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RESUMO

A manutenção da integridade do DNA é um desafio vital para os organismos.

Estudos sugerem que a exposição ao arsênio (As) induz efeitos genotóxicos em

células eucarióticas. Em plantas, um dos principais efeitos fenotípicos da toxicidade

por As é a inibição do crescimento radicular, que pode ocorrer por meio da

interrupção das divisões celulares. Todavia, ainda não está claro se, e em que

extensão, essa inibição está relacionada a danos ao DNA e aos mecanismos de

reparo. Tais mecanismos são induzidos por reações de fosforilação dependentes e

independentes do fator de transcrição Suppressor of Gamma-response 1 (SOG1),

culminando na interrupção de fases do ciclo celular. Com efeito, a toxicidade

causada pelo As interfere no metabolismo energético pela substituição do fosfato por

arsenato, desestabilizando o ATP e, assim, diminuindo a carga de adenilato. Nossa

hipótese é que vias de reparo e checagem do DNA interrompem o ciclo celular e o

crescimento associado à redução da disponibilidade energética provocada pelo As,

bem como pelo dano ao DNA, em vias associadas ao integrador central de resposta

SOG1. Foram utilizados mutantes de Arabidopsis thaliana para as vias do ciclo

celular e de resposta ao dano ao DNA SOG1 (sog1-101), CDK (cdkb1) e E2F(e2fb1),

todas no mesmo background selvagem (ecótipo Columbia 0). Em condições de

As[0], o genótipo sog1 apresentou maior massa fresca de parte aérea em

comparação aos demais genótipos. Na presença do As, todos os genótipos

apresentaram redução significativa na biomassa. Observa-se que os mutantes para

cdkb1 e e2fb1 apresentam uma redução na concentração de todos os pigmentos na

presença de As. Os diferentes genótipos exibem concentrações de aminoácidos

totais similares em condições ótimas; todavia, na presença de As, com exceção de

cdkb1, todos os outros genótipos apresentaram aumentos significativo nos níveis de

aminoácidos totais. Os genótipos cdkb1 e e2fb1 apresentaram maiores

concentrações de proteínas e de amido; entretanto, na presença de As, todos os

genótipos sofreram reduções significativas. A presença de As resultou em redução

dos açúcares solúveis totais (sacarose, glicose e frutose) em todos os genótipos.

Malato, fumarato e prolina, em situação de controle, apresentaram pequenas

diferenças. No entanto, na presença de As, todos os genótipos mostraram

acréscimos significativos, destacando-se malato e fumarato para cdkb1 e e2fb1, com

NETO, José Pires de Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de
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os maiores acréscimos, enquanto prolina foi mais expressiva para sog1. Em

presença de As, os genótipos mutantes (sog1, cdkb1 e e2fb1) apresentam coloração

mais intensa associada à presença de superóxido na parte aérea. Nos ápices

radiculares, todos os genótipos apresentam comportamento semelhante, sem

apresentar coloração intensa para o marcador de espécies reativas de oxigênio

(ROS) na ausência de estresse. Já na presença do poluente, todos os genótipos

exibiram intensa marcação de superóxido. O número de núcleos na parte aérea foi

semelhante na situação controle; entretanto, em presença de As, ocorreu uma

redução significativa em todos os genótipos, sendo dkb1 e e2fb1 os mais afetados.

O índice de endopoliploidia, avaliado na parte aérea, não foi alterado pela presença

de As. Tomados em conjunto, os resultados indicam que os efeitos inibitórios no

crescimento em presença do As estão fortemente relacionados à homeostase do

metabolismo energético, o que resulta na paralização do ciclo celular. Além disso,

danos ao DNA nas condições aqui analisadas não foram evidentes.

Palavras-chave: estresse por arsênio; metabolismo primário; ciclo celular; reparo de

dna



ABSTRACT

The maintenance of DNA integrity is a vital challenge for organisms. Studies suggest

that arsenic (As) exposure induces genotoxic effects in eukaryotic cells. In plants,

one of the primary phenotypic effects of As toxicity is the inhibition of root growth,

which occurs through the disruption of cell division. However, it remains unclear

whether, and to what extent, this inhibition is related to DNA damage and repair

mechanisms. These mechanisms are induced by both phosphorylation-dependent

and -independent reactions involving the transcription factor sog1, leading to the

disruption of cell cycle phases. Consequently, As toxicity interferes with energy

metabolism by substituting phosphate with arsenate, destabilizing ATP and reducing

adenylate charge. In this context, energy depletion triggers mechanisms for sensing

energy status, which play a crucial role in cell cycle phase transition and As

tolerance. We hypothesise that DNA repair and checkpoint pathways disrupt the cell

cycle and growth due to reduced energy availability caused by As and DNA damage,

through pathways associated with the central response integrator sog1. Arabidopsis

thaliana mutants were used to study DNA damage response pathways (sog1-101,

cdkb1, and e2fb1) all in the same wild-type background (ecotype Columbia 0). In

control conditions, the genotypes showed minimal differences, with the sog1 mutant

standing out in the shoot. In the presence of the pollutant, all plants exhibited a

significant reduction in biomass. Pigments differences were only observed under

specific comparisons. Under both control and As-treated conditions, the Chlorophyll

a/b ratio remained similar across genotypes, as did carotenoid concentration.

However, mutants for cdkb1 and e2fb1 displayed reduced pigment concentration in

the presence of As. In control conditions total amino acid concentration were similar

among genotypes. However, all genotypes, except for cdkb1, showed a significant

increase in total amino acids. Regarding proteins, cdkb1 and e2fb1 exhibited higher

concentration under control conditions, but all genotypes experienced reductions in

protein levels when exposed to As. cdkb1 and e2fb1 mutants also displayed higher

starch concentrations under both conditions, despite the reductions caused by As,

while Col-0 and sog1 showed the lowest concentrations. Total soluble sugars

(sucrose, glucose, and fructose) followed similar trends under both situations, except

for fructose. As presence resulted in reduced sugars concentration across all

genotypes. In

NETO, José Pires de Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2024.
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control conditions, sog1 had the highest fructose levels, while Col-0 stood out for

increases in other sugars under As stress. Malate, fumarate, and proline

concentrations showed minor differences in control conditions. However, under As

stress, all genotypes exhibited significant increases, with cdkb1 and e2fb1 displaying

the highest increases in malate and fumarate, and sog1 in proline. Histochemical

assays for superoxide revealed that sog1 mutants were the most sensitive under

control conditions. In the presence of As, all genotypes displayed intense staining for

superoxide in the shoots, with Col-0 showing the least staining. In root tips, all

genotypes behaved similarly under control conditions, showing no significant reactive

oxygen species (ROS) staining. However, under As exposure, all genotypes

exhibited intense superoxide staining. Peroxide staining in the aerial parts was similar

across genotypes under control conditions, but As exposure caused a significant

reduction, with cdkb1 and e2fb1 being the most affected. The endopolyploidy index in

aerial parts was highest in cdkb1 under control conditions and was unaffected by As

exposure. In the presence of As, genotypes do not show differences. Signals of

genotoxicity were not observed in the aerial parts or in the root parts under control

conditions. Similarly, under As stress, genotoxic damage was not evident, except in

the e2fb1 mutant, which displayed damage in aerial parts. In summary, the inhibitory

effects on growth due to As are strongly associated with to the disruptions in energy

metabolism, which lead to cell cycle arrest.

Keywords: arsenic stress; primary metabolism; cell cycle; dna repair
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1. INTRODUÇÃO 

 

A demanda global por alimentos de alta qualidade cresce a cada ano. No 

entanto, a contaminação do ambiente por metais pesados e metaloides, como o 

Arsênio (As), está reduzindo o potencial de áreas agricultáveis. Esse problema é 

agravado em decorrência de atividades industriais e mineradoras, liberando resíduos 

desse contaminante no solo e na água. Em virtude disso, a produção de alimentos e 

a segurança alimentícia é afetada, intensificando os desafios para suprir a 

necessidade alimentícia global(GALANAKIS, 2024;SHAJI et al., 2024). 

Segundo Guerra et al. (2023) discorre que, no Brasil, a contaminação por 

arsênio (As) constitui um problema significativo, especialmente em regiões com 

intensa atividade mineradora voltada à exploração de ouro, como os estados do Pará, 

Mato Grosso, Paraná e Minas Gerais. Esse cenário tem se tornado ainda mais crítico 

na última década, agravado por desastres relacionados ao rompimento de barragens 

de rejeitos, com destaque para ocorrências em Minas Gerais (TEIXEIRA et al., 2020).  

Tecnologias promissoras, como a fitorremediação, têm sido amplamente 

exploradas para a remoção de metais pesados e metaloides de solos contaminados. 

No entanto, essa abordagem apresenta limitações, especialmente em relação ao 

tempo necessário para a remediação, à eficácia da bioacumulação dos poluentes e 

ao material vegetal adequado(KHALID et al, 2017;COELHO et al, 2020; LIN et al., 

2022). A dificuldade em encontrar plantas que possam crescer em ambientes 

altamente contaminados é um desafio crescente, pois concentrações elevadas de 

poluentes resultam na inibição do crescimento das plantas (INDRIOLO et al, 2010; 

BOUZIDI e KROUMA, 2024). 

A progressão do ciclo celular depende do consumo de metabólitos 

energéticos gerados pela fotossíntese e pela respiração celular, além de uma 

comunicação mediada por proteínas que sinalizam o status energético, como TOR e 

SnRK1(NUNES-NESI et al, 2010;ALVARENGA et al, 2020; SIQUEIRA et al., 2018). 

No entanto, fatores como metais pesados e metaloides podem causar um 

desequilíbrio energético, levando à inibição do crescimento vegetal (NUNES-NESI et 

al, 2014;FENG e NI., 2024). Além da comunicação entre o status energético derivado 

dos metabólitos e a maquinaria responsável pela regulação do ciclo celular, as plantas 

possuem um mecanismo amplamente estudado, conhecido como Resposta a Danos 

ao DNA (DNA Damage Response - DDR), que atua na regulação do ciclo celular, na 

https://www.mdpi.com/2304-8158/13/4/506
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1674987120302115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468584423000326
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468584423000326
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653522019506?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653522019506?via%3Dihub
https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-024-32350-w
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138518301109?via%3Dihub#section-cited-by
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935123028736
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verificação da integridade do DNA e na preservação do genoma (MARÉCHAL et al, 

2013; SAKAMOTO et al., 2021). 

Em todos os eucariotos, o início da via DDR depende do tipo de dano ao DNA 

para que DDR seja totalmente funcional e eficiente para responder a quebras de fita 

simples (SSBs) e quebras de fita dupla (DSBs) ou defeitos de replicação (HERBST; 

LI; DE VEYLDER, 2024).  

De primeira estância, o DNA danificado gera um estresse de replicação que 

rapidamente, é reconhecido por RAD9–RAD1–HUS1 (Complexo 9-1-1) ou pela 

proteína de replicação A (RPA) e RAD17 juntamente pelo complexo MRE11–RAD50–

NBS1MRN. O recrutamento do Complexo 9-1-1 e MRE11–RAD50–NBS1 MRN ativam 

Ataxia-Telangiectasia, Mutated (ATM) em caso de danos a fita dupla e ou ATM and 

Rad3-related (ATR) em caso de danos a fita simples (ESCHBACH e KOBBE, 

2014;AKLILU; SODERQUIST;CULLIGAN, 2013;HERBST; LI; DE VEYLDER, 2024). 

ATM e ou  ATR são proteínas que quanto ativos, fosforilam o fator de 

transcrição SUPRESSOR DE RADIAÇÃO GAMA 1 (SOG1), resultando na interrupção 

do ciclo celular em fases distintas, para que a maquinaria do DDR atue na verificação 

da integridade do DNA (NISA et al., 2019; HERBST; LI; DE VEYLDER, 2024). Uma 

das atuações de SOG1 se dá principalmente no gene WEE1, que pode causar 

paralização do ciclo celular, uma vez que a presença de WEE1, inibe as Cyclin-

Dependent Kinases (CDKs), uma família de enzimas recrutadas em diferentes fases 

do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) (HERBST; LI; DE VEYLDER, 2024; JIANG et al., 

2024; BRAAT; HAVAUX, 2024; CHEN et al., 2023). Compilado a isto, os fatores de 

transcrição E2F e SOG1 controlam antagonista ou sinergicamente a expressão gênica 

DDR sob estresse de replicação. Em geral, os membros da família dos E2F, E2FA e 

E2FB são considerados ativadores transcricionais, enquanto E2FC é geralmente 

considerado um repressor da proliferação celular. Em contrapartida, SOG1 regula a 

expressão de genes da família das CDKs relacionados a paralização e ou repressão 

do ciclo celular, podendo induzir processos de endureduplicação. (HERBST; LI; DE 

VEYLDER, 2024; CASATI, 2023; SABLOWSKI E GUTIERREZ, 2022; FINNEGAN et 

al, 2012). 

Neste contexto, este estudo teve como objetivo, explorar a relação entre o 

metabolismo energético e os mecanismos de resposta ao dano ao DNA frente à 

toxicidade causada pelo arsênio (As). Para isso, foram analisados os papéis dos 

mecanismos de reparo de danos ao DNA e sua interação com o metabolismo 

energético, utilizando plantas mutantes expostas a esse poluente. 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/pld3.370
https://www.nature.com/articles/s41477-024-01652-9
https://www.nature.com/articles/s41477-024-01652-9
https://academic.oup.com/pcp/article-abstract/55/8/1460/2756412?redirectedFrom=fulltext
https://academic.oup.com/pcp/article-abstract/55/8/1460/2756412?redirectedFrom=fulltext
https://d.docs.live.net/d8d2f3a9adbdbb57/Área%20de%20Trabalho/Mestrado%20UFV/AKLILU,%20Behailu%20B.;%20SODERQUIST,%20Ryan%20S.;%20CULLIGAN,%20Kevin%20M.%20Genetic%20analysis%20of%20the%20Replication%20Protein%20A%20large%20subunit%20family%20in%20Arabidopsis%20reveals%20unique%20and%20overlapping%20roles%20in%20DNA%20repair,%20meiosis%20and%20DNA%20replication.%20Nucleic%20Acids%20Research,%20v.%2042,%20n.%205,%20p.%203104–3118,%202014.%20Publicado%20online%20em:%2013%20dez.%202013.%20DOI:%20https:/doi.org/10.1093/nar/gkt1292
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6534066/
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal e condições de cultivo 
 

Com o intuito de entender o papel do ciclo celular na inibição do crescimento 

durante toxicidade por As em função das vias de respostas de dano ao DNA de 

plantas, serão utilizadas linhas mutantes para CDK (cdkb1), SOG1 (sog1- 101), E2F 

(e2fb-1), todas no mesmo background selvagem (ecótipo Columbia 0 – Col-0). As 

sementes foram esterilizadas e semeadas em placas de Petri contendo meio MS ½ 

força (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 0,1% sacarose, e deixadas 

no escuro por 2 dias a 4 °C. Posteriormente, as sementes foram cultivadas a 20°C e 

150 μmol fótons m-2 s-1 sob fotoperíodo 16 horas luz e 8 horas escuro com. Após 

cinco dias, as plântulas foram transferidas para placas contendo meio MS ½  

suplementado com 0,1% sacarose com Arsênio na concentração de [200 µM] e sem 

As [0], na forma de AsV (Na2HAsO4.7H2O, onde as plantas permaneceram por dez 

dias. 

 

2.2 Descarte de resíduos 
 

Os resíduos sólidos e líquidos contaminados foram coletados e devidamente 

rotulados, lacrados e encaminhados para a Divisão de Gerenciamento de Resíduos 

da UFV, a qual lidaram os meios adequados para tratamento e disposição segura. 

 

2.3 Avaliações de crescimento 
 

O crescimento das plantas foi mensurado pela massa fresca, o comprimento 

da raiz principal, por meio da avaliação das imagens com o auxílio do software 

Imagem. Dados de comprimento foram coletados a cada dois dias após o transplante 

das plântulas para o meio com e sem As. 

 

2.4 Citometria de fluxo 
 

Fragmentos foliares de aproximadamente de 1 cm, foram excisados e picados 

em 500 µL de tampão de extração nuclear OTTO-I (ácido cítrico 0,1 M, ditiotreitol 

(DTT) 2,0 mM, 0,5% v/v Tween 20®, pH 2,3). Após 3 minutos, 500 µL do mesmo 

tampão foram adicionados. As suspensões foram filtradas e centrifugada a 100 × g 

por 5 min. O sobrenadante foi descartado, 100 μL de tampão OTTO I foi adicionado 

ao pellet, agitado em vórtex e incubado por 10 minutos. As suspensões de núcleos 
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foram coradas com 500 µL de tampão OTTO-II (0,4 M Na2HPO4·2H2O, 2,0 mM 

ditiotreitol, 50 g mL−1 RNAse, 75 µM de iodeto de propídio, pH 7,8) no escuro por 30 

minutos (PRAÇA-FONTES et al., 2011). As suspensões foram filtradas em um tubo 

de citometria e analisadas em um citômetro de fluxo BD Accuri C6 (Accuri 

Cytometers) equipado com um laser de 488 nm (50 mW), dispersão direta (FSC), 

dispersão lateral (SSC) e quatro detectores de fluorescência. Com base no nível de 

ploidia de DNA, foi medido o número de núcleos em G0/G1 (nível de ploidia de DNA 

2C), S e G2/M (nível de ploidia de DNA 4C), bem como o número total de núcleos 

das suspensões. As suspensões de núcleos foram analisadas no software BD 

Csampler (Citometria de fluxo ao alcance) e o número de núcleos foram medidos 

considerando os dados fornecidos por histogramas monoparamétricos 

(fluorescência de iodeto de propídio × contagem de núcleos) e biparamétricos 

(fluorescência de iodeto de propídio × granularidade de núcleos e/ou densidade – 

SSC × contagem de núcleos) (FIORESI et al., 2020). 

 

2.5 Avaliação do dano ao DNA por ensaio cometa 
 

Para o ensaio cometa, foram coletados pontas das raízes e folhas (1cm) e 

imediatamente submetidas às etapas do protocolo descritas por Quadros et al. 

(2021). Três lâminas preparadas, coradas com 100 μL de laranja de acridina 50 μM 

por 15 min, foram observadas em fotomicroscópio Olympus™ BX60, campo claro e 

iluminação fluorescente. As imagens foram capturadas usando objetiva de 20x e uma 

câmera de vídeo CCD de 12 bits (Olympus™ DP71) acoplada ao fotomicroscópio 

Olympus™ BX60 e um computador equipado com uma placa de digitalização. O 

efeito genotóxico foi avaliado com base na comparação estatística da porcentagem 

de nucléolos exibindo danos no DNA (nucléolos exibindo danos no DNA/número total 

de nucleóides). 

 

2.6 Detecção de ROS in vivo 
 

A localização histoquímica de H2O2 foi realizada conforme Thordal- 

Christensen et al. (1997). Resumidamente, as plântulas foram tratadas com solução 

de 3,3'- diaminobenzidina (DAB) (0,03% p/v), por 10 min, e subsequentemente 

incubadas por 10 h. As raízes e folhas coradas serão enxaguadas em água destilada, 

seguida de ebulição em etanol a 90% (v / v), por 10 min para remover manchas 

adicionais. O ânion superóxido será detectado usando tampão fosfato 50 mM pH 7,5 
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contendo NBT 0,05% (p/v), por 20 minutos, sob iluminação (FRYER et al., 2002). A 

reação foi interrompida pela imersão das raízes coradas com NBT em etanol 96% 

(p/v). Em ambos os procedimentos, as folhas e raízes serão observadas em 

microscópio fotônico equipado com sistema U-photo, acoplado a câmera digital. 

 

2.7 Respiração no escuro 
 
 A respiração foi determinada por meio da quantificação do consumo de 

oxigênio, de acordo com Tomaz et al. (2010), utilizando eletrodo de Clark, em meio 

líquido contendo solução tampão composta por HEPES 10mM, MES 10mM, e CaCl2 

2mM, pH 7.2.  Foram utilizadas 10 duplicatas de cada genótipo para ambos os 

cenários (As [0] e As [200µM]). 

 

2.8 Análise metabólicas 
 

Os açúcares solúveis (glicose, frutose e sacarose) e o amido foram extraídos 

com a maceração de 50 mg de folhas e raízes (plântula inteira), homogeneizados 

em 1,5 mL de etanol 98%. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 10.000 xg 

por 5 minutos e o sobrenadante coletado. Ao pellet foram adicionados 1,5 mL de 

etanol 80% e o homogenato foi novamente centrifugado a 10.000 xg por 5 min. O 

sobrenadante foi coletado e o pellet foi submetido a nova homogeneização com 1,5 

mL de etanol 50%, seguido de centrifugação a 10.000 xg, por 5 minutos. Por fim, o 

sobrenadante foi novamente coletado e adicionado aos sobrenadantes coletados 

anteriormente, compondo o extrato solúvel, que foi utilizado para a determinação dos 

açúcares solúveis, de acordo com Fernie et al. (2001) e aminoácidos de acordo com 

Yemm et al. (1955). O amido foi determinado a partir do pellet, conforme descrito por 

Fernie et al. (2001). 

 

2.9 Delineamento experimental e análise estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 

pelo menos 10 repetições (placas), constituídas por 3 plântulas de cada genótipo por 

placa. Para as avaliações de crescimento. Os dados foram examinados usando o 

teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05) para verificar a distribuição normal dos dados e o teste 

de Bartlett (p > 0,05) para verificar se há variâncias iguais entre as amostras. Quando 

os dados falharam no teste de Shapiro-Wilk, uma transformação Box- Cox [T(Y) = 

(Yλ − 1) /λ] passaram realizada para obter os dados de distribuição normal padrão. Os 
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dados transformados Box-Cox que passarem no teste de normalidade (p > 0,05) 

juntamente com os dados não transformados foram submetidos à ANOVA e as 

médias serão comparadas pelo teste post-hoc de Tukey (p ≤ 0,05). Os dados não 

paramétricos (não normais e/ou não homogêneos) foram comparados pelo teste de 

Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05). Realizados pelo Software Rbio e SpeedStat, bem como o 

software SiGO1plot para confecção de gráficos. 

 
3. RESULTADOS  
 
3.1 Efeitos do As em parâmetros biométricos 
 

Na ausência do estresse por As, plantas do tipo selvagem (Col-0) 

apresentaram massa fresca da raiz similar à de plantas mutante sog1 que são 

significativamente maiores que a massa fresca de raiz das plantas mutante e2fb1 e 

cdkb1. Com efeito, na presença de As, houve uma redução significativa (entre 44-

47%) para todos os genótipos (Figura 1A). A massa fresca da raiz em todos os 

genótipos aqui avaliados sofreram redução com poluente (As [200 µM]) e foram 

significativamente diferentes estatisticamente entre plantas controle (As [0]) . Registre-

se, também, que na presença de As, não houve diferenças significativas entre os 

genótipos (Figura 1A) 

Em situação controle, plantas sog1 apresentaram a maior massa fresca da 

parte aérea, seguida, em ordem decrescente, por cdkb1, Col-0 e e2fb1, que são 

estatisticamente semelhantes. Em presença de As, todos os genótipos apresentaram 

reduções significativas na massa fresca da parte aérea quando comparamos às 

condições controle. O genótipo mais afetado foi cdkb1, com uma redução de 

aproximadamente 59,6%, seguido por Col-0 com ≅ 47,9%, sog1 com ≅ 40,5% e e2fb1 

com ≅ 35,94% (Figura 1B). 

Nas condições ótimas (As [0]), o genótipo sog1 apresentou a maior biomassa 

fresca total entre os genótipos estudados, seguido por Col-0, cdkb1 e e2fb1. Em 

presença de As, todos os genótipos apresentaram redução na biomassa e diferença 

estatística quando comparado a condições controle. Registre-se, também, que sog1 

teve a maior redução (≅ 56%), seguido por cdkb1 (52%), Col-0 (42%) e e2fb1 com a 

menor redução (≅ 28%) (Figura 1C). 

Para condições controle, o genótipo sog1 exibiu o maior índice de crescimento 

radicular entre os genótipos avaliados seguido por cdkb1, Col-0 e e2fb1. Sob 

condições de exposição ao poluente, todos os genótipos apresentaram redução no 
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índice de crescimento radicular. Plantas do tipo selvagem apresentaram redução de 

≅ 35%, ao passo que sog1 apresentou uma redução de ≅ 56%; e2fb1 ≅ 30%; e cdkb1 

uma redução de ≅ 56%. Com efeito, os genótipos não diferiram significativamente 

entre si em presença de As, todos apresentando uma média inferior quando 

comparado a condições controle (Figura 1D). 

O genótipo sog1 exibiu o maior índice de crescimento da parte aérea entre os 

genótipos avaliados, seguido por cdkb1, Col-0 e e2fb1 em condições controle (Figura 

1E). Após exposição ao As, todos os genótipos apresentaram reduções no índice de 

crescimento da parte aérea, sog1 manteve o maior crescimento, seguido agora por 

e2fb1, Col-0 e cdkb1. Com efeito, todos os genótipos apresentaram diferença 

estatística quando comparados na situação controle para a com presença do As 

(Figura 1E). 

Em condições controle, o genótipo sog1 apresentou o maior índice de 

crescimento da plântula, calculado através da massa total da plântula, pelo tempo de 

exposição ao ambiente, entre os genótipos avaliados, seguido por cdkb1, Col-0 e 

e2fb1 (Figura 1F). Em presença de As, todos os genótipos apresentaram reduções no 

índice de crescimento da plântula. A comparação entre as situações -As e +As mostra 

que a redução percentual do índice de crescimento foi de ≅ 35% para Col-0, ≅ 55% 

para sog1, ≅ 56% para cdkb1 e ≅ 30% para e2fb1. Registre-se que não houve 

diferença significativa entre os genótipos em presença de As (Figura 1F). 

 

Figura 1: As [0] é o meio livre de Arsênio / controle onde as plantas de Arabidopsis thaliana, 
sendo Col-0 o tipo selvagem e as demais, plantas mutantes cresceram durante o período de 10 
dias. As[200uM] representa o meio com a presença do poluente, onde as plantas cresceram 
durante o período de 10 dias. 
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3.2 Metabolismo primário 
 

Pequenas diferenças na concentração de clorofila entre os genótipos foram 

observadas em condições de controle (Figura 2A). Por outro lado, a presença de As 

Figura 2: A], [B] e [C] foram utilizadas 12 replicadas de cada genótipo, onde o valor 
representa a média da massa. O exo Y dos gráficos refere-se a variável analisada, já no 
eixo X do gráfico refere-se aos genótipos do estudo. A na ordem é sempre Col-0, sog1, 
cdkb1 e e2fb1. * = significativo a um nível de 5% de erro estatístico, ** = significativo a um 
nível de 1% de erro estatístico, ns = não significativo a um nível estatístico, G = genótipo, T 
= tratamentos, GxT = interação entre genótipo e tratamentos, As [0] = controle, barras 
brancas. As [200 µM] = tratamento com Arsênio, barra em cinza escura; Letras maiúsculas 
compara os genótipos entre eles, letras minúsculas os ambientes estudados. Letras 
semelhantes não diferem estatisticamente. 
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promoveu reduções em clorofila para os mutantes e2fb1 (≅ 27%) e cdkb1 (≅ 36%), 

ao passo que para Col-0 e sog1 pouco ou nada foi alterado. Na comparação entre as 

duas situações, somente sog1 não foi estatisticamente impactado pela presença de 

As (Figura 2 A). 

Um padrão semelhante ao observado para a clorofila a foi também observado 

para a clorofila b (Figura 2B). Assim, não se observaram diferenças no conteúdo de 

clorofila entre os genótipos quando em situações controle; por outro lado, a presença 

de As ocasionou reduções em clorofila para os genótipos e2fb1 (≅ 30%) e cdkb1 (≅ 

34%), confirmando que os pigmentos fotossintéticos foram pouco ou nada afetados 

nos genótipos Col-0 e sog1 em presença de As. Novamente na comparação entre as 

duas condições, somente sog1 não apresentou diferença estatística (Figura 2B). Não 

foram observadas alterações entre genótipos e tratamentos para a razão clorofila 

a/clorofila b (Figura 2C). 

Em relação aos carotenoides, na ausência de estresse pelo poluente, o 

mutante e2fb1 exibiu a maior concentração de carotenoides entre os genótipos 

avaliados, seguido por cdkb1, sog1 e Col-0 (Figura 2D), com e2fb1 e cdkb1 

destacando-se dos demais e se assemelhando estatisticamente (≅ 2,29 e 2,18, 

respectivamente), enquanto sog1 e Col-0 apresentaram concentrações 

estatisticamente semelhantes e inferiores aos outros genótipos (Figura 2 D). Sob 

condições de exposição ao As, todos os genótipos apresentaram alterações na 

concentração de carotenoides (Figura 2D). Col-0 exibiu um aumento (≅ 23,9%), 

seguido por sog1 com um aumento (≅ 6,1%), enquanto e2fb1 e cdkb1 sofreram 

reduções significativas de ≅26,2% e ≅28,9%, respectivamente. Na presença de As, 

Col-0 e sog1mantiveram-se estatisticamente semelhantes entre si, e agora, 

destacando-se de cdkb1 e e2fb1, que também foram semelhantes entre si, todavia, 

menores em comparação com os demais genótipos (Figura 2D).  

Ao se analisar o conteúdo de aminoácidos totais, na ausência do estresse por 

As, não se observaram diferenças significativas entre os genótipos sob condições de 

controle (Figura 3 A). Sob condições de exposição ao poluente, o mutante sog1 

apresentou o maior aumento na concentração de aminoácidos totais µmol/ massa 

seca [mg], em sequência, e2fb1 (≅ 497), Col-0 (≅ 434,48) e cdkb1 que exibiu a menor 

concentração de aminoácidos totais (≅ 268,75). Na comparação entre as condições 

de controle e poluente, todos os genótipos apresentaram aumentos significativa na 

concentração de aminoácidos totais (entre 21,2% a 182,3%) (Figura 3 A).  

Legenda 1 Biometria 
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Em condições controle, o maior conteúdo de proteínas foi observado em e2fb1 

(≅ 67,91 µmol) e cdkb1 (≅ 56,58 µmol), que foram significativamente maiores que em 

sog1 (≅ 48,81 µmol) e Col-0 (≅ 46,59 µmol) (Figura 3 B). Sob condições de exposição 

ao poluente, os genótipos não se diferenciaram estatisticamente, embora todos os 

genótipos apresentaram redução no conteúdo de proteínas (Figura 3 B). 

Em condições controle o maior conteúdo de amido foi observado para o 

mutante cdkb1 (≅ 61,38 µmol), seguido por e2fb1 (≅ 34,07 µmol), ao passo que Col-

0 (≅ 19,45 µmol) e sog1 (≅ 11,16 µmol) foram similares (Figura 3 C). Sob condições 

de exposição ao poluente, reduções significativas foram observadas para cdkb1 (≅ 

37,45 µmol), seguido por e2fb1 (≅ 30,98 µmol), sog1 (≅ 16,49 µmol) e Col-0 (≅ 9,38 

µmol). Na comparação entre as duas condições, com exceção do mutante sog1 que 

apresentou um aumento (≅ 47,7%) os demais genótipos apresentaram reduções na 

concentração de amido (entre 9,1% e 51,8%), cuja diferença estatística significativa 

só foi observada para o genótipo cdkb1 (Figura 2 C). 

Em condições de controle, não se observaram diferenças estatísticas entre os 

genótipos para os níveis de sacarose (Figura 3 D). Sob condições de exposição ao 

poluente, todos os genótipos apresentaram aumentos, ainda que significativos apenas 

para Col-0, no teor de sacarose (entre ≅ 8,1% e ≅ 176,1%). Cabe registrar que plantas 

Col-0 em presença de As apresentaram aumento de ≅ 176,1% nos teores de sacarose 

(Figura 3 D). 

Em condições controle, os teores de glicose não diferiram significativamente 

entre os genótipos (Figura 3 E). Sob condições de exposição ao poluente, todos os 

genótipos foram caracterizados por aumento nas concentrações de glicose, com Col-

0 obtendo maior acréscimo de açúcar (≅109,3%), seguido por e2fb1 (≅88,9%), sog1 

(≅49,2%) e cdkb1 (único não significativo) com o menor aumento (≅31,8%) (Figura 3 

E). 

Em condições de controle, plantas mutantes sog1 apresentaram a maior 

concentração de frutose, diferindo significativamente dos outros genótipos que foram 

semelhantes entre si (Figura 3 F). Sob condições de exposição ao poluente, não se 

observaram diferenças estatísticas entre os genótipos. Ao se comparar condições 

controle com a presença de As, todos os genótipos apresentaram redução no 

conteúdo de frutose, embora apenas no mutante sog1 essa diferença tenha sido 

estatisticamente significativa (Figura 3 F). 

Em condições controle, os genótipos cdkb1 e e2fb1 apresentaram as maiores 

concentrações de malato, sendo estatisticamente similares ao passo que Col-0 e 
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sog1, ambos são semelhantes estatisticamente, não obstante, o genótipo sog1 tem 

proximidade estatísticas com cdkb1 e e2fb1 (Figura 3 G). Em presença de As, cdkb1 

(≅ 34,29 µmol) seguido por e2fb1 (≅ 31,99 µmol) apresentaram as maiores médias, 

ao passo que sog1 (≅ 28,26 µmol) e Col-0 (≅ 24,28 µmol) foram menores (Figura 2 

G). Comparando as duas condições, todos os genótipos apresentaram aumentos 

significativos na concentração de malato, Col-0 (≅ 43,5%) seguido por sog1 um (≅ 

27,8%), cdkb1 (≅ 23,1%) e e2fb1 (≅ 24,2%) (Figura 3 G). 

Em condições controle, não se observaram diferenças estatísticas para os 

teores de fumarato entre os genótipos aqui avaliados (Figura 3 H). Após exposição ao 

As, diferenças estatísticas entre os genótipos foram observadas com cdkb1 

apresentou a maior média (≅ 52,64 µmol), estatisticamente superior a e2fb1 (≅ 28,77 

µmol), sog1 (≅ 20,34) e Col-0 (≅ 22,36 µmol) (Figura 3 H). Comparando as duas 

situações, todos os genótipos apresentaram aumentos significativos nas 

concentrações de fumarato, exceto para sog1 (Figura 3 H). 

Em condições controle, não se observou diferenças estatísticas significativas 

entre os genótipos para os teores de prolina (Figura 3 I). Sob condições de exposição 

ao poluente, todos os genótipos foram caracterizados por aumentos significativos na 

concentração de prolina onde plantas mutantes sog1 se destacou significativamente, 

com valores superiores aos demais genótipos, enquanto Col-0, cdkb1 e e2fb1 não 

diferiram significativamente entre si (Figura 3 I). Todos os genótipos apresentaram 

aumentos significativos na concentração de prolina em resposta a presença de As e 

assim Col-0 teve um aumento de ≅ 262,0%, sog1 ≅ 783,9%), cdkb1 ≅ 501,9% e e2fb1 

≅ 382,4% (Figura 3 I). 
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3.3 Detecção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) in vivo 
 

Em condições controle todos os genótipos apresentaram reação positiva para 

superóxido tanto na parte aérea quanto como nos ápices radiculares (Figura 5). Ao se 

analisar as pequenas diferenças entre os genótipos na situação controle notou-se em 

Col-0 e nos mutantes cdkb1 e e2fb1 a presença de pequenas pontuações de baixa 

intensidade de coloração nas extremidades da folha ou nenhuma coloração. Com 

efeito, o mutante sog1 apresentou uma dispersão maior e mais intensa da coloração 

que nas folhas dos demais genótipos. Registre-se que uma coloração mais intensa foi 

observada nos ápices radiculares de Col-0 quando comparado aos demais mutantes 

(sog1, cdkb1 e e2fb1) (Figura 5).  

Figura 3: Para cada variável analisada, foram utilizadas 5 amostras de 5[mg] de material 
liofilizado de cada genótipo. As plântulas foram coletadas no final da tarde, início da noite 
(17:00). O exo Y dos gráficos refere-se a variável analisada, já no eixo X do gráfico refere-se 
aos genótipos do estudo. A na ordem é sempre Col-0, sog1, cdkb1 e e2fb1. * = significativo 
a um nível de 5% de erro estatístico, ** = significativo a um nível de 1% de erro estatístico, ns 
= não significativo a um nível estatístico, G = genótipo, T = tratamentos, GxT = interação entre 
genótipo e tratamentos, As [0] = controle, barras brancas. As [200 µM] = tratamento com 
Arsênio, barra em cinza escura;  
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Em presença de As, plantas Col-0 apresentaram uma intensidade de 

coloração para superóxido maior que as dos mutantes (sog1, cdkb1, e2fb1), coloração 

essa concentrada em grande parte nas áreas periféricas da folha (Figura 5). Nos 

mutantes sog1, cdkb1 e e2fb1 foi visualizada uma maior dispersão do marcador de 

superóxido ao longo da folha embora a intensidade dessa coloração tenha sido menor 

que em Col-0 (Figura 5). Com efeito, análises histoquímicas realizadas nos ápices 

radiculares revelam que sog1 apresenta menor intensidade de coloração para o 

marcador de superóxido que os demais genótipos mutantes (cdkb1 e e2fb1), que 

foram bastante similares, ao passo que Col-0 foi o genótipo com a maior intensidade 

de coloração do marcador (Figura 3). 

Cabe ressaltar também que ao se analisar reações histoquímicas para 

peróxido de hidrogênio pouco ou nada foi detectado na parte aérea ao passo que para 

as raízes pequenas intensificações de coloração nos ápices radiculares foram 

visualizadas em condições ótimas para todos os genótipos (Figura 4). Cumpre 

mencionar que em condições controle, os ápices radiculares dos genótipos sog1, 

cdkb1 e e2fb1 apresentaram colorações extremamente sutis do corante marcador de 

peróxido ao passo que Col-0 não apresentou nenhuma coloração significativa (Figura 

4). Padrão similar foi também observado para todos os genótipos em presença do As 

(Figura 4).  
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Figura 4: A atividade de peróxido foi detectada com DAB, que é apresentada pela cor 
marrom, onde, quanto maior a intensidade do marrom, maior a histolocalização da atividade 
de peróxido. Para folhas e raízes se fez a necessidade de um contraste de cores para 
melhor visualização, onde, quanto maior a intensidade da cor, maior a presença de 
peróxido. 
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3.4 Respiração no Escuro 
 

Em condições de controle, a respiração no escuro foi estatisticamente 

diferente entre os genótipos aqui investigado. De modo resumido, plantas mutantes 

cdkb1 apresentaram os maiores valores de respiração no escuro (≅367,67nmol) ao 

passo que sog1 (≅198,93 nmol), Col-0 (≅149,88nmol) e e2fb1 (≅146,23nmol) 

apresentaram valores mais baixos e semelhantes entre si (Figura 6). Sob condições 

de exposição ao As, Col-0 (≅ 273,32nmol) e sog1 (≅ 256,34nmol) foram semelhantes 

Figura 5: A atividade de superóxido foi detectada com NBT, que é apresentada pela cor 
azul, onde, quanto maior a intensidade do azul, maior a histolocalização da atividade de 
peróxido. Para folhas e raízes se fez a necessidade de um contraste de cores para melhor 
visualização, onde, quanto maior a intensidade da cor, maior a presença de superóxido. 
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entre si e superiores a cdkb1 (≅ 185,54nmol) e e2fb1 (≅ 226,21nmol), que também 

não diferiram significativamente entre si (Figura 6). Ao se comparar a condição 

controle com a presença do As, o mutante cdkb1 foi o único genótipo que apresentou 

redução (≅ 49,5%) na respiração no escuro; por outro lado, os demais genótipos 

apresentam aumento significativo na respiração no escuro (entre 28,9-82,4%) (Figura 

6). 

 

3.4 Impactos do As no número de núcleos, endopoliploidia e genotóxidade 
 

De modo geral, em situação controle, os genótipos apresentaram variações 

significativas no número total de núcleos. Assim, plantas cdkb1 apresentaram o maior 

número de núcleos (9.723 núcleos) seguidas por Col-0 (9.298 núcleos), sog1 (9.184 

núcleos) e e2fb1 (8.115) na ausência de estresse (Figura 7 A). Em presença de 

arsênio, todos os genótipos apresentaram uma redução no número total de núcleos 

em que sog1 registrou o maior número de núcleos (6.810 núcleos), seguido por Col-0 

Figura 6: Foram utilizadas 10 replicatas de plântulas inteiras de cada genótipo de 
ambas as situações. Onde, as plântulas foram previamente aclimatadas no escuro e 
analisadas individualmente por 5 minutos na câmara do eletrodo de Clark alternando 
os genótipos e tratamentos. * = significativo a um nível de 5% de erro estatístico, ** = 
significativo a um nível de 1% de erro estatístico, ns = não significativo a um nível 
estatístico, G = genótipo, T = tratamentos, GxT = interação entre genótipo e 
tratamentos, As [0] = controle, barras brancas. As [200 µM] = tratamento com Arsênio, 
barra em cinza escura; Letras maiúsculas compara os genótipos entre eles, letras 
minúsculas os ambientes estudados. Letras semelhantes não diferem 
estatisticamente. 
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(5.840 núcleos), e2fb1(4.234 núcleos) e cdkb1 (3.816 núcleos) (Figura 7 A). Cumpre 

mencionar que plantas mutantes cdkb1 apresentaram a maior redução (60,7%), 

seguido por Col-0 (37,2%) e2fb1 (47,8%) e o mutante sog1 (25,9%) que apresentou a 

menor redução percentual (Figura 7 A). 

Em condições ótimas, os genótipos apresentaram distintos padrões de 

distribuição de ploidia dos núcleos (Figura 7 B). Assim, e2fb1 destacou-se com a maior 

proporção núcleos 2C (≅ 30,54%) seguido por Col-0 (≅ 25,72%), sog1(≅ 21,50%) e 

cdkb1 (≅ 14,12%). Plantas mutante sog1 apresentaram a maior proporção de núcleos 

4C (≅ 51,15%) acompanhado por Col-0 (≅ 49,13%), cdkb1 (≅ 44,68%) e e2fb1 (≅ 

40,99%). Em relação aos núcleos 8C, o mutante cdkb1 apresentou a maior 

porcentagem (≅ 33,15%), seguido por sog1 (≅ 23,58%), e2fb1 (≅ 22,77%) e Col-0 (≅ 

21,95%). Em adição, o mutante cdkb1 apresentou a maior porcentagem de núcleos 

16C (≅ 7,28%) seguido por e2fb1(≅ 5,18%), sog1(≅ 3,53%) e Col-0(≅ 3,02%). As 

proporções de núcleos 32C foram geralmente muito baixas, com o mutante cdkb1 com 

a maior porcentagem (≅ 0,77%) seguido por e2fb1 (≅ 0,54%), sog1 (≅ 0,23%) e Col-

0, ≅ 0,18% (Figura 7 B). 

Em resposta ao As, houve uma redistribuição dos núcleos entre as ploidias. 

Assim, Col-0 apresentou a maior proporção de núcleos 2C (≅ 27,84%) seguido por 

e2fb1, (≅ 22,32%), sog1(≅ 20,75%) e cdkb1 (≅ 20,28%). Com efeito, sog1 apresentou 

a maior porcentagem de núcleos 4C (≅ 56,56%) acompanhado pelo mutante cdkb1 

(≅ 56,37%), e2fb1 (≅ 52,08%) e Col-0 (≅ 48,58%). As proporções de núcleos 8C 

foram mais similares e o mutante cdkb1 (≅ 21,31%), seguido por e2fb1 (≅ 21,28%), 

Col-0 (≅ 20,86%) e sog1 (≅ 20,54%). Plantas mutante e2fb1 apresentou a maior 

proporção de núcleos 16C (≅ 3,80%), enquanto o Col-0 (≅ 2,72%), sog1 (≅ 2,14%) e 

cdkb1 (≅ 2,04%) apresentaram valores mais baixos. Em presença de As, apenas o 

mutante e2fb1 apresentou núcleos 32C (≅ 0,54%), para os demais genótipos, cdkb1, 

sog1 e Col-0 não se obteve núcleos com esse nível de endopoliploidia (Figura 7 B). 

Ao se comparar as condições controle com a de tratamento foi observado que todos 

os genótipos apresentaram redução nos diferentes graus de endoploidia em resposta 

ao As (Figura 7 B). 
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3.5 Indice de endopoliploidia e genotóxidade 
 

Em relação ao índice de endopoliploidia das folhas observou-se que, em 

condições controle, o maior valor foi observado para o mutante cdkb1, diferindo-se 

significativamente dos demais genótipos. Sob condições de exposição ao As, os 

genótipos não apresentaram diferença estatística no índice de endopoliploidia (Figura 

6). Ao se comparar as condições +As e -As, diferenças significativas foram 

Figura 7: [A] Refere-se ao número total de núcleos das folhas contabilizados em 30µL. 
Foram utilizados 1cm das folhas de 3 rosetas de cada genótipo. [B] Refere-se ao índice de 
atividade celular ocorrente nos núcleos contabilizados em 1cm de folha. Onde, quanto maior 
o número do índice, maior a atividade de celular. [C] Refere-se a distribuição em 
percentagem do nível de endopoliploidia dos núcleos das folhas contabilizados. 



30 
 
observadas somente para o mutante cdkb1 revelando pequenos impactos do As sobre 

a endopoliploida (Figura 8).  

Os efeitos genotóxicos em resposta ao As foram também investigados pelo 

ensaio cometa (Figura 7). De modo geral, tanto em condições controle quanto em 

presença de As, não foram observados danos genotóxicos em nenhum dos genótipos 

tanto na parte radicular quanto na parte aérea. Cabe ressaltar, no entanto, que em 

presença do As, somente plantas mutantes e2fb1 apresentaram efeitos genotóxicos 

em resposta ao As nas folhas, verificados pelos limitados arrestes observados no 

ensaio realizado (Figura 7). 

5. DISCUSSÃO 

 

Figura 8: Representa os núcleos extraídos das folhas e raízes. Foram coletados 1cm de raiz e 1 
cm de folha (dos ápices). Onde, núcleos íntegros possuem formação sem arraste ou calda, 
indicando integridade do genoma. Já núcleos que possuem arraste, indicam que houve danos a 
nível genômico. Se vez a necessidade de contraste de cores para melhor visualização dos 
núcleos, logo, independente das cores, todas as imagens são núcleos. 
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O sistema radicular e a arquitetura foliar das plantas, desempenham funções 

cruciais, aumentando a plasticidade das plantas, consequentemente, promovendo 

uma adaptabilidade fundamental para o seu crescimento e desenvolvimento (GIEHL 

et al., 2014; TIAN et al., 2014; RELLAN-ALVAREZ et al., 2016; OGURA et al., 2019). 

Em situações controle (As [0]) as plantas tiveram desenvolvimento pleno, destacando-

se sog1 em todos os parâmetros biométricos (Figura 1). Resultados semelhantes são 

discutidos por Nisa et al., 2023 relatando que, mutantes para SOG1 e E2FB pouco se 

diferenciam fenotipicamente entre eles, bem como para Col-0. Já em duplos e triplos 

mutantes para SOG1, EF2B e E2FA (sog1-e2fb1 e sog1-e2fb-e2fa) são praticamente 

letais para a planta, sugerindo que a perda SOG1 e E2FB1 paralelamente, limitam a 

capacidade de lidar com os estresses de replicação. Curiosamente, mutantes simples 

(somente em um alvo) não alterou a sensibilidade das plantas. Sugerindo que plantas 

com mutações em somente um dos componentes do DDR, conseguem lidar com o 

estresse de replicação (NISA et al., 2023). Para CDK (cdkb1), os mutantes tendem a 

ter uma menor biomassa comparados a Col-0 (Figura 1). A ausência de um ponto 

chave para progressão do ciclo celular aparenta diminuir a biomassa e 

consequentemente tende a aumentar a endoreplicação, uma vez que a coordenação 

de expressão genica para indução do processo de mitose não ocorre (Jiang et al. 

2022). Na presença do poluente (As[200µM] todos os genótipos apresentaram 

drásticas reduções na biomassa (Figura 1). Os resultados apresentados condizem 

com a literatura, cujo um dos efeitos ocasionado por metais e metaloides, como o 

Arsênio (As) resulta na inibição do crescimento e desenvolvimento em plantas, uma 

vez que o As acarreta um desbalanço na biossíntese de auxina e consequentemente, 

afeta a comunicação existente entre na maquinária de transporte de auxina, via 

proteínas PIN, acarretando uma inibição do crescimento radicular (TU et al., 2021; 

YOON, LEE e NA.,2015; SCHMÖGER, OVEN e GRILL, 2000).  

 Em As [0], os genótipos apresentaram baixas marcação histoquímica para 

atividades de produção de espécies reativas de oxigeno (ROS) em ambas as partes 

analisadas (folhas e raízes). A produção de ROS é necessária para a comunicação 

basal da maquinária celular para progressão do crescimento, no entanto, na presença 

do As, bem como para outros poluentes, acarreta um descontrole na produção de 

ROS (Figura 3) desfavorecendo a homeostase celular, bem como o crescimento 

vegetal (MANSOOR et al., 2024; MANSOOR et al., 2022; ZHANG et al., 2020). Uma 

vez que alta presença de ROS, induz à peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, 
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inativação de enzimas, ácidos nucleicos e consequentemente morte celular (ANSARI 

et al., 2021). 

O estresse oxidativo é um dos vários componentes que integra respostas 

ligadas a maquinária celular. Peck & Mittler, 2020   discutem que os estresses bióticos 

e abióticos desencadeiam uma sinalização entre diferentes compartimentos da célula 

(citosol, mitocôndrias, cloroplastos e membrana plasmáticos) e essa sinalização é 

conectada via alterações hormonais, de ROS, metabolitos e por fim, uma regulação 

de expressão genética (LIU et al, 2020). 

Baseado nisso, observa-se nos resultados que além do As impactar o 

crescimento, esse impacto resulta em diferentes respostas na produção dos 

metabolitos especializados como a prolina (Figura 2). A prolina fornece tolerância 

contra As, principalmente fornecendo osmorregulação, estabilizando macromoléculas 

e membranas celulares, mantendo o estado redox da célula e eliminando espécies 

reativas de oxigênio (ROS) por meio da estimulação de atividades de enzimas 

antioxidantes (SINHA et al., 2023). Os resultados sugerem que as plantas na ausência 

SOG1, investem mais em prolina como alternativa para ativação de enzimas da via 

de reparo do DNA, bem como para manutenção da maquinaria celular (SINHA et al., 

2023) 

Em Arabidopsis thaliana, amplamente é estudado que, o estresse oxidativo 

pode induzir alterações no metabolismo central sob diferentes condições de estresse 

afim de otimizar o fluxo de metabolitos, para lidar com estresses (SAVCHENKO, T., & 

TIKHONOV, K., 2023; OBATA et al., 2011).  

Existe uma forte relação com aumento descontrolado na produção de ROS 

associado com o acúmulo de diferentes metabolitos que são refletidos em diferentes 

alterações, seja nos parâmetros biométricos (Figura 1) (redução da biomassa 

vegetal), bioquímicos(Figura 2) (alterações nos pigmentos, proteínas, aminoácidos, 

açucares), paralização do ciclo celular(Figura 5) , bem como danos ao DNA (Figura 8) 

e morte celular.(SEVCENKO, T. & TIKHONOV, K., 2023; OBATA et al., 2011; Batista-

Silva et al., 2019; Sevcenko et al., 2019; Shackelford et al., 2000). 

Outro fator essencial para homeostase celular é a respiração, que tende 

aumentar em decorrência de estresses, bem como os resultados apresentados para 

respiração, que aumentou em decorrência da presença do As (Figura 4). O do 

aumento da respiração em decorrência de estresses é bem estabelecida na literatura. 

A respiração celular é intensificada para fornecer ATP, que é essencial para o 

funcionamento de bombas iônicas e manutenção do potencial osmótico bem como 
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para suprimir o funcionamento da maquinária celular (BATISTA-SILVA ET AL., 2019; 

ALIYARI RAD et al., 2022, CENTENO et al., 2011).  Em conjunto, uma parte dos 

metabólitos produzidos pela respiração é desviada também para a produção de 

metabólitos especializados, como a prolina (Figura 2), que desempenham papéis 

importantes na defesa e neutralizando ROS em excesso durante o estresse 

(CENTENO et al., 2011).  

Atrelados, o aumento da respiração com o metabolismo (Figura 4 e 2), os 

intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) tendem a aumentar, como por 

exemplo, malato e fumarato (CENTENO et al., 2011; SWEETLOVE et al., 2019; 

LEHMANN et al., 2019). Os resultados encontrados na pesquisa mostram que para 

todos os genótipos houve um aumento dos intermediários, destacando-se cdkb1 e 

e2fb1 para malato e cdkb1 para fumarato (Figura 2). Amplamente discutido na 

literatura, que aumento desses intermediários serve como substratos diretos para o 

TCA, bem como para outras diversas vias alternativas, portanto, esses intermediários 

apresentam uma dinâmica, que reflete nos processos de formação e consumo dos 

metabólitos provenientes da respiração celular e fotossíntese (DASTOGEER et al., 

2017; ALIYARI RAD et al., 2022; OBATA et al., 2011; HILDEBRANDT et al, 2015). 

Com essa dinâmica dos substratos no ciclo TCA, os açucares estão 

envolvidos na regulação do (TCA), uma vez que o redirecionamento do fluxo de 

carbono para a via oxidativa da pentose fosfato pode acarretar mudanças no perfil de 

açúcares e carboidratos solúveis com propriedades antioxidantes. Que pode explicar 

o aumento significativo dos açucares sob efeito do As (Figura 2). Em Arabidopsis 

thaliana foi sugerido que a sacarose, além de ser o principal açúcar transportado nas 

plantas, em conjunto a glicose e frutose, tem funções antioxidantes e regulações 

osmóticas, uma vez que, células de Arabidopsis thaliana após serem tratadas com 

peróxido de hidrogênio (H2O2), resultou em um acúmulo desses açucares 

(LEHMANN et al., 2009; CHEN & HOEHENWARTER, 2015; SIPARI et al., 2020; 

ISHIKAWA et al., 2010) 

A síntese e o catabolismo de proteínas e aminoácidos são bem elucidados na 

literatura. Segundo Hildebrandt et al. 2015; Araújo et al. 2011, além de atuarem como 

as unidades monoméricas que constituem as proteínas, os aminoácidos 

desempenham um papel crucial em diversas reações celulares, agindo em inúmeros 

processos fisiológicos. Além de auxiliarem o crescimento e desenvolvimento das 

plantas, ajudam no controle do pH intracelular, participam na geração de energia 

metabólica e no equilíbrio do poder redox, além de incrementarem a resistência da 
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planta a estresses abióticos e bióticos. Os resultados para as concentrações de 

proteínas e aminoácidos (Figura 2), corroboram com a literatura, baseando-se em que 

para condições sem estresse as plantas tendem a acumular mais proteínas, em 

contrapartida, ocorre uma tendencia significativa de aumento dos aminoácidos. Com 

isso, o carbono dos aminoácidos é convertido em intermediários ou precursores do 

TCA, contribuindo também com as atividades do metabolismo mitocondrial auxiliando 

na homeostase energética (HILDEBRANDT et al., 2015) 

É bem estabelecido na literatura, que os eventos relacionados a progressão 

do ciclo celular requerem ativações via energia, para sustentar o crescimento da 

célula, bem como o processo de divisão (SIQUEIRA ET AL., 2018; VAN’T HOF, 1966). 

Assim como existe uma sinalização para o status energético, é existente uma via de 

respostas de dano ao DNA (DDR). Em grande parte, o DDR e a progressão do ciclo 

celular andam de mãos dadas. Essa conexão é através de sinalizações via status 

energéticos (via Snrk1, TOR por exemplo), recrutamento de proteínas (ATM e ATR) 

bem como, complexos proteicos catalizadores de reações (CDKB), regulação de 

expressão de genes por fatores de transcrição de repressão (SOG1) e fatores de 

transcrição, como E2FB que induzem a continuidade do ciclo (Herbst, Li, & De 

Veylder, 2024 (SIQUEIRA et al., 2018; OGITA et al., 2018; WANG et al., 2020; 

BERCKMANS et al., 2011, BERCKMANS et al, 2009). Os mutantes cdkb1 e e2fb1 

apresentaram as menores concentrações para todos os pigmentos (Clorofila a e B e 

Carotenoides). analisados em comparação a Col-0 e sog1 (Figura 2). Os pigmentos 

presentes no cloroplasto, fazem desta organela, um importante sinalizador das 

mudanças ambientas, os cloroplastos são bastante sensíveis a danos no DNA 

induzidos por ROS que podem acarretar a disfunção da organela (HERBST, LI e DE 

VEYLDER, 2024; TRIPATHI, OLDENBURG e BENDICH, 2023; TRIPATHI, 

OLDENBURG e BENDICH, 2014). Uma menor concentração dos pigmentos (Figura 

2), entende-se que as plantas mutantes para cdkb1 e e2fb1, além de não terem fatores 

positivos para progressão do clico, elas têm o repressor sog1. Com isso, as plantas 

podem estar perdendo essa comunicação do status energético com a maquinária do 

ciclo celular, junto a isso, potencializando o fator de transcrição sog1 que induz genes 

de paralização (WEE1) do ciclo celular, assim, reduzindo a biomassa mesmo em 

situações controle, em razão da não continuidade do ciclo celular (Figura 5) 

Na presença do As, os genótipos apresentaram variadas respostas nos 

metabólitos, destacando-se os níveis aminoácidos (Figura 2). Reforçando que, os 

aminoácidos estão diretamente ligados em resposta a estresses, bem como auxiliam 
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na tolerância ao Arsênio. Os aminoácidos aparentemente atuam como substrato para 

a produção de açucares, intermediários do TCA, proteínas onde esses metabolitos 

possivelmente estão sendo realocados para manutenção da continuidade do ciclo, 

bem como a integridade do genoma sob presença do As. (HILDEBRANDT et al. 2015; 

ARAÚJO et al. 2011;(HERBST, LI E DE VEYLDER, 2024; SIQUEIRA et al., 2018; 

LEHMANN et al., 2012; CHEN & HOEHENWARTEr, 2015) 

Curiosamente, quando analisado o efeito genotóxico do As, somente o 

mutante e2fb1 apresentou sensibilidade genotóxica ao poluente (Figura 6). É 

estudado que o DDR é ativado pelas quebras de fita dupla de DNA (DSBs) ou estresse 

de replicação. Essa quebra é reconhecida por ATM e ATR (Marechal e Zou, 2013). A 

partir da ativação coletiva entre ATM e ATR, fatores chaves (E2Fs e SOG1) em 

processos regulatórios, compartilham alvos em comum (WEE1), desencadeando em 

uma cascata de sinalização ativando pontos de verificação, otimizados pela 

fosforilação das quinase dependente de ciclina do tipo B1 (CDKB1), com isso, 

induzem a parada do ciclo celular até que seja reparado o DNA danificado.  (NISA et 

al., 2023; HERBST; LI; DE VEYLDER, 2024).  É discutido que o SOG1 ajuda a superar 

os defeitos de replicação de plantas deficientes em E2FA / E2FB. No entanto, a perda 

de E2FB agrava o estresse de replicação acarretando por danos ao DNA (NISA et al., 

2023; HERBST; LI; DE VEYLDER, 2024). 

Outro ponto é que E2FB está fortemente associado aos complexos DREAM, 

um complexo proteico que está envolvido a repressão de genes ligados ao ciclo 

celular, assim auxiliando também na via de reparo (MAGYAR et al., 2016; LANG et 

al., 2021). Portanto, os resultados observados para efeitos genotóxicos do As para a 

concentração usada na pesquisa, sugere que a perda de E2F é mais prejudicial do 

que a perda de SOG1 para a integridade do genoma. Uma vez que plantas que 

possuem E2FB1 mativeram a integridade do genoma na condição de 200µM de As, 

bem como plantas que eram mutantes apenas para CDKB1. 

Amplamente é estudado na  literatura que o ciclo celular é dividido em G1, S 

e G2 e essas fases são dependentes do consumo de energia, onde fatores chaves 

participam da regulação do ciclo, como as CDKB1,  que regulam transições G1→S e 

G2→M. Bem como é presente fatores de transcrição que induzem a progressão do 

ciclo(E2FB1) e fatores de transcrição (SOG1) que induzem genes para paralização, 

como por exemplo o WEE1(HU et al,2915 WANG et al., 2020; SAKAMOTO et al., 

2018; BERCKMANS et al., 2011). É coerente que haja uma diminuição no número 

total de núcleos (Figura 5) em condições sob a presença do As, em especial para os 
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mutantes cdkb1 e e2fb1 com o menor número de nucleos. Uma vez que o 

metabolismo energético foi afetado consequentemente, a maquinária do ciclo celular 

não tem energia para suprir as atividades de divisão celular, assim paralisando o ciclo 

(WANG et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2018). A discussão sobre a paralização do ciclo 

celular, torna-se mais coerente ao observamos índice de endopoliploidia(Figura 5), a 

varivel fornece a informação sobre o estado de ploidia do núcleo. Onde, as plantas 

mutantes para a CDKB1 são as que apresentam os maiores índices de endopoliploidia 

em situação controle.  

A literatura aborda que, existem variadas formas de CDK, onde a do tipo B é 

exclusiva em plantas adicionalmente, CDKB possui um homologo (CDKA), ambos 

atuam na transição das fases, G1→S e G2→M. CDKA atuando na fosforilação de 

repressores do ciclo celular (E2Fc / DP / RBR), mais relacionados as fases a , G1→S  

e CDKB1 fazendo um controle fino das CYCB1, proteinas relacionadas a trasição 

G2→M, consequentemente, regulando negativamente a endooreplicação, é 

explorado tambem que, em Arabidopsis, SOG1 regula diretamente a expressão dos 

CDK(CARNEIRO et al., 2021; INZÉ e De Veylder (2006); FERREIRA et al., 1991; 

SHIMOTOHNO et al. 2021; BANERJEE et al, 2020) 

Com isso, entende-se que plantas mutantes de CDKB1, aparentemente, 

perdem essa regulação fina das CYB1, consequentemente, aumentando os 

endoclicos, fato este que não é ocorrente nos demais genótipos que possuem CDKB1( 

Figura 5). Curiosamente, sob a presença do poluente, não ocorreu diferença entre no 

ìndice de endopoliploidia. Os resultados sugerem  que a alteração  o metabolismo 

energético alterado está sendo utilizado para manter atividades basais e reparo da 

maquinária celular, sem que ocorra divisão e endoreduplicação em decorrencia da 

indisponibilidade de energia(INZÉ E DE VEYLDER, 2006) 
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6. CONCLUSÕES 

 
O arsênio afeta o crescimento das plantas em decorrência do desbalanço 

energético, consequentemente, interrompe o ciclo celular para que os metabólitos 

produzidos, agora sejam remobilizados para a manutenção e continuidade da 

maquinária já existente, sem que haja endoreduplicação. Com isso, a tolerância As 

apresentada pelos genótipos estudados, está mais relacionada com a plasticidade no 

realojamento dos metabolitos, do que com os reguladores do ciclo celular. Estudos 

adicionais como o monitoramento dos transcritos e verificação de anomalias no ciclo 

celular são de suma importância para melhor compreensão da comunicação da 

maquinaria enérgica com o ciclo celular. 
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