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RESUMO

FARNESE, Fernanda dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2015.
Sinalizacéo celular em resposta ao arsénio: mecanismos de acdo do Oxido nitrico em nivel
molecular, bioguimico, fisioldgico, ultraestrutural e implicacoes para
fitorremediacdo.Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Coorientadores: Elder A. S. Paiva,
Adriano Nunes Nesi e Cléberson Ribeiro.

O oxido nitrico (NO) é um importante sinalizador celular em condicdes de estresses bidticos ou
abidticos. No presente estudo investigou-se o papel deste sinalizador na respestza de
stratiotesao arsénio (As). As plantas, cultivadas em solug&o nutritiva, pH 6,5, ¥ da forga idnica,
foram expostas a quatro tratamentos, por 24 horas: controle (apenas solugdo nutritiva);
nitroprussiato sédico (SNP doador de NO) (0,1 mg¥); As (1,5 mg ['); As+SNP (1,5 e 0,1

mg L, respectivamente). Para anélise de crescimento as plantas permaneceram por trés dias nas
condicBes supracitadas. O acumulo de AsRatratiotesaumentou a concentracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), o que teve efeitos danosos sobre a integridade das membranas
celulares e sobre varios processos fisioldgicos, como fotossintese, respiracao e fotorrespiragao.
Em relacdo a fotossintese, diversos parametros foram alterados, desde a concentracdo de
pigmentos até a fixacdo de carbono, com consequente queda na concentracdo de sacarose.
Comportamento similar foi observado em relacdo a taxa de fotorrespiracdo, que também
apresentou decréscimos. O processo respiratorio, por sua vez, aumentou, provavelmente devido a
similaridade quimica entre arsenato e fosfato, 0 que comprometeu o status energético da célula.
Todos esses efeitos danosos do As se refletiram sobre a estrutura celBlastddiotes
provocando a desestruturacdo do sistema de membranas e o colapso do protoplasto, além de
gueda dos tricomas. Consequentemente, observou-se queda do crescimento vegetal e baixo
indice de tolerancia ao poluente. A adicdo de SNP, no entanto, foi capaz de atenutusos efe
toxicos do As, provavelmente através da S-nitrosilacdo proteica. A adicdo de SNP manteve a
concentragdo de ROS em niveis similares ao controle e restaurou a taxa fotossintética, a estrutura
celular das plantas e a taxa de crescimento. Esses efeitos benéficos do SNP aparsammente
consequéncias de alteracbes desencadeadas tanto no metabolismo primério, secundario e
antioxidante dé. stratiotes O SNP aumentou o NPQ e a atividade respiratéria, além de inibir a
fotorrespiracéo, o que provavelmente esta relacionado com a manutencédo da homeostase de ROS

e com a geracao de esqueletos de carbono para mecanismos de defesa. Essas alteracdes no
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processos vegetais foram acompanhadas por mudancas nas concentracbes de acucares,
intermediarios do ciclo de Calvin e intermediarios da fotorrespiracdo. O SNP também
influenciou de forma significativa o metabolismo antioxidantePdetratiotesexposta ao As,

tendo sido observado aumento na atividade de enzimas antioxidantes, como dismutase do
superoxido, peroxidase, catalase, peroxidase da glutationa e redutase da glutationa, e alteracao a
concentracdo de antioxidantes ndo enzimaticos, como glutationa, ascorbato e prolina. A
glutationa foi particularmente importante na toleranci& dstratiotesao As, e parece ter agido

tanto como substrato para atividade enzimética quanto para a sintese de fitoquelatinas. O SNP
desencadeou ainda alteracdes nos metabdlitos relacionados com a glicolise e com o ciclo dos
acidos tricarboxilicos, além de afetar a concentracdo de varios polidis e aminoacidos, a maior
parte dos quais estdo relacionados com o combate ao estresse oxidativo. A adicdo de SNP
permitiu, portanto, a integragdo dos processos vegetais e 0 ajuste da maquinaria metaholica de
stratiotesem resposta ao As, o que resultou na reprogramacdo do metabolismo antioxidante e
alteracbes no metabolismo primario e secundario, culminando com o aumento da tolerancia das

plantas ao metaloide.
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ABSTRACT

FARNESE, Fernanda dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, februarzel015.
signaling in response to arsenic: action of nitric oxide on the molecular, biochemical,
physiological, ultrastructural level and implications for phytoremediation. Adviser:Juraci

Alves de OliveiraCo-advisers: Elder A. S. Paiva, Adriano Nunes Nesi and Cléberson Ribeiro.
Nitric oxide (NO) is an important cellular signaling molecule involved in the response of plants

to biotic and abiotic stress. This study investigated the role of N@sira stratiotesresponses

to arsenic (As). The plants were cultivated in nutrient solution, pH 6.5, with ¥ of the full ionic
strength and exposed to four treatments, for 24 hours: control (nutrient solution) sodium
nitroprusside (SNP) (0.1 mg L-1); As (1.5 mg L-1); As + SNP (1.5 and 0.1 mg L-1,
respectively). For growth analysis, plants remained for three days in the conditions described
above. The accumulation of As By stratiotesincreased the concentration of reactive oxygen
species, which had harmful effects on the integrity of cell membranes and several physiological
process, as photosynthesis, respiration and photorespiration. Regarding the photosynthesis,
several parameters have changed, including since the pigment concentration until the carbon
fixation, with consequent decrease in sucrose concentration.Similar behavior was observed in
relation to photorespiration rate, which also decreased. The respiration process increased,
probably due to chemical similarity between arsenate and phosphate, which compromised the
energy status of the cell. All these harmful effects of As were reflected in the cellular structure of
P. stratiotes, causing the disruption of the membranes system, the collapse of the protoplast and
fall in trichomes.As a consequence, there was decrease of plant growth and low level of
tolerance to the pollutant. The addition of SNP, however, was able to attenuate the toxic effects
of the As, probably through protein S-nitrosylation. The addition of SNP remained the
concentration of ROS at levels similar to the control and restored the photosynthetic rate, the
cellular structure and the growth rate. These beneficial effects of SNP apparently are
consequences of changes triggered both in primary, secondary and antioxidant metalddlism of
stratiotes The SNP increased the NPQ and the respiratory activity, and inhibited
photorespiration, which is probably related to the maintenance of ROS homeostasis and the
generation of carbon skeletons for defense mechanisms. These changes in plant processes were
accompanied by changes in sugar concentrations, Calvin cycle intermediates and intermediates

of the photorespiration. The SNP also influenced the antioxidant metabolisia. of
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stratiotegxposed to As and increased the activity of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase, peroxidase, catalase, glutathione peroxidase and of glutathione reductase, and altered
the concentration of non-enzymatic antioxidants such as glutathione, ascorbate and proline.
Glutathione was particularly important in the toleranc® .oftratiotesto As, and appears to have

acted both as a substrate for enzyme activity as for the phytochelatin synthesis. The SNP also
triggered changes in metabolites related with the glycolysis and the tricarboxylic acid cycle and
affected the concentration of various polyols and amino acids, most of which are related to the
oxidative stress. The addition of SNP therefore enabled the integration of plant physiological
processes and the adjusting the metabolic machind?y stfatiotesin response to As, resulting

in the reprogramming the antioxidant metabolism and changes in primary and secondary

metabolism, culminating in the increase in the plant tolerance to the metalloid.
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INTRODUCAO GERAL

A contamina¢do da agua utilizada para consumo humano com arsénio (As) € um
problema de proporgdes globais, com enormes implicagbes para a conservacido da
biodiversidade e para a saude humana. De fato, 0 As € responsavel por maiores taxas de
mortalidade do que qualquer outro contaminante (Kumar e Suzuki, 2002; eYwn
2007). A elevacédo das concentracdes de As no ambiente aquético resulta do despejo direto
de residuos nos cursos d’agua ou das atividades antropicas que liberam o As presente no
solo, possibilitando, assim, que esse elemento seja drenado e atinja rios, lagos e aguas
subterraneas (Shankatral, 2014). Apenas na América Latina, estima-se que existam pelo
menos 14 milhdes de pessoas expostas a concentracdes toxicas deste polueptea(l.itter
2011). No Brasil, um dos locais mais afetados é o Quadrilatero Ferrifero, em Minas Gerais,
onde a intensa atividade de mineracdo nos ultimos 300 anos foi responsavel pelo
lancamento de, no minimo, 390.000 toneladas de As nos corpos hidricos da regido (Borba
et al, 2004).

Vérios estudos ja foram realizados na busca de técnicas para remover o As do
ambiente, mas a maioria dos métodos desenvolvidos até entdo envolvem alto capital e
acarretam danos ambientais (Mishra e Tripathi, 2008). Neste contexto, a fitorremediacao,
técnica que utiliza plantas para remover compostos toxicos do solo, agua ou atmosfera, se
insere como uma alternativa para a descontaminacdo de ambientes contaminados com As
(Susarleet al, 2002). Como exemplo de plantas com alto potencial para a fitorremediacéo
pode-se citaiPistia stratiotesL. (Araceae), uma macrofita aquatica capaz de absorver
grandes quantidades de metais toxicos, além de apresentar alta producdo de biomassa

(Prasad e Greger, 2001), ambas caracteristicas fundamentais para utilizacdo de plantas na



extracdo de poluentes (Me& al, 2006). Embora ja tenha sido demonstrado Rjsga
stratiotesé capaz de absorver e acumular altas concentragbes de As, 0s severos danos
desencadeados pelo mesmo comprometem seu crescimento e metabolismo, o que limita sua
utilizacdo em programas de fitorremediacao (Faraeag 2014.

Dentre os varios danos desencadeados pelo As nas células vegetais, o0 mais comum
€ 0 estresse oxidativo. O estresse oxidativo decorre do aumento na geracado de espécies
reativas de oxigénio (ROS), as quais podem oxidar as principais macromoléculas celulares,
comprometendo diversos processos fisiolégicos, como a fotossintese, e causando, inclusive,
a morte celular. Além disso, por ser analogo ao fosfato, quando o As é suprido na forma de
arsenato o metabolismo do fosfato pode ser comprometido, jA que o arsenato pode
substituir o fosfato no sitio ativo de diversas enzimas. Isso ocorre, por exemplo, durante a
respiracdo celular. Estes danos podem ser evitados ou minimizados pela atuacdo de
mecanismos antioxidativos enzimaticos, como as enzimas dismutase do superdxido (SOD),
peroxidases (POX), catalases (CAT) e peroxidases do ascorbato (APX), mecanismos néo
enzimaticos, como a glutationa e o ascorbato, e pela acdo de agente complexantes do As,
como as fitoquelatinas (Singh et al., 2009).

A ativacdo dos mecanismos de defesa em resposta ao As envolve alteracdo na
expressao génica e na atividade de enzimas e proteinas, 0 que € consequéncia de complexas
cascatas de sinalizacdo. Dentre os varios componentes dessas vias de sinalizacéo, o oxido
nitrico (NO) se insere como molécula gasosa que desempenha papel fundamental na
ativacéo ou inibicdo de diversos processos vegetais (Baudouin e Hancock, 2014).

O NO foi inicialmente identificado nas plantas como um radical danoso e, apenas
no inicio de 1998, comecaram a ser publicados os primeiros trabalhos enfatizando o papel

do NO na sinalizacdo celular (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). A partir de



entdo, numerosos estudos tem reportado o papel do NO na resposta das plantas a diferentes
estimulos, principalmente em resposta a estresses bidticos e abidticos, incluindo o As
(Singhet al, 2013; Gonget al, 2014;Hasanuzzaman e Fuijita, 2014; Puyaubert e Baudouin,
2014). Em relagdo ao As, ja foi demonstrado que o NO é capaz de agir como um
sinalizador e aumentar a atividade e/ou concentracdo de antioxidantes enzimaticos e néo
enziméticos (Namdjoyan e Kermaian, 2013; Siagal, 2013). Os mecanismos envolvidos

nessa sinalizacdo ainda nao estdo totalmente esclarecidos, mas acredita-se que a S-
nitrosilacdo proteica seja particularmente importante nesse processo, ja tendo sido
demonstrado que ela é essencial na resposta de plantas a patdgenos. A S-nitrosilacdo
proteica consiste na ligacdo covalente do NO com determinados residuos de cisteina na
proteina-alvo, o que pode alterar a atividade, a estabilidade ou a localizagédo subcelular da
proteina (Sehrawat e Deswal, 2014).

Apesar dos diversos estudos, no entanto, muitas lacunas ainda existem,
principalmente devido a auséncia de estudos que enfoquem o efeito global do NO sobre a
célula. Da mesma forma, também séo escassos trabalhos que demonstrem se a sinalizacao
pelo NO é efetiva em atenuar os danos desencadeados pelo As sobre a estrutura de
organelas vegetais e 0s processos fisioldgicos a elas associados. De fato, metodologias para
avaliacdes da ultraestrutura ou perfil metabodlico raramente séo utilizadas em estudos que
erfoquem a resposta das plantas a metais pesados, bem como o papel do NO nesse
processo. Desta forma, o presente trabalho objetivou analisar o efeito do NO sobre a
ultraestrutura, fisiologia e metabolismo de espécimdiigta stratiotessubmetidas ao As,

a fim de gerar um panorama global dos mecanismos de acao através dos quais o NO

aumenta tolerancia das plantas ao metaloide.
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Artigo |

Exposicao dePistia stratiotes ao arsénio e ao 0xido nitrico: implicacdes fisiologicas,

micromorfolégicas, ultraestruturais

RESUMO

A toxicidade do arsénio (As) e o efeito do 6xido nitrico, suprido na forma de
nitroprussiato sodico (SNP), sobre a fisiologia, a ultraestrutura e a micromorfologia de
Pistia stratiotegoram investigados. As plantas, cultivadas em solugéo nutritiva, pH 6,5, %
da forga ibnica, foram expostas a quatro tratamentos, por 24 horas: controle (apenas
solucdo nutritiva); SNP (0,1 mg™); As (1,5 mg [Y); As+SNP (1,5 e 0,1 mgL
respectivamente). A absorcdo de As pelas plantas aumentou a concentracéo de peroxido d
hidrogénio nas células e desencadeou alteracdes na fotossintese, na respiracdo e na
fotorrespiracdo. Em relacdo a fotossintese, diversos parametros foram alterados, desde a
concentracdo de pigmentos até a fixacdo de carbono, com consequente queda na
concentracdo de sacarose. Comportamento similar foi observado em relacdo a taxa de
fotorrespiracao, que também apresentou decréscimos. O processo respiratorio, por sua vez,
aumentou, provavelmente devido a similaridade quimica entre arsenato e fosfato, o que
comprometeu o status energético da célula. Todos esses efeitos danosos do As se refletiram
sobre a estrutura celular d® stratiotes provocando a desestruturacdo do sistema de
membranas e o colapso do protoplasto, além de queda dos tricomas. A adicdo de SNP
atenuou todos os efeitos toxicos do As, sendo capaz de manter a concentracao de peroxido
de hidrogénio em niveis similares ao controle e restaurando a taxa fotossintética e a
estrutura celular das plantas. O efeito benéfico do SNP provavelmente envolveu o aumento
do NPQ e da atividade respiratéria, bem como a inibicdo da fotorrespiragéo, evidenciando a

importancia da integracdo desses processos para a manutencdo da homeostase celular.

Palavras-chave:fotossintese; respiracéo; fotorrespiracdo; carga energética celular.



ABSTRACT

Arsenic (As) toxicity and nitric oxide effect, supplied in the form of sodium
nitroprusiate (SNP), were analyzed Ristia stratiotes The plants were cultivated in
nutrient solution, pH 6.5, with % of the full ionic strength and exposed to four treatments,
for 24 hours: control (nutrient solution) SNP (0.1 mg L-1); As (1.5 mg L-1); As + SNP (1.5
and 0.1 mg L-1, respectively). The absorption of As by plants increased the concentration
of hydrogen peroxide in the cells and triggered changes in photosynthesis, respiration and
photorespiration. Regarding the photosynthesis, several parameters have changed,
including since the pigment concentration until the carbon fixation, with consequent
decrease in sucrose concentration.Similar behavior was observed in relation to
photorespiration rate, which also decreased. The respiration process increased, probably
due to chemical similarity between arsenate and phosphate, which compromised the energy
status of the cell. All these harmful effects of As were reflected in the cellular structure of
P. stratiotes, causing the disruption of the membranes system, the collapse of the protoplast
and fall in trichomes. These damages were reversed by the SNP, that was able to maintain
the concentration of hydrogen peroxide at levels similar to the control, restoring the
photosynthetic rate and the cell structure of the plant. The beneficial effect of SNP probably
involved the increase in the NPEQ and in respiration, as well as inhibition of
photorespiration, demonstrating the importance of the integration of these processes to the

maintenance of cellular homeostasis.

Keywords: photosynthesis; respiration; photorespiration; cellular energy charge.

1. Introducéo

O arsénio (As) € um metaloide toxico que ocorre naturalmente no ambiente,
principalmente devido a dissolucdo de determinados tipos de rochas. Altas concentracoes
de As, no entanto, sdo potencialmente toxicas para todas as formas de vida e ocorrem em
todo o mundo, sobretudo como consequéncia de acbes antropicas que liberam este

metaloide no meio (Kumaet al, 2015;Bundschulet al, 2012). O arsenato € a forma



guimica na qual o As é predominantemente encontrado em ambientes oxigenados, como
solos aerdbicos e &guas superficiais. O arsenato é um analogo quimico do fosfato e,
portanto, pode ser facilmente absorvido por plantas através de transportadores de fosfato de
alta afinidade presentes nas raizes (Castilll, 2013). Uma vez absorvido, este poluente
desencadeara sérias alteracdes no metabolismo vegetal, 0 que pode comprometer processos
bioguimicos e fisiologicos e podera refletir em alteracdes na micromorfologia e na
organizacao celular das plantas (Schneadait., 2013).

Grande parte dos danos desencadeados pelo As é consequéncia da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). A producao de ROS ocorre naturalmente como
consequéncia do metabolismo aerébico e, em condi¢cdes celulares normais, a sua
homeostase € cuidadosamente balanceada, o que mantém seus niveis aproximadamente
constantes. Em condicbes estressantes, no entanto, a geracdo de ROS aumenta
bruscamente, afetando organelas e processos vegetais o que, em Ultima instancia,
compromete o crescimento e a sobrevivéncia da planta (Guetnahn2013; Ledcet al,

2014; Rofkaret al, 2014).

As plantas frequentemente respondem aos agentes estressores por meio da
reprogramacdo dos seus processos fisiologicos e metabdlicos, a fim de garantir a
manutengcdo da homeostase e o0 perfeito funcionamento celular. Processos como
fotossintese, fotorrespiracdo e respiracdo estdo intrinsecamente relacionados e sao
essenciais para a tolerancia das plantas a estresses abidticos, sendo cuidadosamente
regulados em condi¢cfes adversas (Gupta e Huang, 2014; étidhr2011; Osakabet al,

2014). Acredita-se que essa regulacdo envolva tanto mudancas no estado redox celular

quanto a participacao de sinalizadores celulares (Milaf, 2011).



O o6xido nitrico (NO) é um sinalizador celular particularmente importante no
processo de tolerdncia das plantas a agentes estressores. Nos Ultimos anos, diversos
pesquisadores demonstraram que a adicdo de NO é capaz de aumentar a tolerancia das
plantas ao As (Namdjoyan and Kermanian, 2013; Setgil, 2013; Talukdar 2013; Jiet
al., 2010). Fortes evidéncias indicam que o NO age como um mensageiro secundario,
desencadeando diferentes tipos de respostas celulares, como o incremento dos sistemas de
defesa antioxidante (Faet al, 2014). Esta molécula também age como sinalizador nos
principais processos fisiologicos da planta, alterando a fotossintese e a respiracdo em
diferentes condicbes ambientais (Jhanjial, 2012; Vanlerberghe, 2013). A maioria dos
estudos realizados até 0 momento, no entanto, analisa esses processos isoladamente e nao
enfoca a resposta das plantas a metais pesados, de forma que ainda ndo esta claro se o NO é
capaz de alterar simultaneamente varios processos fisiolégicos e, por conseguinte,
reprogramar o metabolismo vegetal a fim de aumentar a toleréncia das plantas ao As. Além
disso, estes trabalhos ndo enfocam os efeitos do NO sobre as organelas celulares, nao
havendo dados que apresentem complementariedade entre estrutura e funcdo, o que
restringe a compreensao dos mecanismos de tolerancia. Com base nesses fatos, o presente
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do As e do NO sobre a fisiologia,
micromorfologia e ultraestrutura celular Béstia stratiotes macrofita aquatica capaz de
absorver e acumular grandes quantidades de As, sendo bastante sensivel aos danos

desencadeados por este metaloide.
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2. Material e Métodos
2.1 Obtencéo das plantas

Espécimes deistia stratiotesL. (Araceae)foram coletados no horto florestal da
Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, MG, Brasil) e esterilizados com hipoclorito de
sédio 1% durante 1 min, sendo entdo lavados em agua corrente e gua destilada. Os
espécimes coletados foram transferidos para solugéo nutritiva de Clark (1975), % da forga
iGnica, pH 6,5, sendo mantidas em sala de crescimento de plantas, com luz e temperatura
controladas (25 + 2 °C; 230 pmol™rs?), e fotoperiodo de 16 horas. As plantas
permaneceram nestas condi¢des por trés dias para aclimatacéo.

Apés o periodo de aclimatacdo, as plantas foram transferidas para recipientes
contendo 0,5 L de solucao nutritiva de Clark (1975), ¥4 da forga ionica, pH 6,5, e expostas a
quatro tratamentos: controle (apenas solucdo nutritiva); SNP (0,1mn44.(1,5 mg ) e
As + SNP (1,5 e 0,1 mg™, respectivamente). O SNP (nitroprussiato de sédio) é uma
substancia comumente utilizada em estudos bioquimicos como doadora de NO. As plantas

permaneceram nestas condi¢des por 24 horas.

2.1 Determinagé&o do arsénio absorvido

A fim de determinar a concentracdo de As absorvido e translocado para as folhas
por P. stratiotesas folhas foram coletadas, lavadas em agua destilada e mantidas em estufa
convencional a 80°C até que o peso seco constante fosse obtido. O material seco foi
macerado e digerido em uma mistura de acido nitrico e perclérico (Etaeh 1993),
sendo a concentracao de As determinada por meio de espectrometro de emissdo em plasma

indutivamente acoplado (Optima 3300 DV, Perkin-Elmer, Norwalk, CT).
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2.2Determinacgao da concentragéo de peroxido de hidrogénio

A fim de determinar a geracdo de espécies reativas de oxigénio, a concentracéo de
peroxido de hidrogénio (@) foi quantificada utilizando-se amostras de 200 mg de folhas
homogeneizadas em meio de extracdo (tampao fosfato de potédssio 50 mM, pH 6,5,
contendo hidroxilamina 1 mM) e centrifugadas a 10.000 x g, por 15 minutos, a 4 °C (Kuo e
Kao, 2003). Aliquotas de 50 pL do sobrenadante foram adicionadas a meio de reacdo
contendo FeNEBO, 100 uM, acido sulfarico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol
100 mM (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos e a
absorvancia determinada a 560 nm. As concentracbes@efétam estimadas com base

em curva de calibragéo preparada com padroes@g H

2.3 Processos fisioldgicos vegetais
2.3.1 Pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

Para a determinacdo da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos clorofila a e
clorofila b, dois discos foliares de 0,5 cm de diametro foram coletados, pesados e incubados
em 5 mL de DMSO (dimetilsulfoxido), saturado com carbonato de célcio, por 24 horas
(Wellburn, 1994). ApoOs este periodo a leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 665 e 649 nm, para determinacdo da
clorofia a e clorofila b, respectivamente. A concentracdo dos pigmentos foi calculada
empregando-se as equacgdes propostas por Arnon (1949) e os resultados expressos em mg g
L MF.

A andlise da fluorescéncia minimigy) foi realizada no periodo de antemanha via
excitacao dos tecidos foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade(6103

fétons m-2 s-1). A fluorescéncia maxinta, foi obtida pela aplicacdo de um pulso de 0,8
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s de luz actinica saturante (80pMol fétons nf st). A fluorescéncia variavelr() foi
determinada pela diferenca entfg e F, e, a partir desses valores, foi calculado o
rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (van Kooten e Snel, 1990).

As folhas foram aclimatadas a luz actinica (106®I fotons nf s*) durante 60 s, a
fim de se obter a fluorescéncia transieftg, (seguido por um pulso de luz saturante para
estimar-se a fluorescéncia maxima a Igg’y e, por ultimo, aplicou-se um pulso de luz
vermelho-distante, para obter-se a fluorescéncia minima apds aclimatacdo a luz actinica
(Fo’). Com esses pardmetros, foram calculados a eficiéncia fotoquimica do transporte de
elétrons associado ao fotossistemabils(), 0 rendimento quantico da assimilacdo de CO
(®co2) e oquenchingnado fotoquimico (NPQ), conforme proposto por Maxwell e Johnson
(2000).

A taxa de assimilacdo liquida do carbory, (a condutancia estométicgs)(e a
concentracdo interna de €(T;) foram determinadas em sistema aberto, sob luz saturante
(1000 umol m? s') e pressdo parcial de G@e 40 Pa, com um analisador de gases a
infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., Nebraska, EUA), equipado com uma fonte de luz
azul/vermelho (modelo LI-6400-02B, LI-COR).

A concentracdo de sacarose nas folhaB.dsratiotedfoi determinada utilizando-se
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), conforme descrito por
Lisec et al, 2006. A sacarose foi identificada por meio da comparacdo com padroes

auténticos.

2.3.2 Respiracao noturna e respiracdo mitocondrial
A respiracado noturna (R ou taxa de assimilacdo liquida de Q@turna, foi

avaliada antes do amanhecer utilizando-se um analisador de gases a infravermelho (LI-
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6400, Li-Cor Inc., Nebraska, EUA). A respiracdo mitocondrial durante o gl jBr sua
vez, foi estimada a partir deyRde acordo com Baét al. (2008). R foi estimada a

diferentes temperaturas usando;@ Qarcher, 1983), como a seguir:

Ro = RuQid ™ ™" (Quo=2,2);
em que T, € a temperatura foliar no qual a flei medida e § € a temperatura foliar na qual

a Ry foi calculada.

2.3.3 Determinacao da taxa fotorrespiratoria e intermediarios da fotorrespiracao
A taxa de fotorrespiracdo gPdas plantas submetidas ao As e ao NO foi calculada
utilizando-se os dados obtidos com o analisador de gases a infravermelho. O fluxo de
elétrons utilizado para a carboxilacdo (ETRc) e para a oxigenacdo (ETRo) pela Rubisco
(ribulose-1 5-bisphosphate carboxilase/oxigenase) também foram calculados. As seguintes
férmulas foram utilizadas (Epraat al, 1995; Valentinet al, 1995):
Pr= 1/12[ETR - 4 (A + R)];
ETRc = 1/3[ETR + 8 (A + R)];

ETRo = 2/3[ETR + 4 (A + R)];

Para determinar a concentracdo dos aminoacidos serina e glicina, amostras foliares
foram submetidas a extragdo metandlica, sendo os aminoacidos quantificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), conforme descrito por
Lisec et al. (2006). Os aminoéacidos foram identificados por meio da comparacdo com

banco de dados criados a partir de padrées auténticos (Kbake2005).
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2.4 Concentragéo de ATP, ADP e AMP

As concentragbes de ATP, ADP e AMP foram determinadas utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Waters 2695, Inc., Miliford, MA, USA),
sendo as amostras foliares homogeneizadas e processadas de acordoetaah, 20O06.
Foi utilizada coluna de troca anionica Pinnacle #4-50 x 4,6 mm; 5 um; Restek) e
detector ultravioleta a 254 nm. A carga energética das células foi calculada segundo
descrito por Pradet e Raymond (1983):

([ATP] + 0,5 [ADP]) / ([ATP] + [ADP] + [AMP]).

2.5Alteracdes micromorfolégicos e ultraestruturais desencadeados pelo arsénio e Oxido
nitrico

Para visualizacdo da micromorfologia foliar, amostras da regido mediana da folha

foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,2, por 2
horas. ApOs este periodo as amostras foram desidratadas em série etandlica crescente,
submetidas a secagem ao ponto critico com I@Qido (Balzers, Modelo CPD 020, Bal-
Tec, Liechtenstein), fixadas em stubs e, por fim, submetidas a deposicdo metalica com ouro
em equipamento Balzers (Modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzer, Liechtenstein). Observagdes
e documentacao fotografica foram realizadas em microscépio eletronico de varredura LEO
(Modelo 1430VP).

Para visualizacdo dos danos ultraestruturais, por sua vez, amostras folires de
stratiotesforam fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M, pH
6,9, por 4 horas. A seguir as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de dsmio 1% e
desidratadas em série etandlica crescente. O material foi entdo incluido em resina Spurr e

secdes ultra-finas de 70-90 nm foram obtidas em ultramicrétomo (modelo UCT, Leica
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Microsystems Inc.. Deerfield), com auxilio de uma navalha de diamante. Os cortes foram
recolhidos em grades de cobre e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo
(Reynolds, 1963), sendo observados em microscopio eletrénico de transmissdo modelo
Tecnai G2Spirit (Philips/FEI Company, Eindhoven, Netherlandg)m camera digital acoplada.
2.6 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco repeticées, sendo os dados submetidos a ANOVA e as médias
calculadas pelo teste SNK (Student Newman Keuls), a 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SAEG, da Fundacéo

Arthur Bernardes, da Universidade Federal de Vigosa, versao 9.0.

3. Resultados
3.1 Absorcao de arsénio e geracao de espécies reativas de oxigénio

As plantas expostas ao As foram capazes de absorver, translocar e acumular grandes
guantidades do poluente nas folhas (Fig. 1A). Embora a presenca de SNP nao tenha
alterado o padrdo de acumulo de As, verificou-se que 0 mesmo ndo ocorreu em relacéo a
producdo de peroxido de hidrogénio. Nesse caso, as plantas expostas apenas ao As

apresentaram maiores concentragfes A Em relacdo aos demais tratamentos (Fig 1B).
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Figura 1. Concentracdo de arsénio (A) e peroxido de hidrogénio (B) em follRastide
stratiotes expostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto com SNP, por 24 horas.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo test® SNLOS).

3.2 Efeitos do arsénio e do 6xido nitrico sobre os processos fisioldgicos vegetais
3.2.1 Fotossintese

A exposicdo deP. stratiotesao As desencadeou alteracdes na fotossintese, na
respiracdo e na fotorrespiracdo. Em relacéo a fotossintese, processo central no metabolismo
vegetal, diversos parametros foram alterados apos a exposi¢cdo ao As. As concentracfes de
clorofila a e de clorofila b diminuiram significativamente ap0s a exposi¢ao ao As (Fig. 2A e
B), sendo estes decréscimos mais marcantes na concentragdo clorofila b. O acréscimo de
SNP na solugdo contendo As foi, contudo, capaz de atenuar os efeitos toxicos do As sobre
0s pigmentos cloroplastidicos, 0os quais apresentaram valores estatisticamente iguais ao
controle.

Embora o poluente ndo tenha desencadeado alteragcdes no rendimento quantico

potencial do fotossistema IF{/F,), a eficiéncia de operacéo do fotossistem®s() e 0
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rendimento quantico da assimilacdo de,GDco,) foram afetados. Esses danos foram
atenuados pela adicdo de SNP, de forma que os pardmetros foram mantidos em niveis
semelhantes aqueles do controle (Fig. 2C, D e E). O NO desencadeou, ainda, incremento no
quenchingndo fotoquimico (NPQ) das plantas expostas ao poluente em combinacdo com
SNP (Fig. 2F).

Além da fluorescéncia da clorofila a, as trocas gasosas também foram afetadas pelo
As, tendo sido observadas diminui¢cdes na taxa de assimilacdo liquida de cAj@g. (
3A), enquanto a concentracdo interna de,C@;) e a condutancia estomatica
(gsmantiveram-se constantes (Fig. 3B e C). Apesar do SNP ter sido capaz de manter a taxa
de assimilacdo liquida em niveis semelhantes aqueles observados no controle, a
concentracdo de sacarose diminuiu em todos os tratamentos, sendo esse decréscimo mais

significativo quando o As foi suprido em conjunto com o SNP (Fig. 3D).
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Figura 2. Clorofila a (A), Clorofila b (B), Rendimento quantico potencial do fotossistema |l

(FW/Fr) (C), Eficiéncia de operacao do fotossistemabiis() (D), rendimento quéantico da

assimilacdo de CQO®dcoy) (E) equenchingndo fotoquimico (NPQ) (F) em folhas Bestia

stratiotes expostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto com SNP, por 24 horas.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo test® SNKOF).
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Figura 3. Taxa de assimilacao liquida de carb@)dA), concentracao interna de ()

(B), condutancia estomaticgs( (C) e concentracdo de sacarose (valores normatizados pelo
ribitol) (D) em folhas ddPistia stratiotesexpostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto
com SNP, por 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste

SNK (P < 0,05).

20



3.2.2 Respiracao

Tanto o As quanto o SNP promoveram acréscimo na respiracao notyjnagR
razao R/A e na respiragdo mitocondrial fRdas folhas dd. stratiotes sendo que o
aumento foi mais significativo quando As e SNP foram supridos em conjunto (Fig. 4A, B e
C). O As também afetou os pools de ATP e ADP (Fig. 4D e E), o que resultou em
decréscimos na razdo ATP/ADP (Fig. 4F). De fato, a razdo ATP/ADP foi mais de duas
vezes maior nas plantas submetidas ao As+SNP do que naguelas expostas apenas ao As, de

forma que a carga energética das células vegetais foi restaurada pelo SNP (Fig. 4G).

3.3.3 Fotorrespiragao

Tanto o As quanto o SNP diminuiram a taxa fotorrespiratof® dBs plantas,
sendo este efeito mais pronunciado quando as duas substancias foram supridas em conjunto
(Fig. 5A). Embora a taxa de carboxilacdo da Rubisco (ETRc) tenha se alterado apenas no
tratamento contendo o metaloide, a taxa de oxigenacdo (ETR0) diminuiu nos tratamentos
As e As+SNP (Fig. 5B e C). Como consequéncia, a razdo ETRc/ETRo aumentou somente
nas plantas expostas simultaneamente ao As e ao SNP (Fig. 5D). Como reflexo da
diminuicdo em R, a razéo glicina/serina também diminuiu em resposta ao SNP e ao As

(Fig. 5E).
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3.3 Alteragdes micromorfologicas e ultraestruturais

A exposicdo ao As desencadeou diversas alteracdes na micromorfologia e na
ultraestrutura das células foliares &e stratiotes Em relacdo a micromorfologia, a
principal alteracdo desencadeada pelo poluentefoi em relacdo a quantidade de tricomas
presentes na epiderme foliar. Nas plantas que permaneceram na solugédo sem As (Fig. 6A)
foi possivel visualizar grande quantidade de tricomas tectores tanto na face adaxial quanto
na face abaxial da epiderme. A exposi¢ao ao As, no entanto, teve efeito devastador sobre os
tricomas, diminuindo significativamente o nimero desses apéndices epidérmicos. Além
disso, 0s poucos tricomas remanescentes encontravam-se colapsados (Fig. 6B, C e F). A
adicdo de NO foi capaz de atenuar parcialmente estes danos e, embora ainda fosse possivel
visualizar tricomas colapsados no tratamento As+SNP, o aspecto geral da epiderme foi
bastante similar ao observado nas plantas controle (Fig. 6D).

Nas folhas deP. stratiotesa organizacdo do protoplasto das células do mesofilo
também foi afetada pela exposicdo ao As, sendo que as alteracbes mais conspicuas foram
observadas no sistema de membranas, com especial efeito sobre o vacuolo, cloroplastos e
mitocondria (Fig. 7A-B, D e E). Tais danos ao sistema de membranas resultaram em
colapso do protoplasto (Fig. 7A-B), com nitido contraste entre as células das plantas
controle (Fig. 7A e C) e aquelas submetidas ao As+SNP (Fig. 7G e H). As alteracdes
observadas nas células do mesofilo submetidas ao As foram evidentes, embora células com
diferentes graus de perturbacdo tenham sido observadas, inclusive células aparentemente
saudaveis. Os cloroplastos apresentaram alteracdes no sistema de membranas, tendo sido
recorrente a vesiculacdo da membrana externa (Fig. 7 D), bem como dilatacdes nas

membranas dos tilacoides. Foi possivel observar, ainda, indicios de rompimento da
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membrana mitocondrial (Fig. 7E), embora mitocdndrias e cloroplastos tenham apresentado

integridade até mesmo em células com danos severos.

Figura 6. Micromorfologia de folhas de@istia stratiotes submetidas a diferentes
tratamentos. Controle (A e E), Arsénio (B, C e F) e Arsénio+SNP (D). Observar colapso e

reducdo no numero de tricomas (B e C).
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Figura 7. Organizacao ultraestrutural de células do mesofiRistia stratiotessubmetidas
a diferentes tratamentos. Controle, (A e C), Arsénio (B, D-F) e Arsénio+SNP (G e H).
Observar desestruturacdo do citosol (B), alteracdo da membrana do cloroplasto (D - seta) e

rompimento da membrana mitocondrial (E - seta).
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Discussao

A absorcdo e o acumulo de As nas folhasPilia stratiotesinterferiram na
fisiologia, ultraestrutura e micromorfologia das plantas. Esses efeitos danosos do metaloide
sdo consequéncia, principalmente, do aumento na geracdo de ROS, como o peroxido de
hidrogénio, o qual pode atravessar membranas, ser convertido em formas mais reativas e
danificar as principais macromoléculas celulares (Mighral, 2014). A adicdo de SNP,
por sua vez, diminuiu a producédo de ROS e, consequentemente, os danos desencadeados
pelo metaloide também foram reduzidos, assim como ja foi observado para diversas outras
plantas expostas ao As (Fanal, 2014; Saeicet al, 2014; Singret al, 2013). Embora a
reducdo de ROS em funcdo da adicdo de NO seja normalmente associada apenas ao
incremento dos sistemas de defesa antioxidante (Seteidl, 2014;Namdjoyan e
Kermanian, 2013; Jiet al, 2010), no caso de. stratiotesessa reducdo envolveu também
importantes alteracdes em processos fisioldgicos do metabolismo primario das plantas.

O processo fotossintético nas folhasPdestratiotesfoi afetado em diferentes niveis
pelo As. O metaloide diminuiu a concentracdo de clorofila a e b, principais pigmentos
fotossintéticos, provavelmente devido a fatores como peroxidacdo das membranas do
cloroplasto, aumento da atividade da clorofilase e reducéo da sintese de clorofilagTewari
al., 2008). A diminuicdo na concentracdo dos pigmentos fotossintéticos € uma resposta
comumente observada em plantas submetidas ao As (Srivastaka2013), e pode ter
sido um dos principais responsaveis pela diminuicdo do fluxo de elétrons no FSIl e pela
gueda na eficiéncia do fotossistema Il (FSII) (Baker, 2008). De fato, o As aparentemente
nao danificou proteinas e componentes do FSII, jaFglle, manteve-se constante, de
forma que o decréscimo emgs; provavelmente deve-se a diminuicdo na captagdo e

transferéncia de energia de excitacdo para o FSIl. A diminuica®remdecorrente de
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decréscimos nos niveis de pigmentos fotossintéticos ja foi observada para outras plantas
submetidas ao As (Mishid al, 2014).

Os efeitos danosos do As sobre a etapa fotoquimica da fotossintese ndo foram
observados nas plantas expostas ao tratamento As+SNP. A adicdo de SNP foi capaz de
manter os niveis de clorofila e, por conseguinte, os parametros de fluorescéncia foram
restaurados aos niveis normais. Outro fator que possivelmente contribuiu para a
manutengcdo dabgs; no tratamento As+SNP foi o aumento no NPQ, um indicador da
dissipacdo termal na antena do FSIl (Baker, 2008). O incremento do NPQ é comumente
observado em plantas expostas a agentes estressores e representa um importante
mecanismo de adaptacéo, pois evita que ocorram aumentos na producao de ROS durante a
fotossintese (Carbonet al, 2012).

O decréscimo desencadeado pelo Asdaip, bem como na taxa de assimilacdo
liguida de carbono, podem ser reflexos da menor eficiéncia do FSIl, uma vez que nao
foram observadas alteracOes gne emC;. A reducao na fixacdo do G@ode ter ocorrido,
também, pela diminuicdo na expressao génica da Rubisco e outras enzimas do ciclo de
Calvin em resposta ao As (Finnegan e Chen, 2012), ou devido aos severos danos
desencadeados na estrutura dos cloroplastos éXialg 2013).

Por serem um dos principais sitios de producdo de ROS nas células, os cloroplastos
sdo comumente as organelas mais sensiveis aos danos causados pelo&tsa(Xiddi3).

Em P. stratiotesforam observados severos danos estruturais as membranas internas dos
cloroplastos, conforme foi observado também em folhasLelecaena leucocephala
(Schneideret al, 2013)ePteris vittata(Li et al, 2006) expostas ao As. Alteracbes nas
membranas cloroplastidicas tem forte impacto sobre a fotossintese e envolvem desde queda

na concentracado de pigmentos até decréscimos nas taxas de fixacdo de carbonet(Tewari
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al., 2008; Schneidest al, 2013). Assim como observado para a fluorescéncia da clorofila

a, o SNP foi capaz de restaurar as taxas de assimilagdo de carbono a niveis normais,
reestabelecendo todo o processo fotossintético. E possivel que isto esteja relacionado,
principalmente, com a manutencgéo da estrutura dos cloroplastos e com a ativacao de drenos
alternativos para o excesso de energia proveniente da fotossintese, como a respiragao.

O comprometimento da fotossintese nas plantas expostas ao As foi corroborado pela
baixa concentracdo de sacarose nos cloroplastos. A sacarose € um dos principais produtos
finais da fotossintese e a principal forma de translocacéo de carbonoe{zio2002). A
adicdo de SNP, por sua vez, diminuiu ainda mais a concentracao deste acucar. Uma vez que
as taxas fotossintéticas foram restauradas nas plantas expostas ao As+SNP, é provavel que
o acentuado decréscimo na concentracdo de sacarose seja devido a sua utilizacdo mais
intensa, a fim de gerar metabdlitos e energia para manter os mecanismos de defesa
celulares (Bolton, 2009). Tal hipétese apoia-se nas altas taxas respiratérias observadas nas
folhas deP. stratiotesno tratamento As+SNP.

Embora a exposicao ao As também tenha promovido acréscimos na respiracao das
plantas, essa alteracdo ndo foi acompanhada por ganhos liquidos na fotossintese ou na
manutencao das organelas celulares, ou seja, ndo contribuiu para que a homeostase celular
fosse restaurada. O aumento da respiracdo nas plantas expostas ao As provavelmente é
consequéncia da similaridade quimica entre o arsenato e o fosfato, os quais competem pelo
mesmo sitio ativo da ATP-sintase mitocondrial (Moeteal, 1983). Essa competicdo
resulta na sintese de um produto altamente instavel, ADP-As, e diminui a concentragcéao de
ATP. A queda na concentracdo de ATP €& um dos sinais celulares que desencadeia
incrementos na atividade respiratoria, o que resulta na geracdo de mais ADP-As. Esses

ciclos futeis de geracdo de ADP-As comprometem o0 status energético da célula e
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aumentam a producdo de ROS, danificando as mitocondrias e colapsando todo o
metabolismo energético celular (Finnegan and Chen, 2012).

Além do As, o NO também é capaz de aumentar a taxa respiratoria nas células
vegetais. A alteragdo mediada pelo NO, no entanto, baseia-se no incremento tanto da via da
citocromo ¢ oxidase quanto da via da oxidase alternativa (Gandin 2009). O aumento
desencadeado pelo SNP foi maior do que aquele apresentado pelas plantas expostas apenas
ao As e restaurou o status energético celular. Desta forma € provavel que, diferentemente
do observado nas plantas expostas ao As, o aumento da respiracédo no tratamento As+SNP
tenha um efeito benéfico sobre as folhasRdestratiotese tenha contribuido para a
manutenc¢ao da estrutura das organelas e também do processo fotossintético.

E crescente o nimero de pesquisas que demonstram a importancia do metabolismo
mitocondrial na manutencao de outros processos fisioldgicos, principalmente em condi¢cdes
de estresse (Dutillewdt al, 2003;Nunes-Nesét al, 2011). A respiracdo e a fotossintese,
por exemplo, sdo processos interligados, e o metabolismo respiratério atua no fornecimento
de ATP para sintese de sacarose, na producdo de acido ascérbico e no consumado excess
de poder redutor (NADPH) prevenindo, assim, a sobrerreducdo da cadeia de transporte de
elétrons. O processo respiratorio pode atuar como uma valvula que regula o balanco redox
celular o que, em dultima instancia, permite a otimizacdo dos processos do metabolismo
primario (Millar et al, 2011; Yoshidat al, 2007). Nesse contexto fica clara a importancia
da integracdo metabdlica para a manutencdo da homeostase celular, sobretudo em
condicOes de estresse.

E provavel que as alteraces observadas na respiracéo das plantas submetidas ao As
nao se sustentariam em maiores periodos de exposicao, visto que o metaloide desencadeou

o rompimento da membrana mitocondrial, o que levaria a interrupcdo do processo
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respiratorio. O aumento na taxa respiratéria desencadeado no tratamento As+SNP, por sua
vez, pode realmente ser uma adaptacdo metabdlica de longo prazo, jA& que ndo foram
observados danos na estrutura mitocondrial. Os mecanismos pelos quais 0 NO media a
regulacdo da respiracdo para proteger as células ainda ndo esta completamente
compreendido, mas evidéncias indicam o envolvimento de multiplas vias. Alguns dos
mecanismos pelos quais o NO pode ter restaurado o status energético celular incluem,
dentre outros: (i) restauracdo do processo fotossintético e, consequentemente, da producéo
de ATP associada a ele (Jhagfial, 2012); (ii) aumento da sintese de compostos que
sequestram o As no vacuolo, o que diminuiria a ocorréncia de ciclos futeis de geracdo
ADP-As (Sharet al, 2012); (iii) aumento simultaneo na atividade da citocromo c oxidase e

da oxidase alternativa, o que permitiria @ manutencéo da sintese de ATP sem que ocorresse
a formagé&o excessiva de ROS (Wangl, 2010).

Ao contrario do que foi observado na respiracdo, o As aparentemente diminuiu o
processo fotorrespiratério nas folhasRlestratiotes sendo esta alteragdo mais significativa
guando o poluente foi suprido conjuntamente com SNP. De fato, As e SNP aumentaram a
taxa de oxigenagdo da Rubisco, aumentaram razdo ETRc/ETRo e diminuiram a razao
glicina/serina, um dos principais marcadores bioquimicos para a taxa de fotorrespiracédo
(Novitskaya et al, 2002). Todos estes parametros indicam maior inibicdo da
fotorrespiracdo no tratamento As+SNP, a qual pode ser consequéncia da inativacdo de
enzimas da fotorrespiracdo em decorréncia de alteracdes pos-transducionais mediadas pelo
NO. Todas as enzimas envolvidas na etapa da fotorrespiracdo que ocorre n0s peroxissomos
sdo alvos de S-nitrosilacdo pelo NO e ja foi demonstrado que a atividade da enzima
glicolato oxidase (GOX) € inibida pela S-nitrosilacédo desencadeada por doadores de NO. A

GOX é uma enzima chave na fotorrespiracdo e atua oxidando o glicolato e transferindo
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elétrons para o £ o0 que resulta na formacéo glioxalato £l Dessa forma, acredita-se

que o NO seja importante para regular os niveis de ROS por meio de modificacbes pos-
transducionais de uma das principais enzimas produtorasQie(Brtega-Galisteet al

2012). Tal regulagcdo € necesséria porque, embora a fotorrespiracdo desempenhe
importantes papéis fisioloégicos (Peterhansel e Maurino, 2011), em condi¢cbes de estresse
esse processo pode ser responsavel pela geracao de até 70% de A0gaadutdr e € a
principal fonte de ROS em plantas submetidas ao As (Gatpsh, 2013;Noctoret al,

2002).

Além das alteracbes nos processos fisioldgicos, nos cloroplastos e mitocéndrias,
deve-se considerar, ainda, que a presenca do As desestruturou todo o protoplasto das
células do mesofilo dB. stratitotes possivelmente por danos ao sistema de membranas e
consequente colapso de organelas. E possivel que o excesso de ROS, além de danificar as
membranas dos cloroplastos e mitocondrias, possa ter ocasionado o rompimento de todo o
sistema de membranas, sobretudo das membranas plasmatica e vacuolar. No caso da
membrana vacuolar, tem sido sugerido que ROS participem da cascata de sinalizacéo
celular que culmina com a ativacdo da enzima vacuolar do processamento, a qual modifica
a estrutura e provoca colapso da membranat(lal, 2013). Adicionalmente, é possivel
que o aumento na concentracdo de ROS também tenha um efeito direto sobre a
desestruturacdo do citosol, através da oxidacdo de biomoléculas, como lipideos de
membrana (Jiet al, 2010 ).

E possivel que a exposi¢cdo ao As tenha desencadeado a morte celular programada
nas folhas d@. stratiotes processo que envolve ROS. O aumento na concentracédo de ROS
age como um sinal, o qual altera outros componentes celulares e, em Ultima instancia,

modifica o padrdo de expressao génica, desencadeando a morte celular programada (Laloi
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et al, 2006). A participacdo de ROS na morte celular programada ja foi demonstrada em
plantas submetidas a diferentes condi¢cbes de estresses, incluindo metais pesados (lakimova
et al, 2008) e, enk. stratiotesfoi evidenciada pela manutengao da integridade de algumas
organelas, principalmente mitocondrias, até a morte da célula, o que é uma caracteristica
deste processo (Schussler e Longstreth, 1996). Evidéncias de morte celular ndo foram
observadas no tratamento As+SNP, onde a estrutura celular se manteve bem semelhante ao
controle. Acredie-se que o NO seja capaz de prorrogar ou evitar a morte celular
programada, o que provavelmente é resultado da influéncia desta molécula sobre a
concentragdo de ROS (Beligetial, 2002).

Nas plantas submetidas ao As, a coexisténcia de células com diferentes niveis de
danos estruturais, incluindo células com aspecto normal, mostrou-se compativel com os
sintomas percebidos externamente nas folhas. A exposicdo ao As provoca manchas
necréticas de contorno circular nas folhas, indicando que os processos de morte celular
ocorrem em pontos especificos e parecem progredir de modo a causar a morte de toda a
folha.

Os danos desencadeados pelo As em nivel ultraestrutural e fisiologico se refletiram
sobre a micromorfologia dos 6rgaos vegetais, causando o colapso e a reducao do numero de
tricomas foliares. O efeito devastador do As sobre os tricomas foliarBs steatiotes
possivelmente esta relacionado com o acumulo do metaloide nessas estruturas. De fato, em
muitas plantas o As é preferencialmente acumulado nas células epidérmicas ordinarias e
nos tricomas. Essas células apresentam maior adaptacdo para o acumulo do poluente do que
as ceélulas do mesofilo, uma vez que apresentam grandes vacuolos e nao contém
cloroplastos, 0 que minimiza os danos ao processo fotossintético (Leitenmaier e Kupper,

2013). O acumulo preferencial de As, no entanto, poderia acelerar a queda dos tricomas e
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inibir a diferenciagdo de novos apéndices epidérmicos, provavelmente através da
interrupgdo de divisbes celulares. Resultados similares foram observados em folhas de
Vigna radiataexpostas ao As (Gupta e Bhatnagar, 2015).

Os danos causados na ultraestrutura e na micromorfologia das foPasti@giotes
foram atenuados pela adicdo de NO, na forma de SNP. Trés mecanismos principais tém
sido propostos para explicar como o NO age na atenuagao dos danos desencadeados pelo
As: (i) por meio de mudancas nas paredes celulares das raizes, o que resultaria na regulacdo
da absorcdo do metaloide; (ii) eliminacdo direta do excesso de ROS produzido; (iii)
participagdo em vias de sinalizagdo que induzem respostas ao estresse. No Raso de
stratiotes 0 NO aparentemente desencadeou cascatas de sinalizacdo que alteraram o0s
processos fisioldgicos da planta, permitindo a manutencédo das taxas de fixacdo de carbono,
producdo de ATP e minimizando a geragédo de ROS, 0 que consequentemente minimizou 0s
danos causados nas organelas celulares, bem como na micromorfolgia. Desta forma, o NO
apresenta papel fundamental para a adaptacéo e integracédo dos processos fisiolBgicos de
stratiotesem condicOes de estresse desencadeado pelo As, sendo crucial para a manutengao

da homeostase celular e toleréncia da planta ao poluente.
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Artigo 1l

Oxido nitrico e a reprogramacé&o do metabolismo vegetal apds exposicdo ao arsénio

RESUMO

O oxido nitrico (NO) € um importante sinalizador celular em condi¢cBes de estresses
biéticos ou abioticos. No presente estudo investigou-se o papel deste sinalizador na
resposta deistia stratiotesao arsénio (As). As plantas, cultivadas em solucéo nutritiva, pH
6,5, ¥ da forga iGnica, foram expostas a quatro tratamentos, por 24 horas: controle (apenas
solug&o nutritiva); nitroprussiato sédico (SNBoador de NO) (0,1 mg1); As (1,5 mg L
): As+SNP (1,5 e 0,1 mg'l, respectivamente). Para andlise de crescimento as plantas
permaneceram por trés dias nas condi¢cfes supracitadas. O acumulo d€ Astiatiotes
aumentou a concentracao de espécies reativas de oxigénio, o que teve efeitos danosos sobre
a integridade das membranas celulares e sobre o crescimento das plantas. O SNP, no
entanto, foi capaz de atenuar esses danos e restaurar o crescimBntstrdéotes A
adicdo de SNP aumentou a concentragcdo de nitrito, indicando aumentos na absorcdo de
NO, e incrementou a concentracdo de nitrosotidis, 0s quais provavelmente estdo envolvidos
nas vias de sinalizacdo desencadeadas pelo NO. O SNP aumentou a atividade de enzimas
antioxidantes, como dismutase do superoxido, peroxidase, catalase, peroxidase da
glutationa e redutase da glutationa, e alterou a concentragcdo de antioxidantes né&o
enzimaticos, como glutationa, ascorbato e prolina. A glutationa foi particularmente
importante na tolerancia dRe stratiotesao As, e parece ter agido tanto como substrato para
atividade enzimética quanto para a sintese de fitoquelatinas. O SNP desencadeou ainda
alteracdes nos metabdlitos relacionados com a glicolise e com o ciclo dos acidos
tricarboxilicos, além de afetar a concentracdo de varios aminoacidos, a maior parte dos
quais estéo relacionados com o combate ao estresse oxidativo. A adicao de SNP permitiu,
portanto, o ajuste da magquinaria metabdlicaPdestratiotesem resposta ao As, 0 que
envolveu a reprogramacdo do metabolismo antioxidante e alteragbes no metabolismo

primario e secundario, culminando com o aumento da tolerancia das plantas ao metaloide.

Palavras-chave:metaboloma, estresse oxidativo, antioxidantes, nitrosotiois, respiragéo.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is an important cellular signaling molecule involved in the
response of plants to biotic and abiotic stress. This study investigated the role of NO in
Pistia stratiotesresponses to arsenic (As). The plants were cultivated in nutrient solution,
pH 6.5, with ¥4 of the full ionic strength and exposed to four treatments, for 24 hours:
control (nutrient solution) sodium nitroprusside (SNP) (0.1 mg L-1); As (1.5 mg L-1); As +
SNP (1.5 and 0.1 mg L-1, respectively). For growth analysis, plants remained for three days
in the conditions described above. The accumulation of AB.bstratiotesincreased the
concentration of reactive oxygen species, which had harmful effects on the integrity of cell
membranes and on plant growth. The SNP, however, was able to mitigate the damage and
restore the growth d?. stratiotes The addition of SNP increased the nitrite concentration,
indicating increases in the NO absorption, and increased the concentration of nitrosothiols,
which are likely involved in signaling pathways triggered by NO. The SNP increased the
activity of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase, peroxidase, catalase,
glutathione peroxidase and of glutathione reductase, and altered the concentration of non-
enzymatic antioxidants such as glutathione, ascorbate and proline. Glutathione was
particularly important in the tolerance Bf stratiotesto As, and appears to have acted both
as a substrate for enzyme activity as for the phytochelatin synthesis. The SNP also triggered
changes in metabolites related with the glycolysis and the tricarboxylic acid cycle and
affected the concentration of various amino acids, most of which are related to the
avoidance of the oxidative stress. Therefore, the addition of SNP allowed the adjustment of
the metabolic machinery of P. stratiots in response to arsenic by a reprogramming in the
antioxidant metabolism and changes in primary and secondary metabolism, culminating in

increased tolerance of the plants metalloid.

Keywords: metabolome, oxidative stress, antioxidants, nitrosothiols, plant respiration.
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1. Introducéo

No ambiente natural as plantas estdo constantemente expostas a condi¢cdes adversas,
como estresses bioticos e abidticos, sendo que a tolerancia a esses fatores € determinante
para manutencdo do crescimento e sobrevivéncia. A tolerancia das plantas a estresses
depende da capacidade do organismo em detectar 0 agente estressor e desencadear
mecanismos sinalizadores que resultem em uma resposta rapida e especifica, capaz de
manter a homeostase celular (Xicgtgal., 2002). Diversos sinalizadores estdo envolvidos
nessas vias de transducédo do sinal, incluindo o 6xido nitrico (NO) (Sehrawat e Deswal,
2014). O NO é uma molécula gasosa, altamente reativa e que pode se difundir livremente
através das membranas, caracteristicas essenciais em sinalizadores celulares (Saxena e
Shekhawa, 2013). Além de participar de diversos processos naturais do ciclo de vida da
planta, como germinacdo e florescimento, o NO também € importante na resposta a
estresses abidticos, como por exemplo, na resposta das plantas ao arsénio (As) &5ingh
2013).

O As é um metaloide comumente encontrado em altas concentracées em aguas e
solos contaminados e, apesar de téxico para a maioria dos organismos, € facilmente
absorvido pelas plantas. A maior parte do As absorvido fica, normalmente, retido nas
raizes, e parte é translocado e acumulado nas folhas (ktialar2015). Respostas tipicas
de plantas ao As incluem inibicdo da fotossintese e do crescimento, geralmente como
consequéncia do aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como anion
superéxido e peréxido de hidrogénio (Rahnetnal, 2007). As ROS sdo moléculas
reativas, que podem oxidar diversas macromoléculas celulares, alterando o equilibrio redox
celular e desencadeando uma condigdo conhecida como estresse oxidativo (Demidchik,

2015). Algumas plantas, denominadas hipertolerantes, apresentam robustos mecanismos de
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defesa celulares, os quais sdo habeis para atenuar os efeitos toxicos do As e evitar a
ocorréncia de danos podendo, inclusive, ser utilizadas na fitorremediagdo de ambientes
contaminados (Sridhaet al, 2011). A maioria das espécies vegetais, no entanto, nao
consegue tolerar altas concentracbes de As, de forma que a exposicdo ao metaloide
geralmente resulta em alteracbes que comprometem a sobrevivéncia da planta gsusman
al., 2013; Leaeet al, 2014a; Rofkaet al, 2014.

Resultados de diversas pesquisas tém evidenciado que o NO participa ativamente no
aumento da tolerancia das plantas ao As por meio da manutencéo da concentracdo de ROS
em niveis normais (Saxena e Shekhawa, 2013). O NO pode atuar em duas vias principais
para eliminar o excesso de ROS: (i) pode agir diretamente como um antioxidante, reagindo
com o anion superoxido; (ii) pode agir como molécula sinalizadora, ativando mecanismos
antioxidantes enziméaticos (dismutase do superoxido, catalase, peroxidase, dentre outros) ou
nao enzimaticos (como, por exemplo, glutationa e prolina) (Erab, 2013).

A acdo do NO como sinalizador celular é decorrente, principalmente, da
modificacdo poés-traducional de proteinas, mais especificamente da S-nitrosilacao proteica.
A S-nitrosilagdo pode alterar a atividade, a estabilidade ou a localizagdo subcelular de
proteinas-alvo (Sehrawat e Deswal, 2014). Ainda nao esta claro, no entanto, qual o impacto
dessas alteracfes no metabolismo celular, principalmente em situacdes de estresse. De fato,
embora o desenvolvimento de abordagens como a proteémica e a metabol6émica tenham
aberto a possibilidade de estudos mais aprofundados sobre o funcionamento da célula,
pouco se sabe sobre como as plantas respondem a presenca de poluentes ao nivel de
metaboloma e como o NO pode alterar o perfil de resposta das plantas (Fetoalghi
2014). Consequentemente, o conhecimento gerado é fragmentado e dificulta a compreensao

dos mecanismos envolvidos na manutencdo da homeostase celular pelo NO de forma geral
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e, mais particularmente, em resposta ao As. Assim sendo, 0 presente estudo buscou
fornecer uma visdo mais abrangente do metabolismo primério e antioxidaRistide
stratiotes macrofita capaz de acumular grandes quantidades de As, a fim de permitir maior

compreensao da dinamica celular em resposta ao As e ao NO.

2. Material e métodos
2.1 Obtencéo das plantas

Espécimes deistia stratiotesL. (Araceae)foram coletados no horto florestal da
Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, MG, Brasil) e esterilizados com hipoclorito de
sédio 1% durante 1 min, sendo entdo lavados em agua corrente e agua destilada. Os
espécimes coletados foram transferidos para solugdo nutritiva de Clark (1975), ¥ da forca
iGnica, pH 6,5, sendo mantidas em sala de crescimento de plantas, com luz e temperatura
controladas (25 + 2 °C; 230 pmol™rs?), e fotoperiodo de 16 horas. As plantas
permaneceram nestas condi¢des por trés dias para aclimatacéo.

Apbs o periodo de aclimatacdo, as plantas foram transferidas para recipientes
contendo 0,5 L de solucao nutritiva de Clark (1975), ¥ da forga i6nica, pH 6,5, e expostas a
quatro tratamentos:controle (apenas solucdo nutritiva); SNP (0,1mé4.(1,5 mg [}) e
As + SNP (1,5 e 0,1 mg™, respectivamente). O SNP (nitroprussiato de sédio) é uma
substancia comumente utilizada em estudos bioquimicos como doadora de NO. As plantas
permaneceram nestas condi¢cdes por 24 horas. Para calculo da taxa de crescimento e do

indice de tolerancia as plantas foram submetidas aos tratamentos por 3 dias.
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2.1 Determinacgao do arsénio absorvido

A fim de determinar a concentracdo de As acumuladdpatratiotes folhas das
plantas submetidas aos tratamentos foram coletadas, lavadas em agua destilada e mantidas
em estufa convencional a 80°C até que o peso seco constante fosse obtido. O material seco
foi macerado e digerido em uma mistura de 4cido nitrico e perclérico (btaain1993),
sendo a concentragdo de As determinada através de espectrometro de emissdo em plasma

indutivamente acoplado (Optima 3300 DV, Perkin-Elmer, Norwalk, CT).

2.2 Concentracdo de espécies reativas de oxigénio

Para determinacdo da concentracao de anion superoxido é@ostras de 50 mg
de folhas foram incubadas em meio de extracdo constituido de sal dissédico do &cido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 uM, NADH 20 uM e tampéo fosfato de sodio 20
mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001). A reacao foi iniciada pela introducéo de 100 pL
de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1 N. As amostras foram incubadas a 28°C, sob agitacéo,
por 5 min. A leitura da absorvancia foi feita a 480 nm, durante 5 minutos (Beveilis
2002; Misra e Fridoovich, 1971). A producao dg @i avaliada pela determinacdo do
adenocromo acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de )% 10
(Boveriset al, 2002).

Para determinacdo da concentracédo de peroxido de hidrogéfig),(Bimostras de
200 mg de tecido foliar foram homogeneizadas em meio de extracdo constituido de tampéao
fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, e centrifugadas a
10.000 xg, por 15 minutos, a 4 °C (Kuo e Kao, 2003). Aliquotas de 50 pL do sobrenadante
foram adicionadas a meio de reacdo contendo E8&H00 uM, acido sulfarico 25 mM,

laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram
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mantidas no escuro por 30 minutos e a absorvancia determinada a 560 nm. As
concentragdes de,B, foram estimadas com base em curva de calibragdo preparada com

padrdes de pD-.

2.3Avaliacdo da peroxidacéo lipidica

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi medida e utilizada como um
parametro para avaliar a peroxidacao lipidica. Para isso, 150 mg de folhas foram maceradas
em 2 mL de acido tricloroacético 1% (TCA) (p/v) e centrifugadas a 10.09@or 15
minutos. O sobrenadante foi adicionado a 1,0 mL de acido tiobarbittrico 0,5% (p/v) em
TCA 20% (p/v) e a mistura foi incubada a 95°C. Duas horas ap0s a reacado, a absorvancia
foi medida a 532 nm (a absorvancia inespecifica foi determinada a 600 e 400 nm e
subtraida das amostras). A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente

de extinc&o molar de 155 mMm™* (Hodges et al., 1999).

2.4 Quantificacdo de nitrito e nitrosotiois

A quantificagdo de nitrito e nitrosotidis (NOS) nas folhasRdestratiotesfoi
realizada utilizando-se o Analizador de Oxido Nitrico Sievers (NOA 280i, GE Water &
Process Technologies, Ratingen, Germany). As amostras (aproximadamente 60 pg de
material foliar liofilizado) foram maceradas em moinho de bolas, homogeneizadas em 600
puL de tampéo fosfato-salino (PBS), pH 7,7, contendo N-etiimaleimida (NEM) 10 mM,
EDTA 2,5 mM, e centrifugadas duas vezes a 14.00ax4°C. Aliquotas de 100 uL e 200
pL foram retiradas do sobrenadante e injetadas no vaso de reacdo do NOA 280i para
quantificar nitrito e NOS, respectivamente. Antes da medida da concentracdo de NOS, os

extratos vegetais foram pré-tratados com sulfanilamida 5% (p/v) em HCL, para remover
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quimicamente o nitrito. A integracdo da &rea do pico e a quantificacdo de nitrito e NOS
foram realizadas com o software Sievers NO Analysis (v. 3.2), usando padrdes de nitrito

(Vanzoet al,, 2014).

2.5 Taxa de crescimento e indice de tolerancia ao arsénio

A taxa de crescimento relativo (TCR) foi calculada usando a equacao proposta por
Hunt (1978), usando o peso seco de folhas e raizes:

Rw = (In wg — In wp) x 1000/(f — to);

onde Rw representa a taxa de crescimento relativo;; énvwg representam o logaritmo
neperiano da massa seca no final e no inicio do experimento, respectivamentg; e t
representa a duracdo do experimento, em dias.

A tolerdncia ao As foi estimada pelo calculo do indice de tolerancia (IT) (%),
segundo proposto por Wilkins (1978):

T1 (%) = (Rw*/Rw) x 100;

Onde Rw* é a taxa de crescimento da planta na solucdo com As (ou As+SNP) e Rw é a

taxa de crescimento da planta na solugdo controle.

2.6 Determinag&o dos mecanismos de defesa antioxidantes
2.6.1 Antioxidantes ndo-enzimaticos
2.6.1.1 Concentracdo de compostos tiolados
Amostras de 0,5 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido, adicionando-se
6 mL de meio de extracdo constituido de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, EDTA 1 mM e &acido

ascorbico 1%. O homogeneizado foi centrifugado a 10.086(@ar 10 min, a 4 °C. Para
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determinacdo de tidis totais, aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de extracdo proposto por Sedlak e Lindsay (1968). Ap6s 15 min de reacdo a
absorvancia foi determinada a 412 nm, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 13.100
mol* L cm™. Tiéis n&o-proteicos foram determinados através da adicdo de 5,0 mL do
sobrenadante a TCA 50%. Apos 1 h de repouso em banho de gelo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 xg durante 15 min. O sobrenadante foi entdo adicionado a meio de
extracdo contendo reagente de Ellman 0,01 M. ApGs 5 min, a absorvancia foi lida a 412
nm, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 13.10d mam™. O teor de ti6is
proteicos foi calculado pela diferenca entre o teor de tidis sollveis totais e o teor de tidis

nao proteicos.

2.6.1.2 Concentracao de glutationa total e fitoquelatinas

Para determinacao do teor de glutationa total, amostras de 0,3 g de massa fresca de
folhas foram homogeneizadas em meio de extracdo e centrifugado ax.8.p0015 min
a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado como extrato bruto. Aliquotas de 200 pL do extrato
bruto foram entdo adicionadas a meio de reacdo e incubados a 30°C. Ap6s 5 min de
incubacéo, adicionou-se 10 pL de redutase da glutationa e determinou-se a absorvancia a
412 nm durante 1 minuto (Anderson, 1985). A concentracdo de glutationa foi determinada
por meio de curva de calibracdo e os resultados foram expressos en mnasisg fresca.

A concentracao de fitoquelatinas totais foi estimada utilizando-se as concentracoes
de glutationa total e tidis ndo proteicos, segundo proposto por Hartley-Whétakedr

(2001).
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2.6.1.3 Concentracdo de ascorbato total

A determinagdo da concentracdo de ascorbato total foi realizada através da
maceracéo de 0,3 g de folhas Rlestratiotes homogeneizadas em 2,0 mL de TCA 6%
(p/v) e centrifugadas a 15.00@xa 4°C, durante 5 min. Retirou-se 200 pL do sobrenadante
e adicionou-se a 200 pL de DTT 10 mM (dissolvido em tampé&o fosfato de sédio 0,2 M, pH
7,4), 400 pL de tampdao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,4, 200 pL de N-etilmaleimida 0,5%
(p/v), 1,0 mL de TCA 10 % (p/v), 800 p deROy 42% (v/v), 800 pL de 2:-dipiridil 4%
(p/v) e 400 pL de FegB% (p/v). ApGs agitacdo vigorosa, a mistura foi incubada a 42°C,
por 40 min. Em seguida, a reacgdo foi paralisada em banho de gelo e a absorvancia foi
determinada a 525 nm (Kampfenketl al, 1995). Os teores de ascorbato total foram
estimados com base em curva de calibracdo preparada com padrbes auténticos de

ascorbato.

2.6.2 Antioxidantes enzimaticos

Para determinar a atividade enzimatica, amostras foliares de aproximadamente 0,3 g
foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas nos seguintes meios de reacao:

o Tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% para dismutases do
superoxido (SOD, EC 1.15.1.1), peroxidases (POX, EC 1.11.1.7), peroxidases do ascorbato
(APX, EC 1.11.1.11) e catalases (CAT, EC 1.11.1.6) (Pertoabd, 1999);

» Tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM e MggI10 mM para peroxidases

da glutationa (GPX, EC 1.11.1.9) (Nagalakshmi e Prasad, 2001);
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» Tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1
mM e PVPP 1% para a enzima redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2) (Carlberg and
Mannervik, 1985);

» Tampdo Tris-HCL 0,2 M, pH 7,8, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM e
PVPP 5% para a sulfotransferase da glutationa (GST, EC 2.5.1.18) @tlabjd 985);

» Tampdo Tris-HCI| 0,1 M, pH 8,0 e EDTA 5 mM para enzima sintetasey-da
glutamilcisteina{GCS, EC 6.3.2.2) (Ruegsegger and Brunold, 1992);

Os homogenatos foram centrifugados a 12.00§ por 15 min, a 4°C, para as
enzimas SOD, POX, APX, CAT, GR e GST, e a 20.009 por 20 min a 4°C para as
enzimas GPX GCS. Os sobrenadantes foram utilizados como extrato enzimatico bruto e
as atividades enzimaticas foram determinadas pela adicdo do extrato aos seguintes meios de
reacao:

» Tampéo fosfato de sodio 50 mM, pH 7.8, metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazolio (NBT) 75 um, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 um, para SOD (Giannopolitis e
Ries, 1977);

» Tampao fosfato de potéassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM ¢ H,O, 2 mM, para
POX (Peixotcet al, 1999);

» Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mM e H,O, 1
mM, para APX (Peixotet al, 1999);

» Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, NaCl 0,114 M, GSH 1
mM, NADPH 0,2 mM, HO, 0,25 mM e uma unidade de redutase da glutationa, para GPX
(Nagalakshmi e Prasad, 2001);

» Tampéo fosfato de potassio 50 mM e H,O, 12,5 mM, para CAT (Peixotet al.,

1999);
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» Tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, GSSG 1 mM e NADPH
0,1 mM, para GR (Carlberg and Mannervik, 1985);

» Tampéo fosfato de potassio 0,2 M, pH 6,5, glutationa reduzida 20 mM e 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB), para GST (Nagalakshmi and Prasad, 2001);

» Tampéo Tris-HCL 100 puM, pH 8,2, glutamato de sédio 10 uM, L-aminobutirato
10 pM, NaeEDTA 2 uM, 0,2 mg BSA, 20 uM MgGClLe sal dissédico de ATP 5 pM
(Ruegsegger and Brunold, 1992), pa&CS.

Para determinagéo da atividade da SOD, as amostras foram iluminadas por 5 min e
a absorvancia foi, entdo, medida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessdaria para reduzir em 50% a fotorredugcdo do NBT
(Giannopolitis e Ries, 1977). As atividades das enzimas POX, APX, GPX, CAT, GR e
GST foram estimadas pela leitura da absorvancia durante o primeiro minuto de reacéo. Os
seguintes coeficientes de extincdo molar foram utilizados: POX (426 @7 mM* cmi
1, APX (290 nmg: 2,8 mM* cmit), GPX (340nmg:6,22 mM* cmi?), CAT (240 nmg: 36
M™ cm™) (Peixotoet al, 1999), GR (340 nnz; 6,22 mM* cm?) (Carlberg and Mannervik,
1985) e GST (340 nne; 9,6 mM* cm™) (Nagalakshmi and Prasad, 2001). Ré&&S, teor
de fosfato inorganico no sobrenadante foi determinado pelo método do fosfo-molibdato

(Lindeman, 1958).

2.7 Perfil metabolico

Para obter uma viséo geral do metabolismB d&ratiotes aproximadamente 20yu
de material foliar foi liofilizado a -48°C e macerado em moinho de bolas. Metabdlitos do
metabolismo primario e alguns do secundario foram quantificados por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) com base em perfis metabdlicos,
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exatamente como descrito por Liset al (2006). O sistema CG-EM utilizado era
composto por amostrador automatico CTC CombiPAL, cromatégrafo a gas (Agilente
6890N) e espectrometro de massa (LECo Pegasus Il TOF-MS, operado no modo de
lonizagao positiva). O cromatograma e o0 espectro de massa foram avaliados usando o
programa TAGFINDER (Luedemaret al, 2008). Os metabdlitos foram identificados em
comparacao com banco de dados criados a partir de padrdes auténticoe({kdpRa05;
Schaueret al, 2005). A identificacdo e a anotacdo dos picos detectados seguiram as

recomendagdes descritas em Feetial (2011).

2.8 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes, sendo os dados submetidos & ANOVA e as médias
calculadas pelo teste SNK (Student Newman Keuls), a 5% de probabilidade.

Com o objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados e identificar as
variaveis que explicam a maior proporgéo da variancia total, de modo a descreverem-se as
estratégias pelas quais o NO contribuiria para a tolerancia ao As, foi empregada a técnica
de andlise multivariada em componentes principais. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico SAEG, da Fundacao Arthur Bernardes, da

Universidade Federal de Vigosa, versao 9.0.

3. Resultados
3.1 Absorcao de arsénio, geracao de ROS e danos as membranas
A exposicao d@istia stratiotesao As resultou na absorcdo e acumulo do metaloide

pela planta, alcancando concentracbes médias de 0,35 mg g-1 MS nas folhas, sem, no
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entanto, ocorrer diferencas entre os tratamentos As e As+SNP (Fig. 1A). A concentragéo de
O;" e HO,,por sua vez, foi diferente entre esses dois tratamentos, com significativos
acréscimos nas plantas expostas apenas ao As (Fig. 1B e C), evidenciando a habilidade do
SNP em manter as concentragfes de ROS em niveis semelhantes aqueles encontrados no
controle.

O acumulo de As e 0 aumento na geracao de ROS tiveram efeito danoso sobre as
membranas celulares &e stratiotestendo ocorrido aumento consideravel na concentracao
de MDA nas plantas submetidas ao poluente (Fig. 1D). A adicdo de NO, na forma de SNP,
foi capaz de atenuar os danos causados as membranas celulares, provavelmente como

consequéncia do decréscimo observado na concentracdo de ROS.

3.2 Concentracdo de nitrito e nitrosotiois

A presenca do SNP, isoladamente ou em conjunto com o0 As, promoveu incremento
na concentracao de nitrito, sendo esta resposta mais expressiva no tratamento As+SNP. O
tratamento com As, por sua vez, ndo provocou alteracdo na concentracdo de nitrito, tendo
sido observados valores similares aqueles do controle. Acréscimos na concentracdo de
nitrosotidis, foram observados em todos os tratamentos, sendo 10,98, 18,03 e 57,64 para 0s
tratamentos SNP, As e As+SNP, respectivamente. Observa-se que as maiores
concentragdes de nitrito e de nitrosotiois ocorreram no tratamento em que o As foi

acrescido de SNP (Fig. 2A e B).
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Figura 1. Teor de arsénio (A), anion superoxido (B), peroxido de hidrogénio (C) e MDA
(malondialdeido) (D) em folhas d@stia stratitotesexpostas ao arsénio, isoladamente ou
em conjunto com SNP, por 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
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pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste $NKO(05).

3.3 Crescimento e indice de tolerancia

A exposicdo deP. stratiotesao As desencadeou quedas drasticas no crescimento
vegetal, o que se refletiu em baixo indice de tolerancia da planta ao metaloide (Tabela 1).
As plantas submetidas ao tratamento contendo apenas As apresentaram taxa de crescimento
43,89% menor do que as plantas do controle. A adicdo de SNP manteve a TCR das plantas
similar aquela do controle e, consequentemente, o indice de tolerancia nessas plantas foi

superior aquele observado nos espécimes submetidos apenas ao As.

3.4 Mecanismos de defesa antioxidante
Altera¢cBes nas concentragdes de tidis ndo proteicos, tidis proteicos, glutationa total,
fitoquelatinas e ascorbato total foram observadas apenas no tratamento contendo As e SNP.

Embora a concentragdo de tiois totais ndo tenha se modificado, a exposicdo das plantas ao
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As+SNP alterou a proporgdo entre tidis ndo proteicos e proteicos, havendo aumento na
concentracdo de um e decréscimo na concentracdo do outro, respectivamente (Fig. 3A-C).
Nesse mesmo tratamento observou-se decréscimo na concentracdo de glutationa e aumento
na concentracao de fitoquelatinas e ascorbato. Para os demais tratamentos, a concentracéo
dessas moléculas permaneceram semelhantes ao controle (Fig. 3D-F).

Dentre o “pool” de enzimas do metabolismo antioxidante aqui analisadas, verificou-
se gue respostas significativas em relacdo a exposi¢cdo ao As ocorreram nas enzimas SOD,
CAT, GPX e GR (Fig. A, D-F). A adicdo de SNP ao meio contendo As, por sua vez,
promoveu acréscimos bem mais significativos em quase todas as enzimas, a excecao da
APX (Fig. A-H), evidenciando o efeito sinalizador do NO sobre as respostas enzimaticas

antioxidantes.

Tabela 1.Taxa de crescimento relativo (TGRg ¢g* MS dia)) e indice de tolerancia (IT
(%)) emPistia stratiotessubmetida ao arsénio (As) e ao 6xido nitrico (suprido na forma de

nitroprussiato sédico (SNP)).

Parametros Tratamentos
ControleSNPAsAs+SNP
TCR 14,699a 14,877a 6,451c 13,022b
IT - - 43,927b 88,636a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acoxaldesten

SNK, a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Concentracdo de tiois totais (A), tidis ndo proteicos (B), tidis proteicos (C),
glutationa total (GSH) (D), fitoquelatinas (E) e ascorbato total (F) em folhd&&istia
stratitotes expostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto com SNP, por 24 horas.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo test® SNLOF).
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Figura 4. Representacdo esquematica do sistema antioxidante enzimatico em félsm dtratitotes
expostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto com SNP, por 24 horas. A enzima SOD (A) elimin
anion superoéxido, produzindo peroxido de hidrogénio. O perédxido de hidrogénio pode ser eliminado pe
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elétrons, oxidando esta molécula (glutationa oxidada - GSSG). GSSG pode ser convertido novamen
GPX pela enzima GR (F). Além de doar elétrons para a reacdo da GPX, GSH também pode elimi
perdxido de hidrogénio diretamente ou pode se complexar com o arsénio livre na célula, tebsgitdaca
pela enzima GST (G). Os complexos GSH-As sao direcionados para o vacuolo, onde sdo acumulados
causar danos. A concentracdo de GSH € determinada, principalméntgividade da enzima yGCS (H).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo test® SNKOF).
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3.5 Perfil metabdlico

Dentre as tecnologias 6micas, o0 metaboloma, ou perfil metabdlico, € considerado o
indicador mais sensivel para condi¢cdes de estresse (Raveretvedag007; Lankaduraat
al., 2013). A analise do perfil metabdlico foliar Be stratiotesevidenciou uma marcante
reprogramacdo metabdlica das plantas em resposta ao As e ao SNP, uma vez que, dos 45
metabdlitos detectados, 37 tiveram seus niveis alterados em pelo menos um dos tratamentos
avaliados (Figura 5). As respostas mais conspicuas foram observadas nos espécimes
submetidos ao As+SNP. Nessas plantas, 35 metabdlitos tiveram alteracdo em suas
concentracdes, sendo que para 14 metabdlitos as alteracdes ocorreram exclusivamente no
tratamento As+SNP e para 11 metabdlitos as alteragBes ocorreram de forma mais acentuada
neste tratamento.

Dentre as classes de metabdlitos analisadas, as respostas mais significativas foram
aquelas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos. Com excecao da homoserina e da
asparagina, todos os demais aminoacidos analisados tiveram seus niveis alterados pelos
tratamentos, principalmente pelo tratamento As+SNP. De fato, sete aminoacidos
apresentaram decréscimos em sua concentracdo (valina, prolina, glicina, glutamato,
fenilalanina, acido y-aminobutirico (GABA) e triptofano), enquanto quatro (alanina, serina,
treonina, e arginina) tiveram suas concentragdes aumentadas (Figura 5).

Todos os polidis detectados (glicerol, inositol, mio-inositol, lactitol, maltitol e
galactinol) sofreram decréscimos em seus niveis ap0s a exposicdo ao As+SNP. A
concentracdo de polidis, com excecdo do glicerol e mio-inositol, também diminuiu no
tratamento contendo apenas As, mas essas alteracdes nao foram tao significativas (Figura
5). Comportamento semelhante foi observado em relacdo aos acucares, ja que o As e 0

SNP, supridos isoladamente ou em conjunto, diminuiram as concentracdes de sacarose,
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glicose, arabinose, acido galacturbnico, isomaltose e palatinose. Nao foram observadas
alteracdes na concentragdo dos demais agucares analisados (Figura 5).

Com relagédo aos é&cidos organicos envolvidos no ciclo dos acidos tricarboxilicos
(TCA), o SNP, suprido em conjunto com o As, aumentou as concentracdes de fumarato e
citrato, enquanto malato e succinato ndo se alteraram. Alteracdes em resposta ao As,
suprido isoladamente, ndo foram observadas. A concentracdo de piruvato, um acido
organico chave associado com a via glicolitica, também aumentou nas plantas expostas ao
As+SNP e As (Figura 5).

Da mesma forma que foi observado para o metabolismo primério, a exposi¢cao ao
As e ao SNP também alterou a concentracdo de alguns compostos do metabolismo
secundério. Embora as concentrac6es dos acidos octadecanoico e nicotinico ndo tenha se
alterado, a concentracdo dos &cidos cafeico e pantoténico diminuiram nas plantas
submetidas ao As e ao SNP, enquanto a concentracdo dos acidos 4-hidrobenzoico (4-HBA)

e hexadecanoico aumentaram nesse mesmo tratamento.

3.5 Mecanismos fisioldgicos

As respostas fisiolégicas de. stratiotesao As e ao NO foram reportadas
previamente (Farnese, 2015) e empregadas aqui na analise de componentes principais, a
fim de gerar um quadro mais amplo sobre as respostBs steatiotesao As e ao NO. O
processo fotossintético foi negativamente afetado pelo As, tanto em nivel de eficiéncia
fotoquimica do transporte de elétrons no fotossistema II (OFSII) quanto em nivel de
assimilacdo de carbono (A). O As também diminuiu a taxa de fotorrespiragaen(iiBora
tenha aumentado a respiracdo mitocondrig) (@as plantas. O SNP, quando suprido em

conjunto com o As, restaurou o0s parametros fotossintéticos a niveis normais, o que
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provavelmente envolveu o aumento observadajuenchingndo fotoquimico (NPQ), e
aumentou a respiragdo ainda mais do que havia sido observado no tratamento com o
metaloide. A fotorrespiragao, por sua vez, foi inibida pelo SNP, tendo sido observados
incrementos na razdo ETRCc/ETRo (fluxo de elétrons utilizado para a carboxilagdo (ETRc) e

para a oxigenacéo (ETRo0)) (Tabela 2).
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Figura 5. Mapa de calor de 46 metabdlitos acumulados em folhaidm
stratiotegxpostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto com SNP, por 24 horas. A
matriz de cores representa os valores normatizados da intensidade dos metabdlitos em cada
tratamento. Metabdlitos seguidos pela mesma letra para diferentes tratamentos ndo diferem
entre si pelo teste SN 0,05).
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Tabela 2. Eficiéncia fotoquimica do transporte de elétrons associado ao fotossistema Il
(OFSII), quenching ndo fotoquimico (NPQ), taxa de assimilagéo liquida de carbono (A),
respiracdo mitocondrial @, fotorrespiracdo @ e razdo do fluxo de elétrons utilizado
para a carboxilagdo e para a oxigenagao (ETRc/ETRdpistia stratiotessubmetida ao
arsénio (As) e ao oxido nitrico (suprido na forma de nitroprussiato sédico (SNP)) (dados

provenientes de Farnese, 2015).

Parametros Tratamentos

Controle SNP As As+SNP

OFSII 0,102a 0,100a 0,072b 0,096a
NPQ 1,548b 1,430b 1,658b 2,102a

A 6,814a 6,310a 4,292b 5,989a

Rp 0,872c 1,182b 1,322b 1,748a

Pr 1,664c 2,362b 2,642b 3,516a
ETRc/ETRo 3,878b 5,556b 7,194b 12,348a

* A, Rp e R foram expressos em unidade de area (umel@®s?). Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste SNK, a 5% de pralgabilida

3.6 Relagdes entre as variaveis

Por meio da andalise de componentes principais obteve-se uma visdo integrada das
alteracdes na dindmica celular desencadeadas pelo As e pelo NO, sendo possivel observar
gue as plantas submetidas aos tratamentos As e As+SNP apresentam perfis metabdlicos e
processos fisioldgicos diferenciados. Os dois primeiros componentes (CPs) explicaram

81,0% da variancia total observada. Os resultados dessa andlise permitiram observar alta
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similaridade entre o controle e as plantas submetidas apenas ao SNP. E importante
salientar, no entanto, que apesar do padrao comum de resposta entre controle e o tratamento
SNP, algumas particularidades foram observadas entre eles. No tratamento contendo apenas
SNP, por exemplo, foi possivel observar aumento na respiracao, na fotorrespiracdo e em
alguns metabdlitos, como 4-HBA e &cido hexadecanoico. Essas diferencas provavelmente
sdo consequéncia do papel do NO como sinalizador, embora a sua acdo tenha sido
maximizada quando a planta se encontrava sob estresse (Figura 6).

A exposicdo das plantas ao As, de forma isolada ou combinada com o SNP,
promoveu profundas alteracdes metabolicas e funcionais nas folRasulatiotes sendo
possivel observar um comportamento diferencial entre as plantas submetidas aos dois
tratamentos. Indicadores de danos ou de estresse oxidativo, como MDA,eHY"
estavam mais fortemente relacionados as plantas submetidas ao As, enquanto ®FSIl e a
taxa de assimilacdo de carbono se relacionaram negativamente. Nos espécknes de
stratiotes submetidos ao tratamento As+SNP, por outro lado, enzimas antioxidantes,
antioxidantes ndo enzimaticos e compostos do metabolismo secundario (acido
hexadecanoico e acido 4-HBA) se relacionaram mais fortemente e, provavelmente, foram
0s principais responsaveis pelo alto indice de tolerdncia dessas plantas. Alteracbes
desencadeadas na fotossintese, respiracdo e na fotorrespiracdo também contribuiram para a
diferenciacdo metabdlica das plantas nesse tratamento, como pode ser observado pela forte
relacdo entre NPQ,rP Ry e intermediarios do TCA (fumarato e citrato). E importante
salientar ainda que alguns metabdlitos se relacionaram negativamente com o As+SNP,
provavelmente devido ao consumo destes compostos, como é o caso de fenilalanina,

prolina e sacarose (Figura 6).
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Figura 6. Analise dos dois primeiros componentes principais em follistadestratitotes

expostas ao arsénio, isoladamente ou em conjunto com SNP, por 24 horas. Distribuicdo das

variaveis (A) e dos tratamentos (B) entre os dois primeiros componentes.
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4. Discusséo

Diversos danos foram desencadeados nas folhaBidlia stratiotesdevido a
exposicdo e ao acumulo de As, evidenciados pelo aumento nas concentracdes de MDA, O
, HOz e pelo consequente comprometimento da fotossintese e do crescimento. Esses
efeitos danosos do As foram parcialmente mitigados pelo SNP, provavelmente devido a
liberacdo de NO. De fato, a exposicdo das plantas ao SNP, isolado ou em combinagéo com
o As, aumentou o nivel de nitrito nas células, evidenciando aumento na concentracao
celular de NO (Vitecelkt al, 2008). Em solu¢cBes aquosas, o0 NO € uma molécula altamente
instavel e que se oxida rapidamente, formando dois produtos finais estaveis, nitrito e
nitrato, sendo que a concentracdo nitrito tem sido largamente utilizada como indicador da
concentracdo de NO nas células vegetais (Vitetek, 2008; Yucekt al, 2012;Ziogast
al., 2013).

O principal mecanismo pelo qual o NO regula a resposta das plantas ao estresse é a
S-nitrosilacdo, que consiste na ligacdo covalente do NO a residuos de cisteina de proteinas-
alvo, formando nitrosotidis (Frungill@t al, 2014). A S-nitrosilacdo pode alterar a
atividade, a estabilidade ou a localizacdo subcelular das proteinas-alvo e, assim, alterar todo
o funcionamento da célula (Sehrawat e Deswal, 2014). Incrementos na concentracdo de
nitrosotiois ja foram observados em plantas expostas a estresses bibticos e abioticos, e tém
sido associados com o aumento da tolerancia das plantas as condicOes estressantes
(Feecharet al, 2005; Kubienowét al, 2014).

Embora a concentracéo de nitrosotiois tenha aumentado apos a exposicéo ao As e ao
SNP, fornecidos de forma isolada, essa resposta foi maximizada quando as duas moléculas
foram supridas em conjunto. Esses resultados indicam, ainda que circunstancialmente, que

a S-nitrosilacdo € um mecanismo normalmente envolvido na respoBtasttatiotesao
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As. A adicdo de SNP no tratamento contendo As, no entanto, potencializou esse mecanismo
de sinalizacdo, desencadeando diversas alteracdes no metabolismo vegetal e, em Ultima
instancia, aumentando a tolerancia da planta ao poluente.

O aumento na tolerancia ao As observado nas folhad.dstratiotes foi
consequéncia de um efeito global do SNP sobre a dindmica celular, provavelmente
mediado pela formacdo de nitrosotidis. A adicdo de SNP alterou o metabolismo
antioxidante e o metabolismo primario e secundari® .dgtratiotes E provavel que todas
essas alteracdes tenham um efeito cumulativo e contribuam para uma reprogramacao
metabdlica, tornando possivel a restauracdo da homeostase celular. As maiores alteracbes
observadas, no entanto, dizem respeito ao metabolismo antioxidante das plantas, tanto
enzimatico quanto ndo enzimatico. Tal afirmacdo foi corroborada pela andlise dos
metabdlitos, onde uma parcela significativa dos compostos que foram responsaveis pelo
agrupamento no PCA tem acg&o antioxidant

Em relacdo ao metabolismo antioxidante enzimatico, O SNP, suprido em conjunto
com o As, aumentou a atividade da SOD, enzima envolvida na eliminacag ,de @

POX, CAT e GPX, as quais catalisam a conversaoA &m agua (Noori, 2012). Durante

esse processo a enzima GPX utiliza a glutationa como doadora de elétrons, formando
glutationa oxidada. A glutationa oxidada pode ser convertida a sua forma reduzida pela
enzima GR, a qual também apresentou incrementos em sua atividade apds a exposi¢cdo ao
As+SNP. Resultados similares ja foram observados para outras plantas expostas ao As e ao
SNP (Namdjoyan e Kermaian, 2013; Sirghal, 2013), evidenciando que o aumento na

atividade de enzimas do metabolismo antioxidante € um mecanismo amplamente

empregado por diferentes plantas na resposta ao As e que pode ser afetado pelo NO.
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Assim como observado para as enzimas do metabolismo antioxidante, compostos
antioxidantes ndo enziméticos também foram afetados pelo SNP e contribuiram para a
tolerancia deP. stratitoesao As. Dentre estes compostos, a glutationa aparentemente teve
um papel essencial na mitigacdo dos danos desencadeados pelo metaloide. A glutationa é
considerada uma molécula central nos mecanismos de defesa contra o Ast(hbao
2014b) e diferentes etapas do seu metabolismo foram afetadas pelo SNP. De fato, a
atividade da enzim@GCS, a qual catalisa o primeiro passo na sintese de glutationa e é
considerada a etapa limitante desse processo (Noctor e Foyer, 1998), aumentou nas plantas
submetidas ao tratamento As+SNP. A capacidade do SNP em desencadear incrementos na
atividade dayGCS foi previamente relatado por Shetral. (2012). No presente estudo, 0
aumento na atividade desta enzima foi acompanhado por decréscimos nas concentracdes de
dois dos aminoacidos empregados na sintese de glutationa, o glutamato e a glicina. No
entanto, apesar dos dados sugerirem aumento na biossintese de glutationa observou-se que
a sua concentracao diminuiu, provavelmente devido a complexacdo com o poluente e/ou
consumo para a sintese de fitoquelatinas.

A principal rota de desintoxicagdo do As nas células vegetais envolve a
complexacdo do metaloide com ligantes ricos em enxofre, incluindo fitoquelatinas e a
propria glutationa. Esta complexacdo reduz a concentracdo de As livre no citosol,
reduzindo, assim, os danos celulares (Requejo e Tena, 2012). As fitoquelatinas, cuja
unidade basica é a glutationa, representam a principal classe de tidis ndo proteicos (Zhang
et al, 2012). Dessa forma, € possivel que os incrementos desencadeados pelo SNP nas
concentracdes de tidis ndo proteicos e de fitoquelatinas sejam responsaveis pelo decréscimo
na concentracdo de glutationa no tratamento As+SNP, a despeito do aumento da atividade

de yGCS. Respostas similares ja foram observadateamma gibba macrofita aquatica
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considerada tolerante ao As (Le&@b al, 2014b), o que evidencia a relevancia do
mecanismo desencadeado pelo SNP para a tolerancia das plantas ao metaloide.

Outro fator que pode ter contribuido para a reducédo dos teores de glutationa no
tratamento As+SNP é a complexacdo desta molécula com o As, reacdo catalisada pela
enzima GST. A GST promove a conjugacdo da glutationa via grupo sulfidril a uma
variedade de compostos eletrofilicos (Agasal, 2010) e varios trabalhos ja evidenciaram
que esse processo € importante para a tolerancia das plantas ao As (MokgalakaiMatlala
al., 2009; Leacet al, 2014b). Essa hipotese é corroborada pelo aumento desencadeado pelo
SNP na atividade de GST e que também ja foi relatado para outras plantas expostas ao As
(Singhet al.,, 2013).

Além da glutationa, outros antioxidantes ndo enzimaticos tiveram suas
concentracbes alteradas em resposta ao SNP, como o ascorbato, polidis e diversos
aminoacidos. O aumento na concentracdo de ascorbato foi acompanhado por decréscimo
nos niveis do substrato utilizado para sua sintese, o acido galacturénico (Heetaadgthi
2009). O ascorbato é o antioxidante mais abundante nas células vegetais e pode reagir
diretamente com ROS ou ser utilizado como co-substrato para enzimas, além de participar
da regeneracdo de outros antioxidantes, como o tocoferol (Foyer e Noctor, 2011).
Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram observados em espécies do género
Luffa expostas ao As e ao SNP, sendo que o aumento na concentragcdo de ascorbato
aparentemente teve papel fundamental para tolerancia das plantas ao poluengt ébjngh
2013).

Os polidis sdo compostos do metabolismo secundario que apresentam multiplos
grupos funcionais e, dentre diversas outras fungdes, podem agir como antioxidantes

capazes de eliminar o excesso de ROS, como € o caso do manitol e galactinol. Os polidis
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sdo importantes na resposta das plantas a metais pesados e metaloides (Gupta e Huang,
2014) e, no tratamento As+SNP, observou-se decréscimo em suas concentracdes. E
possivel que essa reducdo seja resultado do consumo desses compostos em mecanismos de
defesa celular, os quais contribuiram para a manutencéo de niveis constantes de ROS.

A resposta das plantas ao As envolve a participacdo de aminoécidos relacionados ao
estresse (Hossaiat al, 2012), os quais podem participar da sintese de compostos de
defesa, agir diretamente como antioxidantes ou se complexar com metais e metaloides
(Sharma e Dietz, 2006). Assim como observado para os polidis, a concentracdo de varios
aminoacidos diminuiu no tratamento As+SNP, e € provavel que essa alteracdo seja
consequéncia de um redirecionamento dos aminoacidos para reagfes que preveniram o
acumulo de ROS e os danos desencadeados pelo As. Dentre os varios aminoacidos
detectados pela analise do perfil metabdlico, convém ressaltar a diminuicdo desencadeada
pelo As+SNP nas concentracfes de glicina e glutamato, aminoacidos envolvidos na sintese
da glutationa; de fenilalanina, o qual participa da via biossintética da maioria dos
compostos fendlicos, incluindo o acido 4-HBA (Widhalm e Dudareva,2015); da prolina, a
qual pode agir diretamente como antioxidante e eliminar diversas ROS, principalmente
oxigénio singleto e radical hidroxila (Kaet al, 2008); do GABA, o qual € importante na
resposta das plantas contra o estresse oxidativo, apresentando capacidade antioxidante
maior do que a prolina (Liet al, 2011). O consumo de GABA também pode estar
relacionado com o metabolismo respiratério, uma vez que esse aminoacido pode ser
convertido em succinato e, dessa forma, entrar no TCA (Renault 2013); e a diminuigdo nos
niveis de triptofano, aminoacido que, além de possuir atividade antioxidante (Meucci e
Mele, 2012), também ¢é utilizada na sintese de diversos compostos envolvidos na

eliminacao de ROS (Christex al,, 1990).
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Em relagdo aos antioxidantes é importante ressaltar, ainda, o papel dos &cidos
hecadecanoico e 4-HBA, ambos produtos do metabolismo secundéario. O 4-HBA é um
isbmero do acido salicilico que contribuiu para a diferenciagdo dos perfis metabodlicos das
plantas entre os tratamentos As e As+SNP. O aumento na concentracdo deste composto foi
observado apenas quanHo stratiotesfoi submetida ao SNP, isolado ou em combinagé&o
com o As. Embora ndo tenham sido encontrados relatos sobre o envolvimento do &cido 4-
hidroxibenzoico na resposta das plantas ao As, estudos prévios ja demonstraram o efeito
benéfico desta molécula em condi¢cdes de estresse abidtico, aumentando capacidade
antioxidante celular ou inibindo a formacdo de ROS (Horedthl, 2007; Oohet al,

2014). O &cido hexadecanoico, por sua vez, € um composto antioxidante que pode ser
encontrado nas folhas de algumas plantas e que também aumentou em resposta ao SNP,
isolado ou em combinagdo com o As (Sermakkani e Thangapandian, 2012).

AcUcares como glicose, sacarose e arabinose sdo conhecidos por se acumular nas
células vegetais em condicBes de estresse abiodtico (Foreughj 2014). No presente
estudo, no entanto, isso nao foi observado, e concentragcdo de acucares diminuiu nos
tratamentos As e As+SNP. Resultados similares foram observados em plantas submetidas
ao estresse desencadeado por metais, como Zn (Fostw@hi2014). E provavel que isso
seja consequéncia do aumento que foi relatado na respiracdo mitocondrial, sobretudo no
tratamento As+SNP, e coincide com o incremento dos niveis de piruvato e interemediarios
do ciclo TCA, como o fumarato e o citrato, bem como com a diminuicdo na concentragcao
de acido pantoténico, o qual participa da sintese da coenzima A (Hutscheretather
2013). De uma forma geral, o As tem efeito danoso sobre o status energético celular, o que
desencadeia incrementos na atividade respiratéria sem que ocorra um acoplamento com a

sintese de ATP, comprometendo todo o metabolismo celular (Finnegan and Chen, 2012).
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No tratamento As+SNP, no entanto, a diminuigdo na concentracdo de glutationa, associada
aos aumentos observados na atividade de GST, indicam, ainda que circunstancialmente,
que o SNP pode ter contribuido para a diminuigdo do As livre no citosol. Assim sendo, o
metabolismo respiratério sofreria menor influéncia do metaloide e o seu incremento teria
um efeito benéfico sobre o metabolismo vegetal, podendo fornecer esqueletos de carbono
para a sintese de compostos envolvidos em mecanismos de defesa (Bolton, 2009) e, ainda,
agindo como um dreno de elétrons para possiveis excessos de poder redutor gerados
durante a fotossintese (Millat al, 2011).

Quando analisados em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo permitem
observar que o NO, suprido na forma de SNP, ndo agiu de forma pontual nas folhas de
Pistia stratiotessubmetidas ao As. Ao invés disso, o NO teve uma acgdo global, e seus
efeitos diretos ou indiretos permitiram a reprogramacdo e a integracdo do metabolismo
primario, secundario e antioxidante &e stratiotes 0 que resultou em aumento na
tolerancia, restauracdo do processo fotossintético e manutencdo do crescimento vegetal
mesmo apis a exposicao ao poluente. Apesar do presente estudo fornecer uma gerspectiv
mais abrangente do envolvimento do NO nas respostas das plantas ao As, ainda sao
necessdarias analises adicionais para a compreensdo dos mecanismos de acao deste
sinalizador. Desta forma, € importante que estudos futuros busquem a identificacdo dos
sinalizadores que agenpstreame downstreamao NO, bem como a identificacdo das
moléculas S-nitrosiladas e analises de expressédo génica. Tais resultados permitiriam nao
apenas a compreensédo das vias de sinalizacdo em resposta ao estresse por metais pesados e
metaloides, mas também a obtencdo de marcadores moleculares do estresse e, ainda, a

obtencéo plantas geneticamente modificadas capazes de suportar altas concentracdes desses
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poluentes, as quais poderiam, por exemplo, ser utilizadas em programas de

descontaminacédo ambiental.
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CONCLUSOES GERAIS

A absorcdo de arsénio (As) faistia stratioteddlesencadeou uma série de danos aos
vegetais, afetando processos fisiologicos como a fotossintese, respiracéo e fotorrespiracao,
e danificando toda a estrutura celular, principalmente o sistema de membranas, com
especial efeito sobre o vacuolo, cloroplastos e mitocéndria. Esses efeitos deletérios do As
provavelmente sdo consequéncia do aumento observado na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). A adicdo de SNP, por sua vez, atenuou os efeitos deletérios do As, o que
aparentemente envolveu mecanismos de sinalizagdo relacionados com a S-nitrosilacdo
proteica. A restauragdo da homeostase celular pelo SNP envolveu alteragbes em toda a
dindmica celular, abrangendo tanto alterac6es bioquimicas quanto fisiolégicas. Dentre as
alteragc6es bioquimicas, as mais conspicuas referem-se a antioxidantes, enziméticos e nao
enzimaticos, os quais foram efetivos na manutencdo da concentracdo de ROS em niveis
similares ao controle. Dentre esses antioxidantes, a glutationa parece ter um papel central,
uma vez que diversas enzimas que participam do seu metabolismo foram alteradas.
Igualmente importantes foram os polidis, como galactinol, glicerol e manitol, e
aminoacidos, como a prolina, glutamato e fenilalanina. Dentre os processos fisiologico, o
SNP aumentou a taxa respiratoria, de forma que esse processo pdde fornecer esqueletos de
carbono para mecanismos de defesa, bem como agir como um dreno para o excesso de
poder redutor produzido na fotossintegelicionalmente, ocorreu a diminuicdo da
fotorrespiracdo e, em consequéncia, houve reducdo na producdo de ROS. Todas essas
alteracbes, em conjunto, foram importantes para a manutencdo da estrutura celular, da
fotossintese e do crescimento Rlestratiotese, em ultima instancia, contribuiram para o

aumento na tolerancia das plantas ao poluente. O NO €, portanto, um sinalizador essencial
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na resposta das plantas ao As e atua, direta ou indiretamente, em diversas vias diferentes,
promovendo a integragdo dos processos celulares e permitindo a manutengcdo da
homeostase celular em plantas expostas ao metaloide. Tais resultados, além de contribuir
para 0 avanco na sinalizacdo desencadeada pelo NO, podem servir de base para o
desenvolvimento de organismos geneticamente modificados para utilizacdo em programas

de fitorremediagéo.
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