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RESUMO

ARAUJO, Sabrina Helena da Cruz. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de
2011. Tolerancia de Brassica juncea ao arsénio e seu potencial para a
fitoestabilizacdo de solos contaminados, Orientador: Marcelo Ehlers Loureiro. Co-
orientadores: Adriano Nunes-Nesi e Thomas Christopher Rhys Williams.

O arsénio € considerado o elemento mais perigoso para a saide humana.
Fitorremediacdo € uma importante tecnologia para amenizar o efeito antropogénico na
contaminacdo ambiental, mas para o seu sucesso € necessario a compreensdo detalhada
dos mecanismos de tolerancia de metais pesados, objetivo deste trabalho. A espécie
escolhida foi a Brassica juncea, tolerante a varios metais, como cddmio e zinco, e que
possui um crescimento rdpido. O arsénio foi fornecido a solug¢do nutritiva na forma de
arsenato de sodio nas concentragdes de 10, 50, 200 e 500 uM, sendo coletados dados aos
6, 10, 13, 14, 15 e 16 dias apds a exposi¢do. Quanto maiores os niveis de arsénio
presentes no tratamento, maiores os niveis encontrados na planta, havendo um actimulo
de até 5457 mg Kg' de As nas raizes expostas a 500 uM de arsenato. Esta quantidade
foi 26 e 34 vezes superior aquela observada em caules e folhas, respectivamente. Em
nenhum dos tratamentos foram observadas alteracdes na concentra¢ido de fésforo. Esta
auséncia de inibi¢do de acimulo de fésforo pode significar a presenca de um mecanismo
de tolerancia a toxidez do arsénio neste gendtipo. Em contraste, doses de arsénio iguais
ou superiores a 50 uM aumentaram os niveis enxofre nas raizes, em paralelo com um
aumento no teor de fendis, ao passo que reduziu os niveis de enxofre na folha. As duas
maiores doses de arsenato levaram ao aparecimento de sintomas de toxidez nas folhas,
caracterizados por clorose marginal e coloracdo arroxeada nas faces abaxiais de folhas
velhas. Apesar dos altos niveis de arsénio em raizes, ndo houve redu¢io no comprimento
e na massa seca deste 6rgdo. Na parte aérea por outro lado, foi observada a reducio na
area foliar, comprimento e massa fresca em plantas tratadas com 200 e 500 uM de
arsenato. Adicionalmente observou-se que somente a maior dose reduziu a fotossintese
liquida (A) e condutancia estomatica (gs) até o 13° dia. A partir do 14° dia ja foi possivel
observar a queda destes parametros em plantas tratadas com 200 uM de arsenato.

Maiores periodos na presencga altas doses de arsenato permitiram observar que alem da
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reducdo da abertura estomdtica, hd uma limitacdo bioquimica contribuindo para a
reducdo da fotossintese. A diminuicdo em A esteve associada a limitacOes na etapa
fotoquimica onde ocorreu uma redugdo na taxa linear de transporte de elétrons (ETR) e
na eficiéncia quantica do fotossistema II [Y(II)], concomitante com o aumento da perda
da energia luminosa na forma de calor [Y(NPQ)]. A segunda maior dose (200 uM) nao
provocou redugdo em A e nos parametros fotoquimicos até o 13° dia, com redugdes
negligiveis na drea e massa foliar, com nenhum efeito no crescimento das raizes. Em
conjunto, estes resultados permitem evidenciar que o genétipo de Brassica juncea em
estudo possui tolerncia aos niveis de arsénio. Apesar de acumular niveis altissimos de
arsénio nas raizes, estas plantas ndo apresentaram dano oxidativo, nem redu¢do na
acumulacdo de massa seca nas raizes. O fato de que altos niveis de As seja acumulado
nas raizes, com efeitos reduzidos no seu crescimento, indica o grande potencial desta

espécie para o seu uso na fitorremediacdo como uma espécie fitoestabilizadora.

viii



ABSTRACT

ARAUIJO, Sabrina Helena da Cruz. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July, 2011.
Tolerance of Brassica juncea and its potential for phytostabilization of arsenic-
contaminated soils, Adviser: Marcelo Ehlers Loureiro. Co-advisers: Adriano Nunes-
Nesi and Thomas Christopher Rhys Williams.

Arsenic is the more dangerous element to human health. Phytoremediation is an
important technology to reduce the antropogenic effect in the environmental
contamination, but it is necessary a detailed knowledge of tolerance mechanism, which
is the goal of this work. We choose Brassica juncea, tolerant plant to several heavy
metals, such as cadmium, and a plant of rapid growth. The arsenate was added to
nutritive solution at final concentrations of 10, 50, 200 and 500 uM, and data was
collected after 6, 10, 13, 14, 15 and 16 days of exposition. Higher the arsenic in the
treatment, higher the level found in leaves, stalk and in roots reach the highest level
(5457 mg Kg''). This amount was 26 and 34 times higher than that found in stalk and
leaves, respectively. No alteration in phosphorus level was found at any treatment. This
absence of phosphate uptake inhibition seems to have a contribution to the tolerance
found in this genotype. In contrast, arsenic concentrations equal or higher than 50 uM
were associated with increase in sulphur content in roots in parallel with an increase in
total phenol content in these organs, while it reduced sulfur levels in leaves. The two
highest doses of arsenate led to the appearance of toxicity symptoms in leaves,
characterized by marginal chlorosis and purple coloring in the abaxial faces of old
leaves. Despite the highest levels of arsenic in roots, no change in root length and dry
weight was detected. In shoot however, we observed reduction in leaf area, length and
fresh weight in plants treated with 200 and 500 mM arsenate. Additionally, only the
highest dose has produced a reduction in net photosynthesis (A) and stomatal
conductance (gs) by the 13th day. On the 14th day it was possible to observe the
reduction of these parameters in plants treated with 200 mM arsenate. Longer periods in
the presence of hight doses allowed us to observe that, besides the reduction in stomatal
opening, arsenic could also produce biochemical limitation to photosynthesis, which was
associated to reduction in electron transport rate (ETR) and in the quantic efficiency of

photosystem II [Y(II)], concomitantly with increase in the level of energy loss as heat
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[Y(NPQ)]. The second higher dose (200 uM) has not altered the A and other
fluorescence parameters, by the 13th day and only negligible effects in leaf area and dry
mass in parallel to no effect in roots was observed. Altogether these data support that the
genotype of Brassica juncea under study is tolerant to arsenic. Despite of accumulation
of high levels of arsenic in roots, no oxidative damage was observed, and no effects in
root growth was noted. The fact that high levels of arsenic has occurred in roots, with
minor effects in growth indicate the great potential of this plant to be used in

phytoremediation as a phytostabilizer.



1. INTRODUCAO

O arsénio (As) € um metaloide téxico que possui propriedades carcinogénicas e
estd presente na atmosfera, nos ambientes aqudticos e terrestres. Ele pode ser liberado no
meio ambiente por meio de atividades geoldgicas e antropogénicas (Cullen e Reimer,
1989). A presenca de As no solo e na 4gua, mesmo sob baixas concentragdes, apresenta-
se como uma fonte de contaminacdo da cadeia alimentar e com isto um problema
potencial para a saide humana. Em décadas recentes, no sul e sudeste da Asia, milhdes
de pessoas tém sofrido de envenenamento pelo consumo de dgua contaminada por As
(Nordstrom, 2002). Um caso dramatico no Brasil esta relacionado a crescente atividade
de minera¢do no Quadrildtero Ferrifero em Minas Gerais. Esta ¢ uma das maiores
provincias minerais do Brasil e estima-se que nos ultimos trés séculos pelo menos 390
toneladas de As devem ter sido liberadas para o ambiente (Borba et al, 2000). O arsenito
(Asm) e o arsenato (Asv), que sdo as formas mais toxicas de As, sdo prontamente
absorvidos pelas plantas (Tripathi et al., 2007). A compreensdao de como as plantas
absorvem e metabolizam As é importante para o desenvolvimento de estratégias para
reduzir o problema da contaminacao.

O As" é a principal espécie presente em solos aerébicos e nestas condicdes
possui alta afinidade por 6xidos e hidréxidos. Por ser andlogo ao fosfato, compete pelos
mesmos carreadores nas membranas celulares das raizes em plantas superiores (Meharg
e Macnair, 1992; Ullrich-Eberius et al., 1989; Asher e Reay, 1979). O mecanismo de
captacdo envolve um co-transporte de fosfato ou arsenato e de prétons, com uma
estequiometria de pelo menos 2H" para cada H,PO, ou HyAsOy4 (Ullrich-Eberius et al.,
1989). O As™ é a espécie predominante em ambientes redutores, como em solos
alagados (Xu et al., 2008; Takahashi et al., 2004; Marin et al., 1993). Os mecanismos de
captacdo de As" nio sdo bem entendidos, mas os conhecimentos adquiridos por meio de
pesquisas envolvendo microrganismos tem ajudado a elucidar a sua captacdo em plantas.
O transporte de As" parece envolver proteinas do tipo aquaporinas que formam grandes
poros nas membranas permitindo a passagem de moléculas neutras e arsenito

(Bhattacharjee & Rosen, 2007). Em estudos recentes, Ma e colaboradores (2006)



identificaram o transportador de silicio Lsil (pertencente a familia das aquaporinas)
como a principal via de entrada de arsenito em raizes de arroz.

Apoés a absor¢do do arsenato, este € eficientemente reduzido a arsenito nas
células vegetais e transportado imediatamente para o vacuolo uma vez que o pH desta
organela favorece a estabilidade dos complexos contendo arsénio (Zhao et al., 2009;
Bleeker et al., 2006). Esta reducdo e transporte para o vacuolo € um importante
mecanismo para reduzir a toxidez do arsé€nio, visto que o arsenito nio compete por
fosfato nas reacdes bioquimicas em que este importante elemento € substrato. Andlises
de especiacio demonstraram que o As se encontra predominantemente na forma As'.
Em raizes e parte aérea de Brassica juncea, foi encontrado de 96 — 100% de As™
(Pickering et al., 2000).

Ao entrar nas células, o As precisa ser destoxificado através de complexacdo ou
do seqiiestro em vactolo. Um mecanismo de destoxificacdo constitutivo sugerido
recentemente € o efluxo de arsenito para o meio externo (Logoteca et al., 2009), mas
ainda faltam evidéncias para sustentar sua relevancia.

Em plantas que ndo toleram nem acumulam doses altas de As (plantas
hiperacumuladoras), existem fortes evidéncias sobre a importancia dos tidis em
processos de destoxificacdo através da complexacdo com o As. O arsenito possui uma
alta afinidade por grupos sulfidrilas como glutationa (GSH) seus derivados, como as
fitoquelatinas. Ha e colaboradores (1999) demonstraram que um mutante de Arabidopsis
thaliana deficiente em fitoquelatina € de 10 a 20 vezes mais sensivel ao arsenato que
plantas selvagens. Em plantas hiperacumuladoras (aquelas que acumulam altas doses de
As na parte aérea), por outro lado, ndo existem evidéncias para mecanismos de
destoxificagcdo baseados na complexagdo com fitoquelatinas (Zhang et al., 2004; Zhao et
al., 2003).

Outro processo de destoxificacio € o seqiiestro do As nos vacuolos. Em plantas,
complexos de arsenito com fitoquelatina sio comumente transportados para dentro de
vacuolos por proteinas do tipo ABC, presentes em leveduras (Ghosh ez al., 1998), de
identidade ainda desconhecida. Tonoplastos isolados de Holcus lanatus sao capazes de
transportar conjugados de arsenito com glutationa em um padrdo consistente com

transportes mediados por proteinas ABC (Bleeker et al., 2006). A rdpida reducdo do
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arsenato a arsenito seguida de sua conjugacdo com tidis leva ao seu seqiiestro em
vacuolos em raizes e pode ser um fator que explica o limitado transporte de As da raiz
para a parte aérea (Zhao et al., 2009). O influxo de As como mecanismo de
destoxificagdo tem sido demonstrado em microganismos. Em fungos e leveduras, o
influxo € mediado por uma proteina carreadora conhecida como Acr3 cujo mecanismo €
possivelmente similar ao de AsrB de Escherichia coli que realiza um transporte
secundario dependente da forca protomotiva (Wysocki et al.,1997; Dey et al., 1994).
Indriolo e colaboradores (2010) identificaram e isolaram em Pteris vittata dois genes,
ACR3 e ACRS3;1, que codificam para proteinas semelhantes a proteina Acr3 de
leveduras. O transportador foi capaz de reverter o fenétipo quando expresso em
leveduras deficientes para Acr3 sensiveis ao As. Além disso, ACR3, mas nao ACR3;1,
foi positivamente regulado por As em raizes de espordfito e gametdfito. Estes
pesquisadores demonstraram que o transportador estd localizado no tonoplasto,
sugerindo que ele estd envolvido com o seqiiestro de As no vactiolo. A auséncia do
transportador em angiospermas e sua duplicacdo em Pteris vittata podem explicar a
tolerancia e o acimulo dos altos niveis de As nesta espécie e na familia Preridaceae.

Existem poucos trabalhos reportando os efeitos do arsénio sobre a fotossintese.
Rahman e colaboradores (2007) demonstraram que ocorre um efeito gradual de
degradacdo de clorofila em plantas de arroz submetidos a doses crescentes (10 a 90 mg
kg') de arsenato no solo. Plantas de feijio submetidas a 5 mg L' de arsenato,
apresentaram redu¢do na fotossintese, condutincia estomdtica, transpiracdo, teores de
clorofilas e carotendides, eficiéncia do uso da dgua e teor relativo de dgua (Stoeva et al.,
2005). Plantas de aveia crescendo sob 160 mg de As por quilo de solo apresentaram
reducdo na fotossintese sem a ocorréncia de queda na condutincia, além de queda
transpiragdo, rendimento quantico potencial do fotossistema II (F,/F,) e redu¢do no
conteido de pigmentos fotossintéticos (Stoeva e Bineva, 2003). Sob baixas
concentracdes (até 0,800 mg L7), plantas de cebola apresentaram uma correlacio
positiva entre a quantidade de clorofila, crescimento e um aumento na concentracio de
arsénio (Sushant e Gosh, 2010).

As plantas tolerantes sdo aquelas capazes de excluir os poluentes, impedindo sua

captacdo e translocacdo para a parte aérea. Entretanto, hd uma classe de plantas
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chamadas de hiperacumuladoras que combinam uma alta tolerdncia com o actimulo
foliar dos poluentes sem sintomas visiveis de toxidez. Elas possuem um grande potencial
para a utilizacdo em fitorremediacdo, utilizacdo de plantas para a recuperagdo de
ambientes contaminados (Verbruggen et al., 2009). A primeira descoberta da
hiperacumulacio de As foi feita por Ma e colaboradores (2001) em Pteris vittata. Desde
entdo, verificou-se que as plantas hiperacumuladoras de As sdo samambaias
pertencentes a familia Pteridaceae e a maioria € encontrada no género Pteris (Zhao et
al., 2009). Esta caracteristica de hiperacumulacdo é um resultado da combina¢do de
diversos fatores fisiologicos, embora as bases moleculares de tais caracteristicas sejam
pouco conhecidas. Comparada a espécie ndo-hiperacumuladora Pteris ensiformis, Pteris
vittata possui uma capacidade antioxidante mais alta e apresenta um menor contetdo de
espécies reativas de oxigénio (Srivastava et al., 2005; Singh et al., 2006). Plantas
hiperacumuladoras também apresentam um efluxo menor de arsenito da raiz para o meio
externo (Su et al., 2008). Além disso, ha pouca complexacdo de fitoquelatinas com
arsenito na raiz (Zhao et al., 2003). Estes fatores explicam o eficiente transporte no
xilema e o actimulo de arsénio na parte aérea em hiperacumuladoras. E possivel ainda
que plantas hiperacumuladoras sejam eficientes no carregamento do xilema,
apresentando alguns transportadores sendo expressos nas células corticais, mas a
identidade destes ainda ndo é conhecida. Em Pteris, a maioria do arsénio encontrada na
folhagem (60 — 90%) estd na forma de arsenito inorganico (Francesconi et al., 2002;
Lombi et al., 2002; Wang et al., 2002; Zhang et al., 2002; Webb et al., 2003; Pickering
et al., 2006; Su et al., 2008) possivelmente sendo estocada no vacuolo (Lombi et al.,
2002; Pickering et al, 2006). A redugio de As' a As" parece ocorrer
predominantemente nas raizes de Pteris vittata. Alguns mecanismos moleculares da
hiperacumula¢do de diversos metais e metaldides sao conhecidos, porém os mecanismos
presentes em plantas que hiperacumulam As ndo sdo conhecidos.

A partir da década de 90, a fitorremediacdo passou a representar uma nova
tecnologia utilizada para a recuperacdo de dreas contaminadas. Ela se baseia na
utilizacdo de plantas e sistemas de plantas e microrganismos para extrair metais e outros
poluentes do solo e dgua (Ruiz & Romero, 2002). Apesar de possuir diversas vantagens
como a facilidade de utilizacdo e os baixos custos de instalacdo e manutengio, a técnica
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possui desvantagens. A mais debatida € o fato de que a retirada dos poluentes do solo é
lenta e pode aumentar sua biodisponibilidade caso ndo haja um eficiente mecanismo de
metabolizagdo e destoxificacio (Aken, 2008). Os mecanismos responsdveis pela
tolerancia de plantas a diversos metais tém sido investigados para determinar as
caracteristicas essenciais para a fitorremediacdo.

A utilizacdo de plantas no monitoramento (biomonitoramento) de dreas
contaminadas pode fornecer ndo apenas informagdes sobre os niveis de contaminacio,
mas ainda sobre a biodisponibilidade dos poluentes. As vantagens da utilizacdo de
plantas no biomonitoramento sio: o fato de serem imdveis e possuirem a capacidade de
explorar grande volume de solo, mobilizar e acumular metais; a absor¢do de metais pela
planta representa uma resposta integrada a polui¢do e clima, fornecendo informacdes
sobre os efeitos de misturas poluidoras complexas, ocorrendo simultdnea ou
alternativamente, em um padrdo aleatério (Ellemberg et al., 1991; Grant 1999). Plantas
biossensoras sdo plantas que revelariam efeitos ndo visiveis, ao contrario de plantas
bioindicadoras, e ndo necessariamente estariam envolvendo a presenca de mecanismos
de hiperacumulacdo de metais (Falla et al., 2000). Virias andlises fisiologicas e
bioquimicas podem ser utilizadas como biomarcadores, como por exemplo, taxas
fotossintéticas, fluorescéncia da clorofila a, atividade enziméatica de enzimas
antioxidantes.

Outra estratégia para a remediacdo de dreas de mineracdo é a chamada
fitoestabilizacdo. Esta técnica baseia-se na utilizacdo de plantas para a estabilizacdo in
situ de rejeitos e contaminantes metalicos (Mendez e Maier, 2008). A fitoestabilizacao
cria uma cobertura vegetativa de locais contaminados para a estabilizagdao e contencio
de contaminantes em longo prazo. Desta forma, o dossel da vegetacdo impediria a
dispersao de contaminantes pelo vento e a por¢do radicular atuaria impedindo a
dispersdo pela dgua por meio da adsorcdo ou da precipitacdo provendo uma rizosfera
onde os contaminantes podem ser estabilizados. Ao contrdario da fitoextracdo e
hiperacumulacdo de metais em tecidos vegetais (Ernst, 2005), a fitoestabilizacdo é
focalizada no seqiiestro dos metais na rizosfera. O metal pode ser acumulado nas raizes,
mas ndo € acumulado nos demais tecidos vegetais. Desta forma, os metais se tornam

menos disponiveis para os seres vivos (Cunningham et al., 1995; Munshower, 1994;

5



Wong, 2003). Existem trabalhos que demonstram algumas plantas capazes de sobreviver
na presenca de rejeitos de mineragdo contendo arsé€nio. Estes trabalhos, porém,
restringem-se a regides semi-dridas como México (Flores-Tavizon et al., 2003), Equador
(Bech et al. 2002), oeste do Estados Unidos (Mendez et al., 2007; Rosario et al. 2007).

Visando o monitoramento da contaminag¢do ambiental por arsénio, nosso grupo
de pesquisa deseja desenvolver uma planta biossensora utilizando o promotor do gene
Acr3 regulando a expressdo da proteina GFP. Esta poderd representar uma ferramenta
eficiente para avaliagdes rdpidas e praticas da contaminacdo por arsénio em regides
afetadas em Minas Gerais. A espécie escolhida foi a mostarda indiana (Brassica juncea).
A sua escolha baseia-se nos fatos de que ela € uma espécie de planta tolerante a varios
metais pesados (Hamlin et al, 2003; Pickering et al, 2000; Salt et al., 1995, 1997),
acumula grande biomassa, apresenta crescimento rapido, ciclo curto (bianual), e é de
facil transformacdo (Terry et al, 1992).

Pesquisas recentes demonstram uma variedade de Brassica juncea tolerante ao
arsénio. Esta variedade apresentou uma capacidade elevada em acumular arsénio em
seus tecidos, além de apresentar respostas antioxidantes relacionadas a atividade
enzimatica e metabolismo de tidis (Srivastava et al., 2010; Srivastava et al., 2009).
Plantas de Brassica juncea expostas a 25 pM de arsénio por 96 horas foram capazes de
desenvolver respostas antioxidantes enzimdticas e ndo-enzimdticas, refletindo um
sistema de defesa aos danos celulares causados pelo arsénio (Khan et al., 2009). Outros
trabalhos utilizaram linhagens transgénicas visando o aumento da tolerincia de Brassica
Juncea ao arsénio e cddmio (Gasic e Korban, 2007; Navaza et al., 2006). Baseado nestes
dados citados acima, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar se o genétipo de
Brassica juncea em estudo € tolerante ao arsénio e quais seriam OS mecanismos

fisioldgicos responsdveis por esta tolerancia.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condicoes de cultivo e Aplicacdo do tratamento

Sementes de Brassica juncea cedidas pelo laboratério do Dr. David Salt, Purdue
University, foram colocadas em dgua e vernalizadas a 4°C durante 48 horas. Apds este
periodo as sementes foram semeadas em uma sementeira contendo substrato comercial
(Plantimax, Eucatex) e expostas a um fotoperiodo de 10 horas, simulando noites longas
e dias curtos. Apos 18 dias as plantas, ja contendo 2 ou 3 pares de folhas, foram
transplantadas para um meio hidropdnico em vasos de 5 L sob aeragdo. Nesta etapa as
plantas foram aclimatadas durante 2 semanas em solu¢@o nutritiva de Hoogland, pH 5,6,
meia forca. Apds este periodo o meio hidropdnico passou a conter soluc¢do nutritiva de
Hoogland pH 5,6, concentracdo normal. Apés 17 dias em meio hidroponico, as plantas
foram submetidas ao tratamento com o arsénio durante 16 dias. O arsénio foi fornecido a
solucdo nutritiva na forma de arsenato de sédio nas concentragdes de 10, 50, 200 e 500
uM. Cada tratamento e o controle eram compostos por 5 repeti¢des, sendo que cada
repeticdo era representada por um vaso contendo 3 plantas cada, com delineamento

experimental inteiramente casualizado.

2.2.Variaveis Analisadas

2.2.1. Determinacao dos teores de arsénio, fosforo e enxofre
Para a quantificacio dos teores de arsénio, fosforo e enxofre em folhas, caules e
raizes, aproximadamente 0,5 g do material vegetal seco e moido foi digerido a 200°C em
10 mL de solucdo de 4cido nitrico-percldrico (4:1), seguindo metodologia proposta por
Tedesco et al. (1995). Os teores de As, P e S foram determinados por espectrometria de
emissdo de plasma (Espectrometro Optima 3300 DV, Perkin Elmer). A partir dos teores
de arsénio foi possivel calcular o fator de translocacdo (FT), que € definido como a razao

entre a concentragdo do arsénio na biomassa da parte aérea e a concentracao no sistema

radicular. (Huang et al., 2006; Fayiga e Ma, 2005).



2.2.2.Sintomatologia e analise do crescimento
Ao final do experimento foram avaliados visualmente os sintomas de toxidez em
raizes e parte aérea. Além disso, foi realizada a andlise do crescimento por meio das
medi¢Oes de comprimento e massas seca e fresca, de raiz, caule e folhas, além de drea

foliar.

2.2.3.Determinacio do teor relativo de agua

O teor relativo de dgua (TRA) foi determinado através do método da submersdo de
discos foliares. Imediatamente os discos foram pesados, evitando perdas de umidade,
gerando os valores de massa fresca (MF). Em seguida, estas amostras foram colocadas
em placas de Petri contendo 4dgua destilada durante 4 horas. Apds esse periodo,
retirando-se o excesso de dgua com papel toalha, obteve-se a massa tirgida (MT) das
amostras, as quais foram levadas a estufa de ventilacdo até peso constante, para obteng¢ao
da massa seca (MS) das amostras. Utilizou-se balanca de precisdao analitica para
determinacdo das massas fresca, tirgida e seca. As pesagens foram feitas no 8° dia de
tratamento as 14h. Os cdlculos foram feitos através da seguinte equacdo: TRA(%) = (MF

- MS/MT - MS) x 100.

2.2.4.Determinacao das trocas gasosas

As medi¢Oes de trocas gasosas foram realizadas sempre no segundo par de folhas
completamente expandidas. As varidveis, taxa de assimilacio fotossintética liquida (A),
condutancia estomdtica (g,), taxa de transpiragdo (E) e a razdo entre concentracao
interna e externa de CO, (C/C,) foram determinadas por um analisador de gis por
infravermelho (IRGA; modelo portétil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon,
Nebraska, USA). As medi¢des foram realizadas entre 8:00 e 11:30 a.m., utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (800umol f6tons m?> s'l),
concentragdo atmosférica de CO, (C,) (~370 pmol mol'l), temperatura (24 - 36 °C) e
umidade ambiente (39 - 71 %).



2.2.5.Fluorescéncia da clorofila a

As varidveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas com auxilio do IRGA
(LI-6400xt, LI-COR) na mesma area da folha em que foram realizadas as medi¢Oes das
trocas gasosas. Para as avaliacOes as folhas foram adaptadas ao escuro para que os
centros de reacdo estivessem completamente abertos (todos os aceptores primdrios
oxidados) com perda de calor minima. As varidveis de inducdo da fluorescéncia obtidas
foram: fluorescéncia inicial (Fy) e fluorescéncia maxima (Fy,). A partir desses valores foi
obtido o rendimento quéntico potencial do fotossistema II (FSII), F,/Fy = (Fn-Fo)/Fn
(Genty et al., 1989). As varidveis da fase lenta de inducdo da fluorescéncia foram
obtidas seqiiencialmente com a aplicacdo de uma iluminacao actinica e um pulso de luz
actinica saturante para a determinagdo das varidveis: fluorescéncia em amostra adaptada
a luz antes do pulso de saturacdo (F) e fluorescéncia mdxima em amostra adaptada a luz
(Fn’). A partir desses parametros foi possivel calcular a fluorescéncia minima do tecido
vegetal iluminado, Fy’ = Fo/[((Fy-Fo/Fin)+(Fo/Fiy’)] (Oxborough e Baker, 1997), para o
célculo do coeficiente de extingdo fotoquimico pelo modelo lake, o qual fornece uma
estimativa de centros de reagdes abertos do FSII, qi, = (Fi’-F)/(Fn’-Fo’).(Fo’/F) (Kramer
et al., 2004). O rendimento quantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no
PSII, Y = (Fm’-F)/Fm’; e os rendimentos quantico da dissipacdo de energia regulada,
Ynpg = (F/Fm’) - (F/Fm) e da dissipacdo de energia ndo regulada, Yno = F/Fm, foram
calculados de acordo com Genty et al. (1989) e Hendrickson ef al. (2004). O Yy foi
utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR =
Y1.PAR.0,84.0,5 (Bilger et al., 1995), onde PAR é o fluxo de fétons (umol m? s"l)
incidente sobre a folha; 0,5 o valor correspondente a fracdo de energia de excitagio
distribuida para o FSII (Laisk e Loreto, 1996); e, 0,84 o valor correspondente a fragdo de

luz incidente que € absorvida pelas folhas (Ehleringer, 1981).

2.2.6. Determinacao do malonaldeido
A extracdo de malonaldeido (MDA) foi realizada segundo protocolo descrito por
(Heath e Paker, 1968). Aproximadamente 0,150 g de folhas foram triturados em
nitrogénio liquido e homogeneizados com 2 mL de solucdo aquosa de dcido

tricloroacético (TCA) 0,1%. Os extratos obtidos foram centrifugados durante 15 minutos
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a 10.000 rpm e 4°C. A partir do sobrenadante, 0,5 mL de extrato foram pipetados em
dois tubos de ensaio, um tubo para a reacao e outro representando branco. Aos tubos de
reacdo foram adicionados 1,5 mL de &cido tiobarbitirico 0,5% (TBA) em TCA 20%.
Aos tubos do branco foram adicionados 1,5 mL de TCA 20%. Os tubos permaneceram
em banho-maria a 95°C durante meia hora e as reagdes foram paralisadas imediatamente
no gelo. Apoés o resfriamento conteudo foi centrifugado durante 5 minutos a 10.000 rpm.
A concentracdo de MDA acumulado foi determinada através da leitura das absorvancias
das reacdes a 440 nm, 532 nm e 600 nm. (Hodges et al., 1999). Para o célculo da
concentragdo de MDA, inicialmente, a diferenca entre os valores de 532 e 600 nm foram
descontados dos mesmos valores obtidos pela reacao sem adicdo de TBA, como segue:

A =[(Abss3+TBA) - (Absgoo+TBA)] — [(Absszo+TBA) - (Absgo+TBA)]

Posteriormente, foi descontado o interferente de leitura em 440 nm:

B = [[(Abs440+TBA) - (Absgo+TBA)] x 0,0571]
A partir das estimativas de A e B, o MDA foi quantificado pela equacio:
MDA (nmol mL-1) = [A - B/157000] x 106

Os valores de MDA foram expressos por quantidade de proteinas. A

determinacdo de proteinas nos extratos foi realizada através do método do dacido

Bicinconinico (Smith et al.,1985).

2.2.7. Determinacoes de peréxido de hidrogénio

O teor de peroxido de hidrogénio foi determinado através da reacdo com
alaranjado de xilenol (Gay et al., 1999). Aproximadamente 0,1g de tecido vegetal foram
triturados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 2 mL de tampao fosfato de
potassio S0 mM pH 6,5. Os extratos obtidos foram centrifugados durante 15 minutos a
10.000g e 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a reacdo com o alaranjado de xilenol.
Todos os procedimentos seguintes foram realizados no escuro. A meio de reacdo era
composto por 100 puL H,0, 500 L sorbitol, 100 pL sobrenadante, 800 pL reagente Fe*
(na forma de FeNH4(SO4)) e 500 pL de alaranjado de xilenol. O sobrenadante foi
substituido por H,O no tubo correspondente ao branco. Os contetidos dos tubos foram
homogeneizados em vortex e tubos permaneceram por 30 minutos no escuro. O

conteido dos tubos de reagdes foi utilizado para a determinagdo da absorvancia a 560nm
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em espectrofotdmetro. A partir dos valores obtidos, foi possivel calcular as
concentracdes de peréxido de hidrogénio por meio de uma curva padrio de referencia na
faixa de 0 a 1uM de perdxido de hidrogénio. Os teores foram expressos por quantidade
de proteinas. A determinacdo de proteinas nos extratos foi realizada através do método

do 4cido Bicinconinico (Smith et al.,1985).

2.2.8.Determinacio de compostos fenélicos

Os extratos obtidos em 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% para a quantificagdo de
MDA foram utilizados para a quantificacdo de fendis soliveis totais. O teor de
compostos fendlicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico do folin-
ciocalteau (Sdnchez-Viveros et al., 2010), utilizando-se o acido tanico como padrdo de
referencia na faixa de 0 a 50 mg/ml. Para a reacgdo, utilizou-se 40 pL do extrato, 40 uL
de solucdo aquosa de metanol 80%, 420 uL de dgua, 1250 uL de solugdo aquosa de
carbonato de sédio 20% e 250 pL de folin-ciocalteau 0,25N. As reagdes ocorreram
durante 30 minutos sob agitacdao (1000 rpm). Apds o término da reacdo, os microtubos
foram centrifugados a 10.000 rpm, durante 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado para
a leitura das absorvancias a 725 nm em espectrofotdometro. Para o cdlculo da
concentracdo de compostos fendlicos soldveis totais, utilizaram-se diferentes

concentracoes de dcido tanico para a obtencdo de uma curva padrao.

2.3. Anadlise Estatistica
O delineamento experimental constituiu-se de blocos inteiramente casualizados,
com cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa SAS 9.0. Foram
realizadas andlises de correlagdes de Pearson, no qual foram identificadas as correlagdes

do mineral As com os elementos P e S pelo programa SAS v 9.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Teores de arsénio, fosforo e enxofre

A exposicdo a niveis crescentes de arsénio na solucdo nutritiva levou a um
acimulo crescente do metaldide nas raizes, caules e folhas (Fig. 1). Tal acimulo foi
mais pronunciado nas raizes das plantas tratadas. Em plantas submetidas a 500 uM de
arsénio, o acimulo nas raizes foi cerca de 26 vezes maior que em caules e 34 vezes
maior que em folhas. Para este tratamento, o acimulo total foi de 5456 mg kg™'. A partir
dos teores de arsénio foi possivel calcular o fator de translocacdo (FT). As plantas de
mostarda submetidas a dose mais alta de arsénio apresentaram um valor de FT igual a

0,068.
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Fig. 1. Concentracdo de arsénio em raiz (ll), caule (C]) e folha () de plantas de
Brassica juncea expostas a diferentes concentragdes de arsénio por 16 dias. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05, dentro de
cada 6rgdo.

A exposicdo ao arsenato nao afetou o teor de fésforo em raizes, havendo aumento
apenas em plantas tratadas com 50 uM de arsenato. Em folhas e caules observou-se uma
pequena reducdo nos teores de fosforo ocorreu somente a 200 uM de arsénio (Fig. 2).
Em niveis de arsénio iguais ou superiores a 50 uM houve um aumento dos teores de
enxofre em raizes, ao passo que ndo houve alteracdes para o caule, e contrariamente ao
observado em raizes, houve reducdo no teor de enxofre em folhas para os mesmos

tratamentos citados (Fig. 3).

12



20000
N Raiz
[ Caule
I Folha
15000 - A
‘TA B 5 AB
_8) B
o> 10000 A
£
o A
A hp 2 A a8 B AB AB
5000 - B

OpuM  10uM  50pM 200 uM 500 pM

[As]
Fig. 2. Concentragdo de fosforo em raiz (Il), caule ()
e folha () de folhas de Brassica juncea expostas a
diferentes concentragdes de arsénio por 16 dias. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, p > 0,05, dentro de cada 6rgao.
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Fig. 3. Concentracdo de enxofre em raiz (), caule (CJ)
e folha () de folhas de Brassica juncea expostas a
diferentes concentragdes de arsénio por 16 dias. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, p > 0,05, dentro de cada 6rgao.
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3.2. Sintomas visuais de toxidez do arsénio em Brassica juncea
Sintomas visuais de toxidez quando da exposi¢do a altas dosagens de arsénio
foram observados. As doses de 200 e 500 uM resultaram em clorose marginal nas
folhas, e possivel acimulo de antocianinas nas folhas mais velhas, visualizado mais
claramente na superficie abaxial das folhas (Fig. 4). Folhas apicais novas apresentaram
uma leve clorose em toda lamina foliar. Estas alteracdes na pigmentacdo sio
progressivas com a exposi¢do a este metal pesado, resultando, com o aumento no tempo

de exposicdo, na senescéncia das folhas (dados ndo mostrados).

Fig. 4. Efeito da toxidade do arsénio nas faces adaxial (A) e abaxial
(B) de folhas basais de Brassica juncea expostas a diferentes
concentracdes de arsénio por 16 dias.

Na mais alta dose de arsénio, podemos observar uma reduco no sistema radicular
(Fig. 5). De fato, como mostrado na figura 10, a andlise quantitativa indica redu¢do da

massa fresca das raizes na presenga das duas doses mais elevadas de arsé€nio.
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Fig.5. Plantas de Brassica juncea cultivadas sob diferentes concentragdo

de As por 16 dias. Barra =10 cm

3.3. Murcha e analise do teor relativo de agua em folhas de Brassica juncea
As plantas de Brassica juncea apresentaram murcha tempordria no periodo da
manha a partir do 7° dia, quando cultivadas sob as doses de 200 e 500 uM (Fig.6). A
murcha tempordria, observada nas horas mais quentes do dia, ndo se reflete em um
estado de desidratagdo continua da planta, visto que o teor relativo de dgua nas plantas
de Brassica juncea nao forai significativamente alterado pela exposicao a niveis toxicos

de arsénio (Fig. 7).

15



Fig. 6. Visualizacdo de murcha em plantas de Brassica juncea cultivadas a
200 e 500 puM de arsénio. As fotos foram obtidas as 11h no 8° dia de

tratamento.
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Fig. 7. Teor Relativo de Agua (TRA) em folhas de
plantas de Brassica juncea cultivadas na presenga de
arsénio. Barras (+ EP) seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05.

3.4. Analise de crescimento de Brassica juncea
Brassica juncea apresentou reducgdes significativas no comprimento do caule e
folhas quando expostas por 16 dias sob concentra¢des toxicas de arsénio. O caule
apresentou reducdo em 14 e 16% sob exposicio de 200 e 500 uM de arsenato,
respectivamente (Fig. 8). Nas mesmas dosagens, a parte aérea teve seu comprimento

reduzido em 9 e 14%, em relacio ao controle (Fig. 8). Nao houve alteracOes
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significativas no comprimento das raizes em resposta ao arsénio. A drea foliar, associada
a diminui¢cdo no comprimento das folhas, foi reduzida significativamente em 28 % e 68
% nas duas maiores concentracdes de arsenato (Fig. 9).

A reducdo no comprimento de folhas e caules em Brassica juncea foi
acompanhada pela diminui¢do na massa fresca e seca sob cultivo nas duas maiores
concentracOes de arsenato (Fig. 10), onde uma ocorreu uma redugdo de 35 e 47 % na
massa fresca e seca das folhas de Brassica juncea, respectivamente. O caule apresentou
uma redugdo significativa em 48 e 33 % em relacdo aos controles, na massa fresca e seca
sob exposi¢do a 500 uM de arsenato. A raiz apresentou reducdo significativa apenas na
massa fresca das plantas expostas a maior dose de arsenato, nas duas maiores doses,

sendo esta reducdo de 50 %, na dose de 500 uM.
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Fig. 8. Comprimento (cm) da raiz (ll), caule () e
folhas () de plantas de Brassica juncea expostas a
diferentes concentragdes de arsénio por 16 dias. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, p > 0,05, dentro de cada 6rgdo.
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Fig. 9. Area foliar de Brassica juncea expostas a
diferentes concentragdes de arsénio por 16 dias. Barras
(£ EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, p > 0,05.
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Fig. 10. Massa fresca (A) e Massa Seca (B) da raiz (M), caule () e folhas () de
plantas de Brassica juncea expostas a diferentes concentracdes de arsénio por 16 dias.
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05,
dentro de cada 6rgao.
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3.5. Trocas gasosas em folhas de Brassica juncea
A taxa fotossintética (A) de Brassica juncea apresentou reducdes somente na
maior concentracao de arsenato (500 uM). Neste tratamento, apds seis dias de exposi¢cao
foi possivel observar uma redugdo em 40 % de A (Fig. 11). Esta redugdo chegou a 77 %
ap0Os 14 dias de cultivo. A queda fotossintética foi acompanhada pela diminuicdo de 84
% na condutincia estomadtica (gs), ap0Os seis dias de exposi¢do a 500 uM de arsenato.
Esta redu¢do se manteve mesmo apds 14 dias de cultivo, além da reducdo na taxa
transpiratéria (E). A relacdo Ci/C,, no entanto, apresentou reducdo, decorrente do
fechamento estomdtico, apenas apds seis dias de exposi¢do ao arsenato, com reducdo de
26 %, em relacdo ao controle. A eficiéncia do uso da dgua (A/E) apresentou um
incremento (81%) apods seis dias de exposicdo a maior concentragdo de As devido a
reducdo drastica na E.
A reducdo em gs foi acompanhada pelo incremento na temperatura foliar, de
forma mais evidente nas plantas de Brassica juncea cultivadas, ao longo de 13 dias, sob

200 e 500 uM de As (Fig. 12).
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Fig. 11. Taxa fotossintética (A), condutancia estomdtica (gs), relacdo Ci/C,, Transpiracdo (E) e Eficiéncia do uso da dgua
(A/E) em folhas de Brassica juncea cultivadas em diferentes concentracdes de arsénio ao longo de 14 dias. Barras (£ EP)

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05, dentro de cada dia de andlise.
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Fig. 12. Plantas de Brassica juncea (A) e temperatura foliar de folhas de Brassica
juncea (B) sob diferentes concentracdes de arsénio (apds 10 dias de exposicdo aos
tratamentos). Cores mais avermelhadas indicam maiores temperaturas.

3.6. Fluorescéncia da clorofila a em folhas de Brassica juncea
A partir da andlise da fluorescéncia da clorofila a, foi possivel observar um
incremento significativo na fluorescéncia basal (Fp) em 41 % nas plantas de Brassica
Jjuncea ap6s 13 dias de cultivo sob 500 uM de As (Fig. 13). A taxa de transporte de
elétrons (ETR) foi reduzida nas plantas expostas a maior concentracdo de As em 18 %,
em relacdo ao controle, sem, no entanto, apresentar alteragdes significativas na

estimativa de centros de reacdes abertos do fotossistema II (qr).
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Fig. 13. Fluorescéncia basal (Fy), rendimento quantico potencial do fotossistema II
(F\/Fp), taxa de transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de extingdo fotoquimico (qr)
em folhas de Brassica juncea cultivadas em diferentes concentracdes de arsénio por 13

dias. Barras (+ EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
p > 0,05.

As plantas de Brassica juncea apresentaram diminuicao significativa do Y(II), em
29 %, sob exposicdo a 500 uM de As acompanhada pelo incremento em 96 % no

Y(NPQ) (Fig. 14).
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Fig. 14. Rendimento quantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no
fotossistema II, Y(II) (Hl) e os rendimentos quanticos da dissipagdo de energia
regulada, Y(NPQ) () e da dissipacao de energia ndo regulada, Y(NO) (EH) em folhas
de Brassica juncea cultivadas em diferentes concentracoes de arsénio antes da
imposic¢ao dos tratamentos (0° dia) e apds 13 dias de exposi¢do ao As. Barras (+ EP)
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05, dentro de
cada dia de andlise.

3.7. Estresse oxidativo
Os teores de malonaldeido e de peréxido de hidrogénio ndo foram alterados
significativamente em folhas e raizes de Brassica juncea ap6s 15 dias de exposi¢do a

diferentes concentracdes de As (Fig. 15 e Fig.16, respectivamente).

3.8. Compostos fenoélicos
O teor de compostos fendlicos ndo foi alterado em folhas de Brassica juncea, ap6s
15 dias de exposicao a diferentes concentracdes de As (Fig. 17A). Foi observado, no
entanto, incremento significativo de fendlicos de 2,3 e 2,7 vezes, em relacdo ao controle,
nas raizes de Brassica juncea expostas a 200 e 500 uM de As, respectivamente (Fig.

17B).
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Fig. 15. Teor de Malonaldeido (MDA) em folhas (A) e raizes (B) de Brassica juncea
cultivadas em diferentes concentra¢des de arsénio por 6 (Hl) e 15 (CJ) dias. Barras (+
EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05, dentro

de cada dia de analise.
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Fig. 16. Teor de peréxido de hidrogénio (H,0O,) em folhas (A) e raizes (B) de Brassica
Jjuncea cultivadas em diferentes concentracdes de arsénio por 6 (Hl) e 15 () dias.
Barras (+ EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p >
0,05, dentro de cada dia de analise.
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Fig. 17. Teor de compostos fendlicos em folhas (A) e raizes (B) de Brassica juncea
cultivadas em diferentes concentragdes de arsénio por 6 (Hl) e 15 (CJ) dias. Barras (+
EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p > 0,05, dentro
de cada dia de analise.
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4. DISCUSSAO

Plantas de Brassica juncea submetidas a doses crescentes de arsénio apresentaram
maior acumulo deste metaldide, tanto em folhas como em raizes. A quantidade de
acimulo de arsénio nas plantas € um parametro que define uma espécie acumuladora.
Em uma espécie acumuladora, a concentracdo total de arsénio deve ser superior a 1000
mg kg além de apresentar um fator de translocagdo (FT) superior a um (Huang ef al.,
2006; Fayiga e Ma, 2005). As plantas de mostarda possuem um actimulo superior a 1000
mg kg quando submetidas a 500 uM de arsenato, porém o FT ¢ inferior a um. Em
Pteris vittata foi encontrado um aciimulo de 22630 mg kg™ nas folhas, bem maior do
que encontrado nas raizes, sendo o seu fator de translocacdo bem superior a unidade
Ma et al., 2001). Portanto, este gendtipo de Brassica juncea € acumulador, mas
acumula o arsénio na parte aérea.

Uma deficiéncia de fésforo nas plantas submetidas ao arsénio seria esperada. O
arsenato possui uma estrutura andloga ao fosfato e ambos competem pelo mesmo
transportador em raizes (Asher e Reay, 1979; Ullrich-Eberius et al., 1989; Meharg e
Macnair, 1992). Oposto ao reportado para outras espécies de plantas nido ocorreu
alteracdo os niveis de fosforo nos trés 6rgdos analisados. Um padrdo semelhante foi
observado em plantas de Pteris vittata submetidas a 133 e 167 uM de arsenato. Embora
significativas, as alteracOes nas concentragdes de fosforo ndao foram tdo grandes, ao se
comparar com a espécie ndo-acumuladora Pteris ensiformis. Nesta espécie houve queda
nas concentracdes de fésforo em frondes, e aumento em raizes, principalmente com o
aumento da concentracao de arsenato e do tempo de exposi¢do (Singh e Ma, 2005). Esta
auséncia de inibi¢cdo no acimulo de fésforo pode significar a presenca de um mecanismo
de tolerancia a este metaldide toxico.

A absorcdo de arsénio levou ao aparecimento de sintomas visuais na parte aérea.
Este poderia ser um sintoma relacionado a uma deficiéncia de enxofre causada pela
presenca de arsénio. A coloracdo arroxeada evidencia um actimulo de antocianina,
sintoma descrito também para a deficiéncia de enxofre (Allen e Pilbeam, 2007). O
aumento nos teores de enxofre em raizes pode estar relacionado ao incremento na sintese
de compostos ricos em grupos tidis os quais aumentaram somente em raizes. Este
aumento em raizes poderia também indicar uma queda no transporte de enxofre para a
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parte aérea que por sua vez explicaria a reducdo nos seus niveis em folhas. Especula-se
que o eficiente acimulo de arsénio em raizes esté relacionado a complexacdo de arsénio
com grupos tidis, reduzindo sua translocagdo para a parte aérea e favorecendo o
seqiiestro em vacuolos nas raizes. O arsenato, ao entrar nas células € prontamente
reduzido a arsenito, adquirindo alta afinidade por grupos tidis e tais compostos sao
muitas vezes responsdveis pelo seqiiestro do arsenito em vacuolos. Este seqiiestro
poderia contribuir para o limitado transporte de arsénio para a parte aérea evidenciado
pela baixa concentracdo em relagdo ao sistema radicular (Zhao et al., 2009). De fato,
uma variedade de Brassica juncea tolerante submetida a 500 uM de arsenato apresentou
alteracdes na atividade de enzimas do metabolismo de tidis e nas concentragdes de tidis
nao-protéicos (Srivastava et al., 2010; Srivastava et al., 2009).

Além da coloragdo arroxeada, as plantas de mostarda submetidas as doses mais altas
de arsénio apresentaram clorose marginal em folhas mais velhas além de murcha durante
a manha. Singh e Ma (2006) encontraram sintomas semelhantes na espécie nao
acumuladora Pteris ensiformis exposta a 267 uM de arsenato. Estes autores ndo
encontraram tais sintomas na espécie hiperacumuladora Pteris vittata. Apesar de necrose
foliar estar freqiientemente relacionada a toxidez por arsénio, as plantas de Brassica
juncea ndo apresentaram tais sintomas. Shaibur e Kawai (2009) ndo encontraram
sintomas visiveis causados por arsenito (67 uM) em Brassica rapa. Tais plantas
apresentaram murcha apds o segundo e terceiro dias de tratamento, mas recuperaram a
turgescéncia em seguida. Sistemas hidropOnicos ndo sdo ideais para o entendimento
sobre as relagdes hidricas uma vez que hd uma disponibilidade hidrica continua para as
plantas. A ocorréncia da murcha parece estar relacionada a uma limitagdo radicular
causada pela reducdo do crescimento e comprometimento das raizes durante a exposi¢ao
ao arsénio (Singh et al, 2007; Singh e Ma, 2006; Machlis, 1941). No presente trabalho,
porém nao houve redu¢do nem no comprimento nem na massa seca das raizes, sendo
esta mais uma evidencia da tolerancia desta espécie ao arsénio. Barbosa (2009) sugeriu
que a ocorréncia de murcha em plantas submetidas ao arsénio pode estar relacionada a
uma redu¢do no acimulo de nutrientes na raiz. O acimulo de nutrientes ocorre contra o
gradiente eletroquimico e depende da disponibilidade energia. A reducio da absor¢do de

fosfato estaria prejudicando a sintese de ATP e conseqiientemente o acimulo de fons nas
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raizes. Tal queda leva a um aumento no potencial hidrico radicular e queda no gradiente
de potencial hidrico em relacdo ao solo. Tais fatos explicariam a ocorréncia de murcha
mesmo em plantas cultivadas em sistema hidropOnico, com plena disponibilidade
hidrica. Nao houve, porém, no presente trabalho, queda no teor de fésforo na raiz com os
tratamentos. Embora ndo ocorra reducdo nos niveis fosfato em raizes, a presenca de
arsénio pode reduzir a disponibilidade de ATP. Meharg (1994) sugere que uma vez
presente no citoplasma, o arsenato pode substituir o fosfato no ATP, formando
complexos instaveis do tipo ADP-As, levando a uma interrup¢ao nos fluxos de energia
das células.

Os efeitos significativos no crescimento ocorreram na parte aérea, com reducio no
comprimento, drea foliar, massa fresca e massa seca, sobretudo em plantas submetidas a
500 uM. O arsénio € considerado fitotoxico e apresenta correlacdo negativa com o
crescimento de plantas de um modo geral (Kabata-Pendias and Pendias,1991). Tu e Ma
(2002), entretanto, demonstraram aumento de biomassa em plantas de Pteris vittata em
solos contendo até 50 e 100 mg kg de arsénio. A capacidade para manter o ganho de
biomassa em ambientes ricos em arsénio € uma caracteristica interessante para
programas de fitorremediacdo. Pelo menos em doses inferiores a 200 uM as plantas de
Brassica juncea atenderam a este requisito, suportando doses superiores aquelas
encontradas, por exemplo, em solos, dgua e sedimentos no Quadrildtero Ferrifero em
Minas Gerais (Matschullat, 2000).

A exposicdo ao arsénio foi capaz de alterar as trocas gasosas em Brassica juncea
somente na mais alta dose utilizada. No sexto dia apds o tratamento, houve queda em A
acompanhada por uma reducdo em gs e na razdo C/C,. Isto indica que estd ocorrendo
uma limitacdo estomdtica e/ou mesofilica na fotossintese, ou seja, a queda em gs €
suficiente para reduzir os niveis de CO, que alcancam o sitio de carboxilagdo da
ribulose- 1,5- bisfosfato carboxilase/ oxigenase (rubisco). A partir do décimo dia de
tratamento, o decréscimo em A se mantém, bem como a queda em gs. Porém, a reducao
em gs ndo resulta na queda da razdo C/C,. Estes resultados sugerem que a partir do
décimo dia de tratamento as limitagdes na fotossintese ndo estdo relacionadas a uma
queda nos niveis de CO, que alcangcam o sitio de carboxilacdo da rubisco e que,

portanto, deve estar ocorrendo uma limitagcao bioquimica de A
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A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a foi capaz de fornecer um indicio da
relacdo entre a limitagdo bioquimica e os efeitos do arsénio sobre a etapa fotoquimica de
A. Ocorreu uma significativa redug@o na taxa aparente de transporte linear de elétrons
em plantas submetidas a 500 uM de arsénio. Conseqiientemente, estaria ocorrendo uma
reducdo no transporte vetorial de protons e, portanto na sintese de ATP, além de queda
na geracdo de poder redutor (NADPH). Tudo isso corrobora a diminui¢do em A
observada nestas plantas e sugere a hipdtese de que a limitacdo bioquimica que estd
ocorrendo na fotossintese a partir do décimo dia estd associada a limitacdes na etapa
fotoquimica.

De fato, a 500 uM houve uma reducdo no rendimento quantico efetivo de conversao
fotoquimica de energia no fotossistema II, Y(II), porém ndo ocorreram alteracdes nos
valores do rendimento quantico potencial do fotossistema II (F,/F,). Isto indica que a
capacidade do fotossistema II em utilizar a energia luminosa para reduzir o pool de
quinonas oxidadas parece ndo ter sido alterado. Isto estd de acordo com os valores
encontrados para a capacidade fotoquimica do fotossistema II (qp). Estes valores sdo
uma estimativa do estado de oxidacdo dos primeiros aceptores estdveis (quinonas).

Nao ocorreram alteragdes na capacidade fotoquimica do fotossistema II com a
aplicacdo dos tratamentos. Estes resultados sugerem que ndo ocorreram danos nos
membranas dos tilacéides ou alguma espécie de fotoinibicdo. A queda nas taxas de
transporte de elétrons pode estar relacionada a uma alteragdo no transporte da energia
luminosa nos complexos antenas. Ocorreu um aumento nos valores de fluorescéncia
basal (Fp) em plantas submetidas a 200 e 500 uM de arsénio. O valor F, representa a
emissdo de luz pelas moléculas de clorofilas a excitadas, antes de a energia ser dissipada
para o centro de reacdo do PSII, ou seja, evento que independe da ocorréncia da
fotoquimica.

Nao ocorreram alteracOes nos valores da dissipacdo de energia ndo regulada,
Y(NO). Este representa a dissipacdo de energia que ocorre de forma constitutiva na
forma de fluorescéncia e nas antenas do fotossistema II. Este fato descarta a
possibilidade de ocorréncia de danos nas antenas, e o0 aumento nos valores de F, poderia

estar relacionado a um aumento na quantidade de complexos antena no fotossistema II.
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Ocorreu um aumento no valor do rendimento quantico da dissipa¢do de energia
regulada, Y(NPQ), em plantas submetidas a 500 uM de arsé€nio. Este parametro reflete a
dissipacdo térmica que ocorre por meio do ciclo das xantofilas, que € regulado pela luz e
pelo gradiente de prétons da membrana do tilacéide. O aumento da dissipacdo térmica
estd de acordo com as imagens de infravermelho obtidas apds o décimo dia de
tratamento em que se pode observar que as temperaturas das plantas submetidas a 200 e
500 uM sao superiores as temperaturas observadas nas demais plantas. Considerando a
auséncia de danos no aparato fotossintético e nos complexos antena, € possivel inferir
que a queda nos eventos fotoquimicos e nas taxas de transporte de elétrons pode ser uma
respostas a uma possivel limitacdo na etapa bioquimica na fotossintese. Este fato pode
ser devido a alteragdes em atividade de enzimas envolvidas na etapa bioquimica ou
simplesmente por alteracdes no metabolismo energético devido a deficiéncia de fosfato
em plantas submetidas a arsénio. A reducdo nos eventos de carboxilagdo da rubisco
poderia gerar um excesso de energia nas membranas dos tilacéides caso ndo ocorresse
queda nos eventos fotoquimicos. Na auséncia de mecanismos de dissipacao este excesso
poderia causar danos nas membranas. No caso das plantas de Brassica juncea, 0s
mecanismos de dissipacdo do excesso de energia parecem estar relacionados a um
incremento nos complexos antena do fotossistema II e aumento da dissipacdo térmica
via ciclo das xantofilas.

Poucos trabalhos descrevem os efeitos do arsénio na fotossintese, e sdo pouco
detalhados, concentrando-se principalmente em espécies sensiveis a este metaldide e
restringindo-se somente a determinacdo da taxa de fotossintese, efeito nos pigmentos e
relacdes hidricas (Rahman et al, 2007; Stoeva et al, 2005; Stoeva e Bineva, 2003, e
Sushant e Gosh, 2010). Estes resultados demonstram que mesmo a concentragdes
altissimas (200 uM) e altamente disponiveis (solu¢@o nutritiva, ao invés de experimentos
em solo) ndo ocorre reducdo significativas na fotossintese, e que ndo foram detectadas
alteracdes nos parametros fotoquimicos, sendo esta mais uma evidéncia para confirmar
que este gendtipo de Brassica juncea € tolerante ao arsénio.

Um indicativo da ocorréncia de danos nas membranas celulares é o incremento de
malonaldeido (MDA) nos tecidos vegetais. O MDA ¢é um produto da peroxidacdo de

dcidos graxos poliinsaturados. A ocorréncia de peroxidacdo € decorrente da geracdo de
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excessos de espécies reativas de oxigé€nio, fendmeno comumente associado a presenca
de metais pesados (Sthos e Bagchi, 1995). No presente trabalho, ndo houve alteracio
significativa nos niveis de MDA tanto em raizes quanto na parte aérea, sugerindo que
uma possivel geracdo de espécies reativas de oxigénio ndo foi capaz de causar algum
tipo de dano em membranas. Este fato estd de acordo com os resultados obtidos por
meio da quantificacdo de peréxido de hidrogénio.

Em raizes, seria esperado um dano decorrente dos altos niveis de arsénio
encontrados. Foi observado um incremento significativo no teor de compostos fendlicos
apenas em raizes. Estes compostos poderiam estar atuando na reducdo de um possivel
excesso de espécies reativas de oxigénio, evitando assim a ocorréncia de danos
oxidativos. Diversas pesquisas t€ém demonstrado a importancia destes metabdlitos em
processos de destoxificacdo celular em plantas na presenga de metais pesados
(Michalak, 2006). Tais compostos podem atuar diretamente sobre membranas,
aumentando sua estabilidade (Arora et al., 2000), impedindo a difusdo de radicais ou
alterando a cinética de peroxidagdo (Blokhina et al., 2003; Arora et al., 2000). Podem
atuar ainda, diretamente sobre as espécies reativas de oxigénio, através da doagdo de
elétrons ou hidrogénio (Khan et al., 2000; Shakihama et al., 2000; Inzé e Van Montagu,
1995; Arora et al., 1998).

Os resultados de trabalhos envolvendo plantas de Brassica juncea expostas ao
arsénio ajudam a fundamentar a tolerdncia do gendtipo em estudo. Pesquisas
demonstram que espécies tolerantes de Brassica juncea possuem uma capacidade
elevada em acumular arsénio em seus tecidos, além de apresentar respostas
antioxidantes relacionadas a atividade enzimadtica e metabolismo de tidis (Srivastava et
al., 2010; Srivastava et al., 2009). Plantas de Brassica juncea expostas a 25 uM de
arsénio por 96 horas foram capazes de desenvolver respostas antioxidantes enzimaticas e
ndo-enzimdticas, refletindo um sistema de defesa aos danos celulares causados pelo
arsénio (Khan et al., 2009). Outros trabalhos utilizaram linhagens transgénicas visando o
aumento da tolerncia de Brassica juncea ao arsénio e ciddmio e demonstraram a
importancia de fitoquelatinas no transporte intercelular de metais pesados (Gasic e

Korban, 2007; Navaza et al., 2006).
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Em conjunto, estes dados permitem evidenciar que o gendétipo de Brassica juncea
em estudo € tolerante ao arsénio. Apesar de acumular niveis altissimos de arsénio nas
raizes, estas plantas ndo apresentaram dano oxidativo, nem redu¢do na acumulacdo de
massa seca nas raizes. A dose de 200 uM reduziu marginalmente a drea e massa foliar, e
nesta dose nido foram observadas alteragdes pontuais na fotossintese e parametros de
fluorescéncia até o 13° dia de tratamento. Esta tolerancia indica que este genétipo pode
ser utilizado para o desenvolvimento de uma planta biossensora de arsénio. O fato de
que mais de 5000 mg kg de arsénio seja acumulado nas raizes desta espécie, com
efeitos reduzidos no seu crescimento, indica o grande potencial desta espécie para a
fitoestabilizacdo, uma importante estratégia de fitorremediacdo, a qual reduz a
disponibilidade de metais contaminantes na rizosfera, seja impedindo sua lixiviacdo para
o lencgol fredtico, seja reduzindo os efeitos da erosd@o do solo na contamina¢do ambiental,
ou mesmo reduzindo o efeito téxico em outras espécies de plantas e animais. Apesar de
ser uma planta herbdcea, sua alta taxa de crescimento, seu hdbito bianual de reproducao,
e sua alta biomassa acumulada entre as espécies tolerantes a este metaldide, tornam esta
espécie uma alternativa para a revegetacdo de dreas contaminadas e fitoestabilizacdo de

areas contaminadas com arsénio.
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5. CONCLUSOES

A andlise dos dados obtidos permite concluir que o genétipo de Brassica juncea
estudado possui tolerincia ao arsénio. Esta tolerancia estd ligada principalmente a
capacidade de manter o metabolismo do fosfato e niveis normais de espécies reativas
de oxigénio resultando na manutencdo da estrutura de membranas. Os compostos
fenolicos exercem um papel importante de protecdo contra o estresse em raizes. A
tolerancia observada se reflete na alta capacidade de acumular arsénio em raizes sem
apresentar queda no crescimento e actimulo de matéria seca.

Outro fato importante a ser ressaltado € a capacidade de tais gendtipos em manter
a atividade fotossintética mesmo sob doses elevadas de arsénio. Estes fatos nos
levam a acreditar que embora o genétipo ndo acumule grande quantidade de arsénio
na parte aérea, este possui caracteristicas importantes para a utilizagdo em remediag¢ao
de areas contaminadas. Ele suporta concentracdes mais elevadas do que aquelas
encontradas em regides contaminadas do Brasil. A alta capacidade de acumular e
seqiiestrar arsénio nas raizes permite a utilizacdo deste gendtipo como fito-
estabilizador destas dreas contaminadas.

Estudos adicionais sdo interessantes para avaliar as respostas de tais plantas em
longo prazo. Além disso, € necessdrio avaliar se este gendtipo se adaptaria bem em
ambientes contaminados, em dreas de mineracdo em que hd uma combinacdo de

diversos fatores ambientais que poderiam afetar o desenvolvimento das plantas.
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