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RESUMO

NASCIMENTO, Kelly Juliane Telles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2007. Fotossintese, trocas gasosas e respostas antioxidativas em Canavalia
ensiformis e Stizolobium aterrimum submetidas a niveis toxicos de arsénio.
Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Co-Orientadores: José Cambraia e Marco
Antonio Oliva Cano.

As espécies Canavalia ensiformis e Stizolobium aterrimum, cultivadas em solugao
nutritiva, pH 5,5, foram tratadas com arsénio (As) nas concentragdes de 0,0; 1,5; 2,5 ¢ 3,5
mg L™, durante cinco dias. Apos este periodo, determinou-se o teor de As e seus efeitos
sobre a producdo de massa seca. Além disso, determinou-se o efeito do As sobre
processos fisiologicos e parametros antioxidativos nas espécies submetidas as doses 0 e
1,5 mg L'de As. A concentragio de As nas raizes e parte aérea das plantas aumentou
com o0 aumento da concentra¢do de As na solucdo nutritiva, sempre em maior intensidade
em C. ensiformis. Observou-se murcha foliar apenas em C. ensiformis nas doses 2,5 e
3,5 mg L' de As, mas o mesmo ndo foi observado em S. aterrimum. Nas raizes, ambas as
espécies apresentaram sintomas de toxidez. S. aterrimum apresentou escurecimento e
aumento do didmetro das raizes laterais. C. ensiformis apresentou amarelecimento das
raizes somente quando submetida a dose 1,5 mg L', com evolugdo dos sintomas de
toxidez e desintegracdo das raizes com o aumento na concentracao de As. A reducdo de
pélos radiculares ocorreu nas duas espécies, sendo mais intensa em C. ensiformis. As
espécies apresentaram redugdes da massa seca nas duas partes das plantas, especialmente
na parte aérea. O tratamento com As resultou em aumento nos teores de clorofilas a,
clorofila b, clorofila total e carotenodides para C. ensiformis, enquanto S. aterrimum nao
apresentou alteracdo nas variaveis. Nas duas espécies o As reduziu a taxa de assimilagao
de CO,, a transpiracdo (E), a condutancia estomatica (gs), a relacdo concentracdo de CO,
interna e externa (Ci/Ca) e a concentracdao interna de CO, (Ci), especialmente em C.
ensiformis. A fluorescéncia inicial (Fy) e a relagdo fluorescéncia variavel e fluorescéncia

maxima (F,/Fp,), ndo sofreram alteragdes nas duas espécies. A exposi¢do das plantas ao
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As resultou em aumento na atividade das dismutases do superoxido (SODs), tanto nas
raizes quanto nas folhas nas duas espécies. A atividade das peroxidades (POXs) reduziu
em S. aterrimum, mas aumentou em C. ensiformis com o tratamento com As. A atividade
das redutases da glutationa (GRs) aumentou nas raizes das duas espécies, especialmente
em S. aterrimum. Nas folhas, entretanto, a atividade das GRs aumentou em C. ensiformis,
mas decresceu em S. aterrimum. A peroxidag¢do de lipidios nas raizes e nas folhas
sofreram acréscimos, quando submetidas ao tratamento com As, especialmente em S.
aterrimum. Sob as condigdes experimentais da presente pesquisa, S. aterrimum foi

considerada mais tolerante aos efeitos toxicos do As do que C. ensiformis.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Kelly Juliane Telles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, december
of 2007. Photosynthesis, gas exchange and antioxidative response in Canavalia
ensiformis and Stizolobium aterrimum exposed to toxic levels of arsenic. Adviser:
Juraci Alves de Oliveira. Co-advisers: Jos¢ Cambraia and Marco Antonio Oliva Cano.

Canavalia ensiformis and Stizolobium aterrimum species grown in nutrient
solution, pH 5.5, were treated with arsenic (As) at 0.0; 1.5; 2.5 and 3.5 mg L’
concentrations during five days. After plant treatment As content and dry mass yield were
determined. Arsenic effect on physiological and antioxidative parameters were also
studied in the two species exposed to 0 and 1.5 mg L' As concentrations. Arsenic
contents in plant roots and shoots increased with the increase in As in the nutrient
solution, always at higher rates in C. ensiformis. Wilting of leaves was observed in C.
ensiformis at 2.5 and 3.5 mg L™ As concentrations, but not in S. aterrimum. Both species
showed As toxicity symptoms in the roots. S. aterrimum showed darkening and diameter
increase of lateral roots. C. ensiformis showed root yellowing only when exposed to 1.5
mg L™ As concentration, followed by an increase in toxicity symptoms intensity and root
system disintegration as As concentration was increased. Reduction of root hair number
occurred in both species, with higher intensity in C. ensiformis. The species showed dry
mass reduction in both plant parts, especially in the shoots. Chlorophyll a, b and total and
carotenoids contents increased in C. ensiformis, but did not change in S. aterrimum with
As treatment. Arsenic reduced CO, assimilation rate, transpiration rate (E), stomatal
conductance (gs), internal to external CO, concentration ratio (Ci/Ca) and internal CO;
concentration (Ci) in both species, especially in C. ensiformis. Initial fluorescence (F)
and variable fluorescence to maximum fluorescence ratio (Fv/Fm) did not change in both
species exposed to As. Plants exposure to As resulted in superoxide dismutases (SODs)
activity increase in roots and leaves in both species. Peroxidases (POXs) activity
decreased in both plant parts of S. aterrimum, but increased in C. ensiformis with As
treatment. Glutathione reductases (GRs) activity increased in the roots of both species,

especially in S. aterrimum. In the leaves, however, GRs activity increased only in C.
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ensiformis, while in S. aterrimum enzyme activity reduced. Lipid peroxidation in roots
and leaves increased in both species after As treatment, especially in S. aterrimum. Under
the experimental condition used in this research S. aterrimum was considered more

tolerant to the toxic effects of As than C. ensiformis.
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1. INTRODUCAO

A atividade de mineragdo promove a remog¢ao da camada superficial do solo e da
vegetacao, contribuindo para a ocorréncia de processos erosivos, provocando 0 e€xcesso
de elementos quimicos em solos agricolas, nos aqiiiferos superficiais e/ou subterraneos
(Silva et al, 2004). Em decorréncia dessa pratica, as concentragdes de metais pesados e de
arsénio (As) tém aumento em varias regides do mundo, incluindo o Brasil.

Dentre os poluentes quimicos presentes em areas de mineragdo destaca-se o As,
um metaldide extremamente toxico que pode ocorrer em vdrios estados de oxidagdo (+3,
0, -3 e +5), embora, sob condi¢des aerobicas, a forma mais encontrada e fitodisponivel
seja a pentavalente (Matschullat, 2000; Raquel e Tena, 2005). Vale ressaltar que este
elemento apresenta naturalmente ampla distribuicao, desde ambientes marinhos até
ambientes terrestres, em uma variedade de formas quimicas orgéanicas e inorganicas
(Barra et al, 1999).

O As ¢ associado, principalmente, a minérios sulfetados, como o minério de ouro,
0s quais sdo instaveis quando expostos ao ar atmosférico (Matschullat, 2000). No
processo de extracdo do ouro, o minério arsenopirita (FeSAs) ¢ oxidado, facilmente
dissolvido e mobilizado nas aguas de drenagem (Silva et al, 2004), proporcionando a
liberagdo do As nos ecossistemas. Além do ouro, a liberagdo do As pode estar associada
também a extragdo do cobre, do niquel, do chumbo, do cobalto, dentre outros (Mandal e
Suzuki, 2002).

Concomitante a atividade de mineragao, os elevados niveis de As sdo decorrentes
de outras fontes, tais como pesticidas (herbicidas e fungicidas) e fertilizantes utilizados na
agricultura, da combustdo de carvdo, de preservativos de madeira, de dessecantes
(Mandal e Suzuki, 2002), da atividade industrial (Mirlean et al, 2003; Liao et al, 2005), ¢
acréscimos naturais pelo intemperismo de rochas (Sha e Ali, 2007).

O As inorganico, ingerido a partir de 4guas contaminadas, esta relacionado com o
aumento de cancer e diversas outras patologias em humanos, o que resultou na alteragao

do limite de As em 4guas potaveis, que passou de 50 para 10 ug L (Smith et al, 2002).



A degradagao decorrente da liberagdo em excesso de metais no ambiente tem
ocorrido de forma sistematica e crescente, o que torna importante a busca de alternativas
para reduzir essas acdes danosas, assim como para a recuperacdo daqueles locais ja
degradados.

No Brasil, a legislagdo ambiental exige que tais areas degradadas sejam
recuperadas, e uma das alternativas para a recuperacdo desses ambientes consiste na
implantacio do processo de revegetagdo, no qual as plantas atuariam como
fitorremediadoras dos poluentes presentes no solo. Dessa forma, a obtencao de espécies
vegetais que melhor se adaptem a essas condigdes ambientais torna-se etapa
indispensavel ao processo de revegetagao.

A utilizagdo das espécies herbaceas na revegetacdo proporciona melhorias na
qualidade do solo, aumentando o teor de matéria organica, a prote¢do contra 0s processos
erosivos e a reducdo na biodisponibilidade de elementos toxicos. Portanto, o plantio
prévio de espécies herbaceas ¢ fator determinante no sucesso da etapa posterior da
revegetacdo, que ¢ o estabelecimento de espécies arboreas e arbustivas, pois os solos
contaminados sdo pobres em nutrientes ¢ matéria organica, além de apresentarem elevada
toxidez (Li e Daniels, 2004).

O processo de absor¢do e os efeitos toxicos do As nos vegetais sdo influenciados
por muitos fatores, dentre eles o balango da concentracdo de fosfato e As, a forma
quimica do elemento (Abedin e Meharg, 2002; Raquel e Tena, 2005; Milivojevic et al,
2006) e o pH do meio (Tu e Ma, 2003).

Um importante mecanismo de defesa ao As € a supressao do transportador de alta
afinidade fosfato/As, o que reduz a absor¢do de arsenato pelo sistema radicular (Bleeker
et al, 2003; Meharg e Macnair, 1990). O arsenato absorvido, por ser analogo ao fosfato,
interfere na absor¢ao desse elemento e nas reagdes de fosforilagdo, pois se liga ao ADP
formando o ADP-As, provocando alteracdes no fluxo energético celular (Hugles, 2002),
podendo inibir a H'-ATPase mitocondrial e assim prejudicando a biossintese de ATP
(Joshi e Hugles, 1981; Mylona et al, 1998; Meharg e Harttley-Whitaker, 2002). Além
disso, pode promover a formagao de intermediarios reativos de oxigénio (ROIs) (Mylona
et al, 1998; Meharg ¢ Harttley-Whitaker, 2002). Os ROIs também podem ser formados
durante a redugdo do arsenato (Mascher et al, 2002) a partir de excitagdo de oxigénio
molecular para formar oxigénio singleto (O,'), ou pela transferéncia de um, dois ou trés
elétrons formando, respectivamente, radical superdxido (O,"), peroxido de hidrogénio

(H20,), ou ainda o radical hidroxil (HO®) (Mittler, 2002), que causam estresse oxidativo.



O arsenato pode ser reduzido a arsenito pela acdo da enzima redutase do arsenato
(RA), recentemente identificada em diversas espécies vegetais (Duan et al, 2005; Ellis et
al, 2006) ou por via ndo-enzimatica, pela glutationa reduzida. Estes processos de reducao
do As ocorrem nas raizes e/ou na parte aérea, sendo que o grau de intensidade dependera
da espécie estudada (Duan et al, 2005).

O arsenito, considerado a forma mais toxica, liga-se a grupos sulfidrilicos de
enzimas e proteinas, resultando em disfun¢do celular (Hugles, 2002; Raquel e Tena,
2005). Mas ¢ também essa ligacdo que o torna facilmente complexado por compostos
tiolados, podendo ser depositado em vacuolos (Pilon-Smits, 2005), evitando assim seus
efeitos toxicos.

Diversos trabalhos relatados indicam que a inducdo de estresse oxidativo pelo As
pode ser um dos principais efeitos da toxicidade do arsénio em plantas (Sunkar et al,
2003; Raquel e Tena, 2005; Bhattacharya e Bhattacharya, 2007). Dentre os varios
aspectos do estresse oxidativo, a peroxidacdo de lipidios tem sido considerada um dos
principais mecanismos de injuria celular (Bhattacharya e Bhattacharya, 2007), o qual se
inicia na peroxidacdo de acidos graxos insaturados das membranas celulares (Montillet et
al, 2005; Singh et al, 2007), acarretando alteragdo de permeabilidade e flexibilidade e,
ainda, a ruptura das estruturas celulares, conforme observado no sistema de membranas
do cloroplasto (Li et al, 2006) e nas demais membranas celulares (Meharg, 1993).

O As causa danos as membranas dos tilacdides e outros efeitos toxicos podem
ocorrer como a diminui¢do do contetido de carotendides e de clorofilas, a diminui¢do na
fixagdo de CO, (Pdivoke e Simola, 2001; Stoeva e Bineva, 2003; Stoeva et al, 2003); a
inibi¢ao e/ou redugdo na atividade das enzimas desidratase do acido d-aminolevulinico
(Sanz-Muioz et al, 1982; Jain e Grade, 2004), rubisco (RuBPC) e carboxilase do
fosfoenol piruvato (PEPCAse) (Parys et al, 1998; Hugles, 2002); a redugdo da atividade
fotoquimica, alterando os parametros de fluorescéncia minima (Fjp), maxima (Fm) e
variavel (Fv) (Bjorkman ¢ Demming, 1987; Stoeva et al., 2003), dentre outros fatores
considerados indicadores de eficiéncia fotossintética.

Os efeitos indiretos causados pelo As, como a inducdo da produgdo de ROIs,
resultam em alteragdes de diversos mecanismos bioquimicos, como o aumento na
atividade de varias enzimas antioxidativas, destacando-se as dismutases do superoxido
(SODs), as catalases (CATs), as peroxidases do ascorbato (APXs), as peroxidases totais

(POXs) e as redutases da glutationa (GRs).



As SODs removem os radicais superdxido (O;"), tendo como produto de reagdo a
formagdo do H,O, (Gratéo et al, 2005), reacdo considerada a primeira na linha de defesa
contra o estresse oxidativo. A remo¢do do H,0O,, formado espontaneamente ou pela
dismutagdo do radical superdxido pelas SODs, depende da atividade das enzimas APX,
POX e CAT, consideradas fundamentais na manutencao da homeostase celular. A acao
dessas enzimas evita a produgdo de radical hidroxil (HO®), gerado pelas reagdes de
“Haber-Weiss” e “Fenton” (Asada, 1992).

Além da acdo das enzimas antioxidativas, a sintese de tiois tem envolvimento
direto no metabolismo de desintoxicagdo por As (Caia et al, 2003). Dentre os tiois, a
glutationa e as fitoquelatinas sdo os principais componentes relacionados com o aumento
da tolerancia das plantas ao As (Li et al, 2004). A glutationa (y-glutamil-cisteinil-glicina)
na forma reduzida corresponde a cerca de 95% da glutationa total (Anderson, 1985) e
atua na remocdao de ROIs, através do ciclo ascorbato-glutationa, ¢ na sintese de
fitoquelatinas, as quais sdo atuantes no processo de complexacao e compartimentacdo de
metais (Mishra et al, 2006). A relacao glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) ¢
alterada em condi¢des de intoxicacdo por As, uma vez que a sintese de fitoquelatinas
requer a utilizacdo da glutationa na forma reduzida. A manutengdo da propor¢do
GSH/GSSG se da pela agdo da redutase da glutationa (GR), que utiliza NAD(P)H como
doador de elétrons e regenera duas moléculas de GSH, com a redugdo da GSSG (Carlberg
e Mannervik, 1985).

Verifica-se, assim, que em face da complexidade dos efeitos toxicos e das
respostas das plantas ao As, a realizacdo de estudos que envolvam os mecanismos
antioxidativos e os fotossintéticos sao ferramentas fundamentais para o conhecimento da
resposta das plantas submetidas a contaminagdo com As.

As plantas Stizolobium aterrimum e Canavalia ensiformis tém sido utilizadas com
sucesso em fitoremediagdo de ambientes contaminados (Procopio et al, 2005; Pires et al,
2006; Santos et al, 2007), mas sdo escassas as informagdes sobre 0s mecanismos
enzimaticos antioxidativos e fisiologicos dessas plantas, afetadas pelo As.

Este trabalho teve, portanto, como objetivo, avaliar alguns aspectos da
fotossintese, trocas gasosas e respostas antioxidativas das espécies Stilozobium aterrimum

(L.) e Canavalia ensiformis (DC.) submetidas a niveis toxicos de As.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e cultivo das plantas

Sementes de Stizolobium aterrimum (mucuna-preta) e Canavalia ensiformis
(feijao-de-porco) fornecidas pela empresa Pirai Sementes, Piracicaba/SP, foram
selecionadas quanto ao tamanho e forma, esterilizadas por 15 minutos em solugdo de
hipoclorito de sodio 2,5%, seguido de lavagem em 4gua corrente e desmineralizada. As
sementes foram germinadas em cartuchos de papel “germiteste”, parcialmente imersos
em recipientes contendo agua desmineralizada (1,6 L), na auséncia de luz, a temperatura
de 25 + 2°C. No caso de S. aterrimum foi feita primeiramente a quebra de dorméncia das
sementes por tratamento com 4cido sulfurico por 15 minutos, seguido de lavagem em
agua corrente e desmineralizada.

Apés a germinagdo, quando as radiculas atingiram comprimento de
aproximadamente 3 cm, 40 plantulas de cada espécie foram transferidas para recipientes
de polietileno contendo 20 L de solucdo nutritiva de Clark (1975), pH 5,5, em sala de
crescimento com temperatura e intensidade luminosa controladas (25 + 2°C, 230 pE s™
m?), sob fotoperiodo de 16 horas. Selecionou-se a solugio de Clark (1975) para
utilizacdao nos experimentos, por apresentar menor concentracao de fosforo em relagao a

outras solu¢des nutritivas.

2.2. Acumulo de arsénio (As) e efeitos sobre o crescimento das espécies

Quando as plantulas de S. aterrimum e C. ensiformis apresentaram o primeiro par
de folhas cotiledonares expandido, foram transferidas para vasos opacos de polietileno
(trés plantulas/vaso) contendo 1,7 L de solugdo nutritiva de Clark (1975), pH 5,5,
ajustado diariamente, e submetidas ao tratamento com As na forma de Na,HAsO4.7H;0,
nas concentragdes de 0,0; 1,5; 2,5 e 3,5 mg L Apbs 5 dias de tratamento, procedeu-se a
avaliacdao dos sintomas visuais de toxidez e a coleta do material vegetal para as devidas
analises. As plantulas, apos lavagem das raizes com HCI 0,1 N por 3 minutos, foram

lavadas subseqiientemente em agua corrente e desmineralizada, separadas em raizes e



parte aérea e secadas em estufa a 80°C até peso constante. Apos a determinagdo dos
pesos de matéria seca, o material vegetal foi moido em almofariz elétrico utilizando
peneira de 20 mesh. Amostras de matéria seca (aproximadamente 100 mg) foram
mineralizadas em 3 mL de solucdo nitrico-perclorica (3:1), sob temperatura controlada
(méaximo de 120°C, para evitar a evaporacao do As) (Marin, 1993), seguido de filtragao e
dilui¢do com 4gua desmineralizada para volume final de 25 mL. A determinagdo da
concentragdo de As nas amostras foi realizada em espectrofotometro de emissdo em

plasma indutivamente acoplado.

2.3. Efeito do arsénio sobre processos fotossintéticos e parametros oxidativos das

plantas

As plantulas de S. aterrimum e C. ensiformis obtidas conforme o item 2.1 foram
selecionadas quanto a uniformidade de tamanho, e transferidas para vasos opacos (quatro
plantulas/vaso) contendo 1,7 L de solugdo nutritiva de Clark, pH 5,5, com As na forma de
Na;HAsO4.7H,0 nas concentracdes de 0,0 e 1,5 mg L'], onde permaneceram por 5 dias,
com ajuste diario do pH. Transcorrido este periodo, foram avaliados os teores de
pigmentos fotossintéticos, as trocas gasosas, os parametros de fluorescéncia, as atividades

das enzimas antioxidativas e a peroxidacao de lipidios.

2.3.1. Determinacao dos teores de pigmentos fotossintéticos

Amostras de 100 mg de folhas foram trituradas em nitrogénio liquido ap6s adi¢ao
de uma pitada de CaCOj e, em seguida, homogeneizadas em 3 mL de acetona 80% (v/v)
por 1 min. A suspensdo resultante foi filtrada através de papel de filtro Whatman # 1,
sendo o residuo lavado por trés vezes com acetona 80% e o volume final ajustado para 25
mL com o mesmo solvente. As absorvancias dos extratos foram lidas em
espectrofotometro, nos comprimentos de onda de 470; 646,8 ¢ 663,2 nm, ¢ os teores de
pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b ¢ carotendides) estimados conforme sugerido

por Lichtenthaler (1987).



2.3.2. Determinacao da area foliar

Os primeiros pares de folhas completamente expandidos de plantas de S.
aterrimum e C. ensiformis foram coletados apds o periodo de experimentagdo, ¢ suas
areas foliares determinadas com a utilizagdo de um medidor de area foliar, marca Meter

Licor, modelo L1 — 300.

2.3.3. Avaliacao das trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila

A condutancia estomatica (gs), a taxa de transpiragdo (E), a concentragdo interna
de CO, (Cj), a taxa de assimilagdo liquida de carbono (A) e a relagdo Ci/Ca (concentragdo
interna ¢ externa de CO,) foram determinadas em folhas inteiras das plantas, usando
analisador de gas no infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). Para
a estimativa destes parametros cada repeticdo foi constituida da folha mais jovem
completamente expandida, utilizando uma radiagdo fotossinteticamente ativa de 700 e
1000 pmol (fotons) m> s para S. aterrimum e C. ensiformis, respectivamente, na
temperatura e concentracdo de CO, ambiente.

A cinética de indu¢do de fluorescéncia da clorofila a foi acompanhada nas
mesmas folhas, paralelamente as medigdes de trocas gasosas, utilizando-se um
fluorometro modulado portatil MINI-PAM (Heinz WALZ, Effeltrich, Alemanha). Apos o
periodo de adaptagdao ao escuro por 30 min, os tecidos foliares foram inicialmente
expostos a um pulso fraco de luz vermelho-distante [0,15 pmol (fotons) m™ s'] para,
entdo, determinar-se a fluorescéncia inicial (Fy). Seguiu-se a aplicacdo de um pulso de luz
saturante, superior a 3000 pmol (fotons) m™ s durante 0,8 s para a medicio da
fluorescéncia maxima emitida (Fm). Com estes dados, foi estimada a eficiéncia quantica

maxima do PSII Fv/Fm= (Fm-Fy)/Fm.

2.3.4. Determinacdo das atividades das enzimas dismutases do superoxido
(SODs; EC 1.15.1.1), peroxidases (POXs; EC 1.11.7) e redutases da glutationa (GRs;
EC 1.6.4.2)

Amostras homogéneas de 0,3 g de matéria fresca de raizes e folhas de cada
repeticao foram maceradas em nitrogénio liquido. Seguiu-se a adicdo de 2 mL de meio

de homogeneizagdo, filtracdo das amostras através de quatro camadas de gaze e de



centrifugacao a 12.000 xg por 15 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes constituiram os
extratos enzimaticos brutos utilizados na determinacao das atividades das enzimas. O
meio de homogeneizacdo foi constituido de tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,8,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico
(PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) para as enzimas SODs e
POXs (Peixoto et al, 1999). Para as GRs, o meio de homogeneizagao foi constituido de
tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, dithiothreitol 2 mM (DTT),
PMSF 1 mM e PVPP 1% (Carlberg e Mannervik, 1985).

A atividade das SODs foi determinada pela adicao de 30 pL do extrato enzimatico
bruto a 2,97 mL de meio de reacao, constituido de tampao fosfato de sodio 50 mM, pH
7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75uM, EDTA 0,1
mM e riboflavina 2 pM (Del Longo et al, 1993). A reagdo foi conduzida a 25°C sob
iluminacdo de lampada de 15 W. Apo6s 5 min de exposi¢do a luz, a iluminagdo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredugcdo do NBT, medida a 560
nm (Giannopolitis e Ries, 1977). A absorvancia a 560 nm de meio de reacdo
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual tempo, serviu de branco
e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminagdo. Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50 % a fotorreducdo do
NBT (Peixoto et al, 1999).

A atividade das POXs foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato
enzimatico a 2,9 mL de meio de reagdo constituido de tampao fosfato de potassio 25
mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,O, 20 mM. O acréscimo na absorvancia a 420 nm, a
temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reacdo, pela producio
de purpurogalina. A atividade das POXs foi calculada utilizando o coeficiente de

extingdo molar de 2,47 mM ™' cm™ (Chance e Machley, 1955).

A atividade das GRs foi determinada pela adi¢ao de 100 pL de extrato enzimatico
bruto a 0,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potéssio 0,1 M,
pH 7,5, EDTA 1 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e NADPH 0,1 mM (em tampao
TRIS-HCI 0,5 mM, pH 7,5), segundo Carlberg ¢ Mannervik (1985). O decréscimo na
absorvancia a 340 nm, a temperatura de 30°C, foi medido no primeiro minuto apés o
inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de

extingdo molar de 6,22 mM™' cm™ (Foyer e Halliwell, 1976).



2.3.5. Determinacao da peroxidacéo de lipidios

Amostras de 0,2 g de tecidos vegetais foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 1% (p/v), seguido de filtragdo
através de quatro camadas de gaze, e centrifugacdo a 12.000 xg por 15 min. Todas as
etapas necessarias ao processo de extracao foram conduzidas a 4°C. Aliquotas de 0,5 mL
dos sobrenadantes foram adicionadas a 1,5 mL de uma solucdo de acido tiobarbitirico
(TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v) e incubadas em banho-maria a 95° C. Apds 2 h, a
reacdo foi paralisada com a transferéncia dos tubos de ensaio para banho de gelo.
Posteriormente, foram centrifugadas a 9.000 xg por 10 min e a absorvancia dos
sobrenadantes determinadas a 532 nm. A absorvancia inespecifica a 600 nm foi medida e
subtraida dos resultados obtidos das amostras. A concentragdo do complexo aldeido
maldnico-TBA foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM™ cm™

(Heath e Packer, 1968).

2.4. Delineamento Estatistico

Os experimentos foram realizados em blocos ao acaso, sendo o primeiro um
fatorial 4 x 2, quatro doses (0,0; 1,5; 2,5 ¢ 3,5 mg L) de arsenato (As™), duas espécies
vegetais e trés repeticoes; e o segundo experimento um fatorial 2 x 2, duas doses (0,0 e
1,5 mg L") de arsenato (As ™), duas espécies vegetais e trés repeticdes.

Os dados foram submetidos a ANOVA, com ajustes de modelos de regressao. As
analises foram efetuadas utilizando o programa estatistico “SAEG”, da Fundagdo Arthur

Bernardes, da Universidade Federal de Vicosa, versao 9.0.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teores de As e seus efeitos sobre o crescimento das espécies

Os teores de As aumentaram linearmente nas duas espécies, com o incremento dos
niveis do elemento na solugdo nutritiva (Figura 1). As doses utilizadas neste experimento
ndo foram suficientes para atingir estabilizacdo no teor de As nem nas raizes e nem na
parte aérea, tendo as plantas mantido a tendéncia de incremento nos teores, mesmo acima

de 3,5 mg L™ de As, para o intervalo de tempo analisado.
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Figura 1. Teores de arsénio na parte aérea (m) e nas raizes (0) nas espécies S. aterrimum
e C. ensiformis expostas durante cinco dias a concentragdes crescentes de As
em solucao nutritiva.

A espécie S. aterrimum apresentou menor incremento no teor de As nas raizes

(2,2 vezes menor) quando comparada com C. ensiformis. Este fato parece ter contribuido

para a maior tolerdncia apresentada pela espécie S. aterrimum, pois a prevencdo de

acumulo pode ser um dos mecanismos de tolerdncia ao As (Carbonel-Barrachina et al,

1997).

A retengdo de As pelas raizes pode estar relacionada a sua capacidade de ligagao a
compostos da parede celular (Salt et al, 1998), reducdo na sua condug¢ao via fluxo de agua

pelo xilema (Stoeva et al, 2005) ou, ainda, sua complexacdo por fitoquelatinas (PCs),
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cujas concentragdes aumentam nas raizes em algumas espécies expostas a elevados niveis
de As (Reina et al, 2005).

Na parte aérea das plantas estudadas o teor de As apresentou incremento linear
com o aumento na concentragdo de As na solucdo nutritiva (Figura 1). Em C. ensiformis
ocorreu, proporcionalmente, maior translocacdo de As das raizes para a parte aérea. A
menor translocagdo de As observada em S. aterrimum foi, também, observada em clones
tolerantes e sensiveis de Holeus lanatus (Quaghebeur ¢ Rengel, 2003) e pode estar
associada a mecanismos de defesa do vegetal aos efeitos toxicos provocados pelo As.
Além disso, a tolerancia das plantas esta relacionada com a manutencdo das fungdes
fotossintéticas e, portanto, quanto menor o transporte do As para a parte aérea, menor o
comprometimento da taxa fotossintética e maior a tolerancia do vegetal.

Os teores de As na parte aérea foram sempre inferiores aos das raizes nas duas
espécies. A mesma reposta foi relatada para Phaseolus vulgaris (Van den Broeck et al,
1998), Pisum sativum (Pidivoke e Simola, 2001) e Spartina alterniflora (Carbonell-
Barrachina et al, 1998b). Em alguns casos, no entanto, tem sido verificado que espécies
tolerantes acumulam maiores concentragdes de As na parte aérea (Pdivoke e Simola,
2001; Tu e Ma, 2002), indicando a existéncia de mecanismo de compartimentagdo de As,
diferente do encontrado neste estudo.

Corroborando com os dados obtidos neste trabalho, o aumento na absor¢do e
acimulo de As nas raizes e parte aérea, a medida que a concentragcdo disponivel na
solu¢do nutritiva aumentou, também foi demonstrado para Lycopersicum esculentum,
Phaseolus vulgaris (Carbonell-Barrachina et al, 1997), Pisum sativum (Péivoke e Simola,
2001), Pteris vittata (Tu e Ma, 2003), Thelypteris palustris (Anderson ¢ Walsh, 2007) e
Solanum nigrum (Sun et al, 2007).

A menor absor¢ao e acimulo de As parecem estar relacionados a tolerancia das
espécies ao As (Meharg e Macnair, 1991), de modo que as espécies tolerantes devem
apresentar menor absor¢do e acimulo deste elemento, como resultado da operagdo dos
mecanismos de defesa. Esses mecanismos parecem ser desencadeados pela supressdao do
sistema de transporte de fosfato de alta afinidade (Meharg e Macnair, 1990).
Evidentemente, a redugdo do influxo de arsenato em plantas tolerantes reduz o teor do
elemento na planta e, portanto, o efeito toxico apresentado por ele (Hartley-Whitaker e
Meharg, 2002). No entanto, o mecanismo de tolerancia das plantas ao As envolve varios

componentes, como a atuagdo de agentes complexantes (Hartley-Whitaker et al, 2002), a
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atuacdo de mecanismos enzimaticos antioxidativos, dentre outros. Logo, a reducao de
influxo por si s6 ndo ¢ o unico mecanismo responsavel pela tolerancia de plantas ao As.

A figura 2 mostra a sintomatologia das plantas submetidas a diferentes
concentragdes de As, apos cinco dias de exposi¢do. Nao foram observadas necroses nas
plantas em nenhum dos tratamentos, o que pode ser devido ao curto periodo de
exposicdo, ou ainda a reduzida translocacdo de As para a parte aérea. Entretanto, outros
pesquisadores observaram necroses foliares em Pteris vitatta, exposta ao As por 168 dias
(Li et al, 2006), por 89 ¢ 198 dias (Caille et al, 2004); e em Oryza sativa, submetida ao
As durante 14 dias (Shaibur et al, 2006).

Figura 2. Aspecto visual das espécies S. aterrimum (A) e C. ensiformis (B) submetidas
as doses de As (0,0; 1,5; 2,5 e 3,5 mg L!da esquerda para direita), apds cinco
dias de exposicdo (Barras = 10 cm). Notar a emissdao de novos ramos (setas).
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Em S. aterrimum foi possivel observar a emissdo de novos ramos, mesmo nas
maiores doses de As analisadas (Figura 2A), enquanto que em C. ensiformis isto nao foi
observado, mesmo na menor dose. Dados como estes reforgam a existéncia de tolerancia
diferencial entre as espécies, na qual a espécie S. aterrimum quando submetida a doses
crescentes de As foi menos afetada do que C. ensiformis.

Nas plantas de C. ensiformis, quando expostas as doses 2,5 e 3,5 mg L™, foi
possivel observar murcha foliar (Figura 3D), o que ndo foi observado para a espécie S.
aterrimum (Figura 3 B). Sugere-se, portanto, que a murcha foliar observada em C.
ensiformis foi causada por altera¢des das relagdes hidricas devido, provavelmente, em
funcdo da agdo inibitéria do As sobre a H'-ATPase mitocondrial comprometendo a
producdo de energia e, conseqlientemente, a absor¢ao de ions (Joshi e Hugles, 1981;
Mylona et al, 1998; Meharg e Harttley-Whitaker, 2002) e/ou pelo comprometimento das

células do sistema radicular, levando a alteracao na absor¢ao de agua.

Figura 3. Aspecto visual das plantas de S. aterrimum e C. ensiformis submetidas as doses
de As [0,0 (A e C)e 25 mg L' (B e D)], apos cinco dias de exposi¢io em
solucao nutritiva. As setas indicam murcha foliar (Barras = 10 cm).

As figuras 4 e 5 apresentam os sistemas radiculares de ambas as plantas apds

cinco dias de exposicao, nos quais foram observados sintomas de toxidez de As.
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Figura 4. Raizes de S. aterrimum submetidas as doses crescentes de As (0,0; 1,5; 2,5 ¢
3,5 mg L da esquerda para direita) apos cinco dias de exposigdo. As setas
indicam as raizes laterais em diferentes doses de As (Barra =2 cm).

Figura 5. Raizes de C. ensiformis submetidas as doses crescentes de As (0,0; 1,5; 2,5 ¢
3,5 mg L' da esquerda para direita) ap6s cinco dias de exposicio (Barra = 1
cm).
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A figura 4 mostra que em S. aterrimum exposta ao As houve aumento do didmetro
dos pélos radiculares, especialmente na dose de 1,5 mg L. O niimero de raizes laterais
diminuiu e o escurecimento do sistema radicular se intensificou a medida que a
concentragdo deste elemento aumentou na solugdo nutritiva, semelhante ao observado por
Machlis (1941).

Em C. ensiformis observou-se amarelecimento do sistema radicular somente na
dose 1,5 mg L (Figura 5). Nas doses de 2,5 ¢ 3,5 mg L o sintoma de toxidez
intensificou-se nas raizes, assumindo aspecto encharcado e gelatinoso (Figura 6B). Esse
dado indica que, provavelmente, as raizes das plantas morreram antes mesmo da
ocorréncia de reagdes que resultariam na intensificacao da coloragdo do sistema radicular.
Como as raizes se tornaram afuncionais, pode-se dizer que o As participou diretamente
da alteragdo da absor¢do de 4gua e nutrientes minerais, levando a murcha foliar nas
plantas submetidas as doses 2,5 e 3,5 mg L. Resultados semelhantes foram observados
por Machlis (1941), o qual admitiu a ocorréncia de desorganizagdo celular do sistema

radicular em funcao do tratamento com As.

Figura 6. Raizes de C. ensiformis submetida as doses de As [0,0 (A) e 2,5 mg L (B)]
apos cinco dias de exposicao em solugdo nutritiva. As setas indicam o aspecto
encharcado e gelatinoso (Barras = 1 cm).

A redugdo de pélos radiculares ocorreu nas duas espécies, sendo mais intensa em

C. ensiformis, com auséncia total de pélos nas doses 2,5 ¢ 3,5 mg L. Estudos recentes

com plantas de Phaseolus vulgaris expostas ao As evidenciaram reducdo nas

ramifica¢des do sistema radicular (Stoeva et al, 2005) ¢ danos as células do cortex e

epidérmicas, causando perda da forma, sinais de murcha e posterior desintegracdo (Singh

et al, 2007).
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Na espécie S. aterrimum observou-se declinio linear no ganho de massa seca da
parte aérea com o incremento das doses de As (Figura 7). Em C. ensiformis houve rapido
decréscimo do ganho de massa (parte aérea) até a dose 1,5 mg L', tendendo a
estabilidade a partir desta dose. Essa paralisacao na produciao de massa seca ¢ decorrente,
possivelmente, da morte acelerada do sistema radicular causada pela toxicidade do As nas

concentragdes de 2,5 e 3,5 mg L
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Figura 7. Massa seca da parte aérea (m) e raizes (O0) nas espécies S. aterrimum ¢ C.
ensiformis apds cinco dias de exposi¢do ao As em solugdo nutritiva.

A produg@o de massa seca das raizes de S. aterrimum diminuiu linearmente com o
incremento da concentragdo de As (Figura 7). Também foi observado reducdo do
acumulo de massa seca em C. ensiformis, porém, até dose de 1,5 mg L', com tendéncia
de estabilizagdo nas demais doses de As testadas, como o observado para a parte aérea.

Os resultados indicam que as raizes das plantas foram menos comprometidas
pelas doses de As testadas quando comparado com a parte aérea. Contudo, o
escurecimento ¢ o aspecto gelatinoso das raizes das espécies evidenciam danos
consideraveis nesta parte das plantas. A massa seca final do sistema radicular, portanto,
ndo se mostrou bom parametro para a avaliacdo dos efeitos toxicos do As, para o tempo
experimental estudado. Aparentemente, o tempo de crescimento das plantas antes do
tratamento com As deve ser aumentado para que haja maior massa seca radicular inicial
das plantas.

Resultados demonstrando reducdo na producdo de massa seca na parte aérea e nas

raizes também foram encontrados para varias espécies, quando submetidas a doses
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crescentes de As (Marin (1993); Kapustka et al, 1995; Carbonel-Barrachina et al, 1998a;
Hartley-Whitaker et al, 2001).

Em fungdo dos resultados obtidos, a concentragdo de As de 1,5 mg L' foi
escolhida para ser utilizada nos experimentos visando a analise dos efeitos toxicos do As
sobre os parametros fotossintéticos e oxidativos. O As utilizado nesta concentragao impds
efeitos significativos sem, contudo, danificar severamente as plantas, especialmente para
a espécie C. ensiformis. Concentragdes maiores acarretaram murcha foliar, em fungao da
desintegracdo do sistema radicular na espécie C. ensiformis, inviabilizando a avaliagdo de

outros parametros mais sensiveis.

3.2. Efeitos do arsénio sobre parametros fotossintéticos

Na auséncia de As, a espécie S. aterrimum apresentou maiores teores de clorofila
a, clorofila b e carotendides do que a espécie C. ensiformis (Figura 8). O tratamento das
plantas com As resultou em aumento nos teores de clorofilas a, clorofila b, clorofila total
e carotenoides na espécie C. ensiformis, enquanto a espécie S. aterrimum ndo apresentou
alteragdes significativas nas variaveis.

Em concordancia com os resultados observados em C. ensiformis, Pdivoke e
Simola (2001) encontraram maiores teores de clorofila a, b e totais em Pisum sativum
submetida ao As, acompanhados pela diminuicdo da massa seca. Ao contrario dos
resultados obtidos neste trabalho, contudo, Stoeva e Bineva (2003) ¢ Rahman et al (2007)
constataram reducdes nos teores de clorofilas totais e carotendides, desencadeado pelo
estresse oxidativo promovido pelo As.

Redugdes dos teores de pigmentos fotossintéticos tém sido relatadas em diversos
trabalhos relacionados a varios tipos de estresse, tais como o salino (Muthukumarasamy e
Panneerselvam, 1997) e contamina¢do por metais ¢ metaldides (Sheoran et al, 1990;
Ciscato et al, 1997; Burzynski e Klobus, 2004; Stoeva et al, 2003; Stoeva et al, 2005;
Chun-xi et al, 2007).
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Figura 8: Teores de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais ¢ carotendides nas espécies,
apos cinco dias de tratamento com As (0,0 De 15 mg L em solucao
nutritiva. As barras representam o erro padrao da média.

Os maiores teores dos pigmentos fotossintéticos em C. ensiformis submetida ao
As ndo foram suficientes para reverter a expressiva diminui¢do da massa seca observada.
Isto, possivelmente, ¢ resultante do efeito indireto do As na absor¢do de minerais e agua,
em fun¢do do comprometimento do sistema radicular.

As espécies S. aterrimum ¢ C. ensiformis apresentaram diferengas, tanto na
auséncia quanto na presenca de As, para todos os pardmetros de trocas gasosas medidos:
taxa de assimilagdo de CO, (A), condutincia estomatica (gs), transpiracdo (E), Ci
(concentracdo interna de CO;) e razdo Ci/Ca (razdo CO; interno ¢ ambiente), conforme
mostrado na figura 9.

Na auséncia de As, a espécie C. ensiformis, de modo geral, apresentou maiores
valores de A, gs, E e Ci/Ca, mas na presenca de As os efeitos desse semi-metal sobre esta
espécie foram bem mais intensos, tornando os valores dessas varidveis menores que na

espécie S. aterrimum.
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Figura 9: Taxa de assimilagdo de CO, (A), transpiragdo (E), condutancia estomatica (gs),
razdo Ci/Ca e concentragdo interna de CO, (Ci) nas espécies em solugdo
nutritiva, apos cinco dias tratadas com As (0,0 De 1,5 mg L! El) As barras
representam o erro padrao da média.

O As teve, nas espécies S. aterrimum e C. ensiformis, respectivamente, efeito
negativo sobre a taxa de assimilacdo de CO, (36 e 58%), na transpiracdo (38 e 75 %), na
condutancia estomdtica (49 e 79%), na relagdo Ci/Ca (16 e 58%) e na concentracio
interna de carbono (33 e 57%).

O As absorvido pelo sistema radicular reduziu a abertura estomatica. Essa reducao
da gs nas duas espécies, com maior intensidade para C. ensiformis pode ser um dos
primeiros efeitos toxicos do As na taxa fotossintética e taxa transpiratoria, conforme
sugere Parys et al (1998). Provavelmente, a menor tolerdncia ao As demonstrada pela
espécie C. ensiformis seja funcdo da sua maior resisténcia estomatica, resultando em

significativas alteracdes nas trocas gasosas.
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Em concordancia com os dados obtidos neste trabalho, o As exerceu efeito
negativo sobre a taxa fotossintética em Zea mays (Stoeva et al, 2003), Oryza sativa
(Marin, 1993), Pisum sativum (Stoeva e Bineva, 2003) e Phaseolus vulgaris (Stoeva et al,
2005).

Os valores de Fy e Fv/Fm nas duas espécies submetidas ao As nao sofreram

alteracdes (Figura 10).
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Figura 10: Relacdo fluorescéncia variavel/fluorescéncia maxima (Fv/Fm) e fluorescéncia
inicial (Fo) nas espécies tratadas com As (0,0 e 1,5 mg L™ E), em solucao
nutritiva ap6s cinco dias. As barras representam o erro padrao da média.

Milivojevic et al (2006) observaram que o As ndo acarretou variagdes
significativas nos parametros de fluorescéncia em Glycine max submetida ao As,
conforme observado também neste trabalho.

A nao alteracdo na relacdo Fv/Fm e F( sugere ndo ter havido comprometimento
das membranas dos tilacoides nas espécies estudadas. Supde-se, com base neste
resultado, que o efeito toxico do As nas membranas dos tilacoides ndo foi fator
diretamente responsavel pela reducdo na taxa fotossintética observada neste trabalho.
Stoeva ¢ Bineva (2003) ¢ Stoeva et al (2003) relataram que a redugdo na taxa
fotossintética, na transpiracdo e limitagdes estomaticas sao decorrentes, possivelmente,
do efeito do As sobre mudangas no sistema radicular. Supde-se, portanto, que a reducio
da taxa fotossintética ocorra, principalmente, em fun¢do de limitagdes estomaticas
promovidas por alteragdes das células do sistema radicular. O As pode ter afetado a
absorcao de ions e, conseqiientemente, a de agua, provavelmente em fungdo de sua agao
inibitoria sobre a H'-ATPase mitocondrial (Joshi e Hugles, 1981; Mylona et al, 1998;
Meharg e Harttley-Whitaker, 2002), acarretando, assim, em limitagdes estomaticas.

O As pode ter influenciado a distribuigdo celular do Ca™ (Li et al, 2006) ¢ ABA

(Parys et al, 1998), promovendo a redugdo na condutincia estomatica e, em
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conseqiiéncia, comprometendo as trocas gasosas. Com a reducao da fixagcdo de carbono,
decorrente do aumento da resisténcia estomatica, pode ocorrer excesso de energia (ATP)
e poder redutor (NADPH), desviando o transporte de elétrons e, conseqiientemente,
promovendo a producdo de ROIs em excesso (Sunkar et al, 2003), os quais, se ndo
removidos, podem comprometer as fungdes celulares.

Houve reducdo da area foliar para as duas espécies estudadas quando submetidas
ao As (Figura 11). A reducdo de area foliar em fungdo do tratamento com As foi
observada, também, por outros autores, como Marin (1993), Bussotti et al (1996) e

Stoeva et al (2005).
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Figura 11: Area foliar nas espécies apos cinco dias de tratamento com As (0,0 e 1,5 mg
L' Izl), em solucdo nutritiva. As barras representam o erro padrao da média.

A espécie S. aterrimum apresentou redugdo da area foliar de 34%, enquanto C.

ensiformis teve redugdo de 59%, indicando ser essa ultima espécie, menos tolerante ao
As.

3.3. Efeitos do As na peroxidacdo de lipidios e nas atividades de enzimas
antioxidativas

Na auséncia de As, observou-se nas raizes de S. aterrimum atividade de SODs
muito mais elevada que em C. ensiformis, mas nas folhas elas nao diferiram entre si

(Figura 12).
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Figura 12: Atividade das dismutases do superoxido (SODs) nas raizes ¢ nas folhas das
espécies apos cinco dias tratadas com As (0,0" e 1,5 mg L™ E) em solucdo
nutritiva. As barras representam o erro padrao da média.

A exposicao das plantas ao As resultou em aumentos significativos na atividade
de SODs, tanto nas raizes quanto nas folhas de ambas as espécies. Em C. ensiformis, o
aumento na atividade de SODs nas raizes foi de 21% e em S. aterrmium de 19%. Nas
folhas, o aumento foi de 15 e 6% em C. ensiformis e S. aterrimum, respectivamente.

Semelhante ao observado neste trabalho, o aumento na atividade de SODs tem
sido relatado para diversas espécies vegetais expostas ao As, como Zea mays (Mylona et
al, 1998), Holcus lanatus (Hartley-Whitaker et al, 2001), Trifolium pratense (Mascher et
al, 2002), Pteris vittata (Cao e Ma, 2004) e Phaseolus aureus (Singh et al, 2007).

As SODs constituem a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo nas
células, catalisando a formacdo de peroxido de hidrogénio (H»O,) a partir do radical
superoxido (O;) (Gratdo et al, 2005). O aumento da atividade das SODs indica ter
ocorrido aumento na produ¢do de O, apos tratamento das plantas com As. O maior
aumento na atividade desta enzima em C. ensiformis indica que o estresse oxidativo
induzido pelo As foi maior nesta espécie, especialmente nas folhas.

Apenas a atuagdo das SODs parece ndo ser suficiente para manutencdo da
homeostase celular frente a produgdo de ROIs, uma vez que o subproduto de sua acdo ¢é
H,0,, também toxico. E, portanto, necessaria a participacio conjunta de outras enzimas
capazes de degradar o H,O, (Apel e Hirt, 2004).

Na auséncia de As, S. aterrimum apresentou maior atividade das POXs do que C.

ensiformis, especialmente nas raizes (Figura 12).
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Em S. aterrimum houve decréscimo de 27 ¢ 24% na atividade de POXSs nas raizes
e folhas, respectivamente, quando tratada com As. Em C. ensiformis, por sua vez,

observou-se incrementos da atividade de POX de 11% nas raizes e 137% nas folhas.
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Figura 13: At.ividad'e das peroxidases (POXsénas raizes ¢ nas folhas das~ espéci.e.s, apos
cinco dias tratadas com As (0,0 — e 1,5 mg L Ea) em solugdo nutritiva. As
barras representam o erro padrao da média.

O aumento na atividade de POXs observado em plantas de C. ensiformis
submetidas a elevada concentragcdo de As tem sido observado em outras espécies, como
Trifolium pratense (Mascher et al, 2002), Pteris vittata (Cao e Ma, 2004), Solanum
lycopersicum (Miteva et al, 2005) e Phaseolus vulgaris (Stoeva et al, 2005) e indica ser
esta enzima importante componente do mecanismo de prote¢do contra o excesso de H,O,
nesta espécie.

A reducgdo na atividade de POXs observada na espécie S. aterrimum indica que o
estresse oxidativo ultrapassou a capacidade de tolerancia das plantas, resultando em
inibi¢do enzimatica. A inativagdo desta enzima pode se dar pela ligacdo do As aos seus
grupos tidis (-SH) (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002), ou via oxidacdo (Dietz, 2003).
Em fungdo dessa redugdo na atividade das POXs em S. aterrinum admite-se que outras
enzimas e, ou processos precisam ser ativados para remog¢ao do excesso de H,O, nesta
espécie (Cao e Ma 2004).

Na auséncia de As observou-se maior atividade de GRs em C. ensiformis do que
em S. aterrimum, tanto nas raizes quanto nas folhas (Figura 12). Na presenga de As, a

atividade das GRs nas raizes aumentou 257% e 54% nas espécies S. aterrimum e C.
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ensiformis, respectivamente. Nas folhas, a atividade das GRs aumentou 23% em C.

ensiformis, mas reduziu 39% em S. aterrimum.
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Figura 14: Atividade das redutases da glutationa (GRs) nas raizes ¢ nas folhas das
espécies apos cinco dias tratadas com As (0,0 Oe 1,5 mg L! E*) em solugao
nutritiva. As barras representam o erro padrao da média.

Em folhas de Brassica juncea foi observado aumento da atividade de GRs com o
tempo de exposi¢do a duas concentragcdes de As (Khan et al, 2008). Para as duas
concentragdes de As estudadas a atividade da enzima foi sempre maior do que nas plantas
controle. A exposi¢do de Ceratophyllum demersum ao As mostrou que a resposta das
plantas depende de uma combinagao da concentragao do metal e do tempo de exposicao.
Em plantas tratadas com As até 50 uM durante até 7 dias foram observados aumentos na
atividade das GRs conforme se observou em C. ensiformis. Sob concentragdes mais
elevadas ou tempos de exposicao mais extensos foram observadas redugdes na atividade
das GRs, conforme observado em S. aterrimum (Mishra et al, 2008).

As GRs apresentam a fun¢ao de manter os teores tissulares de glutationa reduzida
(GSH), fundamental para o funcionamento do ciclo ascorbato-glutationa associado ao
mecanismo de tolerancia das plantas ao estresse oxidativo (Mittler, 2002). O incremento
da atividade de GRs observado neste trabalho indica ter havido aumento na producdo de
ROIs promovido pelo As e sugere ser esta enzima importante componente do sistema de
defesa antioxidativo das duas espécies, especialmente em C. ensiformis.

A diferenga apresentada entre as espécies, para a atividade desta enzima nas

folhas, pode ter sido fungdo dos maiores teores de As translocados em S. aterrimum
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conforme se observa na Figura 1. A maior concentracdo de As nesta parte da planta pode
ter contribuido para a formacdo de elevados niveis de conjugados GS-As, os quais
possuem forte acdo inibitoria sobre as GRs (Foyer et al, 1997). Outra hipotese para
explicar a reducdo na atividade em S. aterrimum seria a inativacdo desta enzima via
oxidagdo ou pela ligacdo do As aos seus grupos SH (Dietz, 2003; Meharg ¢ Hartley-
Whitaker, 2002).

As plantas submetidas ao tratamento com As sofreram acréscimos significativos
nos niveis de malondialdeido (MDA) (Figura 15). Em S. aterrimum houve incremento de
81 e 59% no sistema radicular e nas folhas, respectivamente, ¢ em C. ensiformis
observou-se incremento de 30% para raizes e 47% para folhas. A peroxidacao de lipidios

na espécie S. aterrimum foi sempre maior do que em C. ensiformis.
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Figura 15: Produgdo de MDA-TBA nas raizes e nas folhas das espécies apds cinco dias
de exposicao ao As (0,0 e 1,5 mg L El) em solug¢do nutritiva. As barras
representam o erro padrao da média.

O estresse promovido pelo As aumentou a peroxidacdo de lipidios nas duas
espécies estudadas. Trabalhos recentes demonstraram que o As desencadeou aumento na
peroxidagdo de lipidios em Pteris sp (Singh et al, 2006), Phaseolus vulgaris (Stoeva et al,
2005), Phaseolus aureus (Singh et al, 2007) e Avena sativa (Stoeva e Bineva, 2003). Este
incremento na peroxidacdo de lipidios indica que a toxicidade promovida pelo As resulta
no aumento da producdo de ROIs (Cakmak e Horst, 1991). Adicionalmente, admite-se
que o As potencializa ou facilita a peroxidagdo de lipidios pela desorganizagdo da

estrutura das membranas (Stoeva e Bineva, 2003), uma vez que as membranas celulares
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representam um dos principais locais de agdo dos elementos toxicos, incluindo o As
(Meharg, 1993).

O aumento nos teores de MDA indica a ocorréncia de danos as membranas devido
a peroxidagdo de acidos graxos poliinsaturados (Montillet et al, 2005). No presente
estudo o aumento nos teores de MDA em resposta ao As parece nao ter sido suficiente
para comprometer as membranas dos tilacdides (Figura 10) e, tampouco, os teores de
pigmentos fotossintéticos (Figura 8). Ao contrario do observado neste trabalho, Li et al
(2005) verificaram danos nas estruturas das membranas dos cloroplastos, ocasionando
desintegracdo celular, em concentragdes elevadas de As no solo.

As mudangas nas atividades das enzimas analisadas ¢ os resultados de
peroxidacdo de lipidios indicam que os mecanismos antioxidativos avaliados podem ter
sido ligeiramente mais eficientes em C. ensiformis do que em S. aterrimum. Contudo, a
espécie S. aterrimum, mesmo apresentando maior incremento de MDA na parte aérea e
nas raizes, parece ter contornado os danos decorrentes do estresse oxidativo de forma
mais eficiente do que C. ensiformis, de acordo com os dados do teor de massa seca e dos
parametros fotossintéticos. Vale ressaltar que nas folhas, apesar do aumento expressivo
no teor de MDA, nao se observou redugdes no contetido de pigmentos fotossintéticos em
funcdo de estresse oxidativo, provavelmente pelo curto periodo de exposi¢ao ao As nas

duas espécies.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, avaliou-se a absorcao ¢ a distribui¢do do As, bem como seus
efeitos sobre a producdo de massa seca, processos fisioldgicos e parametros oxidativos
nas espécies Canavalia. ensiformis e Stizolobium aterrimum. O teor de As na parte aérea
e no sistema radicular das espécies aumentou significativamente com o incremento da
concentragdo de As na solugdo nutritiva, especialmente em C. ensiformis. O menor
acumulo de As em S. aterrimum pode estar relacionado a maior tolerancia desta espécie.
Houve murcha foliar na espécie C. ensiformis, nas doses 2,5 ¢ 3,5 mg L' de As, mas o
mesmo ndo foi verificado para a espécie S. aterrimum. No sistema radicular, ambas as
espécies apresentaram sintomas de toxidez, sendo que a espécie S. aterrimum sofreu
escurecimento e aumento do didmetro das raizes laterais, enquanto C. ensiformis
apresentou amarelecimento das raizes na dose 1,5 mg L' nas demais doses, o
comprometimento foi acentuado, havendo desintegragdo do sistema radicular. Houve
reducdo de pélos radiculares e no teor de massa nas duas partes das plantas das duas
espécies. O tratamento com As resultou em aumento significativo nos teores de clorofilas
e carotendides em C. ensiformis, enquanto em S. aterrimum nao houve alteragdo nessas
variaveis. Por outro lado, foram observadas redu¢des na taxa de assimilacdo de CO,, na
transpiracao (E), na condutdncia estomadtica (gs), na relacdo Ci/Ca e na concentragao
interna de carbono (Ci) nas duas espécies, mas com maior intensidade em C. ensiformis.
Os valores de Fpe Fv/Fm em ambas as espécies ndo sofreram alteragdes. A exposi¢cdo das
plantas ao As resultou em aumento na atividade de SODs, tanto nas raizes quanto nas
folhas, nas duas espécies. A atividade das peroxidases (POXs) reduziu nas raizes e folhas
da espécie S. aterrimum em tratamento com As, enquanto para C. ensiformis a atividade
aumentou, tanto nas raizes quanto nas folhas. Na presenca de As, a atividade das GRs
aumentou nas raizes nas duas espécies analisadas, mas com maior intensidade na espécie
S. aterrimum. Nas folhas, entretanto, a atividade das GRs aumentou na espécie C.
ensiformis, mas reduziu em S. aterrimum. A peroxidagdo de lipidios aumentou nas raizes
e nas folhas das espécies quando submetidas ao tratamento com As. A espécie S.
aterrimum apresentou maior peroxidagdo de lipidios, tanto em raizes quanto em folhas

com a exposi¢ao ao As. De modo geral, com base na peroxidacdo de lipidios e nas
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atividades das enzimas antioxidativas, tanto nas raizes como nas folhas, conclui-se que a
espécie C. ensiformis apresenta mecanismo de defesa enzimatico sobre os ROIs
ligeiramente mais eficiente do que S. aterrinnum. Apesar disto, S. aterrinnum parece ter
contornado os danos decorrentes do estresse oxidativo de forma mais eficiente do que C.
ensiformis, uma vez que apresentou menor resisténcia estomatica, maior taxa
fotossintética. O grau de comprometimento promovido pelo As em relagdo a indugdo de
ROIs ¢ caracteristica espécie-especifica. Assim, a espécie S. aterrimum foi considerada

mais tolerante aos efeitos toxicos promovidos pelo As neste estudo.
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