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RESUMO

NASCIMENTO, Gutenberg de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2017. Enxofre e arsénio em Eichhornia crassipes (Mart) Solms: Metabolomica,
fitohormonios, tidis e fitorremediacdo. Orientador: Juraci Alves de Oliveira.
Coorientador: Humberto Josué Ramos de Oliveira.

Plantas de FEichhornia crassipes foram sumetidas a uma privagdo de enxofre e um
posterior reabastecimento com sulfato, quando foram entao estressadas por arsenato.
Buscou-se investigar como a oferta diferenciada de enxofre apds uma restricdo de
enxofre em E. crassipes e a presenca de arsénio afetam o seu crescimento, o acimulo de
arsénio e as interagdes com fitormonios na percepg¢ao e resposta ao estresse. Além disso,
avaliou-se os efeitos da disponibilidade diferencial de enxofre sobre a acumulagdo de
metabdlitos, buscando identificar novos biomarcadores de stress, avaliando a
interconecxio de respostas entre o metabolismo primdrio e secunddrio em folhas de
aguapé, em busca de estratégias mais eficientes para a fitorremediagdo e tolerancia ao
metal. Plantas foram aclimatadas em solucdo nutritiva de Clarck por 7(sete) dias,
contendo 1/4 da forca idnica, com baixa disponibilidade de enxofre no meio (2,5uM
SO4-2), trocada a cada 48h. O MgCl, foi usado como fonte de magnésio em detrimento
do MgSO4.Apds esse periodo, foram transferidas para frascos de vidro contendo
diferentes concentragdes de enxofre em solugdo. No primeiro tratamento, 2,5uM SO4-2
foram adicionados, ja no segundo e terceiros, 200 e 600uM S04, respectivamente. A
esses tratamentos foram adicionados 8uM de arsenato (As(V)) por 24h, onde
posteriormente o material foi coletado, e as andlises processadas com auxilio de
espectrometria de massas. A privagdo e posterior reabastecimento se mostrou uma
estratégia extremamente eficaz quando se trata de novas possibilidades em programas
de fitorremediacdo de arsénio usando a espécie, demonstrando inclusive que a maior
oferta de enxofre no reabastecimento, potencializou a capacidade de acumulacdo do
metal. A presenca do metal afeta o crescimento vegetal, sendo que plantas cultivadas
sobre baixa disponibilidade de enxofre, acumularam menores teores de metal, o que
pode ter contribuido para um menor decréscimo em sua TCR. O acimulo de cisteinas
foi potencializado com a maior oferta de enxofre e acumulacdo de arsénio. Metabdlitos
responsivos aos diferentes tratamentos foram identificados com auxilio de diferentes

técnicas de espectrometria de massas. Arsenato e a oferta diferenciada de enxofre



induziram a uma reprogramacao metabdlica intensa em folhas de aguapé. Cerca de 111
metabolitos se mostraram significativos. Dentre eles, fitormonios como dcido abscisico,
acido jasmonico, citocininas, auxinas, dcido salicilico e o precursor do etileno, ACC. A
andlise de vias metabdlicas afetadas mostra a complexidade de respostas e o papel
fundamental que o metabolismo de aminodcidos, da glutationa e do ciclo do glioxilato
tem na resposta ao estresse promovido pelo metal, atingindo em cheio o metabolismo
energético, seja por alteracdes na fixacdo do carbono, seja pelo impacto gerado sobre o
ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA). Apds o reabastecimento de enxofre, plantas
translocaram a maior parte do enxofre absorvido e do metal para a parte aérea, sendo
que a bioacumulagdo foi maior em folhas crescendo em meio com maior oferta de
enxofre (HS). Apds a andlise dos danos irreversiveis ao aparato respiratorio e
membranas celulares provocados pelo metal,a hipdtese de que a maior oferta de enxofre
em solu¢do promove uma menor amplitude de danos celulares relacionados a morte
celular pode ser confirmada.Além disso, diferentes grupos de metabdlitos secundarios
respondem diferencialmente ao enxofre e arsénio, ajudando a compreender a

reprogramacgdo metabodlica em folhas de aguapé.

Xi



ABSTRACT

NASCIMENTO, Gutenberg de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2017. Sulfur and arsenic in FEichhornia crassipes (Mart) Solms:
Metabolomics, phytohormones, thiols and phytoremediation. Advisor: Juraci Alves
de Oliveira. Co-advisor: Humberto Josué Ramos de Oliveira.

Plants of Eichhornia crassipes were sumetid to a sulfur deprivation and a later refueling
with sulphate, when they were then stressed by arsenate. We sought to investigate how
the differentiated supply of sulfur after a sulfur restriction in E. crassipes and the
presence of arsenic affect its growth, the arsenic accumulation and the interactions with
phytormons in the perception and response to stress. In addition, we evaluated the
effects of differential sulfur availability on the accumulation of metabolites, seeking to
identify new stress biomarkers, evaluating the interconnection of responses between
primary and secondary metabolism in leaves of water hyacinth, in search of more
efficient strategies for phytoremediation and metal tolerance. Plants were acclimatized
in Clarck's nutrient solution for 7 (seven) days, containing 1/4 of the ionic strength, with
low sulfur availability in the medium (2.5uM SO4-2), changed every 48h. MgCl2 was
used as a source of magnesium over MgSO4. After that period, they were transferred to
glass vials containing different concentrations of sulfur in solution. In the first
treatment, 2.5uM SO4-2 were added, already in the second and third, 200 and 600pM
S04-2, respectively. To these treatments were added 8uM of arsenate (As (V)) for 24h,
where later the material was collected, and the analyzes processed with the help of mass
spectrometry. Deprivation and subsequent replenishment proved to be an extremely
effective strategy when it comes to new possibilities in arsenic phytoremediation
programs using the species, even showing that the higher supply of sulfur in the
refueling, potentiated the accumulation capacity of the metal. The presence of the metal
affects the vegetal growth, being that plants cultivated on low availability of sulfur,
accumulated smaller contents of metal, which may have contributed to a smaller
decrease in its TCR. The accumulation of cysteines was enhanced with the higher sulfur
supply and arsenic accumulation. Metabolites responsive to different treatments were
identified using different mass spectrometry techniques. Arsenate and the differentiated
supply of sulfur induced intense metabolic reprogramming in leaves of water hyacinth.

About 111 metabolites were significant. Among them, phytormons such as abscisic
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acid, jasmonic acid, cytokinins, auxins, salicylic acid and the precursor of ethylene,
ACC. The analysis of the affected metabolic pathways shows the complexity of
responses and the fundamental role that amino acid, glutathione and glyoxylate cycle
metabolism play in the response to the stress promoted by the metal, reaching the
energetic metabolism in full, either by changes in the fixation of the carbon, or the
impact generated on the tricarboxylic acid (TCA) cycle. After sulfur replenishment,
plants translocated most of the absorbed sulfur and metal to the aerial part, and the
bioaccumulation was higher in leaves growing in medium with higher sulfur (HS). After
the analysis of the irreversible damage to the respiratory tract and cell membranes
provoked by the metal, the hypothesis that the greater sulfur supply in solution
promotes a smaller amplitude of cellular damages related to cell death can be
confirmed. In addition, different groups of secondary metabolites respond differentially
to sulfur and arsenic, helping to understand the metabolic reprogramming in leaves of

water hyacinth.
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1. INTRODUCAO

1.1 Introducao Geral

Embora os metais sejam constituintes naturais de solos e ocorram naturalmente no
meio ambiente, hoje em dia, a contamina¢do dos solos e dguas por metais toxicos e
metaldides € de grande preocupacdo em todo o mundo (Villiers ef al 2011; Rascio &
Navari-Izzo 2011). Isto tem levado a uma intensificacdo em pesquisas relacionadas a
fitotoxicidade destes contaminantes e sobre os mecanismos utilizados pelas plantas para
reverter os seus efeitos prejudiciais (Hossain et al 2010).

O Arsénio (As) é um metaloide ndo essencial de grande preocupagdo ambiental,
devido a sua contaminacdo cada vez maior. As fontes de arsénio incluem tanto
processos naturais (por meio de dissolucdo de compostos contendo arsénio adsorvido
em minérios pirita na dgua por fatores geoquimicos — Arsenopirita) como antropicos
(por exemplo, através do uso de inseticidas, herbicidas e fertilizantes fosfatados, e por
meio da industria de semi-condutores) (Srivastava. et al 2010).

O Arsénio (As) também encontra o seu caminho para a cadeia alimentar. Em todo o
mundo, um esforco substancial tem sido dirigida para a remog¢do de arsénio da agua e
solos contaminados através de processos de remediacdo quimicos e fisicos, mas estes
sdo caros e, portanto, tém limitado a aplicabilidade em muitas &4reas onde a
contaminacgdo por arsénio e pobreza coexistem. Como resultado, o consumo de dgua e
comida contaminadas continua a ser a principal via de exposi¢do ao arsénio em seres
humanos. (Yong-Guan & Rosen 2009).

Em décadas recentes, no sul e sudeste da Asia, milhdes de pessoas tém sofrido de
envenenamento pelo consumo de dgua contaminada por arsénio. Um caso dramético no
Brasil estd relacionado a crescente atividade de mineracdao no Quadrilatero Ferrifero em
Minas Gerais (Aratjo 2011). Borba et al (2000) ressaltam que nos ultimos trés séculos
pelo menos 390 toneladas de arsénio devem ter sido liberadas para o ambiente.
Tecnologias alternativas e ambientalmente adequadas sdo, uma necessidade urgente
para combater a contaminacdo global por arsénio. Atualmente entre as vdrias
tecnologias disponiveis até agora ou em desenvolvimento, a fitoremediacdo ¢é
considerada a mais ambientalmente adequada e de baixo custo (Yong-Guan & Rosen,

2009).



1.2 A escolha da espécie

Muitos pesquisadores t€m utilizado diferentes espécies de plantas como o aguapé
(Eichhornia crassipes ) (Jamuna & Noorjahan, 2009; Valipou et al., 2011; Dar et al,
2011; Farnese et al, 2013), alface d'dgua (Pistia stratiotes L.) (Farnese et al, 2014;
Gusman et al., 2012; Lu et al., 2011; Awuah et al, 2004 ), lentilha-d'dgua ou erva de
pato (Lemna) (Ledo et al, 2014; Khellaf & Zerdaoui, 2009), Junco ou taboa (Typha)
(Sasmaz et al 2008; Manios et al, 2003), capim Vetiver (Chrysopogon zizanioides)
(Roongtanakiat et al, 2009; Chen Yahua et al, 2004) e canigo d’agua (Phragmites
Australis) (Bonanno &Giudice, 2010; Southichak et al, 2006) para o tratamento de
diferentes tipos de contaminantes das dguas.

Eichhornia crassipes, vulgarmente conhecida como aguapé ou jacinto d’dgua
(“Water Hyacinth”) é uma macrdéfita aqudtica perene, de rdpido crescimento e de
proliferacdo livre e flutuante (Reddy & Sutton, 1984), membro da familia Pontedeira -
Pontederiaceae  (Pontederia ¢ endémica das Américas, distribuida a partir
de Canadd até Argentina) (Priya & Selvan, 2014).

Tem sido demonstrado em pesquisas com o aguapé, que essa planta € uma boa
candidata para remog¢do de poluentes ou at€é mesmo como um bioindicador de metais
pesados em ecossistemas aqudticos, apresentando altas taxas de remocdo para varios
materiais corantes de industrias téxteis e de metais pesados como o ferro (Fe) , zinco
(Zn) , cobre (Cu) , cromo (Cr) , cddmio (Cd) , manganés (Mn) , o merctrio (Hg) e
chumbo (Pb) a partir de solucdes aquosas (Priya & Selvan, 2014; Jayaweera et al.,
2008; Jayaweera et al., 2007; Sekomo et al, 2012; Mddenes et al, 2011). Eichhornia
crassipes tem sido utilizada para também minimizar alguns outros parametros fisico-
quimicos, como TSS (s6lidos suspensos totais), TDS (s6lidos totais dissolvidos), DQO
(demanda quimica de oxigénio) e DBO (demanda bioldgica de oxigénio) em 4guas
residuais industriaisl (Priya & Selvan, 2014).

Misbahuddin & Fariduddin (2002) descobriram que apenas as raizes de jacintos de
agua retiram 81% de uma solucdo de 400 ppb de arsénio. A planta de aguapé inteira
(raizes, folhas, caules, etc) foi relatada no mesmo estudo com cem por cento de remog¢ao
do arsénico, e té-lo feito entre trés a seis horas. Na Venezuela, Eichhornia crassipes e
Lemna minor foram testadas para avaliar a capacidade de ambas em bioacumular
arsénio. Alvarado et al. (2008), ao comparar L. minor e Eichhornia crassipes

encontraram uma taxa de remog¢do de arsénio em L. minor menor (140 mg AS / ha d)
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enquanto que o aguapé teve uma taxa de remocao de 600 mg de AS / ha d sob condicdes
do ensaio. A eficiéncia de remocdo do aguapé foi maior devido a sua biomassa.
Andrade et al. (2012) ao investigar o papel do 6xido nitrico sobre a sinalizagcdo e
tolerancia ao stress por arsénio em E. crassipes , observou que este aumenta a tolerancia
do aguapé ao metal. Pereira (2010), ao avaliar caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas
do aguapé exposto ao arsénio, encontrou um aumento na taxa fotossintética, na
densidade estomdtica e no parénquima esponjoso relacionando-as com seu potencial

para fitorremediagdo em dreas contaminadas pelo metal(oide).

1.3 Arsénio em plantas

Plantas podem se desintoxicar por Arsénio ao queld-lo através de ligantes que
contenham enxofre, tais como a glutationa (GSH) e fitoquelatinas (PCs; polimeros de
GSH) (Bleeker et al, 2006), seguido por captura desses complexos nos vacuolos ( Raab
et al.,2005). Muitas plantas respondem a altas concentracdes de AsIII , aumentando a
sintese de uma gama de compostos contendo tiol (Raab et al, 2005), incluindo
fitoquelatinas (PCs) ( Schmoger et al, 2000 ; Hartley-Whitaker et al, 2001 ; Cao et al,
2004 ; Srivastava et al, 2007).

De acordo com Reidi et al. (2013), as altas concentragdes de arsénio encontradas
nos tecidos de muitas plantas, exige uma maior absor¢do de enxofre para a sintese de
tidis, e que ainda ndo estad claro se o limite de tolerincia é determinado pela taxa de
absorcdo de enxofre, pela taxa de absorcao de espécies de arsénio, pela taxa em que 0s
compostos de tiol podem ser sintetizados, ou se € pela taxa na qual os complexos de
tiol-arsénio possam ser compartimentalizados.

Rother et al. (2008) afirma que a exposi¢do das plantas ao As pode conduzir a uma
deficiéncia de enxofre e pode imitar as respostas induzidas pela inani¢do de enxofre em
plantas. Assim, seria coerente a sugestdo de Reidi ef al. (2013) de que a elevada
permeabilidade e afinidade por tidis poderia causar uma ripida reducao no teor de tiol
livre, mesmo em plantas com reservas abundantes de enxofre, provocando assim, uma
resposta de deficiéncia de enxofre. Neste sentido, alguns autores apontam que algumas

dessas respostas observadas dem ser influenciadas por fitormonios.

1.4 Arsénio e o metabolismo do enxofre
O enxofre € absorvido pelos vegetais na forma de sulfato (SO4Y) e distribuido por

todo o tecido vegetal por uma intricada rede de transportadores de sulfato. Eles
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pertencem a uma familia de proteinas de membrana que diferem em localizacdo e
afinidade por sulfato (Takahashi et al 2011). Em Arabidopsis thaliana, AtSULTR 1;1,
AtSULTR 1;2 e AtSULTR 1;3 pertencem a uma familia de transportadores de
membrana em raizes (HASulT), sendo que AtSULTR 1;1 € estimulado apenas em
condi¢des de limitacdes na oferta de enxofre, apesar da homologia com AtSULTR 1;2,
principal transportador de sulfato, de alta afinidade e expresso na membrana plasmatica
da epiderme, no cortex da raiz e no dpice radicular (Takahashi et al 2000; Shibagaki et
al 2002; Yoshimoto et al 2002). O transportador AtSULTR 1;3 € expresso em células
do floema, realizando o transporte entre fonte-dreno (Yoshimoto et al 2003). Outras
duas subfamilias importantes de transportadores, sdo AtSULTR 2;1 e AtSULTR 2;2
pertencentes a uma familia de transportadores de baixa afinidade (LASulT), que sao
expressos em células do parénquima do xilema e responséavel pelo transporte a longas
distancias ( Takahashi et al 1997; Kataoka et al 2004) e AtSULTR 4;1 e AtSULTR 4,2,
localizados em membranas do tonoplasto, sugeridos como envolvidos na remobilizacdo
de sulfato do vactolo para o citosol, sendo AtSULTR 4;2 mais expresso também em
condic¢des de limitacdes na disponibilidade de enxofre (Kataoka et al 2004).

De acordo com Igbal et al (2013), uma boa parte da S incorporados em
moléculas organicas em plantas estd localizada em grupos tiol (-SH) em proteinas (Cis-
residuos) ou tidis ndo-protéicos, (GSH). Essas ligacdes sdo importantes para a
estabilizacdo da estrutura da proteina. A biossintese de GSH e PC que normalmente é
induzida por exposi¢do ao As requer um fornecimento adequado dos blocos de
constru¢do GSH-Glu, Cys e Gly. Em ambos, parte aérea e raizes do tipo selvagem em
Arabidopsis, as proporcdoes em massa de livre Glu: Gly: Cys foram cerca de 20:03:01
(Mufoz-Bertomeu et al 2009 ).

Para Noctor ef al (2012) as plantas ndo podem sobreviver sem glutationa (y-
glutamylcysteinylglycine) ou y- glutamilcisteina contendo homdlogos. As razdes pelas
quais esta pequena molécula seja indispensdvel ainda ndo sdo completamente
compreendidas, mas pode deduzir-se que a glutationa tem fungdes no desenvolvimento
das plantas que nao podem ser realizados por outros tidis ou antioxidantes. As funcdes
conhecidas de glutationa incluem papéis em vias biossintéticas, desintoxicagdo,
bioquimica, antioxidante e homeostase redox (Fig. 1).

A glutationa pode interagir de varias maneiras com as proteinas através de troca

tiol-dissulfeto e processos relacionados. A sua posi¢cdo estratégica entre oxidantes como
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as espécies reativas de oxigénio e redutores celulares torna o sistema glutationa

perfeitamente configurado para funcdes sinalizagdo.

Primary Defence/
metabolism Detoxification
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Figura 1- E Visdao geral de algumas das funcdes mais importantes de glutationa
(sintese, o “turnover” redox, metabolismo, sinalizacao) (Fonte: Noctor et al 2012).

Ti6is podem atuar como chaperonas no citoplasma para evitar a ligacdo AslII as
proteinas (Zhao et al. de 2003), embora o arsénio seja subsequentemente armazenado
como espécies inorganicas no vactuolo (Raab er al de 2005). Srivastava & D’Souza
(2010) ao avaliarem os efeitos da suplementacdo de enxofre em plantas de Hydrilla
verticillata submetidas ao stress por As (V) e As (III) verificaram que plantas refor¢cam
a sua capacidade para acumular As, presumivelmente, através de sua quelacao eficiente
através de aumento significativo no nivel total de tidis.

Em um trabalho para avaliar os efeitos do sulfato e da glutationa reduzida (GSH)
sobre a absor¢do de arsenato em Pteris vittata descreveram que tanto GSH como sulfato
ndo impactaram a bioamassa e que a indu¢do do sulfato na acumulacio de arsénio por
P. vittata pode ser parcialmente atribuida ao aumento de GSH (Wei ef al 2010). Sakai e
colaboradores. (2010) demonstraram que os tidis de baixo peso molecular (LMWTs)
como a glutationa e as fitoquelatinas contribuem para a tolerancia ao arsénio em P.
vittata, aumentando sua sintese durante o stress. Além disso, demonstraram que a
localizagdo celular de arsénio nas folhas de P. vittata coincide com o local de acimulo
de LMWTs.

Recentemente, Watanabe et al. (2014) ao avaliar os efeitos do arsénio sobre a

absorcdo e distribui¢do de enxofre em P. vittata, observou que a aplicagdo de arsénio
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aumentou a concentra¢do de enxofre nas folhas. Além disso, com o auxilio de técnicas
de localizacdo subcelular de is6topos de enxofre com imagens de microscopia eletronica
de varredura, Watanabe e colaboradores mostraram a localizagdo de LMWTs em
vacuolos de células epidérmicas de P. vittata pela primeira vez, mostrando que nao
apenas as fitoquelatinas, mas que os LMWTs sdo de extrema importdncia em seu

mecanismo de hiperacumulagao.

1.5 Arsénio e seus efeitos sobre o metabolismo do carbono e nitrogénio

Numa recente revisdo, Finnegan & Chen, 2012 mencionam que para diversos
autores (Srivastava et al., 2005 ; Singh et al., 2006 ;. Khan et al., 2009 ), um dos
principais efeitos sobre o metabolismo do carbono, o acimulo de ascorbato, parece ser o
principal efeito do arsenato, muito provavelmente para reforcar a protecao contra o dano
oxidativo produzido por ROS. Mencionam ainda que de acordo com Foyer et al.
(2011),0 arsénio ao estimular a producdao de ROS, pode ser considerado o motor da
toxidade deste metaloide, sendo que a producdo destas moléculas requer aclimatacdes
metabolicas, incluindo o desvio metabdlico de carbono, nitrogénio, enxofre e energia
metabolica para o crescimento e desenvolvimento normais da planta (Noctor et al.,
2012).

Arsénio promove a reducdo na fotossintese liquida, além de afetar a biossintese de
clorofilas e a atividade do fotossistema II (Singh et al., 2006 ; Duman et al., 2010 ).
Tem-se ainda que o arsénio pode reduzir o fluxo de elétrons através das membranas
tilacéides, diminuindo o potencial de produzir ATP e NADPH, sendo que ambos sdo
necessdrios para alimentar as reacdes de fixacdo de carbono. Araudjo et al. (2011),
sugerem que a clorofila poderia ser usada como uma fonte de carbono metabdlica
quando a disponibilidade de hidratos de carbono € baixa. Sobre o processo respiratorio,
o principal efeito pode ser o desacoplamento ASV-dependente da sintese de ATP a
partir do transporte de elétrons, que resulta da sintese de ADP-AsV altamente instdvel
(Moore et al., 1983).

O AsV também parece perturbar a assimilagdo de Nitrogénio (N). Nao-leguminosas
captam o N do solo predominantemente como nitrato (NO; ) ou amdnio (NH;"). O N
inorganico na forma de NH4" é assimilado pela a¢do combinada da glutamina sintetase
(GS) e glutamato sintase (GOGAT) para a entrada no poll de moléculas organicas como
glutamato (Foyer et al., 2011 ). Em raizes de arroz tratadas com AsV havia diminui¢do

da quantidade de transcritos para um transportador de NO3™ e para um transportador de
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NH,". Dwivedi et al. (2010) também relataram que a exposicdo ao arsénio pode causar
mudancas draméticas nos pools de aminoicidos e que a medida em que ocorre
mudancas nas quantidades destes aminodcidos, isto ocorreria devido a mudancgas na
biossintese de aminodcidos ou se isso poderia advir de altera¢cdes no metabolismo de
proteinas.

1.6 Fitohormoénios em resposta ao estresse

Acido jasménico, auxinas, citocininas e etileno estdo envolvidos na percepgio e
sinalizagdo em fung¢do do estresse ocasionado pela exposi¢do de Brassica juncea ao
arsénio (Srivastava et al 2012; Srivastava et al 2009).

Huang e colaboradores (2012) observaram que a expressdo de genes da
biossintese e sinaliza¢do de dcido jasmonico (JA), dcido abscisico (ABA), do etileno, de
GA 2-oxidase foram fortemente aumentadas em plantas de arroz submetidas ao
arsenato. Além disso, os genes da biossintese citocinina e genes de sinalizagdo foram
positivamente regulados (aumetaram sua expressao) e que os genes de inativacdo foram
também regulados de maneira positiva por As(V).

Hossain, et al (2013) afirma que a aplica¢do exégena de dcido salicilico aliviou
a toxidade por arsénio em Arabidopsis thaliana. Shih-Feng et al (2014) ao realizarem
um transcriptoma para andlise de perfil de genes e caminhos associados a toxidade do
arsénio e tolerancia em Arabidopsis encontraram genes relacionados com o ABA e
principalmente, etileno, regulados de maneira positiva em acessos tolerantes Col-0.

Recentemente, novos trabalhos tem demonstrado o envolvimento de acido
jasmonico e seus derivados (Faroq et al 2016; Ahmad et al 2016; Srivastava et al 2015),
auxinas (Bucker-Neto et al 2017; Bielach et al 2017; Wang et al 2015), citocininas
(Bielach et al 2017; Zwack, et al 2016; Mohan, et al 2016), etileno (Keunen er al 2016;
Miiller & Munné-Bosch 2015; Van de Poel et al 2014), acido abscisico (ABA)
(Vishwakarma et al 2017; Srivastava et al 2015; Danquah et al 2014) e 4cido salicilico
(Chandrakar et al 2016; Khan et al 2015), em diferentes espécies vegetais, tais como
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Brassica juncea, em resposta a diferentes estresses

abidticos.

1.7 Metabolomica e metais pesados
De acordo com Shing et al., (2015), metabolomica busca identificar e quantificar
metabolitos de baixo peso molecular nos diferentes organismos, sendo que muitos ja

foram identificados como sendo envolvidos em estratégias de tolerdncia a metais
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pesados em plantas, muitos destes relacionados ao metabolismo do carbono, enxofre e
nitrogénio como por exemplo: dcidos organicos, malato, citrato e oxalato podem
transportar metais através do xilema; aminoécidos e seus derivados foram relacionados
a mecanismos de tolerancia a metais pesados.

Alguns desses metabdlitos j4 identificados em plantas em resposta a metais podem
estar envolvidos em sequestro de fons em vactolos (Shing et al., 2015; Kerkeb &
Krimer 2003). Os metabdlitos sdo os produtos finais dos processos regulatdrios
celulares e seus niveis podem ser considerado como a resposta final dos sistemas
biolégicos a aspectos genéticos ou mudancas ambientais (Kral’ova et al.,2012).

Abordagens analiticas recentes de alta sensibilidade, como ICP-MS, QqQ-TOF-MS
ou GC-TOF-MS e a integracdo dessas técnicas fornece resultados com alto valor
agregado, representando um novo angulo para avaliar a resposta de plantas sobre

diferentes estresses ocasionados por metais pesados. (Ariza et al., 2013).

2. OBJETIVOS

Ciente de que desastres ambientais oriundos de atividades antrépicas como a
mineragdo tem se tornado cada vez mais frequentes, trazendo inimeros danos ao meio
ambiente, especialmente, contaminando lengdis fredticos e leitos de rios, ou at€é mesmo
ganhando maiores propor¢des como ocorrido recentemente na bacia do Rio Doce,
chegando a lama téxica a contaminar inclusive ecossistemas marinhos, cada vez mais se
faz necessario o desenvolvimento de tecnologias capazes de auxiliar na imobilizacdo
e/ou remogdo destes poluentes, de uma forma mais sustentavel possivel. Assim, a
fitorremediacdo vem ganhando a cada dia mais espaco dentre as tecnologias alternativas
sustentaveis.

A busca pelo conhecimento de organismos capazes de remover e acumular
poluentes, bem como mecanismos eficientes na realizacdo destas tarefas requer o uso de
multiplas estratégias de abordagens, incluindo fisiologia, bioquimica, biologia
molecular, bioinformdtica e 6micas. Diante do exposto, pareceu ser promissor o estudo
sobre a disponibilidade de enxofre para plantas de E. crassipes, frequentemente
utilizada em estudos com metais pesados, com ampla distribuicdo geogréfica, em busca
de compreender melhor os mecanismos de toxidade e tolerancia ao estresse ocasionado
pela exposi¢do ao arsénio, analisando diferentes estratégias de percep¢do, defesa e

tolerancia ao metal em condi¢des de reabastecimento de enxofre diferenciadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4744854/#B198

2.1 Objetivos especificos
- Avaliar o efeito da suplementacio de enxofre sobre o acimulo de tidis
buscando determinar um nivel de S que confira maior acimulo dessas moléculas em E.

crassipes permitindo uma maior eficiéncia na remog¢ao de arsénio;

- Identificar metabdlitos e vias metabdlicas relacionadas ao enxofre a ao stress
por arsénio em plantas submetidas a diferentes concentracdes de enxofre, buscando
analisar possiveis alteracdes no metabolismo primdrio e secundario em folhas de E.

crassipes;

- Avaliar mudancas na fisiologia de folhas de E. crassipes que auxiliem na
compressao dos mecanismos que permitem acumular arsénio em condicdes de oferta

diferenciada de enxofre e possiveis mecanismos de tolerancia ao metal;

- Investigar a participacdo de hormodnios vegetais acido abscisico, jasmonatos,

acido salicilico, auxinas e etileno na percepg¢ao e resposta ao stress em E crassipes.



3. REFERENCIAS

ALVARADO S.; GUEDEZ M.; MARCO P. LUE-MERU, G.; NELSON A. A
ARROYO C. J.; ZARAY G. (2008). Arsenic removal from waters by bioremediation
with the aquatic plants Water Hyacinth (Eichhornia crassipes) and Lesser Duckweed

(Lemna minor). Bioresource Technology 99- 8436—-8440

ANDRADE HM; OLIVEIRA JA; NETTO, JL; CAMBRAIA J & FARNESE ES (2012).
Does nitric oxide activate antioxidant enzymes in plants exposed to arsenic?.

Proceedings of the ICCB - Cell Biology, v. 1, p. 91-94,

ARAUJO SHC (2011). Toleréncia de Brassica juncea ao arsénio e seu potencial para a
fitoestabilizacdo de solos contaminados. Dissertagdo de Mestrado. TEDE UFV.

ARAUJO W. L., TOHGE T., ISHIZAKI K., LEAVER C. J. & FERNIE A. R. (2011).
Protein degradation an alternative respiratory substrate for stressed plants.

TrendsPlantSci. 16, 489-498.

BONANNO G. & GIUDICE R. L. (2010). Heavy metal bioaccumulation by the organs
of Phragmites australis (common reed) and their potential use as contamination

indicators. ECOL INDIC , vol. 10, no. 3, pp. 639-645, 2010
BORBA RP, FIGUEIREDO BR, RAWLLINS BG, MATCHULLAT J. (2000). Arsenic
in water and sediment in the Iron Quadrangle, Minas Gerais State, Brasil. Rev. Brasil.

de Geoc.30: 554-557.

CAO X., MA L.Q. & TUB C. (2004). Antioxidative responses to arsenic in the arsenic
hyperaccumulator Chinese brake fern (Pteris vittata L.). Environ.Pollut. 128, 317-325.

10


http://lattes.cnpq.br/8025205817390213
http://academic.research.microsoft.com/Author/23475498/giambattista-bonanno
http://academic.research.microsoft.com/Author/55523353/roberto-lo-giudice
http://libra.msra.cn/Journal/5980/ecol-indic-ecological-indicators

CHEN YAHUA; SHEN ZHENGUO & LI XIANGDONE (2004). The use of Vetiver
grass (Vetiveria zizanioides) in the phytoremediation of soils contaminated with heavy

metals. Applied geochemistry, Oct. 2004, v. 19, no. 10, p. 1553-1565.

DAR S.H.; KUMAWAT D.M.; SINGH N. & WANI K.A., (2011). Sewage treatment
potential of water hyacinth (Eichhornia crassipes)., Res. J. Environ. Sci., 5(4), 377-385.

DUMAN F., OZTURK F., & AYDIN Z. (2010). Biological responses of duckweed
(Lemna minor L.) exposed to thein organic arsenic species As(III) and As(V): effects of

concentration and duration of exposure. Ecotoxicology 19, 983-993.

DWIVEDI S., TRIPATHI R. D., TRIPATHI P., KUMAR A., DAVE R., MISHRA S.,
SINGH R., SHARMA D., RAI U. N.,, CHAKRABARTY D., TRIVEDI P. K.,
ADHIKARI B., BAG M. K., DHANKHER O. P & TULI R.(2010). Arsenate exposure
affects aminoacids, mineral nutrient status and antioxidants in rice (Oryza sativa L.)

genotypes. Environ. Sci.Technol. 44, 9542-9549.

FARNESE FS; OLIVEIRA J. A;; LIMA F. S.; LEAO G. A. ; GUSMAN G. S. ;
SILVA L. C. (2014). Evaluation of the potential of Pistia stratiotes L. (water lettuce)
for bioindication and phytoremediation of aquatic environments contaminated with

arsenic. Brazilian Journal of Biology - v. 74,4, p. 25-31.

FARNESE FS; OLIVEIRA JA; GUSMAN, GS; LEAO GA.; RIBEIRO, C.; SIMAN,
LIL; CAMBRAIA, J. (2013). Plant Responses to Arsenic: the Role of Nitric Oxide.
Water, Air and Soil Pollution. v. 224, p. 1660-1667.

FINNEGAN P. M. & CHEN W. (2012). Arsenic toxicity: the effects on plant

metabolism. Frontiers in physiology. v. 3.

FOYER C. H. & NOCTOR G. (2011). Ascorbate and glutathione: The heart of the
redox hub. PlantPhysiol. 155, 2—18.

11



GUSMAN, G. S.; OLIVEIRA, J.A.O.; FARNESE, F.S. & CAMBRAIA J. (2012).
Arsenate and arsenite: the toxic effects on photosynthesis and growth of lettuce plants.

Acta Physiologiae Plantarum. v. 35

HOSSAIN, M. A., HASANUZZAMAN, M. & FUIJITA, M. (2010). “Up-regulation of
antioxidant and glyoxalase systems by exogenous glycinebetaine and proline in mung
bean confer tolerance to cadmium stress.” Physiology and Molecular Biology of Plants,

vol. 16, no. 3, pp. 259-272.

HUANG TSAI-LIEN; THI QUYNH; NGUYEN THUY; FU SHIH-FENG; LIN
CHUNG-YI; CHEN YING-CHIH & HUANG HAO-JEN (2012). Transcriptomic
changes and signalling pathways induced by arsenic stress in rice roots. Plant Mol Biol

(80) 587-608.

IQOBAL N.; M.; ASIM MASOOD M.; IQBAL R. K.; MOHD A.; FATMA M. & KHAN
N. A. (2013). Cross-talk between sulfur assimilation and ethylene signaling in plants.

Plant Signal Behav. Jan 1, 2013; 8(1)

JAMUNA, S. & NOORJAHAN, C.M., (2009). Treatment of sewage waste water using
water hyacinth - Eichhornia sp and its reuse for fish culture., Toxicol. Int., 16(2), 103-

106.

JAYAWEERA, M.W., KASTURIARACHCHI, J.C., KULARATNE, RK.,
WIEYEKOON, S.L. (2008). Contribution of water hyacinth (Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms) grown under different nutrient conditions to Fe-removal mechanisms in

constructed wetlands. J. Environ. Manage. 87 (3), 450—460.

JAYAWEERA, M.W. KASTURIARACHCHI, J.C., KULARATNE, R.K,
WIJEYEKOON,S.L. (2007). Removal of aluminium by constructed wetlandswith water
hyacinth (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) grownunder different nutritional

conditions. J. Environ. Sci. Health ATox. Hazard Subst. Environ. Eng. 42 (2), 185-193.

KHELLAF, N., ZERDAOUI, M., (2009). Growth response of Lemna gibba L.

(duckweed) to copper and nickel phytoaccumulation. Water Sci. Technol

12


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iqbal%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masood%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20MI%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asgher%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fatma%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20NA%5Bauth%5D

KHAN 1., AHMAD A. & IQBAL, M. (2009). Modulation of antioxidant defence
system for arsenic detoxification in Indian mustard. Ecotoxicol. Environ.Saf. 72, 626—

634.

LEAO G. A.; OLIVEIRA, J. A.; FARNESE F. S.; GUSMAN G. S.; FELIPE, R T A.
(2014). Sulfur metabolism: Different tolerances of two aquatic macrophytes exposed to

arsenic. Ecotoxicology and Environmental Safety. v. 105, p. 36-42.

LU Q., HE Z.L., GRAETZ D.A., STOFFELLA P.J. & YANG, X., (2011). Uptake and
distribution of metals by water lettuce (Pistia stratiotes L.)., Environ. Sci. Poll. Res., 18,

978-986.

MISBAHUDDIN M & FARIDUDDIN A.(2002) Water hyacinth removes arsenic from

arsenic-contaminated drinking water. Arch Environ Health. Nov-Dec;57(6):516-8.

MODENES A.N., ESPINOZA-QUIN™ ONES, F.R., BORBA C.E., TRIGUEROS, D.E.,
LAVARDA, F.L., ABUGDERAH, M.M. & KROUMOV, A.D., (2011). Adsorption of
Zn(Il) and Cd(II) ions in batch system by using the Eichhornia crassipes. Water Sci.
Technol 64 (9), 1857-1863.

MOORE S. A.,, MOENNICH D. M. & GRESSER, M. J.(1983).Synthesis and
hydrolysis of ADP-arsenate by beef heart sub mitochondrial particles. J. Biol. Chem.
258, 6266-6271.

MUNOZ-BERTOMEU J., CASCALES-MINANA B., MULET J. M., BAROJA-
FERNANDEZ E., POZUETA-ROMERO J., KUHN, J. M., SEGURA J. & ROS
R.(2009). Plastidial glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase deficiency leads to
altered root development and affects the sugar and aminoacid balance in Arabidopsis.

PlantPhysiol. 151, 541-558.

NOCTOR, GRAHAM; MHAMDI, AMNA; CHAOUCH, SEJIR; HAN, YI;
NEUKERMANS, JENNY; MARQUEZ-GARCIA, BELEN; QUEVAL, GUILLAUME;

13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Misbahuddin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12696647
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fariduddin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12696647
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12696647

FOYER, CHRISTINE H. (2012). Glutathione in plants: an integrated overview. Plant,
cell & environment. v. 35. P.454-484.

PEREIRA, F. J. (2010). Caracteristicas anatdmica e morfoldgicas do aguapé e indice de
fitorremediacdo de alface d’agua cultivados na presenca de arsénio, cadmio e chumbo.

Tese Universidade Federal de Lavras. pp. 117.

PRIYA E.S. & SELVAN P.S. (2014). Water hyacinth (Eichhornia crassipes) — An
efficient and economic adsorbent for textile effluent treatment — A review. Arabian

Journal of Chemistry.

RAAB A., SCHAT H., MEHARG A. A. & FELDMANN J. (2005). Uptake,
translocation and transformation of arsenate and arsenite in sun flower (Heliannthus
annuus): formation of arsenic—phytochelatin complexes during exposure to high arsenic

concentrations. NewPhytol. 168, 551-558.

RASCIO, NICOLETTA & NAVARI-IZZO, FLAVIA. (2011) “Heavy metal
hyperaccumulating plants: how and why do they do it? And what makes them so

interesting?”” Plant Science, vol. 180, no. 2, pp. 169-181, 2011.

REDDY, K.R. & SUTTON, D.L., (1984). Water hyacinths for water quality

improvement and biomass production., J. Environ. Qual., 13(1), 1-9.

REID; R., GRIDLEY K., KAWAMATA Y. & ZHU, YONGGUAN (2013). Arsenite

elicits anomalous sulfur starvation responses in barley. Plant Physiology, 162(1), 401-9.

ROONGTANAKIAT, N. (2009).Vetiver phytoremediation for heavy metal

decontamination. Pacific Rim Vetiver Network, Bangkok, Thailand.
ROTHER M, KRAUSS G.J, GRASS G, WESENBERG D. (2008). Sulphate

assimilation under Cd** stress in Physcomitrella patens—combined transcript, enzyme

and metabolite profiling. Plant, Cell and Environment. v.29:1801-1811.

14



SAKAI Y.; WATANABE T.; WASAKI J.; SENOURA T.; SHINANO T.; OSAKI
M.(2010). Influence of arsenic stress on synthesis and localization of low-molecular-

weight thiols in Pteris vittata. Environmental Pollution. v 158 (12) .

SASMAZ A.; OBEK E. & HASAR H. (2008). The accumulation of heavy metals in
Typha latifolia L. Grown in a stream carrying secondary effluent. Ecol. Eng. 33, 278—
284.

SOUTHICHAK B.; NAKANO K.; NOMURA M & CHIBA N.( 2006). Phragmites
australis : A novel bioabsorbent for the removal of heavy metals from aqueous solution.

Water Research 40: 2295-2302.

SRIVASTAVA M., MA L. Q.,SINGH N. & SINGH S. (2005). Antioxidant responses

of hyperaccumulator and sensitive fern species to arsenic. J. Exp.Bot. 56, 1335-1342.

SRIVASTAVA S., MISHRA S., TRIPATHI R.D., DWIVEDI S., TRIVEDI, P.K.,
TANDON P.K. (2007). Phytochelatins and antioxidant systems respond differentially

during  arsenite and rsenate  stress in  Hydrilla  verticillata  (L.f.)

Royle.Environ.Sci.Technol.41, 2930-2936.

SRIVASTAVA S, SRIVASTAVA A. K, SUPRASANNA P, D’'SOUZA S. F (2009)
Comparative biochemical and transcriptional profiling of two contrasting varieties of
Brassica juncea L. in response to arsenic exposure reveals mechanisms of stress

perception and tolerance. J Exp Bot 60:3419-3431

SRIVASTAVA, SUDHAKAR & D’SOUZA, S.F. (2010). Effect of variable sulfur
supply on arsenic tolerance and antioxidant responses in Hydrilla verticillata (L.f.)

Royle . Ecotoxicology and Environmental Safety 73 1314—1322
SRIVASTAVA S, SUPRASANNA P, D’SOUZA S. F (2012). Mechanisms of arsenic

tolerance and detoxification in plants and their application in transgenic technology: a

critical appraisal. Int J Phytoremed 14:506-517.

15



SCHMOGER M., OVEN M. & GRILL E.(2000). Detoxification of arsenic by
phytochelatins in plants. Plant Physiol. 122, 793-801.

SEKOMO, C.B., KAGISHA, V., ROUSSEAU, D., LENS, P., (2012). Heavy metal
removal by combining anaerobic upflow packed bed reactors with water hyacinth

ponds. Environ. Technol. 33 (10-12), 1455-1464.

SINGH N., MA L. Q., SRIVASTAVA M. & RATHINASABAPATHI B. (2006).
Metabolic adaptations to arsenic induced oxidative stress in Pteris vittata L. and Pteris

ensiformis L. PlantSci. 170, 274-282.

VALIPOU, A.; RAMAN V.K. & GHOLE, V.S. (2011). Phytoremediation of domestic

wastewater using Eichhornia crassipes., J. Environ. Sci. Eng., 53(2), 183-190.

VILLIERS, FLORENT; DUCRUIX, CELINE; HUGOUVIEUX, VERONIQUE;
JARNO, NOLWENN; EZAN, ERIC; GARIN, JEROME; JUNOT, CHRISTOPHE &
BOURGUIGNON, JACQUES. (2011). Investigating the plant response to cadmium

exposure by proteomic and metabolomic approaches. Proteomics, vol. 11, no. 9, pp.

1650-1663.

WATANABE T.; KOUHO R.; KATAYOSE T.; KITAJIMA N.; SAKAMOTO
N.;YAMAGUCHI N.; SHINANO T.; YURIMOTO H. & OSAKI M. (2014). Arsenic

alters uptake and distribution of sulphur in Pteris vittata. Plant, cell & environment. v.

37 (1).

WEI SHUHE; MA LENA Q; SAHA UTTAM; MATHEWS SHINY; SUNDARAM
SABARINATH; RATHINASABAPATHI BALA & ZHOU, QIXING (2010). Sulfate
and glutathione enhanced arsenic accumulation by arsenic hyperaccumulator Pteris

vittata L. Environmental pollution. v 158.
YONG-GUAN ZHU & ROSEN B.P. (2009). Perspectives for genetic engineering for

the phytoremediation of arsenic-contaminated environments: from imagination to

reality? Current Opinion in Biotechnology . Volume 20, Issue 2. Pages 220-224

16


http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author1
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author2
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author3
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author4
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author5
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author6
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author7
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1002/pmic.201000645#author8
http://www.pubfacts.com/detail/19303764/Perspectives-for-genetic-engineering-for-the-phytoremediation-of-arsenic-contaminated-environments:-
http://www.pubfacts.com/detail/19303764/Perspectives-for-genetic-engineering-for-the-phytoremediation-of-arsenic-contaminated-environments:-
http://www.pubfacts.com/detail/19303764/Perspectives-for-genetic-engineering-for-the-phytoremediation-of-arsenic-contaminated-environments:-
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09581669
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09581669/20/2

ZHAO F. J., WANG J. R., BARKER,J. H. A., SCHAT H., BLEEKER P. M. &
MCGRATH S. P.(2003). The role of phytochelatins in arsenic tolerance in the
hyperaccumulator Pteris vittata. NewPhytol. 159, 403—410.

CAPITULO 1

METABOLOMA REVELA MULTIPLAS ESTRATEGIAS DE DEFESA EM
FOLHAS DE E. crassipes (Mart) Solms SUBMETIDAS A OFERTA
DIFERENCIADA DE ENXOFRE E ARSENIO

RESUMO

Plantas de Eichhornia crassipes foram sumetidas a uma fome prévia de enxofre e um
posterior reabastecimento de sulfato, quando foram entdo estressadas por arsenato. O
objetivo foi avaliar os efeitos da disponibilidade diferencial de enxofre, sobre a
acumulacao de metabdlitos, buscando identificar novos biomarcadores de stress,
avaliando a interconecxdo de respostas entre o metabolismo primdrio e secunddrio em
folhas de aguapé, em busca de estratégias mais eficientes para a fitorremediacido e
tolerdncia ao metal. Plantas foram aclimatadas em solu¢do nutritiva de Clarck por
7(sete) dias, contendo 1/4 da forca idnica, com baixa disponibilidade de enxofre no
meio (2,5uM SO4—2), trocada a cada 48h. O MgCl, foi usado como fonte de magnésio
em detrimento do MgSO4.Apés esse periodo, foram transferidas para frascos de vidro
contendo diferentes concentragdes de enxofre em solu¢do. No primeiro tratamento,
2,5uM SO4-* (LS) foram adicionados, Ja no segundo e terceiros, 200 uM S04 (NS) e
600uM SO4-* (HS) respectivamente. A esses tratamentos foram adicionados 8uM de
arsenato (As(V)) por 24h, onde posteriormente o material foi coletado, e as andlises
processadas com auxilio de espectrometria de massas. Foram identificados 246
metabolitos inicialmente, que apds a cromatografia com espectro, filtragem dos dados e
normalizacOes, restatram 111 metabdlitos significativos. Arsenato e a oferta
diferenciada de enxofre induziram a uma reprogramacao metabdlica intensa em folhas
de aguapé. A andlise de vias metabdlicas afetadas mostra a complexidade de respostas e

o papel fundamental que o metabolismo de aminoécidos, da glutationa e do ciclo do
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glioxilato tem na resposta ao estresse promovido pelo metal, atingindo em cheio o
metabolismo energético, seja por alteracdes na fixacdo do carbono, seja pelo impacto
gerado sobre o ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA). Apds o reabastecimento de
enxofre, plantas translocaram a maior parte do enxofre absorvido e do metal para a parte
aérea, sendo que a acumulacdo foi maior em folhas crescendo em meio HS. Danos
irreversiveis ao aparato respiratério e membranas celulares confirmam que a maior
oferta de enxofre em solucdo promove uma menor amplitude de danos celulares
relacionados a morte celular. O acimulo de 4cidos graxos saturados indica uma
alterac@o na permeabilidade de membranas celulares, sendo uma resposta imediata ao
metal, assim como acumulo de solutos compativeis, como acucares. Além disso,
diferentes grupos de metabdlitos secunddrios respondem diferencialmente ao enxofre e

arsénio, ajudando a compreender a reprogramacgdo metabolica em folhas de aguapé.

Palavras-chave: Metabolomica, enxofre, arsénio, fitorremediacdo, estresse e

sinalizacdo celular.

METABOLOME REVEALS MULTIPLES DEFENSE STRATEGIES IN LEAVES
OF Eichhornia crassipes (Mart) Solms DUE TO THE DIFFERENTIATED
SUPPLY OF SULFUR AND ARSENIC.

Abstract

Eichhornia crassipes (water hyacinth) plants were submetid to a previous sulfur
starvation and a subsequent refueling of sulfate, when they were then stressed by
arsenate. The objective was to evaluate the effects of differential suplly of sulfur on the
accumulation of metabolites, seeking to identfy new stress biomarkers, evaluating the
interconnection of responses between primary and secondary metabolism in leaves of
water hyacinth, in search of more efficient strategies for phytoremediation and metal
tolerance. Plants were acclimated in nutrient solution of Clarck for seven days,
containing 1/4 of the ionic strength, with low availability of sulfur in the medium
(2.5uM SO4?), changed every 48h. MgCl, was used as a source of magnesium over
MgSO,. After that period, they were transferred to glass vials containing different
concentrations of sulfur in solution. In the first treatment, 2.5uM SO, (LS) were
added, already in the second and third, 200 uM SO,-> (NS) and 600uM S0,2 (HS),
respectively. To these treatments were added 8uM of arsenate (As (V)) for 24h, where
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the material was subsequently collected, and the analyzes processed with the help of
mass spectrometry. We identified 246 metabolites initially, which after spectrum
cromatographic, filtering the data and normalizations, restore 111 significant
metabolites. Arsenate and the differentiated supply of sulfur induced intense metabolic
reprogramming in leaves of water hyacinth. The analysis of the affected metabolic
pathways shows the complexity of responses and the fundamental role that the
metabolism of amino acids, glutathione and the glyoxylate cycle has in the response to
the stress promoted by the metal, reaching the energetic metabolism in full, either by
alterations in the fixation of the carbon, or by the impact generated on the tricarboxylic
acid (TCA) cycle. After sulfur replenishment, plants translocated most of the absorbed
sulfur and metal to the aerial part, and accumulation was higher in leaves growing on
HS medium. Irreversible damage to the respiratory tract and cell membranes confirm
that the increased supply of sulfur in solution promotes a lower amplitude of cell
damage related to cell death. The accumulation of saturated fatty acids indicates a
change in the permeability of cell membranes, being an immediate response to the
metal, as well as accumulation of compatible solutes such as sugars. In addition,
different groups of secondary metabolites respond differentially to sulfur and arsenic,

helping to understand the metabolic reprogramming in leaves of water hyacinth.

Key Works:Metabolomic, Sulphur, arsenic, phytoremediation, watter hyacinth, stress

and cell signalling,

1. INTRODUCAO

O metabolismo fornece os blocos de constru¢do e equivalentes de energia para
processos bioldgicos fundamentais como crescimento celular, diferenciacdo celular e
adaptacdo ambiental. O metabolismo também estd incorporado na maquinaria de
deteccdo e sinalizacdo, integrando informacdes transmitidas a partir do ambiente
(Helms et al 2015).

A metabolomica € considerada como sendo uma ferrramenta poderosa, capaz de
realizar de maneira robusta a exploracdo das alteragdes na abundancia de metabdlitos e
das vias metabdlicas que estdo envolvidas em vdrias condi¢des fisiopatoldgicas e
oferece a possibilidade de se avaliar as interacdes genotipo-fenétipo e gendtipo-

ambiente (Bo Peng er al. 2015; Kumar et al 2014). O metaboloma pode ser uma
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medida muito sensivel do fenétipo de um organismo porque os metabolitos sdo os
produtos finais de interagdes gigantes em todo o genoma ou em todo o proteoma (Bo
Peng et al 2015).

Normalmente, a descoberta metabolomica ¢é abordada para identificar
biomarcadores para melhorar o diagndstico precoce, progndstico preciso e auxiliar o
monitoramento adequado de mudancas fisiolégicas em resposta a alteragcdes ambientais
(Gibbons et al, 2015). Wang et al (2015) destaca pesquisas com abordagens
metabolomicas que avancaram na avaliagdo de respostas fisioldgicas a diversos
estresses em plantas, tal como Nikiforova et al (2005) que avaliaram a reprogramagao
metabdlica de Arabidopsis thaliana sob condi¢des de restricao de enxofre.

Contudo, pesquisas relevantes que envolvam o uso de abordagens moleculares
envolvendo macrdfitas aquaticas e fitorremediagdo de metais pesados ainda é muito
escasso (L1 et al 2015). Eichhornia crassipes, € uma macrofita aqudtica perene, de
répido crescimento e de proliferacdo livre e flutuante, amplamente distribuida (Priya &
Selvan 2017).Pesquisas tem demonstrado que estd espécie apresenta altas taxas de
remog¢do para varios materiais corantes de industrias téxteis e de metais pesados como o
cobre (Cu) , cromo (Cr) , cddmio (Cd) , manganés (Mn) , o mercurio (Hg), chumbo (Pb)
e arsénio (As) a partir de solugdes aquosas (Priya & Selvan 2017; Ibrahim et al., 2012;
Sekomo et al, 2012; Andrade et al 2012; Mddenes et al 2013;. Jayaweera et al., 2008;
Jayaweera et al 2007).

A presencga de arsénio no solo e na dgua é uma ameaca constante em muitas
regides do mundo a homesostase de organismos vivos. Em muitos lugares, as dguas
contaminadas por arsénio sdo comumente utilizadas para consumo humano direto, ou
essa contaminagdo advém do consumo de rebanho bovino alimentado em é&reas de
pastagens contaminadas e a irrigacdo de diferentes culturas, principalmente o arroz.
(Kumar et al, 2014; Moore et al, 2010).

Ledo et al (2014) ao avaliar os mecanismos de respostas a toxidez do arsénio em
duas macrofitas aquaticas, Salvinia minima e Lemna gibba, atribui a maior tolerancia a
acumulacdo de perdxidos ao seu sistema de defesa ser provavelmente baseado na
absorcdo, assimilacio e metabolismo de sulfato, com aumento da atividade da
adrenossina-5'-trifosfato (ATP) sulfilase (a primeira enzima da via de assimilacdo de
sulfato inorganico) apds a exposi¢do a As, acumulando glutationa e tiis ndo protéicos,
com maior atividade enzimatica de y-glutamilcisteina sintetase, glutationa S-transferase

e glutationa redutase. Giri & Patel (2012) relataram a eficiéncia de E. crassipes na
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fitorremediacdo de arsénio em condicdes hidroponicas. Vestana et al. (2007) observou
que E. crassipes tratadas com enxofre foram capazes de acumular mais cidmio em suas
folhas.

Com auxilio de espectrometria de massas e bioinformatica, buscamos contribuir
para a compreensdo das alteragdes metabdlicas decorrentes do estresse por arsenato e
dos efeitos do reabastecimento de enxofre, identificando metabdlitos e vias metabdlicas
alteradas. A maior oferta de enxofre permite uma reprogramac¢do metabdlica em folhas
de Eichhornia crassipes mais adequada para perceber e enfrentar os danos oriundos do
stress oxidativo ocasionado pelo arsénio (Andrade et al 2016; Leao et al 2014),
permitindo também um melhor desempenho quanto a fitorremediacdo do metal. Tais
abordagens auxiliam na compreensdo maior a cerca dos mecanismos de defesa,
tolerancia e acumulagdo de arsénio em macrofitas com potencial para a fitorremediagdao
de areas contaminadas por arsénio, além de identificar metabdlitos com possiveis

aplicagdes em outras dreas do conhecimento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do Material Vegetal

As plantas aquaticas da espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, foram
coletadas na Estacdo de Piscicultura da Universidade Federal de Vigosa (MG — Brasil)
e mantidas por 24 horas em 4gua desionizada, esterilizadas com hipoclorito de s6dio 1%
durante 1 min, sendo entdo lavados em dgua corrente e dgua destilada. Em seguida, as
plantas foram transferidas para recipientes de polietileno, com solu¢do nutritiva de
Clark (Clark, 1975), pH 6,5, e colocadas em sala de crescimento com temperatura e
luminosidade controladas (25 + 2°C, 230 umol fétons s-1 m-2), sob fotoperiodo de 16
horas, onde permaneceram por trés dias. Apds o periodo de aclimatagcdo, as plantas
foram selecionadas de acordo com a massa fresca, uniformidade de tamanho e nimero
de folhas (2 a 3 folhas expandidas), sendo posteriormente mantidas em caixas de

plasticos sob aeracdo em solugdo nutritiva de Clark, pH 6,5 conforme o pré-tratamento.
2.2 Pré-Tratamento do Material Vegetal

Plantas foram pré-tratadas por 6 dias em caixas pldsticas aeradas contendo

solugdo nutritiva de Clark com 1/4 da forca i0nica, com baixa disponibilidade de
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enxofre no meio (2,5uM SO4'2), trocada a cada 48h. O MgCl, foi usado como fonte de

magnésio em detrimento do MgSO,.

2.3 A Aplicacao do stress por Arsénio

Ap6s o pré-tratamento, plantas foram transferidas, individualmente, para frascos
de vidro, contendo 500ml de solucdo nutritiva de Clark % forca. Os tratamentos
contendo doses distintas de enxofre foram os seguintes: Tratamento com baixa
disponibilidade de enxofre (LS); tratamento com enxofre disponivel (NS); tratamento
com alta disponibilidade de enxofre (HS). Em cada um destes tratamentos, quatro (4)
repeticoes contendo 8,0 uM de Na2HAsO4.7H20 (LS+As; NS+As; HS+As), e 4

repeti¢des controle para cada um dos tratamentos.

2.4 Determinacao dos Teores de Arsénio

Para determinacdo dos teores de arsénio e enxofre absorvidos, um experimento
foi conduzido, coletando-se o material vegetal, lavando-o com HCL para retirar o
arsénio adsorvido em folhas e raizes. Estas foram separadas e secas em estufas a 80°C.
ApOs a secagem, o material foi macerado, e aproximadamente 0,1 g de massa seca de
raizes e folhas foram submetidos a mineralizacdo imida com 3 mL de uma mistura
nitrico-perclérica 2:1, a temperatura de 100-130 °C até a completa oxidacdo da matéria
organica (Allan, 1969). As amostras mineralizadas foram filtradas e diluidas para 25 mL

com agua desionizada e, entdo, analisadas por ICP- MS (Departamento de Solos —

UFV).

2.5 Determinacio dos Teores de Aminoacidos e Proteinas

Para a determinacdo dos teores de proteinas e aminodcidos, cerca de 100 mg de
material vegetal foram coletados e liofilizados por 24hs. Apds esse periodo, o material
vegetal foi macerado utilizando um equipamento macerador Tyssue laser e um
protocolo para extragdo etandlica e posterior determinagdo dos teores de aminoécidos e

proteinas realizado de acordo com

2.6  Histoquimica para Avaliar a Estabilidade de Membranas Celulares
Folhas de E. crassipes foram imersas em corante Evans Blue (0,25%) por cerca
de 6h a temperatura ambiente. Apds este periodo, as amostras foram fervidas em etanol

para remover a clorofila das folhas, facilitando a visualizacdo das regides demarcadas
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pelo Evans Blue. Apés a retirada, imagens foram registradas em uma camara digital

(Romero-Puertas et al, 2004).

2.7 Pertfil Metabolico

As amostras de folhas (100mg) foram trituradas em nitrogénio liquido e coletadas em
eppendorfs de 2,0 mL. Em seguida, de acordo com Lisec et al. (2006), foram
adicionados 1,5 mL de solugdo extratora gelada (dgua 1: metanol 2,5: cloroférmio 1)
contendo 60 uL de ribitol (0,2 mg/mL em agua ultra-pura) como normalizador interno.
As amostras foram agitadas em um vortex por 30 min a 4°C, centrifugadas a 15.000 g
por 5 min e o sobrenadante foi coletado para novo tubo. Posteriormente, foram
adicionados 750 pL de 4gua ultra-pura ao sobrenadante, seguido de agitacdo no vortex e
centrifugacao por 15 min a 15.000 g. Apés a centrifugacdo duas fases foram formadas e
500 pL da fase superior polar foi coletada para um novo tubo. As amostras da fase
superior foram fracionadas em volumes de 100 pL e secas em speedvac. A
derivatizacdo das amostras foi realizada pela adicdo de 40uL de piridina (Merck)
contendo hidroclorido de metoxiamina (20 mg/mL) (Sigma) submetendo-as a 370C por
2 h sob agitacdo. Em seguida, foram adicionados 70 pL da solu¢do de MSTFA (20
pL/mL da mistura padrao do tempo de retencdo), previamente preparada seguindo e
mantidas a 370C por 30 min. Finalmente, 100 pL da amostra derivatizada foi transferida

para vials especificos do sistema GC-MS.

2.6.1 Analise Qualitativa e Quantitativa dos Metabdlitos Extraidos por GC-MS

As amostras foram analisadas utilizando um sistema GC/MS pertencente ao
Nucleo de Andlise de Biomoléculas (NuBioMol) do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saide (CCB) da UFV, com as seguintes especificacoes: GC Cromatégrafo Agilent,
7890A e Espectrometro TruTOF® HT TOEFMS, Leco, equipado com uma coluna
capilar de 30 mm (MDN-35) operando de acordo com Lisec et al. (2006). Amostras de
1 puL foram injetadas no modo splitless a 230°C e carreadas pelo fluxo de gés (fluxo
continuo de hélio) de 2 mL/min. A temperatura do forno foi inicialmente mantida
constante a 80°C e, em seguida, aumentou-se 15°C/min até alcancar 330°C, sendo essa

temperatura mantida durante 5 min.
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Os cromatogramas gerados tiveram a linha de base corrigida e alinhada pelo
programa CromaTof (Agilent). Neste processamento foi também gerado uma lista
contendo os tempos de retengdo cromatogrifico dos padrdes internos (n-alcanos)
utilizados para calculo dos indices de retencao de cada fon fragmentado. Os espectros de
GC/MS foram exportados e os perfis foram analisados automaticamente pelo programa
TargetSearch. Este software permitiu a identificacio dos metabdlitos através da
comparagcdo dos espectros obtidos experimentalmente contra um banco de dados
espectrais de referéncia. Um valor minimo de aceitacdo (score), correspondente a 600,
foi utilizado como ponto de corte permitindo uma maior certeza na identificacdo dos
metabdlitos e garantindo uma maior confiabilidade para as futuras andlises estatisticas
dos dados.

Um script para identificagcdo e quantificacdo de metabdlitos foi gerado e
posteriormente analisado no software R com pardmetros de processamento e
alinhamento otimizados para a plataforma GC/TOF Agilent. Os parametros utilizados
foram os seguintes: massRange (faixa de massas) de 85-500 Da; IntThreshold
(intensidade minima) de 50; TopMasses (10 massas mais intensas) de 10; r thresh
(correlagdo acima) de 0,05. Para a identificagdo dos metabodlitos foi utilizada a
biblioteca de fragmentacdo por impacto eletronico (EI) e de indices de retencdo (RI)
geradas pela GMD Mass Spectrum Reference Library (http://gmd.mpimp-
golm.mpg.de/download/).

2.6.2 Analises em bioinformatica: MetaboAnalyst

O Metaboanalyst (http://www.metaboanalyst.ca/) € um servidor online desenhado
para permitir a integracdo, visualiza¢do e interpretagdo de dados metabolomicos. Ele
suporta inimeros cdlculos estatisticos complexos e graficos de alta defini¢do gerando
funcdes que requerem recursos computacionais relevantes. Os dados de saida fornecidos
pelo TagSearch foram processados manualmente de acordo com o formato necessério
para andlise na plataforma Metaboanalyst. As identificacdes dos metabdlitos e suas
respectivas variagdes na abundancia relativa foram devidamente tabeladas para serem
utilizados como dados de entrada no servidor. Dos 8 mddulos disponibilizados pela
plataforma, dois foram acessados para a determinagdo dos principais metabdlitos
responsivos e das vias metabdlicas perturbadas pelo estresse (Statistical Analysis e

Pathway Analysis).
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2.8 Determinacio dos Teores de Cisteinas e Glutationa Total

Com intuito de complementar a andlise de metabdlitos em folhas de E. crassipes ,
cerca de 150mg de material fresco de folhas e raizes foram trituradas em nitrogénio
liquido para rompimento do material vegetal. Em seguida foram adicionados 400 pL de
uma solucdo extratora (metanol 20% - Isopropanol 79% - 4cido acético 1%) em 150 mg
de material vegetal. Nessa etapa, foi adicionado 4cido naftaleno acético (NAA) como
normalizador interno na concentracdo de 50 ng/g. Cada amostra foi vortexada 4 vezes
por 20 seg, mantendo-as no gelo, e sonicadas em ultrassom por 5 min a 4°C. As
amostras foram deixadas no gelo por 30 min e sonicadas em ultrassom por 5 min e
centrifugadas 14.000 g por 30 min a 4°C para que os restos celulares se sedimentassem.

Ap6s centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos
tubos. Um novo ciclo de extragdo foi realizado com o precipitado da extracdo anterior
para maximizar a eficiéncia de extracdo. As amostras contendo tidis extraidos foram

utilizadas para andlise por LC/MS do tipo UHPLC QqQ.

2.9 Monitoramento e Quantificacoes de Tiois por LC/MS/QqQ

Aproximadamente 300 uL das amostras extraidas foram colocadas em vials e 5,0
pL dos extratos foram injetados no sistema LC/MS pertencente ao NuBioMol do Centro
de Ciéncias Bioldgicas e da Saide (CCB) da UFV. Utilizou-se a coluna cromatogréfica
(Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x50 mm) com fluxo de 0,3 mL/min, acoplada
online a um espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo QqQ (Agilent). O
espectrometro de massa operou alternando o modo positivo e negativo de acordo com
tempo de retencdo para cada tiol e escaneou a amostra no modo MRM (multiple
reaction monitoring) para detec¢do, como mostrado na Tabela 1. Os ensaios foram
realizados para quatro réplicas bioldgicas para cada tratamento. Os espectros de massas
gerados foram processados utilizando o software MassHunter para obtencdo dos
cromatogramas extraido (XIC) de cada transi¢do e para obtencdo dos valores de drea
como indicativo da abundancia de cada metabdlito. Uma curva padrao de cada tiol foi
utilizada para converter os valores de drea em quantidade massas em ng/g de tecido

vegetal.

Tabela 1. Lista das transi¢des utilizadas na andlise por MRM para o monitoramento e
quantificagdo de tidis. Sao mostrados a massa do fon molecular (MS1) e o fragmento

analisado no MS2 no espectrometro QqQ.
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Metabolitos (Tiois) MS1 MS2

Cisteina (Cys) 122 58
Glutationa reduzida (GSH)* 308 76
Glutationa Oxidada (GSSH) 613 355

*A glutationa total foi obtida pela equacdo: GSHtotal= GSH + GSSH

2.10 Respiracao

A respiracdo noturna (RN), ou taxa de assimilagdo liquida de CO2 noturna foi
avaliada apos a aplicagdo do estreese, durante o fotoperiodo de escuro, utilizando-se un
analisador de gases infravermelho (LICOR 6400, Li-Cor Inc., Nebraska-EUA. A
respiracdo mitocondrial diurna (RD) foi estimada a partir de (RN), usando o Q10
(Larcher, 1983), de acordo com Bai ef al. (2008).

RD = RNQ10 (Td -Tn)/10
Onde: Q10 = 2,2 ; Tn = temperatura foliar no qual RN foi calculada; Td =

temperatura foliar na qual RD foi calculada;.

2.11 Delineamento experimental e andalises estatisticas de dados de perfil
metabdlico

Os dados foram filtrados em funcdo do desvio padrio com o objetivo de
identificar e remover varidveis que provavelmente ndo seriam uteis ao modelar os
dados, removendo possiveis ruidos de linha de base. Nenhuma informacao de fen6tipo €
usada no processo de filtragem, portanto, o resultado pode ser usado com qualquer
andlise a downstream. Os dados foram normalizados pela massa e mediana.

ApOs a normalizacdo, os dados foram submetidos a uma andlise de variancia
(One-Way ANOVA) e um teste HSD de Tukey. Desta forma, os dados significativos
foram entdo submetidos a uma andlise de Clusters, onde o agrupamento hierdrquico
(aglomerativo) comeca com cada amostra considerada como cluster separado e, em
seguida, prossegue combinando-as até que todas as amostras pertencam a um cluster. A
medida de dissimilaridade utilizada foi a Distancia Euclideana e o0 método de Ward para

o agrupamento. O resultado foi apresentado sob a forma de um heat map, agrupando as
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caracteristicas e tratamentos. Para facilitar a compreensao dos resultados e otimizagao
de espaco, serdo apresentados os resultados dos 60 metabdlitos mais significativos e o
heat map mostrando a média dos metabdlitos por tratamento, ao invés de repeti¢des.
Uma andlise de componentes principais (PCA) e andlises discriminantes de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram realizados. PCA é um método nao
supervisionado com o objetivo de encontrar as dire¢cdes de variagdo miaxima em um
conjunto de dados (X) sem se referir aos rétulos de classe (Y). PLS-DA € um método
supervisionado que usa técnica de regressao linear multipla para encontrar a direcio da
covariancia maxima entre um conjunto de dados (X) e a associagao da classe (Y). Para
ambos os métodos, as varidveis originais sdo resumidas em muito menos varidveis
usando suas médias ponderadas. Além da PLS-DA, uma andlise de varidveis
importantes na projecao (VIP). Os valores de Importancia Varidvel em Projecao (VIP)
estimam a importancia de cada varidvel na projecdo usada em um modelo PLS. Foram
consideradas varidveis com pontuacdo VIP superior a 1.
Os metabolitos foram também submetidos a anédlise de vias metabdlicas utilizando o
comando Pathway Analysis e a biblioteca de Arabidopsis thaliana (thale cress). Para a
andlise de interpretacdo funcional dos metabdlitos encontrados, foi utilizado uma
andlise de enriquecimento de vias metabdlicas afetadas. Todas as andlises estatisticas do
metaboloma foram processadas utilizando-se o Software MetaboAnalyst 3.0, seguindo a
metodologia de bioinformdtica proposta por Xia &Wishart (2016). Para os demais
parametros analisados, foi realizado uma ANOVA seguida por um teste de Tukey a 5%

utilizando-se o Software SAS System 13.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Absorcao, assimilacdo, transporte de enxofre em E. crassipes e
fitorremediaciao do arsénio

Reconhecidamente um macronutriente essencial, o enxofre (S) desempenha um
papel vital na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (Ernst,1998).
Além disso, os grupos tiol de cisteina (Cys) e glutationa (GSH) sdo frequentemente
envolvidos em ciclos redox. A toxicidade de arsénio € devido a sua propensdo para se
ligar a grupos de sulfidrilo e conseqiientemente, sendo prejudicial para o funcionamento
geral de proteinas. Com o intuito de auxiliar na compreensdo da dinamica metabdlica de
folhas de E. crassipes, a figura 1 ilustra os teores de enxofre e arsénio encontrados em

folhas de E. crassipes estressadas por arsénio, sob diferentes condi¢cdes de oferta de
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enxofre. Na auséncia de As, os teores de enxofre em folhas de E. crassipes obtidas em
meio LS foram superiores aos encontrados em meio NS, sendo que ndo diferiram

estatisticamente daquelas em meio HS (Figura 1A).
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Figura 1 — Teores de Enxofre e Arsénio em folhas de Eichhornia crasssipes- *Médias
seguidas por letras mindsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio (cinza
claro) e minudsculas iguais nos diferentes tratamentos contendo 8uM de arsé€nio (cinza escuro)
ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por
letras maidsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5%
de pelo teste de Tukey.

Teor de Enxofre
(mg g-1 MF)
Teor de Arsénio (pg g1 MS)

Entretanto, na presenca do metal, folhas obtidas de plantas que cresceram em
meio LS+As apresentam teores inferiores aqueles encontrados na auséncia de arsénio,
assim como, inferiores aos teores encontrados em folhas no meio NS+As e HS+As. Em
meio HS +As, os teores de enxofre foram superiores aos demais. Os teores de arsénio
(Figura 1B) foram mais elevados em HS+As do que os demais, assim como o enxofre.

Da mesma forma que o enxofre, em meio LS, os teores de arsénio foram
inferiores aqueles encontrados em meio HS+As e superiores ao encontrado em meio
NS+AS. Desta forma, é possivel que o arsénio esteja sendo translocado para a parte
aérea, concomitantemente em propor¢des equivalentes ao enxofre translocado em meio
HS+As, permitindo um maior acimulo de arsénio, mediante uma maior disponibilidade
de enxofre no meio. Cabe ainda ressaltar que os teores de enxofre em raizes foram
reduzidos na presenca do metal (Figura suplementar S1.1) As concentracdes de arsénio
encontrados em folhas de E. crsssipes apds 24h foram muito superiores aos observados
em suas raizes, demonstrando que a translocacdo de arsénio para a parte aérea foi

bastante elevada (Figura suplementar S1.2).
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3.2- Arsenato e a oferta de enxofre induzem a uma intensa reprogramacao
metabdlica diferenciada em folhas de E. crassipes

A andlise metabolomica permite descrever quais s@o os metabodlitos presentes
em um organismo e suas concentracdes, relativas e absolutas, de acordo com o ambiente
em que ele se encontra, de forma a obter informacdes sobre os processos metabdlicos
ativos. Métodos de andlise multivariada sdo muito utilizados na andlise exploratdria de
dados de metabolomica. De um total de 247 metabdlitos identificados, apds uma
filtragem inicial dos dados e posterior normalizagdo (Suplemento S2.1), foram
submetidos a uma One-way ANOVA, que forneceu uma visdo preliminar sobre
caracteristicas potencialmente significativas, seguida de uma andlise pos-hoc com o
objetivo de determinar quais grupos nessa amostra diferem significativamente. Dos 247
metabolitos iniciais, 111 metabdlitos se destacaram e estdo devidamente identificados
na tabela S3.1 (Suplemento S3.1). Desta forma, a figura 2A representa o resultado da
andlise de varidncia mostrando a distribuicdo dos metabdlitos significativos
identificados (p <0,05 ). Nela estdao identificados nominalmente os metabdlitos mais
significativos, dos quais, trés sdo aminodcidos. Além destes, metionina, valina, alanina,
ornitina, GABA, glutamina, asparagina, lisina e glutamato foram identificados.

Nao foi possivel detectar o aminodcido cisteina. Apenas formas conjugadas,
como S-Metil-Cisteina, N-AcetilCisteina e Acido Sulfinico conjugado com cistefna
foram detectados por GC-MS.Beta-Alanina, Isoleucina e Leucina foram os aminoécidos
mais significativos, e suas itensidades estdo demonstradas nas figuras 2B ,2C e 2F. Em
todos os casos nas figuras, os aminodcidos reduziram-se na presenga do metal. Nas
figuras 2D e 2E, 4cido isocitrico e 4cido quinico completam os cinco primeiros
metabolitos.

Tendo em vista que dentre os metabdlitos mais significativos estdo aminodcidos,
e que estes, a primeira vista, de acordo com os resultados apresentados nas figuras 4B-
4C, possuem respostas diferenciadas em relacdo ao metal, a figura 3 traz um panorama

mais amplo sobre o pool de aminodcidos e proteinas em folhas de E. crassipes.
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A One-way ANOVA
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Figura 2 — One-Way ANOVA dos metabdlitos encontrados em folhas de E. crassipes
seguida por Teste de Fisher’s LSD (p-value ajustado (FDR) < 0,05)- ANOVA (A) com a
identificacdo dos 5 metabdlitos com maior valor para -log10(p); beta-Alanina(B) Isoleucina (C);

4cido isocitrico (D); 4cido quinico (E) e Leucina (F).
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De uma forma geral, o teor de aminoacidos foi reduzido na presenca do metal.
Da mesma forma, o teor de proteinas foi afetado negativamente pela presenca de
arsénio, tendo sido encontrado em folhas em meio LS+As, os menores teores, assim

como ocorreu com aminodacidos.
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Figura 3- Teores do pool de aminodcidos (A) e proteinas (B) em folhas de Eichhornia.
crasssipes.- *Médias seguidas por letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na
auséncia de Arsénio (cinza claro) e mindsculas iguais nos diferentes tratamentos contendo 8uM
de arsénio (cinza escuro) nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras maidsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Uma alternativa para tentar fornecer uma visualizacio intuitiva da tabela de
metabolitos identificados em funcdo dos tratamentos aplicados, € realizar uma anélise
de agrupamento (Clusters), usando um critério de variagdo minima que minimize a
variancia total dentro do cluster, usando um mapa de calor (heatmap) representando a
intensidade de cada metabdlito identificado. O Heatmap mostrado na figura (4) ilustra a
reprogramacgdo metabolica em folhas de E. crassipes em funcdo do enxofre e arsénio
aplicados. Em cada célula colorida no mapa, uma intensidade correspondente a um
valor de concentracdo na tabela de dados. Nele estdo representados os 60 primeiros

metabolitos mais significativos (Tukey < 0,05)
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Figura 4- Andlise de clusters e Heatmap com os 60 primeiros metabdlitos mais
significativos em folhas de E. crassipes conforme ANOVA- * (Tukey < 0,05).
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Além de aminoacidos, outros metabolitos envolvidos em vias centrais do
metabolismo como dcidos organicos (dcido citrico e dcido succinico), aguicares
(allose, xylose, rafinose, sacarose e talose), poliaminas (espermidina e espermina),
dcidos graxos (4cido octandico, dcido palmitico e acido octodecandico), além de
diversos metabodlitos secundarios, como Melatonina, Morin (flavandide), Senecionine
(alcaléide), acido abscisico (ABA) foram identificados, dentre outros mostrados no
Suplemento S3 (Tabela S3.1) .

Por intermédio da andlise de clusters é possivel perceber que os metabdlitos
foram divididos em dois grandes grupos (1 e 2), cada um com duas subdivisdes (ndo
indicadas na figura). Compondo o grupo 1, uma maioria de metabdlitos regulados
negativamente na auséncia do metal, como espermina, melatonina, lisina, cistationina,
senecionina, dcido quinico e esfingosina, que quando expostos ao metal, elevaram suas
intensidades. Além disso, metabdlitos que foram alterados apenas em meio LS, tendo
suas intensidades elevadas na auséncia de arsenato, como glicerol fazem parte deste
primeiro grupo, incluindo aqueles metabdlitos que permaneceram inalterados na
auséncia do metal. No grupo 2 metabdlitos em sua grande maioria, regulados
positivamente na presenca de arsénio. Acido cindmico, salicin e miricetin foram alguns
dos metabdlitos secundarios também regulados de maneira positiva. Valina, isoleucina,
leucina, triptofano e beta-alanina tiveram suas intensidades reduzidas (regulados
negativamente). Além destes, dcido citrico € um outro importante metabdlito encontrado
neste grupo.

Foi possivel ainda separar os tratamentos em dois grandes grupos (A e B), onde
estdo os tratamentos ndo submetidos ao estresse por arsenato (A), separados daqueles
aonde o arsénio foi aplicado (B). Neste sentido, buscando separar os grupos, de forma a
tentar auxiliar na interpretacdo dos resultados, uma anélise de componentes principais
(PCA) foi realizada com o intuito de reduzir a dimensionalidade dos dados e visualizar
o agrupamento de amostras por intermédio de transformacdes lineares buscando
preservar tanto quanto possivel a variagdo nos dados originais nos dados de saida de
dimensionalidade inferior. Os trés primeiros componentes foram capazes de explicar
96,2 % da variancia encontrada (Figura 5A). O grafico demonstrando os dois primeiros
PCs (PC1 e PC2) encontra-se na figura 5B.

E possivel perceber quando se avalai os 2 primeiros componentes, que apesar de
explicar boa parte da varidncia encontrada, a andlise ndo foi capaz de demonstrar a

separacdo satisfatoria entre os tratamentos LS e HS na auséncia do metal.
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Variance explained
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Figura 5§ - Andlise de Componentes Principais a partir dos metabdlitos identificados
pela ANOVA em folhas de E. crassipes- A- Scree Plot mostrando que os 5 primeiros
componentes principais e a variancia por eles explicada; B-PC 1- Componente Principal 1 —
explica 68,5% da variancia; PC 2 — Componente Principal 2 — explica 24,6% da variancia.
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No que diz respeito as amostras obtidas em meio ao arsénio, € possivel realizar a
distin¢d@o entre os trés tratamentos, mais ainda nao foi possivel identificar com precisdao
quais seriam os metabdlitos responsdveis por essa separacdo em ambos 0S componentes.
Desta forma, com o intuito de refinar a andlise de componentes principais, buscando
identificar quais os metabdlitos que sejam capazes de separar de fato as amostras
analisadas, realizou-se uma andlise discriminante com método de minimos quadrados
parciais (PLS-DA) entre os metabdlitos identificados, quando arsenato esteve ausente

(Figuas 6 e 7).
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Figura 6 - Andlise discriminante com método de minimos quadrados parciais (PLS-
DA) e metabdlitos com poder discriminatdrio entre os tratamentos considerando o
escore VIP (Varidveis Importantes na Projecdo) de cada varidvel. (**) Auséncia de
arsenato *Cross validadion (PC1 e PC2 - r’= 0,96; Q*=0,92

Posteriormente, uma andlise para a identificacdo de quais metabdlitos tém maior

poder discriminatdrio entre os tratamentos considerando o escore VIP (Variaveis
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Importantes na Projec@o) de cada varidvel a partir da andlise de PLS-DA (Suplemento

S3.1e S3.2).
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Figura 7 - Andlise discriminante com método de minimos quadrados parciais (PLS-

DA) Interacdo arsénio x enxofre.(**) Arsenato presente. *Cross validadion (PC1 e PC2 - r’=
0,99; Q°=0,97)

Isto permitiu distinguir de fato, aqueles metabdlitos que auxiliam na separacao
dos grupos, e nao apenas aqueles que se mostraram preliminarmente apds a ANOVA,
como caracteristicas potencialmente significativas. A precisdo do modelo explicativo
(cross validation) permite afirmar que os metabdlitos identificados, relacionados nas
figuras suplementares sejam capazes de permitir uma distingdo segura entre os

tratamentos em questﬁo.

A figura 8 retrata a abundancia relativa de alguns desses metabodlitos VIPs

identificados.
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Octandico F. Acido cafeico — valores da abundancia relativa foram normalizados
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Talose (Figura 8A) e tagatose (Suplemento 6 — Figuras 6A-6C) foram acucares
importantes na distincdo dos grupos. Talose foi regulada positivamente em meio LS
+As, sendo regulada negativamente nos tratamentos NS+AS e HS+As na presenca do
metal.

Tagatose foi outro metabdlito VIP regulado positivamente em meio LS,
independente da presenca de arsénio em folhas de E. crassipes. Xylose e gulose e foram
acucares também ranqueados como metabodlitos VIP na distingdo dos diferentes grupos.
Na figura 8B, Xylose, um metabdlito derivado da hemicelulose, foi regulada
positivamente em meio LS, sendo que foi regulada negativamente em folhas de E.
crassipes tanto em meio LS+As, quanto em meio NS+As.

A intensidade de Xylose foi aumentada na presenca do metal (regulada
positivamente), mantendo-se em niveis mais intensos em meio LS+As. Gulose
(Suplemento 7 — Figuras 6A e 6C) foi considerado um metabodlito VIP em folhas
estressadas por arsénio, sendo regulada de maneira positiva em folhas cultivadas no
meio LS+As e NS+As, enquanto que em meio HS+As, foi regulada de maneira
negativa, reduzindo sua intensidade em folhas de E. crassipes. Sacarose, um outro
metabolito VIP foi regulada de maneira positiva na presenca de arsé€nio, especialmente
em folhas crescendo em meio LS +As e NS+As. Outros acucares como glucose,
maltose, isomaltose e melibiose foram negativamente reguladas na presenca do metal,
especialmente. glicose e maltose em meio HS+As.

O 4cido succinico foi outro metabolito VIP alterado durante o estresse por
arsénio em folhas de E. crassipes, sendo regulado de maneira negativa em folhas
(Suplemento 7 — Figuras 7A -7C). Acido maleico, que tem como isdmero mais estdvel,
0 4cido fumarico, foi considerado também um metabodlito VIP (Figuras S2.1 e S3.1). Ele
foi up regulado em folhas obtidas no meio LS+As e NS+As e regulado negativamente
em meio HS+As. Acido malico (malato € a sua forma ionizada, sendo um intermediario
do ciclo do 4cido citrico (TCA)) foi acumulado em folhas apds a presenca do arsenato
em solugdo. Acido pirdvico, dcido oxalacético, 4cido citrico e dcido isocitrico foram
outros importantes dcidos carboxilicos afetados pela presenca de arsénio, especialmente
nos meios LS+As e NS+As. Piruvato e oxaloacetato tiveram suas intensidades
reduzidas na presenca de arsénio, sendo que em folhas NS+As e LS+As, essa reducdo
foi mais pronunciada. Piruvato em meio HS+As permaneceu regulado de forma

positiva, sendo que na auséncia e com baixa disponibilidade de enxofre (LS), foram

38



reduziram suas intensidades. Citrato foi outro metabdlito importante do ciclo do acido
citrico afetado negativamente pela presenca do arsénio em folhas de E. crassipes.

Lipidios foram um outro grupo importante de metabdlitos alterados em funcao
dos tratamentos. Glicerol é um metabdlito que pode ser associado a baixa
disponibilidade de enxofre (Figura 8C). Esfingosina, pertencente a uma familia de
lipidios de membranas celulares, teve sua intensidade aumentada na presenca de
arsénio, especialmente em meio HS (Figura 8D). Acidos graxos saturados como écido
octandico (8C) (Figura 8E), dcido palmitico (16C) e 4cido octadecandico (18C) foram
importantes metabélitos nessa distingio entre os diversos tratamentos. Acido
tetradecandico (14C) e dcido Heptdecandico (17C) foram metabdlitos que responderam
ao metabolismo do enxofre e ao arsénio, respectivamente, onde o dcido tedradecandico
teve sua intensidade aumentada nos meios LS e HS e o acido heptadecandico foi
regulado de maneira negativa em todos os tratamentos na auséncia do metal. Plantas
crescendo em meio HS+As acumularam mais dcidos graxos de cadeias menores
(octandico e dodecandico), enquanto que plantas crescendo sob menor disponibilidade
de enxofre do que HS (meios NS+As e LS+As), acumularam mais 4cidos graxos de
cadeias maiores, como dcido octadecandico (18C), dcido heptadecandico (17C) e 4cido
palmitico (16C).

Acido cafeico, um 4cido fendlico, responde positivamente a presenga de arsénio,
especialmente em LS+As (Figura 8F). Apenas os aminodacidos isoleucina e alanina e n-
acetil-cisteina (precursor na biossintese de cisteinas) foram aminodcidos ranqueados
nesta andlise. Alanina elevou sua intensidade na presenca do metal, especialmente em
folhas obtidas a partir do meio HS+As. Isoleucina foi um dos metabdlitos mais
significativos de acordo com a ANOVA e também, um dos metabdlitos mais
importantes de acordo com a andlise de scores VIP. Este aminoicido teve sua
intensidade reduzida na presenca de arsénio. N-acetil-cisteina teve sua intensidade
aumentada em meio HS, especialmente na presenga do metal. Além disso, em meio
NS+As também elevou seus teores.

Cabe ainda ressaltar que apesar de ndo constarem na lista dos metabdlitos VIPs
para os dois primeiros componentes principais, outros aminodcidos afetados sdo de
extrema importancia fisiolégica em situacdes de estresses. O dcido glutdmico foi
reduzido na presenca do metal, mantendo-se ligeiramente mais elevado em meio
LS+As. Glutamina, outro importante aminoacido teve sua intensidade elevada na

presenca de arsenato em folhas de E. crassipes. GABA teve sua intensidade reduzida
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em HS+As e LS+As e elevada no meio NS+As. Acido aspdrtico, arginina e asparagina
também foram aminodcidos afetados pela presenca do metal, sendo reduzidos na sua
presenca. Além destes, spermina parece ser importante também na diferenciacdo dos
grupos, sendo considerado um dos metabdlitos VIPs. Espermina teve sua intensidade
elevada na presenga do metal, enquando que espermidina teve uma reducdo em sua

intensidade.

3.2- A andlise de enriquecimento de vias metabdlicas

Para entender o significado biolégico das alteracdes metabdlicas observadas, os
metabdlitos identificados pela andlise de varidncia como sendo significativos foram
utilizados para a andlise de possiveis vias alteradas em funcdo do estresse por arsenato,

nos diferentes tratamentos analisados (Figura 9).
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Figura. 9. Anélise de enriquecimento vias afetadas em folhas de E. crassipes apds 24h
de exposicdo ao arsénio. Visdo geral das principais vias metabélicas possivelmente afetadas
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pelo estresse. As vias identificadas (nomeadas) no grafico correspondem as vias estatisticamente
significantes (p value < 0,05). O tamanho do circulo representa a propor¢do direta entre os
metabdlitos presentes nos dados de entrada e o total de intermedidrios que compde a via
metabdlica (Hits). A cor do circulo representa o nivel de significincia da via. Obs.: —log(p) >3 =
p value. Errata: No lugar de “Citrate cycle(TCA cycle) em -log(p)=5,04 leia-se: arginine and
proline metabolism.

As vias identificadas (nomeadas) no grafico correspondem as vias

estatisticamente significantes (p value < 0,05). O arsénio ao afetar diretamente a
intensidade dos metabdlitos dcido glutdmico e glutamina, trouxe consequéncias para o
metabolismo do glutamato e sobre o metabolismo da arginina. Essas alteracdes
trouxeram efeitos menores sobre o metabolismo do butanoato, e ainda sobre o
metabolismo do nitrogénio, contudo em maior escala p value (Tabela suplementar 2). A
biossintese de aminoacidos (aminoacil-tRNA), o metabolismo de alanina e beta-alanina
também foram significativamente afetados. Além disso, o metabolismo energético em
folhas de E. crassipes, aqui representado pela fixa¢do de carbono durante a fotossintese
e o ciclo do &cido citrico, foi intensamente alterado pela presenca de arsenato. Cabe
ressaltar que a oferta diferenciada de enxofre teve efeitos também sobre a magnitude
destas alteracdes, além de influenciar vias especificas, como a biossintese de
glucosinolatos, a biossintese de lipidios e o metabolismo da glicina e serina (Tabela
suplementar 2).

O metabolismo da glutationa, um tiol indispensédvel na defesa vegetal, estd entre
as principais vias alteradas no metabolismo de E. crassipes. Além disso, o metabolismo
do glioxilato, importante via que integra o TCA ao metabolismo de glutationa, foi
também modificado em face da presenca do metal em solucdo. Ndo somente o
metabolismo da glutationa, mas o metabolismo da cisteina e metionina foram alterados.
Cisteina € precursor da glutationa e metionina o metabolismo de serina (também na rota
de assimilacdo de enxofre e biossintese de glutationa) foram afetados (serina foi up
regulada na presenca de arsenato, mas em funcdo dos critérios adotados para
confiabilidade dos dados espectrais obtidos, ndo foi considerada para andlises neste
trabalho).

Devido a importancia do metabolismo da glutationa na desintoxicag¢do do
estresse promovido pelo arsénio e a importancia atribuida a um precursor da biossintese
de cisteinas (N-AcetilCisteina), que sdo matéria prima para a biossintese de glutationa
procedeu-se a quantificacdo do pool de cisteinas e glutationa em folhas de E. crassipes

(Figura 10).
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Além disso, glutationa € importante na biossintese de fitoquelatinas, que quelam
e podem sequestrar o metal para vacuolos, aliviando a toxidade do metal. Glutationa é
também importante no transporte de enxofre organico pelo floema em plantas. O pool
de cisteinas foi maior, conforme a maior presenca do metal em folhas, enquanto que o

pool de glutationa foi maior, quanto maior a biodisponibilidade de enxofre.
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Figura 10- Pool de cisteinas e glutationa em folhas de E. crassipes. * Médias seguidas
por letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio (cinza claro) e
minudsculas iguais nos diferentes tratamentos contendo 8uM de arsénio (cinza escuro) nao
diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
maidsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de
pelo teste de Tukey.

AlteracOes na biossintese de aminodcidos e proteinas, no metabolismo do
piruvato, do amido e da sacarose foram também vias alteradas pelo arsenato. O
metabolismo do nitrogénio e de purinas também foram modificados pelo metal. Foi
ainda possivel identificar alteracdes na biossintese e metabolismo de 4cidos graxos e na
biossintese de dcidos graxos insaturados. A glicélise, a rota das pentoses e metabolismo
do ascorbato também foram vias alteradas pelo metal. Pode-se ainda ressaltar que a
biossintese de alcaldides, terpendides e diterpendides foi modificada pela presenca do

metal (Tabela Suplementar 1).

3.4- Fitohormonios e aminoacidos atuam na percepcio e resposta ao estresse
ocasionado por arsenato em folhas de E. crassipes.

O metaboloma de folhas de E. crassipes aponta para o envolvimento de alguns
fitormOnios na resposta ao estreesse. Giberelinas e dcido abscisico (ABA) foram
identificados, sendo extramamente importantes no metabolismo foliar., especialmente o

ABA. Isoleucina se mostrou como um metabdlito de extrema relevancia em resposta ao
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estresse ocasionado por arsénio, sendo reconhecida como um importante metab6lito na
via de ativacdo de 4cido jasmOnico em resposta a diferentes estresses. Assim como o
triptofano e o dcido indol 3-piriivico, que podem estar relacionados com auxinas.
Salicin é um metabdlito relacionado ao acido salicilico, que pode também desempenhar

funcdes na sinalizacdo e resposta ao stress ocasionado pelo arsénio.

3.5- Arsénio e a disponibilidade de enxofre afetam diretamente o metabolismo
energético em E. crassipes

A presenca de excesso de metais pesados resulta em uma limitacao da fixacdo de
CO2 nos cloroplastos, que juntamente com uma reducdo excessiva da cadeia de
transporte de elétrons fotosintéticos serve como um local de producao de ROS (Mittler
et al., 2004). Metabdlitos como dcidos organicos sdo oxidados durante o ciclo do 4cido
tricarboxdlico na matriz mitocondrial, dependentes do provimento de elétrons por meio
da cadeia transportadora de elétrons presente na membrana mitocondrial interna. Na

figura 11 € possivel perceber alteracdes relacionadas a toxidez do arsenato.

ah bA

aB bA ab

T T
bB
T

Ls NS Hs

Figura 11 — Respira¢do Noturna (Rn) (A), Respiracdo Diurna (Rd) (B) em folhas de
Eichhornia. crasssipes. *Médias seguidas por letras mindsculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio (cinza claro) e minidsculas iguais nos diferentes tratamentos
contendo 8uM de arsénio (cinza escuro) nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo

teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maidsculas dentro de um mesmo tratamento nao
diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey
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Mitocondrias em plantas t€m uma posi¢do central no metabolismo do carbono
celular e do nitrogénio através do ciclo TCA e seu papel na fotorrespiracdo e suas
provaveis interagdes com a oferta de enxofre relacionados a esses dois importantes

processos metabdlicos. A taxa respiratdria de E. crassipes foi alterada pela presenca do
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metal (Figuras 11A e 11B). Ao final de 24 hs, apés a estimativa da taxa respiratdria
diurna, foi observado que ambas, noturna e diurna, foram maiores em plantas

estressadas por arsénio.

3.6- Danos a membranas celulares em folhas de E. crassipes submetidas ao estresse
ocasionado por arsenato sao influenciados pela oferta de enxofre.

A figura 12 permite visualizar danos a membranas celulares em folhas. Ela nos
mostra que em meio HS+As a morte celular em E.crassipes submetidas ao arsénio foi
inferior ao observado nos demais tratamentos. Tendo em vista o arsénio translocado em
quantidade considerdvel para a parte aérea, € possivel observar regides coradas
fortemente em azul que indicam a ocorréncia de morte celular em folhas de E.
crassipes. Diante dos resultados, € possivel constatar que plantas que cresceram em
meio com menor disponibilidade de enxofre, apresentaram maiores indicios de morte
celular. Por outro lado, plantas cultivadas em meio alta disponibilidade de enxofre,

apresentaram coloracdo menos intensa.

: JC

-As(V) +As(V)

Figura 12 — Localizaciao histoquimica de morte celular em Eichhornia crassipes. *
Folhas na auséncia de arsenato (-As(V)) e na presenca (+As(V)- ** Colunas 1 e 3 - regido
adaxial da folha. *** Colunas 2 e 4 - regido abaxial da folha.
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4- Discussao
A sessibilidade em plantas requer uma ampla gama de alteracdes fisioldgicas,

moleculares e bioquimicas para que possam responder adequadamente as mudangas
impostas pelo meio ambiente. A exposi¢ao a metais pesados desencadeia uma ampla
gama de alteracdes fisioldgicas e bioquimicas, e as plantas tém que desenvolver e / ou
adotar uma série de estratégias que lhes permitam lidar com as conseqii€éncias negativas
da toxicidade de metais pesados (Singh er al 2015). De uma forma geral é possivel
perceber que a presenca de arsenato induz a uma significativa reprogramacdo
metabolica em folhas de FEichhornia crassipes apds 24h de exposi¢cdo ao metal,
incluindo vias metabdlicas cruciais a sua sobrevivéncia. Deve-se levar em consideracao
que o metaboloma fornece informacgdes sobre o estado metabdlico de um sistema, que é
dependente do tempo, modulado por condi¢cdes ambientais e sujeito a alteracdes de
desenvolvimento (Bielecka, ef al 2015).

As alteragdes no metabolismo foliar de Eichhornia crassipes foram
influenciadas ndo somente pela presenca do arsénio como pela oferta diferenciada de
enxofre em solucao (Suplemento S5.1 e S5.2). A fome de sulfato induzida previamente
e o posterior reabastecimento, permitiram a plantas em meio HS e NS, especialmente
HS, a acumular um maior teor de arsénio em suas folhas, sendo que a maior oferta de
enxofre reduziu efeitos deletérios do arsénio, como a morte celular, conforme indicam
os dados obtidos (Figuras 1A, 1B e 1C; Suplemento S1.1 e S1.2). Zhang J. et al. (2011)
afirmam que uma das possiveis explicagdes para o aumento na translocacdo de arsénio
para a parte aérea é de que com a menor disponibilidade de enxofre, a disponibilidade
de ti6is ndo proteicos como fitoquelatinas para complexacdo do arsénio em raizes €
reduzida. Contudo, os efeitos negativos do arsénio sobre o metabolismo foliar foram
reduzidos com a maior oferta de enxofre.

Assim como indica a andlise de vias afetadas em folhas de E. crassipes, Dixit et
al (2015) ao analisar o proteoma de folhas de arroz buscando avaliar o efeito do enxofre
sobre a redugdo da toxidade do arsé€nio, encontrou vdrias proteinas diferencialmente
expressas entre os diferentes tratamentos de enxofre, revelando que as principais
proteinas identificadas estavam relacionadas com caminhos metabdlicos centrais (como
a glicdlise e o ciclo do dcidos tricarboxilicos (TCA)), com a biossintese de aminoédcidos,
fotossintese (cadeia de transporte de elétrons e ciclo de Calvin) e metabolismo

energético, metabolismo de dcidos nucleicos e proteinas.
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4.1-O metabolismo de aminoacidos em folhas de E. crassipes estressadas por
arsenato nos permite conectandar diferentes vias alteradas e metabdlitos.

A exposi¢do ao arsenato trouxe consequéncias para o pool de aminodcidos,
reduzindo-o de maneira geral, com reflexos também sobre a biossintese de proteinas. De
acordo com Pavli’ka et al (2010), aminoéacidos tem um papel central na resposta de
plantas a estresses por metais pesados. Aminodcidos como beta-alanina (Figura 2B),
leucina (Figura 2F), isoleucine (Figura 2C), valinae e triptofano (Figura 4) foram
regulados negativamente, reduzindo sua intensidade na presenca do metal e apontados
como alguns dos metabdlitos mais significativos pela ANOVA.

Obata & Fernie (2012), ao analisarem o uso de metaboldmicas para dissecar as
respostas de plantas aos estresses abidticos, discutiram sobre o papel de aminodcidos de
cadeia ramificadas (AACR), nomeadamente valina, leucina e isoleucina e outros
aminodcidos que compartilham caminhos sintéticos com AACR, incluindo lisina,
treonina e metionina, que sdo geralmente acumulados sob condi¢des de estresse
abidtico, apontando-os como um novo grupo de metabdlitos que se acumulam em geral
em resposta a condi¢cdes de estresse. Entretanto, em folhas de E. crassipes, esses
aminodcidos foram em sua maioria regulados negativamente (Figura 4). Todavia, lisina
foi regulada de forma positiva na presenca de arsenato, sendo as maiores intensidades
observadas em meio LS+As, assim como metionina se acumulou sob maior oferta de
enxofre (HS), principalmente na presenga de arsénio (HS+As), e em folhas sob baixa
disponibilidade de enxofre na auséncia do metal.

Kumar ef al (2014) ao analisar genétipos contrastantes de arroz em relacdo a
acumulacdo de arsénio, observou que o conteido de leucina, isoleucina e valina
aumentaram em plantas expostas a 10uM de arsenato e de arsenito, sendo os genotipos
que acumulam menos arsénio, encontrado os maiores valores, conforme observado em
relacdo ao acumulo de lisina no meio LS+As. A sugestdo de Kumar e colaboradores
(2014) é de que a toxicidade do arsénio tenha sido limitante a biossintese desses
aminodcidos, sendo também evidente seu efeito deletério sobre o crescimento de parte
aérea e raizes de arroz. Davies ef al. (1987) em seu trabalho sobre espécies reativas,
proteinas e aminodcidos demonstrou que esses efeitos podem ser atribuidos a producao
de espécies reativas de oxigénio que afetaram a sintese desses aminodcidos.

A producdo de espécies reativas de oxigénio tem sido considerada o principal

motor da toxicidade de arsénio nas plantas (Foyer et al. 2011) e ja relatada para E.
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crassipes (Andrade et al 2016; Ledo et al 2014). Joshi et al (2010) sugere ainda que
esse acimulo de aminodcidos poderia funcionar também como doadores de elétrons
alternativo para a cadeia de transporte de elétrons mitocondriais. Numa recente revisao,
Hildebrant et al (2015) enfatizam o papel do catabolismo de aminoécidos e sua
contribuicdo substancial para o estado energético das células vegetais sob certas
condi¢Oes fisiologicas. Eles enfatizam que a oxidacdo de aminodcidos como leucina,
isoleucina, e valina alimentariam de elétrons diretamente a cadeia de transporte de
elétrons mitoncondriais (Engqvist et al., 2009; Araujo et al. 2010; Schertl et al. 2014).
Segundo essa revisdo, essa transferéncia de elétrons se daria ao nivel de ubiquinona,
onde leucina, isoleucina e valina poderiam contribuir para o metabolismo mitocondrial e
producdo de ATP, podendo gerar 32, 29 e 24 ATPs respectivamente. Ademais, ha de se
levar em conta que a competi¢cdo entre fosfato e o arsénio acarreta durante a fosforilagao
oxidativa em mitocOndrias, a formagdo de ADP-arsenato. De acordo com o que se pode
perceber também na macrofita Pstia stratioids, onde Farnese et al. (2017) relataram que
houve uma quebra da homesostase celular na presenca do metal, resultado da formacao
destas moléculas de ATP-As(V) e associam ainda ao aumento no fluxo respiratério na
busca de esqueletos de carbono para se sustentar, consumiria aminoacido. Isso nos
ajudaria a compreender essa regulacdo negativa destes aminodcidos, associado também
ao que Engqvist et al., 2009; Aratjo et al. 2010; Schertl et al. 2014 e Hildebrant et al.
(20015) nos mostraram.

O ADP-arsenato pode ser usado como substrato pela hexoquinase, que
normalmente sintetiza glicose-6-fosfato. Esse éster de arsenato formado € altamente
instavel e se hidrolisa rapidamente e espontaneo (Rosen et al 2011; Tawfik & Viola
2011; Moore et al 1983), podendo ser cerca de 100.000 vezes mais rapido do que o
éster de fosfato, acarretando uma queda em intermedidrios do metabolismo, em fun¢do
da reducdo na disponibilidade de ATP que pode inclusive ajudar a explicar a ruptura na

homeostase celular, conforme relata Rosen et al (2011)

4.2- A acumulacio de glutamina tem papel fundamental na resposta rapida ao
estresse por arsénio e desencadeia mudancas sobre a remobilizacao de nitrogénio.
Aminodcidos como arginina, glutamina e asparagina sdao reconhecidos por
serem fontes de estocagem de nitrogénio em plantas (Miflin & Habash 2002), sendo que
a degradacdo de arginina, que tem inicio em mitocOndrias, € essencial para a
mobilizacdo de nitrogénio nos tecidos. Exceto pela glutamina, todos os demais

aminodcidos (arginina, asparagina e glutamato) foram down regulados em folhas de E.
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crassipes, com expressiva intensidade em HS+As, indicando que o maior teor de
arsénio em folhas HS+As possa ter limitado esse caminho (Figura 4).

A amidacdo de aspartato por glutamina produz asparagina em uma reacao
dependente de ATP, onde a asparagina sintetase catalisa a transferéncia do grupo amido
da glutamina para aspartato, gerando glutamato e asparagina (Pavilik et al. 2010).
Contudo, nossos resultados indicam que ndo foi esse o caminho seguido.

Possivelmente, o impacto gerado pelo metal nas primeiras horas de estresse,
levou as folhas a acumularem glutamina, numa provével tentativa de acumulacgdo e
remobilizacdo de nitrogénio. Os efeitos sobre o TCA podem ser atribuidos como um
reflexo dos efeitos da toxidez do metal sobre importantes complexos enzimaticos. Dois
dos mais conhecidos alvos da toxidade do arsénio sdo a enzima gliceraldeido fosfato
desidrogenase (GPDH) e o complexo multienzimatico piruvato desidrogenase (PDH),
além do complexo 2-oxoglutarato desidrogenase (Finnegan et al 2012).

Epecificamente, a toxidez atua sobre a enzima Diidrolipil-desidrogenase (E3),
que reoxidiza diidrolipoamida, para continuar a conversdo de piruvato em acetil-CoA
(Finnegan et al 2012). Sendo estes alvos principais do As(III), a reducdo do arsenato a
arsenito permitiria posteriormente o impedimento dessa reoxida¢do, comprometendo
todo o ciclo do 4cido citrico. Isto se mostra consistente com o fato de lipoamida ter sido
up regulado durante o stress por arsenato.

Um dos possiveis vias para esse acumulo de glutamina (Figura S5.2) pode ser a
chave para explicar o forte impacto gerado sobre o metabolismo de alanina, aspartato e
glutamato. Em Arabidopsis thaliana, sacorose pode induzir os niveis de glutamina
sintase, enquanto que aspartato, asparagina, glutamato e glicina podem inibir (Oliveira
& Coruzzi 1999). Sacarose foi up regulada durante o stress (Figuras S4.2 e S5.2) e esse
aumento nos niveis de glutamina em NS+As e LS + As podem significar uma forma de
remobilizacdo de nitrogénio durante o stress e inicio do processo de morte celular,
sendo a glutamina considera como a principal forma transportivel de nitrogénio de

acordo com (Howarth et al 2008).

4.3- Arsénio e o pool de glutamina afetam drasticamente o metabolismo da
alanina, do aspartato e do glutamato
Dentre todas as vias metabdlicas impactadas, o maior impacto foi sobre aquelas

relacionadas ao metabolismo de alanina, aspartato e glutamato (Figura 8). Alanina foi o
aminoacido com maior score VIP (Figura S3.1 e S3.2), presente nos dois primeiros

componentes principais (PC1 e PC2), sendo up regulada na presenca do metal, tendo em

48



meio HS+As observadas as maiores intensidades. Anjum et al (2015) ressalta que
acumulacdo de metais e a producdo destes compostos ndo estd bem estabelecida. Para
Hildebrant et al (2015), os esqueletos de carbono dos aminoicidos geralmente sdao
convertidos em precursores ou intermedidrios do TCA. Eles ressaltam que alanina pode
ser convertida em dcido pirtivico por alanina aminotransferase.

Os resultados obtidos aqui mostraram que o dcido pirdvico foi negativamente
regulado na presenga de arsenato (Figura S5.2), nos meios LS+As e NS+As, sendo
regulado de maneira positiva em meio HS+As aonde o teor de arsénio acumulado foi
maior (Figura 4). Também foi em folhas cultivadas em meio HS+As que se observou as
maiores intensidades de alanina, conforme descrito anteriormente. Acreditamos que o
fluxo de carbono possa ter sido direcionado apds a inibi¢do do complexo piruvato
desidrogenase, em parte para a acumulacdo de alanina e também, cisteinas,
especialmente em meio HS+LS, demonstranto sua importancia na defesa e tolerancia ao
estresse.

Da mesma forma que alanina pode ser convertida em um precursor do TCA, a
transaminacdo de aspartato pode produzir oxaloacetato (Canovas et al., 2007; Lea &
Azevedo, 2007). Aspartato foi regulado negativamente durante o estresse por arsenato
em folhas de E. crassipes, sendo a redu¢do mais pronunciada em folhas obtidas em
meio HS+As (figura 4). Oxaloacetato também foi regulado de maneira negativa,
contudo com uma reducdo mais suave em meio HS+As (Figura 4). Pode ser que
também que a maior regulacdo negativa de aspartato seja um indicativo de que E.
crassipes esteja tentando reestabelecer os niveis de oxaloacetato durante o estresse
ocasionado por arsenato. O controle dos niveis de aspartato no interior dos plastidios é
particularmente importante para o seu papel como ponto de partida em multiplas vias de
biossintese de aminoécidos, que sdo precursores de inumeros metabolitos derivados de
plantas que desempenham papéis distintos no crescimento, reprodugio,
desenvolvimento ou defesa da planta (de la-Torre et al 2014).

Em condi¢Oes de estresse oxidativo, GABA € considerado um importante
metabolito acumulado com propriedades antioxidantes (Liu et al 2011). Folhas
crescendo em condicdes NS+As, elevaram seus teores. Contudo, nos demais
tratamentos na presenca de arsénio, GABA foi regulado de maneira negativa (Figura 4).
Glutamato, um possivel precursor de GABA, também foi desta forma regulado,
negativamente. GABA pode também ser convertido em succinato e entrar no TCA

(Renault et al 2013).
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Entretanto, succinato teve sua intensidade reduzida na presenga de arsénio. A
regulagdo positiva de glutamato poderia permitir maior acimulo de o-Ketoglutarato,
permitindo uma maior taxa de conversdao a dcido succinico, tendo em vista que
glutamato desidrogenase, converte L-glutamato em o-Ketoglutarato, permitindo a
geracdo de NADH (Liao et al 2017). Ao se observar a intensidade do 4cido glutérico,
precursor de a-Ketoglutarato em meio NS+As, nota-se que teve sua intensidade elevada
(Figura S5.4). Para Aratjo et al (2014), o aumento compensatorio no fluxo do “GABA
shunt” provavelmente seria uma tentativa de restaurar o ciclo TCA. Além disso, as
mudangas no “GABA shunt” sugeririam que sua regulacdo € necessdria para manter o
fluxo de succinato na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial.

No entanto, pelo impacto imediato gerado em folhas E. crassipes, a resposta
imediata parece ser drastica sobre esta via na possivel tentativa de restabelecer o fluxo
de succinato para oxidacdo na matriz mitocondrial. O complexo 2-oxoglutarato
desidrogenase possui estrutura similar, podendo ser também o aumento na intensidade
de lipoamida (encontrada up regulada na presenca do metal em E. crassipes), reflexo da
toxidez de arsenato neste complexo, o que inviabilizaria a conversao de 2-oxoglutarato
em succinil-CoA. Aradjo et al. (2014) relata que a inibicdo de 2-OGDH foi
caracterizada por alteracdes significativas tanto nos agicares quanto nos intermedidrios
do ciclo TCA. Apds 24 hs de stress, os efeitos sobre o metabolismo foliar foram
abruptos, possivelmente pelo colapso gerado na produg¢do de ATP, o que trouxe
consequéncias potencialmente graves para o estado energético da célula.

Por ultimo, mais extramamente importante quando se trata de toxidez por
arsénio, Dixit et al (2015) ressalta a importancia do 4cido glutdmico, conjuntamente
com a cistefna e glicina na formac¢do da molécula de glutationa. O fato de estar em
intensidades reduzidas em folhas crescendo na presenca de arsénio pode estar
relacionado com a maior consumo imediato apds o stress inicial para a biossintese de
glutationa nesses tratamentos.

O reabastecimento de enxofre e o metabolismo da Glutationa so cruciais para a
bioacumulacdo do metal e na resposta a toxidade do arsénio em folhas E. crassipes.

O impacto de Arsénio sobre enzimas antioxidantes e sobre enzimas da
assimilacdo de S € bem documentado, incluindo em macréfitas aqudticas e arsénio
(Farnese et al 2017; Ledo et al 2017; Farnese et al 2016; Andrade et al 2016; Pathare et
al. 2013; Srivastava et al 2009). Os ligantes que contem enxofre, glutationa (GSH) e

fitochelatinas (PCs) s@o importantes ndo apenas para a ligacdo de arsénio apds a sua
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reducdo a forma de arsenito (AslII), mas também para combater espécies de oxigénio
reativo (ROS) geradas como resultado de sua toxicidade.

Srivastava et al (2013), ao avaliar microRNAs responsivos ao arsénio em
Brassica juncea, sugeriu que os microRNAs (miR395, miR838 e miR854) regulavam a
absor¢do de enxofre, transporte e assimilagao e seriam responsivos tanto ao estresse por
arsénio, quanto pela deficiéncia de enxofre, confirmando também o que havia sido
proposto por Srivastava et al (2009), de que seria possivel detectar o estresse por
arsénio, indiretamente pelo estresse sobre o metabolismo do enxofre. A observacdo de
que o acimulo de enxofre e do pool de cisteinas em plantas crescidas em meio LS, tanto
em folhas, quanto em raizes, foi aumentada, assim como quando plantas crescidas em
meio NS+As, pode ser um reflexo da atuacdo de mecanismos regulatérios sobre os
transportadores de sulfato, similares aos identificados em Brassica juncea (Figuras 1A,
S1.1.e9A e S6.1).

Plantas crescendo principalmente em meio LS+As, assim como em meio NS+As
apresentaram baixos teores de glutationa, quando comparadas a plantas crescendo em
meio HS+As (Figura 9B). GSH € o principal tampao redox celular que mantém o
ambiente intracelular reduzido (Zagorthev et al 2013). Normalmente, a relacio GSH
para GSSG ¢ de cerca de 20: 1 em condi¢des ndo estressadas, e essa relacdo tende a um
aumento de GSSG apds o estresse, como resultado da remog¢do de ROS em condicodes
que comprometem a reducdo de GSSG a GSH (Szarka er al 2012). Esta mudanca
contribui para as vias de sinalizacdo que levam a morte celular programada, um
importante mecanismo de resisténcia ao estresse (Kranner et al 2010). Os menores
valores de GSH em Ls+As demonstram que o stress oxidativo gerado pelo arsénio,
associado a menor disponibilidade de enxofre e o menor acimulo de GSH, contribuiram
para o fenétipo observado em folhas de E. crassipes.

A biossintese de GSH é dependente de ATP e compartimentalizada, sendo as
enzimas que desencadeiam a sintese de glutationa em Arabdopsis thaliana, codificadas
por genes unicos que se encontram em cloroplastos € no citossol. GSHI1 (y-
glutamilcisteina sintetase) catalisa a formagdo y-glutamilcisteina(y-EC) e €
exclusivamente cloropastidial (Wachter er al 2005), enquanto que GSH2 (glutationa
sintetase), adiciona glicina para a formacao da molécula de GSH e pode ser encontrada
tanto em cloroplastos quanto no citosol (Noctor er al 2002; Wachter et al 2005). Isto
indica que os cloroplastos exportam y-EC e sdo capazes de importar glutationa do

citosol através de transportadores especificos (Maughan er al 2010).
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Cystenylglicina foi up regulada na presenca do metal em LS e NS, sendo um
importante metabolito formado durante a hidrélise de GSH por y-glutamiltranspeptidase
(Figura 4). Além disso, de acordo com Sarwar et al (2016), a redu¢do no pool de GSH
mitocondrial pode levar a niveis aumentados de ROS e espécies reativas de nitrogénio,
ocasionando uma disfun¢do mitocondrial e a reducdo no pool de ATP. Isto, aliado a
baixa disponibilidade de enxofre, podem contribuir ainda mais para niveis menores de
GSH, contribuindo para a morte celular apoptética e necrética (Sarwar et al 2016).

Cys livre é muitas vezes irreversivelmente oxidada para diferentes subprodutos.
Assim, a acumulacdo de Cys pode levar a uma perda de enxofre indesejdvel (Bashir et
al 2012), o que potencialmente compromete os mecanismos de prote¢do contra estresse
da planta, como em condigcoes de baixa disponibilidade de enxofre. O aumento nos
niveis de cystenilglcina pode significar uma tentatina de aumentar os niveis de GSH
intracelular, haja vista a menor disponibilidade de enxofre, iniciando a degradagdo de
GSH-conjugados (metais pesados) em vacuolos e apoplasto.

Cys € o produto final da assimilac@o de sulfato, sendo um metabolito central que
serve como doador de enxofre para a sintese de clusters de ferro e enxofre, vitaminas
como tiamina e biotina, de acido lipdico e coenzima A, de GSH e proteinas contendo
tiol e para a sintese de metionina. N-acetil cisteina (NAC), um produto da acetilacao da
cisteina e também foi up regulado na presenca de arsénio nos meios contendo maior
disponibilidade de enxofre (NS+As e HS+As), sendo considerado um metabdlito VIP
(Figura S3.2 e S5.2). Cystathionine, um intermediario na via de biossintese de cisteinas
foi up regulado, especialmente em meio HS+As (Figura S5.2). De acordo com Jahan et
al (2014), NAC mantém a biossintese de glutationa reduzida nas células. Além disso,
NAC aumenta o teor de glutationa e mantém o estado redox celular nas células e
promove um equilibrio redox positivo dentro da célula (Medved et al 2003). Portanto, o
NAC € um eliminador efetivo de radicais livres, bem como um dos principais
contribuintes na manutencdo do status de glutationa celular nas células (Kerksick &

Willougbby 2005); Sarwar et al 2016).

4.4- Acidos graxos atuam na percepcao e/ou resposta ao estresse em folhas de E.
crassipes
Acidos graxos foram considerados metabdlitos VIPs na distingdo entre os

tratamentos. Em plantas, 4cidos graxos sdo geralmente acidos carboxilicos de cadeia
reta, com um numero par de carbonos (Taiz & Zaiger 2013). O predominio de acidos

graxos saturados em folhas dos meios LS+As e NS+As é um indicador de que a
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biossintese de dcidos graxos foi afetada pela presenca do metal, especialmente em meio
com baixa disponibilidade de enxofre. Hu et al (2014) ao avaliar o efeito de 6xidos de
grafeno sobre a fitotoxidade do arsénio em trigo, relata que o incremento de dcidos
graxos saturados € indicativo de reducdo na fluidez da membrana plasmaética, o que
indica que essas folhas crescidas em meios com menor disponibilidade de enxofre,
sentiram mais os efeitos fitotéxicos do metal, como a peroxidacio lipidica. Esfingosina
foi um esfingolipidio responsivo a presenca do metal (Figura7D). Michaelson et al
(2016) relata que os esfingolipidos sdo essenciais para as fungdes celulares bdsicas,
incluindo organiza¢do e dindmica da membrana, mas também para fungdes mais
integradas pelo seu papel central na sinalizacdo para a morte celular programada.
Quando fosforilada, esfingosina foi associada ao fechamento de estobmatos dependente
de ABA (Coursol et al 2003).

Glicerol foi up regulado em folhas obtidas em meio com baixa disponibilidade
de enxofre, especialmente em LS+As, que sentiram mais os efeitos fitotéxicos do metal
(Figura 7C). O glicerol é um precursor do G3P (gliceraldeido-3-fosfato), um metabolito
chave que transporta equivalentes redutores do citosol para as mitocOndrias para a
fosforilagdo oxidativa e atua como a espinha dorsal dos glicerolipidos, importantes para
a estabilidade de membranas celulares (Hu er al 2014), assim como s3o o0s
esfingoliidios.

4.5- Poliaminas sao importantes na resposta ao estresse ocasionado por arsénio em
E. crassipes

A biossintese de GABA a partir de glutmato, mencionada anteriormente,
envolve a enzima glutamato-descarboxilase, numa reagdo irreversivel, ou a biossintese a
partir da degradacdo de poliaminas pela diamine oxidase (DAO) (Takahashi & Kakehi
2010). A degradacdo pela DAO envolve putrescina como substrato, que apesar de
identificada, ndo foi considerada nete trabalho em funcdo de critérios estabelecidos.
Entretanto, Moschou et al (2008) relata que putrescina € principalmente sintetizada em
raizes. Além disso, arginina, um dos precursores da biossintese de putrescina, por acao
da arginina descarboxilase, foi down regulado.

O catabolismo de poliaminas pode ocorrer por duas classes de enzimas, diamina
oxidases contendo cobre (CuAOs) e poliaminas oxidases (PAOs) contendo FAD (Cona
et al. 2006). As proteinas CuAO estdo presentes em dicotiledoneas, especialmente nas
espécies de Fabaceae (Cona er al 2000) catalizando a oxida¢do de putrescina e

cadaverina. Em contraste, PAOs sdao mais abundantes em mocotiledoneas e tem alta
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afinidade por espermina e espimina (Alcdzar et al 2010). Num contexto inverso,
espermidina, que por acdo de PAOs poderia originar putrescina, por acdo de
espermidina sintase, poderia formar espermidina, que pode ainda originar espermina,
pela acdo da espermina sintase, ambas ativadas com auxilio de dcSAM (S-
adenosilmetionina descarboxilase) (Liu et al 2015).

Em E. crassipes, uma monocodileddnea, os niveis de espermina foram regulados
positivamente na presenga do metal, enquanto que espermidina foi negativamente
regulada (Figura S5.2). Isto pode significar que metionina esteja sendo utilizada para a
formagcdo de SAM (S-adenosilmetionina), sendo importante para a “up” regulacdo de
espermina. Metionina foi fortemente reduzida em folhas crescendo sobre menor
disponibilidade de enxofre (LS+As e NS+As), podendo ter sido rapidamente convertida
nas horas inicias de estresse (Figura S5.2). Metionina pode intermediar a biossintese de
poliaminas em resposta a diferentes stress. Esta via biossintética envolve a S-
adenosilmetionina (SAM) como dador de metil, o que também produz S-adenosil-L-
homocisteina que é metabolizada para eventualmente regenerar metionina.

Groppa & Benavides (2008) ressaltam que as poliaminas estdo envolvidas na
resposta ao estresse € na tolerancia a quase todos os tipos de estresse abidtico, como sal,
seca, refrigeracdao, UV, metal, ozOnio, feridas e, em geral, estresse oxidativos. A
acumulacdo de poliaminas, livre ou conjugada, em resposta ao estresse abidtico e a
indu¢do das enzimas envolvidas na sua sintese foram relatadas em vérios estudos de
caso, revisados por Alcazar et al (2010). Mais importante ainda, a biossintese de
poliaminas nao consome enxofre e pode ser realizada em uma biossintese independente
do SAM, portanto, pode ocorrer em condicdes de enxofre limitado, contudo, nao sendo
observado em nossos resultados.

De acordo com Liu et al (2015), o catabolismo de poliaminas pode produzir
niveis baixos de H202 que podem atuam como sinalizadores de estresses. Em altos
niveis de ROS, poliaminas podem ativar mecanismos de resposta, como atuarem
diretamente como antioxidantes e evitar ROS, embora ndo haja evidéncia desse
mecanismo no momento. Em segundo lugar, as PAs podem afetar os sistemas
antioxidantes (Shi et al 2010; Xu et al 2011; Zhang et al 2015). Liu et al (2015) salienta
que de acordo com Mitsuya et al (2009), espermina pode atuar ainda como uma
molécula sinalizadora de estresse. Marco et al (2011) ressalta ainda que poliaminas
participam ativamente da sinalizacdo mediante o stress numa intricada rede entre

poliaminas, ABA, giberilinas e célcio. Aqui, identificamos que giberelinas (GA3)
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tiveram sua intensidade aumentada durante o stress (Figura 4), assim como o dcido
abscisico (ABA) (dados ndao mostrados graficamente).

A atividade de uma transaminase pode converter alanina em beta-alanine, numa
reacdo reversivel em eucariotos. A reagdo inversa, com conversdao de beta-alanina em
malonato semialdeido, permite a formagao de alanina. Outra possibilidade é a oxidagao
de poliaminas pelas PAOs. No entanto, alanina foi regulada de maneira positiva e beta-
alanina, negativamente, reduzindo sua intensidade em folhas de E. crassipes na
presenca de arsénio (Figuras 4 e 2B, respectivamente). E provével que os maiores teores
de alanina encontrados em meio HS sejam influenciados pelo teor de arsénio
acumulado. Por outro lado, pode ser que o papel de PAs sobre os sistemas antioxidantes
estejam prejudicando a biossintese de beta-alanina, ou até mesmo a biossintese de
acidos graxos, associado a propria demanda ja discutida anteriormente por esqueletos de
crbono em funcdo de ciclos respiratdrios futeis. Uma outra possibilidade pode ser uma
questdo temporal, relacionada ao tempo de exposicdo ao metal e o periodo de coleta,

conforme apontado por Bielecka et al (2015).

4.6 - Enxofre e arsénio alteram o metabolismo do glioxilato e a fixacdo de carbono
Arsénio trouxe mudangas para o metabolismo do glioxilato e para a fixacdo de

carbono. Para que ocorra a biossintese de acidos graxos, duas moléculas contendo
enxofre estdo envolvidas, acetil-CoA e a proteina transportadora de acil (Nikiforova et
al 2005). Assim, além da presenca do metal, limitacbes na disponibilidade de
metabolitos contendo enxofre, quando sulfato é ofertado em menores quantidades,
podem alterar ainda mais a biossintese de dcidos graxos. Além disso, a inibicdo gerada
pelo metal sobre o complexo piruvato desidrogenase, pode ter sido acompanhada pela
beta-oxidacdo de dcidos graxos, numa tentativa de reestabelecer os niveis de succinato.
A taxa respiratéria em E. crassipes foi elevada na presenca do metal. Moore et
al (1983) relatou que o aumento da respiracdo em plantas expostas ao arsénio €
provavelmente o resultado da similaridade quimica entre o fosfato e o arsenato, que
competem pelo mesmo local ativo da ATP sintetase mitochondrial (Figuras 11A e 11B).
No entanto, Farnesse et al (2017) afirma que em P. stratiotes expostas ao arsénio, o
aumento das taxas respiratorias ndo foi acompanhado da restauracdo da homeostase
celular, ndo contribuiu para a restauracdo das taxas de fotosintese ou para diminuir a
concentracdo de ROS ou para a manutencdo da estrutura celular, conforme demonstra o

fenétipo de folhas de E. crassipes quando estressadas.
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De fato, folhas em meio LS+As mostraram-se com maiores taxas respiratorias,
mesmo sob condi¢des de menor acimulo de arsénio. Do outro lado, valores similares
encontrados em NS+As e HS+As podem ser muito mais um reflexo da taxa de arsénio
absorvido, do que a de enxofre disponivel. o que pode significar que a maior
disponibilidade de enxofre foi essencial para aumentar a capacidade tamponante em
meios HS+As, mesmo com maior acimulo de metal.

Tripath et al (2012) relata que no primeiro trabalho de protedmica em folhas de
arroz estressadas por arsenato, juntamente com respostas bioquimicas e fisioldgicas foi
realizado por Ahsan et al (2010), foram encontradas proteinas relacionadas ao
metabolismo energético reguladas positivamente, como a enzima mdlica e a a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, sugerindo que € necessdria uma quantidade
aumentada de energia para se adaptar ao estresse.

Malato, é a forma ionizada (a4nion) do acido madlico, regulado de maneira
positiva na presencga do arsénio (dcido madlico fica armazenado em vactolos), e pode ser
utilizado numa tentativa de restabelecer os niveis de piruvato, down regulado na
presenca do metal (Figura S5.2). De acordo com Daloso et al (2015) a luz, a inibi¢do da
succinato desidrogenase e fumarase aumentam os niveis de malato. O malato, em
muitas plantas, é o 4cido mais acumulado e pode participar da transferéncia de
equivalentes redox entre compartimentos celulares (Geigenberger & Fernie 2011;
Maurino & Engqvist 2015).

Com isoformas localizadas no citosol e/ou plastidios, a enzima malica
dependente de NADP plastidial € importante na biossintese de lipidios, fornecendo
esqueletos de carbono e poder de reducdo, enquanto que as isoformas citossélicas
possuem funcgdo de defesa (Wheeler et al 2005). J4 as isoformas dependentes de NAD,
estdo localizadas em mitocOndrias e sdo necessdrias por catalizar a descarboxilagdo
oxidativa do malato, formando piruvato (Chang & Tong 2003).

Uma das possiveis explicagdes para esse desbalango entre dcido malico e outros
acidos, conforme relatado sobre o pirtvico, possa ser atribuido ao efeito observado de
arsenato sobre uma proteina, DIC2 (portador de dicarboxilato 2) descrita para
Arabidopsis thaliana quando tratada com arsenato (Palmieri et al 2008), podendo ter
isoforma similar em FE. crassipes. Essa proteina € transportadora de substrato
mitocondrial e foi down regulada (Abercrombie et al 2008). Segundo ele, DIC2 esta
localizado na membrana mitocondrial interna e € provavel que troque P1i, sulfato ou AsV

por varios dicarboxilatos. Essa repressdo poderia ter afetado a troca de malato /
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oxaloacetato catalisada por DIC2, associada a uma possivel baixa atividade da enzima
malato desidrogenase, citostdticas e mitocondriais, dependente de NAD+, permitindo o
fluxo de equivalentes redox de um compartimento para outro (Palmieri et al 2008).
Assim, o AsV que interage com o DIC2 pode ter um impacto negativo no equilibrio
redox entre a matriz mitocondrial e o citossol, inibindo a troca eficiente de malato /

oxaloacetato, haja vista que oxaloacetato foi down regulado durante o stress (Figura

S5.3).

4.7- Aciimulo de aciicares € essencial na resposta ao estresse
Um dos mecanismos mais utilizados em plantas para minimizar os efeitos

causados por estresses € o acimulo de solutos compativeis (Obata & Fernie 2012). A
sacarose € um importante agcucar de transporte na maioria das espécies de plantas e é
conhecido por se acumular em condi¢des de estresse, tendo sido considerada um
metabolito VIP em E. crassipes. Sacarose se acumulou principalmente nos tratamentos
contendo menor teor de enxofre e arsénio (Figura S4.2 e S5.2), mas com maiores
sintomas de toxidez. E. crassipes, opta por essa estratégia ao invés de acumular prolina,
que pode ter efeito fitotoxico em altas concentracdes (Nanjo et al 2003). Plantas de
Arabidopsis tratadas com Cd apresentaram niveis aumentados de alanina, sacarose e
outros metabolitos com propriedades compativeis com soluto compativel, notadamente
GABA, rafinose e trealose (Sun et al 2010). Trealose foi acumulada em folhas de E.
crassipes contendo maior disponibilidade de enxofre, principalmnete na presenca do
metal (HS, NS+As e HS+As), especialmente em plantas que acumularam mais arsénio
(Figura 4 e S5.2).

Sengupta et al (2015) relata que o estresse abiotico induz a expressao diferencial
de genes responsaveis pela sintese da familia de oligosacarideos da rafinose (RFOs) nas
plantas. Rafinose € um actcar sintetizado a partir de sacarose e conhecido por proteger
células de plantas como um osmoprotetor. Este grupo de oligossacarideos é encontrado
em plantas e € conhecido por servir, dentre outras coisas, como acgucares de
armazenamento. RFOs sdo descritos como os mais difundidos oligossacarideos
contendo D- galactose em plantas superiores. Galactinol foi up regulado na presenca do
metal, assim como melibiose nos meios NS+As e LS+As (Figura S5.2). RFOs tem
propriedades benéficas de um soluto compativel, onde estudos in vitro afirmam que as
RFOs se inserem dentro dos grupos lipidicos da bicamada de membrana e estabilizam-
na quando as condi¢des de ruptura prevalecem (Hincha et al 2003; Sengupta et al

2015).
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Em geral, um aumento induzido pelo estresse nos niveis de maltose, uma
reducdo na quantidade de glicose-6-fosfato (G6P) podem ser indicios fortes de
problemas no fluxo de carbono (Kempa et al 2008). Maltose e isomaltose tiveram
aumentadas sua intensidade na presenca do metal, enquanto que G6P foi reduzida
(regulada -) na presenca de arsénio em folhas de E. crassipes (Figura 5S.2).

Xylose foi considerada um metabdlito VIP, acumulada em meios LS+As e
NS+As (Figuras 7B e S3.1 e S3.2). Xylose € um mondmero encontrado na
hemicelulose. Os relatos até o momento, atribuem a hemicelulose um papel de destaque
na composicdo da parede celular, podendo chegar a 48% em aguapé (Kumar et al 2009;
Mishima et al 2008; Gunnar-sson & Petersen 2007; Nigam 2002). Uma estratégia de
células de plantas para lidar com metais pesados € remové-los do protoplasto por
seqliestro em compartimentos extra-citoplasmdticos, como a parede celular
(Krzeslowska 2011; Ovecka & Takac 2014). De acordo com Gall et al (2015), estudos
anteriores indicam que a lignificacdo pode ser uma passo importante na reducdo do
crescimento em plantas expostas ao estresse produzidos por ROS, induzido pela
exposicao ao arsenato. Logo, como plantas em meio LS+As e NS+As sentiram mais a
toxicidade do metal, o acumulo de xylose parece seruma tentativa de amenizar a
toxidez.

Alose € considerado um agucar raro e foi regulado de forma positiva em folhas
LS+As (Figura 5S.2). De acordo com Fukumoto ez al (2011), D -alose, que é o epimero
de D-glucose em C3, tem um efeito inibitério sobre o crescimento do arroz, atuando
especificamente sobre genes responsivos a giberelinas, inibindo por exemplo, o
elongamento da folha, suprimindo a sinalizagdo da giberelina através da via dependente
da hexoquinase em Oryza sativa L. A baixa disponibilidade de enxofre, associado a
toxidez do metal podem acentuar efeitos sobre o crescimento, podendo a alose
desempenhar um papel crucial na percep¢do e resposta ao estreese em E. crassipes ,
assim como revelado em arroz, além de E. crassipes apresentar gilberilinas up reguladas

na presenc¢a do metal.

4.8- Metabélitos secundarios ajudam a compreender a reprogramacio metabélica
em folhas de E. crassipes.
Arsénio induz a produgdo de diferentes metabdlitos secunddrios, que em sua

maioria parecem auxilar na regulacdo da homesostase redox, principalmente sob maior
disponibilidade de enxofre, podendo também ser considerados como sinalizadores e

biomarcadores de estresse abidtico em folhas de E. crassipes. Metabolitos regulados de
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maneira positiva na presenca de arsenato nos ajudam a compreender a dindmica
metabolica apds o estresse em diferentes condi¢des de oferta de enxofre.

Melatonina, ou melhor, 6-hidroximelatonina foi identificada em folhas de E.
crassipes apls serem estressadas por arsenato, estando mais intensa nos meios com
maior disponibilidade de enxofre e acimulo de arsénio (HS e NS) (Figura 5S.2).
Hardeland (2016) relata que nos dltimos anos, estudos transcriptdmicos, protedmicos e
metabolomicos realizados em diferentes plantas, como Arabidopsis thaliana (Weeda et
al., 2014 ; Qian et al., 2015 ), Malus hupehensis (Wang et al. 2012) e Cynodon dactylon
(Shi et al. 2015) revelaram uma infinidade de alteracdes induzidas pela melatonina na
expressao de genes nos niveis de mRNA e proteina, o que indica um papel pleiotrépico
e orquestral de melatonina que remete ao conhecido de animais (Hardeland et al. 2012).
Alguns desses efeitos pleiotropicos, incluem a regulagdo do crescimento e fator
morfogenético, em termos de efeitos semelhantes a auxina e como uma molécula de
sinalizacdo que modula vias de etileno e dos dcidos abscisico, jasmonico e salicilico.

Hardeland (2016) relata ainda que a hidroxilacdo nao enzimética de melatonina
pode se dar pelas interacoes com radicais livres de maior reatividade, geralmente
radicais hidroxilos (:OH), por exemplo, por acdes seqiienciais de dois ‘OH ou outro
radical livre de hidrogénio combinado com (-OH), haja vista que o caminho cldssico da
biossintese de melatonina € partir do triptofano, que apds ser descarboxilado (TDC-
triptofano descarboxilase), sofreria uma hidroxilagdo enzimadtica da amina (T5H-
triptoina-5-hidroxilase), antes de originar o produto final, a melatonina (n-acetilacdo e
o-metilacdo seriam etapas seguintes a descarboxilacdo). Como triptofano foi down
regulado na presenca do arsénio conforme mostram os dados do metaboloma de folhas
de E. crassipes (Figura 4), melatonina parece ser mais um metabolito atuando com
propriedades antioxidantes em folhas com maior disponibilidade de enxofre e/ou
arsénio. Para Arnao & Hernandez-Ruiz (2015), ela atuaria como um eliminador de
radicais livres e eficazes contra ROS (espécies reativas de oxigénio) e RNS (espécies
reativas de nitrogénio), comportando-se como um coletor generoso de oxigénio reativo
e espécies de nitrogé€nio reativas.

Wei et al. (2015), ao analisar um transcriptoma para avaliar os efeitos da
melatonina no crescimento € no desenvolvimento da soja, observou o aumento na
expressdo do gene de ferredoxina PetF. Ferridoxina regula a quantidade de ascorbato
reduzido, importante no combate a ROS e protege a clorofila da degradacao (Lin et al,

2013). OS genes VTC4 e APX4, envolvidos no metabolismo do ascorbato e os genes
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PsbO e PsbP, importantes para o funcionamento do fotossistema II, foram também up-
regulados pela melatonina. Promoveu ainda a expressdo do gene da sintese de trealose
em folhas de soja. A trealose é um carboidrato importante que ajuda as plantas a
preservar sua integridade celular sob vérios estresses (Jain & Roy 2009).

Nossos resultados em folhas de E. crassipes mostram que trealose foi up
regulada em folhas obtidas em meios com maior disponibilidade de enxofre,
especialmente em meio HS+As, onde o teor de 6-hidroximelatonina foi mais elevado
(Figura 5S.2). Isto nos dé indicios de que em folhas de E. crassipes, melatonina possa
estar também relacionada com o metabolismo de carbohidratos. A utilizacdo de
mutantes pode ser crucial para melhorar a compreensdo do “Cross-talk entre enxofre,
arsénio, melatonina e vias afetadas.

Por fim, além de 2-hidroxelimelatonina, apenas um produto hidroxilado da
melatonina havia sido descoberto em plantas, a saber, a 4-hidroximelatonina, que ndo
constituiu mais de 0,05% desses metabdlitos, enquanto que a 6-hidroximelatonina,
principal metabdlito em animais, agora identificada em folhas de E. crassipes
estressadas por arsénio, havia ficado abaixo do limite de deteccdo em arroz (Byeon et al
2015).

Compostos como fenilpropandides estdo envolvidos na inducdo de expressdao
génica, caminhos de transdu¢cdo de sinal e homoeostase metabdlica em plantas em
condi¢cdes ambientais adversas para modular as respostas de estresse para estratégias de
sobrevivéncia (Singh ef al 2011). Piceatannol € um anédlogo do resveratrol, com adi¢ao
de um grupo fendlico e que possui aplicagdes na medicina do cancer, sendo considerado
também um forte antioxidante, capaz de induzir também o aumento da razdo
GSH/GSSH (Piotrowska et al 2012). Ele foi mais um metabdlito secundario que teve
sua intensidade elevada na presenca de arsénio, especialmente em folhas obtidas em
meio HS, onde inclusive os niveis de glutationa total foram mais elevados (Figura
5S.2). Isso demosntra que Piaceatannol possa a vir a ser utilizado como um marcador do
pool de glutationa em E. crassipes mediante o estresse por arsénio.

Compostos fendlicos, além de suas propriedades antioxidantes, sdo vistos
também como biomarcadores da exposi¢do a metais (Marquez-Garcia et al 2012).
Acido cafeico foi considerado um metabdlito VIP, notadamente elevado em folhas de E.
crassipes cultivadas em meio LS+As, onde o processo de morte celular foi mais atuante
(Figura 7F). Acido quinico (Figura 2E) e 4cido cinimico (Figura 5S.2) foram outros

dois compostos fendlicos com intensidades elevadas na presenca do metal. Acido
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cinamico, outro metabdlito regulado positivamente em meio HS+AS, é conhecido por
ser um dos fenilpropandides basicos com atividade antioxidante, produzido por plantas
em resposta a condicdes estressantes (Singh er al 2013). Esteres formados entre os
derivados do 4cido cindmico, como o 4cido cafeico, e os dcidos quinicos ddo origem aos
dcidos clorogénicos, com propriedades antioxidantes também (Nctube et al 2014).

Em folhas de E. crassipes, 4cido quinico foi um metabdlito responsivo ao
estresse por arsenato, sendo regulado positivamente. De acordo com Rivas-Ubach et al
(2012), ele € um precursor da via do acido shikimico, uma via metabdlica comum na
biossintese de aminodcidos aromaticos, como a tirosina e a fenilalanina que sao
precursores de flavondides. Sua capacidade antioxidante resulta de sua alta reatividade
com o H ou doadores de elétrons.

Morin € um membro da familia dos flavonodides e teve sua intensidade elevada
em folhas cultivadas em meio LS+As e NS+As (Figura 5S.2). Existem indmeros relatos
da utilizacdo de flavandides como agentes antioxidantes, com aplicacdes na medicina,
onde morin recebe destaque em funcdo de sua capacidade de reduzir a peroxidagdo
lipidica, diminuir o nivel ROS, manter a integridade mitocondrial, inibir a liberacdo de
proteinas apoptoticas das mitocOndrias e impedir a fragmentagdo do DNA (Cavallini et
al 1978; Fraga et al 1987, Ratty et al 1988; Ricardo et al 2001; Kapoor et al 2012). Lee
et al (2017) relata que a aplicacdo de morin em fibroblastos de ramsters recupera a
viabilidade celular danificada pelo H202 por meio da inibicao da apoptose mediada por
disfun¢do mitocondrial. Morin € rotineiramente utilizada para marca¢do de aluminio em
apoplasto de raizes (Zhu et al 2013). Miricetin é um outro flavanéide up regulado na
presenca de arsénio, especialmente em folhas de E. crassipes cultivadas em meio com
baixa oferta de enxofre (LS) (Figura 5S.2).

Tanto Morin quanto Miricetin parecem atuar em folhas aonde a disponibilidade
de enxofre € menor. Nessas folhas, a morte celular dos tecidos foliares proporcionado
pelo estresse oxidativo estd mais intenso do que em folhas obtidas no meio HS. Isto
poderia ser o fator desencadeador na produgdo destes metabodlitos. Nikiforova et al
(2005) ao analisar um transcriptoma em Arabidopsis thaliana apds a privacdo de
enxofre relatou que flavandides seriam metabolitos produzidos também em resposta a
fome de enxofre. De acordo com Manan et al (2015), os flavondides, juntamente com
alguns outros fendlicos, contribuem para as atividades antioxidantes gerais das plantas,
sendo também capazes de atenuar a toxicidade de metais, principalmente devido as suas

propriedades redox. Kumar et al (2014) destaca ainda que seja provavel que em plantas
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os flavondides possam ser responsaveis pela mediacdo de cascatas de sinalizacdo
induzidas por ROS, vitais para o crescimento e diferencia¢do de células sob condicdes
adversas, o que poderia também ser considerado aqui.

Alcaldides parecem desempenhar um papel na sinalizacdo em resposta ao
estresse ocoasionado por arsenato em folhas de E. crassipes. A acumulacdo de
alcaléides pode se dar em resposta a diferentes mudancas na homeostase da planta,
como ataque de herbivoros, agentes patogénicos ou estresses abidticos (Matsuura et al
2014). O metaboloma de E. crassipes detectou elevacao na intensidade dos alcaloides
Menthol em LS+As e Senecionina, um alcaldide registrado aqui pela primeira vez em E.
crassipes em resposta ao estresse em folhas de ambos os tratamentos contendo arsénio
(Figura 5S.2). Ele é produzido em raizes no género Senecio, aonde ja havia sido
identificado, sendo transportado até a parte aérea (Ehmke ez al 1998).

A producdo de alcaloides como senecionina e menthol durante o estrrese
ocasionado por arsénio, especialmente em L.S+As pode estar relacionada com atividades
biossintéticas que consumam equivalentes de reducdo. Wilhelm & Selmar (2010)
comentam que a principal questdo relacionada a energia que as plantas enfrentam diz
respeito a dissipacdo de energia excedente sem danificar a maquinaria fotossintética.
Menthol poderia estar atuando em resposta ao estrees oxidativo em maior amplitude em
LS+As, conforme mostra a figura 12. Além disso, senecionina poderia também ser
utilizada como um biomarcador de stress, atuando com um agente sinalizador da
presenca do metal. Selmar & Kleinwichter (2013) relatam que a sintese de compostos
reduzidos durante o estress hidrico em plantas medicinais ocorre devido ao fechamento
estomdtico, levando a uma diminuicdo significativa na absorcao de CO2. Como
resultado, o consumo de equivalentes de reducio (NADPH + H+) para a fixacdo de
CO2 através do ciclo de Calvin diminui consideravelmente, € que como consequéncia,

ocorre a sintese de compostos reduzidos, como isoprendides, fendis ou alcaldides.

5 - Consideracoes Finais
As respostas de estresse sdo manifestadas por uma série de mudancgas

morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e moleculares, essenciais para aprimorar o
mecanismo evolutivo de vegetais. O reabastecimento de enxofre, apés uma fome
induzida, permitiu uma intensa reprogramacao metabdlica em folhas de E. crassipes,

desvendando novos metabdlitos, diferentes vias metabolicas alteradas e suas
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interconexdes, ampliando a compreensao sobre a percepcio e resposta aos efeitos da
toxidade do arsénio.

O estresse oxidativo induzido por arsénio desencadeia diferentes vias de
sinalizagdo que afetam a producdo de metabolitos especificos da planta, conforme
demonstrado aqui neste trabalho. Espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas durante o
estresse pelo arsénio levam a peroxidagdo lipidica que estimula a formacgdo de
compostos de sinalizacdo altamente ativos capazes de desencadear a produgdo de
compostos bioativos (metabolitos secunddrios) que melhoram o valor agregado,
incluindo o medicinal da planta. Além disso, é possivel perceber que alguns outros
compostos com valor agregado, como Xilose, que € objeto de pesquisas em E. crassipes
na tentativa de geracdo de biocombustiveis, e teve sua intensidade elevada na presenca
de arsénio.

O metaboloma indica ainda a participacdo efetiva de metabdlitos relacionados a
fitormonios, como giberelinas, ABA, jasmonatos e auxinas, merecendo serem
investigados mais detalhadamente. Além disso, a maior oferta de enxofre propicia uma
melhor adaptacdo ao estresse ocasionado pela presenga de arsenato em solucdo, com
auxilio do metabolismo secundério, ampliando a sua capacidade de fitorremediagcdo do

ambiente.
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7- Material Suplementar
Suplemento 1- Teor de enxofre e arsénio nas raizes de E. crassipes ap6s 24h
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Figura $1.1- Teor de enxofre nas raizes de E. crassipes apos 24h. Teores encontrados apds
72hs de exposicdo aos respectivos tratamentos - (LS) baixo enxofre; (NS) normal enxofre; (HS)
alto enxofre — contendo As (V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias
seguidas por letras mindsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsé€nio e
minusculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente
entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maidsculas dentro de um
mesmo tratamento nao diferem significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Figura S1.2 - Teor de arsénio em raizes de Eichhornia crassipes apos 24h. Teores encontrados
ap6s 24hs de tratamento.*Médias seguidas por letras mindsculas iguais entre os diferentes
tratamentos no diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey

Suplemento 2- Normalizac¢do de Dados
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Figura Suplementar S2.1 — Normalizacdo de Dados: A) Diagrama mostrando o resultado da
normaliza¢do B) Diagrama de densidade de Kernel C) Distribuicdo Boxplots dos 50 primeiros
metabdlitos apds a normalizacdo dos dados. * Os diagramas de densidade sdo baseados em
todas as amostras. **Modelo: Dados corrigidos pela massa e Normalizacdo pela mediana das

amostras.

Suplemento 3- Ckeck list dos 112 metabdlitos identificados pela ANOVA
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Tabela S3.1 — Lista dos 112 metabdlitos identificados pela ANOV A em folhas. (p.value<0,05)

; FD

N Peaks(mz/rt) f. value | p.value |[LOG10(p) R

1 beta-Alanine 1379.9 1.34E-22 21.871 1.51E-20
2 Isoleucine 95.78 6.22E-20 19.207 3.19E-18
3 Leucine 6714 8.55E-20 19.068 3.19E-18
4 Quinic Acid 559.65 4.35E-19 18.361 1.22E-17
5 Glycerol 377.17 1.47E-17 16.833 3.29E-16
6 Octanoic acid 337.75 3.93E-17 16.406 7.33E-16
7 Isocitric acid 275.62 2.39E-16 15.622 3.34E-15
8 Sphingosine 246.39 6.44E-16 15.191 8.02E-15
9 Spermine 235.68 9.55E-16 15.02 1.07E-14
10 Caffeic acid 229.33 1.22E-15 14.951 1.24E-14
11 Oxalomalic acid 212.66 2.37E-15 14.626 2.21E-14
12 Oxalic acid 202.29 3.68E-15 14.434 3.17E-14
13 Dodecanoic acid 195.72 4.92E-15 14.308 3.94E-14
14 Gluconic acid 190.6 6.22E-15 14.206 4.64E-14
15 Citric acid 175 1.32E-14 13.88 9.23E-14
16 Maleic acid 173.33 1.43E-14 13.843 9.45E-14
17 Gibeberellin A3 155.9 3.64E-14 13.439 2.26E-13
18 Piceatannol 154.17 4.01E-14 13.397 2.36E-13
19 Malonic acid 152.86 4.32E-14 13.346 2.42E-13
20 Methionine 151.24 4.74E-14 13.324 2.53E-13
21 Senecionine 148.69 5.50E-14 13.259 2.80E-13
22 Salicin 144.68 6.99E-14 13.155 3.41E-13
23 Succinic acid 143.17 7.67E-14 13.115 3.58E-13
24 Melatonin 139.53 9.60E-14 13.018 4.30E-13
25 Inosine 133.92 1.37E-13 12.862 5.91E-13
26 Oxamalic acid 127.31 2.14E-13 12.67 8.86E-13
27 12-Hydroxydodecanoic acid 126.49 2.26E-13 12.646 9.05E-13
28 Erythrose 123.19 2.85E-13 12.546 1.10E-12
29 Neuramic acid 120.63 3.42E-13 12.466 1.28E-12
30 Valine 115.99 4.80E-13 12318 1.74E-12
31 Loganin 108.48 8.59E-13 12.066 3.01E-12
32 Galactinol 101.18 1.57E-12 11.804 5.33E-12
33 Indole-3-pyruvic acid 100.36 1.68E-12 11.744 5.55E-12
34 Dihydroxy-flavone 93.784 3.02E-12 11.52 9.67E-12
35 Erythritol 92.38 3.44E-12 11.463 1.07E-11
36 GABA 82.88 8.74E-12 11.058 2.65E-11
37 Ribulose 82.052 9.53E-12 11.021 2.81E-11
38 Lipoamide 82.521 1.12E-11 10.951 3.22E-11
39 Secologanin 78.89 1.34E-11 10.875 3.73E-11
40 N-Acetyl Cysteine 77.825 1.50E-11 10.824 4.09E-11
41 Ribose-5-phosphate 72.687 2.68E-11 10.571 7.13E-11

Con
tinue...

79



Continue...

42 Tryptophan 71.28 3.17E-11 10.499 8.25E-11
43 Cystathionine 70.004 3.69E-11 10.433 9.40E-11
44 Melibiose 66.791 5.50E-11 10.259 1.37E-10
45 Lysine 63.634 8.29E-11 10.082 2.02E-10
46 Idose 62.963 9.03E-11 10.043 2.16E-10
47 Morin 62.744 9.33E-11 10.03 2.18E-10
48 Talose 62.34 9.86E-11 10.006 2.25E-10
49 Heptadecanoic acid 57.795 1.86E-10 9.7296 4.17E-10
50 Glucose-6-phosphate 57.526 1.94E-10 9.7126 4.26E-10
51 Alanine 55.678 2.55E-10 9.5938 5.49E-10
52 Valeric acid -3-hydroxy-3-methyl- 55.223 2.73E-10 9.5639 5.77E-10
53 Uridine 54.714 2.95E-10 9.5303 6.10E-10
54 Uridine, 2'-deoxy- 54.612 3.00E-10 9.5236 6.10E-10
55 Menthol 53.845 3.37E-10 9.4722 6.74E-10
56 3-Sulfinoalanine 52.556 4.13E-10 9.3844 8.11E-10
57 Theobromine 52.33 4.23E-10 9.3689 8.26E-10
58 Phosphoenolpyruvic acid 52.08 4.45E-10 9.3515 8.45E-10
59 Maltose 51.269 5.07E-10 9.2948 9.47E-10
60 Arginine 49.734 6.53E-10 9.185 1.20E-09
61 Cinnamic acid 49.455 6.84E-10 9.1647 1.24E-09
62 Glutamine 45.649 1.33E-09 8.877 2.34E-09
63 Tartaric acid 45.605 1.34E-09 8.8736 2.34E-09
64 Cadaverine 44.361 1.68E-09 8.7746 2.90E-09
65 Fumaric acid 41.96 2.65E-09 8.5765 4.50E-09
66 Aspartic acid 41.717 2.78E-09 8.5558 4.65E-09
67 Maleamic Acid 41.151 3.11E-09 8.5073 5.12E-09
68 Glycerol-2-phosphate 40.475 3.56E-09 8.4486 5.78E-09
69 Glucaric acid 39.118 4.70E-09 8.328 7.52E-09
70 3-Oxalomalate 37.002 7.38E-09 8.1322 1.16E-08
71 Cis-Aconitic acid 36.143 8.92E-09 8.0499 1.39E-08
72 Ribonic acid 35.749 9.74E-09 8.0115 1.49E-08
73 Trehalose 35.186 1.11E-08 7.956 1.68E-08
74 Palmitic acid 32.842 1.92E-08 7.7162 2.87E-08
75 Trans-Aconitic 32.793 1.95E-08 7.7111 2.87E-08
76 Muramic acid 29.996 3.95E-08 7.4037 5.70E-08
77 Vanillic acid 29.972 3.97E-08 7.401 5.70E-08
78 Xylose 28.625 5.70E-08 7.244 8.01E-08
79 Decanoic acid 28.612 5.72E-08 7.2423 8.01E-08
80 Isomaltose 27.782 7.21E-08 7.1412 9.96E-08
81 Asparagine 27.108 8.73E-08 7.059 1.19E-07
82 1-Kestose 26.93 9.19E-08 7.0367 1.24E-07
83 Sucrose 25918 1.24E-07 6.9077 1.65E-07
84 Ribose 25.523 1.39E-07 6.8561 1.84E-07
85 Myricetin 25.234 1.52E-07 6.8179 1.98E-07
86 Tetradecanoic acid 23.695 2A7E-07 6.6082 3.17E-07
87 Octadecanoic acid 22.637 3.49E-07 6.4573 4.44E-07
88 Malic acid 21.402 5.33E-07 6.7061 6.70E-07
89 Custeinesulfinic acid 21.371 5.39E-07 6.2685 6.71E-07
90 Pyruvic acid 20.359 7.75E-07 6.1111 9.53E-07
91 Tetracosanoic acid 18.63 1.49E-06 5.8262 1.82E-06
Con
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92 Pentanedioic acid 18.02 1.90E-06 5.7206 2.29E-06
93 Thymine 17.084 2.80E-06 5.5528 3.34E-06
94 Allo-inositol 16.492 3.61E-06 5.4428 4.25E-06
95 Turanose 15.109 6.71E-06 5.1735 7.83E-06
96 Trehalose-6-phosphate 14.768 7.87E-06 5.104 9.09E-06
97 Cysteinylglycine 14.401 9.37E-06 5.0281 1.07E-05
98 Fructose-6-phosphate 12.138 2.29E-05 4.5238 3.39E-05
99 Tyrosine 11.152 5.22E-05 4.2822 5.84E-05
100 Allose 11.138 5.26E-05 4.2788 5.84E-05
101 Spermidine 11.115 5.33E-05 4.2731 5.86E-05
102 Glutamic acid 10.921 5.98E-05 4.2236 6.50E-05
103 Oxaloacetic acid 9.8495 1.15E-04 3.9389 1.24E-04
104 Fructose-2-6-diphosphate 8.5567 2.72E-04 3.5662 2.90E-04
105 Glucoheptose 7.6603 5.18E-04 3.2859 5.47E-04
106 Sarcosine 7.1439 7.67E-04 3.1151 8.03E-04
107 Xylitol 6.9877 8.67E-04 3.062 8.99E+04
108 S-methyl-Cysteine 6.6514 1.13E-03 2.9453 1.17E-03
109 Glucose 6.5133 1.27E-03 2.8964 1.29E-03
110 Tagatose 5.6977 2.54E-03 2.5952 2.56E-03
111 Gulose 5.6901 2.56E-03 2.5923 2.56E-03
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Table S3.2 - Results from Pathway Analysis in E. crassipes leaves under arsenate
effects. Legend: Holm adjust = p value adjusted by Holm-Bonferroni; FDR= p value

adjusted using False Discovery Rate -

Pathway Totall Expected | Hits Raw p -log(p) Holm adjust FDR Impact
*Alanine, aspartate and
glutamate metabolism | 2 1.69 10 1.37E-06 1.35E+01 1.20E-04 1.20E-04 0.85
*Citrate Cycle (TCA
cycle) 0 1.54 9 5.42E-06 1.21E+01 4.66E-04 2.36E-04 0.38
*Carbon fixation in
photosynthetic
organisms 1 1.61 7 6.10E-04 7.40E+00 5.18E-02 1.77E-02 0.23
*Glyoxyate and
dicarboxylate
metabolism 7 1.31 6 1.10E-03 6.82E+00 9.20E-02 1.99E-02 0.60
*Aminoacyl-tRNA
biosynthesis 7 5.15 13 6.48E-03 6.78E+00 9.47E-02 1.99E-02 0.00
*Arginine and proline
metabolism 8 2.92 8 1.01E-02 5.04E+00 5.31E-01 9.39E-02 0.25
*beta-Alanine
metabolism 2 0.92 4 1.15E-02 4.60E+00 8.15E-01 1.25E-01 0.54
*Galactose metabolism | 6 2.00 6 1.37E-06 4.46E+00 9.20E-01 1.25E-01 0.21
*Butanoate metabolism| § 1.38 4 4.35E-02 3.14E+00 1.00E+00 3.79E-01 0.00
*Glutathione
metabolism 6 2.00 5 4.36E-02 3.13E+00 1.00E+00 3.79E-01 0.16
**Pyruvate metabolism| 1 1.61 4 7.13E-02 2.64E+00 1.00E+00 5.37E-01 0.24
**Starch and sucrose
metabolism 0 2.31 5 7.40E-02 2.60E+00 1.00E+00 5.37E-01 0.24
**Panthothenate and
CoA biosynthesis 4 1.08 3 8.62E-02 2.45E+00 1.00E+00 5.77E-01 0.20
Indole alkaloid
biosynthesis 7 0.54 2 9.53E-02 2.35E+00 1.00E+00 5.92E-01 0.00
**Cysteine and
methionine metabolism | 4 2.61 5 1.41E-01 2.17E+00 1.00E+00 6.59E-01 0.17
Valine, leucine and
isoleucine biosynthesis | 6 2.00 4 1.33E-01 2.02E+00 1.00E+00 7.24E-01 0.04
Tyrosine metabolism 8 1.38 3 1.55E-01 1.86E+00 1.00E+00 7.94E-01 0.27
Lysine biosynthesis 0 0.77 2 1.76E-01 1.74E+00 1.00E+00 8.50E-01 0.07
Phenylalanine, tyrosine
and tryptophan
biosynthesis 1 1.61 3 2.15E-01 1.54E+00 1.00E+00 9.85E-01 0.00
**+Pentose and
glucoronate
interconversions 2 0.92 2 2.34E-01 1.45E+00 1.00E+00 1.00E+00 0.20
C5-Branched dibasic
acid metabolism 4 0.31 1 2.74E-01 1.29E+00 1.00E+00 1.00E+00 0.00
**Glycolysis or
gluconogenesis 25 1.92 3 3.01E-01 1.20E+00 1.00E+00 1.00E+00 0.22
**Nitrogen metabolism | 15 1.15 2 3.23E-01 1.13E+00 1.00E+00 1.00E+00 0.00
Taurine and
hypotaurine metabolism| 5 0.38 1 3.30E-01 1.11E+00 1.00E+00 1.00E+00 0.50
Isoquinoline
alkaloid biosynthesis 6 0.46 1 3.82E-01 9.63E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
*#*Glucosinola
te biosynthesis 4 4.15 5 4.02E+01 9.11E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
**Pentose
phosphate pathway 8 1.38 4 4.09E-01 8.95E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
Continue----
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Pathway Total |[Expected/Hits| Raw p log(p) Holm adjust FDR Impact
**Glycine, serine and
threonine metabolism | 30 2.31 3 | 4.09E-01 |[8.93E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
Valine, leucine and
isoleucine degradation | 34 2.61 3 | 493E-01 |7.07E-01 1.00E+00 1.00E+00) 0.00
Fatty acid biosynthesis | 49 3.77 4 | 5.29E-01 [6.73E-01 1.00E+00 1.00E+00‘ 0.00
Caffeine metabolism | 10 0.77 1 | 5.52E-01 |5.94E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
Pyrimidine metabolism| 38 2.92 3 | 5.70E-01 |[5.62E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
Tryptophan ‘
metabolism 27 2.08 2 | 6.28E-01 |[4.65E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
**Biosynthesis of
unsaturated fatty acids| 42 323 | 3 | 6.40E-01 |4.46E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
**Fatty acid enlogation
in mitochondria 13 1.00 1 | 648E-01 |4.33E-01 1.00E+00 1.00E+00 0.00
Ascorbate and aldarate
metabolism 15 1.15 1 | 7.01E-01 |3.56E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
Lysine degradation 17 1.31 1 | 746E-01 |2.94E-01 1.00E+00 1.00E+00‘ 0.00
Selenoamino acid
metabolism 19 1.46 1 | 7.84E-01 |2.44E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
**Porphyrin and
chlorophyll metabolism| 29 2.23 1 | 9.04E-01 |1.01E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
**Fatty acid ‘
metabolism 34 2.61 1 | 9.36E-01 |6.56E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
Purine metabolism 61 4.69 2 | 9.57E-01 [4.37E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
Amino sugar and
nucleotide sugar
metabolism 41 3.15 1 | 9.64E-01 |3.63E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
**Flavanoid
biosynthesis 43 3.31 1 | 9.70E-01 |3.07E-01 1.00E+00 1.00E+00)| 0.00
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Suplemento 4- Metabdlitos VIPs (Varidveis Importantes na Projecdo) identificados
apos PLS-DA em folhas de Eichhornia crassipes
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Figura S4.1-Metabdélitos VIPs (Varidveis Importantes na Projecdo) identificados apos PLS-
DA em folhas de Eichhornia crassipes submetidas a diferentes concentracdes de enxofre,
apos fome prévia de enxofre induzida. A-Metabdlitos Vips do Componente Principal 1 (PC1);
B- Metabdlitos Vips do Componente Principal 2 (PC2). * retdngulos coloridos indicam a

intensidade dos metabdlitos.
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Figura S4.2-Metabdélitos VIPs (Varidveis Importantes na Projecdo) identificados apos PLS-
DA em folhas de Eichhornia crassipes estressadas por arsenato, apds fome prévia de enxofre
induzida (com os respectivos controles). A) Metabdlitos Vips do Componente Principal 1
(PC1); B) e Metabdlitos Vips do Componente Principal 2 (PC2). * retangulos coloridos indicam
a intensidade dos metabdlitos
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Suplemento 5- Reprogramagdo metabolica em folhas de E. crassipes
condigoes de reabastecimento de enxofre apos 24h.
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Figura S5.1- Reprogramacgdo metabolica em folhas de E. crassipes sob diferentes
condicoes de reabastecimento de enxofre apods 24h - PLS-DA e scores VIPs Legenda:
A = HS - alta disponibilidade de enxofre; B = LS — baixa disponibilidade de enxofre; C = NS -
disponibilidade mediana de enxofre; 1 -Cluster destacando os metabdlitos mais intensos em HS;
2- Cluster destacando os metabolitos mais intensos em NS; 3-Cluster indicando os metabdlitos

mais intensos em NS
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Figura S5.2- Reprogramacgdo metabolica em folhas de E. crassipes sob diferentes
condicoes de reabastecimento de enxofre apoos 24h mostrando os 60 primeiros
metabdlitos obtidos pela andlise de PLS-DA e scores VIPs organizados num Heatmap
apos andlise de Cluster Legenda: A = HS - alta disponibilidade de enxofre; B = LS — baixa
disponibilidade de enxofre; C = NS - disponibilidade mediana de enxofre.
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Figura S5.3- Intensidade relativa do dcido oxalodcetico e posterior ANOVA com teste
de Tukey e desvio padrao (t<0,05). * Média representadas por letras mindsculas iguais ndo
diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey entre os diferentes tratamentos,
contendo ou ndo arsénio, respectivamente. ** Média representadas por letras mindsculas iguais
ndo diferem entre si a 5% de significincia pelo teste de Tukey dentro de cada tratamento

contendo ou nao arsénio
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Figura S5.4 - Intensidade relativa do dcido glutdrico apos a normalizagdo
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Suplemento 6- Teor do pool de Cisteinas em raizes E. crassipes apds 24h
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Figura S6.1- Teor do pool de Cisteinas em raizes E. crassipes apos 24h. Teores
encontrados apés 72hs de exposicdo aos respectivos tratamentos - (LS) baixo enxofre;
(NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre — contendo As (V): OuM (Cinza escuro) ou
As(V): 8uM (Cinza claro). *Médias seguidas por letras mindsculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio e minudsculas iguais nos diferentes tratamentos
contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras maitdsculas dentro de um mesmo tratamento nao diferem
significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Capitulo 2

Supply of sulfur and arsenic: Phytohormones, thiols and phytorremediation in
Eichhornia crassipes (Mart) Solms

Abstract
With the help of mass spectrometry, we sought to investigate how the differentiated
supply of sulfur after an induced starvation in E. crassipes and the presence of arsenic
affect its growth, the arsenic accumulation and the interactions with phytormones in the
perception and response to stress. The plants were pre-acclimatized for 7 days under
low sulfur availability (2.5 uM sulfur) and then transferred to different flasks containing
2.5 uM, 200 pM and 600 uM sulfur, with or without 8 uM of arsenic. Pre-
acclimatization allowed the activation of the sulfur absorption pathway in E. crassipes.
After replenishment, leaves and roots responded differently to arsenate stress, also due
to sulfur supply. In addition, it proved to be an extremely effective strategy when it
comes to new possibilities in arsenic phytoremediation programs using the species, even
showing that the higher supply of sulfur in the refueling, potentiated the accumulation
capacity of the metal. One of the first signs of metal toxicity can be attributed to the
presence of chlorosis and marginal wilts in leaves. The decrease in pigment content
seems to directly affect the photosynthetic mechanism in E. crassipes, which leads to
the production of ROS and consequent lipid peroxidation. Such changes have brought
irreversible damage to plant growth. Plants grown on low sulfur availability,
accumulated lower levels of metal, which may have contributed to a smaller decrease in
their TCR. The presence of the metal negatively affected the starch and sucrose pool
while the higher availability of sulfur allows a smoother reduction of energy reserves in
leaves of E. crassipes. The accumulation of cysteines was potentiated by the higher
availability of sulfur and accumulation of arsenic, with Arsenate raising the levels of y-
glutamyl-cysteine (yGC), impacting the route of glutathione biosynthesis. In addition,
Glutathione reductase (GR) is essential in the attempt to maintain redox homeostasis in
E. crassipes after arsenate stress, contributing to alter the availability of GSH. Arsenic
drastically affects shoot, leading to necrosis and leaf senescence. Cytokines are essential
for the accumulation of sulfur and phytoremediation of the metal. Auxin participate in

signaling stress and in regulating growth. Jasmonic acid in addition to an important
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signaling molecule, act on the stress response, being related to the accumulation of
thiols, while salicylic acid also acts as a signaling molecule, and may be involved in
antioxidant responses. ABA biosynthesis is essential in the perception of stress and
helps to understand the effects on central metabolism, arsenic accumulation and growth.
The accumulation of ACC in leaves and roots growing in media with lower sulfur

contents may be related to the greater reduction of growth in these treatments.

Enxofre e arsénio: Fitormonios, tidis e fitorremediaciao
em Eichhornia crassipes (Mart) Solms

Resumo
Com auxilio de espectrometria de massas, buscou-se investigar como a oferta
diferenciada de enxofre ap6s uma fome induzida em E. crassipes e a presenca de
arsénio afetam o seu crescimento, o acimulo de arsénio e as interagdes com fitormonios
na percep¢ao e resposta ao estresse. As plantas foram pré-aclimatadas por 7 dias sob
baixa disponibilidade de enxofre (2,5uM enxofre) e depois transferidas para diferentes
frascos contendo 2,5 uM, 200 uM ¢ 600 uM de enxofre, com ou sem 8 uM de
arsentao. A pré-aclimatacdo permitiu a ativacdo da via de absor¢do de enxofre em E.
Crassipes. ApoOs o reabastecimento, folhas e raizes responderam de maneira
diferenciada ao estresse por arsenato, também em funcao da oferta de enxofre. Além
disso, se mostrou uma estratégia extremamente eficaz quando se trata de novas
possibilidades em programas de fitorremediacdo de arsénio usando a espécie,
demonstrando inclusive que a maior oferta de enxofre no reabastecimento,
potencializou a capacidade de acumulag¢do do metal. Um dos primeiros sinais da toxidez
do metal pode ser atribuido a presenga de clorose e murchas marginais em folhas. O
decréscimo no teor de pigmentos parece afetar diretamente o mecanismo fotossintético
em E. crassipes o que leva a produ¢do de ROS e consequente peroxidacao lipidica. Tais
alteragdes trouxeram danos irreversiveis ao crescimento vegetal. Plantas cultivadas
sobre baixa disponibilidade de enxofre, acumularam menores teores de metal, o que
pode ter contribuido para um menor decréscimo em sua TCR. A presenca do metal
afetou negativamente o pool de amido e sacarose enquanto a maior disponibilidade de
enxofre permite uma reducdo mais suave das reservas energéticas em folhas de E.
crassipes. O acumulo de cisteinas foi potencializado com a maior oferta de enxofre e

acumulagdo de arsénio, sendo que Arsenato eleva os teores de y-glutamil-cisteina
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(yGC), impactando a rota de biossintese de glutationa. Além disso, Glutationa redutase
(GR) é essencial na tentativa de manuten¢dao da homeostase redox em E. crassipes
apos o estresse por arsenato, contribuindo para alterar a disponibilidade de GSH.
Arsénio afeta drasticamente a parte aérea, levando a necrose e senescéncia foliar.
Citocininas sdo essenciais para a acumulacdo de enxofre e fitorremediacdo do metal.
Auxinas participam da sinalizacdo do estresse e na regulagdo do crescimento. Acido
jasmonico além de uma importante molécula sinalizadora, atuam na resposta ao
estresse, estando relacionado com a acumulacdo de tiois, enquanto acido salicilico
também atua como uma molécula sinalizadora, podendo estar envolvida em respostas
antioxidantes. A biossintese de ABA ¢ essencial na percep¢do do estresse e ajuda a
compreender os efeitos sobre o metabolismo central, a acumulacdo de arsénio e o
crescimento. A acumula¢do de ACC em folhas e raizes crescendo em meios com
menores teores de enxofre pode estar relacionada com a reducao mais acentuada de

crescimento nesses tratamentos.
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1-Introducao
Arsénio interfere no metabolismo das plantas inibindo seu crescimento e

também pode influenciar na absor¢do de nutrientes competindo diretamente e/ou
alterando processos metabolicos (Farnese et al/ 2014). A presenga de arsénio no solo e
na agua ¢ uma ameaca constante em muitas regides do mundo a homesostase de
organismos vivos. (Kumar et al 2014). O arsenato se assemelha ao fosfato e, uma vez
absorvido pelas raizes, ¢ provavel que seja levado ao xilema através de transportadores
de fosfato no xilema (Meadows et al 2014). As plantas se livram do arsenato reduzindo-
0 a arsenito, uma forma que ja ndo imita o fosfato e que pode ser prontamente excluida
por raizes de volta ao ambiente externo.

A reducdao do arsenato € o primeiro passo para a desintoxicagdo. Além da
exclusdo por raizes, a desintoxicagao pode envolver a complexac¢ao com peptidios ricos
em tiol, como glutationa reduzida (GSH) e fitochelatinas (PC), o sequestro vacuolar ou
uma combinacdo de ambos (Tripathi et al 2012; Zhao et al 2010). Os ésteres de
arsenato quando formados, sao extremamente labeis, o que limita a capacidade da vida
terrena de substituir o arsénio pelo fosforo - um dilema critico da quimica que seria
problematico para ser superado pelos organismos vivos (Rosen et a/ 2011).

Isto nos levar a considerar o fato de que o enxofre ¢ um elemento essencial e
vital no crescimento da planta e na resposta a estresses. A absor¢do e a assimilacdo do
sulfato sdo partes essenciais do metabolismo primario das plantas. A maioria das
bactérias parasitas € os metazoarios nao reduzem o sulfato, portanto se especializaram
na oxidac¢do de formas reduzidas de enxofre para producdo de energia (Kopriva et al
2015). A cisteina ¢ o precursor ou doador de enxofre reduzido para a maioria dos outros
compostos organicos de enxofre em plantas, servindo como um precursor para uma
gama de compostos de defesa contendo S, tais como metionina, S-adenosilmetionina
(SAM), glucosinolatos, formacdo do agrupamento de Fe-S no aparelho fotossintético e
na cadeia de transporte de elétrons e GSH. (Igbal et al 2013).

E notivel que plantas tenham desenvolvido mecanismos para detectar e
responder a mudangas ocasionadas pela presenca de diferentes agentes estressores,
incluindo metais pesados. De acordo com Rejeb ef al. (2014), esses mecanismos sao
extremamente elaborados e multigénicos, muitas vezes convergindo em genes

compartilhados por diferentes estresses. Os estresses abioticos desencadeiam uma ampla
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gama de sinais locais e de longa distancia, que devem ser coordenados e integrados em
processos de planta inteira, como o crescimento e o desenvolvimento, para que a planta
responda adequadamente e sobreviva. (O’Brien & Benkova 2013). Vérios hormonios
funcionam como reguladores chave da tolerancia ao estresse, conectando estimulos
locais a respostas sistémicas.

Pesquisas recentes tém permitido o avango na compreensdo dos diversos papéis
de fitohormdnios em resposta a estreeses abidticos (Chandrakar et a/ 2016; Faroq et al
2016; Keunen et al 2016; Mohan, et al 2016; Bielach et al 2017; Vishwakarma et al
2017). O uso de abordagens gendmicas, protedmicas ¢ metabolomicas estdo ganhando
espaco nao apenas em plantas modelo assim como em diferentes culturas (Joshi et al
2016) e tem demonstrado que diversos genes relacionados a fitohormodnios estdo
envolvidos em resposta a metais pesados ou que a aplicagdo exogena de determinados
fitohormonios seja capaz de reverter efeitos toxicos em resposta a diferentes tipos de
estresses ou ainda ou entdo descobrindo possiveis mecanismos de sinalizagdo e
regulacdo de vias metabodlicas (Khan et al/ 2015; Hossain, et al 2013; Srivastava et al
2013; Srivastava et al 2015).

Essas estratégias investigativas estdo desvendando novos crosstalk entre as
diferentes classes de hormoénios do estresse, o que poderd permitir entender melhor o
papel de fitohormodnios no controle do crescimento mediado pelo arsénio, o que
segundo Zwack & Rashotte (2015), ainda ¢ de conhecimento bastante remoto. Com
auxilio de espectrometria de massas, pretendemos auxiliar na compreensdo das
alteracdes decorrentes da oferta diferenciada de enxofre e como isso afeta o crescimento
em E. crassipes, o acamulo de arsénio e as interagdes com fitormonios na percep¢ao e

resposta ao estresse.
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2. Metodologia

2.1- Obtengao do material vegetal

As plantas aquaticas da espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, foram
coletadas na Estacao de Piscicultura da Universidade Federal de Vicosa (MG — Brasil)
e mantidas por 24 horas em 4gua desionizada, esterilizadas com hipoclorito de s6dio 1%
durante 1 min, sendo entdo lavados em agua corrente ¢ agua destilada. Em seguida, as
plantas foram transferidas para recipientes de polietileno, com solu¢do nutritiva de
Clark (Clark 1975), pH 6,5, e colocadas em sala de crescimento com temperatura e
luminosidade controladas (25 + 2°C, 230 pumol fétons s-1 m-2), sob fotoperiodo de 16
horas, onde permaneceram por trés dias. Apos o periodo de aclimatagdo, as plantas
foram selecionadas de acordo com a massa fresca, uniformidade de tamanho e niimero
de folhas (2 a 3 folhas expandidas), sendo posteriormente mantidas em caixas de

plasticos sob aeracdo em solucao nutritiva de Clark, pH 6,5 conforme o pré-tratamento.

2.2 — Pré-Tratamento

Plantas foram pré-tratadas por 6 dias em caixas plasticas aeradas contendo
solucdo nutritiva de Clark com 1/4 da forca idnica, com baixa disponibilidade de
enxofre no meio (2,5uM SO4-2), trocada a cada 48h. O MgCl2 foi usado como fonte de

magnésio em detrimento do MgSO4.

2.2.1- Aplicagdo do stress por Arsénio em plantas contendo ou ndo a suplementagao
de enxofre
Apbs o pré-tratamento, plantas foram transferidas, individualmente, para frascos

de vidro, contendo 500ml de solug¢do nutritiva de Clark Y4 forg¢a. Os tratamentos
contendo doses distintas de enxofre foram os seguintes: Tratamento com baixa
disponibilidade de enxofre (LS); tratamento com enxofre disponivel (NS); tratamento
com alta disponibilidade de enxofre (HS). Em cada um destes tratamentos, quatro (4)
repeticdes contendo 8,0 uM de Na2HAsO4.7H20, e 4 repeti¢des controle para cada um

dos tratamentos.

2.3 — Determinagdo do teor de arsénio (As) enxofre (S) e fosforo (P)

Para determinagdo dos teores de arsénio, enxofre e fosforo o material vegetal foi
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separado entre folhas e raizes, que foram secas em estufas a 80°C. Apds a secagem, o
material foi macerado, e aproximadamente 0,1 g de massa seca de raizes e folhas foram
submetidos a mineralizacdo umida com 3 mL de uma mistura nitrico-perclérica 2:1, a
temperatura de 100-130 °C até a completa oxidagao da matéria organica (Allan 1969).
As amostras mineralizadas foram filtradas e diluidas para 25 mL com agua desionizada

e, entdo, analisadas por ICP- MS (Departamento de Solos — UFV).

2.4- Determinagao da taxa de crescimento relativo (TCR)

A taxa de crescimento relativo das plantas foi calculada utilizando-se a equagao
proposta por Hunt (1978): TCR = (InMS1 — InMS0) x 1000/ (t1 — t0) em que: TCR =
taxade crescimento relativo, em termos de massa seca (MS), no periodo experimental
(mg g 1 dia-1); InMS1 e InMSO = logaritmo neperiano da massa seca no final e no

inicio do experimento, respectivamente; t1 — t0 = duracao do experimento (em dias).

2.5 -Determinagao do fator de transferéncia (FT)

O fator de tranferéncia (FT) serd calculado pela seguinte equagdo: FT =
CPA/CR, em que: CPA = concentragdo de As na parte aérea, em mg g-1 MS; CR =
concentragdo de As na raiz, em mg g-1 MS. (Mishra ef al 2008)

2.6- Determinagao de Malondialdeido (MDA )

Amostras de 0,16 g de folhas e de raizes foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), seguido de
filtragdo através de quatro camadas de gaze e centrifugacdo a 10.000 xg por 15 minutos
a4 °C. A uma aliquota de 0,8 mL do sobrenadante (modificado) foi adicionado a 1,5 mL
de solucdo de 4cido tiobarbitirico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v). Em outra
aliquota de mesmo volume foi adicionada 1,5 mL de solugao de TCA 20% sem TBA.
Os tubos contendo as amostras e o meio de reacao foram fechados e incubados em
banho-maria, a temperatura de 95 °C, por 2 horas. Em seguida, a reagdo foi paralisada
em banho de gelo, por 10 minutos. Posteriormente foi centrifugada a 3.000 xg, por 10
minutos, a 4 °C. A absorvancia do sobrenadante foi determinada em espectrofotometro
UV/visivel Hitachi, modelo U-5100, utilizando o comprimento de onda de 532 nm. A
absorvancia inespecifica foi determinada a 600nm e 400nm e subtraida das amostras. A
concentragdo do complexo aldeido maldnico-TBA foi obtida mediante utilizagdo do
coeficiente de absortividade molar de 155 mM-1 cm-1 (Hodges et al/ 1999), sendo os

resultados expressos em nmol g-1 de massa fresca.
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2.7- Determinagdo teor de Peroxido de Hidrogénio

Aproximadamente 200mg de matéria vegetal foram homogeneizados em
nitrogénio liquido e almofariz, acondicionando o extrato em eppendorfs. Foi adicionado
Iml de 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% e as amostras agitadas no vortex. Em seguida,
foram centrifugadas a 14.000g por 15 minutos e 4°C. O sobrenadante foi medido e
recolhido em novo tubo. A reagdo foi realizada com 0,8ml de extrato + 0,5ml de tampao
fosfato 0,2M (pH 7,0) + 2,0ml de iodeto de potassio (KI) IM e incubada por 2 horas no
escuro (Alexiava et al 2001, com modificacdes), tendo a leitura em espectrofotometro

sido realizada a 390nm.

2.8- Determinagdo dos teores de Tiois e Hormonios Vegetais

Cerca de 150mg de material fresco de folhas e raizes foram trituradas em
nitrogénio liquido para rompimento do material vegetal. Em seguida foram adicionados
400 pL de uma solugdo extratora (metanol 20% - Isopropanol 79% - 4cido acético 1%)
a 110 mg de material vegetal. Nessa etapa, foi adicionado acido naftaleno acético
(NAA) como normalizador interno na concentracdo de 50 ng/g e cada amostra foi
vortexada 4 vezes por 20 seg, mantendo-as no gelo, e sonicadas em ultrassom por 5 min
a 4°C. As amostras foram deixadas no gelo por 30 min e sonicadas em ultrassom por 5
min e centrifugadas 14.000 g por 30 min a 4°C para que os restos celulares se
sedimentassem.

Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos
tubos. Um novo ciclo de extragdo foi realizado com o precipitado da extra¢do anterior
para maximizar a eficiéncia de extragdo. As amostras contendo os hormonios extraidos

foram armazenadas a -80°C até o momento da andlise por LC/MS do tipo UHPLC QqQ.

2.8.1- Monitoramento e quantificagoes de hormonios
Aproximadamente 300 pL das amostras extraidas foram colocadas em vials e

5,0 uL dos extratos foram injetados no sistema LC/MS pertencente ao NuBioMol do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde (CCB) da UFV. Utilizou-se a coluna
cromatografica (Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x50 mm) com fluxo de 0,3
mL/min, acoplada online a um espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo QqQ
(Agilent). O espectrometro de massa operou alternando o modo positivo e negativo de
acordo com tempo de retencdo para cada hormonio e escaneou a amostra no modo
MRM (multiple reaction monitoring) para deteccdo de cada hormdnio como mostrado

na Tabela S1. Os ensaios foram realizados para quatro réplicas bioldgicas para cada

97



tratamento. Os espectros de massas gerados foram processados utilizando o software
MassHunter para obten¢do dos cromatogramas extraido (XIC) de cada transi¢do e para
obtengao dos valores de area como indicativo da abundancia de cada hormonio. Uma
curva padrao de cada hormdémio, variando concentragdes de 0,1 a 300 ng/mL, foi
utilizada para converter os valores de area em quantidade massas em ng/g de tecido

vegetal.

2.9- Extracdo e determinacdo da atividade das redutases da glutationa (GR)

Amostras de massa fresca de raizes e folhas foram homogeneizadas em
nitrogénio liquido e, entdo, adicionados um meio de homogeneizag¢do constituido de
tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0, EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) 1
mM, triton 0,02%, DTT (ditiotreitol) 2 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1%, conforme
metodologia recomendada por Carlberg & Mannervik (1985). O homogeneizado, depois
de filtrado, centrifugado a 12.000 xg por 15 min, a 4°C e o sobrenadante utilizado para
analise da atividade enzimadtica. A atividade das GRs sera determinada pela adi¢ao de
0,1 mL do extrato enzimatico bruto a 0,9 mL de um meio de reacdo constituido de
tampao Tris-HC1 0,1 M pH 7,5, GSSG 20 mM, NADPH 2 mM. O descréscimo na
absorvancia a 340 nm, a temperatura de 30° C, serd medido no primeiro minuto de
reacdo, sendo a atividade da GR determinada com base na inclinagdo da reta no
intervalo de 0,4 a 0,8 minuto, apds o inicio da reagdo. A atividade enzimatica sera
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM-1 cm-1 e expressa

em nmol de glutationa oxidada min-1 mg-1 proteina. (Ledo ef al 2014).

2.10- Determinagdo de pardametros de trocas gasosas

Os parametros relacionados as trocas gasosas foram determinados em casa de
crescimento de plantassistema aberto, sob luz saturante (1000 pmol m-2 s-1) e
concentracdo ambiente de CO2, com um analisador de gases a infravermelho (LI-6400,
Li-Cor Inc., Nebraska, EUA), equipado com uma fonte de luz azul/vermelho modelo

LI-6400-02B (LI-COR) conforme descrito em DaMatta et al (2002) e Lima et al (2002).

2.11- Determinagdo dos teores de Clorofilas e carotenoides

Para a extracdo dos pigmentos cloroplastidiais, utilizou-se como extrator o
dimetilsufoxido (DMSO) com carbonato de célcio. Foram usados 25g de carbonato de
calcio para cada 500 ml de solugdo. Ap6s misturar, a solucao foi agitada por 2 horas e

em seguida, filtrada com auxilio de uma bomba de vacuo até ficar transparente. Foram
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retiradas cinco discos foliares, os quais tiveram sua massa fresca aferida (valores
médios totais de 0,12 g de massa fresca). Os discos foliares foram colocados em tubos
de ensaios com 10 ml de solugdo com DMSO, em conformidade com Barnes et al
(1992). Os frascos foram vedados com plastico filme pvc e envolvidos com papel
aluminio por 24 horas. As analises foram feitas nos comprimentos de onda de 480nm,
645nm e 660nm de acordo com Arnon (1949). As equagdes para o célculo das clorofilas
foram baseadas em metodologia descrita por Arnon (1949) e para os carotenoides,

conforme descrita por Lichtenthaler (1987).

2.12- Determinagdo dos teores de amido e sacarose

Amostras de folhas contendo 10mg de material liofilizado foram submetidas a
extracdo metanolica. Foram adicionados 700ul de metanol para maceragdao. Apods a
maceracao, o material foi coletado em eppendorf de 2ml e levado ao vortex por 15s. Em
seguida, o material foi levado ao termomix por 15 minutos a 70°C. A reagdo foi parada
com gelo. Os tubos foram entdo centrifugados por 10 minutos a 14.000 RPM. O
sobrenadante foi coletado, adicionando-se 375 pl de cloroférmio e 750 pl de H20 pura.
Os novos tubos foram entdo centrifugados por 15 minutos a 4000 RPM. O sobrenadante
foi entdo novamente recolhido (1000ul aproximadamente) em novos tubos (fragdo
soluvel) de onde se determinou os teores de sacarose. As amostras em sua fracdo
insoluvel foram secas em speed vacum over-night. A partir da fracdo insoltavel, os teores

de amido foram determinados (Fernie et a/ 2001).

2.13- Delineamento experimental e Andlises estatisticas
Os experimentos foram montados em DIC num arranjo fatorial 3 x 2, com
quatro repeticdes. Foram realizados a Andlise de Varidncia (ANOVA) e Teste de

TUKEY com auxilio do Software SAS System 9.0 e Software R.
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3-Resultados

3.1- O reabastecimento de enxofre potencializa a translocacdo de arsénio para folhas
de Eichhornia crassipes pré-tratadas com fome de enxofre

Apo6s 24h do reabastecimento de enxofre e aplicagdo do estresse pelo metal, os
niveis de enxofre e arsénio presentes na parte aérea e raizes de E. crassipes foram
mensurados e encontram-se representados na figura 1.
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Figura 1 - Particio de enxofre e arsénio em Eichhornia crassipes. A e C) Teores de
enxofre e arsénio em folhas de E. crassipes. B e D) Teores de enxofre e arsénio em raizes de
E.crassipes Legenda: - CTR — Controle ; (LS) baixo teor de enxofre disponivel ; (NS) enxofre
disponivel; (HS) alto teor de enxofre disponivel. — contendo As (V): OuM (Cinza Claro) ou As(V):
8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na
auséncia de Arsénio e mindsculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maitisculas
dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Na auséncia de As (V), os teores de enxofre em folhas nos tratamentos LS e HS
foram semelhantes e superiores ao encontrado em NS, mas ndao foram
significativamente distintos entre si. Na presen¢a do arsénio em meio LS+As, os teores
de enxofre foram reduzidos enquanto que nos meios NS+As e HS+As, os teores de
enxofre em folhas foram aumentados (32,07% e 22,7 % respectivamente), sendo em
meio HS+As observado os maiores valores (Figura 1A). Em raizes, na auséncia do

metal, os teores de enxofrem ndo diferiram significativamente apos 24h do

101



reabastecimento. Quando presente, arsénio reduziu os teores de enxofre em raizes
(38,03% em LS+As; 16,48% em NS+As; 11,04% em HS+As) (Figura 1B). No que diz
respeito ao arsénio acumulado, folhas em meio HS+As acumularam os maiores teores
de arsénio, seguida pelas folhas em meio LS+As. Em raizes, o acaimulo de arsénio apos
24hs foi significativamente inferior ao observado em folhas, sendo que os menores
teores de arsénio acumulado foram observados em meio HS+As (Figuras 1C e 1D).

Decorridos 72h apds o reabastecimento e aplicagdo do metal, os teores de enxofre
em folhas foram reduzidos, principalmente na presenca do metal, sendo em meio
LS+As, a queda mais proeminente (27,4%) (Figura S1.1A). No caso de raizes, apds
72hs, o teor de enxofre foi drasticamente reduzido em meio LS (39,98%). Na presenga
do metal, mesmo com o aumento do teor de arsénio acumulado em raizes apos 72, nos
meios NS+AS e HS+As os teores de enxofre ndo foram modificados em relagdo ao
observado com 24hs. Contudo, na presenga do metal, os teores de enxofre foram
reduzidos apdés 72hs, quando comparados aos seus respectivos controles (Figura
S1.1B.).

E importante salientar que apds 72h, os teores de arsénio encontrados na parte aérea
foram consideravelmente superiores, chegando a 700ug g MS ou seja, 0,7mg g MS
em meio HS+As. Da mesma forma, os teores de arsénio em raizes foram de forma
significativa aumentados. Em ambos os casos, apos 72h do reabastecimento, os teores
de arsénio foram maiores, quanto maior a disponibilidade de enxofre (Figura S1.1C e
S1.1D). Em outras palavras, ¢ possivel observar que o aumento dos teores de arsénio
nas raizes ¢ acompanhado por um decréscimo nos teores de enxofre na parte aérea, que
por sua vez, também aumenta os teores de arsénio acumulados, no mesmo instante em
que as raizes também o fazem.

Como uma forma de ilustrar melhor essas diferengas na translocagdo do metal
para parte aérea nos diferentes tratamentos, a tabelal mostra um comparativo entre os
diferentes valores de obtidos para o fator de translocacdo (FT) de arsénio entre os

tratamentos LS, NS e HS.

Tabela 1- Fator de Translocacio de arsénio em E. crassipes. Legenda: Ls: baixa de
enxofre; NS: enxofre disponivel normal e HS: enxofre alto; FT: fator de translocagao

Parametro Tempo (h) Tratamentos

LS NS HS
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FT 24 5,91 A*c** 8,42Ab 12,64Aa

FT 72 2,66 Bb 2,53 Bb 3,02Ba

* Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.** Médias seguidas por letras mintisculas
dentro de um mesmo intervalo de tempo ndo diferem significativamente entre si a 5% pelo teste de
Tukey.

Nela ¢ possivel observar que durante as primeiras 24h, o fator de translocacao de
arsénio para a parte aérea chegou a ser 4x maior como observado no tratamento HS. Tal
situacdo promoveu um acumulo inicial de metal na parte aérea de E. crassipes, em
detrimento das raizes, visto que o acumulo de enxofre na parte aérea leva também a um
maior acumulo de arsénio. Ap6és 72h de exposi¢cdo, ha uma reducao consideravel do

fator de translocacgdo de arsénio em ambos os tratamentos.

3.2- Maior disponibilidade de enxofre aumenta o crescimento foliar e reduz a perda
de biomassa radicular em E. crassipes

Na auséncia de As(V), a TCR na parte aérea aumentou em folhas de maneira
crescente com o aumento da disponibilidade de enxofre (Figura 2A). Folhas de
E.crassipes cultivadas em meio HS obtiveram as maiores taxas de crescimento relativo
de sua parte aérea, tanto na auséncia, como na presenga de As(V). A presenca de arsénio
afetou o crescimento em ambos os tratamentos, sendo que em NS+As, o crescimento foi
o mais afetado (queda de 43,17%). Em contrapartida, folhas cultivadas em meio LS+AS
e HS+As foram menos susceptiveis ao retardo na taxa de crescimento relativo foliar
(queda de 19,68% e 19,92%, respectivamente). Entretanto, cabe ressaltar que mesmo
que os valores de queda na taxa de crescimento tenham sido equivalentes, a TCR foliar
no meio HS na presenga de arsénio foi superior aquela observada em meio LS. Em meio
LS, o acimulo de biomassa em folhas ndo estressadas por arsénio foi inferior aos
demais tratamentos (NS < HS).

Quando presente, AS(V) proporcionou uma queda de 58,91% no crescimento
das raizes cultivadas em meio com baixa disponibilidade de enxofre (Figura 2B). Raizes
de plantas cultivadas em meio LS, na auséncia do metal, obtiveram o maior valor de
TCR em relacdo aquelas cultivadas em meio com maior disponibilidade de enxofre (NS

e HS).
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Figura 2 — Taxa de Crescimento Relativo (TCR) em folhas e raizes de Eichhornia

crassipes Legenda: A) Folhas; B) Raizes; (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto
enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza Claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro) *Médias seguidas por
letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e mintsculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Entretanto, a maior queda observada em relacdo a TCR em raizes de E. crassipes
(69,73%) foi observada em raizes crescendo em meio NS. Por outro lado, a maior
disponibilidade de enxofre (HS) em solucdo parece ter contribuido para uma menor taxa

de reducdo no crescimento de raizes (34,12%).

3.3- A absor¢do e a translocagdo de arsénio afetam a integridade das
membranas celulares

Os teores de perdxido de hidrogénio em folhas e raizes de E. crassipes estdo
representados na figura 3. E possivel perceber que na presenca do metal, a producio do
perdxido foi acentuada, sendo mais elevada em folhas. Além disso, os maiores teores de
perdxido, coincidem com os maiores teores de arsénio acumulados em folhas e raizes.
Em folhas no meio HS+As, foram observados os maiores teores, seguidos por LS+AS.
J4 em raizes, os maiores valores de perdxido de hidrogénio observado foi em NS+As e

0s menores teores observados em meio HS+As.
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Figura 3 — Teor de Peroxido de hidrogénio em folhas e raizes de Eichhornia

crassipes apos 24hs do reabastecimento. Legenda: A) Folhas; B) Raizes; (LS) baixo enxofte;
(NS) disponivel enxofre; (HS) alto enxofre — contendo As (V): OuM (Cinza Claro) ou As(V): 8uM
(Cinza escuro) *Médias seguidas por letras mintsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia
de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas
dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey

O actimulo de arsénio na parte aérea e raizes afeta a integridade de membranas
celulares, ocasionando danos a essas estruturas, o que pode ser comprovado pelo
aumento consideravel na concentragdo de malondialdeido (MDA) (Figura 4). Durante
as primeiras 24h iniciais apos o reabastecimento de enxofre, a peroxidagdo lipidica
aumentou em folhas e raizes. Entretanto um aumento consideravel na concentragdo de
malondialdeido foi observado principalmente na parte aérea de E. crassipes (Figuras 4A

e 4B).
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Figura 4 - Teor de Malondialdeido (MDA) folhas (A) e raizes (B) de Eichhornia
crassipes. *Médias seguidas por letras minfisculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de
Arsénio (cinza claro) e minusculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio (cinza escuro)
nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
maiudsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo
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teste de Tukey

Plantas em meio com baixa disponibilidade de enxofre sofreram mais as
consequéncias da peroxidacdo lipidica. Em raizes estressadas pelo metal durante as
primeiras 24h, o teor de MDA foi estatisticamente indistinto entre plantas cultivadas em
meio LS+As e NS+As, sendo inferior em meio HS. No entanto, decorridos cerca de
72h, a formacdo de MDA foi aumentada, especialmente em folhas e raizes crescendo

em meio LS+AS (Figura Suplementar S1.2 A e B).

3.4- O impacto sobre o Metabolismo Fotossintético em folhas de Eichhornia crassipes
ajuda a compreender os efeitos deletérios do arsénio.

A presencga de arsénio e outros metais pesados afetam diretamente o metabolismo
central de plantas. A rapida translocagdo de arsénio para folhas de E. crassipes trouxe
consequéncias em diversos parametros relacionados ao processo central do metabolismo
vegetal (Figuras 5 e 6).

A concentragdo de clorofilas (Figura 5A) foi reduzida na presenca do metal, sendo
que em folhas crescendo em meio HS, essa reducao foi menor. Além disso, folhas em
meio HS tiveram teores de clorofilas, de uma forma geral, superiores aos observados
nos demais tratamentos, independente da presenca do metal, enfatizando o papel
preponderante do enxofre na formacao de metabolitos envolvidos na biossintese de
clorofilas. Cabe ainda ressaltar, que plantas em meio LS, na auséncia de arsénio,
também elevaram num primeiro momento, seus teores de clorofilas, quando
comparados a folhas crescendo em meio NS. Apds 72hs, a redugdo no teor de clorofilas
se acentuou, especialmente em folhas LS+As (Figura Suplementar S2.2 A).

O teor de carotenoides (Figura 5B) em folhas de E. crassipes também foi afetado
pela presenca de arsénio, sendo que a maior oferta de enxofre em solug¢do contribuiu
para que este decréscimo fosse menor (em torno de 10%, contra 16,7% em NS e 20,5%
em LS). Por outro lado, a menor oferta de enxofre contribui para um decréscimo mais
acentuado. No entanto, decorridos 72h o teor de carotenoides continuou a cair, sendo
que em meio HS+As, os teores permaneceram maiores que nos demais tratamentos na
presenca do metal (Figura Suplementar 2.2B).

A eficiéncia de operagdo do fotossistema II foi prejudicada, sendo o impacto maior
em LS+As (Figura 5C). Essa perda de eficiéncia estd relacionada diretamente com a

queda acentuada na taxa de assimilacdo liquida de carbono apds as 24h iniciais apds o
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reabastecimento (Figura 5D).
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Figura 5 - Clorofila Total (A), Carotenodides (B), Eficiéncia de operacdo do
fotossistemall (ETR) (C) Taxa de assimilagdo liquida de Carbono (D) em folhas de

Eichhornia. crasssipes.- *Médias seguidas por letras minusculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio (cinza claro) e minusculas iguais nos diferentes tratamentos
contendo 8uM de arsénio (cinza escuro) ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste
de Tukey. **M¢édias seguidas por letras maitsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Esse comportamento permanece pelas proximas 72h, sendo que LS+AS, reduz um
pouco mais a sua taxa fotossintética, permanecendo HS+As com uma taxa “levemente”
superior aos demais (Figura Suplementar S2.1).

Em se tratando da taxa transpiratoria (E£) (Figura 6A), a presenga do metal nao

alterou este parametro nas primeiras 24h, sendo observado um decréscimo posterior a
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este periodo (Figura Suplementar S. A condutancia estomatica (gs) também foi reduzida

pela presenca do metal (Figura 6B), sendo que os valores encontrados em folhas LS+As

foram superiores aos demais.
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fotossistema II (F) em folhas de Eichhornia. crasssipes. *Médias seguidas por letras
mindsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio (cinza claro) e minusculas
iguais nos diferentes tratamentos contendo 8uM de arsénio (cinza escuro) ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maitisculas
dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey

A exposi¢ao ao metal elevou de uma maneira geral a concentragdo interna de CO,
em folhas de E. crassipes (Figura 6C). Entretanto, essa elevagdo ocorreu de maneira
diferenciada em fun¢do da disponibilidade de enxoftre, tendo folhas em meio LS+AS e
HS+As demonstrado teores mais elevados do que NS+As. A taxa respiratoria foi outro
parametro alterado em folhas de E. crassipes, sendo elevada na presenga do metal,
especialmente em folhas crescendo em meio LS+AS (Figura 6D).

Um outro efeito observado foi a elevacdo da temperatura foliar nas primeiras 24h
apds o contato com o metal, especialmente em folhas no meio NS+AS. No entanto,
decorridos 72h, uma elvagdo mais destacada foi observada em plantas que acumulam
mais arsénio (Figura Suplementar S7.1). Além disso, o rendimento quantico do
fotossistema II ¢ reduzido na presenca do metal, especialmente em NS+As nas
primeiras 24h, tendo no entando sido mais afetado em LS+As apos 72h de exposi¢do ao

metal (Figura Suplementar 8.1).

3.5- Arsénio afeta negativamente o pool de amido e sacarose enquanto a maior
disponibilidade de enxofre permite o aumento das reservas energéticas em folhas de
E. crassipes

Arsenato afeta o metabolismo de sacarose de amido em folhas de E. crassipes
(Figura 7). Os teores de amido na auséncia de arsenato foram maiores, quanto maior a
disponibilidade de enxofre em solugdo. Na presenca do metal, plantas em meio NS+As

apresentaram os menores teores de amido e o maior decréscimo proporcional em seus

teores.
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Figura 7-Teores de amido (A) e sacarose (B) em folhas de E. crassipes.- *Médias
seguidas por letras mintisculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsé€nio (cinza
claro) e mintsculas iguais nos diferentes tratamentos contendo 8uM de arsénio (cinza escuro) nio
diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
mailsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo
teste de Tukey

Da mesma forma que o amido, os teores de sacarose foram maiores a medida
que a concentracdo de enxofre em solugdo aumentou na auséncia do metal. Quando
presente, os teores de sacarose foram reduzidos. E importante ressaltar, que mesmo
ocorrendo um decréscimo nos teores de amido e sacarose, em meio LS+As, esta queda

foi menos pronunciada do que nos demais tratamentos.

3.6- O actimulo de cisteinas em E. crassipes é potencializado com a maior oferta de
enxofre e acumulacdo de arsénio.

Produto primario da rota de assimilagdo de enxofre, cisteina (Cys) € essencial
para a estrutura ¢ dobramento de proteinas, para o balanco redox e a sintese de varias
biomoléculas esséncias as plantas. Na figura 4, os teores do “pool” de Cys em folhas e
raizes de E. crassipes estdo demonstrados. Folhas, de uma maneiram geral apresentaram
teores mais elevados de cisteinas do que raizes, independentemente da presenga ou nao

do metal pesado.
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Figura 8 - Teores do pool de L-Cisteina (Cys) em folhas (A) e raizes (B) de Eichhornia
crassipes ap6s 24h do reabastecimento Legenda- (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel;
(HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias
seguidas por letras mintisculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas
iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de
pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maitsculas dentro de um mesmo tratamento néo
diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Na Figura 8A, folhas de E. crassipes cultivadas em meio com baixa
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disponibilidade de enxofre elevaram seus teores de Cys, ndo diferindo entre si quanto a
presenga do metal. Em meio NS+As e HS+As os teores de cisteinas aumentaram em
folhas, sendo que o teor em meio HS+As foi similar ao encontrado em folhas em meio
com pouca disponibilidade de enxofre. Em raizes, na auséncia do metal, plantas em
meio HS obtiveram maiores teores. Quando presente, raizes em meio LS+As reduziram
seu pool de cisteinas, enquanto NS+As e HS+As elevaram seus teores (figura 8B).

Apds 72h do reabastecimento, folhas em meio LS reduziram seus teores de
cisteinas, especialmente em meio LS+As. Folhas em meio NS+As mantiveram valores
superiores na presenga do metal, contudo, inferiores aos observados nas primeiras 24h.
Folhas em meio HS+As elevaram seus teores apos 72h (Figura Suplementar S3.1A). Ja
raizes em meio LS, reduziram consideravelmente seus teores de cisteinas. De uma
forma geral, o pool de cisteinas foi reduzido apds 72h do reabastecimento, sendo essa
reducdo mais acentuada em raizes crescendo nos meios HS+As, LS e HS,

respectivamente (Figura Suplementar S3.1B).

3.7- Arsenato eleva os teores de y-glutamil-cisteina (yGC) em E. crassipes,
impactando a rota de biossintese de glutationa.

Os teores de yGC foram maiores em folhas do que aqueles observados em raizes
de E. crassipes (Figuras 9A e 9B), independentemente de As (V) estar presente ou nao
no meio. A presenca do arsénio eleva os niveis de yGC em folhas de E. crassipes,

especialmente em HS+As (Figura 9A).
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Figura 9 - Teores de y-Glutamil Cisteina (yGC) em folhas (A) e raizes (B) de
Eichhornia crassipes. Legenda: - (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre
— contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).*Médias seguidas por letras
mindsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento nao diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
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Quando ausente, folhas em meio LS mostraram-se com teores mais elevados de
yGC. Em raizes, a presenca do metal também aumentou o nivel de yGC. Em meio
menor disponibilidade de enxofre foram observados os maiores valores, tanto na
auséncia, quanto na presen¢a do metal, especialmente em meio LS+As. Apos 72hs, os
teores de yGC foram aumentados em folhas na auséncia do metal, quando comparados
com os valores obtidos apds 24h. No entanto, em raizes crescidas na presenca do metal,
os teores de yGC foram reduzidos em meio NS+AS e HS+As, principalmente neste
ultimo. Além disso, em meio HS, os teores de yGC foram maiores com o passar do

tempo (Figura Suplementar S4.1A e S4.1).

3.8- Glutationa redutase (GR) é essencial na tentativa de manutengdo da homeostase
redox em E. crassipes apds o estresse por arsenato, contribuindo para alterar a
disponibilidade de GSH.

A glutationa redutase e glutationa sdo dois componentes principais da via de
ascorbato-glutationa (AsA-GSH) que desempenham um papel significativo na protec¢ao
de células contra ROS. Em folhas de E. crassipes (Figura 11A), a atividade de GR foi
superior aos valores encontrados em plantas cultivadas sem a presenca do metal.

Folhas de plantas em meio LS, na auséncia de As(V) apresentaram-se com uma
atividade de GR superior aos demais tratamentos, seguido por folhas em meio HS. Em
raizes (Figura 11B), da mesma forma que em folhas, arsenato aumenta a atividade de
GR e quando ausente, LS ndo diferiu de HS, mas ambos foram superiores a NS. De uma

forma geral, os teores de atividade de GR em folhas foram superiores a raizes.
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Figura 11 — Atividade de Glutationa redutase (GR) em folhas (A) e raizes (B) de
Eichhornia crassipes. Legenda: - (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre
— contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).*Médias seguidas por letras
mindsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de

112



Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento nao diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Em plantas, GSH esta envolvida em uma infinidade de processos celulares,
incluindo uma importante forma de transporte e armazenamento de enxofre reduzido.
Na auséncia de arsenato, folhas de E. crassipes (Figura 10A) tanto em meio LS, quanto
em meio NS tiveram teores inferiores aquelas cultivadas em meio HS. Na presenca do
metal, os teores de GSH elevaram-se, sendo que em meio HS+AS encontrado os
maiores valores. Raizes de E. crassipes (Figura 10B) na auséncia de As(V), mantiveram
valores similares aos encontrados em folhas. Na presenca do metal, raizes crescendo no

meio NS+As obtiveram os maiores teores de GSH, sendo em meio LS+AS observado
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Figura 10- Teores de Glutationa Total (GSH) em folhas (A) e raizes(B) de Eichhornia
crassipes. Legenda: - (LS) baixo enxofre; (NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre — contendo As(V):
OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).(Figura 4B) Teores de Glutationa total (GSH)
apods 72hs nos respectivos tratamentos. *Médias seguidas por letras minusculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio
ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo
teste de Tukey.

Em folhas apds 72h, os teores de glutationa em meio LS+AS e HS+As foram
aumentados. Apds 72hs, o teor de glutationa em raizes aumenta significativamente,
assim como o acimulo de arsénio. No entanto, raizes em meio LS+As apresentam os

maiores teores de GSH. (Figura Suplementar S5.1A e S51.B).

3.9- Fitorménios atuam na percepcdo e resposta ao estresse por arsenato em E.
crassipes

Os fitohormodnios desempenham papéis essenciais na mediagdo da fisiologia das
plantas e no alivio de varias perturbagdes ambientais. Jasmonatos ocorrem de forma

113



ubiqua no reino vegetal e desempenham papéis fundamentais em resposta ao
desenvolvimento e percepcdo do ambiente. Na figura 12A, folhas de E. crassipes
elevaram seus teores de acido jasmoOnico de maneira consideravel, sendo em meio
LS+As observado os maiores valores. Em raizes, os teores de jasmonatos foram
bastante inferiores ao observado em folhas. Na baixa disponibilidade de enxofre,
independentemente da presenca do metal, os niveis foram similares. No enanto, raizes
em meio NS+As e HS+As tiverem teores inferiores de dcido jasmonico em relacdo aos
respectivos controles (Figura 12B). Apds 72h de exposicdo ao metal, raizes de E.
crassipes elevaram seus teores de acido jasmoénico, especialmente em meio LS+AS
(Figura Suplementar S6.2).
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Figura 12 — Teores de Acido Jasménico (AJa) em folhas (A) e raizes(B) de Eichhornia
crassipes. Legenda: - (LS) baixo enxofre ; (NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre — contendo
As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).(Figura 4B) Teores de Glutationa total
(GSH) apo6s 72hs nos respectivos tratamentos. *Médias seguidas por letras minusculas iguais nos
diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos
contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias
seguidas por letras maitisculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre
si a 5% de pelo teste de Tukey.
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Acido salicilico é mais um fitorménio vegetal, assim como acido jasménico, que
foram primeiramente associados a defesa contra estresses biodticos, que respondeu a
presenca do metal. Na figura 13, os teores de SA estdo representados. Os teores de acido
salicilico foram em geral similares em folhas e raizes. Na auséncia do metal, folhas LS e
HS acumularam os maiores teores, especialmente em HS (Figura 13A). Em raizes, os
teores encontrados foram inferiores aos observados em meio LS+As e HS+As (13B).

Quando presente, os teores de acido salicilico foram superiores. Em folhas, os
maiores valores foram encontrados em plantas crescendo em meio NS+AS. J4 em meio
LS+As foram registrados os menores valores. Raizes crescendo em meio LS+As nao

diferiram dos teores encontrados em folhas. Raizes em meio NS+As, assim como em
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folhas, apresentaram os maiores valores. No caso de raizes crescendo em meio HS+As,

os teores de acido salicilico foram superiores aos encontrados em folhas HS+AS.
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Figura 13-Teores de acido salicilico (AS) em folhas (A) e raizes (B) de Eichhornia
crassipes. Legenda- (LS) baixo enxofre ; (NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre — contendo
As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).*Médias seguidas por letras mintsculas
iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minUsculas iguais nos diferentes
tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
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Existem intimeros processos que estimulam o desenvolvimento e o crescimento
das plantas. Entre os cinco principais hormonios de plantas, ABA ajuda a controlar
muitas caracteristicas de desenvolvimento e crescimento das plantas, como a abscisao
da folha, a inibicdo da maturacdo dos frutos, a abertura e fechamento estomatico, etc.
Em folhas de E. crassipes sob condi¢des axénicas, os teores de ABA se elevaram

abruptamente, sendo que em meio HS, atingiu seus maiores teores (Figura 14A).
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Figura 14 — Teores de Acido Abscisico (ABA) em folhas (A) e raizes(B) de Eichhornia
crassipes. Legenda: - (LS) baixo enxofre; (NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre — contendo
As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro) *Médias seguidas por letras mintsculas
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iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes
tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Por outro lado, em condigdes de baixa disponibilidade de enxofre, os teores de
ABA na presenga do metal foram inferiores ao encontrado em meio HS e NS sob as
mesmas condigdes (figura 14A).

Em raizes, os teores de ABA foram bastante elevados em raizes cultivadas em
meio NS+As. Sob condi¢des de oferta reduzida de enxofre, os teores de ABA em
LS+As se elevaram, contudo foram inferiores aos encontrados em meio NS+AS, mas
superiores ao que foi observado em HS+As (Figura 14B). NA auséncia do metal,
econdi¢des de maior oferta de enxofre (NS), os teores de ABA sofreram pouquissimas
alteracdes, elevando-se, mas ndo ao ponto de diferir significativamente dos demais
tratamentos controles em meios HS, NS e LS.

A auxina ¢ um dos mais versateis hormdnios vegetais, tendo também papel de
destaque em quase todos os aspectos do crescimento ¢ do desenvolvimento de plantas.

Na figura 15 os teores de auxina em folhas e raizes de E. crassipes estad demonstrados.

A B
14 A 14 A
12 A1 12
-E—m— E‘iﬂ"
£ £
X 8 A TR
w w
q I w
L £

ah
bA

ah af

6 ab B 6 - a_..E T T

a ab ab

a - bB 4 4 bB

2 | 2 | I

D T T 0 T T

NS HS LS NS HS

LS

Figura 15 - Teores de Auxinas (AUX) em folhas (A) e raizes (B) de Eichhornia
crassipes . Legenda- (LS) baixo enxofre ; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo
As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).*Médias seguidas por letras minusculas
iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes
tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras mailsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

Em folhas de E. crassipes (Figura 15A), na auséncia do metal, os niveis de AUX
em meio LS, foram inferiores aos demais tratamentos. Quando presente, arsenato

induziu a um aumento nos teores de auxinas, especialmente no meio NS+As. Em raizes,
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os teores de auxinas foram superiores aos encontrados em folhas na auséncia do metal
(Figura 15B). No entanto, ao contrario do que ocorrera em folhas, arsenato reduziu os

teores de auxinas em raizes, sendo a queda mais acentuada em meio LS+As.

Assim como auxinas sdo importantes para o crescimento e desenvolvimento
vegetal, as citocininas também o sdo, além de participar de respostas a adaptacdo das
plantas as condigdes de estresse, como alteragdes no crescimento vegetal. Na figura 16,

os teores de citocininas” tipo tZ “ em Eichhornia crassipes encontram-se representados.
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Figura 16 - Teores de Trans-Zeatina (tZ) em folhas (A) e raizes (B) de Eichhornia
crassipes. Legenda- (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo
As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).*Médias seguidas por letras mintisculas
iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minuUsculas iguais nos diferentes
tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras mailsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey

Folhas de E. crassipes (Figura 16A) apresentaram teores elevados de citocininas
em suas folhas, sendo que, plantas cultivadas em meio LS apresentaram os maiores
teores (LS>NS=HS) em condi¢cdes de auséncia do metal. Quando presente, arsénio
reduziu os teores de citocininas em folhas, sendo os niveis mais baixos encontrados em
HS+As. Nas raizes os teores de citocininas foram bem inferiores aos encontrados em
folhas (Figura 16B), especialmente em NS+As e HS+As.

Nao menos importante, o acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) ¢ um
aminodcido ndo proteico e € o precursor direto do etileno, sabidamente um hormoénio
que controla varios processos ligados ao crescimento vegetativo das plantas,

germinagdo de sementes, amadurecimento de frutos, senescéncia de folhas e flor e
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abscisdo. A presenca de As(V) aumentou os teores de ACC nas folhas obtidas nos meios
LS+AS e NS+As (Figura 17A). No entanto em folhas em meio HS+As, os teores de
ACC permaneceram inferiores ao seu controle. No caso de raizes, os teores de ACC

foram elevados naquelas crescidas em meio LS+As e NS+As
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Figura 17 - Teores de 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) em folhas (A) e raizes
(B) de Eichhornia crassipes . Legenda- (LS) baixo enxofre ; (NS) normal enxofre; (HS) alto
enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro).*Médias seguidas por
letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e mintisculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.

3.10- Arsénio afeta drasticamete a parte aérea de E. crassipes, levando a necrose e
senescéncia foliar

A Figura 18 apresenta o fenotipo das folhas de E. crassipes submetidas aos

diferentes tratamentos de enxofre € ao arsénio.
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+ As(V)

Figura 18 — Fendtipo de Eichhornia crassipes submetidas ao estresse por arsenato em

diferentes tratamentos contendo enxofre ao longo de 72hs. Legenda: - CTR — Controle; (LS)
baixo teor de enxofre; (NS) teor normal de enxofre; (HS) alto teor de enxofre. — contendo As (V):
SuM.

Nela podemos observar que com 24 horas comec¢am a surgir os primeiros efeitos
fitotoxicos de As(V), destacadamente com clorose no dpice foliar. Plantas de F.
crassipes em meio LS+As comegam a apresentar sinais de murcha nas bordas marginais
das folhas ja com 24h apos a exposi¢do, que aumentam consideravelmente apos 48h,
com sinais de necrose bastante. Isto evolui para necrose e morte celular. Notadamente,
plantas cultivadas em meio HS+As ndo mostram sinais avancados de murcha,
comecando a apresentar sinais mais evidentes de toxicidade mais tardiamente, com
indicios de necrose foliar ap6s 48h. de exposi¢do ao metal. Ao final de 72h, plantas em
meio LS+As apresentam-se com folhas amplamente necrosadas, de maneira mais
acentuada. Ao contrario, folhas em meio HS+AS, mostram-se danificadas, contudo em

proporgdes menores.
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4-Discussao
Embora a presenca de metais pesados no ambiente seja, em sua ampla maioria,

prejudicial as plantas, o enxofre ¢ um macronutriente essencial, ndo somente para o
mecanismo de desintoxicagdo, como para o crescimento e desenvolvimento vegetal. De
acordo com Bielecka et al (2015), durante as ultimas décadas pesquisas em torno de
diferentes aspectos sobre o metabolismo do enxofre tem ganhado mais espaco, haja
vista que a deficiéncia de enxofre tenha se tornado um problema crescente em culturas,
especialmente na Europa Ocidental.

Recentemente, Srivatava et al (2015) relacionou um total de 1.285 genes
alterados apds a exposicao de As (V) em Brassica juncea. Os genes diferencialmente
expressos, além de estarem relacionados com o metabolismo do enxofre, foram
classificados em vdrias vias de sinalizagdo, incluindo hormoénios (jasmonato, acido
abscisico, auxinas e etileno) e alteracdes em genes relacionados ao metabolismo de
lipidios e fotossintese, dentre outros. Nossos resultados comprovam que essas principais
alteragdes foram também observadas em folhas e raizes de Eichhornia crassipes

submetidas ao estresse por arsenato.
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4.1- Reabastecimento de enxofre apos fome induzida ativa a via de assimilacdo de
enxofre, permitindo uma maior acumulacdo de enxofre e arsénio.

Pesquisas envolvendo o papel do enxofre sobre a tolerancia e acumulagdo de
metais pesados tem também ganhado espago, contudo os resultados tém ainda se
mostrado complexos. Nossos resultados demonstram que plantas pré-tratadas com
deficiéncia de enxofre e reabastecidas com alta disponibilidade acumularam altos teores
de arsénio, especialmente em folhas (Figura S1.1). Neste sentido, Srivastava & D’Souza
(2009) identificaram que a maior oferta de enxofre em Hydrilla verticilata aumentava a
tolerancia e acumulacdo de arsénio. Da mesma forma, Zhang et al (2011) relataram que
plantas pré-tratadas com baixa disponibilidade de enxofre, acumulavam mais arsénio
em folhas de arroz do que aquelas pré-tratadas com alta disponibilidade de enxofte.

Em contrapartida, Fan et a/ (2013) identificaram que a oferta em excesso de
enxofre reduz a acumulagdo de arsénio em arroz integral. Logo em seguida, Ledo et al
(2014) ao avaliarem o efeito do metabolismo do enxofre sobre a tolerancia ao arsénio
em duas macrofitas aquaticas, Lemna giba e Salvinia minima, identificaram que L.
gibba mesmo acumulando cerca de 20% a mais de arsénio, sentiu menos os efeitos
toxicos do metal. Eles atribuiram isso a presenga de um sistema de defesa mais
eficiente, basecada na maior absor¢do, assimilagcdo ¢ metabolismo do enxofre.
Novamente, Dixit et al (2015) concluiram que o enxofre alivia a toxidez do arsénio,
reduzindo a acumulagdo do metal, modulando o proteoma, o metabolismo de tidis e de
aminoacidos em folhas de arroz.

Partindo da premissa de que a assimilagdo de sulfato ¢ altamente regulada de
acordo com a demanda (Kopriva et al 2015; Takahashi et al 2011), podendo ser
induzida quando h4 uma alta demanda de crescimento e desenvolvimento ou por
estresses nutricionais de enxofre e nitrogénio, principalmente, que modulam também a
absorcdo de enxofre (Saito 2004), o pré-tratamento em condicdes de baixa
disponibilidade de enxofre parece ter estimulado a absor¢ado e transporte de sulfato para
a parte aérea de E. crassipes nas primeiras 24h apos o reabastecimento e aplicagdo do
arsénio (Figura 1A e 1B). Apds 72 os teores de enxofre foram reduzidos na presenga do
metal, especialmente em folhas, tendo em meio LS+As, sua queda mais acentuada.
(Figura S1.1A e S1.1B). De acordo com Saito (2004), a remobilizacdo de enxofre em
plantas ¢ menos eficiente do que o nitrogénio, o que segundo Hawkesford (2000) pode
levar a sinais de clorose nas plantas. A presenca de clorose foi um dos primeiros sinais

da toxicidade do arsénio em folhas, evoluindo para necrose especialmente em folhas
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LS+As (Figura 18) onde os teores de enxofre foram menores.

Vestena et al (2009), ao avaliar os efeitos da oferta de sulfato sob absor¢do de
cadmio em Salvinia auriculata e E. crassipes, sendo que as plantas de aguapé foram
obtidas no mesmo ambiente de coleta deste presente estudo, observaram que o aumento
na concentracao de enxofre de 400 uM para 800 uM nao resultou em aumento adicional
nos acumulos de enxofre ou de cddmio. Nossos resultados ao contrario, ndo so
indicaram que o aumento na concentragdo de enxofre disponivel (2,5 uM — 200 uM e
600 uM) apds o reabastecimento, permitiu um maior acimulo de arsénio em plantas
cultivadas nos meios NS+As e HS+As, como demonstram que a aclimatagdo em
solugdo nutritiva com baixa disponibilidade de enxofre ativou a via de absorc¢do e
assimilagdo de enxofre (Figuras 1 e Suplementar S1). Entretanto, um fator a ser
considerado ¢ que Liu ef a/ (2009) isolaram um gene de tolerancia a deficiéncia de
enxofre em E. crassipes € sua overexpressao em Arabidopsis thaliana demonstrou um
fendtipo tolerante a deficiéncia de enxofre, notadamente ao promover o crescimento de
raizes. Isto poderia ser uma resposta ao maior crescimento de raizes em meio LS+As.
Plantas cultivadas sobre baixa disponibilidade de enxofre, acumularam menores teores

de metal, o que poderia também ser associado ao menor decréscimo em sua TCR.

4.2- Citocininas sdo essenciais para a acumulacdo de enxofre e fitorremediacdo do
metal

Recentemente, Mohan et al (2016) descobriram que os mutantes de sinalizagdao
CK (citocininas) e plantas transgénicas com niveis de CK enddgenos reduzidos,
especialmente tZeatin, apresentavam um fendtipo tolerante ao arsenato. Nossos
resultados demonstram uma redu¢do considerdvel nos niveis de tZeatin na presenga do
metal em folhas. Apds 24h de aplicacdo do stress os niveis enddgenos de citocininas nas
raizes foram reduzidos abruptamente em meio HS+As e mais sutilmente em meio
LS+As, sendo elevado em meio NS+As (Figura 16B).

Isto nos remete a sugerir que uma relevancia bioldgica a se considerar seria o
fato de tZeatin atuar negativamente sobre o crescimento de raizes NS+As em resposta
ao metal durante as primeiras 24 horas do stress. Kiba et al (2013) apontam o gene
CYP735A, como responsavel pela biossintese de citocininas tipo tZ em raizes e poderia
ser esse um alvo potencial para o arsénio. Essa provavel relevancia bioldgica foi

mencionada por Mohan e colaboradores ao descobrirem que mutantes CK (niveis
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baixos de citocininas) mostravam uma parada no crescimento menor em todas as linhas
mutantes e trangénicas. De fato, nossos dados também mostram que raizes em meio
NS+As tiveram uma maior redug@o no crescimento de raizes (Figura 2B).

Wani et al (2016) recentemente enfatizaram que ABA e citocininas tem papel
antagonista conforme afirmara PospiSilovd (2003) sendo que a reducdo nos niveis
endogenos de citocininas em folhas serviriam para aumentar a dominancia apical e o
aumento nos niveis de ABA regularia a abertura estomética em condi¢des de déficit
hidrico. Em folhas de E. crassipes os niveis enddgenos de citocininas foram reduzidos e
os de ABA aumentado na presenca do metal, tendo em vista que a murcha também ¢ um
sintoma da toxidez do metal em folhas, conforme observado (Figuras 16A e 18A).

E necessario ressaltar que arsenato possuia afinidade quimica com proteinas
transportadoras de fosfato e que o enxofre ¢ absorvido pelos vegetais na forma de
sulfato (SO42-) e distribuido por todo o tecido vegetal por uma intricada rede de
transportadores que pertencem a uma familia de proteinas de membrana que diferem em
localizagdo e afinidade pelo sulfato (Takahashi et a/ 2011). Isto se faz necessario pois
citocininas sdo conhecidas por serem reguladoras negativas de transportadores de
sulfato e fosfato de alta afinidade (AtSulTR1;1 e AtSulTR1;2; PHT1; 2 e PHTI; 4)
(Brenner et al 2012; Takahashi et al 2000; Shibagaki et al 2002; Yoshimoto et al 2002).

Outros dois papéis bioldgicos relevantes desempenhado pela redugdo nos niveis
enddgenos de citocininas em raizes, conforme observado apos 72h (Figura Suplementar
S6.1) poderiam ser: primeiro na down regulagdo em transportadores de fosfato
homologos a PHT1;2 e PHT1;4 de Eichhornia, auxiliando na redugdo da captacdo de
arsénio por intermédio da repressdo desses transportadores conforme Brenner et al
(2012), especialmente sob baixa disponibilidade de enxofre (LS+As), o que ajudaria a
explicar a baixa acumulagdo de arsénio. Diante do controle repressor sobre esses
transportadores, limitando a absorcdo de fosfato, isso poderia trazer danos ao
crescimento vegetal. A figura Suplementar S7.1 nos mostra que de fato os teores de
fosforo caem abruptamente na parte aérea apds 72h, podendo ser um forte indicio de
que isto seja um reflexo desta repressdo em raizes, levando em conta ainda a maior
queda em LS+As.

Segundo papel bioldgico poderia ser o de auxiliar na capitacdo de enxofre em
condi¢des de stress, pela reducao dos niveis enddgenos de citocininas, diminuindo a
repressdo sobre SulTR1;2 e SulTR1;1, conforme (Maruyama-Nakashita et al 2003).

Quando se observa os niveis de enxofre em raizes e de citocininas apds 72h nota-se que
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que ha de fato uma correlacdo entre os niveis reduzidos na presenca do metal e os
maiores teores de enxofre observados em raizes nesses mesmos tratamentos (Figuras
Suplementares S1.1 e S6.1). Entretanto, a disponibilidade de ti6is em plantas em meio
LS+As pode ter a outra parte da explicagdao nessa baixa acumulagdo do metal. Ressalta-
se ainda, que o maior acimulo de enxofre ¢ acompanhado pelo maior acimulo de
arsénio.

Cabe ainda ressaltar que Zwack et al (2016) descrevem que fatores de
transcricdo em resposta a citocininas (CRFs) podem ser induzidos independente de
citocininas, mas em resposta ao estresse oxidativo, regulando a expressao de genes
envolvidos em varios aspectos da fun¢do biologica (biossintese, transporte e sinalizacao
de citocininas), possivelmente permitindo melhorar a resposta ao estresse. Portanto, a
manipulacdo do status de citocininas pode ser uma abordagem viavel para a engenharia
genética de plantas em programas de fitorremediacdo com macrofitas aquaticas, assim

com compreender melhor os mecanismos de defesa e tolerancia a metais.

4.3- Auxinas participam da sinalizacdo do estresse e na regulagdo do crescimento

Diversos trabalhos vém demonstrando que os metais pesados reduzem o
acumulo de biomassa como resultado de efeitos adversos sobre os principais processos
metabolicos (Elobeid & Polle 2011; Ghavri & Singh 2012; Zhao et al 2012; Beyer et al
2013; Krishnamurthy & Rathinasabapathi 2013; Biicker-Neto et a/ 2017). Auxinas sdo
importantes fitormonios envolvidos na coordenagdo do crescimento e defesa da planta.
Metais pesados induzem a produgdo de ROS e consequentemente ativam oxidases de
auxinas (Elobeid & Polle 2011). Raizes de Eichhornia podem ter iniciado essa via de
degradagdo, especialmente em meio LS+As, podendo inclusive ser um indicativo
indireto da maior taxa de produgdo de ROS nesse meio. Ao contrario, folhas acumulam
auxinas durante o stress podendo ser este resultado tomado como mais um biomarcador
do stress em plantas de aguapé expostas ao arsenato. Srivastava et a/ (2013) mostraram
que o arsénio € capaz de alterar os niveis de auxinas em Brassica juncea., aumentando
os teores de IAA em folhas e reduzindo em raizes e sugeriram que apesar das plantas de
Brassica perceberem o estresse do arsénio através da percepcdo indireta do estresse
sobre o metabolismo de S, a possibilidade de deteccao direta do stress por arsénio nao
poderia ser descartada.

Um modelo para tentar explicar a fungdo da proteina AUXI(proteina de

transporte de auxinas) na tolerdncia ao arsenito foi elaborado por Krishnamurthy &
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Rathinasabapathi (2013). Para eles, AUX1 poderia ser diretamente envolvido na
inducdo da sinalizacdo ROS através de via mediada por H202, o que poderia evitar o
aumento adicional do dano oxidativo ou influenciar indiretamente o alongamento
celular e a divisao celular, regulando os niveis de auxina e a rede de sinalizacdo de
auxina, controlando o crescimento da raiz sob o estresse. Mutantes aux1 apresentaram
menores taxas de crescimento de raiz primdria, € aumento na taxa de crescimento de
raizes laterais (Krishnamurthy & Rathinasabapathi 2013). A baixa disponibilidade de
enxofre em meio LS+As, ndo resultou numa redug¢do do dano oxitativo, mas permitiu
uma reducdo menor na TCR do que raizes em meio NS+As. Isto coincide com os
menores niveis de auxinas em raizes LS+AS, o que pode ter impedido reducdes mais
drasticas na TCR de raizes (Figuras 2B e 15B).

Para Wang et al (2015) um papel importante foi creditado a proteina
PINFORMEDI (PIN1), um transportador de efluxo de auxina para o crescimento e
manuten¢do do meristema de raiz em condi¢cdes normais. Segundo eles, PIN1 esta
envolvido na distribuicdo de hormdnio sob condi¢des de estresse de metais pesados.
Notadamente em Brassica juncea estressadas por arsénio, Srivastava et al (2015)
encontraram genes de duas proteinas de efluxo de auxina (PIN3 e PIN6) down
regulados em folhas. A regulacdo negativa de PIN6 parece estar relacionada a inibi¢ao
do crescimento da raiz primaria e desenvolvimento de raizes laterais, crescimento de
pélos radiculares, formacao de raizes adventicias e dominancia apical (Cazzonelli et a/
2013). Pode-se inferir que a presenca de arsenato tenha afetado proteinas de efluxo em
E. crassipes, trazendo redu¢do nos niveis de auxinas em raizes, tendo consequéncias
sobre o crescimento.

Ao avaliarem o impacto dos estresses de diferentes metais pesados na
homeostase de auxinas e sobre o crescimento de mudas de Arabidopsis, Wang et al
(2015) relataram varios defeitos morfologicos, incluindo além das mudancas no
comprimento e densidade de raizes, a perda de peso fresco e area foliar. A presenca de
arsénio afetou a TCR em folhas de E. crassipes, especialmente em meio NS+As aonde
foram encontrados os maiores teores de auxinas. Segundo Wang e colaboradores, a
acumulacdo de auxinas e a sua distribuicdo, dinamicamente e diferencialmente
poderiam atuar na regulacdo na transcricdo de genes relacionados a auxinas para
melhorar a adaptagdo e sobrevivéncia.

Srivastava et al (2013) sugeriram que micro-RNAs (miR167, o miR164, o

miR390) estdo envolvidos com ARFs que afetam o crescimento da raizes de Brassica
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juncea sob o estresse por arsénio, tendo sido observado que o miR167 foi down
regulado em raizes e up regulado em folhas. Apesar de ainda nao identificados em
Eichhornia crassipes, pelos niveis diferenciados de auxinas orientando as modificagdes
na fisiologia das plantas, pode-se acreditar que tais mecanismos reguladores possam
estar atuantes também aqui. Ressalta-se que Huang et a/ (2010) ja haviam demonstrado
também que o miR167 responde a deficiéncia de enxofre e ao estresse por cadmio,
enquanto que Tabata et al (2010) relataram ainda que o miR167 poderia regular a
biossintese de jasmonato, sugerindo também uma interagdo complexa entre jasmonatos

e auxinas na regulacdo do crescimento e na sinalizagao sob o estresse por arsénio.

4.4- A biossintese de ABA é essencial na pecepgdo do estresse e ajuda a compreender
os efeitos sobre o metabolismo central, a acumulacdo de arsénio e o crescimento de
E. crassipes.

Folhas de E. crassipes estressadas por arsenato elevaram seus niveis de
ABA, reduziram sua taxa de assimilagdo liquida de carbono, reduziram os teores de
clorofilas e carotenoides assim como a eficiéncia de operagdo do fotossistema II,
reduzindo ainda a taxa transpiratéria apos trés dias de estresse e aumentando a taxa
respiratoria (Figuras). Entretanto, esses resultados se mostram distintos daqueles
observados a longo prazo em plantas de Eichhornia crassipes expostas por 20 dias ao
estresse por arsenato, sem uma pré-aclimatacdo, onde Pereira et al (2011) relatam que as
plantas demonstraram um aumento na taxa fotossintética, na condutancia estomatica, na
transpiracdo e na relacdo Ci/Ca. Por outro lado, essas reducdes foram via de regra, mais
atenuadas na maior oferta de enxofre apds trés dias de estresse, o que demonstra uma
maior protecao ao aparato fotossintético.

Meneguelli-Souza et al (2016) ao estudarem respostas ecofisiologicas de
Eichhornia crassipes sob diferentes condigdes de estresse por arsenato também
observaram resultados similares aos mostrados aqui, em concentragdes mais altas do
metal (2.0 mg L-1 e 20.0 mg L-1). No entanto, a redu¢do na condutancia estomatica e o
aumento na concentra¢do interna de carbono na presenca do metal especialmente nos
meios LS+As e NS+As (Figuras 6C e Figura Suplementar) indica que a fixa¢ao de CO2
ja& foi comprometida tanto em niveis ecofisiolégicos quanto em nivel bioquimico
(Gusman et al. 2013; Farnese et al 2017) apos as 24h iniciais de estresse.

Outro componente nessa historia ¢ que apds a redugdo da condutincia
estomatica, os valores da taxa transpiratoria, que num primeiro momento se mantiverm

elevadas e fundamental para a rdpida translocagdo do metal para a parte aérea, foram
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reduzidas apds 72h, o que pode ter contribuido também par o aumento nos teores de
arsénio em raizes. A sustentacdo de uma taxa transpiratoria alta nesse primeiro momento
poderia contribuir também para uma maior absor¢do de nutrientes numa condi¢do de
estresse (Pereira et al 2010). Meneguelli-Souza et al (2016) apontam que o efeito direto
de arsénio em gs pode ser devido a interrup¢ao da captacao de agua e transporte que
resulta de mudancgas nas raizes durante a absor¢do do metal. Entretanto, num primeiro
momento ndo se observou uma queda no mecanismo transpiratério de Eichhornia, o que
colaboraria com a questao levantada sobre gs. Pereira et al (2011) ao avaliar mudancas
na anatomia de E. crassipes submetidas ao estresse por arsenato, relata que uma
resposta imediata em folhas de plantas sob as maiores concentracdes de arsénio foi o
aumento na densidade estomatica, no indice estomadtico e na espessura do parénquima
esponjoso, podendo inclusive estar relacionado a agdo de citocininas e auxinas,
conforme demonstram nossos resultados.

A elevagao dos niveis de ABA esta relacionada, direta ou indiretamente com
muitas destas alteracdes, especialmente com a translocagdo de metal e redugdo de gs ao
induzir o fechamento estomatico na presenca do metal (Figura 14). Biicker-Neto et a/
(2017) destacam que o fechamento estomatico induzido por ABA possa provocar a
supressao do fluxo transpiracional, resultando na restri¢ao da translocagdo de metais de
raizes para parte aérea. No entanto, outros fatores sdo importantes neste transporte de
metais, como a presenca de tiois.

Niveis mais altos de ABA em folhas coincidem com maiores temperaturas
foliares em fun¢do do fechamento estoméatico. A maior elevag¢do dos niveis de ABA, ao
promover o fechamento estomatico, promoveu a elevagdao de temperatura foliar em
folhas NS+AS e HS+As apds 24h, tendo em vista também uma maior quantidade de
arsénio acumulado do que a encontrada em meio LS+AS, ao mesmo tempo que
demonstra uma maior tolerancia de HS+As, ao acumular mais arsénio. A elevacao de
temperatura foi contornada em NS+AS apos 72h de exposi¢do, permanecendo em
HS+As. Plantas em meio HS+As, apesar de reduzir suas taxas transpiratorias,
conseguem manté-las mais elevadas do que nos demais tratamentos (Figura
Suplementar S2.3 S2.4). Pitta-Barbosa et al (2015) detectaram recentemente um
aumento de temperatura foliar apds a exposi¢do ao arsénio em plantulas de Cajanus
cajan (L.) e, assim como Oerke et al (2006), creditaram ao fechamento estomdtico o
aumento da temperatura superficial das plantas em fungdo da queda das taxas

transpiratorias.
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Uma das caracteristicas marcantes no estresse por arsenato ¢ a murcha marginal
de folhas, especialmente em meio LS+As (Figura 18), onde foram observados os
menores teores de ABA. De acordo com Biicker-Neto et al (2017) o ABA ¢
normalmente considerado um composto de sinalizagdo e comentam que estd bem
estabelecido que a exposi¢do a concentragdes toxicas de metais prejudica o equilibrio
hidrico da planta, conforme Mukhopadhyay & Mondal (2015). Portanto, o ABA, neste
contexto, desempenharia um papel importante na protecdo contra o estresse por
arsenato.

Na verdade, ABA ¢ comumente conhecido como "hormonio do estresse" que
responde & uma grande variedade de estresses ambientais, incluindo diferentes estresses
abidticos (Zhang 2014) como o estresse promovido pelo arsénio. Os niveis de ABA
foram aumentados tanto em folhas quanto em raizes de E. crassipes sugerindo também
um envolvimento desta fitohormonio na inducdo de mecanismos de protegdo contra
toxicidade do metal. O microRNA 159 up regulado em folhas e raizes de Brassica na
presenga de arsénio, o que de acordo com Srivastava et al (2013) indicaria um papel
importante para o ABA também na percepcio e sinalizagio do estresse. E necessario
ressaltar ainda que o microRNA 159 atua também na biossintese de etileno e na
sinalizacdo de giberilinas (Achard et al 2004), tendo sido GA3 up regulado na presenca
de arsenato em folhas de E. crassipes (Nascimento et al 2017).

Um outro dado relevante seria que folhas de E. crassipes reduziram os teores de
pigmentos apds o estresse pelo metal tendo um menor impacto sobre plantas em meio
HS+AS. De acordo com Srivastava et al (2013), essa reducdo de pigmentos seria uma
resposta comumente observada na presenga de arsénio, ja registrada também em
macrofitas aquaticas estressadas por arsénio como: Salvinia minima, Lemna gibba,
Pstia stratioids e Eichhornia crassipes ( Farnese et al 2017; Meneguelli-Souza et al
(2016); Farnese et al 2014; Ledo ef al 2014). A reducdo no teor de clorofilas poderia
ocorrer em funcdo de fatores como a peroxidacdo lipidica conforme relatado por
Farnese et al (2017) e poderia ser também responséavel pela queda na eficiéncia de
operacdo do fotossistema Il de E. crassipes. A forte reducdo observada da fotossintese
pode também ser correlacionada com um declinio substancial das proteinas de ligagado
Rubisco e clorofila a / b (Giordano et al 2000), tendo em vista inclusive que Rubisco
além de ser alvo do metal, ¢ um importante reservatério de enxofre em plantas. Desta
forma, a maior disponibilidade de enxofre no meio parece ter amenizado a degradacao

de clorofilas ou uma inibigdo maior em sua biossintese.
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Carotendides tem um papel essencial na prote¢ao contra o dano fotoxidativo e
podem ainda servir na via de biossintese de ABA (Vishwakarma et al 2017),
favorecendo a via de xantofilas. Plantas de E. crassipes em meio HS+As tiveram uma
redu¢do menor e mantiveram maiores teores de carotenoides, acompanhado de uma
maior taxa fotossintética. Mishra et al (2014) ao descrever uma sequéncia de eventos
que leva a danos induzidos pelo arsénio na macrofita aquatica Ceratophyllum demersum
L. relatam que a violaxantina atua como pigmento da antena enquanto antheraxantina e
pigmentos tipo b-caroteno desempenham um papel protetor através da extingdo nao
fotoquimica do excesso de energia, o que ¢ particularmente importante nas condigdes de
estresse.

Em fungdo do arsenato ter induzido a reducdo de pigmentos, a elevagdo dos
niveis de ABA e a redugdo na condutancia estomatica, a taxa de assimilagdo liquida de
carbono foi reduzida e acompanhada também pela redugdo nos teores de amido e
sacarose. Plantas em meio LS+AS tiveram uma reducdo menor em seus teores,
possivelmente numa tentativa de compensar maiores taxas respiratorias, buscando
produzir energia e metabolitos para mecanismos de defesa (Bolton 2009 in Farnese et a/
2017) ou apenas uma resposta em fungdo do menor teor de arsénio acumulado. Mishra
et al (2014) comentam que inicialmente as plantas tentaram se defender contra como
toxicidade por algum mecanismo, como o aumento da sintese de aminoacidos
relacionados a desintoxicacdo e outros metabolitos como compostos fendlicos em E.
crassipes (Nascimento et al 2017) e induzindo processos catabolicos como a respiragcdo
e consumo do amido.

Ao constatar um aumento nas taxas respiratorias de E. crassipes apoOs a
exposi¢ao ao metal, ¢ salutar imaginar que poderia ser uma tentativa de fornecer ATP
para sintese de sacarose ou uma valvula na tentativa de regular o balango redox,
conforme sugerido por Farnese et a/ (2017). Ou ainda conforme Wang et al (2010)
haviam sugerido, sendo esse aumento na respiragdao seguido de um aumento simultaneo
na atividade da citocromo c oxidase e da oxidase alternativa, recompondo ATP sem a
formacao de ROS. Srivastava et al (2015) mostraram que genes pertencentes a cadeia
de transporte de elétrons mitocondriais apresentaram elevacao significativa em raizes e
folhas de Brassica juncea, incluindo oxidase alternativa, sugerindo seu envolvimento
critico na regulagdo dos niveis de ROS, no estado redox e de energia sob o estresse por
arsénio.

O quadro de alteracdes apresentados ajuda a compreender que essas alteracdes
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abruptas apos 24h iniciais de exposi¢ao, assim como a translocagdo em massa do metal
para a parte aérea, especialmente em meios NS+As e HS+As, assim como a
disponibilidade de enxofre foram determinantes nessas diferengas no crescimento.

Desta forma, ABA mostra-se como um dos principais hormonios em resposta ao
estresse por arsénio em E. crassipes, estando relacionado com importantes processos
fisiologicos e metabolicos, essenciais para a tentativa de adaptacdo ao estresse € uma

forte molécula sinalizadora, importante na comunicagdo entre raizes e parte aérea

4.5- Acumulagao de Tiois: Defesa, tolerdncia e sua relacao com o controle hormonal
em E. crassipes.

Alteragdes na composicdo de acidos graxos de membranas celulares em E.
crassipes sao indicativo de que ocorrem mudangas na permeabilidade de membranas
celulares (Nascimento et al 2017), o que pode ser comprovado pelos teores de MDA
aumentados na presenca do metal, tanto em folhas quanto em raizes, haja vista a
ocorréncia de peroxidacdo lipidica (Figuras 4 e S1.2). Essas alteragdes parecem se
agravar com o tempo e maior acumulo de arsénio, sendo mais intensas em folhas e
raizes cultivadas em meio LS+AS. Por outro lado, a maior disponibilidade de enxofre
parece ter atuado na ativagdo de mecanismos que aumentaram a tolerancia a
fitotoxidade do metal. Jasmonatos sdo derivados do metabolismo de 4cidos graxos.

Conforme ja comentado anteriormente, Srivastava et al (2009) relataram que o
estresse por arsénio poderia ser percebido através da deteccao indireta do estresse sobre
o metabolismo do enxofre, ativando vias metabolicas comuns. Tempos depois,
Srivastava et a/ (2013) propuseram que jasmonatos seriam responsaveis pela percepcao
do estresse ocasionado por arsénio com conseqiiente estimulagdo do metabolismo do
enxofre em Brassica juncea. Ao quantificar os teores de acido jasmonico em folhas de
E. crassipes e comparar com seus respectivos controles, constatamos um aumento
significativo em seus teores, sendo maiores quanto menor a disponibilidade de enxofre
(311% em LS+AS, 221% em NS+AS e 214% em HS+As) (Figura 12A). Niveis
elevados de acido jasmonico e salicilico foram relatados em varias espécies de plantas
estressadas por cadmio (Chmielowska-Bak et al 2014), incluindo ervilhas, feijdo e
Arabidopsis thaliana. Contudo, apenas raizes LS+As o arsenato foi capaz de elevar os
teores de acido jasmonico, porém numa taxa bem inferior, podendo ser um indicio de
que a baixa disponibilidade de enxofre no meio tenha induzido genes da via de

biossintese de 4cido jasmonico. Novamente, Srivastava et al (2015), ao investigarem o
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transcriptoma de Brassica juncea estressadas por arsénio, encontraram que arsenato
estimularia a expressdo de genes da biossintese de jasmonatos OPR1, OPR2 e OPR3 em
folhas e raizes e down regularia genes repressores da sinaliza¢do de jasmonatos, JAZI e
JAZS em raizes.

Ao encontro do que Srivastava e seus colaboradores sustentavam, Igbal et a/
(2013) descreveram que a retirada do sulfato do meio de crescimento diminui os niveis
de sulfato, Cys e GSH nos tecidos das plantas, levando & indugdo de sistemas de
transporte de sulfato e enzimas chave ao longo da via assimilatoria. Cys é o primeiro
composto organico contendo enxofre reduzido sintetizado pela planta (Takahashi et a/
2011). Outra caracteristica igualmente importante da cisteina ¢ ser precursora de
inimeros metabolitos contendo enxofre que sdo necessarios para o desenvolvimento
como metionina, vitaminas, cofatores e Clusters de Fe-S (Romero ef al 2014). Folhas e
raizes que foram reabastecidas com maior disponibilidade de enxofre (Ns+As e
HS+As), ap6s a fome induzida mostraram-se com maiores teores de cisteinas (Figura
8). No entanto, ao contrario do que afirmara Igbal et al (2013), os teores de cisteinas
foram maiores em folhas crescendo em meio com baixa disponibidade de enxofre do
que em meio NS e/ou NS+As. Em raizes crescendo sob baixa disponibilidade de
enxofre, com o maior acimulo de arsénio, aumentaram seus teores de cisteinas.
Watanabe et al (2014) relata que a sintese de tidis de baixo peso molecular foi
estimulada pela presenca de arsénio na hiperacumuladora Pteris vitatta.

Logo, parece que outros mecanismos regulatérios estejam atuando, ndo somente
aqueles ja discutidos sobre a absorcdo de enxofre, mas também sobre o seu
metabolismo. Novas evidéncias vém demonstrando que acido jasmonico € capaz de
induzir genes que codificam enzimas de sintese de glutationa e glutationa redutase (GR)
e que os mutantes grl (com capacidade de GR na folha diminuida) mostram repressao
da via de acido jasmonico, tanto em nivel basal como num contexto de estresse
oxidativo (Xiang & Oliver 1998; Mhamdi et a/ 2010; Han et al 2013).

A presenca de arsenato na solugdo nutritiva estimulou a via de assimilagdo do
sulfato elevando o pool de cisteinas em meios com maior disponibilidade de enxofre em
folhas e raizes de E. crassipes num primeiro momento, quando foi translocado em
massa para a parte aérea. Normalmente, as células ndo estressadas contém baixas
concentragdes de Cys livres, sendo que na maioria dos estudos, o aumento no pool de
cisteinas em condi¢des de stress abiotico ocorre em conjunto com o aumento das

concentragdes de GSH, levando a conclusdo de que o Cys ¢é principalmente necessario
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para a biossintese de compostos ricos em enxofre com atividade anti-stress (Zagorchev
et al 2013). Inclusive, Watanabe et al (2014) comentam que Pteris vitatta crescendo sob
baixa disponibilidade de enxofre aumentam a absor¢do de sulfato para a sintese de tiois
na parte aérea.

Mohan et al (2016) afirmam que a deplecao nos teores de citocininas, conforme
observado em folhas e raizes de E. crassipes (Figura 16), sdo capazes de provocar a
ativacdo coordenada dos mecanismos de tolerancia ao arsenato levando ao acimulo de
tidis, como fitochelatinas e GSH, que sdo essenciais para o seqliestro de arsénio. Cheng
et al (2015) revela ainda que os resultados da andlise do translatoma apos o aumento
dos niveis endogenos de GSH foi capaz de ativar genes da biossintese e de sinalizacio
do 4cido jasmonico. No entanto, de acordo com Zagorchev et al (2013), os fatores mais
importantes que afetam a taxa de sintese de GSH sdo a disponibilidade de enxofre e a
atividade de GSHI1 (y-glutamylcisteinasintetase). Folhas e raizes de E. crassipes
parecem ter de fato correlagdo com esta limitada disponibilidade de enxofre, mantendo-
se com niveis de GSH inferiores aos demais tratamentos (Figura 11). Em raizes, os altos
niveis de GSH em NS+As parecem estar mais correlacionados com o teor de arsénio
acumulado, que possivelmente possa ter induzido este maiores teores.

GSH ¢ sintetizado em duas etapas, sendo que na primeira, y-glutamil-cisteina ¢
formada numa reacdo dependente de ATP, catalisada pela GSHI1, que ¢ um passo
limitante na via (Noctor et al 2012; Zagorchev et al 2013). A presenca de arsentato
eleveu os teores de y-glutamilcisteina em folhas e raizes, especialmente em folhas
(Figura 9) em funcdo da maior oferta de enxofre apos 24h de stress. Apds 72h esses
teores foram ainda maiores, no entanto, conforme mencionado, os teores de GSH foram
reduzidos em relacao as 24h iniciais.

Em plantas e animais, a regulacdo pos-traducional de yGC ¢ realizada pela
inibicdo do seu produto final, ou seja, um feedback com GSH (Jaz et al 2004). Apos
72h, o acumulo maior de arsénio nas raizes estd ligado diretamente ao aumento no
conteudo de GSH, que pode ter ampliado a capacidade de imobilizagdo do metal em
raizes, o que potencialmente envolve fitoquelatinas (Figura S1.1). Um outro dado
relevante ¢ de que ap6s o aumento nos teores de GSH, conforme relatos para a amioria
das plantas, arsénio possa ter ficado complexado com GSH e/ou fitoquelatinas e
armazenado em vacuolos. (Zhao et al 2009; Song et al 2010; Moore et a/ 2011). Uma
outra possibilidade para ajudar na comprensdo de como E. crassipes possa ter reduzido

a translocagdo para a parte aérea, além dos danos ireversiveis aos tecidos foliares, como
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necroses, estaria na atuagdo de mecanismos de exclusao do metal. Uma arsentato
redutase, HAC1 (Chao et al 2014) ou ATQ1 (Sanchez-Bermejo et a/ 2014) demonstrou
desempenhar um papel crucial no metabolismo de arsénio em Arabidopsis thaliana
através do efluxo As(III) das raizes, minimizando assim translocagdo para a parte

Paralelamente, os teores de y-GC apo6s 72h em folhas manteve-se alto, entretanto
o nivel de GSH foi diminuido, o que pode ser mais um indicio de que a biossintese de
fitoquelatinas ¢ crucial para essa acumulagdo do metal. A reducgdo nos niveis de yGC em
raizes NS+As e HS+As apos 72h pode ser um resultado desse controle pds-traducional,
limitando a capacidade de reteng¢do do metal (Figura S4.1).

Virios relatos confirmam o papel de fitoquelatinas na tolerdncia a metais
pesados, incluindo especialmente arsénio e cadmio e eles tem recebido muita atencao
nos programas de fitorremediacdo (Pal & Rai 2010). Wu et al (2008) caracterizou em E.
crassipes estressadas por cadmio um complexo de fitoquelatina (PC3). Os complexos
de fitochelatinas com ions sdo seqiiestrados no vactolo, melhorando assim os efeitos
toxicos dos metais. Em 2014, foi anotado no GenBank o isolamento de uma
fitoquelatina sintetase em FE. crassipes responsiva a metais pesados (Sadhukhan &
Sahoo 2014), dando ainda mais indicios de que este seja um mecanismo atuante e
responsavel em partes pela eficiéncia de E. crassipes na remocao de diferentes metais.

De acordo com Stroinski et al (2010) ABA pode elevar a ativade de fitoquelatina
sintase, mas ndo requer necessariamente a presenca de ions metéalicos. No entanto, o
acumulo de fitoquelatinas pode também ndo ser benéfico, levando a uma deplecdo de
GSH resultando em mais condigdes oxidativas. Jasmonatos sdo conhecidos por
estimular a atividade de GSH1 em plantas e os genes relacionados ao acido jasmonico
estdo correlacionados com o contetido de glutationa (Han ef al 2013).

Os niveis de GR foram aumentados na presenca de arsenato em folhas e raizes
de E. crassipes sendo maiores, quanto maior a oferta de enxofre. Glutationa redutase
(GR) opera principalmente nos cloroplastos através de isoformas citossolicas alem de
isoformas mitocondriais conhecidas em plantas superiores. No entanto, um aumento da
atividade de GR sozinho ndo ¢ suficiente para conferir tolerancia ao estresse. Com o0s
niveis de peroxido de hidrogénio aumentando com o passar do tempo, ¢ necessario uma
acdo coordenada e finamente regulada de todas as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
em todos os compartimentos celulares para sustentar a tolerancia ao estresse da planta.

Adicionando ainda mais a discussdo, os niveis de acido salicilico também foram

elevados na presenca do metal em E crassipes, especialmente nos meios com maior
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disponibilidade de enxofre, onde os maiores teores de GSH foram observados em
raizes, NS+As e HS+As respectivamente. De acordo com Singh et a/ (2015) o acido
salicilico, um composto fenodlico, seria também importante molécula sinalizadora e
envolvido na resposta ao estresse. Eles descobriram que a aplicagdo exogena de acido
salicilico em Oryza sativa é capaz de melhorar a tolerancia ao arsenato, reduzindo a
translocagdo do metal de raizes para parte aérea. Além disso, eles afirmam que SA
modula a atividade de enzimas antioxidantes (glutationa transferase, glutationa
peroxidase, ascorbato peroxidase) e compostos antioxidantes (glutationa e ascorbato)
conforme observado também por Nazar et al (2014). No entanto, Saidi et a/ (2017) ao
avaliarem o alivio da toxidade de arsénio em folhas de girassol apos a aplicacdo
exdgena de acido salicilico, apesar de observarem melhoras em parametros como
crescimento e lesdes por danos oxidativos, observatram uma reducgao nos teores de GSH
e ascorbato.

Em Artemisia annua L. a aplicagdo exdgena de acido salicilico, acompanhada do
aumento dos niveis endogenos foram capazes de induzir uma maior acumulacdo de
metabolitos secundarios, reduzir a acdo de ROS e melhorar a atividade de enzimas
antioxidantes (Kumari et al 2017). Desta forma, pode-se inferir que ao se observar os
resultados a cerca da peroxidacdo lipidica (MDA) apds esse pico de acido salicilico, a
maior peroxidacdo em LS+As pode estar também relacionada aos baixos niveis de acido
salicilico, quando comparado aos demais tratamentos.

Paralelamente as questdes envolvendo GSH, Zagorchev et al (2013) comentam
que cisteinas sdo as principais doadoras de enxofre para a biossintese de metionina
(Met) e que ao contrario de Cys, a acumulagdo de Met livre em células de plantas sob
estresse ndo parece estar ligada a defesa antioxidante. Metionina € precursora da sintese
de vérias poliaminas, como esperminas, produzidas em E. crassipes em resposta ao
arsenato (Nascimento et al/ 2017). Contudo, a biossintese de poliaminas pode ser
realizada em uma rota independente do SAM em condi¢des de baixa disponibilidade de
enxofre. S-adenosilmetionina (SAM) também participa da biossintese de etileno.

Em folhas e raizes de E. crassipes expostas ao arsenato, um intermedidrio entre
SAM e etileno teve seus teores elevados nos tratamentos contendo menor
disponibilidade de enxofre (LS+As e NS+As). Trata-se de 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC). Plantas de arroz estressadas com cromio (Steffens 2014; Trinh et a/
2014) e Arabidopsis thaliana estressadas por cadmio (Schellingen et al 2014)

mostraram aumento na expressao de genes relacionados a biossintese de ACC e etileno.
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O etileno por ser uma molécula gasosa, pode difundir-se livremente de uma célula para
outra vizinha, evocando principalmente respostas locais, sendo facilitado pela presenca
de aerénquima ou grandes vazios intercelulares em Eichhornia crassipes, auxiliando no
transporte rapido. Mas de acordo com Van-de-Poel & Straeten (2014), as respostas de
etileno de longa distancia também podem ser alcangadas pelo transporte de ACC.

Ademais, de acordo com Bucker-Net ez al (2017), recentes estudos apontam que
sob condicgdes de estresse de metais pesados, as plantas mostram um rapido aumento na
producao de etileno e reduzem o crescimento ¢ desenvolvimento da planta, indicando
um forte envolvimento deste fitohormonio na resposta da planta a toxicidade de metais
pesados (Maksymiec 2007; Schellingen et al 2014). Isto poderia ajudar a explicar a
maior reducdo na taxa de crescimento observado em folhas e raizes crescendo nos
meios LS+As e NS+As.

Igbal et al (2014) relatam que sob condi¢des ambientais ideais, enxofre e etileno
regulam os processos fisiologicos interdependentes, enquanto que em condigdes de
ambientes estressantes, aumentam-se a capacidade de assimilacdo de S e sintese de
GSH. Nestas condigdes, a sinalizacdo de etileno também regula a sintese de GSH para
uma melhor adaptacdo das plantas. Assim, existe uma interacdo entre S e etileno para
controlar o desenvolvimento da planta em ambientes 6timos e estressantes. Van-de-Poel
& Stracten (2014) ressaltam que ACC foi identificado como uma molécula de
sinalizagdo potencial, independente do etileno, abrindo novas vias a serem descobertas,

incluindo agora a resposta ao estresse por arsenato em Eichhornia crassipes.

5. Consideracoes finais

-A privacdo de enxofre permitiu a ativagdo da via de absor¢do de enxofre em E.
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crassipes. Apos o reabastecimento, folhas e raizes responderam de maneira diferenciada
ao estresse por arsenato, também em fungdo da oferta de enxofre.;

-Além disso, se mostrou uma estratégia extremamente eficaz quando se trata de
novas possibilidades em programas de fitorremediacdo de arsénio usando a espécie,
demonstrando inclusive que a maior oferta de enxofre no reabastecimento,
potencializou a capacidade de acumulacdo do metal, permitindo um actimulo mais
elevado de cisteinas e y-glutamilcisteina, impactando a biossintese de glutationa;

-A maior disponibilidade de enxofre permitiu ainda uma maior taxa de
crescimento e menor perda de biomassa radicular;

- Citocininas, acido abscisico, auxinas, ACC, acido salicilico e acido jasmonico
atuam na percepcdo e resposta ao estresse por arsenato e respondem ainda a oferta
diferenciada de enxofre;

- A acumulacdo de tios estd diretamente ligada a defesa, tolerancia e acumulagao
de arsénio em E. crassipes, tendo intima relagdo com o controle hormonal;

- Devido a escassez de informacdes sobre esses mecanismos regulatorios em
macrofitas aquaticas, novas abordagens moleculares podem auxiliar na compreensao e
na reversaio do conhecimento acumulado em novas intervengdes visando a

fitorremediacdo e /ou na tolerancia ao estresse por arsénio.
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7. Material Suplementar

Tabela Suplementar TS1

Tabela S1. Lista das transi¢des utilizadas na analise por MRM para o monitoramento e
quantificagdo de hormodnios e tidis. Sa3o mostrados a massa do ion molecular, o
fragmento analisado no MS2 no espectrémetro QqQ.

Metabolites
(thiols and phytohormones) MS1 MS2
Cysteine (Cys) 122 58
Glutathione reduced (GSH) 308 76
Glutathione Oxidized (GSSH) 613 355
Auxin (AUX) 176 130
Zeatin-trans (tZ) 220 202
l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) 102 56
Jasmonic acid ( JA) 209 59
Salicylic Acid (AS) 137 93
Abcisic acid (ABA) 263 153
NAA 185 141
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Suplemento 1 - Teores de Enxofre, Arsénio e Teores de Malondialdeido (MDA) em

folhas E. crassipes ap6s 72h do reabastecimento.
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Figura S1.1- Teores de Enxofre e Arsénio em folhas (A) e raizes(B) de E. crassipes
ap6s 72h do reabastecimento. (A e C) Teores de enxofre e arsénio em folhas; (B e D)
Teores de enxofre e arsénio em raizes. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) normal enxofte;
(HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias
seguidas por letras mintsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas
iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de
pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento nao

diferem significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Figura S1.2- Teores de Malondialdeido (MDA) em folhas (A) e raizes (B) de E.
crassipes ap6s 72h do reabastecimento. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel;
(HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias
seguidas por letras mintisculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas
iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de
pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maitisculas dentro de um mesmo tratamento nao
diferem significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Suplemento 2- Taxa de Assimila¢do Liquida de Carbono (A), teor de clorofilas,
temperatura e transpiragdo foliar.
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Figura S2.1- Taxa de Assimilacdo Liquida de Carbono (4) em folhas de E. crassipes
apds 72h do reabastecimento. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) normal enxoftre; (HS) alto
enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por
letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey
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Figura S2.2- Teor de clorofilas e carotendides em folhas de E. crassipes apds 72h do
reabastecimento. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre —
contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras
mindsculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos

Clorofilas
(nmol g; MF)
Carotendides
(nmol g; MF)
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diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Figura S2.3-Transpiragdo foliar em E. crassipes ap6s 72h do reabastecimento. Legenda:
(LS) baixo enxofre; (NS) normal enxofre; (HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro)
ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras mintsculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio e mintisculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio
ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% pelo teste
de Tukey.
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Figura S2.4 — Temperatura foliar apds 24h (A) e 72h(B) de exposi¢do ao arsenato em
E. crassipes. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo
As(V): OuM (Cinza claro) ou As (V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras mintisculas
iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minUsculas iguais nos diferentes
tratamentos contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey.
**Médias seguidas por letras mailsculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Suplemento 3 — Teor de cisteinas em folhas e raizes
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Figura S3.1- Teor de cisteinas em folhas (A) e raizes (B) ap6s 72 do reabastecimento.
Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM
(Cinza claro) ou As(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras minusculas iguais nos
diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos
contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias
seguidas por letras maitisculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre
si a 5% pelo teste de Tukey.
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Suplemento 4 - Teor de Gama-glutamil-cisteina (y-GC) em folhas(A) e raizes(B) apds
72h.
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Figura S4.1- Teor de Gama-glutamil-cisteina (y-GC) em folhas(A) e raizes(B) apos 72
h do reabastecimento. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre —
contendo As (V): OuM (Cinza claro) ou As (V): 8uM (Cinza escuro). *M¢édias seguidas por letras
minusculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Suplemento 5 - Teor de Glutationa Total (GSH+GSSH) em folhas (A) e raizes (B) apos
72h.
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Figura S5.1- Teor de Glutationa Total (GSH+GSSH) em folhas (A) e raizes (B) apds
72h do reabastecimento. Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto
enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As (V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por
letras minusculas iguais nos diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minudsculas iguais nos
diferentes tratamentos contendo arsénio nao diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de
Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem
significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Suplemento 6 — Teor de fitormonios tzeatin, dcido jasmoénico e dcido salicilico apds
72h.
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Figura S6.1- Teor de tZeatin em raizes apos 72 do reabastecimento. Legenda: (LS) baixo
enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza claro) ou As
(V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras mintsculas iguais nos diferentes tratamentos
na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio ndo diferem
significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras maiusculas
dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Figura S6.2- Teor de acido jasmonico em raizes apds 72 do reabastecimento. Legenda:
(LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza
claro) ou As (V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras mintisculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio e mintisculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio
ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% pelo teste
de Tukey.
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Figura S6.3- Teor de Acido Salicilico em raizes apos 72 do reabastecimento. Legenda:
(LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM (Cinza
claro) ou As (V): 8uM (Cinza escuro). ¥*Médias seguidas por letras mintisculas iguais nos diferentes
tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos contendo arsénio
ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias seguidas por letras
maiusculas dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si a 5% pelo teste
de Tukey.
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Suplemento 7 — Teor de fosforo
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Figura S7.1 — Teor de fosforo em folhas 72h de exposicdo ao arsenato em E. crassipes.
Legenda: (LS) baixo enxofre; (NS) enxofre disponivel; (HS) alto enxofre — contendo As(V): OuM
(Cinza claro) ou As (V): 8uM (Cinza escuro). *Médias seguidas por letras mintisculas iguais nos
diferentes tratamentos na auséncia de Arsénio e minusculas iguais nos diferentes tratamentos
contendo arsénio ndo diferem significativamente entre si a 5% de pelo teste de Tukey. **Médias
seguidas por letras maitisculas dentro de um mesmo tratamento nao diferem significativamente entre

si a 5% pelo teste de Tukey.
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