricinus communis L. (castor bean). Due to its high adaptability, this species acts
as a natural biosignaler in areas with contaminated soils, as is the case in Santo
Amaro-BA, contributing to monitoring and recovery of areas degraded by
phytoextraction. The present study evaluated effects of zinc on germination of
seeds of UFRB160 line and cultivar BRS Energia, submitted to different
concentrations (water, EDTA 125 mg + Zn 125 mg, 32 mg, 62.5 mg, 125 mg,
Gibberellin 125 mg + Zn 125 mg), measurement of seedling roots, as well as oil
contents under these conditions. The BRS Energia cultivar showed greater
tolerance to abiotic stress regarding germination, but not for root ramifications and
oil content. On other hand, UFRB160 was sensitive to zinc at high concentrations,
except with the use of chelator, as for cultivar, and in germination percentage
under condition with phytohormone. Thus, we reinforce the importance of selecting
genetic results to reduce concentrations of toxic metal ions in environment.

Keywords: Phytoremediation, Metalic lon, Castor bean, Germination vigor, Abiotic
stress.
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1 INTRODUGAO

A viabilidade germinativa das sementes representa uma fase importante no
ciclo de vida vegetal, sendo modulada por condicionantes ambientais e
nutricionais. Sob a perspectiva edafica e nutricional, o zinco € um micronutriente
essencial para a regulacao integrada das respostas protedmicas, metabolémicas
e hormonais. Além disso, esse oligoelemento contribui para a mitigacdo do
estresse oxidativo gerados por espécies reativas de oxigénio (ROS), por meio da
ativacao e estabilizacdo do sistema antioxidante enzimatico, especialmente pela
ascorbato peroxidase (APXx) (Liu et al., 2018)

No entanto, niveis inadequados desse cofator indica um quadro de
fitotoxicidade severa que compromete a fisiologia vegetal associada a ocorréncia
de estresse abidtico, resultando na producéo intensificada de ROS, inativagéo do
sistema antioxidante, que como consequéncia compromete a aptidao germinativa
ou ocasiona dorméncia de sementes. A presencga excessiva do zinco em solos
ocorre sob influéncia de atividades industriais como mineragdao, adubacgao
subodtima que resulta na disposi¢cao descontrolada ao ambiente (Huang et al.,
2018; Anas et al., 2024)

O resultado do manejo ineficiente da contaminacdo desse metal foi
relatado no municipio de Santo Amaro, no estado da Bahia, cujo efeito da
exploracdo e beneficiamento em conjunto a outros elementos de transi¢cao
contribuiram para poluicdo ambiental, que alastrou-se aos recursos hidricos e
quadro clinico deficiente da populagdo local. Nessa regido a recuperagdo de
areas degradadas representa um desafio para melhorar o cenario agricola
exigindo estudos de fitorremediacdo que contribuam para a revitalizagao
ambiental local (Filadelfo et al., 2024).

A mamoneira (R. communis) é uma oleaginosa de ampla utilizagao
econbmica, principalmente na producdo de biocombustiveis. Além disso, €

empregada em programas de recomposicao de ecossistemas devido a sua
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adaptabilidade e ao seu potencial como biossinalizadora. Entretanto, a escassez
cientifica sobre o assunto € um bloqueio para analisar respostas morfofisiélogicas
dessa espécie ao estresse abiodtico por metais pesados, como o zinco, em doses
elevadas (Qureshi et al., 2020)

Considerando esse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar
os efeitos toxicos do zinco, em diferentes concentragbes, na germinagado de
sementes de R. communis, especificamente na cultivar BRS Energia e na
linhagem UFRB160. Busca-se, assim, determinar o grau de resisténcia,
suscetibilidade ou tolerancia dessas variedades ao metal, a fim de orientar
estratégias futuras para restabelecimento de areas naturais por meio do uso

adequado desse recurso genético vegetal.
2 METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratério do Nucleo de
Melhoramento Genético e Biotecnologia - NBIO, vinculado ao Centro de Ciéncias
Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia, localizada em Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Sendo utilizadas no
experimento as sementes de mamona (R. communis) da cultivar BRS Energia e

da linhagem UFRB160, esta ultima gerada por este Nucleo.

2.1 Teste de germinagao

Os testes germinativos foram conduzidos entre janeiro e abril de 2025,
utilizando sementes armazenadas no banco ativo de germoplasma do Nucleo de
Melhoramento Genético e Biotecnologia (NBIO/UFRB), conforme as
recomendagdes das Regras para Analise de Sementes — RAS (Brasil, 2009). O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticoes de 50 sementes para cada gendtipo. Para assegurar maior
uniformidade na embebicdo durante os ensaios fisioldgicos, as sementes tiveram
suas carunculas removidas antes de serem submetidas a desinfestacdo com
solucdo de hipoclorito de sédio a 0,1%, permanecendo submersas por 20
minutos. Em seguida, foram lavadas em agua corrente para a remocgao do residuo

de hipoclorito e secas sobre papel toalha.
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As sementes foram dispostas em papel germitest previamente umedecido
com agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco nas condi¢des
Agua, EDTA 125 mg (11,08 mM) + Zn 125 mg, Zn 32 mg (2,63mM), Zn 62,5 mg
(5,65mM), Zn 125 mg(11,29mM) e Giberelina (9,37mM) + Zn 125 mg, colocadas
para germinar a temperatura de 25°C sem fotoperiédo para posteriormente
avaliar as variaveis: germinagéo, comprimento da parte radicular (raizes primarias
e secundarias), peroxidagao lipidica e teor de dleo.

Tratamento Descrigao

Agua

EDTA 125 mg + Zn 125 mg (1:1)
Zn 32 mg

Zn 62,5 mg

Zn 125 mg

Giberelina + Zn 125 mg (1:1)

o b WDN =

2.1.1 Teste de germinagao: As avaliagbes foram realizadas em um periodo de 7

dias apds a semeadura segundo as RAS (Brasil, 2009).

2.1.2 Comprimento de parte radicular: a avaliagao foi feita com auxilio de uma
régua graduada (mm) no sétimo dia apds a semeadura (final do teste

germinativo), das quais foram medidas as Raizes primarias e Raizes secundarias.

2.1.3 - Extracdo de Oleo: Para a determinacdo do teor de 6leo, utilizou-se o
método de Soxhlet (1879), com algumas modificagbes. Foram pesados 5 g de
sementes de cada um dos dois genodtipos (BRS Energia e UFRB160),
correspondentes aos diferentes tratamentos. Em seguida, as sementes foram
maceradas, acondicionadas em papel filtro e inseridas em cestos de ago inox
coberto com algodao nas partes superior e inferior. Cada conjunto foi colocado no
equipamento, e nos frascos de vidro adicionaram-se 100 mL de hexano (299%).
Apds o primeiro gotejamento uniforme do solvente e o alcance da temperatura de
176 °C, o processo seguiu por uma hora e meia. Em seguida, realizou-se uma
segunda maceragao com 3 g de areia autoclavada, repetindo-se o tempo de
extragcdo. Ao final, os frascos foram levados a estufa a 130 °C por 40 minutos. O
teor de d6leo foi determinado pela diferenca do peso do recipiente com o dleo

antes e apos a extragéo, descontando-se o peso dos frascos (SOXHLET, 1879).
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2.1.4 - Peroxidacao lipidica: A peroxidacao lipidica foi quantificada pelo método
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Species), conforme Hodges et al. (1999),
com adaptagdes. Para preparagdao do reagente, pesou-se 0,048 g de acido
tiobarbiturico (TBA) em tubo de 50 mL, adicionando-se 7,14 yL de agua destilada.
A solucéo foi homogeneizada e o pH ajustado para 3,5. Em microtubos, a solugéao
de TBA foi misturada com o dOleo extraido (propor¢cdo 3:1), em triplicata. As
amostras foram incubadas em estufa a 100 °C por 1 hora. Apds o resfriamento
por 15 minutos em freezer, adicionou-se butanol, e as amostras foram
centrifugadas a 13.400 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, e a leitura do precipitado foi realizada em espectrofotometro UV a 532

nm. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica.

As médias do experimento foram comparadas pelo teste de tukey, a 5% (*)
de probabilidade para todas as variaveis, a partir do programa GRAPHPAD
PRISM versao 10.0.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A anadlise germinativa das sementes de R. communis, sob diferentes
concentracbes apresentadas em ambos gendtipos (BRS energia e UFRB160),
obteve contrastes significativos referentes a resposta fisiolégica ao zinco, cujo
experimento foi conduzido ao longo de 7 dias até a taxa de germinagéo
estabilizar. Na Figura 1, €& possivel observar que a cultivar BRS Energia
conseguiu atingir o platd germinativo por volta do terceiro dia na maioria das
condigbes impostas, principalmente na 125mg, evidenciando uma elevada
tolerancia ao metal pela rapida resposta na fase emergencial, diferente do que

aconteceu com a taxa de germinagao da UFRB160.

Figura 1. Velocidade de Germinagao da cultivar BRS Energia (Mamona)
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Na UFRB160 (Figura 2) a maior sensibilidade ao estresse abibtico por zinco foi
devido a reducdo acentuada na mesma condicdo a qual a cultivar apresentou
tolerancia, no entanto, é possivel perceber que na presengca de agente
condicionantes como Acido giberélico - Gb (Tipo de giberelina) e o EDTA (Agente
quelante inespecifico), ajudam na superagdo do estresse, enquanto nos
tolerantes (BRS Energia) mesmo na auséncia dos agentes condicionantes

desempenham uma resposta satisfatoria na germinacgao.

Figura 2. Velocidade de Germinagao do linhagem UFRB160 (Mamona)
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Fonte: Elaborada pelos autores.

A giberelina além de atuar na quebra da dorméncia, bem como na fase
inicial do desenvolvimento das plantulas, esta potencialmente envolvida na
regulacao da fitotoxicidade causada por elementos quimicos, ativando sistema de
defesa (Rahman et al., 2023). Segundo estudos de Atici (2005), a concentragao
dos niveis desse fitormbnio é inversamente proporcional a concentracéo de zinco,
destacando que a associacdo entre resisténcia e tolerancia por elementos de
transicao e o acido giberélico em plantas pode estimular a biossintese a niveis
endoégenos e exogenos. Diferente do EDTA, que possui eficacia de fitoextrair
metais pela formagdo de complexos metélicos soluveis alterando a absorgao
radicular e o metabolismo secundario das plantas (Ali et al., 2016; Tammam et al.,
2021).

Na Figura 3 de Raiz primaria da BRS Energia, é possivel observar que a
presengca do quelante e/ou na condi¢do do zinco (32 mg) na germinagao das
sementes favoreceram a germinagao. Em contrapartida, na condi¢gao de zinco 125
mg isolado, reafirma-se que a alta concentragcdo pode gerar efeitos deletérios ao
vegetal que compromete o material genético e consequentemente causa um
desequilibrio nutricional, principalmente de ferro, manganés e cobre, induzindo a

clorose foliar (Galal et al., 2021).

Figura 3. Dados de Raiz primaria da cultivar BRS Energia

BRS Energia

4 *

e Agua

Gb 125 mg + Zn 125 mg
EDTA 125 mg + Zn 125 mg
Zn 32 mg

Zn 62,5 mg

Zn 125 mg

Raiz primaria (cm)
[\ %]
1
*
*
Ono0onNamO

Fonte: Elaborada pelos autores.

Nos dados de raiz primaria da UFRB160 (Figura 4), a maioria dos

resultados nao tiveram diferenga estatistica significativa como na cultivar BRS
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Energia, embora as menores concentragdes tenha apresentado uma resposta
mais uniforme, sugere que a tolerancia relativa depende dos niveis ofertados do
metal, onde no extremo (Zn 125 mg), sofre alteragcbes morfologicos visiveis
provocadas pelos efeitos toxicos, principalmente com redugdo no comprimento do
hipocdtilo e auséncia de desenvolvimento foliar completo subsequente aos

cotilédones.

Figura 4. Dados de Raiz primaria do linhagem UFRB160

UFRB 160

Agua

Gb 125 mg + Zn 125 mg
EDTA 125 mg + Zn 125 mg
Zn 32 mg

Zn 62,5 mg

Zn 125 mg

Raiz primaria (cm)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Os dados de Raiz primaria da BRS reverberam-se na Raiz secundaria
(Figura 5), cujo comprimento da plantula segue comprometido em dosagem
superiores, confirmando fitotoxicidade mesmo sem o comprometimento na
porcentagem de germinagao nas condigdes impostas (Figura 1). Na concentragéo
de Zn 125 mg, a reducédo das ramificagdes radiculares podem ter uma relagéo
direta aos danos na fotossintese, interferindo na biossintese de clorofila, pela
inibicdo do acido 5-aminolevulinico (ALA), percursor das porfirinas responsavel
pela conversdo fotoativa da redutase protoclorofilidio em clorofilidio, bem como
deposigdo na exoderme de ligninas e suberinas e alteragdo no numero de

elementos condutores afetando a condutividade hidraulica (Gomes et al., 2011).

Figura 5. Dados de Raiz secundaria da Cultivar BRS Energia
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BRS Energia

1.5 .
_ =3 Agua
§ W Gb 125 mg + Zn 125 mg
£ 1.0- 3= EDTA 125 mg + Zn 125 mg
@
S * = Zn 32mg
| os BEm Zn 62,5 mg
; ' B3 Zn 125 mg
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.

0.0-

Fonte: Elaborada pelos autores.

Como compensacéo, as ramificagdes radiculares da UFRB160 (Figura 6)
nao tiveram respostas significantes, exceto pela condi¢do de Gb 125 mg + Zn 125
mg sugerindo um efeito sinérgico toxico, visto que a giberelina tem funcéo de
desenvolvimento vegetal, porém a sua aplicagdo conjunta em doses altas do
metal pode agravar o indice de toxicidade devido a desregulacdo do sistema
antioxidante enzimatico (Gong et al., 2021).

Na concentragdo mais toxica (Zn 125 mg) para ambos os gendtipos, a
redistribuicao de fotoassimilados possivelmente afetou a
emergéncia/desenvolvimento das raizes e também comprometeu o metabolismo

energético influenciando no teor de dleo (Saini et al., 2021).

Figura 6. Dados de Raiz secundaria do genétipo UFRB160

UFRB 160

1.5= .
—_ =3 Agua
g W Gb 125 mg + Zn 125 mg
£ 1.04 =3 EDTA 125 mg + Zn 125 mg
T
S = Zn 32 mg
§ os - B Zn 62,5 mg
; ' =1 Zn 125 mg
©
% oll |

0.0

Fonte: Elaborada pelos autores.

Quanto a peroxidagédo lipidica (resultados ndo mostrados), ndo houve

diferenga significativa entre todas as condigdes nos dois gendtipos,
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possivelmente a geracédo de espécies reativas de oxigénio promovida pelo zinco,
como peréxido de hidrogénio, radical hidroxil e anion superéxido foi suprimida
pela super expressdo enzimatica antioxidante de primeira linha de defesa na
funcdo de minimizar os efeitos por meio da neutralizagcéo e eliminagdo dos danos

oxidativos (Nelson e Cox, 2022).

Figura 7. Dados de Teor de Oleo do genétipo BRS Energia

BRS Energia

20+ .
Agua

Gb 125 mg + Zn 125 mg
EDTA 125 mg + Zn 125 mg
Zn 32 mg

Zn 62,5 mg

Zn 125 mg

Teor de 6leo (%)
OROO0ONC

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tanto para a cultivar BRS Energia como para o linhagem UFRB 160, na
concentracédo Zn 125 mg (Figuras 7 e 8), os teores de 6leo foram reduzidos
comparadas as outras condig¢des, principalmente com EDTA 125 mg + Zn 125 mg
(Figura 7) e com Zn 32 mg (Figura 8). Segundo Tan et al. (2013), o oleo é
essencial para germinagéo, pois é usado como reserva energética a partir da -
oxidacdo de acidos graxos, ciclo do glioxilato, ciclo de Krebs e via da
gliconeogénese para producdo de carboidratos, em que serdo utilizados para
geragdo de Trifosfato de Adenosina (ATP), molécula fundamental na divisdo
celular. Assim, alto teor de 6leo pode refletir em baixo consumo deste para
germinacgao.
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Figura 8. Dados de Teor de Oleo da Linhagem UFRB160

UFRB 160

*
57 I Agua
Gb 125 mg + Zn 125 mg
EDTA 125 mg + Zn 125 mg
Zn 32 mg
Zn 62,5 mg

Zn 125 mg

Teor de 6leo (%)

Fonte: Elaborada pelos autores.

5 CONCLUSAO

Os gendtipos de Ricinus communis L. mostraram resultados distintos em
resposta ao estresse abidtico por zinco. A cultivar BRS Energia, apresentou
tolerancia a elevada concentragdo do metal, devido a sua germinacéo acelerada,
conservagao da integridade celular e manutencdo do teor de éleo, associada a
eficiéncia do sistema antioxidante enzimatico que favoreceu a homeostase redox.

No entanto, a linhagem UFRB160 mostrou maior sensibilidade ao zinco,
pelo atraso emergéncial da plantula bem como a sua resposta negativa mesmo
com o uso de condicionantes como a giberelina, dando indicios da auséncia de
ganhos expressivos na biossintese lipidica e agravos na regulagado do sistema de
defesa.

Dessa forma, a linhagem UFRB160 atua melhor com agcdo de complexos
metalicos para remoc¢ao da fitotoxidade, enquanto a cultivar BRS Energia se
mostra mais promissora do ponto de vista genético. Portanto, o trabalho
demonstra que a mamona tem potencial em ser utilizada na fitorremediagcao de
zinco utilizando ambos gendtipos, porém em alguns casos é necessario a

utilizacdo de EDTA para melhores respostas.
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