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RESUMO

Plantas de Solanum nigrum L. foram expostas a diferentes concentracdes de Ni e de
Cr, durante diferentes periodos de tempo, para verificar se esta espécie vegetal podera ser
utilizada como ferramenta de remediagdo de locais contaminados por estes metais e,
também, para averiguar (e descriminar) a participacdo das metalotioninas na homeostasia e
tolerancia destas plantas a estes metais. A exposicao de S. nigrum a niveis elevados de Ni
induziu o aparecimento de clorose foliar e a reducao do crescimento da parte aérea e da raiz,
apesar de apenas ter desencadeado stress oxidativo nas raizes das plantas expostas a 100
uM, ndo se tendo verificado qualquer dano na parte aérea. Um dos mecanismos de defesa
utilizado pelas plantas contra este stress foi o aumento dos niveis de prolina livre nas raizes.
Ja a exposicdo de uma semana ao Cr (III) ndo conduziu ao aparecimento de sintomas
visiveis de toxicidade nem a reducdo do crescimento das plantas. Ambas as concentragdes
utilizadas desencadearam stress oxidativo apenas nas raizes, mas somente a exposi¢ao a
1000 uM de Cr (III) conduziu a um aumento no teor de prolina livre, sugerindo a
participacdo de outros mecanismos de defesa antioxidante numa situacdo de exposi¢ao
prolongada a este metal. Apesar desta aparente tolerancia de S. migrum a elevadas
concentragdes destes metais, os baixos niveis de Ni e Cr (III) quantificados nos tecidos
destas plantas ndo permitem considera-las hiperacumuladoras de nenhum deles, embora
possam ser utilizadas para fitoestabilizarem estes poluentes nos solos. O estudo da
acumulagdo de transcritos de metalotioninas nos tecidos das plantas expostas a estes metais
permitiu verificar que a acumulagdo dos mRNAs das MT2a e MT2d foi induzida pelo Ni e
pelo Cr (III), havendo também acumulagdo nos tecidos das plantas controlo, indicando o
envolvimento destas MTs na homeostasia destes dois metais num processo de defesa
primario ndo especifico de um determinado metal. Observou-se também que o Ni induziu
especificamente o aumento da acumulagdo dos transcritos das MT2c e das MT3 na parte
aérea das plantas, enquanto que o Cr (III) ndo induziu especificamente nenhum tipo de MTs
estudado, admitindo-se como possivel o envolvimento das MT1 e/ou de outros agentes
quelantes nesta tolerancia. Este trabalho permite, assim, apoiar a hipdtese da existéncia de
especificidade no papel de determinadas metalotioninas, as MT2c e MT3, na homeostasia do
Ni, contribuindo deste modo para o esclarecimento dos papéis dos varios tipos de MTs na
homeostasia dos metais nas plantas. Foi iniciado um processo de obtencdao de S. nigrum
transgénicas com a expressao das MT2c silenciada, de modo a ser possivel, no futuro,

confirmar a contribui¢do especifica desta proteina na homeostasia do Ni.
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ABSTRACT

Solanum nigrum L. plants were exposed to different concentrations of Ni and Cer,
during different periods of time, to verify if this plant species could be used as a tool for the
remediation of sites contaminated by these metals and also to investigate (and discriminate)
the participation of metallothioneins in the homeostasis and tolerance of these plants to those
metals. Exposure of S. nigrum to high levels of Ni induced the appearance of leaf chlorosis
and the reduction of shoot and root growth, despite only causing oxidative stress in the roots
of plants exposed to 100 uM of this metal, without damaging the shoots. One of the defense
mechanisms used by plants against this stress was the increase of free proline levels in roots.
In the case of Cr (III), the exposure of plants to this metal did not lead to the appearance of
visible signs of toxicity nor the reduction of plant growth. Both concentrations used
triggered oxidative stress solely in the roots, but only the one-week exposure to 1000 uM of
Cr (IT) led to an increase of free proline content, suggesting the involvement of other
antioxidant defense mechanisms when considering a long-term exposure. Despite this
apparent tolerance of S. nigrum to high concentrations of these metals, the low levels of Ni
and Cr (III) quantified in these plants’ tissues do not allow to be consider this plant species a
hyperaccumulator for either of these metals, but it can be used to phytostabilize these
pollutants in soils. The study of the accumulation of metallothioneins’ transcripts in the
tissues of plants exposed to these metals showed that the mRNA accumulation of both MT2a
and MT2d was induced by Ni and Cr (II), and it was also noted the accumulation of these
transcripts in the control-derived plants tissues, suggesting an involvement of these proteins
in Ni and Cr (III) homeostasis, in a non metal-specific primary defense process. It was also
revealed that Ni specifically induced the increase of MT2¢ and MT3 mRNA accumulation in
shoots, whereas Cr (III) did not specifically induce any type of the MTs studied, suggesting
the possible involvement of MT1 and/or other chelators in this tolerance response. In fact,
this work supports the hypothesis of the existence of a metallothioneins-specific role of
MT2c and MT3 in Ni homeostasis, thereby contributing to the clarification of the roles the
various types of MTs play in metal homeostasis in plants. A process of elaboration of
transgenic S. nigrum plants with silenced MT2c expression was also started, in order to

confirm the specific contribution of these proteins in Ni homeostasis in the future.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. A poluicio por metais pesados

A Revolugdo Industrial, iniciada em Inglaterra em meados do século XVIII,
transportou 0 Homem para um novo patamar de conhecimento e inovagdo cientifica e
tecnologica, com um impacto colossal do ponto de vista sdcio-economico. Mas a par de
todos os avangos técnicos que envolveram esta mudanca nos métodos agricolas e
industriais, surgiu um dos maiores inimigos dos ecossistemas e organismos vivos, a
poluicdo. Por defini¢do, a poluicdo ¢ entendida como a introducdo antropogénica,
directa ou indirecta, de substancias, elementos, radiacoes, vibra¢des ou ruidos no meio
ambiente, provocando um efeito negativo no equilibrio dos ecossistemas locais, que por
sua vez podem ter efeitos funestos nos seres vivos e na saide humana [24]. Com efeito,
a rapida industrializagdo associada ao aumento das actividades antropogénicas e de
praticas agricolas modernas conduziu ao aumento dos niveis dos agentes poluentes no
ambiente, tendo como consequéncia o despoletar de efeitos toxicos em praticamente
todos 0s organismos vivos.

Dos agentes toxicos mais conhecidos pelo Homem e com efeitos mais perigosos
destacam-se os metais, nomeadamente os denominados metais pesados. Este tipo de
elementos ¢ quimicamente definido como um grupo de elementos com densidade
superior a 4,0 g/cm’ [8], embora muitos autores discordem na sua classifica¢io. Uma
das caracteristicas principais que distinguem os metais pesados de outros agentes
toxicos € a incapacidade da sua degradagdo pelo Homem e outros seres vivos, o que
constitui um dos principais perigos destes metais para 0s organismos vivos.

A origem destes poluentes advém principalmente do lancamento de residuos
industriais ndo tratados no meio ambiente, provenientes do despejo para os efluentes de
esgotos das industrias metalirgicas, de tintas e pigmentos, de curtumes e de
galvanoplastias. A inconsciéncia ecologica dos grandes empresarios que gerem este tipo
de fabricas aliada a falta de legislacdo em muitos paises, levou a que durante muitos
anos estes metais se acumulassem nos solos e nas 4dguas, tornando este um dos

principais problemas ecoldégicos com que o Homem se depara actualmente.



Os metais peados em questdo sdo de diversos tipos ¢ uma grande parte dos
mesmos sdo essenciais aos seres vivos, desde as bactérias ao ser humano, mas sdo
requeridos em baixissimas concentragdes, na ordem dos microgramas [96], podendo
conduzir a danos nos sistemas bioldgicos quando presentes em concentragdes elevadas.
Segundo esta perspectiva, os metais podem ser classificados em 3 grupos principais: 0s
elementos essenciais, como por exemplo o sddio, o potdssio, o magnésio e o calcio; os
micro-contaminantes ambientais, como o arsénio, o chumbo, o cadmio, o mercurio, o
aluminio e o estanho; e ainda pelos elementos essenciais a alguns seres vivos mas que
sdo concomitantemente micro-contaminantes quando presentes em concentragdes
elevadas, como ¢ o caso do niquel, zinco, ferro e manganés, elementos essenciais a
todas as plantas, e pelo cobalto e cromio, descritos como micronutrientes animais e de
alguns microrganismos [83].

E neste ultimo grupo que se inserem os dois metais pesados utilizados neste
trabalho, o niquel e o cromio, e por essa razdo serdo descritas de seguida algumas das
suas propriedades quimicas, bem como os mecanismos de transporte ¢ de toxicidade

destes metais pesados nas plantas.

1.2. O Niquel (Ni) e 0 Cromio (Cr)

O niquel, um metal de transi¢do, de cor branco-prateada, condutor de electricidade
e calor é 0 22° elemento mais abundante na crosta terrestre, encontrando-se em rochas
igneas como metal livre ou formando ligas metéalicas com o ferro, havendo fortes
indicios da sua presenga no nucleo da Terra [95]. Para além da sua ocorréncia natural,
este metal ¢ também langado no ambiente através de actividades antropogénicas, como
exploracdo mineira, fundi¢cdes, queima de combustiveis fosseis, emissdes de veiculos
automoveis, residuos domésticos e industriais, bem como da aplicacdao de fertilizantes
[84]. O Ni pode ser utilizado como matéria-prima em metalurgicas e galvanoplastias,
como catalisador nas industrias quimicas e alimentares ¢ ainda como componente em
baterias eléctricas [15]. A poluicdo derivada deste metal pesado ¢ proveniente das
industrias referidas, e nos ultimos anos a contaminacao de solos e 4guas com Ni tornou-

se um grande problema a nivel global [15]. Este metal ¢ essencial as plantas, mas em
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concentragdes muito pequenas para a maioria das espécies vegetais, na ordem dos 0,05-
10 mg/kg de peso fresco [66].

A nivel celular e molecular, o Ni foi identificado como componente de algumas
enzimas, como glicosilases, ureases, superoxido dismutases e hidrogenases [26]. Devido
a sua importancia nutricional, a incorporagdo e transporte do Ni nas plantas esta
envolvida em alguns processos fisioloégicos importantes. A incorporagcdo deste metal
pode ser realizada pelos sistemas radiculares através de difusdo passiva ou por
transporte activo [15, 91]. Com efeito, os compostos soliveis de Ni podem ser
absorvidos através de um sistema de transporte catidnico, mas também pelos
transportadores de magnésio, devido ao tamanho e carga semelhantes destes dois ides
metalicos. Também ¢ possivel o transporte activo secundario de ides de Ni queletados a
permeases de alta afinidade para este metal ou a metalo-chaperonas. A incorporagao do
Ni depende ainda da sua concentracdo ionica, do metabolismo da planta, de acidez do
solo e da presenca de outros metais [15].

No interior das plantas, o transporte de Ni das raizes para a parte aérea e folhas ¢
realizada através do fluxo em massa, via xilema, e fornecida a zona meristematica
através de translocag¢do das folhas mais antigas para as mais jovens, via floema [64].
Este transporte ¢ maioritariamente regulado por ligandos metalicos que se ligam
especificamente ao Ni, como a nicotianamina, histidina e acidos organicos [15].

Apesar do papel essencial deste nutriente, o Ni presente em elevadas
concentragdes provoca efeitos toxicos nas plantas, levando ao aparecimento de
respostas comuns de destoxificacdo deste metal, como inducgdo de ligandos metalicos e
da actividade de varias enzimas, e surgem na planta sintomas de toxicidade, como
atrasos na germinacao, inibi¢ao do crescimento da raiz, indugdo de necrose e clorose
foliares e interrup¢ao da fotossintese [15, 31, 52, 72]. Algumas evidéncias obtidas em
estudos com diversas espécies vegetais apontam para a toxicidade do Ni estar ligada a
interferéncia deste metal com outros ides metalicos essenciais, como por exemplo o
ferro, cobre e zinco, e pela inducdo de stress oxidativo, o que por sua vez conduzird a

danos no DNA e a aumento da peroxidagao lipidica [15, 45] (figura 1).
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O cromio, um metal de transicdo de cor acinzentada, ¢ o 7° elemento mais
abundante no nosso planeta, existindo na natureza em dois estados estaveis de oxidagao:
a forma trivalente, cromio (III), e a forma hexavalente, cromio (VI), que diferem entre si
em termos de mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade. Com efeito, o Cr (III) ¢
menos soltvel e menos toxico que a forma hexavalente, mas pode ser nefasto para as
plantas quando presente em altas concentragdes [44, 68]. Para além do créomio
proveniente dos minérios, este metal pesado ¢ também lancado no meio ambiente
através de residuos de industrias de producdo de ligas de ago inoxidavel, de industrias
quimicas de curtimento de couro e de producdo tintas, e de galvanoplastias [14, 59].
Actualmente, a producdo excessiva deste metal pesado nas industrias referidas tornou o
Cr num perigoso poluente ambiental, que afecta o ar, o solo e a dgua [14].

A incorporacao deste metal pelas plantas ¢ diferente para a forma trivalente e para
a hexavalente. O Cr (III) ¢ incorporado na planta através de transporte passivo,
recorrendo a canais idnicos, enquanto que o Cr (VI) entra na planta por transporte
activo, tendo sido ja descrito para diversas espécies vegetais o envolvimento dos
transportadores de sulfatos na entrada de Cr (VI) para o interior das plantas [89]. Com
efeito, em plantas privadas de enxoftre, verificou-se um aumento do influxo de Cr (VI),
o que indica que este metal pesado competird com os compostos de sulfato pelos

transportadores [46, 89].
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No interior das plantas, o Cr (III) podera ser transportado da raiz para os tecidos
aéreos através de ligandos de ides metdlicos, via xilema. J4 o Cr (V]) € retido nas raizes,
onde ¢ convertido em Cr (III), podendo alguma parte ser transportada para a parte aérea
quando o nivel do metal pesado ¢ extremamente elevado e as raizes deixam de ter
disponibilidade para o reduzir a Cr (III) [89].

Apesar de haver indicios do papel do crémio no metabolismo de algumas plantas
[92], para a maior parte das espécies vegetais este metal € toxico e quando presente em
elevadas concentragdes provoca efeitos nocivos nestas. Com efeito, altas concentragdes
de cromio limitam o crescimento da planta, provocam cloroses nas folhas jovens e
necroses em varios tecidos, e devido a retencao do metal nas raizes ocorrem diversos
danos radiculares, que levam também a uma inibicdo do crescimento. Como ja foi
referido, a forma Cr (VI) ¢ mais toxica para a planta que a forma trivalente, em grande
parte por afectar a incorporagdo de nutrientes essenciais ao crescimento da planta,
nomeadamente o enxofre, através da competi¢dao pelos transportadores de sulfatos [68,
89]. Outro dos efeitos toxicos extremamente nocivos do Cr (VI) é a libertagdo de
espécies reactivas de oxigénio (EROs), que provocam stress oxidativo, aquando da sua
reducgdo a Cr (III) nas raizes. Esse stress oxidativo gerado na reducao do Cr (VI) conduz
ao desencadear de danos oxidativos na informacgao genética e em diversas estruturas e

fun¢des celulares, podendo mesmo levar & morte das plantas [68, 74, 89] (figura 2).
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1.3. Respostas das plantas ao stress

Devido aos efeitos nefastos que os metais pesados provocam nas plantas, ¢é
possivel observar nestas algumas respostas que funcionam como bioindicadores de
stress, permitindo determinar se um determinado factor provoca ou nao alteragdes na
fisiologia da planta. Assim, numa situagdo de stress por metais pesados, as plantas
podem sofrer uma redugdo no seu crescimento, que se pode manifestar por redugdo na
sua biomassa e inibicdo do crescimento das raizes e da parte aérea [96]. Outra das
consequéncias do stress para as plantas ¢ o despoletar de stress oxidativo, como referido
anteriormente. Para evitar o dano causado pelas EROs, as plantas desenvolveram varios
mecanismos antioxidantes, enzimaticos e ndo-enzimaticos. Um dos mecanismos de
defesa ndo-enzimatico que as plantas desenvolveram ¢ o aumento da acumulagdo de
prolina livre. Assim, um aumento do nivel de prolina nos tecidos vegetais sera um
indicador do stress oxidativo que as plantas sofreram com a exposicdo a um
determinado metal pesado [31, 52, 94]. Outro dos efeitos que este tipo de stress provoca
nas plantas ¢ a inibi¢do da biossintese de clorofilas, sendo que a planta tem também
como mecanismo de defesa o aumento do nivel de carotendides para fazer face a
formacao de EROs [27, 70]. Assim, a quantificagdo destes parametros biométricos e
bioquimicos nos diversos tecidos de plantas expostas a metais pesados podera ser um
indicador dos efeitos nefastos que os metais possam provocar nestas, € permitira saber

até que ponto as plantas sofreram com este tipo de stress.

1.4. A fitorremediac¢ao

O reconhecimento por parte das autoridades internacionais do problema da
poluicdo por metais pesados e a constatacdo das graves implicagdes para os seres
humanos e para as plantas deste tipo de poluentes, levou & implementagdo de leis mais
rigorosas no controlo das descargas destes metais no meio ambiente e ao reunir de
esforcos na tentativa de encontrar tecnologias com vista a sanar este grave problema
ambiental. Entre os varios métodos de interven¢do que se desenvolveram durante varios

anos, muitos deles baseados em técnicas de engenharia, encontra-se a fitorremediagao,
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uma tecnologia recente com um impacto cada vez maior na tentativa de solucionar este
problema.

A fitorremediac¢do ¢ entendida como o uso de plantas e dos seus microorganismos
associados para limpeza ambiental. Trata-se, pois, de aproveitar a caracteristica natural
que as plantas possuem de incorporar ¢ acumular poluentes, ¢ de os remover, reduzir,

degradar ou imobilizar, quando presentes no solo ou na agua [49, 71, 86, 87].

1.4.1. Poluentes que podem ser fitorremediados

Uma das principais caracteristicas da fitorremediagdo € a capacidade de poder ser
utilizada numa ampla gama de poluentes, de natureza organica ou inorganica. Os
poluentes organicos presentes no meio ambiente sdo maioritariamente antropogénicos e
sdo xenobidticos a todos os organismos vivos. Com efeito, estes compostos poluentes
sao normalmente langados no meio ambiente através de derrames de combustiveis e de
solventes quimicos, sendo também provenientes de actividades militares envolvendo
explosivos e armas quimicas, de actividades agricolas, em consequéncia do uso de
herbicidas e pesticidas, e de industrias petroquimicas e de tratamento de madeiras [71].
Na literatura ha registo de varios poluentes organicos que foram fitorremediados, como
por exemplo solventes organicos como o tricloroetileno [65], herbicidas como a atrazina
[11], explosivos como o trinitrotolueno (TNT) [24], derivados petroliferos, como a
gasolina, o gaséleo, o benzeno, o tolueno e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAH) [2, 90] e ainda os policlorobifenilos (PCB) [37]. J4 os poluentes inorganicos, dos
quais fazem parte os metais pesados, sdo provenientes da crosta terrestre e de
actividades industriais, agricolas, mineiras e militares, como ja referido anteriormente.
Ao contrario dos poluentes organicos, os poluentes inorganicos nao podem ser
degradados pelos seres vivos, dai a extrema importincia da fitorremediagdo na
acumulagdio e estabilizacdo destes compostos toxicos [71]. A imagem dos toxicos
organicos, ha também registo de poluentes inorganicos que ja foram fitorremediados,
como por exemplo macronutrientes como 0s nitratos e os fosfatos [39], micronutrientes
como o cromio, niquel, cobre, ferro, zinco, manganés [56, 71] e ainda micro-
contaminantes como o cadmio, cobalto, flior, mercurio, chumbo, selénio e tungsténio
[9, 39, 71], sendo também possivel a remediacao de isdétopos radioactivos como o 28y

(uranio), o *’Cs (césio) e 0 *°Sr (estroncio) [22, 63].



Outra caracteristica deste tipo de tecnologia ¢ que a fitorremediagdo pode ser
utilizada para substratos liquidos, solidos e gasosos, o que ¢ vantajoso
comparativamente a técnicas de escavacao dos poluentes, que s6 podem ser utilizadas
em compostos soélidos presentes no solo [71]. Com efeito, ha registo da utilizagao das
técnicas de fitorremediagdo em solos e sedimentos de terrenos militares, campos
agricolas, fabricas, minas e industrias de tratamento de madeiras [4, 29, 101], de 4guas
poluidas provenientes de esgotos e aguas residuais, escoagdes de minas e aterros
sanitarios, bem como nos préoprios lengois de agua [28, 39, 54, 81]. Adicionalmente,
também pode ser utilizada para filtragdo do ar em locais fechados, constituindo-se como

uma alternativa a outras tecnologias de filtracdo e purificagdo do ar [43, 61].

1.4.2. Vantagens e limitacoes

Devido a estas caracteristicas, a fitorremediagdo t€ém vindo a ganhar um impacto e
popularidade crescentes ao longo dos ultimos anos, quer junto das agéncias
governamentais e dos empresarios industriais, quer pela populagdo em geral. O facto da
fitorremediacdo ser “amiga do ambiente” e uma alternativa ecoldgica aos produtos
quimicos e escavadoras faz com que a populagdo adira a ideia, e esta maior aceitagao
leva a que as agéncias governamentais incluam este tipo de tecnologia nos seus
programas de limpeza ambiental e a que as empresas energéticas, proliferas e quimicas
invistam cada vez mais fundos no desenvolvimento de técnicas que envolvam esta
estratégia ecoldgica [71]. Esta maior aceitagdo da fitorremediacdo estd intimamente
relacionada com as vantagens que esta oferece do ponto de vista econdmico. Com
efeito, como esta ¢ uma tecnologia que se baseia em processos fisiologicos vegetais em
que o gasto energético ¢ a luz solar, para os processos fotossintéticos, a fitorremediagdo
consegue ter custos 10 vezes menores que as demais estratégias de engenharia, que
englobam custos com a producdo e abastecimento da maquinaria envolvida nas
escavagdes e incineragdes do solo. Outra das vantagens ¢ a utilizagdo in situ da
fitorremediacdo, o que reduz os seus custos de producdo e diminui o grau de exposi¢cdo
dos poluentes a0 meio ambiente e aos seres humanos [71]. Assim, a falta de recursos
normalmente disponiveis para limpeza ambiental e o relativo baixo custo da
fitorremediacao fazem desta alternativa uma estratégia de importancia crescente. Mas

apesar de todos estes pontos favordveis, quando se analisam os custos inerentes a
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descontaminacdo ambiental constata-se que os custos financeiros que envolvem as
tecnologias de engenharia sdo muito maiores. No caso norte-americano, 0s custos
envolvidos no uso da fitorremediagdo estao na ordem dos 100-150 milhdes de dolares, o
que constitui apenas cerca de 0,5% do valor gasto anualmente em remediacdo ambiental
[34]. Na Europa, ndo existe ainda um uso comercial da fitorremediacdo, embora alguns
autores considerem que esta situagdo ird mudar nos préoximos anos, devido a
importancia cientifica que este tema comeg¢a a ganhar, havendo ja muitos grupos de
investigacdo a desenvolverem esforcos na busca de conhecimentos sobre o
funcionamento dos processos fisioldgicos que envolvem esta tecnologia. Esta
alternativa afigura-se como a ideal no caso dos paises da Europa de Leste, onde existem
locais que necessitam de uma urgente destoxificagdo ambiental, devido aos seus baixos
custos e a facilidade da sua implementacdo, componente socio-econdémica esta que
podera potenciar o crescimento e a implementacao da fitorremediagdo [71].

Mas apesar das vantagens supracitadas relativamente as demais estratégias de
descontaminagdo, a fitorremediacdo apresenta também diversas limitacdes. Uma das
desvantagens reside no facto da planta que realiza a fitorremediagao ter de estar no local
onde o poluente se encontra, o que torna necessario que as propriedades do solo, o clima
e o grau de toxicidade no solo permitam o crescimento da planta, o que por vezes €
extremamente dificil devido ao elevado grau do téxico no solo. Outro factor que limita a
aplicabilidade desta técnica ¢ o comprimento das raizes, j4 que estas tém de ser
suficientemente longas para atingir o local onde o poluente se encontra [62]. Uma outra
limitagdo da fitorremediagdo comparativamente aos métodos de escavacdo ou
incineragdo € que este processo ¢ mais lento, devido a necessidade da planta crescer e se
desenvolver nesse solo e porque a propria acumulacao do poluente pode demorar anos.
Também a biodisponibilidade do poluente pode constituir um revés em termos de
aplicagdo da fitorremediacdo, uma vez que alguns métodos inerentes a esta técnica
necessitam de todo o poluente disponivel, o que contrasta com grande parte das
situagdes, em que apenas uma frac¢ao do toxico esta livre para poder ser absorvido pela
planta [71].

Este tipo de limitagdes no uso da fitorremediacdo tem conduzido a um reunir de
esforcos por parte da comunidade cientifica em contornar estas dificuldades, de modo a
poder tornar a fitorremediacdo uma estratégia preponderante € ndo apenas uma
alternativa aos restantes métodos. Outro ponto importante € que na maioria dos casos

ndo ¢ referido ¢ que estes métodos de fitorremediag@o e os baseados em engenharia ndo
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sdo completamente independentes, podendo ser mais eficaz e mais vantajosa
economicamente uma conjugacao de diferentes tecnologias, como por exemplo no caso
da escavacdo da maioria de um poluente no solo e posterior utilizagdo de plantas para
fitorremediar o poluente restante, permitindo desta forma contornar as maiores

limitagdes inerentes a estas duas tecnologias [71].

1.4.3. Mecanismos e processos fisioldgicos inerentes

Do ponto de vista fisioldgico, a fitorremediagdo possui varios subgrupos de
tecnologias que podem envolver diversos mecanismos fisiol6gicos, nomeadamente a
rizofiltragdo, a fitoestimulagdo, a fitodegradacdo, a fitovolatilizacdo, a fitoestabilizacao
e ainda a fitoextrac¢do [71, 75], como se encontra esquematizado na figura 3.

Assim, a rizofiltracdo €, como o proprio nome indica, o uso das raizes das plantas
para filtrar e concentrar os contaminantes da agua ou de residuos aquosos correntes, mas
devido aos seus elevados custos de implementacdo e por necessitarem de plantas com
sistema radicular fibroso, ¢ apenas aplicada no caso de pequenos volumes de aguas
residuais contaminadas com poluentes perigosos, como radioisotopos ou metais pesados

como o chumbo ou cadmio [23, 24, 63].
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A fitoestimulagdo diz respeito a capacidade das plantas libertarem para o solo
determinados compostos que podem estimular a actividade microbiana dos
microrganismos da rizosfera, podendo levar a degradacdo ou transformacdo do toxico
num composto inofensivo. Esta técnica pode ser aplicada numa vasta gama de poluentes
organicos hidrofobicos que ndo podem ser captados pelas plantas mas que sdo
facilmente degradados pela populacdo microbiana existente no solo, como por exemplo
os PCB, os PAH e varios hidrocarbonetos derivados do petroleo [42, 58, 67, 71].

Ja a fitodegradacdo ou fitotransformag¢dao ¢ o processo pelo qual as proprias
enzimas da planta sdo utilizadas para degradar os toxicos, num processo semelhante ao
realizado pelos microrganismos da rizosfera, podendo ser aplicada no caso dos
herbicidas, do tricloroetileno e do TNT [10, 58, 71].

A fitovolatilizacdo € um processo que se baseia na capacidade das plantas
absorverem compostos organicos volateis, como o TCE, ou inorganicos como o selénio
e o mercurio, ¢ os libertarem pelas folhas apds terem sido transformados
enzimaticamente [36, 71, 82].

Um outro tipo de mecanismo ¢ a fitoestabilizacdo dos compostos toxicos, que
consiste na capacidade que certas plantas t€m de imobilizar contaminantes no solo, em
sedimentos ou na agua através de processos de adsorc¢ao radicular ou de precipitagdo na
rizosfera. Neste tipo de processos estdo envolvidos exsudados radiculares que permitem
a conversao do poluente numa forma biologicamente ndo téxica, sendo que esta técnica
pode ser utilizada para estabilizar locais contaminados, prevenindo a erosao e lixiviagao
dos solos contaminados por ac¢do de chuvas ou do vento [24, 71].

Uma outra tecnologia associada a fitorremediacdo ¢ a fitoextrac¢do, uma das
técnicas mais usadas e mais importantes de descontaminacdo realizada pelas plantas,
uma vez que consiste na remoc¢do dos poluentes pelas raizes e na translocacdo e
acumulacdo destes nos tecidos aéreos das plantas, que podem posteriormente ser
colhidos e utilizados em refinarias e na produ¢do de energia em centrais termoeléctricas.
A fitoextraccdo ¢ maioritariamente utilizada na remoc¢ao de metais pesados e outros
tdxicos inorganicos, como o selénio, o arsénio e os radioisotopos [5, 9, 71]. Como no
caso dos metais pesados o mecanismo mais utilizado e estudado para remocao dos
poluentes ¢ a fitoextrac¢do, serd este o processo maioritariamente abordado neste
trabalho, nomeadamente a sua possivel utilizacao na acumulagdo e remocao de niquel e

créomio.
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1.5. Plantas hiperacumuladoras — Solanum nigrum L.

Concomitantemente ao aparecimento das técnicas de fitoextraccdo surgiu o
conceito de plantas hiperacumuladoras, ou seja, aquelas que sdo capazes de acumular
metais em concentragdes muito elevadas na sua parte aérea, em condicdes de habitat
natural, normalmente cerca de 100 vezes mais que as plantas ndo-acumuladoras [77].
Este tipo de capacidade de concentrar metais em tao elevada concentragdo ¢ entendida
como uma resposta fisioldgica extrema das plantas, de tolerancia a metais pesados [13].

Actualmente estdo descritas cerca de 400 plantas que hiperacumulam metais,
sendo que este nimero podera aumentar num futuro proximo, gragas ao enorme estudo
a que este tipo de plantas estd sujeita actualmente [78]. Estdo ja documentadas plantas
com capacidade de acumular metais como o arsénio, chumbo, cobalto, cobre, manganés,
selénio, zinco e também o niquel [3, 57, 71].

Os niveis normalmente aceites para considerar uma planta como
hiperacumuladora variam consoante o metal em questdo e consoante o tipo de papel
fisiologico desses metais, i.e., se sdo ou ndo micronutrientes essenciais para a planta,
sendo considerada uma concentragdo de 1% do peso fresco da planta para o zinco, de
0,1% para o niquel, cobalto, cobre e chumbo e de 0,01% para o cddmio [3].

Apesar desta aparente vantagem em acumular metais pesados em concentracdes
elevadas, as plantas hiperacumuladoras ndo sdo normalmente as preferidas para realizar
fitorremediacdo, uma vez que apresentam um crescimento muito lento e uma biomassa
baixa, ndo preenchendo alguns dos requisitos fundamentais para poderem ser utilizadas
para remediacao ambiental. Outro factor que faz com que estas plantas nao possuam
ainda uma grande preponderdncia no tratamento de toxicos no ambiente ¢ o pouco
conhecimento que ha actualmente sobre os processos fisiologicos e bioquimicos
envolvidos neste tipo de resposta de tolerancia ao stress por metais pesados. Assim, a
espécie ideal para fins de fitorremediagdo devera ser aquela que possua elevada

biomassa e uma alta taxa de acumulagdo de um dado metal nos seus tecidos aéreos [24].

Dentro deste grupo de plantas podera ser incluida a espécie Solanum nigrum L.,
vulgarmente conhecida como erva-moura, uma espécie recentemente classificada como
hiperacumuladora de cddmio e zinco [94]. Esta planta ¢ herbacea, de origem sul-

americana, mas com distribuicdo cosmopolita e as suas caracteristicas morfologicas
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principais sdo as suas folhas com margens dentadas e inser¢do alterna de uma folha por
no, flores brancas e frutos pendentes de cor negra quando maduros [25], como se pode

observar na figura 4.

Figura 4 — Fotografia de um exemplar da espécie
Solanum nigrum L.
(retirado de www.agroatlas.ru)

Esta planta tem um crescimento rapido e uma elevada biomassa na parte aérea, o
que a torna mais vantajosa para realizar fitorremediagdo que as demais
hiperacumuladoras de cadmio e zinco, aliado ao facto de poder crescer em ambientes
extremos [94]. Por ser uma planta que consegue acumular cddmio e zinco em
concentracdes elevadas podera ser a indicada para fitorremediar solos contaminados
com metais pesados, apesar da pouca informacgdo existente actualmente sobre os
mecanismos fisiologicos que a planta terda desenvolvido para tolerar estes metais de
modo tdo eficiente.

Devido as vantagens na utiliza¢ao desta espécie vegetal na acumulacao de cadmio
e zinco, foi esta a planta seleccionada no presente trabalho para realizar os estudos de
exposicdo a niquel e cromio, onde se pretende verificar a hipdtese desta espécie poder
ser também uma hiperacumuladora de niquel e/ou cromio, ou se esta caracteristica esta

confinada aos metais cadmio e zinco.
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Este tipo de resposta de tolerancia das plantas ao stress por metais pesados
envolve varios tipos de transportadores de metais, de ligandos e agentes quelantes que
possibilitam a extraccdo e acumulagdo dos poluentes metalicos nos tecidos vegetais.
Com efeito, estdao ja descritas varias familias de proteinas com um papel importante no
transporte de metais dentro das plantas, dados estes maioritariamente provenientes de
mutantes de um dado transportador, possibilitando um reunir de informagdes sobre o
tipo de transporte e o tipo de metais que cada familia de proteinas consegue transportar
[19]. Mas para além destas proteinas de transporte, estdo presentes nas plantas varios
tipos de ligandos de baixa massa molecular e algumas proteinas que se ligam aos ides
metalicos, estando por isso envolvidos no processo de acumulacdo dos metais pesados.
Entre esses compostos encontram-se a histidina, os fitosideréforos [13], os acidos
carboxilicos [98], as fitoquelatinas ¢ as metalotioninas [18]. Estes dois ultimos ligandos
sdo aqueles cujo papel é mais importante em termos de fitorremediagdo e para os quais
ha maior niimero de estudos a decorrer. No caso das metalotioninas, devido a relevancia
destas na fitoextrac¢ao de metais pesados e por serem o objecto de estudo do presente

trabalho, serdo descritas mais pormenorizadamente de seguida.

1.6. As metalotioninas

Como ja foi referido anteriormente, as plantas desenvolveram vérias estratégias
para lidar com os poluentes metalicos, sendo uma delas a captacdo e acumulagdo dos
metais, recorrendo para isso a varios tipos de ligandos. Os dois tipos de ligandos mais
estudados sdo as fitoquelatinas (PC) e as metalotioninas (MT), polipéptidos ricos em
cisteina, distinguindo-se pelo modo como se processa a sua sintese. Assim, as MT sao
codificadas por uma familia de genes, enquanto que as PC sdo sintetizadas
enzimaticamente [18].

Apesar das diferencas entre estes dois tipos de ligandos, ao longo de muitos anos
a sua distingdo foi muito confusa. Com efeito, as MTs foram primeiramente
caracterizadas em animais, e seguiu-se a tentativa de encontrar nas plantas proteinas
similares as MTs animais. Mas sempre que se procedia a este tipo de estudo, em varios
tipos de plantas, os resultados que se obtinham eram a identificacdo de fitoquelatinas.

Como estas partilhavam com as MTs animais caracteristicas como serem induzidas
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pelos metais pesados e se ligarem a estes, serem polipéptidos ricos em cisteina e nao
haver na altura evidéncias da existéncia de MTs nas plantas, foi sugerido que as
fitoquelatinas fossem funcionalmente andlogas as MTs animais. Durante muitos anos
persistiu a nogdo de que as fitoquelatinas eram os ligandos especificos das plantas e as
metalotioninas os ligandos caracteristicos dos animais [18].

Muitos estudos se seguiram envolvendo esta problemadtica, onde foi possivel
encontrar os genes MT em plantas, apesar de sempre referidos como MT-like genes, e
observar a expressao dos dois tipos de ligandos em microrganismos. Apesar de todas
estas evidéncias, a derradeira prova que permitiu ultrapassar a distingdo destes dois
tipos de ligandos foi o isolamento dos genes que codificam a enzima PC sintetase em
plantas e a descoberta dos seus homologos em espécies animais [ 18, 24].

Estas novas conclusdes permitiram obter uma visao mais clara sobre a existéncia
de ambos os tipos de ligandos nos animais e nas plantas, mas levantaram um problema
de nomenclatura. As fitoquelatinas, por ndo serem especificas das plantas e terem sido
primeiramente descobertas em leveduras, foram tendo ao longo do tempo vérias
designagdes alternativas, entre elas o de MT de classe III, mas aquela que perdurou,
talvez por incluir a histéria curiosa desta investigacdo foi mesmo a de fitoquelatinas,

que permite distinguir facilmente os dois tipos de ligandos metalicos [18].

1.6.1. Funcoes das MTs

A analise das fun¢des das MTs nas plantas ndo se afigura uma tarefa facil, muito
devido ao pouco conhecimento que se possui actualmente acerca destas proteinas, e
devido a existéncia de um enorme numero de familias de MTs. Outro factor que
dificulta o estudo deste tipo de ligandos ¢ a elevada semelhanga proteica entre as
diversas MTs e o tamanho reduzido destas proteinas.

Uma das poucas fungdes que se conhecem das MTs vegetais € o seu envolvimento
na tolerdncia e homeostasia do cobre, havendo também indicios do seu envolvimento na
homeostasia de outros metais [18]. Os dados que apoiam esta funcdo das metalotioninas
¢ o facto destas serem proteinas de ligacdo ao cobre em Arabidopsis, da expressao dos
seus genes ser induzida por este metal e devido a expressao dos seus genes nas folhas
senescentes desta espécie ser coordenada com a expressdao de outros genes envolvidos

na homeostasia do cobre. Outra evidéncia adicional ¢ que as fitoquelatinas ndo
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conferem qualquer tipo de tolerancia a este metal, sugerindo que deverdo ser as MTs as
proteinas envolvidas neste processo, embora outros factores possam estar também
envolvidos [18].

Nas restantes espécies vegetais hd apenas indicios do seu papel na quelatagdo e
transporte de varios metais, nomeadamente o caddmio e zinco [35], devido a sua
composi¢do rica em cisteina, embora esta informagdo seja ainda muito dispersa e seja

muitas vezes contraditoria.

1.6.2. Classificacdo das MTs

A classificacdo das MTs ¢ um dos assuntos mais controversos que envolvem o
estudo destas proteinas. Como em termos estruturais todas as MTs sdo compostas por
dois dominios de ligacdo a metais, ricos em cisteina, que lhes conferem uma
conformagdo semelhante a um haltere, as varias classificagdes propostas ao longo dos
anos baseiam-se no arranjo dos residuos de cisteina [16, 18, 30].

Uma das primeiras classificagdes que surgiram dividiam as MTs em 3 classes.
Assim, as MT de classe I sdo as que possuem 20 residuos de cisteina muito
conservados, baseados nas MTs animais, principalmente as dos vertebrados. A classe 11
contem as MTs que ndo possuem o arranjo caracteristico da classe anterior, fazendo
parte desta classe MTs de plantas, fungos e animais ndo-vertebrados. Mais tarde foi
adicionada a classe III, a designagdo dada neste modelo de classificacdo as
fitoquelatinas [18, 30].

Apos a identificagdo das MTs no trigo, varios genes que codificam MTs foram
isolados em plantas, o que levou a que diversas classificagdes alternativas fossem
propostas, uma vez que a maioria das proteinas deduzidas ndo se podiam incluir em
nenhuma das classes anteriormente descritas [7, 55, 76, 80].

Apesar de inimeras classificacdes terem sido propostas e actualmente haver ainda
muita entropia no que a este tema diz respeito, a classificacdo actualmente mais aceite e
seguida pelos investigadores desta area € a proposta por C. Cobbert e P. Goldsbrough
[18], baseada na classificagdo proposta por Robinson et al. [80]. Esta classificacdo
engloba todas as MTs conhecidas em plantas, dispondo-as em 4 tipos principais,
baseando-se na sua sequéncia aminoacidica, nomeadamente no arranjo dos seus

residuos de cisteina.
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As MTs do tipo 1 possuem 6 motivos Cys-Xxx-Cys (em que Cys representa o
aminoacido cisteina ¢ Xxx outro qualquer aminoacido), distribuidos igualmente por 2
dominios. Na maioria destas MTs, estes dois dominios estdo separados por cerca de 40
aminoacidos, incluindo aminoécidos aromaticos, caracteristica esta propria das MTs de
plantas.

As MTs do tipo 2 contém também 2 dominios ricos em cisteina, separados por 40
aminoacidos, sendo que a caracteristica que as distingue das MT1 € que o primeiro par
de cisteinas apresenta-se sob a forma de um motivo Cys-Cys, nas posigdes
aminoacidicas 3 e 4. Outra caracteristica das MT2 ¢ a presenca do motivo Cys-Gly-Gly-
Cys no final da por¢ao N-terminal do dominio rico em cisteina, enquanto que a porg¢ao
C-terminal deste dominio possui 3 motivos Cys-Xxx-Cys.

Ja as MTs do tipo 3 contém apenas 4 residuos de cisteina na por¢ao N-terminal do
dominio rico em cisteina. A sequéncia consenso dos 3 primeiros residuos ¢ Cys-Gly-
Asn-Cys-Asp-Cys, ao passo que a quarta cisteina faz parte de um motivo altamente
conservado GIn-Cys-Xxx-Lys-Lys-Gly. Na por¢ao C-terminal, estdo presentes 6
residuos de cisteina dispostos em motivos Cys-Xxx-Cys. Como na maioria das MTs do
tipo 1 e 2, também nestas proteinas os 2 dominios estdo separados por cerca de 40
residuos aminoacidicos.

As MTs do tipo 4 diferem dos restantes tipos por possuirem 3 dominios ricos em
cisteina, cada um deles composto por 5 ou 6 residuos de cisteina conservados em
motivos Cys-Xxx-Cys, separados por 10-15 aminodacidos [18, 30, 103].

A maioria dos genes MT das plantas foi identificada em Angiospérmicas, sendo
que algumas espécies, como Arabidopsis € o arroz, possuem genes que codificam todos
os 4 tipos de MTs, o que indica que a evolucdo destas proteinas precedeu a separacao
entre monocotiledoneas e dicotiledoneas, sendo expectavel que as plantas com flor
possuam os 4 tipos de proteinas MT. Esta situacdo parece indicar uma funcao
importante das metalotioninas no que diz respeito a homeostasia de metais pesados [18].

Esta classificagcdo proposta foi apoiada pelos dados provenientes da determinacao
das sequéncias de um pequeno numero de genes MT. Em termos estruturais, quase
todos os genes MT contém um intrdo localizado na posi¢do N-terminal, embora a
posicao destes intrdes varie consoante o gene em questdo, sendo que a posi¢ao do intrdo
¢ diferente consoante o tipo de MTs que codificam. Estes dados provieram de estudos
maioritariamente realizados em Arabidopsis thaliana, ¢ mais recentemente de estudos

com tomate e arroz, devido aos projectos de sequenciacdo do genoma destas duas
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espécies, onde foi possivel observar que os genes MT estdo distribuidos em varios
cromossomas, embora existam evidéncias da presenca de agregados de genes (gene
clustering) no algodao, onde foram identificados 3 genes MT num fragmento de DNA

gendémico com 10 kb [33, 41].

1.6.3. Acumulacédo e distribuicdo dos transcritos das MTs

No que diz respeito a expressao e distribui¢do dos transcritos dos genes MT em
plantas, varios estudos permitiram tirar algumas ilagdes sobre o modo de distribuicao
destes transcritos, quer a nivel tecidular, quer a nivel da fase de desenvolvimento da
planta. Este tipo de estudos foi realizado recorrendo a expressdao de genes reporter € a
hibridagoes in situ [18].

A acumulagdo dos transcritos das MT1 ¢ normalmente mais elevada nas raizes,
comparativamente com o nivel observado na parte aérea das plantas, ocorrendo uma
situagdo inversa no caso dos transcritos das MT2. Os transcritos das MT do tipo 3 sdo
acumulados em elevado nivel nos frutos enquanto amadurecem [17, 50, 79]. J& a
distribuicdo dos transcritos das MT4 ¢ confinada as sementes em desenvolvimento. Os
genes que codificam estas MTs contém sequéncias do promotor com homologia aos
elementos de resposta ao acido abcisico (ABA), sendo que a sua expressao ¢ regulada
pelo ABA [100]. Este facto sugere uma possivel rede de relacdo entre as MTs e as
hormonas vegetais na regulacdo da homeostasia dos metais pesados. Além deste tipo de
transcritos, foram também observados transcritos dos outros tipos de MTs nas sementes
em desenvolvimento.

Além desta distribuicao dos transcritos das MTs segundo o seu tipo, também foi
verificada uma distribuicdo dos transcritos de varias MTs em tecidos num estado de
desenvolvimento especifico. Com efeito, no caso das plantulas jovens os transcritos de
MTs constituem cerca de 3% do total de transcritos [18]. Também foi observado um
elevado nivel de acumulagao de transcritos de MTs nos tricomas de Arabidopsis, o que
podera ser explicado pelo facto de metais pesados, como o cadmio, se acumularem
nessas estruturas. Outra explicagdo reside na presenga de diversas enzimas de ligagdo a
metais nos tricomas, podendo a acumulacdao de transcritos de MTs estar relacionada

com a remobiliza¢do dos metais para estas c€lulas [85].

18



Introducdo

Foi também observado um grande aumento dos niveis de transcritos de MTs em
folhas em senescéncia, o que podera estar relacionado com a possivel funcdo das
metalotioninas no sequestramento do cobre e de outros metais libertados pelas proteinas
metdlicas que sdo degradadas nas folhas senescentes, sendo que sem a presencga destes
ligandos os metais ficariam livres e poderiam despoletar cascatas de reac¢des que
poderiam conduzir a dano oxidativo e comprometer o processo de morte celular
programada [32, 40]. Outra evidéncia da participacao destas proteinas nos processos de
morte celular programada ¢ a sua aparente participagdo em processos como a abcisao
foliar e a resposta hipersensivel a agentes patogénicos [12, 20].

Foram também ja observados e descritos efeitos de varios factores ambientais na
acumulagdo de transcritos de MTs vegetais. De facto, ha evidéncias do efeito de metais
como o cobre ¢ o zinco na inducdo da acumulagdo de transcritos de MTs em varias
espécies vegetais, tendo sido também observada uma inducdo da acumula¢do de
transcritos de MTs na presenca de cadmio e aluminio e por outro tipo de stresses, como
privacao de nutrientes e choque térmico, o que parece indicar que os transcritos de MTs
possam também ser acumulados numa resposta geral ao stress, ndo se conhecendo ainda
quais as MTs que estdo envolvidas neste tipo de respostas [18, 40, 93]. No que diz
respeito a este tema, a informacgao existente ¢ ainda muito dispersa e por vezes mesmo

contraditoria.

1.6.4. Distribuicdo das MTs nas plantas

A primeira evidéncia da existéncia de MTs em plantas foi a purificagdo da
proteina Ec do trigo, uma MT4, proveniente de embrides, tendo sido descrita como uma
proteina de ligacdo ao zinco [48]. A partir desta descoberta, o grande fluxo de
informagdo que foi sendo gerado acerca dos genes MT ndo foi acompanhado pelo
aumento de conhecimento sobre a acumulagdo, distribui¢do e caracterizagdo destas
proteinas nos tecidos vegetais.

As primeiras evidéncias surgiram com a purificacdo de fragmentos derivados das
MTla, MT2a, MT2b e MT3 de Arabidopsis, embora esta purificagdo tenha sido
realizada em condigdes anaerdbias, uma vez que uma das maiores dificuldades na
identificacdo e caracterizacdo das MTs em plantas advém da sua instabilidade na

presenga de oxigénio.
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Outro tipo de observagdes foi feito quando se expressaram os varios tipos de MTs
em sistemas microbianos, de modo a estudar as caracteristicas da ligagdo destas
moléculas aos metais e aferir se estas proteinas estdo envolvidas na resposta de
tolerancia a estes. Esses dados permitiram verificar que as MTs vegetais podem conferir
funcdes bioldgicas de tolerdncia a metais, embora existam ainda pouco estudos
realizados nos proprios sistemas vegetais [18].

Estes estudos vieram confirmar aquilo que ja era esperado sobre a importancia das
MTs na tolerancia a metais pesados, embora haja actualmente muito pouca informagao
sobre a distribui¢do destas proteinas nas plantas e muito esteja ainda por realizar neste

campo.

1.7. Objectivos do trabalho

Apesar da importancia crescente que a fitorremediacdo tem vindo a adquirir nos
ultimos anos, ha ainda uma enorme lacuna no conhecimento dos processos fisiologicos
e das interacgdes das plantas com o meio ambiente envolvente, no que concerne a
tolerancia destas aos metais pesados e a sua capacidade de os acumular e de
descontaminar solos e agua. Assim, o continuar das investigacdes nesta area podera
beneficiar de uma abordagem multidisciplinar, com equipas formadas por especialistas
de varias areas, como biologos moleculares, fisiologistas vegetais, bioquimicos e

microbidlogos.

Este trabalho teve como principal finalidade o estudo do papel das metalotioninas
no processo de tolerancia de S. nigrum expostas a concentragdes elevadas de niquel e
crémio. Esta tarefa desdobrou-se em 4 objectivos principais.

Num primeiro plano foi estudada a hipotese das plantas S. nigrum acumularem
niquel e/ou cromio nos seus tecidos e até que ponto ¢ que essa acumulagdo permitiria
considerar esta espécie como uma hiperacumuladora destes dois metais pesados, a
imagem do que acontece para o cadmio e zinco, e aferir a possibilidade da sua utilizacao
em processos de fitorremediacao de Ni e Cr.

Outro dos objectivos tragados para este trabalho foi a discriminacdo do papel das

metalotioninas na homeostasia do Ni e Cr, verificando até que ponto altas concentragdes
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destes metais pesados induziam a acumulacdo (especifica) de transcritos destas
proteinas e analisando o efeito destas concentracdes elevadas de metais pesados nos
processos fisiologicos vegetais.

Devido a enorme dispersao de conhecimento que ha actualmente acerca do papel
deste tipo de ligandos nas plantas, este trabalho também pretendeu tentar obter algumas
respostas para uma das grandes questdes que se colocam na investigagdo das
metalotioninas: se existe ou ndo uma especificidade no papel de uma determinada
metalotionina na tolerancia e homeostasia de um dado metal ou grupo de metais, ou se
por outro lado estas proteinas sdo de resposta geral ao stress e ndo sdo especificamente
induzidas por qualquer metal pesado. Ha diversas opinides divergentes sobre esta
especificidade das MTs no seio comunidade cientifica e este trabalho podera contribuir
para clarificar este papel atribuido as metalotioninas.

Com base nos resultados obtidos, nomeadamente ap6s a constatagdo da indugdo
especifica da acumulagdo de transcritos da MT2c pelo Ni, foram elaboradas construgdes
génicas que permitissem a producgdo de S. nigrum transgénicas com a expressao desta
MT silenciada especificamente, para assim se poder verificar o efeito da falta desta MT
nas plantas expostas a niquel, i.e., a possivel falta de funcdo que esta mutagdo confere,
podendo estes dados complementar a teoria da especificidade do papel da MT2c na

homeostasia e tolerancia do Ni.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Determinac¢ao dos niveis dos metais pesados a utilizar nos estudos

com S. nigrum

2.1.1. Germinacdo de sementes de S. nigrum

As sementes de S. nigrum utilizadas nestes ensaios foram esterilizadas
superficialmente numa solucdo de etanol a 70%, com agitacdo constante, durante 3
minutos. Posteriormente, estas sementes foram colocadas em placas de Petri
esterilizadas, contendo 2 discos de papel de filtro esterilizado. Por placa, foram
dispostas varias dezenas de sementes e adicionados 5 mL de uma solu¢do nutritiva
esterilizada por filtracdo, a Solugdo de Hoagland [96], suplementada com concentragdes
crescentes dos metais em estudo: 0 uM (controlo); 0,5 uM; 7,5 uM; 30 uM; 50 uM e
100 uM de niquel; 0 uM (controlo); 125 uM; 250 uM; 375 uM e 500 uM de crémio
(IIT) ou crémio (VI).

As placas foram inicialmente incubadas a 4°C, na obscuridade, durante 3 dias para
promover a sincronizacdo da germinagdo (periodo de estratificagdo), sendo
posteriormente incubadas a 23°C, numa camara de crescimento com um fotoperiodo de

16h de luz/8h de obscuridade, durante 30 dias.

2.1.2. Biometria das plantas expostas a concentracdes crescentes de metais pesados

Apos os 30 dias de incubagdo, calculou-se a percentagem de germinagdao por
contagem do nimero total de sementes colocadas num placa e o nimero de sementes
que germinaram. Foram seleccionadas 5 plantulas, representativas da populagdo de um
determinado tratamento, e determinou-se a massa total, o comprimento da raiz e a altura

(comprimento da parte aérea) das mesmas.
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2.2. Avaliacao do grau de stress imposto pela exposicio de plantas de

S. nigrum a niveis elevados de metais pesados

2.2.1. Condicdes de crescimento

Plantulas de S. nigrum com cerca de 30 dias apds germinagdo, foram colocadas a
crescer em cultura hidroponica durante 4 semanas e sujeitas a diferentes tratamentos.
Para tal, foram colocadas em vasos de plastico (2 plantulas por vaso), utilizando-se
como substrato uma mistura de vermiculite e perlite (2:1), tendo sido dispostos 6 vasos
num tabuleiro (originando 12 plantas por cada tabuleiro). Tendo em conta os
tratamentos previstos, prepararam-se na totalidade 3 tabuleiros para cada metal a ser
testado. Foi utilizada a solugdao de Hoagland [96] como solu¢do nutritiva, e as plantulas
cresceram em 3 situagdes distintas: situacdao controlo (sem exposi¢ao ao metal pesado);
tratamento prolongado por exposicdo a 7,5 uM de niquel; e uma outra situagdo de
tratamento que consistiu num curto tratamento de choque (durante a ultima semana dos
tratamentos) a plantas com cerca de 3 semanas, por exposi¢do a uma concentragao de
100 uM de niquel. Esta metodologia foi repetida para o cromio (III) e cromio (VI), ou
seja, situacdo controlo; tratamento prolongado por exposicao a 375 uM de crémio (III)
e (VI) e tratamento prolongado por exposi¢ao a 1000 uM de cromio (III) e (VI). O
niquel foi adicionado a solugdo nutritiva sob a forma de sulfato de niquel hexa-
hidratado (NiSO4.6H,0), o cromio (III) sob a forma de sulfato de cromio e potdssio
dodeca-hidratado [CrK (SO4),.12H,0] e o cromio (VI) sob a forma de dicromato de
dipotassio (K,Cr,07). As solugdes nutritivas foram renovadas 2 vezes por semana, nas 3
primeiras semanas, € 3 vezes durante a tltima semana de tratamentos.

As plantas foram mantidas nestas condi¢des a 23°C, numa camara de crescimento

com um fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de obscuridade.
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2.2.2. Biometria das plantas expostas a concentracoes elevadas de metais pesados

Apos 4 semanas de tratamento, as plantas foram removidas dos vasos e
seleccionaram-se pelo menos 3 plantas representativas de cada grupo (tratamento),
tendo sido determinadas as médias para a biomassa total e biomassa seca da raiz e da
parte aérea, o conteudo hidrico (% H,0), o comprimento da raiz e a altura da parte aérea
da planta.

O material biolégico foi congelado em azoto liquido e posteriormente
homogeneizado e reduzido a pd, utilizando também azoto liquido, tendo sido guardado

a -80°C, em tubos conicos de 50 mL, para futuras analises.

2.2.3. Quantificacdo da concentracdo dos metais nos tecidos vegetais

De modo a determinar os niveis de Ni ou de Cr (III) presentes na raiz ¢ na parte
aérea das plantas de S. nigrum tratadas com estes metais pesados, o material vegetal foi
lavado com agua corrente, seguida de uma lavagem com HCI 0,1 M e uma ultima
lavagem com 4gua bidestilada e desionizada. O material vegetal foi posteriormente seco
e reduzido a p6 e guardado a temperatura ambiente. Realizou-se uma digestao acida
com auxilio de microondas, de modo a libertar os metais queletados a proteinas e outras
estruturas biologicas, tendo-se obtido extractos 4cidos destes metais. Nos ensaios de
quantificagdo foram utilizados até 500 mg da massa digerida anteriormente e foram
utilizadas diferentes técnicas espectrométricas, dependendo do nivel de metal
acumulado nos tecidos vegetais. Assim, foram realizadas trés técnicas distintas, com
graus de sensibilidade diferentes: espectroscopia de absor¢do atdémica com atomizagao
por chama (para concentracdes do metal > 3 mg/L); espectroscopia de absor¢do atdmica
com atomizagdo electrotérmica (em camara de grafite) (para concentragdes do metal >
0,004 mg/L no extracto acido) ou espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente (para concentracdes do metal > 0,0002 mg/L no extracto acido). Os

resultados foram expressos em pg/g tecido.
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2.2.4. Determinacao do nivel de peroxidacio lipidica

O nivel de peroxidacao lipidica foi determinado recorrendo a quantificagao do
malondialdeido (MDA) presente nos diferentes tecidos em andlise, de acordo com o
descrito por Heath et al. [38], com algumas variagdes. Num almofariz contendo areia de
quartzo, homogeneizaram-se cerca de 400-500 mg de tecido vegetal numa solugdo de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), tendo-se seguido a proporcao de 1 mL de TCA
0,1% (p/v) por cada 200 mg de material vegetal. Os homogeneizados foram
centrifugados a 10000xg durante 5 minutos. Apds a centrifugacdo, 250 uL de cada
sobrenadante foram transferidos para tubos de 1,5 mL contendo 1 mL de uma solugdo
acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e 4acido tiobarbitirico (TBA) 0,5% (p/v)
(TBA/TCA). Foram preparados 3 tubos (repeticdes) para cada amostra e um tubo
branco, contendo 250 uL. de TCA 0,1% (p/v) e 1 mL da solugdo TCA/TBA, tendo este
sofrido, a partir deste ponto, 0 mesmo tratamento que as restantes amostras. Procedeu-
se, de seguida, a incubacdo dos tubos a 95°C durante 30 minutos, tendo sido
posteriormente arrefecidos em gelo durante 10 minutos, e os tubos foram centrifugados
a 10000xg, durante 15 minutos. Realizou-se, de seguida, a leitura das absorvancias a
532 nm e 600 nm. O valor de absorvancia a 600 nm foi subtraido ao valor a 532 nm
para eliminar os efeitos da turbidez nao especifica. A concentracio de MDA foi

calculada considerando € =155 nM.cm™', e expressa em nmol/g peso fresco (p.f.).

2.2.5. Quantificacdo da acumulacao de prolina

A determinacao do teor de prolina livre existente nos diferentes tecidos vegetais
das plantas sujeitas aos tratamentos anteriormente referidos foi realizada segundo o
método descrito por Bates er al. [6], com algumas modificagdes. Num almofariz
contendo areia de quartzo, homogeneizaram-se cerca de 150-200 mg de tecido vegetal
em 3 mL de 4cido 5-sulfosalicilico 3% (p/v). Os homogeneizados foram recolhidos para
tubos de centrifuga e centrifugados a 720xg durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Transferiu-se 1 mL de cada sobrenadante para tubos de vidro rolhados e fez-se reagir o

sobrenadante com 1 mL de 4cido acético glacial e com 1 mL de ninidrina acida’,

! Para preparar a solugdo de ninidrina acida dissolveram-se 1,25 g de ninidrina em 30 mL de acido acético glacial aquecido, e
adicionaram-se 20 mL de acido fosférico 6 M.
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durante 1 hora a 100°C. Os tubos foram posteriormente arrefecidos em gelo e
adicionaram-se 2 mL de tolueno, tendo-se agitado vigorosamente para permitir uma
emulsdo fina. Apos a separagdo completa das fases a temperatura ambiente, recolheu-se
com uma pipeta de Pasteur de vidro a fase superior (organica, de cor avermelhada).
Procedeu-se a leitura da absorvancia a 520 nm, usando o tolueno como branco. O teor
de prolina foi expresso em pg/g p.f., tendo sido calculado recorrendo a uma recta padrao

obtida com solugdes de prolina de concentragdo conhecida.

2.2.6. Quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

O teor clorofilino e em carotendides foi determinado segundo o descrito por
Lichtenthaler [51], com ligeiras alteragdes. Num almofariz contendo areia de quartzo,
homogeneizaram-se cerca de 120-150 mg de tecido vegetal em 7 mL de acetona 80%
(v/v). Os homogeneizados foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados a
2150xg durante 10 minutos. Apds a centrifugagdo, os sobrenadantes foram transferidos
para tubos conicos de 15 mL e completou-se o volume com acetona 80% (v/v),
perfazendo um volume final de 10 mL. Realizou-se, de seguida, a leitura das
absorvancias a 470 nm, 647 nm e 663 nm, usando acetona como branco. Os teores
clorofilinos e de carotendides foram calculados a partir das seguintes formulas, descritas
por Lichtenthaler [51]:

e Cla(mg/dm?®)= 12,25 x Absees — 2,79 x Abses7
e Clb (mg/dm’)=21,50 x Abses7 — 5,10 X Absees
e C(Car (mg/dm3) = (1000 x Absg70— 1,82 x Cla—85,02x Clb)/ 198

Os resultados foram expressos em mg/g p.f..
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2.3. Avaliacdo da acumulacio de mRNAs de MTs de S. nigrum

2.3.1. Desenho de oligonucledtidos iniciadores (primers)

Com base no alinhamento obtido (Blastn) a partir das sequéncias nucleotidicas de
metalotioninas de S. nigrum ja disponiveis para a comunidade cientifica (NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2009), foram desenhados dois grupos de oligonucle6tidos
iniciadores (primers), recorrendo a duas ferramentas de informadtica: o software
desenvolvido pelo grupo de investigagdo Primerldent (http://primerident.up.pt, 2009) e,
posteriormente, analisados recorrendo ao software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/
primer3, 2009).

Um primeiro grupo seria composto por pares de primers (forward e reverse) que
permitiriam discriminar um determinado tipo de metalotioninas. Assim, foram
desenhados oligonucledtidos iniciadores especificos para as sequéncias das
metalotioninas MT2b, MT2c e MT3c. Foi desenhado ainda um segundo grupo de
primers que possibilitassem discriminar o grupo das metalotioninas MT2a+b, do grupo
das MT2c+d e do grupo das MT3. As sequéncias dos primers obtidos estao disponiveis
em anexo. Estes oligonucleotidos iniciadores foram encomendados aos laboratorios

STAB VIDA (Portugal).

2.3.2. Extraccdo, quantificacdo e avaliacdo do estado de pureza do RNA total

A extrac¢do do RNA total dos tecidos vegetais em estudo foi efectuada recorrendo
ao reagente TRIzol® LS (Invitrogen, E.U.A.), segundo as instrucdes do fabricante. A
homogeneizacao foi feita com amostras de 50-100 mg de tecido vegetal em 750 pL do
reagente TRIzol® LS em tubos de 1,5 mL, tendo-se agitado a mistura durante alguns
segundos. Seguiu-se uma incubacdo de 5 minutos a temperatura ambiente, tendo sido
posteriormente adicionados 0,2 mL de cloroformio e tendo-se agitado vigorosamente os
tubos, durante 15 segundos, para aumentar a eficiéncia da remocgao de proteinas e outros
constituintes celulares. Procedeu-se a nova incubacdo a temperatura ambiente, durante

15 minutos, a qual se seguiu uma centrifugagao refrigerada (6°C) a 12000xg, durante 15
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minutos. A fase aquosa, contendo o RNA total, foi transferida para um novo tubo estéril
de 1,5 mL e adicionou-se 0,5 mL de isopropanol para precipitar o RNA. Os tubos foram
incubados a temperatura ambiente durante 10 minutos, tendo-se seguido uma
centrifugacdo refrigerada (6°C) a 12000xg, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
removido e o RNA sedimentado foi lavado com 1 mL de etanol a 75% (v/v) e efectuou-
se uma centrifugacdo refrigerada (6°C) a 7500xg, durante 5 minutos. Eliminou-se o
sobrenadante e, depois da evaporagao total do etanol, a ressuspensao dos sedimentos de
RNA foi feita em 25 puL de dgua bidestilada estéril e livre de RNases, por incubagao dos
tubos a 60°C durante 10 minutos. O RNA extraido foi armazenado a -80°C para
utilizagdes futuras.

A quantificagdo do RNA e a avaliacdo do seu grau de pureza foi efectuada
recorrendo a leituras da absorvancia a 260 nm e 280 nm, das varias amostras em estudo,
usando agua bidestilada estéril como branco. A quantidade de RNA foi calculada com
base na relagdo 1 unidade DOgp nm = 40 pg de RNA/mL. O grau de pureza do RNA foi
determinado pela razao Abs;e nm/AbS280 nm, S€Ndo que esta relagao devera ser superior a
1,8 para que o RNA seja considerado puro [88]. O estado do RNA foi ainda avaliado

por electroforese em gel de agarose 0,8% (p/v).

2.3.3. Reaccoes de RT (Transcricdo Reversa)

As reacgdes de transcricdo reversa foram realizadas recorrendo aos reagentes
Reverase' ™ (M-MuLV RT) da Bioron (Alemanha), seguindo as instru¢des do
fabricante. Usando tubos estéreis de 200 uL, adicionaram-se 5 pg de RNA total, 1 pg do
oligonucledtido iniciador R9 (sequéncia em anexo) e perfez-se o volume com agua
bidestilada estéril e livre de RNases, para um volume final de 8 pL. Os tubos foram
colocados num termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, E.U.A.), e incubados
a 70°C, durante 10 minutos e depois colocados em gelo durante 15 minutos, para
eliminar possiveis estruturas secunddrias dos mRNAs e manter os mRNAs
desnaturados, respectivamente. Posteriormente foram adicionados os restantes
componentes da reac¢do: 4 pL do tampao completo 5xRT, 1 pL de uma mistura de
dNTPs a 10 mM, 200 U da enzima transcritase reversa ¢ completou-se o volume com
agua bidestilada estéril e livre de RNases, para um volume final de 20 pL.. A mistura foi

incubada durante 2 horas a 42°C para que ocorresse a sintese das cadeias de cDNA.

29



Apos esta incubacdo, a mistura foi aquecida a 70°C para inactivar a transcritase reversa.
No final da reac¢do os tubos com os cDNA foram guardados a -20°C para futuro

processamento.

2.3.4. Reaccdes de PCR (Reaccido em Cadeia da Polimerase) semi-quantitativas

As reacgdes de PCR efectuadas a partir dos cDNA obtidos nas reacgdes de
transcri¢do reversa foram realizadas recorrendo ao termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf, E.U.A.). Foram realizadas reac¢des de PCR usando os oligonucledtidos
iniciadores desenhados anteriormente, de modo a discriminar os tipos de metalotioninas
existentes em cada um dos tecidos em analise, assim como a sua abundancia relativa. As
sequéncias dos primers bem como as suas temperaturas especificas de emparelhamento,
usadas nestes ensaios, encontram-se em anexo. A enzima utilizada nestas reacc¢des foi a
DFS-Tag DNA Polymerase (Bioron, Alemanha) e foram também utilizados o tampao
completo de reaccdo ¢ uma mistura de dNTPs a 10 mM da Bioron. A agua usada na
reaccdo estava bidestilada, desionizada e estéril. As reac¢do de PCR foram feitas em

tubos de 200 pL, para um volume final de 25 pL, de acordo com a seguinte tabela:

Tabela 1- Composicado tipica das reac¢des de PCR para a andlise da acumulagdo dos

transcritos das metalotioninas

Reagente Volume (nL) Concentracao final
H,O 20,75 --
Tampao 10x 2,5 1x
dNTPs 10 mM 0,5 0,2 mM
Primer forward 10 uM 0,25 0,1 uM
Primer reverse 10 uM 0,25 0,1 uM
cDNA 1 --
Taq DNA polimerase SU/ pL. 0,25 1,25U
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O programa utilizado no termociclador foi o seguinte: 1 minuto a 94°C (passo
desnaturacdo inicial), seguido de 35 ciclos compostos por 30 segundos a 94°C, 30
segundos a temperatura especifica de emparelhamento de cada par de iniciadores e 30
segundos a 72°C, terminando-se a reac¢do com um passo final de extensdo, durante 3
minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram guardados a 4°C e analisados
posteriormente por electroforese em gel de agarose. Optou-se pelo total de 35 ciclos por
PCR pois um numero inferior ndo permitia a visualiza¢ao fidedigna de amplificados,
enquanto que um numero superior nao permitia distinguir diferengas nas intensidades

das bandas produzidas, quando analisados em gel de agarose.

2.3.5. Analise do estado do RNA e de produtos de PCR por electroforese em gel de

agarose

As amostras de RNA total extraidas foram avaliadas por electroforese em gel de
agarose 0,8% (p/v) e os produtos de PCR por electroforese em gel de agarose 1% (p/v),
preparados com tampao TAE 1x (composicdo em anexo) contendo brometo de etidio a
1 pg/mL. As amostras foram complexadas com tampdo de amostra antes da sua
aplicacdo no gel, de modo a este ficar a 1x na sua concentracdo final. Os tampdes
utilizados continham o corante xilenocianol, no caso das amostras de RNA, e o corante
xilenocianol ou o 6x Orange DNA Loading Dye (Fermentas, Lituania), no caso dos
produtos de PCR. A escolha do tampao de amostra dependeu do tamanho dos
fragmentos dos 4cidos nucleicos a serem visualizados. No caso dos géis dos produtos de
PCR foi aplicado num dos pogos um padrao de fragmentos de DNA com massas e
tamanhos moleculares conhecidos, para posterior comparagao. Para tal foram utilizadas
a 100 bp BLUE eXtended DNA Ladder 0,1 mg/mL, da Bioron (Alemanha) ou a
GeneRuler DNA Ladder Mix 0,1 mg/mL, da Fermentas (Lituania).

A electroforese foi realizada a 200 V e amperagem ndo limitante, durante 20
minutos, utilizando TAE 0,25x como tampao de corrida. A visualizacdo do gel no final
da electroforese foi realizada contra radiagdo ultravioleta e a imagem foi capturada e
analisada recorrendo ao Kodak EDAS 290 imaging system e Kodak 1D software v.3.5.4
(Kodak, E.U.A.).
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2.4. Elaboracao de constru¢oes génicas para posterior silenciamento de

MTs especificas em S. nigrum

2.4.1. Reaccoes de PCR para amplificar a regido 3’UTR das MT2¢

Com vista a amplificagdo da regido 3’UTR das metalotioninas, foram realizadas
reac¢oes de PCR de acordo com as condi¢des descritas em 2.3.4. (componentes da
reaccdo ¢ programa utilizado no termociclador), utilizando primers especificos,
desenhados para amplificar as regides 3’UTR da MT2c¢ (sequéncias em anexo). Os
produtos de PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) e os

amplificados de interesse seccionados do gel para posterior purificagdo.

2.4.2. Extraccdo e quantificacdo de DNA do gel de agarose

A purificacdo das bandas de interesse dos géis de agarose foi realizada recorrendo
ao GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma, Alemanha), seguindo as instru¢des do
fabricante. A banda de interesse foi excisada do gel de agarose com o auxilio de uma
lamina estéril, tendo o cuidado de remover a agarose em excesso para minimizar a sua
quantidade. Determinou-se a massa da porcao de agarose contendo a banda a purificar
numa balanga semi-analitica. Adicionaram-se, num tubo de 1,5 mL, 300 pL da Solucao
Solubilizante por cada 100 mg de agarose e incubou-se a mistura a 60°C até a agarose
estar completamente dissolvida, agitando-se suavemente a cada 3 minutos para uma
melhor dissolugdao. Durante o tempo de incubagdo, preparou-se uma coluna de ligacao
do DNA, por adicdo das colunas necessarias a um tubo colector de 2 mL, ambos
fornecidos no kit. Adicionaram-se 500 pL da Solugdo de Preparacdo da Coluna e
centrifugou-se a 16000xg, durante 1 minuto, tendo-se descartado o sobrenadante. Ao
tubo contendo o gel dissolvido, adicionaram-se 100 puL de isopropanol 100% (v/v) e
misturou-se até a solu¢do ficar homogénea. Transferiu-se a mistura para a coluna
preparada anteriormente e centrifugou-se a 16000xg, durante 1 minuto. Removeu-se o
sobrenadante e adicionaram-se 700 pL da Solu¢do de Lavagem e centrifugou-se a

16000xg, durante 1 minuto. Removeu-se a coluna do tubo colector e descartou-se o
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sobrenadante. Voltou a colocar-se a coluna no tubo colector e fez-se nova centrifugacgao
para remover o excesso de etanol. Transferiu-se a coluna para um tubo estéril de 1,5
mL, adicionaram-se 50 uL da Solug¢dao de Elui¢dao e incubou-se a mistura durante 1
minuto. Centrifugou-se a 16000xg durante 1 minuto e guardou-se o DNA extraido a
-20°C para futuros processamentos. O DNA obtido foi quantificado em gel de agarose
0,8% (p/v) por comparagdo a um padrio de fragmentos de DNA com massas e
tamanhos moleculares conhecidos — GeneRuler DNA Ladder Mix 0,1mg/mL

(Fermentas, Lituania).

2.4.3. Reaccoes de ligacdo do DNA ao vector pTZ57R/T

Para realizar a clonagem das por¢des 3’UTR obtidas por PCR no vector
pTZ57R/T utilizou-se uma determinada massa de DNA de modo a que a razdo molar do

vector usado e do fragmento de inser¢ao fosse 1:10, segundo a seguinte equagao:

quantidade vector (pg) 10 x quantidade de DNA (ug)
tamanho vector (kb) tamanho do DNA (kb)

A reaccdo foi feita adicionando-se, num tubo de 1 mL, 4gua bidestilada estéril
para perfazer o volume final de 20 pL, uma determinada quantidade do DNA a ser
ligado, 25 ng do vector pTZ57R/T, 1 pL da enzima T4 DNA ligase (Fermentas,
Lituénia) e 2 pL do tampao de ligagdo a 10x. Incubou-se o tubo a 22°C, durante 1 hora.
No final da incubacdo, a reac¢do foi parada colocando-se os tubos em gelo. Os tubos
contendo o cDNA de interesse inserido no vector pTZ57R/T foram guardados a -20°C

até se proceder a transformacgao de_Escherichia coli.

2.4.4. Obtencdo de células competentes de Escherichia coli DH5a

A preparagdo de células competentes de DHS5a foi iniciada com um riscado de
E. coli em placa de Petri estéril contendo L-agar sem antibidticos e fez-se uma
incubacao a 37°C durante a noite. Inoculou-se uma coldnia isolada em 10 mL de meio

LB sem antibioticos e incubou-se a 37°C durante a noite, com agitagdo orbital. No dia
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seguinte inocularam-se 400 mL de LB e incubou-se a 37°C até DOggo nm atingir o valor
0,6, i.e., até a cultura se encontrar na fase exponencial do crescimento. Colocou-se a
cultura em gelo e centrifugou-se a 1100xg, durante 5 minutos a 4°C. Desprezou-se o
sobrenadante e os sedimentos foram ressuspensos em 200 mL de uma solugao de CaCl,
50 mM estéril e incubou-se 30 minutos em gelo. Foi feita nova centrifugacdo a 1100xg,
durante 5 minutos a 4°C e ressuspendeu-se o sedimento em 40 mL da solucdo de CaCl,
50 mM estéril e arrefecida. Foram feitas aliquotas de 100 e 500 pL em tubos de 1 mL,
contendo glicerol estéril numa concentragdo final de 15% (v/v), as quais foram

guardadas a -80°C para uso futuro.

2.4.5. Transformacdo de células competentes DH5a

Para realizar a transformacao de células competentes DH5a adicionou-se 1,7 pL.
de B-mercaptoetanol, para uma concentragdo final 25 mM, por cada 100 puL de células
competentes e incubou-se dois minutos em gelo. Adicionou-se de seguida o DNA de
interesse na quantidade apropriada (0,1-100 ng) as células bacterianas, com agitagdo
suave, e incubou-se 30 minutos em gelo, para permitir que o calcio da solugdo
neutralizasse também as cargas negativas dos acidos nucleicos adicionados. Provocou-
se de seguida um choque térmico a 42°C durante 45 segundos, para permitir a entrada
dos plasmidios nas bactérias, transferindo-se rapidamente para gelo, onde se incubou
durante 2 minutos. Adicionaram-se 900 pL de LB sem antibidticos e incubou-se durante
1 hora a 37°C, com agitacdo orbital de modo a que as bactérias que receberam o
plasmidio produzissem as proteinas envolvidas na resisténcia ao agente selectivo
adequado aos plasmidios utilizados. Centrifugaram-se as células durante 2 minutos a
1055xg e ressuspendeu-se em 300 pL de LB sem antibiodticos. De seguida, plaquearam-
se 100 pL desta cultura em placas de Petri com meio L-agar suplementado com
ampicilina (no caso do plasmidio pTZ57R/T) ou canamicina (no caso do plasmidio
derivado do p(G0229, ver adiante), ambas numa concentracdo de 50ug /ml e incubaram-

se as placas a 37°C durante a noite, em posi¢ao invertida.
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2.4.6. Minipreps de DNA

A extracgado do DNA plasmidico das colonias de E. coli obtidas apos a
transformagdo das células competentes foi realizada segundo o descrito por del Sal et al.
[21], com algumas modifica¢des. Inoculou-se uma colonia isolada em 5 mL de meio LB
suplementado com os respectivos antibioticos (ampicilina ou canamicina, dependendo
do plasmidio utilizado ter sido derivado do pTZ57R/T ou do pG0229, respectivamente)
e incubou-se a 37°C durante a noite. Transferiram-se 1,5 mL da cultura crescida durante
a noite para um tubo de 1,5 mL estéril e centrifugou-se a 16000xg durante 20 segundos.
Eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 200 pnL. de tampao STET
(composicao em anexo). Adicionaram-se 4 uL de lisozima a 50 mg/mL e incubou-se a
temperatura ambiente, durante 5 minutos. Posteriormente, inactivaram-se as enzimas
(ex: lisozima, DNases), por fervura, durante 45 segundos e centrifugou-se a 16000xg
durante 10 minutos. Removeu-se o sedimento com auxilio de um palito estéril e
adicionaram-se 200 uL de isopropanol ao sobrenadante, misturando por agitagdo, para
precipitar os acidos nucleicos extraidos. Centrifugou-se a 16000xg durante 10 minutos,
eliminou-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento de 4cidos nucleicos com 200 pL de
etanol a 70% (v/v). Centrifugou-se a 16000xg durante 5 minutos, eliminou-se o
sobrenadante e deixou-se secar a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se o sedimento
em 20 pL de adgua estéril com RNase a 100 ug/mL, misturou-se com auxilio do vortex e
guardou-se a -20°C.

A cultura liquida restante adicionou-se glicerol a 87% (v/v) estéril para uma

concentragao final de 10-15%, aliquotou-se e conservou-se a -80°C.

2.4.7. Reaccoes de restricio do DNA plasmidico

As reaccdes de restricdo dupla foram realizadas recorrendo a enzimas de restri¢ao
(Fermentas, Lituania), seguindo as instrugdes do servigo informatico Double-Digest
(Fermentas, Lituania). As reac¢des continham dgua bidestilada estéril (perfazendo o
volume para os 20 pL finais), o tampao R para uma concentracdo final de 1x, 0,5-0,8 U
da enzima BamHI, 0,2-0,5 U da enzima EcoRI e 3,5 pL. do miniprep de DNA obtido

anteriormente. Incubou-se a mistura durante a noite a 37°C e analisou-se o resultado da
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restricdo por electroforese em gel de agarose 1% (p/v). As bandas de interesse foram

excisadas e purificadas como descrito anteriormente.

2.4.8. Reaccdes de ligacdo do DNA ao vector pG0229

Para realizar a clonagem do DNA extraido anteriormente no vector pG0229
utilizou-se uma reac¢ao de ligacao de acordo com o descrito em 2.4.3., tendo-se usado a
mesma proporc¢ao de vector:DNA. No final das reac¢des, os tubos contendo o cDNA de
interesse inserido no vector pG0229 foram guardados a -20°C até futura transformacgao

de E. coli competentes.

2.4.9. Sequenciacdo de DNA

Para realizar as sequenciagdes dos clones de E. coli portadores das construgdes
génicas elaboradas, o DNA plasmidico correspondente foi extraido recorrendo ao
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma, Alemanha), segundo as instru¢des do
fabricante. Inoculou-se uma colonia isolada em 5 mL de meio LB suplementado com
ampicilina (no caso dos plasmidios derivados do pTZ57R/T) ou canamicina (no caso
dos plasmidio derivados do pG0229) e incubou-se a 37°C durante a noite. No dia
seguinte, transferiram-se 1,5 mL da cultura para tubos estéreis fornecidos com o kit e
centrifugou-se a 12000xg durante 1 minuto. Descartou-se o sobrenadante e
ressuspenderam-se as células em 200 pL da Solug¢dao de Ressuspensao, com auxilio do
vortex. Adicionaram-se 200 pL da Solucdo de Lise, inverteu-se suavemente para
misturar a solu¢do e incubou-se durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Adicionaram-se 350 pL da Solugdo de Neutralizacdo, inverteram-se os tubos e
centrifugou-se a 16000xg, durante 10 minutos. Simultaneamente, preparou-se uma
coluna de ligacdo do DNA por adicao de 500 puL da Solucao de Preparacao da Coluna a
um tubo préoprio fornecido no kit e centrifugou-se a 12000xg, durante 1 minuto.
Posteriormente, transferiu-se o lisado para a coluna preparada e centrifugou-se a
12000xg durante 1 minuto. Eliminou-se o sobrenadante e adicionaram-se 750 pL da
Solugdo de Lavagem a coluna, e centrifugou-se a 12000xg, durante 1 minuto. Eliminou-

se o sobrenadante e fez-se novamente a mesma centrifugacdo para remover o excesso da

36



Material e Métodos

Solugdo de Lavagem. Transferiu-se a coluna para um tubo estéril de 1,5 mL e
adicionaram-se 50 pL de dgua bidestilada estéril a coluna e centrifugou-se a 12000xg,
durante 1 minuto, e guardou-se o DNA a -20°C, para futuro processamento.

A quantificagdo do DNA purificado foi feita por electroforese em gel de agarose
0,8% (p/v) por comparagdo de intensidades de bandas como descrito anteriormente.

Adicionou-se, num tubo estéril de 1,5 mL, o volume correspondente a 1 pg de
DNA e deixou-se a secar a temperatura ambiente. Os tubos contendo o DNA de
interesse foram enviados para os laboratorios MWG (Alemanha) onde se procedeu a sua

sequenciagdo, utilizando o primer M13 rev (-29) (sequéncia em anexo).

2.4.10. Obtencdo de células competentes de Agrobacterium tumefaciens EHA105

A obtengdo de células competentes de EHA105 iniciou-se com um riscado em
placa de Petri estéril contendo L-agar com rifampicina a 10 pg/mL e posta a incubar a
28°C durante a noite. No dia seguinte inoculou-se uma colonia isolada em 2 mL de LB
suplementado com rifampicina na concentragdo de 10 pg/mL e incubou-se a 28°C
durante a noite, com agitacdo. Posteriormente, inoculou-se 1 mL desta cultura em
50 mL de LB com rifampicina e incubou-se a 28°C até a DOggo nm atingir um valor
compreendido entre 0,5 e 1,0. Arrefeceu-se a cultura em gelo e centrifugou-se durante
10 minutos a 10000xg, a 6°C. Ressuspenderam-se as células em 5 mL de CaCl, 20 mM
estéril e arrefecido e centrifugou-se novamente durante 10 minutos a 10000xg, a 6°C.
Eliminou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as células em 1 mL de CaCl, 20 mM
estéril e arrefecido. A suspensdo final foi dividida em aliquotas de 100 pL. em tubos de
1,5 mL, e estas foram congeladas em azoto liquido e guardadas a -80°C até poderem ser
transformadas com os plasmidios derivados do pG0229 contendo as construgdes

génicas de interesse.

2.4.11. Transformacdo de células competentes EHA105

Para transformar as células competentes EHA105 adicionaram-se 1-10 pg do
plasmidio pG0229 contendo a construgdo génica de interesse e 1-10 ug do plasmidio

auxiliar p-Soup, que contém a informagdo necessaria para a replicagdo do pG0229 na
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bactéria, a 100 puL de bactérias e congelou-se a mistura em azoto liquido, durante 5
minutos. Posteriormente, a mistura foi aquecida a temperatura ambiente durante 10
minutos e adicionou-se 1 mL do meio LB sem antibioticos e incubou-se durante 4 horas
a 28°C para permitir a recuperacao das bactérias e a producao de maquinaria enzimatica
envolvida na resisténcia a canamicina. Depois da incubacdo, ressuspenderam-se as
células em 100 pL de LB suplementado com rifampicina (10 pg/mL) e canamicina (50
pg/mL). Plaquearam-se as células em meio solido L-agar suplementado com
rifampicina e canamicina nas mesmas concentragdes € incubou-se em posi¢ao invertida

a 28°C, durante 2-3 dias (até serem visiveis coldnias das bactérias transformadas).

2.4.12. Perpetuacdo das células competentes EHA 105 transformadas

Inocularam-se 2 a 2,5 mL de LB liquido suplementado com rifampicina (10
pug/mL) e canamicina (50 pg/mL) com colonias individualizadas de Agrobacterium
EHA105 portadoras das construgdes génicas de interesse e permitiu-se o crescimento
durante a noite, a 28°C e com agitacdo constante. No dia seguinte adicionou-se glicerol
87% estéril a cultura liquida para uma concentracao final de 15%. Depois de misturado

por inversao, fizeram-se aliquotas de 500 uL, as quais foram conservadas a -80°C.

2.5. Analise estatistica

A andlise dos pardmetros biométricos, da quantificacio do nivel de metais
pesados presentes nos tecidos vegetais, da acumulagdo de prolina, do nivel de
peroxidacao lipidica e do teor clorofilino e de carotendides foram realizada recorrendo a
dois testes estatisticos do software Microsoft® Office Excel 2007. A diferenca entre as
variancias de duas amostras foi determinada recorrendo ao teste de Fisher (teste F) e a
significancia das diferencas entre essas duas amostras foi determinada pelo teste -
student (teste t), assumindo uma distribuicdo bi-caudal. Foram assumidas diferencas

significativas entre as amostras para p < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Niquel (Ni)

3.1.1. Determinacdo das concentracoes de Ni a utilizar nos estudos com S. nigrum

Para definir quais as concentragdes de Ni a usar nos futuros estudos de exposigdo
das plantas de S. migrum a este metal, sementes desta espécie foram colocadas a
germinar em meio nutritivo suplementado com concentragdes crescentes de Ni: 0 uM
(controlo), 0,5 uM, 7,5 uM, 30 uM, 50 uM e 100 uM, durante 30 dias.

No final deste tempo de incubagdo, a percentagem de germinacdo foi calculada
para cada uma das concentragdes de Ni utilizadas, dados esses que se podem observar
no grafico 1. Analisando estes dados ¢ possivel constatar que ndo se registaram
diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) na percentagem de germinagao entre
os diferentes tratamentos. Uma vez que a resposta das plantas ao stress ¢ dependente das
proprias caracteristicas do stress e de factores relacionados com as caracteristicas da
planta, nomeadamente o 6rgdo ou tecido em questdo, a fase de desenvolvimento ou o
seu gendtipo, a resposta observada indica que estes 6rgdos poderdo ser tolerantes aos

niveis de Ni utilizados.

(%)

100
[ T
80 . T 1 -
60 Grafico 1 — Percentagem
20 de germinagdo de
sementes de S. nigrum
20 | sujeitas aos diferentes
tratamentos de Ni. As
0 . : ; . . colunas representam a
Controlo 0,5uM  7,5uM 30 uM 50 uM 100 uM média + desvio padrio.
(0 um)

Um dos pardmetros biométricos determinado foi a biomassa total das plantulas

sujeitas aos diferentes tratamentos. Como se pode observar no grafico 2, foi possivel
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verificar um decréscimo estatisticamente significativo da biomassa total das plantulas ja
no tratamento com 0,5 uM de Ni, observando-se uma diminuicao de cerca de 16,8%, e
cerca de 21,8% no tratamento com 7,5 uM de Ni, relativamente a situagdo controlo.
Este resultado indica que as concentracdes utilizadas deste metal, apesar de nao
impedirem a germinagdo das sementes de S. nigrum, tém um efeito prejudicial no

crescimento das plantulas, uma vez que conduziram a uma diminui¢do da biomassa das

mesmas.
(mg)
25
20 * * * Grifico 2 - Biomassa total
T T * das plantulas de S. nigrum
15 T sujeitas  aos  diferentes
— * tratamentos de Ni. As
10 colunas representam a
. o média + desvio padrio.
(*) representam diferencas
0 . . . . . estatisticamente
Controlo 0,5uM  75uM  30pM  50uM 100 uM significativas a p < 0,05.
(0 uM)

Outro parametro biométrico avaliado foi o comprimento da raiz das plantulas,
cujos valores podem ser observados no grafico 3. E possivel verificar que o
comprimento das raizes decresceu significativamente a partir do tratamento com 7,5 uM
de Ni, em cerca de 35,4%, comparativamente ao controlo. Este dado complementa a
indicagdo referida anteriormente de que o Ni foi prejudicial ao crescimento normal da
plantulas, uma vez que conduziu a uma diminui¢do do tamanho das raizes destas,

situagdo que se reflecte no decréscimo da sua biomassa total.

T Grifico 3 - Comprimento
da raiz das plantulas de

S.  migrum sujeitas aos
diferentes tratamentos de

— *
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significativas a p < 0,05.
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(0 uMm)
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J4 a determinagdo da altura da parte aérea (grafico 4) permitiu verificar uma
variagdo estatisticamente significativa apenas no tratamento com 100 uM de Ni, com
uma diminui¢do de 17,5% face ao controlo. Esta situacdo prende-se com o facto da
altura das plantulas ser muito reduzida ao fim de 30 dias de crescimento, sendo que
estas alteragdes, provavelmente, s6 deverdo ser relevantes apds um tempo maior de
desenvolvimento. Verificou-se ainda que a concentragdo de 100 uM foi a tinica que
provocou alteragdes significativas em todos os parametros biométricos determinados,

indicando que este nivel de Ni provocou efeitos muito nefastos no crescimento das

plantulas.

(cm)
1,2

1 Grafico 4 - Altura da

T T T * parte aérea das .p.lantulas
0,8 N de S. nigrum sujeitas aos
06 E . diferentes tratamentos de
’ niquel. As colunas
0,4 — representam a média =+
desvio padrao.
0,2 N (*) representam diferengas
0 : . : . : estatisticamente
Controlo 0,5uM  7,5uM  30pM  50uM 100 uM significativas a p < 0,05.

(0 um)

Na figura 5 € possivel observar uma imagem obtida no dia em que os tratamentos
terminaram e se realizaram as medi¢des biométricas, onde se pode verificar a diferenca
de crescimento entre as plantulas sujeitas a concentra¢des crescentes de Ni, indicando

que este metal tera provocado alteracdes na fisiologia e morfologia das plantulas.

Controlo
(0 uM) 0,5uM 7,5uM 30 uM 50 uM 100 upM

Figura S —

Fotografia comparativa
do  crescimento de
plantulas de S. nigrum
na situagdo controlo e
sujeitas a concentragdes
crescentes de Ni, apos
30 dias de tratamento
com este metal pesado.
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Ap6s a analise destes resultados, considerou-se a concentragdo de 7,5 uM de Ni
como aquela a usar em futuros estudos de crescimento das plantulas, simulando esta
situagdo um ambiente poluido com este metal pesado, tendo sido escolhido este nivel de
Ni por ser concentracdo minima que provoca alteracdes significativas em relacdo a
situagdo controlo. Foi ainda considerada a concentracdo de 100 uM para futuros
tratamentos de choque com Ni, simulando uma situacdo de descarga de poluentes
contendo este metal pesado num solo nao contaminado, e verificar o efeito desta
elevada concentragdo no crescimento e desenvolvimento de S. nigrum. Optou-se por
este nivel de Ni por ser aquele que desencadeou efeitos mais severos no
desenvolvimento das plantulas e que provocou alteragdes estatisticamente significativas

em todos os parametros biométricos determinados.

3.1.2. Avaliacdo do grau de stress imposto pela exposicdo de S. migrum a niveis

elevados de Ni

Os ensaios de exposi¢do das plantas de S. nigrum a concentragdes elevadas de Ni
decorreu em cultura hidroponica. Foram consideradas 3 situacgdes, a situagao controlo
sem adicao de Ni ao meio nutritivo, um tratamento prolongado com 7,5 uM de Ni,
durante 4 semanas, € um tratamento de choque com 100 uM de Ni, durante uma
semana.

No final das 4 semanas de exposi¢do, as plantas sujeitas a ambos os tratamentos
apresentavam alguns dos sintomas visiveis de toxicidade de Ni descritos para outras
espécies de plantas [31, 45], nomeadamente redu¢do do crescimento e clorose foliar,
ndo apresentando necrose. Estes efeitos do Ni poderdo estar relacionados com alteragdes
no metabolismo do ferro (Fe), uma vez que o Ni interfere na incorporagdo do Fe por
parte da planta, conduzindo a uma caréncia em Fe e consequente aparecimento de
clorose nas folhas [45]. O facto das plantas apresentarem nanismo podera ser resultado
da competicdo do Ni com ides metalicos essenciais para o crescimento da planta, ja
descrita para varias espécies de plantas de cultivo [15].

No final do tempo de exposi¢ao foram determinados varios parametros a fim de
avaliar o grau de stress imposto as plantas expostas a Ni, que serdo apresentados de

seguida.
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Os valores da biomassa total das plantas sujeitas aos diferentes tratamentos estdo
representados no grafico 5. Foi possivel observar um decréscimo estatisticamente
significativo (p < 0,05) na parte aérea e na raiz, em ambos os tratamentos, em relagao ao
controlo. Na parte aérea verificou-se um decréscimo da biomassa total de cerca de 52%
nas plantas provenientes do tratamento prolongado com 7,5 uM de Ni e de cerca de
45% no caso do tratamento de choque com 100 uM. No caso das raizes, observou-se
uma diminuicdo de cerca de 65% em ambos os tratamentos. Este efeito das altas
concentragdes de Ni na biomassa das plantas pode ser explicado pela competi¢ao entre
este metal pesado e alguns ides metalicos essenciais para o crescimento e

desenvolvimento das plantas, como referido anteriormente.

(g) Grafico 5 - Biomassa total

das plantas de S. nigrum
na situacdo controlo (C) e

sujeitas aos tratamentos de
7,5 uM e 100 uM de Ni.
o As colunas representam a
média + desvio padrio. As

*
.
= barras verdes representam
* a parte aérea (S) e as
= - * barras laranja a raiz (R).
| i ‘ T (*) representam diferencas
. . . . el . H_\ estatisticamente
7,5S CR

100S 75R 100R significativas a p < 0,05.

Outro dos parametros determinado foi a biomassa seca das plantas, que pode ser
observada no grafico 6. Foi possivel constatar que a biomassa seca variou
significativamente apenas na parte aérea das mesmas, quando comparadas com as
plantas controlo. Ocorreu uma diminui¢do de cerca de 61% na situagdo de exposi¢ado
prolongada e de 54% no caso do tratamento de choque. No caso das raizes, verificou-se
uma tendéncia para um decréscimo nao significativo do seu valor, comparativamente ao
observado no controlo. Este pode ser explicado pelo facto das raizes apresentarem um
valor muito baixo de biomassa seca, o qual nao ¢ suficiente para se poderem tirar

ilagdes acerca do efeito do Ni neste parametro.
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(g) Grafico 6 - Biomassa seca
1,2 ¢ das plantas de S. nigrum
i na situacao controlo (C) e
sujeitas aos tratamentos de
7,5 uM e 100 pM de Ni.
As colunas representam a

o

média + desvio padrdo. As
barras verdes representam
a parte aérea (S) e as
T barras laranja a raiz (R).

hd

. ] . . r ' (*) representam diferencas
7,55 100S CR 75R  100R estatisticamente

significativas a p < 0,05.

Os dois parametros biométricos anteriores reflectem-se na variacdo do conteudo
hidrico das plantas, que pode ser observado no grafico 7. Essa variacdo foi
estatisticamente significativa apenas na parte aérea das plantas, em ambos os

tratamentos, relativamente ao controlo.

100% Grafico 7 - VaTiagﬁo do
99% conteudo  hidrico  das
98% p}antas de S. nigrum na
o79 £ situagdo controlo (C) e
E * * sujeitas aos tratamentos de

96% ¥ 7,5 uM e 100 pM de Ni.
5% As colunas representam a
94% += média + desvio padrio. As
93% -+ barras verdes representam
92% ——— a parte aérea (S) e as
91% -+ . . . barras laranja a raiz (R).
7,5S 100S CR 7,5R 100 R (*) representam diferencas

estatisticamente
significativas a p < 0,05.

A diminui¢do do crescimento das plantas, avaliada pelos resultados obtidos, sera
resultado da diminui¢do da altura e de uma inibicdo no crescimento das raizes das

plantas expostas a Ni. Com efeito, como se pode observar no grafico 8, verificaram-se
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reducdes estatisticamente significativas (p < 0,05) na altura da parte aérea das plantas,
em ambos os tratamentos, face ao observado no controlo. A diminui¢ao observada foi
de cerca de 33% no caso da exposi¢do prolongada, e de 30% na situagdo de tratamento
de choque. J4 no que diz respeito ao comprimento radicular, foi possivel constatar a
existéncia de uma variacdo significativa apenas na situagdo de stress prolongado,
relativamente ao controlo, com uma diminui¢do de cerca de 30%. Estes resultados
sugerem que o Ni fornecido em elevadas concentragdes inibiu o crescimento da raiz, a
imagem do descrito para o arroz [52]. No caso do tratamento de choque essa situagdo
nao se verificou, possivelmente porque neste caso as raizes cresceram durante 3
semanas numa situacao idéntica ao controlo, o que fez com que no momento do inicio
do tratamento de choque ja estivessem mais desenvolvidas que as raizes que cresceram
continuamente num meio suplementado com Ni. Também a inibicdo observada na parte
aérea das plantas corresponde ao descrito para o trigo [31], onde se verificou que
elevadas concentracdes deste metal pesado provocaram nanismo e clorose foliar, tal

como se observou neste trabalho.

Grafico 8 — Altura da
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Analisando o grafico 9, é possivel verificar que a acumula¢do de Ni foi muito
maior ao nivel radicular do que na parte aérea das plantas, e que ndo se verificaram
quaisquer variagdes estatisticamente significativas entre a acumulagdo de Ni na situagao

de tratamento prolongado e a de tratamento de choque. O facto de se ter observado um
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desvio padrao muito elevado no caso das raizes estd inerente a técnica de quantificagao
utilizada, uma vez que os tecidos radiculares possuem por¢des muito espessas ¢ de
dificil digestdo quimica, o que conduz a diferencas substanciais entre as amostras
analisadas. Mesmo tendo em conta esta limitacdo € possivel garantir que os niveis de Ni
observados nas raizes das plantas sdo mais elevados que os encontrados na parte aérea.
Para além disso, os niveis de Ni detectados na parte aérea da planta sdo inferiores a
1 mg/g de tecido seco, mostrando que esta planta ndo pode ser considerada uma
hiperacumuladora para este metal [47], podendo ser utilizada, no entanto, no sentido de

fitoestabilizar o Ni, evitando a sua lixiviacao dos solos.

(ng/g tecido)
60,00
50,00 [ Grifico 9 — Teor de Ni
. ) presente nos tecidos de
40,00 -+ plantas de S. nigrum
sujeitas aos tratamentos de
30,00 - . 7,5 uM e 100 pM de Ni.
- , , As colunas representam a
20,00 — ‘g . ~
¥ média + desvio padrdo. As
10,00 . u barras verdes representam
- = T a parte aérea (S) e as
0,00 + - . . . barras laranja a raiz (R).
7,5S 100 S 7,5R 100R

Com o intuito de verificar se as plantas sujeitas aos tratamentos com Ni sofreram
stress oxidativo, procedeu-se a determinagdo dos niveis de peroxidacdo lipidica das
mesmas, através da quantificagdo do teor em malondialdeido (MDA) presente nos
diferentes tecidos em analise, e que se pode observar no grafico 10.

Foi possivel verificar para todas as situacdes que a parte aérea possuiu niveis mais
elevados de MDA do que as raizes, situacdo que pode ser explicada pelo facto das
folhas serem tecidos fotossintéticos, que, quando expostos a luz, originam um excesso
de energia, que por sua vez conduz a formagdo de espécies reactivas de oxigénio
(EROs), responsaveis pela peroxidagio lipidica e por outros danos membranares [96]. E
também possivel observar que ndo se verificaram alteragdes estatisticamente
significativas no teor de MDA quantificado na parte aérea das plantas sujeitas aos

tratamentos com Ni, comparativamente ao controlo, dados estes que sugerem que o Ni
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acumulado nestes tecidos nao induziu stress oxidativo e que apontam para uma
tolerdncia deste metal por parte de S. nigrum. No que diz respeito a parte radicular,
observou-se uma variagdo estatisticamente significativa apenas no valor de MDA
quantificado nas raizes das plantas sujeitas ao tratamento de choque com o metal
pesado, quando comparado com o controlo, correspondente a um aumento de cerca de
1,29 vezes do nivel de MDA quantificado na situagdo de controlo. Estes resultados
sugerem que o excesso de Ni terd induzido a formagdo de EROs nas raizes das plantas
sujeitas ao tratamento de choque, o que por sua vez terd induzido stress oxidativo e,

consequentemente, aumentado a peroxidacgao lipidica nestes tecidos [15].

Grafico 10 - Teor de
malondialdeido (MDA)
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Um dos mecanismos que as plantas desenvolveram para evitar o dano oxidativo €
a acumulagdo de prolina livre, que por sua vez forma complexos nao toxicos com os
metais poluentes [53]. Os valores do teor de prolina livre existente nos tecidos das
plantas sujeitas a exposi¢ao de elevadas concentragdes de Ni podem ser observados no
grafico 11. Por andlise do gréfico, foi possivel observar uma variagdo estatisticamente
significativa apenas no teor de prolina existente na parte aérea das plantas sujeitas a um
tratamento prolongado, sendo esta variacao traduzida por um aumento de 1,37 vezes
relativamente ao teor quantificado nas plantas da situacdo controlo. No caso do
tratamento de choque os niveis de prolina mantiveram-se aproximados. Estes resultados
vao de encontro ao observado em estudos anteriores realizados com arroz [53], em que
a incorporagdo do proprio metal por parte da planta desencadeia a indugdo de prolina,
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mesmo sem haver um elevado grau de dano oxidativo. Com efeito, no caso das plantas
sujeitas ao tratamento prolongado, o nivel de Ni presente na parte aérea parece explicar
a inducdo significativa na acumulagdo de prolina livre neste 6rgao. No que diz respeito
as raizes, verificaram-se variacdes estatisticamente significativas no teor de prolina
quantificada no tratamento de choque, traduzindo-se esta variagdo num aumento de 1,34
vezes o teor das raizes da situagdao controlo. No caso do tratamento prolongado nao se
verificaram quaisquer alteragdes significativas. Estes resultados sugerem que a prolina
produzida na situagdo de choque foi um dos mecanismos utilizados pelas plantas para se
defenderem dos danos oxidativos desencadeados pela exposicdo das plantas a esta

concentracao elevada de Ni.

Grafico 11 — Teor de
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Outro dos mecanismos que as plantas desenvolveram para se protegerem da
formagao de EROs quando expostas a um stress por metais pesados ¢ o aumento do teor
em carotendides [27]. O aumento do nivel destes pigmentos terd, pois, a finalidade de
proteger os complexos fotossintéticos, principalmente os cloroplastos, dos danos
oxidativos decorrentes do excesso de energia luminosa nas folhas (e também da
presenca de stress oxidativo despoletado por metais pesados) [27]. Os niveis de
clorofilas e de carotendides quantificados nas plantas sujeitas aos diferentes tratamentos
com Ni estdo presentes no grafico 12. Foi possivel observar que ndo se verificaram
quaisquer variagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) em nenhum dos

parametros analisados: niveis de clorofila a, clorofila b e teor total de clorofilas, nivel de
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carotendides e razdo entre clorofilas e carotendides, em qualquer dos tratamentos,
comparativamente com a situagdo controlo. Como o nivel de Ni presente na parte aérea
das plantas tratadas ndo ¢ muito elevado, aparentemente nao levou a danos oxidativos
nos cloroplastos, nem a necessidade de aumento dos niveis de carotendides, o que

aponta para uma tolerancia por parte da planta ao Ni.
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Grafico 12 - Niveis de clorofilas e carotendides quantificados nos tecidos de plantas de S.
nigrum na situagdo controlo (C) e sujeitas aos tratamentos de 7,5 uM e 100 uM de Ni. As
colunas representam a média + desvio padrdo. As barras verdes escuro representam o nivel de
clorofila a, as verde claro representam o nivel de clorofila b e as barras azuis representam o
valor total de clorofilas. As barras laranja representam o teor de carotendides e as vermelhas
representam a razdo entre clorofilas e carotenoides presentes nos tecidos das plantas em estudo.
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Este conjunto de dados permitiu verificar que as plantas acumularam Ni,
maioritariamente na zona radicular, e que esse facto conduziu ao desencadear de
reacgOes de stress oxidativo nestes orgaos, levando a que a planta aumente os seus
niveis de prolina para se defender dos danos inerentes a este tipo de stress. O facto de
ndo se verificarem efeitos drasticos nos niveis de clorofilas e nos parametros
biométricos das plantas sujeitas a exposi¢cdo a niveis elevados de Ni sugere que S.
nigrum possuird outros mecanismos de defesa que permitem tolerar a toxicidade a este
metal pesado, possivelmente recorrendo a mecanismos enzimaticos € a agentes
quelantes que formem complexos ndo téxicos com o Ni, como é o caso das

metalotioninas [18].

3.1.3. Avaliacdo da acumulacdo de mRNAs de MTs de S. nigrum expostas a Ni

Para realizar a avaliagdo da acumulacdo de mRNAs que codificam as MTs de
S. nigrum, apos exposicdo ao Ni, ¢ de modo a averiguar se uma variagdo nessa
acumulacdo serd dependente especificamente deste, foram desenhados dois grupos de
primers que permitissem fazer quer a discriminagdo de mRNAs de MTs especificas
quer uma discriminagdo mais geral entre os varios tipos de MTs. Assim, foi desenhado
um primeiro grupo composto por pares de primers especificos para as sequéncias das
metalotioninas MT2b, MT2c e MT3c, com amplificados resultantes de tamanho 433bp,
362bp e 340bp, respectivamente. Os cDNAs destas MTs foram obtidos pelo grupo de
investigacdo em estudos anteriores, ndo tendo sido ainda publicados. Foi desenhado
ainda um segundo grupo de primers que possibilitassem uma discriminagdo mais
generalizada entre o grupo das metalotioninas MT2a+b, do grupo das MT2c+d e do
grupo das MT3, com amplificados esperados de 191bp, 146bp e 440bp,
respectivamente.

Os RNAs extraidos das raizes e da parte aérea das plantas controlo e das sujeitas
aos tratamentos com Ni foram quantificados e a sua concentragdo e qualidade avaliadas
em gel de agarose (figura 6). Por andlise do perfil electroforético dos RNAs ribossomais
foi possivel verificar que os RNAs totais extraidos se apresentavam integros, para além
de estarem pouco (ou nada) contaminados por DNA gendmico das plantas.

Com base nas intensidades dos perfis electroforéticos obtidos reajustaram-se os

volumes de RNA a utilizar nas reac¢des de transcricdo reversa (RT) para garantir que
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todas as reacgdes se iniciassem com massa de RNA total (e, consequentemente, de
mRNA) aproximada. Deste modo, garante-se que as diferencas nas intensidades das
bandas a serem obtidas futuramente nas reac¢des de PCR serdo reflexo da quantidade
inicial de mRNA a ser amplificado, tornando possivel a comparag¢dao dos niveis destes

transcritos comparando os resultados dos varios PCRs.

cs 7,55 1008 CR 7,5R  100R

Figura 6 - Exemplo de uma
separagdo electroforética tipica em
gel de agarose (0,8% (p/v)) de
preparagoes de RNA total extraido da
parte aérea (S) e de raizes (R) de S.
nigrum na situacdo controlo (C) e

rRNA285—> R Ty S—
— — ey

rRNA18S—> @ ” [ I~ ——

sujeitas aos tratamentos de 7,5 uM e
100 uM de Ni.

tRNA —>»>

As imagens tipicas dos produtos obtidos por PCR podem ser observadas nas

figuras 7 e 8.

Cs 7,55 100S CR 7,5R 100R ¢S 7,55 100 CR 7,5R 100R ¢S 755 100 CR 7,5R 100R

433bp
340bp

362bp

Figura 7 — Exemplo de uma separagdo electroforética tipica em gel de agarose (1% (p/v)) dos
produtos das reac¢des de PCR realizadas para a deteccdo de transcritos que codificam a MT2b,
MT2c¢ e MT3c na parte aérea (S) e em raizes (R) de S. nigrum da situacao controlo (C) e sujeitas
aos tratamentos de 7,5 uM e 100 uM de Ni. As setas indicam a localiza¢do ¢ o tamanho dos
amplificados de interesse. De salientar a auséncia de amplificados relacionados com as MT2b.
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Analisando a imagem anterior ¢ possivel observar que nao houve acumulagdo de
transcritos das MT2b em qualquer das situagdes analisadas, quer no caso das plantas
controlo quer das tratadas com Ni, em ambos os tipos de tecido em estudo, i.e., nas
raizes e na parte aérea, sugerindo que o gene que codifica esta metalotionina nao ¢
expresso nas raizes e nas partes aéreas de uma planta adulta, quer na situacdo controlo,
quer em resposta a exposicao a niveis elevados de Ni.

No que diz respeito as MT2c, foi possivel observar a acumulagao de novo dos
seus transcritos na parte aérea das plantas sujeitas aos tratamentos com Ni, o que nao
aconteceu na situacdo controlo, em que os mRNAs deste tipo de MTs nao estdo
presentes. No caso das raizes, ndo se observou qualquer acumulacdo de transcritos, quer
no controlo quer nas situagdes de tratamento, sugerindo que este gene serd expresso
apenas na parte aérea das plantas em resposta a presenga de Ni. A expressao dos genes
que codificam as MTs do tipo 2 maioritariamente em folhas ja foi descrita por Cobbett e
Goldsbrough [18], o que vem apoiar os dados obtidos neste trabalho.

No caso das MT3c, verificou-se apenas a acumulagdo de transcritos na parte aérea
das plantas tratadas com Ni, uma vez que na situagdo controlo ndo houve acumulagao
destes mRNAs. Nas raizes nao houve acumulacdo de transcritos em nenhuma das
situacdes estudadas. Estes dados sugerem que os genes que codificam as MT3c¢ foram
induzidos pela exposi¢ao ao Ni, apenas na parte aérea das plantas. Curiosamente, este
grupo de genes foi descrito como sendo especifico de frutos carnudos maduros [17, 18,
50, 79], mas os dados obtidos neste trabalho demonstram que pelo menos um membro
deste grupo de genes ¢ expresso na parte aérea das plantas, ndo sendo, afinal, a sua

expressao confinada aos frutos.

Foi possivel observar que os transcritos do grupo MT2a+b acumularam-se na
parte aérea das plantas na situagdo controlo e que houve um aumento da sua acumulagdo
aquando dos tratamentos com Ni. Nas raizes, os mRNAs destas MTs foram detectados
na situagdo controlo, enquanto que nas situacdes de tratamento houve um aumento da
sua acumulagdo. Como nao houve acumulacdo de transcritos das MT2b, serdo os
transcritos das MT2a os induzidos na presenca de Ni, quer nas raizes quer na parte aérea
das plantas. Além desta indu¢do da acumulacdo de transcritos dependente do Ni,
observaram-se também niveis constitutivos de transcritos das MT2a, em ambos os

tecidos.
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Estes dados demonstram que ha genes que codificam MTs do tipo 2 a serem
expressos também nas raizes, contrariamente ao que foi anteriormente descrito por
Cobbett e Goldsbrough [18], em que a expressdo nas raizes era apenas observada num

numero reduzido de espécies vegetais ¢ a um nivel muito reduzido.

¢S 7,55 100 CR 7,5R 100R ¢s 7,55 100s CR 7,5R 100R ¢ 7,55 100 CR 7,5R 100R

Figura 8 - Exemplo de uma separagdo electroforética tipica em gel de agarose (1% (p/v)) dos
produtos das reacgoes de PCR realizadas para a detecgdo de transcritos dos grupos MT2a+b,
MT2c+d e MT3 na parte aérea (S) e em raizes (R) de S. nigrum na situacdo controlo (C) e
tratadas com 7,5 uM e 100 uM de Ni. As setas indicam a localizagdo e o tamanho dos
amplificados de interesse.

No grupo das MT2c+d pode observar-se uma acumulacao de transcritos destas
MTs em ambos os tipos de tecidos em estudo e em todas as situagdes, i.e. controlo e
tratamentos com Ni. Foi possivel observar ainda um aumento da acumulagdo de
transcritos nas plantas tratadas, quer nas raizes quer na parte aérea, comparativamente
ao sucedido na situagdo controlo. Também foi possivel verificar que no grupo das
MT?2c+d ocorre algo diferente do grupo anterior, na medida em que na parte aérea das
plantas houve uma induc¢do da acumulagdo dos transcritos das MT2c pelo Ni e uma
acumulagdo constitutiva de mRNAs das MT2d, enquanto que nas raizes houve apenas
acumulagdo dos transcritos das MT2d, com um aumento da sua acumulacao nas plantas
tratadas, comparativamente ao sucedido na situacao controlo.

Estes dados indicam que havera uma expressdo diferencial dos genes que
codificam as MTs do tipo 2: as MT2a estardo a ser expressas de um modo constitutivo
quer em raizes, quer na parte aérea das plantas; as MT2b ndo sdo expressas na planta

adulta; as MT2c sdo expressas apenas na parte aérea da planta, e em resposta a
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exposi¢do ao Ni; as MT2d sdo expressas de modo constitutivo na parte aérea da planta,
sendo a sua expressdo induzida nas raizes em resposta a exposi¢ao ao Ni.

Ja no grupo das MT3, verificou-se uma indug¢ao da acumulagdo destes transcritos
na parte aérea das plantas tratadas com Ni, sendo essa acumulagdo muito mais
acentuada no caso do tratamento de choque com 100 uM de Ni, comparativamente ao
que ocorre no tratamento prolongado. Na situagdo controlo, estes mRNAs nio estdo
presentes. No caso das raizes, nao foi detectada acumulagdo de transcritos em nenhuma
das condic¢oes de crescimento utilizadas.

O grupo das metalotioninas MT3 parece responder especificamente na parte aérea
das plantas, uma vez que ndo ha acumulagao dos transcritos destas MTs nas raizes de
nenhuma das situacdes estudadas, sendo também possivel verificar que estes transcritos
sao acumulados em resposta a exposi¢do ao Ni, visto que ndo hd acumulacdo nas
plantas controlo. Outra ilagdo que se pode retirar destes resultados ¢ que MT3c podera
ser uma metalotionina de resposta a elevadas concentracdes de Ni, ja que na parte aérea
das plantas sujeitas ao tratamento de choque ocorre uma acumulagdo muito mais
acentuada dos transcritos desta MT.

Este conjunto de resultados permite constatar que a presenga de Ni induz a

acumulacdo de transcritos de metalotioninas pertencentes a todos os grupos analisados.

Os resultados anteriores permitem complementar os dados obtidos nos ensaios de
avaliagdo do grau de stress imposto pela exposi¢do das plantas a Ni. Com efeito, os
danos causados pelo Ni nas plantas tratadas com este metal pesado poderdo ser
minimizados ndo s6 pela acumulacdo de prolina como também pelo aumento da
expressao de genes que codificam as metalotioninas referidas. O facto de ndo se terem
verificado efeitos mais nefastos na parte aérea das plantas expostas a uma concentracao
de 100 pM de Ni podera estar relacionado com o aumento da acumulagdo de
metalotioninas do tipo MT3c, uma vez que se verificou um grande aumento na
acumulagdo dos transcritos destas MT na parte aérea das plantas do tratamento de
choque. No caso das raizes, o 6rgao onde ocorreu uma maior acumulacdo de Ni nas
plantas sujeitas a ambos os tratamentos, a circunstancia de ndo se ter observado uma
acumulacdo muito elevada de transcritos de MTs podera ser explicada pelo facto destas
proteinas poderem ser translocadas, e desse modo as MTs presentes nos tecidos aéreos

poderdo ser mobilizadas para as raizes e ai complexarem os ides de Ni, tornando-os
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menos toxicos, fornecendo, assim, um efeito protector contra os danos oxidativos
observados quando as plantas s3o expostas a este metal pesado.

As metalotioninas parecem, pois, ter um papel relevante na homeostasia do Ni nas
plantas sujeitas a um stress com este metal pesado, contribuindo para que os efeitos
deletérios observados no crescimento e desenvolvimento de S. nigrum sejam
minimizados, permitindo, assim, a sobrevivéncia destas plantas quando expostas a

concentracoes elevadas deste metal.

3.2. Crémio (III) [Cr (IID)]

3.2.1. Determinacdo das concentracdes de Cr (I1I) a utilizar nos estudos com S. nigrum

Sementes de S. migrum foram colocadas a germinar em meio nutritivo
suplementado com concentragdes crescentes de Cr (III): 0 uM (controlo), 125 uM,
250 uM, 375 puM e 500 pM, durante 30 dias. Este passo para a determinagdo das
concentragdes a usar foi realizado em dois ensaios. Foi efectuado um ensaio preliminar
onde apenas se utilizaram as concentragdoes 0 uM, 125 uM e 250 uM de Cr (III), e como
ndo se verificaram quaisquer alteracdes estatisticamente significativas (p < 0,05)
relativamente a resposta de germinagdo das sementes e desenvolvimento das plantulas
na presenca de Cr (III) face ao controlo, este ensaio foi repetido para concentragdes
mais elevadas deste metal, 375 uM e 500 uM. De seguida, serao apresentados apenas os
resultados deste segundo ensaio.

Como se pode observar no grafico 13, tal como se observou para as concentragdes
mais baixas de Cr (III) previamente testadas, ndo se verificaram quaisquer diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) na percentagem de germinacao das sementes
expostas ao Cr (III), comparativamente a situa¢do controlo. Este resultado sugere, tal
como o observado para o Ni, que estes o6rgdos poderdo ser tolerantes aos niveis de

Cr (IIT) utilizados neste ensaio.
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Grafico 13 — Percentagem de germinagdo
40 de sementes de S. migrum na situacio
20 controlo e sujeitas aos tratamentos de
Cr (IIT). As colunas representam a média +
0 desvio padrao.
Controlo 375 uM 500 pM
(0 uM)

Relativamente aos parametros biométricos determinados, foi possivel observar um
decréscimo estatisticamente significativo (p < 0,05) da biomassa total em ambos os
tratamentos com Cr (III) (grafico 14), tendo este valor decrescido 36,6% no tratamento
com 375 uM de Cr (III) e cerca de 62% no tratamento com 500 uM de Cr (III), face a
situagdo controlo. Estes resultados permitiram verificar que as concentragcdes do metal
pesado utilizadas, tiveram um efeito negativo no crescimento destas plantulas, ja que

provocaram um decréscimo da sua biomassa total.

(mg)
35 ¢
30 F
25 E
E * .
20 £ - Grafico 14 - Biomassa total das plantulas
15 : * de S. migrum na situacdo controlo e
10 i sujeitas aos tratamentos de Cr (III). As
colunas representam a média + desvio
> F padrio. (*) representam diferencas
0+ , 1 estatisticamente significativas a p < 0,05.
Controlo 375 uM 500 pMm
(0 uM)
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No gréfico 15 estdo presentes os valores do comprimento da raiz das plantulas no
final dos tratamentos com Cr (III). Foi possivel verificar uma diminui¢do significativa
deste parametro nos dois tratamentos realizados, comparativamente ao controlo, sendo
este decréscimo de 25,7% no caso do tratamento com 375 uM de Cr (III) e de cerca de

50,7% no tratamento com 500 uM deste metal.

(cm)
12
10 +
8 * Grafico 15 - Comprimento da raiz das
6 L plantulas de S. nigrum na situagdo controlo
; T e sujeitas aos tratamentos de Cr (III). As
41T —  colunas representam a média + desvio
) £ | padrdo. (*) representam diferencas
; estatisticamente significativas a p < 0,05.
o F
Controlo 375 uMm 500 pM
(0 uM)

Este dado sugere que o decréscimo da biomassa total das plantulas referido
anteriormente poderd ser em parte devido a diminuicdo do comprimento das raizes
quando expostas a Cr (III), apontando também para o efeito prejudicial deste metal

pesado no desenvolvimento destas plantulas.

Ja a determinacdo da altura da parte aérea permitiu verificar um decréscimo
significativo apenas no tratamento com 500 uM de Cr (III), sendo essa diminui¢ao de
28,4%, face ao controlo (grafico 15). Estes resultados mostram que a concentragcdo de
500 uM de Cr (III) foi a Gnica que provocou alteracdes significativas em todos os
parametros biométricos analisados, a imagem da concentragdo mais elevada utilizada
nos ensaios com Ni, indicando que este nivel de Cr (III) utilizado provocou efeitos

nefastos no crescimento das plantulas.
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Na figura 9 € possivel observar uma imagem obtida no final do tratamento com
estas concentracdes de Cr (III), sendo possivel verificar a diferenga de crescimento entre
as plantulas sujeitas a concentragdes crescentes deste metal, indicando que o Cr (III)

tera provocado alteracdes na fisiologia e morfologia das plantulas.

Controlo (0 uM) 375 uM 500 pM

Figura 9 - Fotografia comparativa do
crescimento das plantulas de S. nigrum
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4
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na situagdo controlo e sujeitas a
concentragdes crescentes de Cr (III),
apos 30 dias de tratamento com este
metal pesado.
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Apo6s a analise destes resultados considerou-se a concentragdo de 375 uM de Cr
(II) como aquela a utilizar em futuros estudos de crescimento das plantulas, uma vez
que esta concentragdo ¢ suficiente para provocar um efeito negativo nas primeiras fases
de crescimento destas, de modo a simular um ambiente poluido com este metal pesado.

Definiu-se ainda a utilizagdo da concentragdo de 1000 puM para futuros
tratamentos de choque com Cr (IIl), simulando uma descarga de poluentes contendo
este metal pesado num solo nao contaminado, com o intuito de verificar o efeito deste
metal em S. nigrum. O facto de se ter optado por uma concentracdo superior a
concentragdo maxima utilizada no estudo descrito anteriormente prende-se com o facto
da concentracdo de 500 uM de Cr (III), apesar de provocar alteragdes significativas em
todos os parametros biométricos analisados, ndo ter sido tdo nefasta para as plantulas

como a concentra¢ao maxima utilizada nos tratamentos com Ni.

3.2.2. Avaliacdo do grau de stress imposto pela exposicdo de S. migrum a niveis

elevados de Cr (11I)

Tal como o realizado nos ensaios com Ni, os ensaios de exposi¢do das plantas de
S. nigrum a concentragdes elevadas de Cr (III) decorreu em cultura hidroponica. Foram
consideradas 3 situagdes, um controlo sem adi¢ao de Cr (III) ao meio nutritivo, um
tratamento prolongado com 375 pM de Cr (III), durante 4 semanas, e um tratamento de

choque com 1000 uM de Cr (II), durante uma semana.

No final do periodo de exposicao das plantas a este metal, as plantas sujeitas a
ambos os tratamentos ndo demonstravam qualquer sinal macroscopico de toxicidade de
Cr (IID), i.e., ndo se verificavam diferengas exteriores visiveis entre as plantas expostas a

Cr (ITI) e as plantas da situagdo controlo.
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No grafico 17 estdo representados os valores da biomassa total das plantas sujeitas
aos tratamentos com Cr (III). Foi possivel verificar que ndo ocorreram variagdes
estatisticamente significativas (p < 0,05) na parte aérea e na raiz em ambos o0s

tratamentos, em relagdo ao controlo.

(g)
Grafico 17 - Biomassa
total das plantas de

S. nigrum mna situagdo
controlo (C) e sujeitas aos

tratamentos de 375 uM e

1000 uM de Cr (III). As

colunas representam a

média £+ desvio padrio.

H As barras verdes
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cs 3755 1000 375R  1000R (S) e as barras laranja a
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Outro parametro determinado foi a biomassa seca das plantas em estudo, cujos
valores podem ser observados no grafico 18. Estes resultados mostram que ndo
existiram variagdes estatisticamente significativas, na parte aérea ¢ nas raizes das

plantas provenientes de ambos os tratamentos com Cr (III), quando comparadas com o

controlo.
(g)
0,6 Grafico 18 — Biomassa
seca das plantas de
0> 7 S. nigrum na situagdo
0,4 ___ T controlo (C) e sujeitas aos
. . tratamentos de 375 puM e
03 £ ‘ 1000 M de Cr (III). As
0,2 ——— colunas representam a
b média + desvio padrio.
0.1 1B As barras verdes
0 F , . . — - . - . representam a parte aérea
CS 375S 1000 S CR 375R 1000 R (S) e as barras laranja a
raiz (R).
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No grafico 19 estd representada a variacdo do contetido hidrico das plantas,

parametro este que ¢ o reflexo dos dois parametros descritos anteriormente. Nao ocorreu

variagdo estatisticamente significativa na parte aérea e nas raizes das plantas sujeitas a

ambos os tratamentos, relativamente ao controlo.
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CS 375S 1000S CR 375R 1000 R

Grafico 19 - Variacdo do
conteido  hidrico das
plantas de S. nigrum na
situagdo controlo (C) e
sujeitas aos tratamentos
de 375 uM e 1000 pM de
Cr ((I). As colunas
representam a média =+
desvio padrdo. As barras
verdes representam a
parte aérea (S) e as barras
laranja a raiz (R).

Os valores obtidos para a altura da parte aérea e o0 comprimento da raiz podem ser

observados no grafico 20. Foi possivel verificar que também ndo se observaram

quaisquer alteracdes estatisticamente significativas, face ao controlo, no que diz respeito

a estes dois parametros biométricos.

(cm)

Cs 37558 1000S CR 375R 1000 R

Grifico 20 - Altura da
parte aérea e comprimento
da raiz das plantas de
S.  migrum na situacdo
controlo (C) e sujeitas aos
tratamentos de 375 uM e
1000 pM de Cr (II). As
colunas  representam a
média + desvio padrdo. As
barras verdes representam a
parte aérea (S) e as barras
laranja a raiz (R).
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Os resultados acabados de descrever sugerem que as elevadas concentracdes de
Cr (IIT) utilizadas ndo exercem efeitos prejudiciais no crescimento e desenvolvimento
de S. migrum, ao contrario do descrito para outras espécies, como o meldao [1] e o
repolho [69], em que elevadas concentragdes de Cr (III) provocaram deficiéncias no
crescimento, clorose foliar e danos no desenvolvimento das raizes. Os resultados
obtidos apontam para um tolerancia por parte de S. nigrum a altas concentragdes de
Cr (IIT), que podera estar relacionada com os mecanismos enzimaticos antioxidantes
e/ou a intervencao de agentes quelantes, como as metalotioninas [18].

Observando o grafico 21 ¢ possivel verificar uma acumulacao muito superior de
Cr (IIT) nas raizes das plantas sujeitas a ambos os tratamentos, relativamente ao nivel
quantificado na parte aérea das mesmas. E ainda possivel verificar um aumento
estatisticamente significativo (p < 0,05) em 1,26 vezes no nivel acumulado pelas raizes
das plantas sujeitas ao tratamento prolongado comparativamente ao nivel quantificado
nas plantas sujeitas ao tratamento de choque, enquanto que na parte aérea o nivel do

metal pesado decresceu cerca de 89,9%.

(ng/g tecido)
30,00 Griéfico 21 — Teor de Cr (III)
F * presente nos tecidos de
25,00 E plantas de S. nigrum sujeitas
20,00 i T aos tratamentos de 375 uM e
; 1000 pM de Cr (II). As
15,00 + colunas representam a média
; + desvio padrdo. As barras
10,00 C verdes representam a parte
5,00 : * aérea (S) e as barras laranja a
C T raiz (R).
0,00 M ' (*) representam diferencas
3755 10005 375R 1000 R estatisticamente significativas

a p<0,05.

Estes resultados vao de encontro ao observado para outras espécies vegetais, em
que se registou uma maior acumulacao de Cr (III) nas raizes comparativamente a parte
aérea [1, 69, 73]. O facto do nivel de Cr (III) acumulado nas raizes das plantas sujeitas a
uma exposi¢cdo mais elevada do metal pesado ter aumentado sugere uma tolerancia de
S. nigrum a toxicidade por Cr (III), uma vez que tal aumento nao parece ter prejudicado
o crescimento das mesmas. A diminui¢ao do nivel de Cr (III) acumulado na parte aérea

das plantas sujeitas ao tratamento de choque pode ser explicado pelo facto da
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translocacdo deste metal da zona radicular para os tecidos aéreos ser lenta [89], pelo que
uma semana de exposicao a este nivel de Cr (III) ndo terd sido suficiente para aumentar
o nivel deste metal na parte aérea das plantas, sugerindo que a planta possui
mecanismos de defesa que lhe permitem manter o Cr (III) fora do alcance da zona
foliar, onde este podera provocar dano oxidativo e inibi¢do fotossintética [68].

Pelo facto de os niveis de Cr (III) acumulados na planta serem superiores nas
raizes em relacdo a parte aérea, onde os niveis deste metal sdo inferiores a 1 mg/g peso
seco [47], conclui-se que esta espécie vegetal ndo pode ser considerada uma planta
hiperacumuladora deste metal. Contudo, a elevada quantidade de Cr (III) determinada
ao nivel radicular aponta para uma potencial utilizacdo desta planta na remediagao de
ambientes contaminados por Cr (III) através do processo de fitoestabilizagdo,
impedindo, deste modo, que o metal presente nestes locais seja lixiviado e atinja outros
cursos naturais de agua, poluindo-os.

Para verificar se as plantas sujeitas aos tratamentos com Cr (III) sofreram algum
stress oxidativo, procedeu-se a quantificagdo do nivel de MDA presente nos tecidos
vegetais em analise, cujos valores podem ser observados no grafico 22. Foi possivel
observar uma variagdo estatisticamente significativa, nos valores de MDA existente nas
raizes das plantas sujeitas a ambos os tratamentos, quando comparados com o controlo.
As variagdes observadas nestes 6rgaos corresponderam a uma diminui¢do de 12,3% no
caso da exposi¢do prolongada e de 20,4% no tratamento de choque. No que diz respeito

a parte aérea das plantas, ndo se verificaram quaisquer variagdes estatisticamente

significativas.
Grafico 22 - Teor de
(nmol/g p.f.) malondialdeido ~ (MDA)
18,00 presente nos tecidos de
16,00 T plantas de S. nigrum na
F situagdo controlo (C) e
14,00 + . .
b T sujeitas aos tratamentos de
12,00 - * 375 uM e 1000 puM de
10,00 +— T * %  Cr (Il). As colunas
8,00 +— ' —_— = representam a média =+
6,00 _ desvio padrdo. As barras
4.00 £ ~ verdes representam a parte
B aérea (S) e as barras
2,00 T . laranja a raiz (R).
0,00 - ' ' ' ' ' (*) representam diferencas
(& 375S 1000 S CR 375R 1000 R

estatisticamente
significativas a p < 0,05.
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O facto de se terem registado niveis mais elevados de peroxidagdo lipidica na
parte aérea comparativamente aos registados na raiz das plantas sujeitas a ambos 0s
tratamentos ¢, como ja referido no caso do Ni, devido ao facto dos tecidos
fotossintéticos das plantas, quando expostos a um excesso de energia luminosa poderem
conduzir a formacao de EROs, responsaveis pelo despoletar de danos oxidativos, como
a peroxidagao lipidica [96]. A diminui¢do do nivel de peroxidagdo lipidica nos tecidos
radiculares das plantas provenientes dos dois tratamentos com Cr (III) €, possivelmente,
devida a capacidade que as plantas t€ém em se protegerem dos efeitos inibitorios que as
elevadas concentragdes deste metal pesado provocam, nomeadamente a produgdo de
EROs, o que por sua vez origina dano oxidativo [14, 15]. Devido a presenca de
moléculas que formam complexos nao toxicos com o metal pesado, como a prolina
(grafico 23) e, possivelmente, outros agentes quelantes, como as metalotioninas,
fitoquelatinas e acidos organicos [18], o nivel de peroxidagdo lipidica registado nas
raizes do tratamento de choque ¢ significativamente mais baixo do que o das raizes
situagdo controlo, o que aponta para uma grande actividade destes agentes protectores,
sugerindo uma capacidade por parte de S. nigrum de tolerar este metal pesado e resistir
aos danos intracelulares sofridos. Com efeito, no caso do tratamento de choque,
verificou-se um aumento estatisticamente significativo de 1,26 vezes no teor de prolina
livre quantificada, comparativamente ao controlo.

Foi possivel também observar uma variagao estatisticamente significativa no teor
de prolina existente na parte aérea das plantas sujeitas a ambos os tratamentos com Cr
(III), quando comparado com o controlo. A variagdo no caso do tratamento prolongado
corresponde a um aumento de 1,42 vezes relativamente ao teor da situagdo controlo,
enquanto que no tratamento de choque os niveis de prolina aumentaram 1,08 vezes.
Estes resultados observados, no caso da parte aérea, podem ser explicados, tal como ja
descrito anteriormente para o Ni, pelo facto da presenca do metal pesado per se
despoletar um aumento do teor de prolina, que juntamente com os niveis de peroxida¢do
lipidica observados nestes tecidos, explicam a variagao significativa do teor deste agente
protector na parte aérea das plantas. Este facto vai de encontro ao descrito para outras
espécies vegetais, em que a exposicao a elevadas concentragdes de Cr (III) conduz ao

aumento da acumulagdo de prolina existente nos tecidos aéreos [60, 69, 73].
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Gréfico 23 - Teor de prolina

izg,/gop'f.) livre existente nos tecidos
* de plantas de S. nigrum na
120,00 — situagdo controlo (C) e
100,00 * sujeitas aos tratamentos de
T * 375 uM e 1000 puM de
80,00 Cr (IlI). As colunas
60,00 | representam a média =+
- = desvio padrio. As barras
40,00 ' i verdes representam a parte
20,00 i aérea (S) ¢ as barras laranja
araiz (R).
0,00 T T T T T
(& 375S 1000 S CR 375R 1000 R

(*) representam diferencas
estatisticamente
significativas a p < 0,05.

No caso das raizes, os resultados observados sugerem que, nas plantas sujeitas ao
tratamento de choque, o aumento dos niveis de prolina serd um dos mecanismos de
defesa da planta em resposta a um nivel muito elevado de Cr (III), o que aponta para um
papel da prolina na tolerancia de S. nigrum a este metal. Ja nas raizes do tratamento
prolongado ndo se regista um aumento da acumulagdo de prolina, o que indica que serdao
outros mecanismos os envolvidos na defesa das plantas a este nivel de Cr (III),
possivelmente outros agentes quelantes de metais pesados, como por exemplo, as
metalotioninas [18].

Outro dos parametros determinado foi o registo das variagdes no nivel de
clorofilas e carotendides das plantas sujeitas aos diferentes tratamentos com Cr (III),
cujos valores podem ser observados no grafico 24. Nao foram detectadas variacdes
estatisticamente significativas, em nenhum dos pardmetros analisados: niveis de
clorofila a, clorofila b e teor total de clorofilas, nivel de carotendides e razdo entre
clorofilas e carotendides, quando comparado com o controlo. Estes resultados sugerem
que os cloroplastos ndo terdo sofrido danos oxidativos, possivelmente devido ao nivel
baixo de Cr (III) presente nos tecidos aéreos das plantas tratadas com este metal, aliado
ao aumento do teor em prolina livre, o que fez com que as plantas ndo tivessem que
recorrer ao aumento dos niveis de carotendides para se defenderem dos danos
oxidativos que poderiam afectar os complexos fotossintéticos, dado este que aponta

também para uma tolerancia por parte das plantas aos niveis elevados de Cr (III).
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Grafico 24 - Niveis de clorofilas e carotenodides quantificados nos tecidos de plantas de
S. nigrum na situago controlo (C) e sujeitas aos tratamentos de 375 pM e 1000 pM de Cr (I1D).
As colunas representam a média + desvio padrao. As barras verdes escuro representam o nivel
de clorofila a, as verde claro representam o nivel de clorofila b e as barras azuis representam o
valor total de clorofilas. As barras laranja representam o teor de carotendides e as vermelhas
representam a razao entre clorofilas e carotenodides presentes nos tecidos das plantas em estudo.

Os resultados anteriores permitem verificar que as plantas tratadas acumulam
Cr (IIT) maioritariamente nas raizes, o que conduz ao desencadear de stress oxidativo
neste 6rgao e, por sua vez, a uma necessidade da planta em aumentar alguns compostos
que se ligam ao metal pesado, transformando-o em complexos ndo-toxicos. De entre
estes compostos, a prolina no caso do tratamento de choque com Cr (III), e outros
agentes quelantes, como as metalotioninas ou as fitoquelatinas [18], no caso das plantas
sujeitas ao tratamento prolongado, poderdo ser as responsaveis pela defesa a nivel

radicular ao stress oxidativo provocado pelo Cr (III).
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3.2.3. Avaliacdo da acumulacdo de mRNAs de MTs de S. nigrum expostas a Cr (11I)

Com o intuito de avaliar possiveis alteragdes na acumulagdo dos mRNAs que
codificam MTs de S. nigrum, em resposta a exposi¢ao a Cr (II), e de averiguar se uma
variagdo dessa acumulagdo estaria dependente especificamente deste metal, foram
realizadas reacgdes de PCR semi-quantitativas, utilizando os dois grupos de primers
descritos anteriormente em 3.1.3.

De um modo analogo ao realizado para o Ni, os RNAs extraidos das raizes e da
parte aérea das plantas provenientes dos ensaios com Cr (III) foram quantificados e a
sua concentracdo e qualidade avaliadas em gel de agarose (figura 10), tendo-se
procedido a um reajuste nos volumes de RNA a utilizar nas reac¢oes de RT, para que
estas se iniciassem com massa de RNA aproximada, pelas razdes ja apontadas aquando

da analise das plantas tratadas com Ni.

CS 375S 1000S CR 375R 1000R

Figura 10 — Exemplo de uma separacdo
electroforética tipica em gel de agarose (0,8%
(p/v)) das preparagdes de RNA total extraido
da parte aérea (S) e de raizes (R) de S. nigrum
na situacdo controlo (C) e sujeitas aos
tratamentos de 375 uM e 1000 uM de Cr (I1I).

Os resultados tipicos dos produtos de PCR originados podem ser observados nas
figuras 11 e 12.

E possivel observar que nio houve acumulagdo de transcritos relacionados com as
MT2b, MT2c e MT3c, quer nos tecidos da parte aérea quer nas raizes das plantas
sujeitas aos diversos tratamentos com Cr (III). Este facto indica que estas MTs ndo estdo

directamente envolvidas na homeostasia deste metal pesado em S. nigrum.
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CS 375S 1000S CR 375R 1000R CS 375S 1000S CR 375R 1000R CS 375S 1000S CR 375R 1000R

433bp

Figura 11 — Exemplo de uma separacdo electroforética tipica em gel de agarose (1% (p/v)) dos
produtos das reac¢des de PCR realizadas para a deteccdo de transcritos de MT2b, MT2¢ e MT3c
na parte aérea (S) e em raizes (R) de S. nigrum na situagdo controlo e sujeitas aos tratamentos de
375 uM e 1000 uM de Cr (III). As setas indicam a localizagdo e o tamanho esperado dos
amplificados. De salientar a auséncia de amplificados das MTs avaliadas.

Na figura 12 estdo representados exemplos das imagens tipicamente obtidas apos

separacao dos produtos de PCR do grupo de primers mais generalistas.

CS 375S 1000 CR 375R 1000R CS 375S 1000S CR 375R 1000R CS 375S 1000S CR 375R 1000R

440bp
191bp

Figura 12 — Exemplo de uma separagao electroforética tipica em gel de agarose (1% (p/v)) dos
produtos das reacg¢des de PCR realizadas para a detecg¢do de transcritos de MT2a+b, MT2c¢+d e
MT3 na parte aérea (S) e em raizes (R) de S. nigrum na situacdo controlo (C) e sujeitas aos
tratamentos de 375 uM e 1000 uM de Cr (III). As setas indicam a localizagdo e o tamanho dos
amplificados de interesse. De salientar a auséncia de amplificados relacionados com as MT3.
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Observando a imagem do grupo MT2a+b ¢ possivel observar que os transcritos
deste grupo de MTs acumularam-se com niveis aproximados na parte aérea das plantas
em todas as situagdes analisadas e que, portanto, as exposi¢des ao Cr (III) ndo levaram a
alteracao dos seus niveis. Nas raizes, os mRNAs destas MTs também foram detectados
na situagcdo controlo, havendo um aumento da acumulacdo destes transcritos nas
situacdes de tratamento com Cr (III), maioritariamente na situagdo de tratamento de
choque. Uma vez que nao houve acumulacdo de transcritos das MT2b, serdo os
transcritos das MT2a os induzidos na presenga de Cr (III) ao nivel das raizes.

No grupo das MT2c+d foi possivel constatar a existéncia de transcritos das MTs
deste grupo na parte aérea das plantas controlo, cuja acumulagdo aumentou nas
situagdes de tratamento com Cr (III). No caso das raizes, ¢ possivel verificar a
acumulagdo destes mRNAs na situacdo controlo, registando-se um aumento da sua
acumulacgdo nas situacdes de tratamento, sendo que este aumento ¢ maior na situagdo de
tratamento de choque, resultado este semelhante ao observado para o grupo MT2a+b.
Neste grupo de MTs (MT2c+d) serdao os transcritos das MT2d os acumulados na
presenca de Cr (III), visto ndo ter havido acumulagdo dos transcritos das MT2c em
nenhuma das situa¢des estudadas, indicagdo de que ha uma indugdo da acumulacdo
destes transcritos (MT2d) na raiz e na parte aérea das plantas tratadas com Cr (III).

No grupo das MT3, verifica-se que ndo houve acumulacdao de transcritos de
nenhuma das MTs, quer nos tecidos da parte aérea quer nas raizes das plantas controlo
ou da sujeitas aos tratamentos com Cr (III).

Este conjunto de resultados permite verificar que a presenga de Cr (III) induz
apenas a acumulacao de transcritos de MTs do grupo MT2, sendo que as MT3 nao

estardo envolvidas na homeostasia deste metal pesado em S. nigrum.

Os dados descritos anteriormente sugerem algumas explicagdes para o observado
nos ensaios de avaliacdo do grau de stress imposto as plantas expostas a Cr (III). Os
danos oxidativos sofridos pelas raizes das plantas tratadas com a concentragdo mais
elevada deste metal pesado podem ter sido diminuidos pela acumulagdo de MTs do tipo
2, o que ¢ apoiado pelo aumento da acumulag@o dos seus transcritos. Com efeito, para
além do papel desempenhado pela prolina, também as MTs acumuladas nas raizes
poderdo ter um efeito protector que levard estas plantas a tolerarem o Cr (III). A
acumulagdo de transcritos destas MTs na parte aérea das plantas, onde este metal ndo ¢

acumulado num nivel elevado, pode ser explicada devido a possibilidade destas
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proteinas poderem ser translocadas, sendo que as MTs sintetizadas nos tecidos aéreos
poderado ser conduzidas para a zona radicular, onde a acumulagdo deste metal pesado ¢
maior. Apesar deste papel aparente das MTs na quelatacdo dos ides metalicos, o facto
de ndo haver uma forte indu¢do de nenhuma MT em especifico por parte do Cr (III)
sugere que ndo serdo apenas estas proteinas as envolvidas no processo de tolerancia ao
metal pesado, podendo estar também envolvidas as fitoquelatinas e outros agentes
quelantes [18], que sequestrem os ides metalicos, tornando-os nao toxicos para as
plantas. Todos estes agentes em conjunto poderdo explicar a grande tolerancia de S.
nigrum a elevadas concentragdes de Cr (III), concentragdes estas que ndo provocam

problemas no crescimento e desenvolvimento destas plantas, como seria expectavel.

A comparagao dos resultados obtidos nos ensaios anteriores com o Ni e o Cr (III)
permitem j& ter uma visdo global sobre a influéncia destes dois metais pesados na
indu¢do da acumulagdo de transcritos de MTs nos diferentes 6rgdos das plantas
expostas a estes metais.

Assim, € possivel observar que a acumulagao de transcritos das MT2a ¢ induzida
pelo Ni, na parte aérea e na raiz, e pelo Cr (III) apenas na raiz. Também foi possivel
verificar uma acumulag@o dos transcritos deste grupo de MTs nas situagdes controlo, o
que sugere que as MT2a poderao estar envolvidas no normal metabolismo dos metais,
assim como num processo primario de defesa das plantas a exposicao a metais pesados,
uma vez que os seus transcritos aumentaram em resposta a exposi¢ao ao Cr (II) e Ni,
apontando para um papel de defesa nao especifico para um metal, i.e., ndo dependente
de um determinado metal.

No caso das MT2b, nao se observou acumulacdo dos seus transcritos em nenhum
dos tecidos das plantas controlo e das plantas tratadas com ambos os metais. Este facto
pode estar relacionado com a proveniéncia do cDNA destas MTs, clonado em
laboratério a partir de plantulas de S. nigrum expostas a cadmio, o que sugere uma
especificidade deste tipo de MTs a este metal pesado ou ao estado de desenvolvimento
vegetal (fase plantula), nao tendo sido por isso detectada em nenhuma das situagdes
analisadas nestes trabalho (fase planta).

J& a acumulagdo dos transcritos das MT2c apenas na parte aérea das plantas
expostas ao Ni sugerem um papel especifico de um grupo de MTs na sua homeostasia,

uma vez que o Cr (III) ndo induziu tal resposta.
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Relativamente as MT2d e MT2a verificou-se ocorrer um padrdo de acumulagio
semelhante em resposta a exposi¢do quer ao Ni, quer ao Cr (III). Com efeito, foi
possivel observar a acumulacao dos transcritos destes tipos de MTs nas raizes ¢ nas
partes aéreas das plantas controlo, niveis estes igualmente induzidos quer pelo Ni, quer
pelo Cr (III) nesses mesmos tecidos. Este dado sugere, um envolvimento destas MTs
no metabolismo e homeostasia dos metais na planta, assim como uma participacao
primaria na defesa a exposicao a elevadas quantidades de metais pesados, de um modo
independente do metal. Seria interessante verificar se este tipo de resposta também se
verificard apds a exposicao de um metal considerado nutriente para a planta, como, por
exemplo, o Fe, a fim de validar esta hipotese.

Um resultado peculiar prende-se com a observagdo da acumulacdo de transcritos
das MT3 na parte aérea das plantas expostas a Ni, maioritariamente nas plantas
provenientes do tratamento de choque. De facto, estes resultados destacam-se pelo facto
destas MTs serem descritas como especificas dos frutos [17, 18, 50, 79], 6rgdo este que
nao se tinha formado no final dos ensaios efectuados. Por esta indu¢do ser maior na
parte aérea das plantas expostas a concentragdo mais elevada de Ni, estes resultados
sugerem que serao estas metalotioninas as envolvidas na tolerdncia a um nivel tio alto
de Ni, permitindo a diminui¢do do dano oxidativo que este metal pesado origina nestas
plantas.

E, pois, possivel postular que o Ni (e, possivelmente, outros metais quimicamente
semelhantes) induzird de forma especifica a acumulagdo de transcritos da MT2c e das
MT3, estando estas metalotioninas intimamente relacionadas com a tolerancia de
S. nigrum a este metal pesado. No caso do Cr (III) ndo se verifica uma inducao
especifica de nenhuma das MTs estudadas, o que indica que a tolerancia das plantas a
elevadas concentragdes deste metal pesado poderd ser devida a outro grupo de MTs,
nomeadamente as MT1 que estdo descritas como especificas da zona radicular [18],
onde o Cr (III) ¢ mais acumulado, podendo também estar ligada a existéncia de outros
agentes quelantes, como as fitoquelatinas e acidos organicos [18, 98], que permitam a
planta tornar este metal toxico nao tdo nefasto para o seu crescimento. O facto de ndo se
ter quantificado um nivel muito elevado de Cr (III) nos tecidos das plantas expostas a
este metal poderd indicar que S. nigrum tém também a capacidade de fitoestabilizar este
metal pesado na sua zona radicular, diminuindo assim o nivel de Cr (III) que entra para
as raizes, permitindo com isso diminuir o stress (oxidativo) que a presen¢a deste metal

provoca normalmente.
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3.3. Cromio (VD) [Cr (V])]

3.3.1. Determinacdo das concentracoes de Cr (VI) a utilizar nos estudos com S. nigrum

A determinagdo das concentragdes de Cr (VI) a utilizar nos estudos de exposicao
de S. nigrum a este metal foi realizada do mesmo modo descrito anteriormente para o Ni
e Cr (IIT). Sementes desta espécie vegetal foram colocadas a germinar em meio nutritivo
suplementado com concentragdes crescentes de Cr (VI): 0 uM (controlo), 125 uM, 250
uM, 375 uM e 500 puM, durante 30 dias. A semelhanca do realizado para o Cr (III), este
passo de defini¢do das concentragdes a usar foi efectuado em dois ensaios. Foi realizado
um ensaio preliminar onde apenas se utilizaram as concentragdes 0 uM, 125 uM e
250 uM de Cr (VI), e como ndo se verificaram quaisquer alteracdes estatisticamente
significativas (p < 0,05) relativamente a resposta de germinagdo das sementes e
desenvolvimento das plantulas na presenca de Cr (VI), face ao controlo, este ensaio foi
repetido para concentragdes mais elevadas deste metal, 375 pM e 500 uM. Por estas
razdes, serdo apenas apresentados os resultados do segundo ensaio.

Como se pode observar no grafico 25, apesar de se terem aumentado
consideravelmente as concentragdes de Cr (VI), ndo se verificaram quaisquer diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) na percentagem de germinacdo das sementes
expostas ao Cr (VI), comparativamente a situacao controlo. Este resultado indica, tal
como observado e descrito no caso do Ni e do CR (III), que estes 6rgaos poderdao ser

também ser tolerantes ao Cr (VI).
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40 T Grafico 25 — Percentagem de germinacdo
20 I: de sementes de S. migrum na situacdo
C controlo e sujeitas aos tratamentos de
0 Cr (VI). As colunas representam a média =

Controlo 375 uM 500 uM desvio padrao.
(0 um)
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Relativamente aos parametros biométricos, verificou-se um decréscimo
estatisticamente significativo da biomassa total em ambos os tratamentos com Cr (VI),
tendo este valor decrescido cerca de 43% no tratamento com 375 uM de Cr (VI) e cerca
de 62,4% no tratamento com 500 uM de Cr (VI), face a situag@o controlo (grafico 26).
Estes resultados indicam que estas concentragdes de Cr (VI) tiveram efeitos negativos

no seu crescimento.

(mg)
35
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Grafico 26 - Biomassa total das plantulas
15 de S. migrum na situagdo controlo e
10 sujeitas aos tratamentos de Cr (VI). As
5 ~ colunas representam a média + desvio
padrdo. (*) representam diferencas
0 ' estatisticamente significativas a p < 0,05.
Controlo 375 uM 500 uM
(0 um)

No grafico 27 podem ser observados os resultados obtidos para o comprimento da
raiz. Em ambos os tratamentos com Cr (VI), observou-se uma diminuigdo significativa
do comprimento da raiz, comparativamente ao controlo, que se traduziu num
decréscimo de cerca de 36% no caso do tratamento com 375 uM de Cr (VI) e de 77,5%

no tratamento com 500 uM.
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6 F ‘ Grafico 27 - Comprimento da raiz das
4 * plantulas de S. nigrum na situagdo controlo
C e sujeitas aos tratamentos de Cr (VI). As
R — T T .
. colunas representam a média =+ desvio
0+ H padrao.  (*) representam  diferengas
Controlo 375 uM 500 uM estatisticamente significativas a p < 0,05.

(0 uMm)
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Também foi possivel verificar que as raizes das plantulas crescidas na situacao de
maior concentragao de Cr (VI) sofreram uma ramificacao exacerbada das raizes laterais,
deixando de ser possivel distinguir a raiz principal (figura 13).

Esta diminuicdo do comprimento da raiz contribuiu para o decréscimo da
biomassa total das plantulas, como referido anteriormente, sendo outro indicador do
efeito prejudicial do Cr (VI) no desenvolvimento das plantulas.

No caso da altura da parte aérea, como ¢é possivel observar no grafico 28 e na
figura 13, n3o se verificaram diferencas significativas (p < 0,05) em nenhum dos

tratamentos realizados, comparativamente ao sucedido no controlo.
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08 -+ ——— ——  Grafico 28 - Altura da parte aérea das
06 +—1 ' — ——  plantulas de S. nigrum na  situagdo
04 + i —— ——  controlo e sujeitas aos tratamentos de
02 + : L_- — ——  Cr (VD). As colunas representam a média
0 -+ — : .+ desvio padrio.
Controlo 375 uM 500 uM
(0 uMm)

Na figura 13 ¢é possivel observar uma fotografia obtida no final do tratamento com
estas concentragdes de Cr (VI), onde é possivel verificar a diferenga de crescimento
entre as plantulas sujeitas a concentragdes crescentes deste metal, indicando que o

Cr (VI) terd provocado alteracdes na fisiologia e morfologia das plantulas.

Controlo (0 pM) 375 uM 500 pM

Figura 13 - Fotografia comparativa
do crescimento das plantulas de
S. migrum na situagdo controlo e
sujeitas a concentragdes crescentes
de Cr (VI), apoés 30 dias de
tratamento com este metal pesado.
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Como os resultados observados nos ensaios com este metal sdo semelhantes aos
observados no caso do Cr (III), considerou-se também a concentracdo de 375 uM de
Cr (V]) como aquela a usar nos tratamentos prolongados e a concentragdo de 1000 uM
para os tratamentos de choque, de modo a verificar o efeito deste metal no crescimento
e desenvolvimento de S. nigrum, e também para os resultados de ambos os tratamentos

poderem ser comparados.

3.3.2. Avaliacdo do grau de stress imposto pela exposicdo de S. nigrum a Cr (VI)

Tal como o realizado nos ensaios com Ni e Cr (III), os ensaios de exposi¢do das
plantulas de S. nigrum a concentracdes elevadas de Cr (VI) decorreu em cultura
hidropoénica. Foram consideradas 3 situagdes, a situagdo controlo sem adi¢do do metal
ao meio nutritivo, um tratamento prolongado com 375 uM de Cr (VI), durante 4
semanas, ¢ um tratamento de choque com 1000 pM de deste metal, durante uma
semana.

Tal como se pode observar na figura 14, apds uma semana de tratamento com
1000 uM de Cr (VI), as plantas apresentavam deformacgdes e clorose foliar acentuada,
para além das folhas terem sofrido um elevado grau de abcisdo. Com efeito, a parte

aérea das plantas resumia-se ao caule e as folhas mais jovens.

Figura 14 - Fotografia obtida apés a semana de tratamento de S. nigrum com Cr (VI). A
esquerda ¢ possivel observar plantas controlo e a direita plantas sujeitas ao tratamento de
choque com 1000 uM de Cr (V).
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A avaliagdo do grau de stress imposto ndo foi realizada para este metal, tal como
descrito anteriormente para Ni e Cr (III), visto que as plantas sujeitas ao tratamento
prolongado morreram antes do final do tempo de exposi¢do e as plantas sujeitas ao
tratamento de choque ndo apresentavam, no final do tratamento, biomassa suficiente
para a avalia¢do dos biomarcadores de stress considerados.

Este efeito tdo nefasto provocado pela exposicdo das plantas a niveis elevados
com Cr (VI) pode estar relacionado com o facto deste metal ser muito mais toxico que o
Cr (III), uma vez que o transporte para o interior da planta ¢ efectuado recorrendo a
transportadores de sulfatos [89], o que faz com que haja competicdo entre o enxofre e
este metal pesado, o que levard a problemas no desenvolvimento da planta. Outro dos
factores que podera contribuir para este efeito toxico tdo acentuado € o facto, ja descrito
para outras espécies vegetais, de que o Cr (VI) maioritariamente acumulado nas raizes ¢
reduzido a Cr (III) sendo libertadas EROs neste processo, o que conduz a diversos
danos membranares ¢ ao nivel do DNA, que por sua vez poderdo culminar na morte das

plantas [14, 89, 102].

Um dos factos surpreendentes deste ensaio foi a constatagdo da semelhanga do
efeito destas concentragdes de Cr (III) e Cr (VI) no desenvolvimento das plantulas, onde
se verificaram efeitos prejudiciais similares nas plantulas expostas aos dois tipos de Cr,
e as diferencas no desenvolvimento posterior das plantas, onde se verificou um
crescimento normal das plantas expostas a Cr (III) e a morte das plantas sujeitas a
Cr (VI). Este dado sugere numa fase posterior de desenvolvimento as plantas adquirem
mecanismos de tolerancia (especificos?) para fazer face aos niveis elevados de Cr (III),
mas nao conseguem suportar uma concentracao elevada de Cr (VI), devido ao stress
oxidativo que este metal provocara em S. nigrum.

Devido a impossibilidade de repetir estes ensaios em tempo util, os estudos com
Cr (VI]) ficaram suspensos nesta fase e serdo retomados futuramente, recorrendo a uma

gama de valores de concentracao inferiores.
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3.4. Elaboracio de construcoes génicas para posterior silenciamento de

MTs especificas em S. nigrum

Como se verificou da analise dos resultados descritos anteriormente, a
acumulagdo de mRNAs da MT2c¢ parece ser induzida especificamente pelo Ni na parte
aérea das plantas expostas a este metal pesado, e por isso procedeu-se a tentativa de
obtencdo de plantas transgénicas com a expressao desta MT silenciada, de modo a que
fosse possivel verificar se a falta desta proteina afectava a tolerancia de S. nigrum ao Ni.
Para tal, recorreu-se a amplificagdo da regido 3’UTR desta MT, utilizando primers
especificos para esta regido, produzindo amplificados com 189bp. As bandas de
interesse presentes no gel de agarose utilizado para analisar os produtos de PCR
resultantes foram excisadas e purificadas, tendo o DNA obtido sido quantificado por

electroforese me gel de agarose, comparando-o a um padrao conhecido (figura 15).

o
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Figura 15 — Quantificacdo dos fragmentos de DNA purificados
relativos a regido 3’UTR da MT2c DNA em gel de agarose (0,8 %
(p/v)) por comparagdo com um padrao de fragmentos de DNA com

-~
- -

massas e tamanhos moleculares conhecidos — GeneRuler DNA
Ladder Mix (Fermentas, Lituania).

De acordo com estes resultados, o DNA obtido por PCR foi ligado ao vector
pTZ57R/T, e posteriormente utilizado para transformar células competentes de E. coli
DH5a. Os resultados das reac¢des de restricdo de rastreio dos DNAs plasmidicos
extraidos das coldnias de E. coli transformadas, portadores do fragmento de inser¢ao de

interesse, pode ser observado na figura 16.
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Figura 16 — Separagdo electroforética em gel de agarose
(1%) dos resultados das restrigdes com as enzimas
EcoRl e BamHI dos DNAs plasmidicos extraidos de
colonias de E. coli transformadas. M- GeneRuler DNA
Ladder Mix (Fermentas, Lituania). A seta assinala a
posicao da banda relativa ao fragmento clonado.

Com base nestes resultados, foi seleccionado o clone relativo a penultima pista do
gel anterior, e procedeu-se a nova extrac¢do destes plasmidios com um kit comercial e a
posterior quantificacdo em gel de agarose, cujo resultado pode ser observado na figura

17.

Figura 17 — Quantificacdo do DNA plasmidico portador da regido 3’UTR
do cDNA da MT2c, ap6s a sua extracgdo com um kit comercial, em gel
de agarose (0,8% (p/v)) por comparagdo a um padrdo de fragmentos de
DNA com massas e tamanhos moleculares conhecidos — GeneRuler DNA
Ladder Mix (Fermentas, Lituania).

Para assegurar que o DNA obtido nos procedimentos referidos anteriormente
possuia a sequéncia de interesse, procedeu-se a sua sequenciacao, cujos resultados sao

apresentados na figura 18.

Com efeito, ¢ possivel observar que o DNA amplificado contém a sequéncia da
regido 3’UTR que se pretendia amplificar, tendo-se utilizado o DNA obtido para
realizar uma reaccdo de ligagdo ao vector pG0229, previamente semi-preparado por
outro elemento da equipa de investigagdo onde este trabalho se inseriu, para
posteriormente transformar células competentes de E. coli DH5a (para uma melhor

percepgao da estratégia de clonagem utilizada consultar o Anexo III).
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TTAGCCTCACTAAAGGGACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTTTTTITTT
TTTTTTTTTTTTTTTTGAGCAATAGAATCAAACCCTTTCATTATCTTTGTTATTAATAAG
AATAACATTGTTTTGTAACACAGCATTGCCAAATCATAGACAATGTATAAGGCCTTGCTG
TATGAAAATACAATTCAACTGGCAAATAAACAGAAAAATAACAAGAGACAATCTACCCCT
ATAACTAAAAATTAACACAGGTGAAGTCGAAAGGGTCGTTCCACAATTCAATCTTTTCTC
CTATCCCAAATTGTGCAAACCAGAAACAAGCGATCCCCCGAGCCATCCATAGTAAAATGT
CTTCAAGGTTAACCGACGATGGTGGTTTCTGCGATCATGGAGGTAACGACGTATGGGTCC
ATATTTGAGGCTGGCCTTCTGTCCTCAAAGTATCCCTTGCCTGCCTTCTCTGTGTCTCTT
CCAACACGGACAGATGCACCACGGTTTGCAACCCCCCATTTGAAGGTGTTGATGTTGGCT
GTCTCGTGCTTTCCAGTGAGACGACGCTCATTGCCTTCACCATATGCAGCAATGTGTTCT
TTGTGCTTCAGGCCAAGCGACAGCAACGGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCT
AGATTGAGACCAAAATGTCTCTTGTTATATCAATTACTAGTATGTGTTTTTAATAAGACT
ACAAAGCTATTGAACTGATCATCTACAAATCTTTATTGCAAAGGTTTGTTTGATGTTTAT
TTCATGGTTTTTTATGTTTGGTTTTCTAAATCTCATTAGTTATGTTTGTATGAAGGAAGT
TGACATGGGCTTGAATCGGATCCGGGCCCTCTAGAACTAGTCAGATCTACCATGGTCAAG
AGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC

Figura 18 — Resultado da sequenciacdo do DNA plasmidico portador da regido 3’UTR do
c¢DNA da MT2c. Os primers utilizados na sua obten¢do por PCR encontram-se assinalados
a vermelho e a sequéncia de interesse salientada a amarelo. Toda a restante sequéncia
nucleotidica faz parte do vector de clonagem pTZ57R/T

Como se pode verificar pela andlise de restricdo representada na figura 19, todas
as colonias de E. coli obtidas possuiam o plasmidio pG0229 recombinante, contendo a

regido 3’UTR do cDNA da MT2c.

Figura 19 — Separacdo electroforética em gel de agarose
(0,8% (p/v)) dos resultados das restrigdes com as enzimas
EcoRl e BamHI dos DNAs plasmidicos extraidos de
colonias de E. coli transformadas. M- GeneRuler DNA
Ladder Mix (Fermentas, Lituania). A seta assinala a posi¢do
da banda relativa ao fragmento clonado.
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Devido a falta de tempo para obter S. nigrum transgénicas com a expressdo de
MT2c¢ silenciada, no final do procedimento de transformagdo de Agrobacterium
tumefaciens EHA105 foram colocadas a crescer varias das coldnias obtidas em meio
liquido, tendo as culturas resultantes sido conservadas com glicerol a 10-15%, a -80°C,

de modo a poderem ser utilizadas no futuro para conclusao deste procedimento.
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4. CONCLUSOES

A exposi¢do de S. nigrum a concentragdes elevadas de Ni provocou varios efeitos
deletérios no crescimento e desenvolvimento destas plantas, nomeadamente o
aparecimento de sintomas de toxicidade, como a redugdo do crescimento e clorose
foliar.

A exposi¢do prolongada, durante 4 semanas, a uma concentragao de 7,5 uM de Ni
provocou uma diminui¢do significativa da biomassa fresca e seca, ¢ da altura da parte
aérea das plantas sujeitas ao tratamento, tendo provocado também a diminui¢ao da
biomassa € do comprimento das raizes destas. Este nivel de Ni ndo provocou alteracao
significativa dos niveis de MDA quantificados nas raizes e na parte aérea das plantas
tratadas, o que sugere que nao terd ocorrido stress oxidativo pela exposicao das plantas
a este metal pesado. Tal ¢ corroborado por nao se terem verificado alteragdes
significativas nos niveis de clorofilas e carotenoides. Verificou-se um aumento
significativo do nivel de prolina livre existente na parte aérea das plantas tratadas, o que
poderda ser uma resposta das plantas a acumulacdo deste metal nestes tecidos,
prevenindo o dano oxidativo.

O tratamento de choque durante 1 semana com uma concentragdo de 100 uM de
Ni conduziu também ao aparecimento de sintomas relacionados com a toxicidade deste
metal pesado nas plantas, nomeadamente uma diminui¢ao do crescimento destas e um
aparecimento de clorose foliar. A imagem do sucedido na situagdo de tratamento
prolongado, a exposi¢ao a este nivel de Ni provocou uma diminuicao significativa da
biomassa fresca e seca, e da altura da parte aérea das plantas, mas provocou apenas a
diminuicdo da biomassa das raizes, ndo tendo conduzido ao decréscimo do
comprimento destas. Esta concentracdo de Ni levou ao aumento dos niveis de MDA
presentes nas raizes das plantas, indicagdo de stress oxidativo nestes tecidos,
acompanhado pelo aumento dos niveis de prolina livre existentes nas raizes, o que
podera ser um dos mecanismos que estas plantas desenvolveram para se protegerem dos
danos oxidativos provocados por este tipo de stress. No caso da parte aérea das plantas
ndo se verificaram alteragdes significativas nestes dois pardmetros, o que,
conjuntamente com a auséncia de alteragdes nos niveis de clorofilas e carotenoides,

sugere que nao terd ocorrido dano oxidativo nos tecidos fotossintéticos destas plantas.
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Estes dados em conjunto apontam para a tolerancia de S. nigrum a niveis elevados
de Ni, uma vez que estas plantas sobrevivem a uma concentragdo elevada deste metal
pesado, situagdo esta apoiada pela constatagao da acumulagdo do metal nos tecidos das
plantas sujeitas a ambos os tratamentos, maioritariamente a nivel radicular, embora o
nivel de metal acumulado ndo permita considerar esta espécie como uma
hiperacumuladora de niquel.

No caso do Cr (III), no final da exposicao das plantas aos tratamentos prolongado
com 375 uM e de choque com 1000 uM, estas nao apresentavam qualquer sintoma
visivel de toxicidade, ndo se verificando qualquer diferenga biométrica que permitisse a
distin¢do das plantas tratadas com o metal pesado das plantas provenientes da situagdo
controlo, apontando para uma tolerancia desta espécie a altas concentragdes de Cr (III).

Verificou-se também um aumento dos niveis de MDA quantificados nas raizes
das plantas sujeitas a ambos os tratamentos, ndo se tendo verificado qualquer alteragdo
na parte aérea das mesmas, o que indica que estes niveis de Cr (III) terdo apenas
provocado stress oxidativo nas raizes das plantas. Este dado ¢ apoiado pelo facto de nao
se terem registado alteracdes significativas nos niveis de clorofilas e carotenoides.
Apesar de se ter verificado um aumento do nivel de peroxidagao lipidica nas raizes das
plantas sujeitas a ambos os tratamentos, apenas foi observada uma acumulagdo
significativa de prolina livre nas raizes das plantas do tratamento de choque, sugerindo
que as plantas sujeitas ao tratamento prolongado terdo utilizado outros mecanismos de
defesa antioxidante. No caso das partes aéreas das plantas provenientes de ambos os
tratamentos, observou-se um aumento dos niveis de prolina livre, o que podera estar
relacionado, a imagem do descrito para o Ni, com a resposta das plantas a acumulacao
per se do metal pesado.

O conjunto destes dados apontam para a tolerancia de S. nigrum a niveis elevados
de Cr (III), tendo-se verificado também uma acumulagdo deste metal pesado nas plantas
tratadas, maioritariamente nas raizes, tendo o nivel de Cr (III) acumulado aumentado na
situagdo de tratamento de choque, relativamente ao observado nas raizes das plantas do
tratamento prolongado. Apesar desta capacidade de acumular Cr (III), o nivel de metal
acumulado, a semelhanc¢a do ocorrido com o Ni, ndo permite considerar esta espécie
uma hiperacumuladora de cromio (III). Estes dados permitem concluir que S. nigrum
nao hiperacumula Ni nem Cr (III), embora possa ser utilizada em processos de

fitorremediacdo, nomeadamente na fitoestabilizacdo destes metais, impedindo a sua
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lixiviagdo dos solos contaminados, ja que esta espécie consegue tolerar niveis elevados
destes dois metais.

Os ensaios exploratorios efectuados com Cr (VI) permitiram verificar a diferenga
de toxicidade entre esta forma e a forma trivalente, uma vez que as plantas expostas aos
tratamentos com Cr (VI) ndo sobreviveram ao stress provocado por este metal pesado,
indicativo de que estas plantas ndo conseguem suportar um nivel elevado de Cr (VI).

Observou-se que a acumulagao dos transcritos das MT2a ¢ induzida pelo Ni nas
partes aéreas e nas raizes, e pelo Cr (III) apenas nas raizes das plantas tratadas com estes
metais. O facto de se ter verificado uma acumulacdo dos transcritos das MTs deste
grupo nas plantas controlo sugere que estas poderdo estar envolvidas nos processos
normais de metabolismo destes metais, apontando para a participagdo das MT2a num
processo de defesa nao especifico de um determinado metal.

No caso das MT2b, ndo foi observada qualquer acumulacdo dos seus transcritos
em nenhum dos tecidos das plantas controlo e das tratadas com ambos o0s metais.

No que diz respeito as MT2c, verificou-se uma acumulacao dos seus transcritos
apenas na parte aérea das plantas expostas ao Ni, sugerindo um papel especifico deste
grupo de MTs na homeostasia do Ni, uma vez que o Cr (III) ndo induziu qualquer
acumulagio.

O padrao de acumulagdo dos transcritos das MT2d ¢ semelhante ao observado
para as MT2a, uma vez que esta acumulagado ¢ induzida quer pelo Ni, quer pelo Cr (III),
havendo também acumulagdo destes transcritos nos tecidos das plantas controlo. Este
dado parece indicar que estas MTs estdo envolvidas no metabolismo e homeostasia dos
metais nas plantas, assim como num processo primario de defesa a elevadas quantidades
de metais pesados, de um modo inespecifico relativamente a um determinado metal.

No caso das MTs do tipo 3, cuja acumulagdo de transcritos foi descrita como
sendo confinada aos frutos maduros, 6rgdo este que ndo se havia ainda desenvolvido
aquando dos ensaios efectuados, surpreendentemente observou-se uma acumulagdo
destes transcritos das MT3 na parte aérea das plantas expostas a Ni, principalmente nas
plantas provenientes do tratamento de choque, indicando o envolvimento destas MTs na
tolerancia de um nivel elevado de Ni, contribuindo para a tolerancia da planta a este
metal pesado.

Estes novos dados sdo muito importantes para o esclarecimento do papel dos
varios tipos de MTs na homeostasia dos metais, € espera-se que contribuam para

clarificar a informacao cientifica disponivel no que diz respeito a este tema.
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A semelhanga do Ni, o Cr (II) induziu uma maior acumulagio de mRNAs das
MT2a e MT2d, ndo se verficando uma indugao especifica de nenhum dos outros tipos
de MTs estudados, sugerindo que a tolerancia destas plantas a concentragdes muito
elevadas de Cr (III) podera estar também relacionada com outro grupo de MTs,
nomeadamente as MT1, descritas como especificas da zona radicular, onde se verificou
uma predominancia da acumulagdo deste metal pesado nas plantas estudadas, podendo
haver ainda participacdo de outros agentes quelantes, como os acidos organicos e as
fitoquelatinas.

Este trabalho permite, pois, apoiar a hipdtese da existéncia uma especificidade no
papel de determinadas metalotioninas, neste caso das MT2¢ e das MT3, na tolerancia e
homeostasia do Ni e, possivelmente, de outros metais com propriedades quimicas
semelhantes.

Como a acumulacdo de mRNAs da MT2c foi induzida especificamente pelo Ni na
parte aérea das plantas, iniciaram-se os procedimentos com vista a obter plantas
transgénicas com a expressao desta MT silenciada, de modo a verificar a contribui¢ao
desta proteina na homeostasia do Ni. Para isso foi elaborada uma constru¢do génica
contendo a regido 3’UTR desta MT clonada no sentido inverso sob o controlo de um
promotor constitutivo, tendo sido obtidas coldnias de Agrobacterium tumefaciens
EHA105 contendo a constru¢do de interesse, as quais foram perpetuadas, e serdo

utilizadas, no futuro, para concluir este procedimento.

Perspectivas futuras

Apesar da importancia crescente que a fitorremediagdo tem vindo a adquirir nos
ultimos anos, hd ainda uma grande lacuna no conhecimento dos processos fisiologicos
inerentes a esta tecnologia, nomeadamente no que diz respeito ao papel das
metalotioninas, que, como se constatou no presente trabalho, poderdo ser determinantes
na homeostasia de alguns metais pesados que contaminam o ambiente. Assim, o
conhecimento das fungdes com que cada grupo de MTs contribui para a tolerancia das
plantas a um dado metal ¢ fundamental para se desenvolverem técnicas de engenharia

genética com vista a maximizar a sua eficiéncia de utilizagdo para limpeza ambiental.
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No que diz respeito ao presente trabalho, a continuagdo futura destes estudos
podera passar, numa primeira abordagem, pela conclusdo dos ensaios com a forma
hexavalente do cromio, de modo a ser possivel comparar os efeitos nefastos provocados
pelo Cr (II) e Cr (VI) e determinar qual o nivel maximo desta forma metalica que
S. nigrum conseguira tolerar. Outra das tarefas a concluir sera a obten¢do de S. nigrum
transgénicas com o gene que codifica as MT2c silenciado, de modo a ser possivel
determinar até que ponto esta falta de funcao influencia a tolerancia ao Ni.

Outras futuras abordagens poderdo passar pelo estudo das MTs do tipo 1,
descritas como especificas da zona radicular, onde os metais estudados se acumularam
em maior quantidade, a fim de se tentar verificar o envolvimento deste grupo de MTs na
homeostasia do Ni ¢ do Cr. Também sera interessante realizar um estudo semelhante
com outros metais, nomeadamente um micronutriente como o ferro ou o cobre, e
verificar o envolvimento das MTs na homeostasia destes metais.

Esta ¢, pois, uma excelente aérea de investigacdo onde muito hd ainda para
explorar, com inimeros caminhos de investigacao possiveis, a fim de se poder potenciar
o uso eficiente da fitorremediagdo na limpeza de locais contaminados com este tipo de

poluentes, um dos principais problemas ambientais a nivel global.
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Anexos

ANEXOS

Anexo I — Composicao de solugoes utilizadas

- Tampao TAE 10x

Tris-base 400 mM
Acetato de s6dio 200 mM
EDTA (pH=8,0) 20 mM

Para preparar as solugdes de trabalho a 1x e a 0,25x faz-se a diluicao apropriada em

agua destilada.

- Tampao STET

Sacarose 8% (p/v)
Triton X-100 0,1%
EDTA 50 mM

Tris-HCI1 (pH=8,0) 50 mM

Esterilizar a solugdo por filtragao.
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Anexo II — Sequéncias dos primers utilizados
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1-

Primers utilizados para descriminar os diversos grupos de MTs e respectivas

temperaturas especificas de emparelhamento (TM)

MT2b Fwd 2 5’ - GGGATCCGATTATGTCTTG - 3’ (TM =46°C)
MT2b Rev = 5’ - ATTACCAGAAGCAGAGATGC - 3’

MT2c Fwd = 5’ - GATGTGGGATGTACCCTGAC - 3’ (TM =49°C)
MT2c Rev 2> 5° - GTTACAAGCCCATGTCAACTTC - 3’

MT3c Fwd 2 5’ - GTCGGACAAGTGTAGTAGTTG - 3’ (TM = 44°C)
MT3c Rev = 5’ - AGACCAAAGAGACAGACTAGAG - 3’

MT2ab Fwd = 5’ - GCTGTGGAGGATGCAAGAT - 3’ (TM = 50°C)

MT2ab Rev = 5’ - CTTAGAGCAAGTGCAAGGGTTAC -3’

MT2cd Fwd =2 5’ - GATGTGGGATGTACCCTGAC - 3° (TM =49°C)
MT2cd Rev 2> 5° - GCAGTTTGATCCACATTTGC - 3’

MT3 Fwd =2 5 - TGCTGATGTCAGCCAATG -3’ (TM = 48°C)
MT3 Rev > adaptador R9

Primers utilizados para amplificar a regidao 3’UTR das MT2c e respectiva

temperatura especifica de emparelhamento (TM)

MT2c 3’UTR Fwd = 5’ - CAGAGATCGAAGAAAATAGTGTGTG - 3’
MT2c 3’UTR Rev 2 5" - AAGCAGAGATGCTCGTGTTAC - 3’

T™ =45°C

Adaptador R9

R9 2 5’ - CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGC - 3’

Primer M13 rev (-29)

M13 ver (-29) 2 5° - CAGGAAACAGCTATGACC - 3’



Anexos

Anexo IIT — Mapa do plasmidio pG0229 final para o silenciamento da

expressio do gene que codifica a MT2c¢
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Figura 20 — Mapa do plasmidio pG0229 final obtido para futuro silenciamento do gene que
codifica a MT2c. A seta laranja representa o promotor constitutivo 35S do Virus do Mosaico da
Couve-flor (CaMV), a linha amarela representa a sequéncia 3°UTR da MT2c clonada no sentido
inverso e a seta rosa corresponde ao fragmento de DNA correspondente ao sinal de
poliadenilagdo do cDNA que codifica a isoenzima citosélica da glutamina sintetase de Solanum
tuberosum L. (Stgs1b) [97].
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