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RESUMO

CRESCIMENTO IN VITRO DE PLANTAS DE CLONES DE BATATA EXPOSTAS
AO ARSENIO

AUTORA: Francielly Baroni Mendes
ORIENTADOR: Dilson Antdnio Bisognin

A poluicdo ambiental por metaloides tem aumentado muito em consequéncia das acOes
antropogénicas, tais como as atividades industriais e 0 uso de quimicos na agricultura. O arsénio (As)
esta entre 0s metais que apresentam o0s maiores riscos ambientais, pela maior toxicidade e pela ampla
distribuicdo. A absorcdo e acumulacéo de As pelas plantas é muito variavel entre as espécies e entre
cultivares, sendo a ingestdo de vegetais e a bioacumulacéo na cadeia alimentar as principais fontes de
contaminacéo da populacdo. O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o crescimento in vitro de
plantas de clones de batata expostas ao As. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Nucleo de Melhoramento e Propagacéo Vegetativa de Plantas da Universidade
Federal de Santa Maria. No experimento 1 foram testadas as concentra¢des de 10, 20, 30, 40, 50, 60
e 70uM de As no crescimento in vitro de plantas do clone SMINIA793101-3. Foram avaliadas as
porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento, a altura da parte aérea e o nimero de folhas e
raizes aos 14 e 28 dias ap6s a inoculagéo (DAI). Os resultados obtidos demonstram que as plantas
de batata do clone SMINIA793101-3 apresentaram alta sensibilidade a exposicao ao As ja aos
14 dias de cultivo in vitro para todos os caracteres analisados. O comportamento das plantas na
presenca do As indicou que as concentracGes de 20, 40 e 60uM de As devem ser testadas em
outros clones de batata. Dessa forma, no experimento 2 foram testados os clones
SMINIA793101-3, SM1J461-1, SMINIAO0017-6, Asterix, Vivaldi, Macaca, Dakota Rose e
Michigan Purple. Foram avaliadas as porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento, a altura
da parte aérea e o0 numero de folhas e raizes aos 14 DAI, e a atividade da enzima catalase aos
28 DALl Os resultados indicam que as concentragdes de 0, 20, 40 e 60 pM de As no meio de
cultura podem ser utilizadas para a avaliacdo in vitro da sensibilidade de clones de batata. As
plantas devem ser avaliadas aos 14 dias de cultivo em presenca de As. A adicdo de As ao meio
cultura afetou todos os caracteres analisados em todos os clones testados de batata. Os clones
SMIJ461-1, Michigan Purple e Macaca apresentam alteragGes significativas na atividade da
enzima catalase. Dentre os clones, Macaca apresentou 0 maior aumento na atividade da enzima
catalase, indicando boa capacidade de destoxificar as espécies reativas de oxigénio. Em
concluséo, os clones de batata diferem no crescimento in vitro das plantas na presenca de As; a
adicdo de As ao meio de cultura afeta negativamente a atividade da enzima catalase, a altura de
parte aérea, 0 numero de folhas e de raizes das plantas de batata; e a adicdo das concentracoes
de 40 e 60 uM de As ao meio de cultura causa efeitos adversos no crescimento das plantas de
batata.

Palavras-chave:S. tuberosum, acimulo, contaminagéo, seguranga alimentar.



ABSTRACT

IN VITRO GROWTH OF PLANTS EXPOSED TO ARSENIC OF POTATO CLONES

AUTHOR: Francielly Baroni Mendes
ADVISER: Dilson Anténio Bisognin

Environmental pollution by metalloids has increased a lot as a result of anthropogenic actions,
such as industrial activities and the use of chemicals in agriculture. Arsenic (As) is among the
metals that present the greatest environmental risks, due to the highest toxicity and wide
distribution. The absorption and accumulation of As by plants is very variable among species
and cultivars, with the intake of vegetables and bioaccumulation in the food chain being the
main sources of population contamination. The main objective of this research was to evaluate
the in vitro growth of plants exposed to As of potato clones. The experiments were carried out
at the Tissue Culture Laboratory of the Plant Breeding and Vegetative Propagation Center of
the Federal University of Santa Maria. In experiment 1, plants of the clone SMINIA793101-3
were tested in the concentrations of 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70uM of As in the culture media.
The percentages of survival and rooting, the height of the aerial part and the number of leaves
and roots were evaluated at 14 and 28 days after inoculation (DAI). The results indicated that
potato plants of the SMINIA793101-3 clone showed high sensitivity to As exposure at 14 days
of in vitro cultivation for all the evaluated traits. Based upon growth responses in As media, the
As concentrations of 20, 40 e 60uM should be evaluated in other potato clones. Therefore, in
the experiment 2 the clones SMINIA793101-3, SM1J461-1, SMINIAO0017-6, Asterix, Vivaldi,
Macaca, Dakota Rose and Michigan Purple were evaluated. At 14 DAI, the percentages of
survival and rooting, the height of the aerial part and the number of leaves and roots, and at 28
DAI, the activity of the enzyme catalase were evaluated. The results indicated that the
concentrations of 0, 20, 40 and 60 uM As in the culture media can be used for the in vitro
evaluation of potato clones. The plants should be evaluated at 14 days of cultivation in the
presence of As. The addition of As to the culture media affected all traits of all evaluated clones
of potato. The clones SMI1J461-1, Michigan Purple, and Macaca increased the activity of the
catalase enzyme in the presence of As. Among the evaluated clones, Macaca showed the
greatest increase in the catalase enzyme activity, indicating good ability to detoxify reactive
oxygen species. In conclusion, the in vitro growth of potato plants in the presence of As differ
among clones; the addition of As to the culture medium affects the catalase enzyme activity,
shoot height, number of leaves and roots of potato plants; and the addition of 40 and 60uM As
to the culture medium has adverse effects on the in vitro growth of potato plants.

Keywords:S. tuberosum, accumulation, contamination, food security.
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1 INTRODUCAO

O arsénio (As) € um ndo-metal, encontrado em todos os ambientes naturais,
associado, principalmente, a sulfatos minerais. Apesar de representar o Vvigésimo
elemento mais abundante na crosta terrestre, 0 As é um dos elementos mais toxicos do
planeta (WHO, 2001). Devido a sua elevada toxicidade a saude humana e a toda
comunidade biologica, a contaminacéo do solo, cursos de agua e lencol freatico por As
se constitui em um problema ambiental grave, que necessita de efetiva solucédo
tecnoldgica (WHO, 2001; FERRECIO; SANCHA, 2006; ZHAO et al., 2010).

A insercdo de arsénio nos ambientes terrestres e aquaticos ocorre através de
processos geoldgicos naturais e pela atividade antropica, especialmente, a mineragdo. O
As ¢ utilizado, sobretudo, na producdo de herbicidas, inseticidas e conservantes de
madeira (WHO, 2001; ZHAO et al. 2010), na industria e fabricacdo de vidro, ligas,
eletronicos, aditivos alimentares e produtos quimicos veterinarios (GONTIO;
BITTENCOUR, 2005). Todavia, rejeitos de operacdes de mineragdo constituem fontes
substanciais de As, pois expdem este elemento a dgua e ao ar, solubilizando-o. Desta
forma, o0 As pode atingir a &gua e o solo, contribuindo para a sua contaminacao.

A sensibilidade e toxicidade nas plantas sdo influenciados, ndo apenas pela
concentracdo e pelas formas tdxicas, mas também pelo estagio de vida ou processo
ontogenético da planta, como germinagéo, estabelecimento da plantula e crescimento
vegetativo (LIU et al., 2005). A contaminacao por As € bastante significativa do ponto de
vista ambiental, sendo necessaria a avaliacdo do risco, através da biodisponibilidade no
ambiente (MEHARG; HARTLEY-WHITAKER, 2002). Fatores como capacidade de
troca cationica, pH, potencial redox, matéria organica, argila, 6xidos metalicos, contetdo
de &gua, exsudatos radiculares e atividade microbiana podem afetar a disponibilidade de
As no solo (BHATTACHARYA,; JACKS, 2002; DESCHAMPS; MATSCHULLAT,
2007).

As consequéncias para a saude humana pela exposi¢do crénica ao As incluem
inimeras mudangas em nivel molecular, pois o elemento pode interromper a expressao
de diversos genes, prejudicar o processo de divisdo celular ou inibir mecanismos de
reparo do DNA. A disponibilidade, a toxicidade e o comportamento quimico dos
compostos de As sdo influenciados pela sua forma e espécie. A longa exposicao ao As,

assim, como a sua ingestdo via agua potavel, causa distrbios na pele, no figado, nos
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intestinos e nos tecidos gastricos e nervosos (BASU et al., 2001; SMITH et al., 2002). De
acordo com o National Research Council (NRC, 1999), a intoxicagéo cronica por As é
responsavel por milhares de mortes no mundo. A contaminagdo por As ocorre pela
ingestdo de alimentos e, principalmente, de &gua contaminada, pois 0 As é um elemento
quimico muito utilizado em industrias de eletrénicos, pesticidas, dentre outros (BARRA,
2000).

A batata (Solanum tuberosum L.) é um dos alimentos mais consumidos no mundo,
sendo cultivada em mais de 160 paises (FAO, 2018) e se configura em uma potencial
fonte de contaminacdo. A batata € um dos alimentos mais importantes como fonte de
energia, devido a composicao, versatilidade gastrondmica e tecnoldgica e baixo custo de
comercializacdo dos tubérculos (COELHO et al., 1999), sendo a hortalica de maior
importancia econdémica no Brasil (BISOGNIN, 2005). Os principais estados produtores
sdo Minas Gerais, S&o Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, responsaveis por mais de 90%
da producéo nacional (IBGE, 2019). Pelo seu método de propagacéo vegetativo, a batata
é facilmente contaminada por patégenos (virus, bactérias e fungos), que levam a rapida
degenerescéncia da cultura. Uma das maneiras de se produzir batata livre de patégenos é
através da cultura de tecidos em que, obtendo-se uma planta livre de patdgenos, esta pode
ser micropropagada em grande escala (FORTES; PEREIRA, 2003).

Em vista disso, o estudo das respostas fisiologicas e bioquimicas em clones de
batata se justifica por ser a terceira cultura em importancia para a alimentagdo humana,
sendo superada somente pelo trigo (Triticum aestivum L.) e arroz (Oryza sativa L.) (FAO,
2018). Além disso, existem poucos estudos com relacéo a varios aspectos do metabolismo
oxidativo e nutricional da batata quando exposta ao As e, embora os efeitos toxicos do
As nos sistemas bioldgicos ja tenham sido relatados por varios autores, 0S mecanismos

da sua toxicidade ainda ndo estdo elucidados.
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2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo geral avaliar o crescimento in vitro de plantas de

clones de batata expostas ao As.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Os objetivos especificos foram:

) Estudar os efeitos de diferentes concentragcdes de As no crescimento in
vitro de plantas de batata do clone SMINIA793101-3; e

i) Estudar os efeitos da exposi¢do ao As no crescimento in vitro de plantas

de clones de batata.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERIZACAO E IMPORTANCIA DA ESPECIE EM ESTUDO

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma dicotileddnea da familia Solanaceae,
pertencente ao género Solanum. Existem cerca de 4000 variedades de batata que
apresentam tubérculos de diferentes tamanhos, cores e formas, dentre estas, o género
Solanum possui mais de 2000 espécies, e destas, cerca de 160 sdo produtoras de
tubérculos, porém somente 20 espécies sdo cultivadas (HAWKES, 1994). Também
existem 151 espécies de batatas silvestres que ndo sdo comestiveis, mas apresentam
caracteristicas como resisténcia a pragas, doencas e condi¢@es climaticas adversas, sendo
essas espécies importantes fontes de atributos para 0 melhoramento genético, possuindo
um dos mais importantes recursos genéticos dentre as plantas cultivaveis (CIP, 2019).

As espécies de tubérculos Solanum sdo amplamente distribuidas nas Ameéricas.
Muitas espécies selvagens, que podem ter sido cruzadas com as espécies cultivadas de
batatas, proporcionaram um amplo espectro de resisténcia a doencas e pragas, tolerancias
a estresse abidtico como geadas, secas, entre outros (BARRELL et al., 2013).

A origem exata da batata apresenta controvérsias, porém a presenca de biotipos
silvestres evidencia que seja nativa de duas areas, das regides altas da Cordilheira dos
Andes, que vao do Peru ao norte da Argentina, e de terras baixas do centro-sul do Chile,
dependendo do nivel e ploidia das espécies. A difusdo da batata no mundo ocorreu por
volta de 1570, quando conquistadores espanhdis levaram a batata andina para a Europa,
e cerca de 200 anos depois a batata tornou-se um alimento basico para 0s europeus e para
habitantes de outros continentes (LOPES; BUSO, 1997). Para europeus, norte-
americanos e latino-americanos, a batata constitui a base da dieta alimentar diéria. No
entanto, no Brasil, é utilizada em menor escala, como hortalica (FILGUEIRA, 2005).

A domesticacdo da batata é atribuida aos povos nativos dos Andes da América do
Sul, entre o Peru e a Bolivia, e estima-se que ocorreu entre 6.000 e 10.000 anos. Foram
identificadas cerca de 200 espécies silvestres distribuidas em 16 paises desde o sudoeste
dos Estados Unidos até o sul do Chile, entretanto o maior nimero de espécies é
encontrado no Peru e na Bolivia (HIJIMANS; SPOONER, 2001; SPOONER;
HETERSCHEID, 2006). A principal espécie cultivada é autotetraploide (2n = 4x = 48
cromossomos) com heranca tetrassomica e multialelismo como determinantes basicos do
rendimento (PEREIRA et al., 2016).
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A batata apresenta uma producdo mundial superior a 368 milhdes de toneladas,
sendo classificada como o quarto alimento de maior importancia para a humanidade
(FAOSTAT, 2019), sendo superada pelo trigo, milho e arroz, e é a primeira commaodity
ndo grao (FAO, 2018). Os tubérculos, de preparo versatil e consumidos de diversas
formas, sdo constituidos de 76% de agua, 17% de carboidratos, 2,0% de proteinas, 0,3%
de acucares redutores, 1,1% de cinzas, 25 mg 100g irrisorias de lipidios (SABLANI;
MUJUMDAR, 2006). Consumida in natura ou industrializada de diversas formas, essa
solanacea tem importancia econdémica, social e cultural devido a sua ampla adaptabilidade
a diversos agroecossistemas e ao elevado potencial produtivo (TOFOLI et al., 2013).

A cultura da batata se desenvolve sob uma variedade de altitudes, latitudes e
condigdes climaticas, desde o nivel do mar até 4000 metros de elevacdo (DAVIES et al.,
2005) além de tolerar uma acidez moderada no solo, produzindo bem na faixa de pH 5,0
a6,5 (PREZOTTI etal., 1986). A quantidade de produtos industrializados a base de batata
tem crescido nos ultimos anos em nivel mundial, incluindo o Brasil, principalmente para
produtos que podem ser consumidos diretamente, como chips e batata palha, ou produtos
para serem preparados, como batatas descascadas e cortadas em palitos resfriados ou pre-
fritos congelados (ZORZELLA et al., 2003).

Algumas décadas atras, a batata comercial possuia uma base genética limitada,
em virtude de ser uma planta original do centro da América do Sul e recém introduzida
na Europa. Além disso, sua baixa propagacao vegetativa torna S. tuberosum uma planta
altamente heterozigota, poliploide, e o0s seus cultivares, portanto, muitas vezes
limitadamente férteis, tornando a sua selecdo uma tarefa desafiadora. Sabe-se ainda, que
0s esguemas de melhoramento tradicionais envolvem relativamente longos ciclos
reprodutivos, geneticamente complexos e os tubérculos de batata possuem uma
sensibilidade & endogamia. Entretanto, ao longo das Ultimas cinco décadas, mediante
aplicacbes de biotecnologia vegetal, que facilitaram os cruzamentos entre espécies,
ampliou-se assim o pool genético das plantas cultivadas atualmente (BARRELL et al.,
2013). A biotecnologia vegetal tradicionalmente englobou a aplicacdo de células e
tecidos para o melhoramento de variedades. E a partir de meados da década de 80, o
desenvolvimento e a aplicacdo da transgenia, tornou a atividade de pesquisa relacionada
a biotecnologia vegetal dominante (BARRELL et al. 2013).

Muitos gendtipos de batata sdo altamente sensiveis em culturas celulares e geram
oportunidades de aplicacao de biotecnologia a melhoramento da batata. A publicacéo do
sequenciamento completo do genoma da batata (POTATO GENOME SEQUENCING
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CONSORTIUM, 2011) tem apresentado novas oportunidades para biotecnologia de S.
tuberosum.

Portanto, a batata por ser um dos alimentos mais consumidos no mundo, sendo
cultivada em diversos paises (FAO, 2018) também por ser grande fonte de energia, devido
a composicdo, versatilidade gastrondmica e tecnoldgica e baixo custo de comercializa¢éo
dos tubérculos (COELHO et al., 1999), constituindo a hortalica de maior importancia
econbémica no Brasil (BISOGNIN, 2005), configura-se em uma potencial fonte de
contaminacdo. A batata € um dos alimentos mais importantes como fonte de energia,
devido a composicdo, versatilidade gastrondmica e tecnolégica e baixo custo de
comercializacdo dos tubérculos (COELHO et al., 1999), sendo a hortalica de maior

importancia econdmica no Brasil (BISOGNIN, 2005).

3.1.2 Producéo da Espécie no Brasil

No cenario nacional, a batata é a hortalica mais importante, tanto em &rea de
cultivo quanto economicamente. A cadeia produtiva da batata que era considerada em
outros tempos como uma atividade de pequenos produtores, atualmente assume
caracteristicas empresariais bem definidas, com continuos avangos tecnoldgicos e
gerenciamento avancado de todo processo produtivo (TOFOLI et al., 2013). A érea
plantada no ano de 2019 foi de 789.562 ha, com uma produtividade média de 37,9 t ha
com producao concentrada principalmente nos estados da Bahia, Goids, Distrito Federal,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (IBGE, 2019).
Segundo relatérios do IBGE (2019), a produtividade brasileira aumentou cerca de 17%
nos ultimos 10 anos. Entretanto, a produtividade nacional ainda esta abaixo de lavouras
Norte Americanas, que possuem média nacional de produtividade superior a 49t ha.
(FAO, 2019).

Como a propagacdo da batata € vegetativa, através de tubérculos (caules
modificados), durante o processo ocorre o acumulo de patdgenos, principalmente virus,
a cada ciclo, o que resulta na degeneracdo da cultivar com drésticas reducdes de
produtividade (FORTES; PEREIRA, 2003). Portanto, a utilizacdo de material
propagativo de alta qualidade fitossanitaria para instalagcédo das lavouras constitui-se como
requisito indispensavel para a cadeia produtiva da batata (PEREIRA et al., 2005).
Materiais propagativos livres de virus podem ser obtidos por meio do cultivo das

sementes, verdadeiras ou botanicas, ou através da cultura de tecidos. O uso de sementes



19

verdadeiras para multiplicacdo da batata vem sendo empregado em trabalhos de
melhoramento da espécie, devido, principalmente, a variabilidade que este tipo de
material pode apresentar quando utilizado em cultivo comercial, bem como a falta de
tecnologia adequada para a producdo (PEREIRA; FORTES, 2004).

Infelizmente, o Brasil ndo € autossuficiente na produgdo de batata-semente e a
escassez de material certificado de preco acessivel ao produtor obriga a implantacéo de
lavouras com tubérculos-semente de baixa qualidade fitossanitaria, sendo este um dos
principais fatores que tem afetado negativamente a producéo nacional (MEDEIROS et
al., 2002). Até o més de maio de 2019, foram importados 3.084.300 kg de tubérculos para
plantio, no valor de US$ 4.356.985,00 (ALICEWEB, 2019).

3.2 ARSENIO

O arsénio (do latim arsenium; do grego arsenikos = potente), ou também arsénico,
é um elemento quimico, de simbolo As, com nimero atbmico 33 e massa atdmica de 75
g mol™*. E um semimetal (ou metaloide) encontrado no grupo 15 (5A) da classificagio
periddica dos elementos. Distribui-se de maneira relativamente uniforme nos principais
tipos de rochas e sua concentracio média esta entre 0,5 e 2,5 mg kg. Apenas em
sedimentos argilosos, a média pode atingir valores mais expressivos, cerca de 13 mg kg
! (FAURE, 1991; KABATA PENDIAS, 2001).

O As é um ndo-metal ou metaloide, encontrado em todos os ambientes naturais,
associado principalmente, a sulfatos minerais. Apesar de representar o vigésimo elemento
mais abundante na crosta terrestre, 0 As € um dos elementos mais toxicos do planeta
(WHO, 2001). Devido a sua elevada toxicidade a satde humana e a toda comunidade
bioldgica, a contaminacgdo do solo, cursos de agua e lencol freatico por As € um problema
ambiental grave que necessita de efetiva solugdo tecnologica (WHO, 2001;
FERRECCIO; SANCHA, 2006; ZHAO et al., 2010).

O enriquecimento de As em solos e sedimentos argilosos, bem como em solos
superficiais, em relagdo as concentracfes em rochas igneas, aparentemente refletem
algumas fontes externas de As, tais como erupgdes vulcanicas e poluigdo, como também
0 enriquecimento supergénico natural dos elementos pouco mdveis, durante o
intemperismo das rochas e a formacao do solo. No solo, 0 As também esta presente na

fracdo mineral pesada do solo, mas sua contribuicdo é pequena (geralmente cerca de 1%).
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A maior proporcdo do total de As (27- 90%) no solo esta associada com a fracdo argila
(<0,002mm) (MOTUZOVA, 1999, KABATA PENDIAS, 2001).

O As esté presente basicamente em todos os ambientes (L1U et al., 2005). Ele se
apresenta em quatro estados de oxidacdo: -1, O, +1ll ou +V, ocorrendo no ambiente
principalmente nas formas inorganicas, arsenito (Aslll) e arsenato (AsV), e nas formas
organicas, como acido monometilarsénico (MMA), &cido dimetilarsinico (DMA) e dxido
trimetilarsina (TMAsO) (WHO, 2001).

As reacdes de As em solos sdo altamente reguladas pelo seu estado de oxidagé&o.
Os ions arsenato sdo conhecidos por serem facilmente fixados pelos componentes do solo,
tais como argilas, humus e calcio, sendo mais ativos na retencdo de As o0s Oxidos
hidratados de Fe e Al. Hidroxidos de Al na superficie externa de minerais micaceos sao
considerados especialmente significantes na retencdo de As (HUANG, 1975). A forte
associacédo de As, tanto natural quanto adicionado, com Fe (principalmente, goethita) em
solos foi relatada por Norrish (1975).

A contaminagdo por As no meio ambiente tem recebido grande atencao devido
aos seus potenciais riscos toxicoldgicos a saide humana, sendo precursor de canceres,
diabetes além de ocasionar doencas de pele, distarbios hepaticos, de visdo e / ou audicao,
entre outros, mesmo em niveis baixos de exposicdo (ABERNATHY et al., 1999;
MATSCHULLAT, 2007).

A presenca de As em elevadas concentra¢fes no meio ambiente deve-se as a¢Oes
antropogénicas que incluem mineracdo, producdo/uso de herbicidas e fungicidas,
producao/uso de preservadores de madeira e corantes, fabricacdo de vidros dentre outras.
Adicionalmente podem ocorrer acréscimos decorrentes de processos naturais oriundos de
fontes geoquimicas e atividades vulcanicas (SANTOS, 2006; MATSCHULLAT et al.,
2007).

Aguas e solos contaminados por arsénio, tém sido encontrados em diversos paises,
incluindo o Brasil. Em estudo conduzido em Minas Gerais, foi constatada elevada
contaminacdo do ambiente, atingindo a populacdo. Neste estudo, em principio, duas
grandes vias podem ser assumidas a priori para a dispersao de As no meios ambientais: i)
através do intemperismo de residuos de minas de minério, incluindo a libertagdo de
arsenato por erosdo e dissolucéo dos solos contaminados por As e de rejeitos de materiais
em aguas de superficie e sedimentos; e ii) através de atividades de fundicdo que libera As
para a atmosfera (MATSCHULLAT et al., 2000).
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O As pode ser encontrado tanto na forma de compostos inorganicos como em
organicos. Portanto, o As ¢ liberado para 0 ambiente, tanto nas formas inorganicas como
nas formas organicas. Arsenato [As (V)] e arsenito [As (I11)] sdo as formas inorganicas
de arsénio fitodisponiveis em solucdo no solo. No entanto, micrdbios, que podem metilar
e de-metilar As nos solos, podem transformar o As das formas inorganicas em formas
organicas e vice-versa. Além disso, invertebrados e mamiferos metabolizam formas deAs
inorgénicos para formas organicas (MEHARG; HARTLEY-WHITAKER,2002).

Sob condicBes oxidantes, arsenato [AsO4>] é a mais provavel forma de As,
enquanto, que a sua forma trivalente, arsenito [AsOs*] domina sob condigdes redutoras.
Tendo em vista que ha abundancia de As de superficie e na atmosfera, como resultado da
atividade antropogénica, verifica-se crescente preocupacdo com essas questdes
ambientais em paises como o Brasil (MATSCHULLAT et al., 2000).

Nos paises europeus, a necessidade de equilibrio entre o pré-desenvolvimento
econémico, e orientacdo para minimizacdo de seus potenciais impactos ambientais
negativos, é visto cada vez mais como importante ferramenta para avancos tecnologicos,
crescentemente inserida na educacdo (MATSCHULLAT et al., 2000).

O é&cido dimetil arsénico (DMA) e seus sais de sddio sdo ainda registrados como
herbicidas nos EUA (EPA 2006), de contato ndo seletivos, para desfolhar ou dessecar
uma grande variedade de espécies vegetais. DMA e seus sais de sodio sdo usados em
combinagéo, principalmente, como desfolhantes na cultura do algodéo, para controle das
ervas daninhas em torno de pomares de citros, renovacgéo de gramado, controle de plantas
daninhas ao redor prédios, calcadas etc. (EPA 2006). A meia-vida de DMA é de cerca de
20 dias em solos ndo tratados e ¢ a principal fonte de grandes areas contaminadas como
0 Arkansas (MEHARG et al., 2008).

3.2.1 Toxicidade para Plantas

O As vem sendo considerado o elemento mais toxico a saide humana desde 1997,
e encontra-se em primeiro lugar na Lista de Prioridade de Substancias Perigosas da
AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES; DISEASE REGISTRY (ATSDR, 2017).
Devido a sua elevada toxicidade a salude humana e a toda comunidade bioldgica, a

contaminacdo do solo, cursos de agua e lencol freatico por As € um problema ambiental
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grave que necessita de efetiva solucdo tecnoldgica (WHO, 2001; FERRECCIO;
SANCHA, 2006; ZHAO et al., 2010).

Este metaldide ndo é um elemento essencial para as plantas, porém algumas
espécies podem absorver As pelas raizes, via transportadores de fosfato, na forma de
arsenato (AsV) ou através de aquagliceroporinas, na forma de arsenito (Aslll)
(MEHARG; HARTLEY-WHITAKER, 2002; TRIPATHI et al., 2006; ZHAO et al.,
2008). O arsenato € a forma predominante na natureza, visto que o arsenito € facilmente
oxidado pelo oxigénio atmosférico (MEHARG; HARTKEY-WHITAKER, 2002).

Uma vez que o As ndo é um elemento essencial pra o metabolismo vegetal, ou tdo
pouco tem funcdo benéfica conhecida, 0 As pode causar toxidez em plantas e animais
mesmo em baixas concentra¢des, na faixa de pg kg™ (WELCH et al., 1988; BERG et al.,
2001). A acumulacdo de As em plantas ndo afeta somente o seu crescimento, tambem
causa a entrada deste elemento na cadeia tréfica, 0 que pode causar riscos potenciais ao
ecossistema, bem como a satde humana, como por exemplo, o risco de desenvolvimento
de cancer de pele, dentre outros (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002).

A sensibilidade e toxicidade de metais e metaldides nas plantas sdo influenciados,
ndo apenas pela concentracdo e pelas formas tdxicas, mas também pelo estagio de vida
ou processo ontogenético das plantas (germinagdo, estabelecimento da plantula e
crescimento vegetativo). A germinacao e o estabelecimento de plantulas sao as fases mais
sensiveis a presenca do contaminante, pois seus mecanismos de defesa ainda ndo estdo
plenamente desenvolvidos (LIU et al., 2005; BHATTACHARYA et al., 2011).

Oselementos P e As, se comportam quimicamente de forma parecida no ambiente,
formando anions complexos em combinacdo com oxigénio e hidrogénio na maioria das
condicBes de Condutividade Elétrica (Eh) e pH encontradas no meio ambiente. Tal
semelhanca estende-se ao comportamento destes elementos quando interagem com as
células vivas. Quando dentro das células, o ion arsenato (AsOs®) atua de forma
semelhante & do ion fosfato (POs3), e compete por sitios de ligagdo. Mais
especificamente, dentro do ciclo do acido citrico (respiracdo celular), o As inibe a acéo
da enzima piruvato desidrogenase, ligando-se as moléculas de adenosina di-fosfato
(ADP) e formando a molécula As-ADP, desacoplando assim a fosforilacdo oxidativa e

impedindo a respiracdo mitocondrial e a sintese de ATP (PANDA et al., 2010).
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3.2.2 Influéncia na Anatomia, Fisiologia e Bioquimica de plantas

Uma das principais respostas das plantas ao estresse por metais pesados € a
geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (DAS et al., 2016). Os metais pesados
induzem o estresse oxidativo em células e tecidos vegetais de quatro formas: por
transferéncia direta de elétrons em reacdes de elétrons Unicos que geram radicais livres;
pela interferéncia nas vias metabdlicas, especialmente na membrana tilacoidal, resultando
no aumento de radicais livres; pela inativacdo das enzimas antioxidantes peroxidase
(POX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), responsaveis pela remoc¢do dos
radicais livres e; via esgotamento de antioxidantes de baixo peso molecular, como a
glutationa (SRIVASTAVA et al., 2005; DONG et al., 2007).

A exposicao prolongada ao As gera perda de pigmentos cloroplastidicos e estresse
oxidativo nas plantas (SETH et al., 2007; DUMAN et al., 2010). Duman et al. (2010)
verificaram aumento no nivel de clorofila total e carotenodides, bem como da atividade
das enzimas SOD, CAT e POX durante estagios iniciais de experimento. Contudo, ap6s
seis dias, esses autores observaram diminuicdo nos pigmentos fotossintéticos e da
atividade das enzimas. Srivastava et al. (2007) também observaram declinio significativo
na atividade da SOD e POX em H. verticillata exposta a As (I11).

Contudo, para ocasionarem os efeitos deletérios mencionados acima, 0s metais
precisam ser translocados para as partes aéreas das plantas (LUTTS; LEFEVRE, 2015).
Todavia, muitos autores relatam que os metais pesados podem ser acumulados em
maiores propor¢des em tecidos radiculares, com uma pequena porcao sendo translocada
para a parte aérea (PENG et al., 1997; MACFARLANE et al., 2003).

A principal barreira ao transporte de metais no corpo da planta encontra-se na
epiderme das células da raiz, porém a endoderme também exerce grande contribuicdo em
evitar a entrada de alguns metais, dentre eles o chumbo (MACFARLANE; BURCHETT,
2000). A periderme radicular mostrou-se mais espessa em locais com um nivel mais
elevado de contaminagdo por metais. A epiderme mais espessa ocasionou menor acumulo
de As nas raizes de L. racemosa (SOUZA et al., 2014).

Uma possivel explicacdo para o efeito toxico do As € a inibicédo de vérias enzimas
mitocondriais e desativacao da fosforilagéo oxidativa, 0 que causa prejuizos na respiracao
celular. Grande parte da toxicidade do As resulta da sua capacidade de interagir com 0s
grupos sulfidrilicos das proteinas e enzimas, e também da capacidade de substituir o P
em varias reacdes (GOYER, 1996).
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Em plantas a toxicidade por As pode ser evidente sob diversas maneiras. Os
sintomas caracteristicos de toxicidade nas plantas sdo: murchamento das folhas,
crescimento lento das raizes e parte aérea, folhas com necrose, cor arroxeada e finalmente
morte da planta (SANTQOS, 2020). Em geral, o As inibe o metabolismo na maioria das
plantas (KABATA-PENDIAS, PENDIAS, 1985). Mais especificamente, o arsenato pode
romper a fosforilacdo oxidativa e a producdo do ATP, sendo que o arsenito afeta a funcéo

das enzimas e das proteinas ligados aos grupos sulfidrilicos (MEHARG, 2002).

3.2.3 Transportadores de Arsénio em Plantas

Pouco se sabia sobre os mecanismos de absorgédo e transporte de As em plantas
até recentemente. A pesquisa sobre 0os mecanismos de absorcdo de As nas plantas se
beneficiou muito do conhecimento adquirido com os estudos microbianos (ZHAO et al.,
2010). No entanto, para compreender e gerir os riscos decorrentes da presenca do As no
solo é essencial conhecer como o As é absorvido pelas raizes e seu metabolismo dentro
das plantas.

O transporte do Aslll é muito mais prevalente do que se pensava anteriormente,
pois é a principal espécie translocada das raizes para a parte aérea. AsV é absorvido por
transportadores de fosfato, incluindo AtPhtl1;1/4 em Arabidopsis, PvPhtl;3 em
Pterisvittata e OsPht1;8 (OsPT8) em arroz. Plantas knockout para o gene OsPhtl;8
diminuiram a absorcéo de AsV e aumentaram significativamente a tolerancia ao AsV em
arroz.Apos a absorcdo, o AsV pode ser rapidamente reduzido a Aslll em células vegetais
pela recém-identificada proteina HAC1 (High ArsenicContent 1) (CHEN et al., 2017b).

Os genes da familia Phtl (OsPT1-OsPT13) em arroz codificam os transportadores
Pi que se localizam na membrana plasmatica. O acimulo de As na parte aérea do arroz é
consistente com a expressdo do gene OsPT1, indicando que OsPT1 esta envolvido na
absorcdo de AsV do solo ao apoplasto (ZHAO et al., 2010; YE et al., 2017). Como o0s
transportadores de As desempenham papeis essenciais nas plantas, uma vez que séo
transportadores de fosfato, ndo é concebivel bloquear a entrada de As nas plantas,
eliminando os transportadores responsaveis, sem afetar as funcdes da planta (MEHARG;
HARTLEY-WHITAKER, 2002).

Um transportador de tonoplasto (OsABCC1), localizado nas células companheiras

do floema, foi identificado por diminuir a translocacdo de As em gréos de arroz,
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facilitando o sequestro de As em vacuolos (WANG et al., 2015). Depois de entrar nas
células daraiz, 0 AsV é facilmente convertido em Aslll e os canais de efluxo Lsil podem
expulsar Aslll para fora da raiz ou para dentro do xilema (via Lsi2) (BATISTA et al.,
2014). Devido a semelhanca nas propriedades fisico-quimicas entre o &cido arsenoso e o
acido silicico, os transportadores de silicio de arroz Lsil e Lsi2 também podem
transportar Aslll. Lsil e Lsi2 atuam como transportadores de influxo e efluxo,
respectivamente, e estdo localizados nos lados distal e proximal de exodermes e
endodermes em raizes de arroz, formando um sistema de transporte unidirecional. O
transportador Lsil foi caracterizado como uma aquaporina (denominada OsNIP2;1),
também sendo capaz de realizar o efluxo de Aslll de células de raizes de arroz para o
meio externo (XU et al., 2015).

O Aslll insere-se em células vegetais através de aquaporinas (MEHARG;
HARTLEY-WHITAKER, 2002). As plantas possuem diversas isoformas de aquaporinas,
e varias delas mostraram facilitar a absorcdo de semimetais, incluindo As e antiménio,
bem como boro e silicio (MEMBR, 2015). O silicio ndo é considerado um elemento
essencial para as plantas em geral, mas tem efeitos benéficos para o crescimento das
plantas e produtividade em algumas espécies, enquanto o boro é indispensavel para o
crescimento da maioria das espécies de plantas (POMMERRENIG et al., 2015).

Contudo, para ocasionarem os efeitos deletérios na planta os metais precisam ser
translocados para as partes aéreas das plantas (LUTTS; LEFEVRE, 2015). Todavia,
muitos autores relatam que oS metais pesados podem ser acumulados em maiores
propor¢Oes em tecidos radiculares, com uma pequena por¢ao sendo transloucada para a
parte aérea (PENG et al., 1997; MACFARLANE et al., 2003).

3.2.4 Exposicdo ao Arsénio e Estresse Oxidativo

A exposicao prolongada ao As gera perda de pigmentos cloroplastidicos e estresse
oxidativo nas plantas (SETH et al., 2007; DUMAN et al., 2010). Duman et al. (2010)
verificaram aumento no nivel de clorofila total e carotendides, bem como da atividade
das enzimas SOD, CAT e APX durante estagios iniciais de experimento. Contudo, apds
seis dias, esses autores observaram diminuicdo nos pigmentos fotossintéticos e da
atividade das enzimas. (SRIVASTAVA et al. 2007). As defesas antioxidantes em plantas
incluem a participagdo de antioxidantes enziméticos (SOD, CAT, POX, APX, GR) e
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antioxidantes ndo enzimaticos (glutationa, antocianinas), com a finalidade de diminuir os
efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio (ERO) (VALKO et al., 2006).

A toxicidade do As para as plantas pode ser induzida através da geracdo de ERO.
Estudo com trigo mostrou que a atividade da enzima arsenato redutase (AR) aumentou
em 108% com exposi¢cdo ao As sob condigOes P-deficiente e 130% sob condigéo P-
suficiente, mas ndo exibiu atividade AR em resposta ao tratamento P. Adicionalmente a
concentracdo de H2O; e malondialdeido (MDA) nos tecidos aumentou significativamente
sob exposicdo ao As, sobretudo na situacdo P-deficiente, aumentando em 180% de H.O>
e 51% para 0 MDA. A atividade da Superoxido Dismutase (SOD) e Peroxidase (POD)
diminuiram significativamente; atividade da Catalase (CAT) diminui em condicdes de P-
deficientes e aumentou sob condicdes P-suficientes; Glutationa (GSH), Ascorbato (ASA)
e tidis ndo proteicos (NPSH) aumentaram suas concentra¢fes quando expostos ao As sob
condigdes de P-deficiente (WANG et al., 2002).

O As assim como outros metais pesados, estimula a formacao de intermediarios
reativos de oxigénio (ERO). As ERO sédo formas parcialmente reduzidas do oxigénio
atmosférico, resultantes da excitacdo do O para formar oxigénio singleto (*O2) ou da
transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o O para formar, respectivamente, o
radical superoxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202) ou radical hidroxila (OH)
(MITTLER, 2002). Elas sdo geradas endogenamente durante transices do
desenvolvimento, tais como na maturagdo de sementes, e como um resultado normal do
metabolismo respiratorio e do processo fotossintético (WANG et al., 2002).

No entanto, uma ampla variedade de estresses ambientais (tais como temperaturas
extremas, seca, salinidade, UV, metais pesados e infeccdo por patdgenos) sdo
potencialmente danosas as plantas (VAN BREUSEGEM et al., 2001), uma vez que, sob
tais condigBes ambientais adversas, a homeostase redox da célula é interrompida (FOYER
et al., 1994), porque cessam o transporte de elétrons na cadeia transportadora de elétrons
(CTE) (VAN BREUSEGEM et al., 2001). Com o rompimento da homeostase celular,
ocorre a aceleragdo da producdo de ERO (LAMB; DIXON, 1997), o que pode causar
estresse oxidativo (ASADA, 1994). A producdo aumentada de ERO durante o estresse
pode ser uma ameagca as células, mas sua producdo pode ter funcdo de sinalizacéo para a
ativacéo dos processos de defesa e resposta ao estresse (DESIKIN et al., 2001; KNIGHT;
KNIGHT, 2001). A acdo das ERO como danosas ou como sinalizadoras e protetoras
depende do equilibrio delicado entre a producdo de ERO e sua limpeza em local e tempo
apropriado, através da acdo do sistema de defesa antioxidante. A toxicidade do oxigénio
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pode resultar em dano tecidual e até morte celular se houver producdo descontrolada ou
limpeza ineficiente das ERO (EDREVA, 2005).

3.2.5 Toxicidade aos Seres Humanos

O arsénio (As) vem sendo considerado o elemento mais toxico a saide humana
desde 1997, segundo a Lista de Prioridade de Substancias Perigosas da AGENCY FOR
TOXIC SUBSTANCES; DISEASE REGISTRY (ATSDR, 2017). Embora hoje 0 As seja
um elemento notavelmente téxico, ele ja foi muito utilizado como defensivo agricola e
no tratamento de doencas de pele e sifilis em humanos (MORENO-JIMENEZ et al.,
2012).

A concentracdo de metais e metal6ides nos sucessivos niveis da cadeia trofica
afeta, consequentemente, o homem, através dos alimentos e ingestdo de &guas
contaminadas. Bastos e Freitas, (2000) analisaram dados sobre a real disponibilidade dos
recursos hidricos e o reflexo de sua degradacdo na saude humana, concluiram que séo
alarmantes as estatisticas relacionadas aos efeitos da contaminagdo da dgua sobre a saude
humana. A humanidade tem pela frente problemas que dizem respeito diretamente a
qualidade de vida e, possivelmente, a sua sobrevivéncia como espécie nesse planeta. Para
se avaliar os efeitos adversos dos agentes quimicos introduzidos no ambiente, é necessario
obter conhecimento basico dos seus efeitos sobre 0s seres vivos.

As consequéncias para a saide humana pela exposicao crénica incluem inimeras
mudancas em nivel molecular, pois 0 As interrompe a expressdo de diversos genes,
prejudica o processo de divisdo celular ou inibe mecanismos de reparo do DNA. Ha uma
forte associacdo entre o As e varias doencas humanas como o aumento do risco de varias
formas de cancer (principalmente na pele, pulmao, prostata e bexiga), numerosos efeitos
patoldgicos, tais como hiperpigmentacdo da pele, doencas gastro-intestinais,
cardiovasculares, hematologicas, pulmonares, reprodutivas e neurolégicas (WHO, 2001;
RODRIGUES; MALAFAIA, 2008). De acordo com o National Research Council (NRC,
1999), a intoxicagdo cronica por As é responsavel por milhares de mortes no mundo. Tais
problemas gerados a salde pelo As também dependem de fatores como quantidade
ingerida, dose, frequéncia e tempo de absorc¢éo, resultando em efeitos toxicos, agudos ou
cronicos (BORBA et al., 2004).
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A longa exposicdo ao As, assim como a sua ingestdo via agua potavel, causa
diversos disturbios na pele, no figado, gastrintestinais e no tecido nervoso (BASU et al.,
2001; SMITH et al., 2002). Com relacdo a toxicidade referente as varias espécies de As,
0s compostos inorganicos sdo 100 vezes mais toxicos do que as formas metiladas MMA
e DMA. O As trivalente (arsenito) é 60 vezes mais toxico do que a forma oxidada
pentavalente (arsenato), sendo que ambas as formas tém comprovadamente efeitos
carcinogénicos (ANGERER; SCHALLER, 1991; BARRA et al., 2000;
THIRUNAVUKKARASU et al., 2002).

Mesmo a baixas concentragdes, a exposicdo ao As pode dar origem a uma
variedade de sintomas adversos. Os mais comuns sdo lesdes no figado, pulmao, pele,
bexiga e rim (SMITH et al., 1992). Para tentar neutralizar seus efeitos negativos, o
metabolismo humano tenta excretar o méximo possivel deste elemento através da urina.
Os passos bésicos de desintoxicacdo incluem absorgdo de espécies inorgénicas no
intestino, a metilacdo no figado, principalmente DMA e excrecdo atraves da urina
(SUZUKI et al.,, 2001). No entanto, um efeito colateral negativo do processo de
desintoxicacdo € a producdo dos intermediarios metilados no figado humano. Estes
intermediarios, acidos metilados, sdo responsaveis por muitos efeitos negativos, sendo
capazes de aumentar a toxicidade do produto inorganico original ingerido, resultando em

genotoxicidade e alteracdo enzimatica (DOPP et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Nucleo de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas (MPVP) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), durante o periodo de agosto de 2018 a agosto de 2020.

EXPERIMENTO 1 — Efeito de diferentes concentraces de As no crescimento in
vitro de plantas de batata do clone SMINIA793101-3.

Neste experimento foram utilizados explantes nodais de plantas micropropagadas
do clone SMINIA793101-3, provenientes do Programa de Genética e Melhoramento da
Batata da Universidade Federal de Santa Maria. Foram utilizados segmentos nodais (1cm)
provenientes de plantulas com 25 dias, previamente inoculados em meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 50% da concentracgdo de sais, suplementado com
30g L de sacarose, 0,1g L™ de mio inositol e 6g L™ de agar, conforme protocolo do
MPVP. O pH do meio foi ajustado para 5,5 + 0,1. Foram utilizados 60 tubos de ensaio
por tratamento (180 x 20 mm), nos quais foram adicionados 10 mL de meio de cultura.
Os tubos foram vedados, autoclavados por 20 min, a 120 °C e pressdo de 1 atm, para a
devida esterilizagdo. Os explantes foram inoculados no meio de cultura contendo
concentragOes de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pM de solucdo estoque a base de Arsenito
de sodio (NaAsO2), cuja concentracdo inicial era de 10 mM. Como testemunha, 0S
segmentos nodais foram inoculados no meio de cultura ¥2 MS.

Os tubos de ensaio, contendo um explante cada, foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa

2 g1 obtida por lampadas fluorescentes frias, até o completo

de 35 pumol m’
desenvolvimento das plantas, ocorrido, aproximadamente, aos 28 dias de cultivo. Foram
avaliadas as porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento, a altura (cm) da parte aérea,
e 0 nimero de folhas, brotos e raizes aos 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo in vitro.

Os experimentos foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repeticdes entre 4 e 8 plantas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, e quando o teste F foi significativo, realizou-se a andlise de regressdo
polinomial a 5% de probabilidade de erro. Todas as analises foram realizadas com o

auxilio do software R.
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EXPERIMENTO 2 - Efeitos da exposicdo ao As no crescimento in vitro de plantas

de clones de batata.

Foram utilizados os clones SM1J461-1, SMINIA793101-3, SMINIAO0017-6, e as
cultivares Asterix, Vivaldi, Macaca, Dakota Rose e Michigan Purple. Para facilitar, as
cultivares também serdo tratadas como clones, por ser a denominacao geral. Estes clones
tem diferente base genética e sdo provenientes do Programa de Genética e Melhoramento
da Batata da Universidade Federal de Santa Maria. Foram utilizados segmentos nodais
(1cm) provenientes de plantulas com 25 dias, previamente inoculados em meio de cultivo
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 50% da concentracao de sais, suplementado
com 30g L* de sacarose, 0,1g L* de mio inositol e 6g L™ de agar, conforme protocolo do
MPVP. O pH do meio foi ajustado para 5,5+0,1. Os explantes foram inoculados no meio
de cultura contendo concentracdes de 20, 40 e 60 uM de As, cuja escolha foi feita com
base nos dados obtidos no Experimento I. Como testemunha, os segmentos nodais foram
inoculados no meio de cultura ¥2 MS.

Os tubos de ensaio, com um explante cada, foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa
de 35 pM m? s?, obtida por lampadas fluorescentes frias. Foram avaliadas as
porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento, a altura (cm) da parte aérea, e 0 nimero
de folhas, segmentos nodais e raizes das plantas aos 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo in vitro.
Aos 28 dias (final do experimento) também foram anotados o comprimento total, a area
superficial, o volume total e o didametro médio das raizes. As medicdes das raizes foram
realizadas por meio de digitalizacdo, com o auxilio de um scanner Epson Perfection V800
photo e do software WinRhizo Pro.

Aos 28 dias de cultivo, em razéo da disponibilidade de material vegetal, foi
determinada a atividade da enzima antioxidante catalase, de acordo com Aebi (1984) por
espectrofotometria. Para a determinacdo da atividade da enzima catalase, as folhas foram
separadas do caule, imediatamente pesadas e transferidas para tubo de homogeneizacéo,
no qual foi adicionado a proporc¢éo 1/10 (peso da amostra/volume de solucdo) de solucgéo
para homogeneizagio do tecido vegetal (tampéo fosfato de potassio 100 mM L™ pH 7,5)
por 1 minuto e apds a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 2000 rpm. Na sequéncia,
20 pL do sobrenadante foi adicionado a uma cubeta de quartzo, juntamente com 2000 pL
de soluc&o de H.0, tamponada (tamp3o fosfato de potassio 100 mmol L pH 7,0 + H20;

75 mmol L) e com a leitura, foi possivel determinar o decrescimento da absorbancia a
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240 nm por 1 minuto, sendo a atividade expressa como A E min™* mg™? proteina (AEBI,
1984).

Os experimentos foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repeti¢oes de 4 a 8 plantas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, e quando o teste F foi significativo, realizou-se a analise de regressdo
polinomial a 5% de probabilidade de erro. Todas as analises foram realizadas com o

auxilio do software R.



32

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO 1 — Efeito de diferentes concentracées de As no crescimento in
vitro de plantas de batata do clone SMINIA793101-3.

Nesse estudo, evidenciou-se que aos 14 dias ap0s a inoculagédo (DAI) foi possivel
entender precocemente os efeitos da adigdo de As ao meio de cultura nas plantas do clone
SMINIA793101-3 para todos os caracteres analisados. Assim, foi dissertado sobre os
dados obtidos aos 14 e 28 DAI, periodo no qual foi finalizado o experimento. Os
resultados para o nimero de brotos produzidos ndo foram apresentados, pelo fato de que
poucas plantas apresentaram brotacao, o que resultou em um alto coeficiente de variacéo.

A altura de parte aérea e o numero de folhas e raizes das plantas do clone
SMINIA793101-3 foram afetadas pelas concentragdes de As, cuja variagcdo foi
obseOrvada aos 14 e 28 dias de cultivo (Figura 1, 2 e 3). Aos 14 e 28 DAI, obteve-se
100% de sobrevivéncia dos explantes em todas as concentracdes de As, cujo
comportamento ndo apresentou interacdo significativa (p>0,05). O enraizamento dos
explantes atingiu 100% aos 14 e 28 DAI (dados ndo apresentados, p<0,05).

As concentracdes de 10, 20, 30 e 40 uM de As possibilitaram incrementos na
altura das plantas, correspondendo a ganhos, respectivamente, de 8,19, 12,63, 12,76 e
8,19% aos 14 DAI, e de 19,82, 19,85, 1,63 e 15,74% aos 28 DAI. Essa tendéncia foi se
modificando a medida em que as concentra¢cdes foram aumentando, ocorrendo reducéao
da altura da parte aérea (Figura 1). Desse modo, foram constatados decréscimos de 57,26,
89,91 e 90,99% aos 14 DAI, e de 30,83, 46,57 e 82,38% aos 28 DAI, respectivamente
para as concentracdes de 50, 60 e 70uM de As.
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Figura 1 — Altura da parte aérea (cm) de plantas de batata do clone SMINIA793101-3 submetidas a
diferentes concentragdes de As aos 14 e 28 dias de cultivo in vitro, Santa Maria, RS, 2020. Equacdes
ajustadas: ¢ Avaliacio aos 14 dias y = -0,01x? + 0,08x + 3,88, R2 = 0,87; a Avaliacio aos 28 dias y = -
0,02x? + 0,09x + 6,39 R2 = 0,94.

A adicdo de As ao meio de cultura dificultou o crescimento das plantas de batata
(Figura 2), obstando o desenvolvimento da parte aérea e reduzindo drasticamente nas
concentracbes de 50, 60 e 70 uM, quando comparado com o controle. Resultados
semelhantes foram encontrados para plantas de arroz (Oryza sativa L.), no qual os autores
verificaram que o estresse provocado pela presenca de As impediu o0 crescimento da parte
aérea (DIXIT et al., 2016).

Figura 2 — Altura de parte aérea (cm) de plantas de batata do clone SMINIA793101-3 cultivadas em meio
de cultura sem As (a) e com a adi¢do de 50uM (b), 60uM (c) e 70 uM (d) aos 28 dias de cultivo in vitro,
Santa Maria, RS, 2020.

Existem evidéncias de que o As interfere negativamente em Varios processos
bioquimicos e fisioldgicos no interior da planta, causando reducdo no crescimento e no
rendimento das mesmas (FLORA 2011; MARMIROLI et al. 2014; KHALID et al.

2017b). Danos graves foram detectados no crescimento de soja (Glycine max L.) quando
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expostas ao As: a biomassa de parte aérea e brota¢6es foi significativamente menor, assim
como o rendimento das plantas (TALANO et al., 2014, ARMENDARIZ et al., 2016).
Bustingorri e Lavado (2014) observaram uma diminuicéo de até 45 e 30% na biomassa e
no namero de vagens de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), respectivamente, quando as
plantas foram expostas a agua de irrigacdo contendo As. Esses efeitos deletérios podem
ser devido a danos oxidativos e diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, conforme
sugerido por varios autores (ARMENDARIZ et al., 2016, SPAGNOLETTI et al., 2016)

O numero de folhas das plantas de batata apresentou incremento nas
concentracOes de 10 e 20uM de As, respectivamente, da ordem de 1,12 e 5,52% aos 14
DAI, e de 16,36 e 16,47% aos 28 DAI (Figura 3). Com o aumento das concentracGes de
As no meio de cultura (de 30 até 70 uM) foi observada uma reducdo no nimero de folhas,
respectivamente da ordem de 30,47, 15,13, 43,76 e 80,57% aos 14 DA, e de 20,82, 9,67,
1,70, 64,93 e 67,05% aos 28 DAI.
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Figura3 — Numero de folhas de plantas de batata do clone SMINIA793101-3 submetidas a diferentes
concentragdes de As aos 14 e 28 dias de cultivo in vitro, Santa Maria, RS, 2020. Equacfes ajustadas: ¢
Avaliagdo aos 14 dias y = -0,01x2 + 0,01x + 4,95, R2 = 0,93; a Avaliagio aos 28 dias y = -0,02x? + 0,05x
+9,89, R2=10,78.

Reducdo no numero de folhas também foi verificada na cultura da soja quando
submetida ao tratamento com As, onde verificou-se que o As além de promover desordens
no crescimento foliar, contribuiu para um aumento da capacidade de retencao de agua na
planta (VEZZA et al., 2018). Da mesma forma, em plantas de couve (Brassica oleracea
L.) expostas ao cobalto e cadmio, ocorreu uma diminuicdo no nimero de folhas seguida

por retencdo no teor de agua nas plantas (PANDEY; SHARMA, 2002). Esse evento reduz
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a taxa de fotossintese e, consequentemente, a producdo de fotoassimilados, conforme
observado por outros autores (MYSLIWA-KURDZIEL et al., 2004, STOEVA et al.,
2005, VERNAY et al., 2007).

E notdrio que 0 As ndo é um elemento essencial para as plantas e causa toxicidade,
mesmo em concentragdes baixas e moderadas (KHALID et al., 2017b). Foi descrito que
0 arsénio diminui a biossintese da clorofila (HASANUZZAMAN et al., 2015; MIRZA et
al., 2016). Em um estudo foi verificado que o As causa degradacéo da clorofila, inibicao
do crescimento, deplecdo de nutrientes, diminuicdo da atividade da fotossintese e
desintegracdo da membrana (KHALID et al., 2017b). O arsénio também afeta o sistema
de membrana dos cloroplastos, a fluorescéncia da clorofila e os pigmentos fotossintéticos,
reduzindo assim a atividade fotossintética e afetando o metabolismo da planta
(HASANUZZAMAN et al., 2015).

As folhas do clone SMINIA793101-3 adquiriram coloragdo arroxeada escura, a
qual foi muito evidente na face abaxial (Figura 4), principalmente, no tratamento com 70
UM de As aos 14 DAI, configurando sintomas macroscopicos de toxidez de As neste
altimo tratamento. Isso ocorreu porque a cor verde das folhas pode ter sido “mascarada”
pela forte coloracdo arroxeada proporcionada pelo aumento do acimulo de antocianinas,
mais expressivo nas folhas maduras (PICKERING et al., 2000). Catarecha et al. (2007)
verificaram aumento de seis vezes nos teores de antocianinas em plantas de Arabeta
(Arabidosis thaliana L.) cultivadas por oito dias em 17,37 uM de As, e correlacionaram

iSso com a ocorréncia de deficiéncia nutricional.

-

..
i _

Figura 4 — Explante de batata do clone SMINIA793101-3 na concentragdo de 70 UM de As aos 28 dias de
cultivo in vitro, Santa Maria, RS, 2020.
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O aumento dos teores de antocianinas em folhas € um sintoma tipico da deficiéncia
de fosforo (P), cujo elemento é altamente mdvel na planta (SHAHID et al., 2017). A
diminuigdo dos seus teores, por sua vez, esta associada a exposi¢cdo ao As na forma de
arsenato, devido a alta similaridade quimica entre o arsenato e o fosfato, o que os leva a
competir fortemente entre si durante a absorcdo e nos processos metabolicos da planta,
como a fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias e a sintese de adenosina trifosfato (ATP)
(MEHARG; MACNAIR 1994; PICKERING et al., 2000). A elevacdo da sintese de
antocianinas em funcdo da deficiéncia de P, normalmente, € acompanhada pelo acréscimo
nos teores de acUcares nas folhas, em funcdo da reducdo da quebra dos acgucares pelas
reacOes oxidativas do processo de respiracdo celular, altamente alterado pelo As
(SHAHID et al., 2017).

A maior sensibilidade das folhas velhas pode ser explicada pelo maior acimulo
de As, como verificado em sorgo (Sorghum bicolor L.) (SHAIBUR et al., 2008) e cha-
da-india (Camellia sinensis L.) (SHI et al., 2008). Nestas espécies, 0s sintomas de toxidez
foram mais severos nas folhas velhas do que nas jovens. Até mesmo na espécie tolerante
ao As, samambaia-chinesa (Pteris Vittata L.), as folhas velhas apresentaram sintomas de
toxidez ap0Os exposicdo a concentragfes muito elevadas de As, enquanto as jovens
permaneceram com aspecto saudavel (LI et al., 2006).

Aos 14 e 28 DAI houve incremento no nimero de raizes, que corresponderam a
35,77 e 29,03%, respectivamente, na concentracdo de 40 uM de As (Figura 5). O As
causou uma diminuicdo da taxa de crescimento relativo no nimero de raizes em plantas
de batata, para a maior concentracdo de As estudada (70M), ocasionando uma reducéo
radicular de, respectivamente, 23,57 e 38,70% aos 14 e 28 DAI.

Para vetiver (Vetiveria zizanioides L.), Ghosh et al., (2015), relataram que o As
foi acumulado, sobretudo, nas raizes, e sua translocacéo para a parte aérea foi limitada,
sugerindo que o sistema radicular é o principal responsavel pela captacéo e retencdo de
metais toxicos em vetiver. Achados semelhantes foram relatados quando o capim vetiver
foi cultivado em uma éarea contaminada por metais pesados (CHEN et al., 2004,
BANERJEE et al., 2006). Resultados analogos também foram observados por Soudek et
al. (1998) com as raizes de raiz-forte (Armoracia rusticana L.) na presenca de outros
metais pesados como cromo, mercurio, manganés e cddmio. Reducdes no crescimento de

raizes em altas concentragdes de cromo também foram mencionadas por Alfaro-Saldafia
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et al. (2016) nas raizes de junco (Scirpus americanos L.) ou em tratamento com As em
ruiva-dos-tintureiros (Rubia tinctorum L.) (SATO et al., 1991).

As raizes agem como uma barreira contra a translocacdo de metais pesados, e esse
pode ser um mecanismo potencial de tolerdncia que opera no sistema radicular. O
fracionamento dos metais em diferentes partes da planta é uma estratégia comum para
evitar a toxicidade nas por¢6es acima do solo, devido a ligacdo dos metais aos ligantes
com maior afinidade pelos metais (SINGH et al., 2017). Além disso, devido ao
desenvolvimento de um sistema radicular fibroso com densos pelos radiculares em
plantas terrestres, eles sdo capazes de absorver grandes quantidades de metais do meio de
crescimento (MCGRATH et al., 2001). Também, para a cultura da soja, Armendariz et
al. (2016) observaram redugdo no comprimento da raiz e biomassa quando submetidas ao
As. Um efeito semelhante no crescimento e estrutura das raizes foi observado em outras
plantas expostas ao As e a outros metais pesados (RAI et al., 2011, FINNEGAN; CHEN,
2012, YOON et al., 2015, RUI et al., 2016).
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Figura5 — NUmero de raizes de plantas de batata do clone SMINIA793101-3 submetidas a diferentes
concentragBes de As aos 14 e 28 dias de cultivo in vitro, Santa Maria, RS, 2020. Equa¢fes ajustadas: ¢
Avaliacdo aos 14 dias y = -0,01x? + 0,08x + 5,97, R2 = 0,30; a Avaliacdo aos 28 dias y = -0,02x? + 0,15x
+6,06, R2=0.77.

Nesse estudo foram observados danos visuais severos em raizes quando as plantas
de batata foram tratadas com 70 uM de As aos 28 DAI de cultivo in vitro (Figura 6).
Evidenciou-se que as plantas de batata expostas a 70 uM de As apresentaram menor area
radicular, maior espessura dos tecidos radiculares e mais lignificadas, quando

comparados ao controle, além de uma redugdo no comprimento da raiz e na producdo de
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biomassa. As raizes sdo consideradas o principal alvo do estresse. A maioria do As se
acumula nos tecidos radiculares, causando inibicdo do alongamento, formacéo radicular
lateral e diminuicdo da biomassa, que sdo conhecidos por serem 0s primeiros efeitos
toxicos nas plantas (MISHRA et al., 2011; AHMAD; GUPTA, 2013).

Figura 6 — Raizes de plantas de batata do clone SMINIA793101-3 nas concentragdes de 70uM (a) e 0 uM
(b) de As aos 28 dias de cultivo in vitro, Santa Maria, RS, 2020.

E evidente que a absorcao de As se eleva com o aumento da concentragio no meio
de cultivo (KHALID et al., 2017b). O teor de arsénio nas raizes de espinafre (Spinacia
oleracea L.) e na parte aérea aumentou com o nivel aplicado na solucdo nutritiva
(REHMAN et al., 2016). Rahman e Naidu (2009) também relataram aumento linear nos
teores de As de tampala (Amaranthus gangeticus L.) e beterraba (Beta vulgaris L.) com
concentrac@es crescentes de As disponiveis para as plantas.

Considerando que as raizes tenham apresentado problemas na absorcéo e acumulo
de ions/osmolitos ap0os a exposicdo ao As, sugere-se que isso possa ter sido o principal
motivo para a reducdo da espessura dos tecidos radiculares e area foliar. De forma
simplificada, o crescimento das células vegetais resulta de dois processos simultaneos e
interrelacionados: absorcdo de agua e deformacéo da parede. A absorgdo de agua produz
pressdo hidrostatica, a qual estressa a parede e resulta na sua deformacdo e expanséo
celular (ORTEGA, 2010). E provavel que uma reducdo do teor relativo de &gua tenha

afetado a expansdo de células foliares, como evidenciado pela reducédo da area foliar e de
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alguns tecidos. Em geral, a raiz é o 6rgdo mais afetado pelo As, uma vez que permanece
em contato direto com este elemento durante a exposi¢édo, absorvendo e acumulando em
maiores proporcdes que na parte aérea (SHAHID et al., 2017).

Resumidamente, os resultados deste trabalho sugerem que os danos causados pelo
As na superficie das raizes promoveram a redugdo das taxas de acumulo de ions e,
consequentemente, de absorcdo de agua neste o6rgdo (SHAHID et al., 2017). Isso
acarretou reducdo da parte aérea e, por consequéncia, expansao das células foliares,
afetando negativamente o nimero de folhas e a altura da parte aérea. A toxicidade do
arsénio também interferiu negativamente no desenvolvimento do sistema radicular do
clone SMINIA793101-3 considerando as maiores concentragdes de As. Portanto, o
referido clone é responsivo as concentracdes de As estudadas.

Além disto, as plantas do clone SMINIA793101-3 de batata apresentaram alta
sensibilidade a exposicdo ao As j& aos 14 dias de cultivo in vitro. O comportamento das
plantas na presenca do As auxiliou na tomada de decisdo de quais concentracdes seriam
testadas em outros clones de batata (Experimento I1). Desse modo, as concentracfes de
20, 40 e 60 uM de As devem ser estudadas em outros clones de batata, provenientes do
banco de germoplasma, para que se ratifiguem as consequéncias e implicacdes da
exposicdo ao As e também para buscar possiveis diferencas genéticas que possam ser
utilizadas no desenvolvimento de novas cultivares que apresentam algum nivel de

tolerancia a presenca de As no meio de cultura.
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EXPERIMENTO 2 - Efeitos da exposicdo ao As no crescimento in vitro de plantas

de clones de batata.

Os clones Asterix, SMI1J461-1, SMINIA793101-3, Dakota Rose, Michigan
Purple, Macaca, SMINIA000176-1 e Vivaldi submetidas as concentragdes de 0, 20, 40 e
60uM de As aos 14 dias de cultivo in vitro ndo apresentaram interagdo significativa
(p>0,05) para sobrevivéncia e enraizamento, com média geral de 97,25 e 96,33%,
respectivamente (dados néo apresentados). Houve interacdo significativa (p<0,05) para
altura da parte aérea, niumero de folhas e de raizes e atividade da enzima catalase.

A altura da parte aérea dos clones Macaca e Vivaldi foi incrementada em 20,5 e
5,2%, respectivamente, na concentracdo de 20 UM aos 14 dias ap6s a inoculagdo (DAI)
(Figura 7). Em contrapartida, o crescimento em altura foi reduzido em 39,84 e 60,15%
para Asterix, 18,43 e 22,5% para SMINIA793101-3, 57,51 e 78,75% para Dakota Rose,
e 47,06 e 54,39% para Michigan Purple, respectivamente para as concentracfes 40 e 60
UM de As. Ainda foram verificados decréscimos de 41,53, 65,59 e 50,0%,
respectivamente para os clones Macaca, SIMINIA000176-1 e Vivaldi, quando as plantas

foram submetidas a concentracdo de 60 UM de As.

Altura da parte aérea (cm)

Concentragdes de As (LM)

Figura 7 — Altura da parte aérea (cm) de plantas de oito clones de batata submetidas a diferentes
concentragdes de As aos 14 dias de cultivo in vitro, Santa Maria, RS, 2020. Equac0es ajustadas: * Asterix
y=-0,028x + 2,79, Rz =0,87; © SMIJ461-1 y=-0,04x + 3,55, R2 = 0,97; o SMINIA793101-3 y=-0,01x +
3,41, R? = 0,65; m Dakota Rose y=-0,06x + 4,29, R? = 0,88; o Michigan Purple y = -0,06x + 5,76, R? =
0,86; + Macaca y = -0,01x + 0,06, Rz = 0,97; @ SMINIA000176-1 y = -0,02x + 2,79, R = 0,87; x Vivaldi
y =-0,09x + 0,02, Rz = 0,99.
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Plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) submetidas a concentracGes de até
20 UM de As apresentaram um aumento na altura da parte aérea, enquanto que
concentragdes entre 380 e 770 UM promoveram o efeito oposto (MITEVA et al., 2002).
O maior desenvolvimento de plantas de trevo (Trifolium repens L.) foi observado em
baixas concentragdes de As, sugerindo que a presenca do metal no solo pode funcionar
como fertilizante (MASCHER et al., 2002). A resposta provisoria dos organismos de
estimulo ao crescimento a baixas concentracdes de metais toxicos, pode estar relacionado
ao efeito hormético. A hormese representa uma resposta de supercompensacdo do
crescimento em funcéo de um desequilibrio na homeostase dos tecidos (CALABRESE &
BLAIN, 2005). Esses autores, ratificam o presente estudo, no qual a baixa concentracédo
de As no meio de cultura (20 uM) pouco afetou ou ndo influenciou o crescimento das
plantas de batata.

A adicdo de As afetou negativamente o numero de folhas dos oito clones de batata
cultivados in vitro aos 14 DAI, sendo este efeito diretamente dependente do aumento da
concentracdo de As no meio de cultura (Figura 8). Para alguns clones houve incrementos
no numero de folhas na concentracdo de 20pM, como para Asterix, SMINIA793101-3,
Macaca e Vivaldi, respectivamente, de 22,31, 7,4, 10,57 e 26,11% em comparagdo com
o controle. Cabe ressaltar que houve decréscimos no numero de folhas a partir da
concentracdo de 40uM de As no meio de cultura para os clones Asterix, Dakota Rose,
Michigan Purple e SMINIA000176-1. Contudo, na maior concentracdo de As avaliada,
todos os clones foram afetados, com redugdes percentuais variando de 14,17 a 89,38%

em relacdo ao tratamento controle.

NUmero de folhas

Concentrac6es de As (LM)
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Figura 8 — Numero de folhas de plantas de oito clones de batata submetidas a diferentes concentragdes de
As aos 14 dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, 2020. Equages ajustadas: # Asterix y = -0,01x? + 0,04x

+ 3,56, R2=0,92; © SMIJ461-1y =-0,03x + 5,85, R2 = 0,85; o SMINIA793101-3 y = -0,09x? + 0,03x +
6,96, R2=0,95; m Dakota Rose y =-0,08x + 5,39, R?2 = 0,91; o Michigan Purple y = -0,01x%-0,18x + 7,62,
R2=0,86; + Macaca y = -0,02x? + 0,09x + 8,29, R2 = 0,99; @ SMINIA000176-1 y = -0,01x? + 0,07x + 6,47,
R2=0,94; x Vivaldi y = -0,01x? + 0,11x + 5,39, R2=0,99.

Em plantas de milho (Zea mays L.) expostas a 38 UM de As foi observada reducao
de 23% no numero de folhas em relacdo ao controle, diminuicdo da condutancia
estomatica (50%) e transpiracao (50%), promovida por alteracGes nas celulas radiculares
(STOEVA et al., 2003; STOEVA et al., 2005). Altas concentracfes de As também
reduziram a taxa fotossintética de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (MITEVA et
al., 2002) e aveia (Avena sativa. L.) (STOEVA et al., 2003). A reducdo do nimero de
folhas pode ser uma estratégia de sobrevivéncia, quando as plantas estdo submetidas a
condi¢cBes ambientais desfavoraveis (MKANDAWIRE et al., 2005). Na literatura ha
relatos que elementos tragco, como de As, quando presentes no solo, reduzem a absor¢ao
de N pelas plantas e, em consequéncia, da atividade de enzimas assimiladoras (DUBEY:
PESSARAKLLI, 2002). Além disso, é possivel que a diminuicdo do nimero de folhas dos
individuos esteja justamente relacionada a uma resposta da planta a escassez de nutrientes
(DAMUTH, 2001; MKANDAWIRE et al., 2005). Tais estudos d&o suporte aos resultados
encontrados para o cultivo de plantas de batata em meio de cultura contendo As.

No presente estudo, os clones Asterix, Dakota Rose e SMINIA000176-1
apresentaram sintomas visuais de toxidez, como o aparecimento de clorose e coloracao

arroxeada, principalmente, nas folhas mais velhas aos 14 DAI (Figura 9).
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Asterix Dakota Rose SMINIAQ000176-1

Figura 9 — Plantas de batata dos clones Asterix, Dakota Rose e SMINIA000176-1 aos 14 dias de cultivo
em meio de cultura contendo 60uM de As. Santa Maria, RS, 2020.

Sintomas visuais da toxicidade de plantas a elementos trago, como o aparecimento
de clorose e coloracdo arroxeada nas folhas ja foram reportados por varios autores
(SOLTAN; RASHED, 2003; PAIVA et al., 2009; SANTOS, 2020). A mudanca na
coloracdo das folhas, quando submetidas a estresse por elementos traco, € sinal de reducéo
na absorcdo de nutrientes, e a persisténcia da exposi¢éo a tais elementos leva a morte das
plantas. (SING et al., 2005; SOUZA et al., 2009b). O arsenato, apesar de ndo ser essencial
para as plantas é analogo ao fosfato (PO4>), competindo, pelos mesmos sitios de absorgéo
(DEMBITSKY; REZANKA, 2003; AKSORN; VISOOTTIVISETH, 2004). Portanto, os
sintomas tipicos de toxicidade do As estdo intimamente relacionados aos sintomas de
deficiéncia de fosfato, tais como, necrose, folhas com coloracédo arroxeada e baixo ganho
de massa fresca e seca (SING et al., 2005). Sintomas de toxicidade foram observados em
plantas de tomate quando expostas as concentragdes de 20 e 38uM de As (SANTOS,
2020). Segundo esse autor, nessas plantas, as extremidades das folhas se tornaram
arroxeadas, devido a producdo de antocianina, que pode ser produzido em resposta a
deficiéncia de fosfato em virtude da competicdo com o arsenato, cujo sintoma esta
relacionado a toxicidade do metaloide. Esses resultados corroboram com o observado
nesse estudo para os clones Asterix, Dakota Rose e SMINIA000176-1 (Figura 9).

A adicdo de arsénio ao meio de cultura afetou negativamente o nimero de raizes
dos clones Asterix, SMINIA793101-3 e Dakota Rose (Figura 10). Este efeito no sistema
radicular foi dependente da concentracdo de As, cujas reducdes na concentracdo de 60
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UM foram, respectivamente de 11,08, 10,57 e 53,60%. Como a absorcdo de As € via raiz
e a taxa de translocacéo para a parte aerea geralmente é baixa (ZHAO et al., 2009), os
danos mais severos ocorrem no sistema radicular, onde o elemento se acumula em
maiores propor¢des (QUAGHEBEUR; RENGEL 2004). O acumulo de As em plantas de
feijdo tratadas com concentragdes de 10 a 100 uM ocorreu preferencialmente nas raizes,

resultando na reducdo do crescimento (SADEE et al., 2016).
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Figura 10 — Ndmero de raizes de plantas de oito clones de batata submetidas a diferentes concentracdes de
As aos 14 dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, 2020. Equagdes ajustadas: # Asterix y = 0,02x? + 0,14x
+ 6,94, R2=0,68; @ SMIJ461-1 Médias iguais pelo teste F; 4 SMINIA793101-3 y =-0,01x + 6,93, R2 =
0,41; m Dakota Rose y =-0,03x + 3,87, R = 0,99; o Michigan Purple Médias iguais pelo teste F; + Macaca
Médias iguais pelo teste F; @ SMINIA000176-1 Médias iguais pelo teste F; x Vivaldi Médias iguais pelo
teste F.

As plantas de batata apresentaram sintomas visuais de toxidez ao As, tanto na
parte aérea, quanto no sistema radicular, os quais foram agravados com o aumento da
concentracdo do metaldide (Figura 11). A adicdo de 60 pm de As no meio de cultura
resultou em uma reducdo geral do sistema radicular das plantas dos clones Dakota Rose,
Asterix e SMINIA793101-1 (Figura 11), perceptivel visualmente e de acordo com o
observado com o nimero de raizes das plantas destes clones. Esta mesma concentracao
de As no meio de cultura ndo afetou o nimero de raizes das plantas de batata de Michigan
Purple, Macaca e SMINIAQ000176-1. O fato desses clones ndo terem sido afetados pela
adicdo de 60 uM de As ao meio de cultura necessita ser investigado, ja que tanto a altura

da parte aérea, quanto o namero de folhas foram afetados.
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Figura 11 — Plantas de batata dos clones Dakota Rose, Asterix e SMINIA793101-3 cultivadas em meio de
cultura sem As (b, d, €) e com a adi¢do de 60 uM (a, ¢, f) aos 14 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2020.

Em relagdo a arquitetura das raizes, o As promoveu modificacBes visuais na
espessura das raizes das plantas dos clones SMINIA793101-3 e SMI1J461-1, em funcéo
do aumento da concentracao de As no meio de cultura (Figura 12). A concentracdo de 60
UM de As (Figura 12 a, c, respectivamente) ocasionou espessamento radicular para 0s
referidos clones, em comparacdo ao tratamento controle (Figura 12 b, d,
respectivamente).

SMINIA793101-3 SM1J461-1

Figura 12 — Raizes de plantas de batata dos clones SMINIA793101-3 e SMIJ461-1cultivadas em meio de
cultura sem As (b, d) e com a adi¢éo de 60 uM (a, ¢) aos 14 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2020

Estudos mostraram que para raizes de milho quando expostas a 40uM de As,
ocorreu a formacdo de camadas descontinuas de células espessadas no terco superior da
rizoderme, promovendo a formacdo de uma barreira apopléastica, a penetragéo de solutos,
que poderiam atuar como suporte mecanico contra o rompimento de tecidos (SHARMA;
DUBEY, 2005; BROADLEY et al., 2007; CASTRO et al., 2009). Para os clones
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SMINIA793101-3 e SMIJ461-1, tal mecanismo pode ter impedido que grandes
quantidades de As fossem translocadas para a parte aérea, e prejudicassem 0S processos
metabdlicos que ocorrem nas folhas. Entretanto, esses clones, mesmo com redugdes de
altura de parte aérea e numero de folhas pelas concentracBes de As j& mencionadas, ndo
apresentaram sintoma de toxicidade como coloragdo arroxeada nas folhas. Portanto,
sugere-se que pode ter ocorrido uma compartimentalizacdo do As nas raizes, podendo ter
sido o principal fator a sobrevivéncia dos referidos clones, durante a exposi¢éo,
caracterizando uma estratégia de tolerancia ao arsénio (RIBEIRO et al., 2015).

Dentre os clones avaliados, observou-se que SMIJ461-1, Michigan Purple e
Macaca apresentaram um aumento da atividade da enzima catalase em resposta a
concentracdo de As no meio de cultura, em comparacao aos demais clones (Figura 13).
Na concentracdo de 20 uM, Dakota Rose e SMINIA000176-1 exibiram um aumento na
atividade da enzima catalase da ordem de 20,45 e 19,51%, respectivamente. Por outro
lado, ocorreram reducdes importantes nas concentracdes de 40 e 60uM de As, sugerindo
que o metaldide pode ter inibido a atividade dessa enzima. Neste caso, 0 aumento da
atividade da enzima promoveria o acumulo de peréxido de hidrogénio (H202), causando
danos irreversiveis aos tecidos destes clones. Os clones Asterix, SMINIA793101-3 e
Vivaldi ndo apresentaram diferencas significativas na atividade da catalase com o

aumento da concentracdo de As no meio de cultura.
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Figura 13 — Atividade da enzima catalase (A E min' mg™) de plantas de oito clones de batata submetidas a
diferentes concentracGes de As aos 14 dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, 2020. Equacdes ajustadas:
* Asterix Médias iguais pelo teste F; © SMIJ461-1y = 0,02x> — 0,08x + 0,38, R?> = 0,88; a
SMINIA793101-3Médias iguais pelo teste F; m Dakota Rose y = -0,02x? + 0,07x + 0,44, R2 = 1; 0 Michigan
Purple y = 0,01x?> — 0,03x + 0,18, R?>= 0,99; + Macaca y = 9E-05x>~ 0,01x + 0,13, R? = 0,97; e
SMINIA000176-1y = -0,01x% — 0,07x + 0,47, R?= 0,98; x Vivaldi Médias iguais pelo teste F.
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A catalase decompde o0 H202, por um mecanismo eficiente de energia (SHAHID
et al., 2014c), desempenhando papel especifico, protegendo as células dos efeitos toxicos
do excesso de peroxido (PATEL et al.,, 2011). Geralmente, as plantas respondem,
principalmente, a presenca de As aumentando a atividade das enzimas antioxidantes e,
por isso, 0 estudo dessas enzimas pode fornecer informacles importantes para o
esclarecimento de rotas de sinalizagdo de defesa das plantas (ARMENDARIZ et al.,
2016). Alem disso, alteracBes provocadas pela inducdo de estresses fisioldgicos podem
contribuir para uma melhor compreensdo da acédo especifica dessa enzima (GOMES et
al., 2014). O aumento da atividade da catalase para os clones SMIJ461-1, Michigan
Purple e Macaca sugere que 0s componentes do sistema antioxidante poderiam estar
ativos.

Por meio da atividade da enzima catalase, especialmente, nas concentragdes de 40
e 60 uM de As, foi possivel observar que Michigan Purple e Macaca expressaram mais
fortemente os efeitos decorrentes da exposicdo ao metaloide. Ressalta-se, ainda, que
Macaca apresentou maior atividade da enzima catalase, indicando que suas plantas
possuem maior potencial em metabolizar o peroxido de hidrogénio. As concentracGes de
40 e 60uM de As possibilitaram estabelecer, aos 14 DAI, quais clones de batata
demonstraram maior sensibilidade a exposicdo ao metaloide, por meio dos caracteres
analisados. Ressaltando-se a importancia de realizar anélises de outros compostos
presentes do sistema de destoxificacdo das plantas e outras enzimas antioxidantes e em
sistema de cultivo que mais se aproxima as condi¢fes de campo, a fim de complementar

e ratificar os resultados obtidos nesse estudo.
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6CONCLUSOES

Os clones de batata diferem no crescimento in vitro das plantas na presenga de As.

A adicdo de As ao meio de cultura afeta negativamente a atividade da enzima
catalase, a altura de parte aérea, o nimero de folhas e de raizes das plantas de batata.

A adicdo das concentracdes de 40 e 60uM de As ao meio de cultura causa efeitos

adversos no crescimento das plantas de batata.
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