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RESUMO

Plantulas de crotalaria crescidas em meio hidropdnico por uma semana foram submetidas
a concentragdes de 0 mM, 0.2 mM e 2.0 mM de CdCl,. Foram analisados parametros de
crescimento e atividade de enzimas antioxidantes. Foi verificado, tanto na parte aérea quanto nas
raizes uma diminui¢do no crescimento comparado com o controle, em fun¢do do aumento do
tempo de exposicdo ao CdCl,. Foram analisadas as atividades da catalase (CAT) e glutationa
redutase (GR), para as quais foi observado uma tendéncia semelhante de aumento na atividade
principalmente na parte aérea. Uma terceira enzima, a superéxido dismutase (SOD) a qual
catalisa a dismutagdo do O,- a H,O,, também foi analisada na presenca do CdCl,, mas ao
contrario do ocorrido com CAT e GR nenhuma altera¢do expressiva foi observada. Neste estudo
diversas espécies de crotalaria também foram analisadas para variabilidade de isoenzimas de
SOD na auséncia do metal. Foi observada uma grande variacdo nas classes e nimero de
isoformas. As isoenzimas mais freqiientes entre as espécies foram a Mn-SOD e a Cu/Zn-SOD,
mas apenas uma Fe-SOD foi identificada. Além disso, a andlise dos coeficientes de similaridade
para diversos outros sistemas isoenzimaticos, mostrou uma variacdo de 49 a 78%, tendo sido
observado principalmente a formacdo de dois grandes grupos. Os resultados obtidos, indicaram
que as espécies de crotalaria apresentam um bom potencial para estudos futuros envolvendo
variabilidade genética para caracteristicas agrondmicas e também em estudos relacionados ao

estresse oxidativo.



ABSTRACT

Seedlings of crotalaria were grown in a hydroponic medium for a week period in the
presence of 0 mM, 0.2 mM and 2.0 mM of CdCl,. Shoots and roots exposed to CdCl, treatment
exhibited growth inhibition with a more pronounced effect with increase in CdCl, concentration
and time of exposure. The enzymes catalase (CAT) and Glutathione reductase (GR) were
anlysed and showed a similar behaviour, with an increased activity mainly in the shoots. A third
enzyme, superoxide dismutase (SOD) wich catalyses the O,™- dismutation to H,O,, was also
analysed in CdCl, treated seedlings and any expressive changes were observed Furthemore, in
this study several distinct crotalaria species were also analysed for SOD isoenzyme variability
and large variation in isoenzymes types and number was observed. The more frequent isozymes
observed among species were Mn-SOD and Cu/Zn-SOD, but only one Fe-SOD was identified.
In addition, analysing the similarity coefficients for several other enzymes systems, coeficients
ranging them 49% to 78% were observed. The results obtained indicated that crotalaria species
have a good potential for further studies envolving genetic variability for agronomic traits and

also in studies related to oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 O género Crotalaria e sua importancia

A tribo Crotalarieae, centrada no Sul da Africa, atualmente é representada por 11
géneros, alguns dos quais irradiaram-se para a regido do Mediterraneo e India, Australia ou
América do Sul (Filliettaz, 2002).

O género Crotalaria é um dos maiores dentro da familia Leguminosae, com cerca de
600 espécies distribuidas pelos tropicos e subtrépicos € o unico representante da tribo na
América do Sul. O género estd divido em oito secdes botanicas de acordo com
caracteristicas morfoldgicas, especialmente da flor. Algumas espécies de Crotalaria sdo de
importancia agricola, sendo as mais importantes C. juncea, C. paulina, C. stipularia e C.
spectabilis, respectivamente, as quais sdo usadas principalmente na adubacgdo verde,
producdo de papel fino e corda (Mondin, 2003).

Muitas espécies sao altamente toxicas, contendo alcaléides pirrolisidinicos causadores
de hemorragias internas e lesdes hepdticas (Gentchujinicov, 1976), mas de acordo com
varios autores, sua toxicidade apresenta-se apenas quando se encontra em fase de
frutificacdo, podendo ser usada como forrageira durante a fase vegetativa (Giurnos, 1985).

As espécies deste género possuem uma grande capacidade de colonizagdo de dreas
perturbadas, ocorrendo em vérios tipos de ambientes. Consideradas invasoras, pois sao
plantas cujas populacdes sao capazes de se introduzir em habitats cultivados ou ocupados
pelo homem, desvalorizando ou substituindo potencialmente as populagdes residentes, que

sdo plantas cultivadas ou de interesse ecolégico (Navais, 1991).



1.2 Os metais pesados e o estresse oxidativo

A poluicao ambiental por metais pesados € um dos problemas mais sérios encarados
atualmente pela humanidade (Fernandes & Henriques, 1991). Fertilizagdes com lodo de
esgoto e adubos fosfatados, efluxos das inddstrias e minérios, encontram-se entre as
principais causas de poluicdo por metais pesados (Galli et al., 1996). A entrada destes na
cadeia alimentar de animais e do homem tem inicio principalmente através de sua
bioacumulacdo nas plantas (Cieslinski et al., 1996).

De uma forma genérica, os niveis excessivamente altos de metais pesados
diminuem o crescimento das plantas induzindo uma gama de alteracdes metabdlicas
(Chongpraditnun et al., 1992).

A exposi¢ao da planta a uma extensa cadeia de poluentes incluindo metais pesados,
drogas e outras toxinas, e uma série de metais de transi¢do, tais como o Cu e o Fe, produz
radicais livres altamente reativos (Hendry et al., 1992). Entre estes, estd o radical
super6xido (O;), uma espécie de oxigénio ativo que € produzido pelos sistemas de
transporte de elétrons na mitocondria e cloroplastos (Ushimaru, 1995).

Estas espécies citotoxicas de oxigénio podem causar sérias alteracdes no
metabolismo normal, através da danificacdo dos componentes celulares (Chaoui et al.,
1997). Estes radicais livres estdo também relacionados com a determinagdo de tolerancia e
susceptibilidade da planta a uma série de metais pesados (Hendry et al., 1992).

Para aliviar os danos causados, as plantas apresentam uma série de mecanismos de

defesa, os quais incluem na sintese de compostos antioxidantes nao-enzimaticos, como O-



tocoferol e carotenoides e anzimaticos, como SOD, CAT e GR entre outros (Smirnoff,

1993; Prasad, 1995).

1.2.1 Super6xido dismutase

A enzima SOD (super6xido dismutase) catalisa a dismutacdio do O,- a H,0,,
apresentando-se na forma de isoenzimas (Bowler et al., 1992 e Voet & Voet, 1995). Estas
metaloenzimas multiméricas tém sido classificadas em trés grupos de acordo com o
componente metdlico de seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn), manganés (Mn) ou ferro (Fe)
(Scandalios, 1993). A Mn-SOD, normalmente localizada na mitocdndria, € resistente ao
KCN e ao H;0,, a Cu/Zn-SOD, localizada nos cloroplastos, é inativada por KCN e por
H,0,; e a Fe-SOD, também associada aos cloroplastos, € resistente ao KCN e inativada por
H,0,. As Cu/Zn-SODs e algumas Mn-SODs e Fe-SODs de procariotos sdo diméricas,
enquanto as Mn-SODs das mitocondrias e de algumas bactérias terméfilas sdo tetraméricas
(Scandalios, 1993). As isoenzimas da SOD sdo ubiquas em organismos aerdbicos,
anaerdbicos aerotolerantes e alguns anaerdbicos obrigatdrios, protegendo-os contra os
danos oxidativos através da remog¢do do radical O,™-. Estas enzimas sdo codificadas no
nicleo e entdo transportadas para seus locais organelares por meio de seqii€éncias marcadas
com NH, terminais. S3o as unicas enzimas cujas atividades determinam as concentracdes
de O, e H,0,, os dois substratos da reacdo de Haber-Weiss que origina os radicais OH' e
provavelmente por isso, as SODs representam o mecanismo de defesa central dos

organismos vivos (Bowler et al., 1992 e Alscher et al., 1998).



1.2.2. Catalase

A catalase descrita em 1901 por Loew (Frugoli et al, 1996), ¢ uma enzima
tetramérica que contém grupos heme e é encontrada em todos os organismos vivos. Devido
a sua ampla distribui¢do e capacidade de degradar rapidamente o peréxido de hidrogénio,
foi proposto por varios pesquisadores que a CAT desempenha um papel fundamental nos
sistemas que capacitam os organismos a viverem em ambientes aerdbicos (Mallick &

Mohn, 2000).

CAT
2 H,0O, EE—— 2H,0+ 0O,

A CAT € a Unica entre as enzimas degradantes de H,O, que ndo consome
equivalentes redutores celulares e possui um mecanismo muito eficiente para remover o
peréxido de hidrogénio formado nas células sob condi¢cdes de estresse (Mallick & Mohn,
2000).

Existem trés tipos distintos de isoenzimas de CAT identificadas (CAT1, CAT2,
CAT3) (Scandalios, 1993). Em plantas a CAT1 ¢ responsédvel por 80% da atividade total
desta enzima e estd localizada no interior dos peroxissomos, sendo responsavel pela
transformacao do H,O, produzido na fotorrespiracdo em H,O e O, (Willekens et al., 1997).
A CAT2 € encontrada nos tecidos vasculares. A CAT3 estd localizada no mesoéfilo das
folhas (Scandalios, 1990). Em plantas, as CATs concentram-se no citoplasma,
principalmente nos peroxissomos de folhas e glioxissomos de tecidos que armazenam
lipideos, com excecdo da CAT3 de milho e da CAT de algumas algas verdes que sdo
mitocondriais, embora esta ultima ainda ndo tenha papel fisiolégico totalmente
compreendido (Skadsen et al., 1995; Frugoli et al., 1996; Iwamoto et al., 1998).

Virias condi¢des ambientais podem alterar a atividade da CAT, por exemplo, em
um procarioto simbionte fotossintético, Prochloron sp., a atividade da CAT foi diretamente

proporcional a irradiacdo com ultravioleta (Lesser & Stochaj, 1990). Por outro lado, a



mudanga na temperatura afetou da mesma forma a atividade da catalase em cianobactéria

Synechocystis (Rady et al., 1994).

1.2.3 Glutationa redutase

A glutationa reduzida (GSH), é um importante metabdlito no combate as EAOs
(especificamente O, e H,0,) via o ciclo Halliwell-Asada. Para a regeneracdo de GSH, a
partir da sua forma oxidada (GSSG), a enzima chave € a Glutationa Redutase (GR) (Lee et
al., 1998; Lea et al., 1998).

A enzima GR (NADPH: glutationa oxidada) € de ocorréncia quase universal, sendo
amplamente distribuida entre procariotos e eucariotos, desde bactérias heterotréficas e
fotossintetizantes até plantas e animais superiores (Creissen et al., 1994). Em folhas de
ervilh, a GR encontra-se presente no cloroplasto, mitocondrias e compartimentos celulares
(Edwards et al., 1990). A GR contém um grupo prostético flavina adenina dinucleotideo
(FAD) transferidor de elétrons que catalisa a redu¢do dependente de NADPH da GSSG
para GSH (Creissen et al., 1994; Voet & Voet, 1995), conforme a seguinte reacio:

NADPH + H* NADP"*
QA

G
GSSG » GSH

1.3 Justificativa para o estudo do estresse induzido pelos metais

Muitos estudos tém sido dedicados a avaliacdo da interferéncia dos metais pesados
com um nimero de processos fisioldgicos associados com o crescimento normal e
desenvolvimento das plantas. No entanto muito pouco se conhece sobre os efeitos adversos
destes metais como fatores de estresse oxidativo, € nos trabalhos existentes ainda existem

controvérsias (Chaoui et al., 1997).



Os mecanismos pelos quais os metais pesados s@o distribuidos e retidos nas plantas
ndo estdo completamente esclarecidos (Casterline JR & Barnett, 1982). Particularmente
neste estudo, em funcdo da pouca informagdo disponivel sobre os efeitos dos metais
pesados em Crotalaria envolvendo enzimas antioxidantes, optamos por utilizar diferentes
variedades da mesma para avaliarmos as respostas fisiologicas causadas pela exposi¢do a

estes metais.

1.4 Os sistemas isoenzimdticos no estudo de filogenia

A utilizacdo de isoenzimas como marcadores moleculares e genéticos vem sendo
empregada com grande sucesso, em diversos trabalhos nos quais se estuda a diversidade de
germoplasma ou mesmo de populacdes naturais por meio de marcadores moleculares de
DNA (Freitas, 2000).

A andlise de isoenzimas por eletroforese representa uma metodologia ttil para
determinar a diversidade genética em plantas, porque a neutralidade seletiva para locos
isoenzimaticos pode ser assumida em muitos casos, e portanto elas proporcionam uma
medida de relacionamento entre os cultivares que ndo sdo capazes de ser alterados
significativamente por processo de selecdao experimental (Resende et al., 2000).

A determinacdo do sistema reprodutivo por meio de marcadores isoenzimaticos
possui trés vantagens em relacdo a determinagdo por marcadores morfolégicos: 1) As
isoenzimas tém heranca codominante; 2). muitos locos isoenzimdticos sdo altamente
polimérficos na maioria das populagdes; 3) as isoenzimas possivelmente nao estdo sujeitas

a forcas seletivas (Silva, 2000).



A variagdo de isoenzimas tem sido estudada para determinar o relacionamento
genético de 269 cultivares de Diascorea alata desde o Sul do Pacifico, Asia, Africa e
Caribe (Lebot et al., 1998), para classificar cultivares Japoneses (Colocassia esculenta (L.)
Schott) (Isshiki ef al., 1998) e para caracterizacdo e diversidade genética de cultivares de

capim elefante e seus hibridos com mileto (De Freitas et al., 2000).

2. OBJETIVOS

Determinar as respostas induzidas pelo metal pesado em Crotalaria sp,
principalmente focando o sistema antioxidante e utilizar os resultados para possiveis
aplicacdes no ambito do monitoramento ambiental como perspectiva e avaliar o potencial
da mesma como bioindicadora da polui¢do. Além disso, baseados na literatura (Resende et
al., 2000) procuramos utilizar vérios sistemas isoenzimdticos para determinar a filogenia
entre dez espécies de Crotalaria e identificar possivel variabilidade genética que possa ser
explorada futuramente visando identificar e entender melhor os mecanismos que conferem

tolerancia ou susceptibilidade.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ARTIGO 1
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Abstract

The effects of the heavy metal Cadmivm (Cd) on the growth and the activibes of the anbioxidant enzymes, catalase
(CAT, EC 111161 superoxide dismutaze (SOD, EC L1511 and glutathione reductase 0GR, EC 164,21 have
been investigated n Crotalaria juncea seedlings. Concentrations above 0.2 mM CdClz were shown to inhibit
strongly the growth of rools and shoots, Cd was shown 1o sceamulate 1o very high concentrations in the roots,
whilst in the leaves, the maximum concentration obtained following teatment with 2 mM CdCl, was only 6% of
that determined in the roots. Although CAT achivity did not exhibil any major vanation in the roots following CdCls
treatment, 2 mM CdCl imduced a &-fold mnerease in activity in the leaves when compared 1o the untreated control.
Non-denatuning PAGE gels stamed for SO actovity revealed four 1socnzymes. two Mu-50D and two Codffn-
SO0, The resulis observed for SO were different of those ohserved for CAT actreiy, sinee i both, leaves and
roots, no significant changes m the wotal actvity or of the Tour 1soeney mes were observed [ollowing the treatment
with CdCl, GR activity exhibited a sumilar patbern of that of CAT activity, The concentration of 2 mM CdCl;
widuced a small nerease mactivity in the roois after 48 h of exposure, whereas in leaves a 7-fold inerease in GR
activity was detected al'ter 48 hrexposure to 2 mM CACL. The results suggest that in © famcea the reacive oxyoen
specics (ROS) induced by Cd, are metabolised by CAT in the perosisomes. In the case of GR activity, the merease
observed in the leaves suggest thal GR s also playing a mole m the detexification of Cd-induced ROS possibly via
the glutathione-ascorbate cycle.

Abbreviations: Cd — cachmivm; CAT - catalase, GR - glutathione reductase; BOS — reactive oxygen species; SO0
— superoxide dismubase

Introduction o mumng (Lombi et al, 20005 Within the cell sys-

tem, Lhe concentration of Cd can be decreased, thus

The heavy metal cadminm (Cd) 1= not an essential m-
tricnt for plants and 1t 15 normally tese, with the clear
exception of certain hyperaccumulator planl species
(Schickler and Caspi, 19997, Cd can accumulate in
the top soil moarcas of agricultural land which have
been subjected to sewuge sludge application ( Lombi
et al., 20000 and the concentrations can be very high
(1006000 mg Ke™! dry weight) in arcas subjected

FAK Mo 1934336706,
E-mail: mnzoved @ carpa.aag nausp.br

avording direct damage to the plant Ussue by a group
of peptides wermed phytochelatins, which may hind
Cd and other heavy metals (Bruns et al., 2001; Gnrll
etal., 19871 Phytochelatins are strocturally related 1o
elutathione and the sulphur atom of cysieine is ahle 1o
bind Cc (Harada et al., 2001; Hifgen et al., 20015,
In general, plant growth and the net pholosynthetic
rate n the presence of Cd have been shown (o be s1g-
nificantly reduced. even at lesw concentrations of the
metal {Boussama et al., 1999 Khodsar et al, 20015,
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whereas leal senescence 15 accelerated (Siedlecka and
Kmpa, 19993, Moreowver, Cd can also inhibit the activ-
ity of several groups of enzymes such as those of
the photosynthete Calvin eyele (Stevens et al., 19977,
nitrogen metabolism (Boussama et al, 1999a.h; Ku-
mar and Dubey, 1999, sugar metabolism { Verma and
Dubsey, 20013, and sulphate assimilation (Lee and
Leustek, 19999, The concentrations of betaine, putres-
cine and spenmine have been shown to be differently
affected by growth of plants in high concentrations of
Cd and other heavy metals, suggesting a protection
agamnst metal-mduced oxidative stress by polyamines
{Bergmann et al., 2001; Groppa et al., 2001, Cd
has also been shewn 1o induce lipid peroxidation and
chlorophyll breakdown in plants (Somashekaraiah et
al., 1992%, indicating the production of mactve oxy-
gen species (ROS) Funher evidence of ROS gener-
ation nduced by Cd has been obtaned through the
detection of new isoenzymes of pemxidases CTahhl et
al., 1999 Wan Assche and Cliysters, 1990},

KOS such as superoxide (-7, hydroxyl radicals
(OH) and hydrogen perceide (H2Ox 0 are produced
naturally during cell metabolism in processes such as
photosynthesis, pholorespiration (Foyver and Noctor,
20000, faty acid oxidation and sencscence (Vikdria
et al., 20011, ROS can also be induced by extemal
stresses such as exposure 1o gaseous pollutants, herb-
icides, pathogen attack (Grant and Loacke, 20000},
extreme temperatures and drought (Noctor and Fover,
| 998,

e 1o these large number of processes that pro-
duce ROS, plants have evolved a series of detoxific-
ation reactions, which are located in distnet cell or-
ganelles. Ho0s Tormed durng photorespiration by the
conversion of glycolate into glyoxylate (Kendall et al.,
19831 can be decomposed into Hz2 O and Oz within the
peroxisome, by catalase (CAT, EC 111163, which
does nol require an additional substrate (Scandalios,
196945, The scavenging of HzOz in other cell com-
partments depends on distnet peroxidases that use o
reduced substrate for activity, Plant glutathwone per-
oxidases (EC 1.11. 193 which can degrade Hz0h have
alse been recently reported (Mullineaux et al., 20000,
Ascorbate peroxidases (EC LI 111 use ascorbate
as a reducing substrate and have been shown 1o be
locahzed in several cell compartments such as chloro-
plasts, the cytosol and microbodies (Compas et al.,
2001: De Leonardis et al, 2000; Noclor and Foyer,
19987, Glutathione reductase (GR, FC 1.6.4.2) can
be located in the chloroplast, eytoplasm and mito-
chondria of higher plants (Stevens et al., 19971 and 15

imvalved in the breakdown of HaOh via the ascorbate-
glutathione eyele {Noctor and Foyer, 19981, exhibiting
changes in actvity Tollowing the applicaton of emvir-
onmental stresses (Azevedo et al, 1998; Pilon-Smits
el al., 2000],

The dismutation of superoxide mio HyO; and O
by superoxide dismutases (30D, EC 115111 has
been extensively studied (Bowler et al., 19921, Three
classes of SOD have been observed i plants, cyoso-
lic and chlomplastic Cu-Zn/S0Ds, a chloroplastc
Fed 30D and a mitechondrial Mo/S0D, of which the
former two have been shown to be regulated by oxad -
alive stress CAsevedo et al., 1998; Klichenstemn et al.,
[ENR

Recent reports on the mesponses of plant anticsid-
ant enzymes o Cd and other metals, have mdicated
several distinet patterns, which varied according to
the species and tissue analysed (Cardeso et al., 2002;
Cuypers et al., 2000; Perretra et al., 2002; Fomazicr et
al., 2002, Gallego et al., 1999; Hegedus et al., 2001;
Schickler and Caspi, 1999; Yiwiria et al., 20001). The
aim of this study was to mvestigate the changes in
activities of the antiosidant enzymes, CAL SOD and
GRE in the leaves and moots of ©. juncea, a legume
plant species used as a compost (green fertihzer), in
response o increasng concentrabions of Cd.

Materials and methods
Plant matenal

Seeds of Crotalaria funcea were obtmined from the
seedd bank of the Instituto Agronémico de Campinas,
Campinas, Brasl.

Growth and Cd exposure

Seeds of C. juncea were germinated in a growth cham-
ber under controlled emvironmental conditions (60—
B0 relative humidity, 25-27 “C temperature and a
&8 h light!/dark photoperiod at 350 gmel m™2 s~
for 7-d. At the end of this perniod, seedlings of ap-
proximately the same size were selected and grown
for a futher 96 h period in 1.5 1 pols contaming
Hoagland's nutrient solution to which had been added
two CdClh concentrations (0.2 and 2 mM), plus the
untreated control, Leaf and root samples were harves-
ted periodically during the experiment, leal and root
growth was reconded and the samples were frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C, prior to eneyme
exlraction.
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The expermental design was a mndomized com-
plete block with treatments arranged as individual
pols, with five plants per pot, cach repheated 4 tmes.
Data were statistically analysed within each experi-
ment and the results expressed as mean (£ SE) of
four independent replicates for anboxidant enzymes
activily measurements.

Cd accummlation

The aceumulation of Cd n O juncea leaves and roots
was analysed as described by Vitdria et al. (2001 a
inductvely coupled plasma mass spectrometer (ICP-

MS).

Enzvme extraction

Enzyme extractions were camied out at 4 “C. Frozen
plant tissues were ground 1o a fine powder e liguid
nitrogen in a pestle and mortar and extracted at a mtio
1:3 fwdvd fresh weight o extracton buffer ©100 mb
potassium phosphate buffer [pH 7.5] containing 1 mM
EIFTA, 3 mM DT and 3% [wiv] msoluble PYPP.
The homogenate was centrifuged at 10000 = g for
A0 min and the supernatant kept stored in separate ali-
quots at —80 “C o be used for CAT, GR and 50D
analyses, Protein was estimated by the method of
Bradford (19761, using BSA as astandard.

Enzvme assays

CAT acovity was assayed spectrophotometrically at
25 °C as desenbed by Chaparro—Giraldo et al. (20007
using an assay mix ure compnsing 1 ml 100 mM po-
tasswm phosphate buffer (pH 7.50 and 2.5 gl HaO-
{30% soluton) prepared immediately before use, The
reaction was started by the addition of 15 ul of plant
extract and activity measured by monitoring the de-
eradation of Ha(: at 240 nm over | min, against a
plant extract-free blank.

GR activity was assayed spectrophotometrically
at A0 *C as described by Barata et al. (20003 in
a maction mixture consising of 3 ml 100 mM po-
tasswm phosphate buffer (pH 7.5 containing | mM
5,5"-dithiobis( 2-nitrobenzoic acid), | mM oxidized
glutathione and 0.1 mM NADPH. The reaction was
initiated by the addition of 50 g1 of plant extract. The
rale of rduction of cxidized gluathione was [ollowed
by momitoring the inecrease m absorbance at 412 nm
over 2 min.

CAT and SOI activity staining

Electrophoresis was camied out undernative condition
in 5% and 8% polyacrylamide mini-gels for CAT and
SOD activity staming, respechively. Electrophoresis
munning concitions were as descrbed by Vitdria e al.
{2001 and buffers and gels were prepared as described
by Laemmli (19705 lacking S8, Equal amounts of
protein (40 pad were loaded on to each lane.

CAT activity was also assayed n natve PAGE gels
as deseribed by Woodbury et al. (19710 Gels were m-
cubated m 0.003% HaOs for 10 min and developed in
a 1% (wiv) FelCly and 1% (wiv) KiFe(CNg) solution
foor 10 min.

SOD activity was determined on native PAGE gels
as deseribed by Beauchamp and Fridovich (197 1) and
modified by Azevedo et al. (1998 The gels were
rinsed i distilled-deiomized water and incubated in
the dark for 30 min at room temperature in an assay
mixture contaimng 30 mM potassinm phosphate bulfer
(pH 7.8 1 mM EDTA, 0.05 mM rbofovin, 0.1 mM
nitroblue tetrazolium and 0.3 (vl N NN N"-
tetramethylethylenediamine (TEMED). At the end
of this period, the gels were rmsed with distilled-
deonized water and placed in distilled-deionized wa-
ter and exposed on a hight box For 53-10 min at room
temperature until the development of colourless bands
of 50D actvity in a purple-stained gel was visible,
The reaction was stopped by transferrng the gels 1o
6% ivivi acete acid. Bovine SOD (Sigma Chemical
Co.d was used a5 o posibve control of 50D activ-
ity in all gels. SO 1socnzymes were visualized and
classified as described previously by Azevedo et al.
{19987 by meubating gels for 20 min in solutions con-
tainmg 2 mM KCN and 5 mM Hz0;, separately and
then meubating in the SO reaction mixture as above.
The pre-treatment of the gels in HyOs and KCN be-
fore SOD staming allowed the classification of the
SOD inte CofZn-500, Fe-50D or Mn-501) isoen-
aymes, Mn-S0D 1= resistant to both inhibitors, the
Fe-S0D 1soenzymes 15 resistant to KCN and ihibied
by Hz0, and CudZn-500 15 imhibited by both mhib-
tors, The concentration of protein loaded onto the gel
was inereased to 130 pg m order o identify any minor
SOD isoenzymes.

11
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Gty of C. uncea seedlings in C4CI;

Prehminary experiments with several different con-
centrations of CdClz (005, 0.1, 0.2, 0.5, | and 2 mW
were camied oul to determine the doses of CdClz
which cause inhibibon of growth (data not shown
Based on these early tesis, futher experiments were
camried out for periods up 1o 96 b using two concent -
tions (0,2 and 2 mMof CdClz. Reot and shool length
were measured al 12 hointervals, 1L was observed thal
hoth concentrations strongly inhibiled the growth of
the seedlings dunng the period of the experiments
{Frgure 1,
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Fignre 2. Ud secumulation in € jueces soedlings, Cd concentin-
tions were daermined in the leaves (&) and wois (B of planis
grownover o 969 hpeniod, Control O mAf CdCy (20, 0.2 ma CaClz
o dand 2 mM CdClz (&)

Cd accumulation in roois and leaves

The Cd concentration m the moots and leaves was de-
temmined for the C. pmeea grown m the presence of
(0.2 and 2 mM CdCl for 96 h (Figure 20, In the moots,
there was 4 massive, approximately linear increase in
the concentration of the Cd detected. over the four
time points for the 2 mMd CdClz reatment, but the
conceniration following the 0.2 md treatment. did nol
increase comespondmgly during the 96 b period. In
the leaves, an increase n the concentration of Cd was
nol definitely detectable in the 2 mM CAClz treatmeni
bl 48 hr alter the commencement of the expen-
ment, and after 72 h the concentration values remained
constanl.
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Figune 4 The specilic activity of CAT (gmol min 1 mg L probsing
i the lemves (A and roote (B of O fprecee seedlings groan fora 56
h prettad e concentimbions of CdCl . Contrel zen 00, 002 mA
i and 2ot ko,

CAT aciiviry

Changes i CAT activily alter exposure to 0.2 and
2 mM CdCly were determmed for up o 96 b, CAT
activity 1 the leaves of control and 0.2 mld CdCl:
treated plants exhibited o stmilar pattem up to 48 b of
treatment, when there was a small merease in activity
at 0.2 mM CdCl afier that time (Figure 345 On the
other hand, 2 mM CdClL induced a 6-lold increase
i activily when compared 1o the control afler 48 h
of treatment, which remaned relatively constant afler
that time (Figure 3AY), CAT actvity i roots did not
exhibit any major varation following treatment with
CdCls, during the time of the experiment (Fipure 331,

1 2 3 4 5

Figure 4. Activity staining [olloeding PAGE for CAT of extmcs of
. pmeea leaves (A and moots (B grown for incrensing: times in
2mM CilCla. Lane L CAT activity stavedard fiom bovine lver: lane
2, comtme] O by lone 3, 24 by lane 4, 48 h; lane 50 72 h 4D g oof
praban from lemves and rools was loaded onte coch gel Lane.

These results were partially conhirmed by assaying
leafl and oot somples ex posed to 2 mM CdCl Tor CAT
activity, following non-denaturing PAGE. Three bands
ol CAT acovity were ohserved in untreated leives and
raots (Flgure 40, In leaves. a clear nerease in Lotal
CAT actely was verthed [ollowing treatment with
2 mM CdCly iFigure 440, Although one major and
two mimer bands of CAT activily were prescnt [ol-
lowing staining ol leal extracts, all three soenzymic
bands seemed to increase following CdCl treatment.
In roots, there was a dramatic decrease in the intensity
af the main CAT band (Figure 483, However, alier
24 h of treatment (Figure 48, lane 33, this reduction
of CAT activity wus concwrent with the appearance
of al least oo new bancds of CAT actovity o mols
exposed o CdClz (Figure 4B), which had a greater
electrophoretic mobality,
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1 2 3 4 5

Figune 5. Aciivity stmning folloaing PAGE for SO0 of caimcts of
. jmwvez leaves (A) and moals (B proan for inceasing fimes in
2mM CdCla. Lane 1. SO0 sctivily stundaid from bovine Iver: lune
Z,contral B h, e 3,24 b lane 4,48 b lone 5,72 h, Forvy g ol
prodcin from lemees and moois was loadod onio cech gel Lane.

A B C

Figure . Extracts of O fwnces oves contnining 150 gg of proicin
were loaded anio o mon-densiuring gel and sinned for indiadual
SO0 soenaymes, (A control SO0 activity sinioing, (5 ) plus 2 mobf
KON and (3 plos 5 msf 05, Bsoenzames [and Hwene clmsified
s Mn-500, wherens the izoenzames 1 aod 1V aeere classified @
Cuffn-500

SO} activine

The plant extracts {leal and rools sanples exposed 1o
2 mM CdClz ) used for CAT activity staming were also
used for detection of SOD followng PAGE, Three
clear 80D soenzymes were observed in the control
and following CACL weatments (Figure 51 The res-
ults obtamed were different from those ohserved for
CAT actvity (Fioures 3 and 43, since in both tissues,
leaves and rools, no significanl changes n the activity
ol the three SOD soenzymes, were observed during
the treatment with CdCly (Figure 5). Futhermore,
the appearance of new SO iseenzymes was nol ob-
served (Figure 31, In a separate sel, 150 up prolein
was loaded in order to classify the SOD isocnyymes.
Une extra minor SO0 band was visualized under
these conditions (Figure 63, The four SO0 soenzymes
wdentfied were classithed according to the inhibibon
patterns o hydrogen peroxide and KCN (Figure &),
SOD soenzyme [ and 1L the least electronegative
bands, wenre classibied as Ma-50D (resistant to both
inhibitors), whereas the SOD soenzymes 111 and IV
were classified ws Co/Fn-SOD Cmuctvated by both
mnhubitors) (Figure 63, Fe-501 soenzymes were nol
observed  the leaves or tools of € fincea. A soy-
bean leal SO extract was used as a contmol for the
classification of the 1soenzymes tdata not shown ),

GR aotnay

The activity of GR was also determined i the leaves
and roots of O juncea plants treated with CdClz, A
very stmilar resull of that for CAT acuvity (Figure 3)
was ohserved for GR activity (Figure 7). In the leaves
a T-fold meresse of GR actvity was detected after 48
h ex posure 1o 2 mM CdCls, which increased further
bl the end of the experiment. whereas only a slight
merease m GR activity was observed inthe 0.2 mbd
CdClz ireaiment after 48 h of exposure and onwards
{Fraure TA), However, in roots, only the concentration
of 2 mM CdCl nduced a small increase mn GR activity
afier 48 h of expesure ( Figure TR,

[hseussion

Several mechanisms are utilized by plants 1o detox-
iy RO, 1t s clearly important Lo establish whether
the exposure of plants 1o Cd causes a detrimental or
stimulatory effect on the enzymes imvolved in this
detoxification process.
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Figune 7. “The spedific aclivity of GR {gmal min ! e ! protcing
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Ry increasing the concentration of CdClz in the nu-
trient solution, the growth of C. juncea seedlings was
inhibited signi ficant Iy during the experiment. The con-
centration of CdCl; used (0.2 and 2 mM) were higher
than that nommally ohserved in polluted soils. How-
ever, even at such high concentmtions as these, distinet
dilfersnces have been observed among the plants ana-
Iysed so far, in their tolerance of Cd. For instance, only
a slight mhibition of growth of sugarcane plants was
observed at concentrations above 1 mM and after 15-
day of CdClz exposure (Fomazer et al., 20023, When
5 mM CdClz was used, growth was completely inhib-
ited after 96 h of treatment (Fornazier et al., 2002},
In radish scedhings, concentrations below 0.25 mM

129

CdCl; had little effect on growth (Willekens et al.,
194947, Several reports have used concentrations of Cd
up o 1 mM, when studying effects on plants (Bhat-
tacharjes, 1998 Chugh and Sawhney, 1999; D1 Toppi
et al., 1999: Kubota et al., 2000; Leia et al, 1991;
Stroinskiet al., 1999,

Cd accumulated to high concentrations in the roots
of C, jurcea, and was readily detectable after the first
24 h and merased mapidly thereafier i the 2 mM
CdClz reatment. Some Cd was also shown to be
translocated o the leaves as previously observed lor
a number of plant species (Fampasova et al., 2001;
Hegedus et al, 2001 Rauser, 2000; Vitdria ct al.,
2001}, Interestingly n the leaves, the Cd was not de-
tectable unnl 48 b aller exposure 1o CdCL; and then
the concentration reached a platean after 72 h.

There have been previous studies that have ex-
ammed the elffect of Cd on CAT activity 1 higher
plantz, some of them reporting a decrease in activity,
although some variation during the time of treatment
was recorded (Vitdna et al., 20010, In sugamwane, for
up ta 72 h of CdCly reatment., there was evidence of
a considerable inhibitory effect on CAT activity (For-
nazer et al., 2002), but after 84 h and 96 h, there was
evidenee of a recovery of enzyme actvity 1 all the
CdClz treatments. In soyhean, although a clear mhib-
itory effect of Cd on plant growth was observed, the
activity of CAT was not altered sigmbeantly in the
rools or leaves at all concentrations lested (Fermeira
et al., 2002, However, recent reports have shown an
inerease i CAL activity, in response to Cd treatment.
Breg (1998), positively demonstrated a sigmbeant m-
crease in CAL activity in the rools and leaves of some
populations of Agrmpyron repens growing in highly
contaminated soils, Similar resulls demongrating an
increase i CAL actvity have now been obtamned in
radish (Witdna et al., 20013, in bath the leaves and
rools after only 24 h exposure to the metal, also m-
dicatmg a direct correlation with Cd accumulation.
[t can be clearly seen in Figure 3, that there was
a larpe memase in CAT activity mduced by 2 mM
CdCly i the leaves, but not in roots, Stamning for CAT
activity, following native PAGE confinned the resulis
obtmned by the spectrophotometer assay, albeil new
CAT bands appeared n the CdCl treatments in the
rools. CAT 1soenzymes have been studied in higher
plantz, and nomally there are three genes encoding
the isoenzymes. In Nicotiana plambaginafolia, the
transcription of two of the three senes was stimulated
by ozone (Willekens et al., 1994), whereas the tran-
seription of all three genes in maize has been shown to
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b increased by the addition of hydrogen peroside, al-
though the time course of the response varied between
the genes (Polidoros and Scandalios, 1999),

The major function of CAT acbvity in leaves s
o metabolise the percside lberated in the peroxi-
some during photorespiration and the acovity of the
enzyme 15 greatly reduced when plants are grown in
elevated atmospheres of CO (Azevedo et al., 19985
The merease in CAT activity 1 the leaves of O juncea
detected following CdAClz reatment supports the hy-
pothesis that Cd 1s causmg the formation of perogide
which 1s then metabolhised by CAT. Although no sigm-
ficant changes in total CAT activity following CdCls
treatment wene detected in the roots (Figure 3B), &t
15 clear from Figure 48, that there has been a large
change in 1soenzymic complement. The reduction in
activity of the predominant band would suggest that
there is an effect of CdClz, with the induction of new
isocneyime forms caused by the presence of ROS.
Howvever, it 1s not possible to speculate as to the
subcellular localisation of the CAT soenzymes.

Three major SOD 1soenzy me bands were observed
followmg the staiming of natve PAGE gels for enzyme
activity in the leaves and roots (Figure 31, however, a
extra SOD iscengyme band was visible when larger
amounts of protein were loaded onto the gel (Fg-
ure 61, The use of KCN and H20O5 in inhibition stu dies,
indicated that the SOD isoenzymes 1 and 11 are Mn-
SOD, while tsoenzymes [ and V were classihied as
Cu/#n-50D= (Figure &), Contrary to the results ob-
tained for CAT actpvity, SOD activity was unaltered
in leaves or roots, at both CdClz concentrations and
during the time that the scedlings were cxposed 1o
the metal. Previous research examining the effects of
Cd on SOD actreity in plants has also produced var-
e results as indicated for CAT activity, although the
egreal majority have shown a decrease or no change
m SO0 actvity (Femeira et al, 2002; Fomazier et
al., 2002y, On the other hand, in pea (Dalurzo et al.,
19971, Alverum spocies (Schickler and Caspy, 19997
and radish (Vigiria et al, 200013, wercases m SOD
activity have been ohserved in response 1o Cd expos-
ure. In the case of radish (Vitdria et al, 20017 50D
isocneymes were identified and separated on native
PAGE in an attempt to idennfy specific alteration in
response o CdCls, however a general increase for all
socney mes was observed., Different oxidative stresses
have been shown previously o increase both the activ-
ity and expression of genes encoding SOD (Bowler
et al, 1992, Willekens et al., 19941, The resuli= ob-

tained suggest that, although Cd may be generating

an oxidative stress, there 15 not a sufficient increase in
superoxide to induce a change in SO actvity.

In a similar manner to CAT, changes in GR activity
were observed moresponse to the Cd induced stress
in €. juncea seedhings. Such changes were cleady
more pronounced in the leaves following treatment
with 2 mM CdCls, but less sooat 0.2 mM CdCls (Fig-
ure 7. Several reports have detected inereases m GR
activity m plants followmg exposure to Cd (Chaoui et
al., 1997 Femeira et al., 2002; Fornaer et al., 2002;
Schickler and Caspi, 1999 Stromnsky et al, 1999,
Viténa et al., 20013, although the responses have often
been dose dependent and varable over tme. Oxidat-
ive stress has been shown to induce increases in GR
activity (Stevens et al., 1997, Furthermore, it has boen
demonstrated that the activity of ascorbate perosidase
also increases [ollowing exposure to Cd (Chaoui el
al., 1997 Shaw, 19953, Previous repons have shown
that Cd accumulates mainly in the roots of plants
when compared to leaves and stems (Hart et al., 1998;
Ravser, 2000, Vitdrna et al., 20011, The slight merease
in GR actvity in the rools suggests that this enzyme
may be respondng to Cd exposure and possible ac-
cumulation of the metal n this tssue, by mamtaning
glutathione n the reduced formto be incompomted into
phytochelatins (Cobbett, 20005, However, the signific-
ant increase m GR actvity 1 the leaves suggest that
this enzyme plays a role in the detexification of Cd-
induced-ROS possibly via the glutathione-ascorbate
cycle. These results for GR activity ame different
from those recently reponted for Phaseolus velgaris
{Chaoui et al, 19973, potats (Stromsky et al., 19997,
radish {Vidria et al., 20013, soybean (Ferreira et al.,
2002 and sugarcane (Fornader et al, 2002) seed-
lings, which when exposed to CdCla, consistently
exhibited significant mereases in GR activity in the
roots, although such mereases were dependent upon
Cd concentration and the time of exposure. The results
suggest that in C. fuscea the reaclive cxygen species
(ROS 1 induced by Cd, are metabaolised by CAT in the
peroxisomes. [n the case of GR activity, the mcrease
observed n the leaves suggest that GR is also playing a
role in the detoxificaton of Cd-induced ROS possikly
via the glutathione-ascorbate cyele.
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Resumo

A Eletroforese enzimatica foi usada como um método para determinar a diversidade
genética em vdrias espécies de crotalaria produzidas no Instituto agrondmico do Parand
(IAPAR)-PR, Instituto Agrondmico de Campinas-SP e Pirai Sementes-SP, Brasil. Foram
analisadas 10 espécies de crotalaria, considerando as isoenzimas esterase (EST; EC
3.1.1.1), glutationa desidrogenase (GDH; EC 1.4.1.2), peroxidase (PO), xikimato
desidrogenase (SKDH; EC 1.1.1.15), malato desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37), enzima
mélica (ME) e fosfatase 4cida (ACP; EC 3.1.3.2). Os resultados permitiram agrupar
diferentes espécies numa faixa de similaridade entre 49 e 78 %. Também foi observado
uma grande variabilidade nas classes e nimeros de isoenzimas de SOD, destacando-se a C.
paulina com maior nimero de isoenzimas, o que nos leva a sugerir estudos posteriores de

interacdo entre os diversos materiais.
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Introdugao

Crotalaria (Leguminosae, Papilionoideae, Crotalaraceae) é um género extenso na
Africa tropical e comumente encontrado em regides abertas desde as montanhas aos
semidesertos. Quinhentas espécies ji foram reconhecidas nesses lugares e no resto da
Africa e Madagascar, e outras 100 ou mais espécies se estendem pelos trépicos e
subtrépicos do hemisfério sul. O mais notdvel em Africa é a enorme proliferacio ao longo
dos rios, Congo e Zambezi; no extremo Sul do lago Tanganika 75 espécies tém sido
coletadas. O incremento da coleta intensiva nas regides menos exploradas e a existéncia de
fragmentos em herbdrios, indicam que um bom niimero de espécies estd sendo encontrado
(Polhill, 1982).

Crotalaria é o terceiro maior género de Papilionoideae sendo o tnico representante
da tribo Crotalarieae na América do Sul (Fillietaz, 2002). O crescimento vigoroso, boa
nodulacdo e resisténcia razodvel a doencas, sdo caracteristicas de algumas espécies do
género que lhes conferem diferentes propdsitos e usos (Polhill, 1982), sendo utilizadas na
alimentacdo humana e animal, para uso médico, ornamental e suas duas maiores aplicagdes
sdo a fixacdo de nitrogénio atmosférico, caracteristica da familia Leguminosae (Medina,
1959; Polhill, 1982), citados por (Mondin, 2003) e a qualidade de suas fibras, notavelmente
de C. retusa, C. brevidens, C. pallida e C. zanzibarica (Polhill, 1982). Os alcaldides e
outros principios ativos farmacéuticos de determinadas espécies, também sao utilizados na
medicina tradicional (Polhill, 1982).

C. juncea é a principal espécie cultivada; na India, sua fibra é empregada na
fabricacdo de lonas, cordas, redes de pesca, papel e na confec¢do de diversos utensilios

(Vietmayer, 1979; Oliveira, 1992); foi introduzida amplamente na Africa, mas exceto
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algum sucesso no Zimbabwe, tem sido pouco explorada (Fox, 1954). No Brasil foi
introduzida no século XIX para adubacdo verde, principalmente na cultura da cana-de-
acicar (Oliveira, 1992) e sua produgcdo anual é de 130000 toneladas métricas,
principalmente na india e Brasil (Vietmayer, 1979). A espécie tem sido usada por todo o
trépico como adubo verde, e pode ser usada com discricdo como forrageira. Embora outras
15 espécies t€m sido extensivamente tratadas como adubo verde e plantas de cobertura em
estacdes experimentais em vdrias regides, nenhuma parece ter interesse em praticas
agronOmicas gerais (Polhill, 1982).

A classificacdo de espécies de Crotalaria tem-se baseado principalmente em
caracteres florais; caracteristicas como por exemplo, estilete coberto de pelos em duas
fileiras em espiral e anteras claramente diferenciadas, tém evitado confundir com Lebeckia,
género com caracteristicas semelhantes a Crotalaria. No entanto caracteristicas mais
6bvias, como a quilha rostrada e o legume inflado sdo tteis para o reconhecimento, mas
ndo para uma classificacdo precisa, sendo estas caracteristicas as maiores responsaveis por
classificagdes erroneas de um grande niimero de espécies (Polhill, 1982).

A andlise de isoenzimas por eletroforese é de grande significado como um método
para determinar a diversidade genética em plantas, porque a neutralidade seletiva para locos
isoenzimaticos pode ser assumida em muitos casos, e portanto elas proporcionam uma
medida de relacionamento entre os cultivares que ndo sdo capazes de ser alterados
significativamente por processo de selecdo experimental (Resende et al., 2000).

A utilizacdo de isoenzimas como marcadores moleculares e genéticos vem sendo
empregada com grande sucesso, em diversos trabalhos nos quais se estuda a diversidade de
germoplasma ou mesmo de populacdes naturais, o que vem sendo estudado por meio de

marcadores moleculares de DNA (Freitas, 2000).
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A determinacdo do sistema reprodutivo por meio de marcadores isoenzimaticos

possui trés vantagens em relacdo a determina¢do por marcadores morfolégicos: 1. As
isoenzimas tém heranca codominante; 2. muitos locos isoenzimdticos sao altamente
polimérficos na maioria das populacdes; e 3. as isoenzimas possivelmente nio estdo
sujeitas a forcas seletivas (Silva, 2000).
A variagdo de isoenzimas tem sido estudada para determinar o relacionamento genético de
269 cultivares de Diascorea alata desde o Sul do Pacifico, Asia, Africa e Caribe (Lebot et
al., 1998), para classificar cultivares Japoneses de (Colocassia esculenta (L.) Schott)
(Isshiki et al., 1998) e para caracterizacdo e diversidade genética de cultivares de capim
elefante e seus hibridos com milheto (De Freitas et al., 2000)

A enzima SOD (Superéxido:superoxido oxidorredutase) catalisa a dismutagdao do
O, a H,0,, apresentando-se na forma de isoenzimas (Bowler et al., 1992 e Voet & Voet,
1995). As isoenzimas da SOD sdo ubiquas em organismos aerdbicos, anaerdbicos
aerotolerantes e alguns anaerdbicos obrigatdrios, protegendo-os contra os danos oxidativos
através da remogdo do radical O,™. Estas enzimas sdo codificadas no niicleo e transportadas
para seus locais organelares por meio de seqiiéncias marcadas com NH; terminais. Sdo as
Unicas enzimas em que suas atividades determinam as concentra¢des de O,- e HyO,, os
dois substratos da reacdo de Haber-Weiss que origina os radicais OH" e provavelmente por
isso, as SODs representam o mecanismo de defesa central dos organismos vivos (Bowler et
al., 1992 e Alscher et al., 1998). Estas metaloenzimas multiméricas tém sido classificadas
em trés grupos de acordo com o componente metdlico de seu sitio ativo: cobre/zinco
(Cu/Zn), manganés (Mn) ou ferro (Fe) (Scandalios, 1993). A Mn-SOD, normalmente
localizada na mitocOndria, € resistente ao KCN (B) e ao H,O, (C), a Cu/Zn-SOD,

localizada nos cloroplastos, € inativada por KCN e por H,O, e a Fe-SOD, estd também
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associada aos cloroplastos, € resistente ao KCN e inativada por H,O, As Cu/Zn-SODs e
algumas Mn-SODs e Fe-SODs de procariotos sdo diméricas, enquanto as Mn-SODs das
mitocOndrias e de algumas bactérias terméfilas sdo tetraméricas (Scandalios, 1993).

Neste estudo, a eletroforese de enzimas foi usada como um método para determinar
a diversidade genética de vdrias espécies de Crotalaria, as quais tém sido mantidas na
colecdo do Instituto Agrondomico do Paranid (IAPAR), Pirai Sementes e Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), Brasil. Foi conduzido também um estudo com o objetivo

de investigar e classificar diferentes isoformas de SOD em espécies de crotalaria

Materiais e Métodos

Material Vegetal

Sementes de C. breviflora, C. lanceolata, C. mucronata e C. spectabilis, foram
obtidas do banco de sementes do Instituto Agrondomico do Parand, Londrina, Brasil
Sementes de C. grantiana, C. paulina, C. streata, C. othoptera e Crotalaria zanzibarica,
foram obtidas no Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Piracicaba, Brasil e Departamento de Fisiologia Vegetal, Universidade Estadual
de Campinas, Campinas, Brasil. As sementes de C. juncea foram obtidas do banco de
sementes da empresa Pirai Sementes, Piracicaba, Brasil

As sementes foram escarificadas quimicamente com acido sulfiirico puro durante 20
minutos, em capela. Apds o tempo de escarificacio o 4cido foi lavado cuidadosamente
vérias vezes em dgua corrente, repetindo posteriormente o processo em dgua deionizada,

até que o excesso de dcido fosse eliminado. As sementes lavadas foram postas para
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germinar em rolos de papel de germinacdo, previamente umedecido e colocados em potes
plasticos com 4gua até Y da altura dos rolos e com aeracdo continua em cdmara de
crescimento sob condigdes ambientais controladas (60-80 % de umidade relativa, 25-27 °C
.de temperatura e um fotoperiodo de 16 h a 350 umol m™ s™) por 7 dias.

No fim desse periodo, as plantulas com aproximadamente o mesmo tamanho, foram
selecionadas e colocadas para crescer por um periodo de 96 horas em potes plasticos de 1,5
L de capacidade contendo solucdo nutritiva de Hoagland. As folhas e raizes foram
posteriormente recortadas e as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a —80 °C, prévio a extracdo enzimétca.

Extracdo das enzimas

Todo o processo de extracdo enzimdtica foi feito a 4 °C. Os tecidos das plantulas
congelados com nitrogénio liquido foram macerados na propor¢do 1:3 (p/v) de massa seca
por tampao de extragao (100 mM de tampao fosfato de potdssio, pH 7.5 contendo 1 mM de
EDTA, 3 mM de DTT e 5 % p/v de PVPP). O homogenado foi centrifugado a 10.000 x g
por 30 min e o sobrenadante coletado e armazenado em aliquotas separadas a -80 °C para
serem usadas para as analises da atividade de ME, PO, SKDH, GDH, ACP, MDH, EST e

SOD. A proteina foi estimada pelo método da Bradford (1976), usando BSA como padrao.

Ensaio enzimatico
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A atividade da GDH, MDH, SKDH, ME, PO, EST e ACP foram determinadas em
géis nativos segundo metodologias descritas por Pasteur & Pasteur (1988).

A atividade da SOD foi igualmente determinada em géis nativos como descrito por
Beauchamp & Fridovich (1971) e modificado por Azevedo et al. (1998). Os géis foram
enxaguados com 4dgua deionizada e incubados no escuro por 30 minutos a temperatura
ambiente num ensaio contendo mistura de 50 mM de tampao fosfato de potdssio (pH 7.8),
1mM EDTA, 0.05 mM riboflavina, 0.1 mM tetrazolium nitroblue € 0.3% (v/v) N,N,N”’,N”-
tetrametiletilenodiamina (TEMED). No fim deste periodo, os géis foram enxaguados com
dgua deionizada e expostos a luz em uma caixa por 5-10 minutos a temperatura ambiente
até o aparecimento de bandas representando a atividade da SOD. Foi paralisada a reaccao
por transferéncia dos géis a 6% (v/v) de dcido acético. Foi usada SOD Bovina (Sigma
Chemical Co.) como um controle positivo da atividade da SOD em todos géis. As
isoenzimas da SOD foram visualizadas e classificadas como descrito previamente por
Azevedo et al. (1998) por incubacdo dos géis por 20 minutos em solucdo contendo 2 mM
KCN e 5 mM H,0,, separadamente e entdo incubada a mistura de reacdo da SOD como
segue. Foi feito um pré-tratamento dos géis em H,0O, and KCN antes de manchar os géis da
SOD, para classificar a SOD em isoenzimas de Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ou Mn-SOD. A Mn-
SOD € resistente a ambos inibidores, A isoenzima Fe-SOD é resistente ao KCN e inibido
por H,O,, e a Cu/Zn-SOD ¢ inibida por ambos inibidores. O acimulo da concentracdo de
proteina no gel, foi incrementado para 150 pg para identificar alguma isoenzima de SOD

com bandas menos expressivas no gel de eletroforese.

Constru¢do do dendograma
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Um dendograma foi construido baseado no coeficiente de Jaccard (S;) usando a
andlise dos grupos segundo a posi¢cdo das bandas (para cada padrio, S;divide o numero de
bandas correspondentes pelo nimero total de bandas em ambos padrdes). O dendograma
consensual foi obtido usando o método de reamostragem “bootstrap” (entre 1000 réplicas),

através do software Winboot (Aratjo et al., 2001).

Resultados

Os resultados em PAGE (Fig. 1) mostraram uma variacdo na atividade total de
isoformas de SOD entre as diferentes espécies de Crotalaria estudadas, as quais puderam
ser classificadas posteriormente pela andlise de inibidores (dados ndo mostrados), como
Cu/Zn-SOD, Mn- SOD e Fe-SOD. Pela figura pode observar-se a presenga de 15
isoenzimas de SOD:

As isoformas Ila, IIIa, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI e XII foram classificadas
como sendo Cu/Zn-SOD; as isoformas I, II e III foram classificadas como sendo Mn-SOD;
a isoforma I'Va foi classificada como pertencente a classe Fe-SOD.

Das isoformas identificadas, trés foram localizadas em C.mucronata (B), sendo uma
Mn-SOD (III) e duas Cu/Zn-SOD (IV e XII), o mesmo acontecendo com C.lanceolata (C),
onde foi encontrada também uma Mn-SOD (I) e duas Cu/Zn-SOD (IV e XI). Ja em
C.grantiana [Fig 1(D); Fig.2], foram localizadas duas isoformas Cu/Zn-SOD (IIa e VI) e
uma Fe-SOD (IVa), ao passo que em C.streata (E) foi encontrada uma Mn-SOD (III) e

também duas Cu/Zn-SOD (IV e XI).
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Figura 1. Atividade da SOD em folhas de diferentes espécies de crotalaria. A: amostra
padrdo de SOD; B: C. mucronata; C: C. lanceolata; D: C. granthiana; E: C. streata; F:
C. paulina; G: C. ochroleuca; H: C. breviflora; 1. C. spectabilis; J: C. zanzibarica; K: C.
juncea; L: C. juncea var. IAC-KRI1. Os ntimeros a direita indicam isoformas de SOD.
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IT

Figura 2. Isoformas de SOD em plantulas de C. grantiana. A: controle
padrdo de atividade; B: incubacdo em KCN antes da revelacdo; C:
incubacido em H,O, antes da revelacdo. Os niimeros a esquerda indicam
isoformas de SOD.
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Em C.paulina [Fig.1(F); Fig.3] foram localizadas cinco isoenzimas, sendo uma Mn-
SOD (II) e as outras quatro classificadas como Cu/Zn-SOD (Il1a, V, VIII e XI).

De maneira semelhante ao observado na maioria das espécies até agora analisadas
foi ainda possivel identificar em C. ochroleuca (G), trés isoformas de SOD, das quais uma
Mn-SOD (I) e duas Cu/Zn-SOD (IV e XI). Em C.breviflora (H) foi identificada apenas uma
Mn-SOD (IT) e uma Cu/Zn-SOD (XI), o mesmo acontecendo com C. spectabilis (I) onde
foi identificada uma isoforma de SOD como sendo Mn-SOD (II) e outra Cu/Zn-SOD
(VIID).

Em C. zanzibarica (J) foi identificada uma isoforma Mn-SOD (I) e duas isoformas
Cu/Zn-SOD (IV e VII). Outras trés isoformas foram também localizadas em C. juncea (K)
e C. juncea varIAC-KR1 (L), tendo aparecido pela andlise de inibidores, para ambas
espécies uma isoforma Mn-SOD (II) e duas Cu/Zn-SOD (X).

Para a andlise de similaridade entre as espécies C. juncea, C. streata, C. paulina, C.
breviflora, C. grantiana, C. zanzibarica, C. ochroleuca, C. mucronata, C. lanceolata e C.
spectabilis, foram utilizados sistemas isoenzimdticos em geis nativos (PAGE), nos quais
foram corridos os géis com todas espécies de Crotalaria utilizadas neste estudo em cada
gel de ACP, EST, ME, MDH, GDH, PO e SKDH. Posteriormente foi montado um
dendograma relacionando todas as espécies e as enzimas, como pode observar-se na figura

4.

32



I1

I11
IV

Figura 3. Isoformas de SOD em pldntulas de Crotalaria paulina. A:
controle padrdo de atividade; B: incubacdo em KCN antes da revelacgao;
C: incubacdo em H,0, antes da revelacdo. Os numeros a esquerda
indicam isoformas de SOD.

33



Figura 4. Dendograma com 10 espécies de crotalaria em relagdo a diversos sistemas enzimaticos.
Espécies: Crotalaria juncea; Crotalaria streata; Crotalaria paulinia; Crotalaria breviflora;
Crotalaria grantiana; Crotalaria zanzibdrica; Crotalaria ochroleuca; Crotalaria mucronata;
Crotalaria lanceolata; Crotalaria spectabilis. Sistemas enzimiticos: Esterase, Glutationa
desidrogenase, Peroxidase, Xiquimato desidrogenase, Malato desidrogenase, Enzima madlica e
Fosfatase 4cida.
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Discussao

Pela andlise com inibidores as diferentes isoformas de SOD puderam ser
classificadas, e foram identificadas onze isoenzimas pertencentes a classe Cu/Zn-SOD, trés
isoformas pertencentes a classe Mn-SOD e uma isoforma pertencente a classe Fe-SOD. O
nimero de isoenzimas de cada classe de SOD varia grandemente de planta para planta
(Bowler et al., 1992), sendo que as Cu/Zn-SODs sao consideradas as mais abundantes em
vegetais (Wingsle et al., 1991).

As isoformas que apareceram com mais freqiiéncia entre as espécies sao: II (Mn-
SOD), presente em C. granthiana (D), C. paulina (F), C. breviflora (H), C. spectabilis (1),
C. juncea (K) e C. juncea var. IAC-KR1 (L); IV (Cu/Zn-SOD), presente em C. mucronata
(B), C. lanceolata (C), C. streata (E), C. ochroleuca (G), C. zanzibarica (J), C. juncea (K)
e C. juncea var. IAC-KR1 (L) e a isoforma XI que também é uma (Cu/Zn-SOD), presente
em C. lanceolata (C), C. streata (E), C. paulina (F), C. ochroleuca (G), e em C. breviflora
(H).

As menos freqiientes, apresentando-se apenas em uma espécie de crotalaria, sdo: V,
VI, VII, VIII, IX e XII, todas elas pertencentes Classe Cu/Zn-SOD. A espécie que
apresentou maior nimero de isoformas foi a C. paulina (F) sendo uma Mn-SOD (II), e
quatro do tipo Cu/Zn-SOD (Illa, V, VIII e XI). A isoforma I que é uma Mn-SOD ¢ foi
identificada em C. lanceolata (C), C. ochroleuca (G), e C. zanzibarica (J), apesar de
aparecerem as bandas com pouca intensidade nas trés espécies; o comportamento da

atividade das isoenzimas de SOD nas espécies C. lanceolata (C) e C. ochroleuca (G) foi
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muito semelhante, ja que além desta Mn-SOD tém em comum as isoformas IV e XI, ambas
Cu/Zn-SOD, como pode observar-se na fig.1.

A isoforma IV também é comum a C. zanzibarica (J), mas esta ultima tem uma
isoforma VII, que é uma Cu/Zn-SOD e ndo esta presente nas duas primeiras. A isoforma II
também € uma Mn-SOD e é comum a em C. granthiana (D), C. paulina (F), C. breviflora
(H), C. spectabilis (1), C. juncea (K) e C. juncea var. IAC-KR1 (L). A intensidade com que
aparece a banda € maior em C. spectabilis (I), a atividade das isoenzimas da SOD nesta
dltima espécie difere ainda da atividade de todas as outras espécie, por ser a Unica em
apresentar a isoenzima IX, que € uma Cu/Zn-SOD, também com uma banda bastante
intensa.

C. grantiana (D), por sua vez difere de todas as outras pela presenca da isoenzima
VI, que € uma Cu/Zn-SOD e aparece unicamente nesta espécie; por outro lado aqui também
estd presente a isoenzima IVa [fig.1; fig.2], que é uma Fe-SOD, apesar da banda aparecer
com pouca intensidade, como pode observar-se na incubacdo com KCN (fig. 2). Este € um
fato interessante, ja que segundo Azevedo et al. (1998), é muito raro o aparecimento da Fe-
SOD em células vegetais, e quando encontrada estd associada aos cloroplastos. C. juncea
(K) e C. juncea var. IAC-KRI1 (L) sdo iguais entre si, pois apresentam as mesmas isoformas
(II, IV e IX), a primeira Mn-SODe as duas ultimas Cu/Zn-SOD.

Por sua vez C. paulina(F) e C.breviflora (H) tém também em comum a isoforma XI,
que € uma Cu/Zn-SOD, mas diferem entre si, nas isoformas III, V e VIII, que sdo Cu/Zn-
SOD e aparecem apenas em C.paulina (F); das espécies por nés estudadas, esta ultima foi a
unica onde foram observadas cinco isoformas de SOD, como pode observar-se pela anélise
de inibidores para C. paulina (fig. 3). Pan e Yuan (1991) j4 teriam encontrado em arroz seis

isoformas de SOD, sendo que duas eram Mn-SOD e quatro Cu/Zn-SOD; Sehmer &
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Dizengremel (1998) encontraram em cevada também cinco isoformas de SOD sendo uma
Mn-SOD localizada na mitocondria e quatro Cu/Zn-SOD, uma das quais localizada no
cloroplasto. Em folhas de aveia estes mesmos pesquisadores encontraram cinco isoformas
de SOD, todas da classe Cu/Zn-SOD, uma das quais foi encontrada na mitocondria.

A isoforma III (Mn-SOD) (fig. 1) é comum a C.mucronata (B) e C.streta (E) mas
C.mucronata (B) difere da segunda por apresentar também a isoforma XII que é uma
Cu/Zn-SOD, e por sua vez em C.streta (E) aparece a isoforma XI, também Cu/Zn que ndo
estd presente em C.mucronata (E).

Para a andlise de similaridade entre as espécies C. juncea, C. streata, C.paulina, C.
breviflora, C. grantiana, C. zanzibarica, C.ochroleuca, C. mucronata, C. lanceolata e C.
spectabilis, foram utilizados sistemas isoenzimdticos em geis nativos (PAGE), nos quais
foram corridas todas espécies de Crotalaria utilizadas neste estudo em cada gel de ACP,
EST, ME, MDH, GDH, PO e SKDH. Posteriormente foi montado um dendograma
relacionando todas as espécies e as enzimas, como pode observar-se na figura 3.

Pode observar-se pelo dendograma representado na figura 4 a formacdo de dois
grandes grupos distintos, o primeiro formado pela C. Juncea e C. Zanzibarica, com uma
similaridade de aproximadamente 58 %, e o outro grande grupo formado por todas as
outras especies com uma similaridade de 56 %. C. granthiana e C. zanzibdrica foram as
espécies que mais se assemelharam levando em conta os 7 sistemas enzimaticos estudados,
pois apresentaram o maior coeficiente de similaridade (78 %); ambas em relacdo a C.
breviflora apresentaram coeficiente de similaridade de 74 % e 70 %de similaridade em
relacdo a C. ochroleuca. Este grupo de espécies difere pouco da C. paulina, pois tem uma
semelhanga de 66 %, em relacdo aos sistemas enzimdticos estudados ao passo que em

relacdo ao grupo formado entre a C. mucronata e C. lanceolata t€ém apenas 60 % de

37



semelhanga. A C. juncea e C. streata apesar de terem uma semelhanca de apenas 58 %,
formam um grupo cuja semelhanca com as demais espécies é relativamente pequena (49
%).

Apesar de apenas existir na literatura trabalhos feitos tendo em conta parametros
morfolégicos com algumas das espécies de crotalaria utilizadas neste estudo, nenhum
trabalho considerando sistemas enzimdticos, até onde pudemos pesquisar foi encontrado.
Dessa acreditamos, que esta abordagem pode contribuir para a classificacdo dos diferentes
materiais, aliados aos estudos morfolégicos entre outros. E importante ressaltar que de um
ponto de vista geral, essas andlises indicam que para os sistemas considerados existe um
bom potencial genético a ser explorado. Embora de forma especulativa podemos imaginar
que as diferencas observadas, uma vez que grandes grupos nio foram evidenciados, podem
conferir caracteriticas eventualmente importantes em situagdes especificas. Vale a pena
ressaltar que as enzimas consideradas estdo envolvidas em importantes processos
metabdlicos. Por outro lado, outras combinag¢des podem ser feitas, talvez relacionando
outras enzimas que participam de processos em comum, € que por ventura podem resultar
em informacdes completamente diferentes. Também a consideracdo de origem dos
materiais pode ser explorada.

Como a Crotalaria € uma espécie cujas pesquisas estdo crescendo devido a
importancia do género, mas ainda nio existem muitas publicacdes envolvendo aspetos
moleculares e bioquimicos, destacamos a importancia da gerac¢do de hipdteses e formulacdo
de questdes que permanecem em aberto, para futuras abordagens.

Em adicdo, ainda temos dados em vias de discussao que poderdo enriquecer nosso
entendimento a respeito dos sistemas enzimaticos, bem como informacdes que estdao sendo

analisadas a respeito da origem e caracteristicas gerais das espécies para relacionar com o
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que ja esta apresentado (as informagdes ndo sdo de facil acesso, pois como ja mencionado,
poucos estudos foram realizados a respeito com espécies de Crotalaria). Como exemplo,
podemos citar um fato que foi observado no decorrer dos trabalhos realizados: as espécies
com maior coeficiente de similaridade, apresentam caracteristicas morfoldgicas
semelhantes para a semente e também quanto ao processo de germinacdo, o qual é mais
lento. Dessa forma, com a evolucdo das pesquisas poderemos cada vez mais relacionar

estas caracteristicas morfolégicas com as observadas em estudos bioquimicos.
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4. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Efeitos drasticos induzidos pela toxicidade do Cd tém sido relatados em organismos
vivos (Vitdria et al., 2000). As Plantas possuem diversos mecanismos para minimizar estes
efeitos toxicos. Assim, determinar o efeito desse metal, bem como relacionar os
mecanismos mobilizados € extremamente importante para um completo entendimento da
fisilogia do estresse em plantas.

Foi demonstrado que concentragdes crescentes de CdCl, inibiram o crescimento de
C. juncea. Esse efeito inibitério tem sido relatado na literatura, porém diferencgas distintas

tém sido demonstradas entre diversas espécies de plantas. Em cana-de-agtiicar um pequeno
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efeito inibitdrio pode ser observado em concentragdes maiores e por um periodo mais longo
de exposicdo, sendo claramente essa espécie mais tolerante a esse metal (Fornazier et al.,
2002). Diversos artigos tém relatado o efeito de altas concentracdes de Cd em plantas (Di
Toppi et al., 1999; Kubota et al., 2000; Stroinski et al., 1999; Bhattacharjee, 1998). Em
rabanete concentracdes abaixo de 0,25 mM de CdCl, afetaram muito pouco o crescimento
(Willekens et al., 1994). Esses resultados estdo de acordo com os demonstrados para C.
Juncea.

Foi observado grande acimulo de Cd em raizes de plantulas de C.juncea nas
primeiras 24 horas, sendo que um rdpido aumento neste acimulo ocorreu em plantas
tratadas com 2 mM de CdCl,. Plantas apresentam variagdes na capacidade de acumular o
Cd em raizes, sendo este metal acumulado de 34 a 97% (Jarvis et al., 1976). A translocacio
para a parte aérea tem sido demonstrada previamente em um grande nimero de plantas
(Rauser 2000; Hegedus et al., 2001;Vitéria et al., 2001). Em C. juncea ndo foi observado
acimulo de Cd até 48 horas de exposicao e entdo a concentragdo alcangou um platoé apds 72
horas.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito do Cd na atividade da CAT (Vitéria et
al., 2001; Ferreira et al., 2002; Fornazier et al., 2002). Um aumento na atividade da CAT
foi observado em folhas, mas ndo em raizes de plantulas de C. juncea na concentragio de 2
mM de CdCl,. Estes resultados estdo de acordo com o observado em Agropyron repens
(Brej, 1998) e em rabanete (Vitdria et al., 2001), onde um aumento na atividade da CAT foi
observado em raizes e folhas. Em contrapartida, em soja (Ferreira et al., 2002) e em um
periodo inicial (até 72 h) em cana-de-agicar (Fornazier et al., 2002), foi observado um

efeito inibitério, com diminuicao na atividade de CAT foi observado.
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Em plantas superiores, trés isoenzimas, codificadas por genes distintos tém sido
reportadas. Em C.juncea, foram observadas de duas a trés isoformas de CAT, porém nao
foram classificadas. Em cana-de-acicar também foram observadas trés isoformas
(Fornazier et al.,, 2002). O aumento da atividade de catalase em folhas de C. juncea
observado nos tratamentos com CdCl, suporta a hipétese de que o Cd causa a formacgao de
peréxido de hidrogénio, o qual é entdo metabolizado pela CAT (Polidoros and Scandalios,
1999). Embora ndo tenha sido observado um aumento significativo no total da atividade de
CAT em raizes, houve uma alteracdo no padrao de isoenzimas.

A atividade de SOD permaneceu inalterada durante o periodo de exposi¢do nas
concentragdes de CdCl, testadas, contrariamente ao ocorrido com a CAT embora variacdes
na atividade de CAT tenham sido observadas previamente por Ferreira et al (2002) e
Fornazier et al. (2002). A atividade da SOD também permaneceu inalterada. Em rabanete
(Vitoria et al., 2001) e ervilha (Dalurzo et al., 1997) um padrao diferente foi observado por,
onde um aumento de atividade da SOD foi demonstrado. Diferentes estresses oxidativos
tém induzido a um aumento na atividade e expressdo de genes que codificam a SOD
(Bowler et al., 1992; Willekens et al., 1994). Embora o Cd possa estar levando a um
estresse oxidativo, provavelmente, nao seja o suficiente para um aumento do super6xido
que acarrete em incremento na atividade da SOD.

De maneira similar ao observado para CAT, a atividade da GR em folhas aumentou
tanto na concentracdo de 0,2 mM de CdCl, quanto na de 2 mM de CdCl,, sendo mais
pronunciada nesta dltima. Aumento na atividade de GR tem sido observado também em
outras plantas (Ferreira et al., 2002; Fornazier et al., 2002; Schikler and Caspi, 1999;
Vitéria et al., 2001). Apesar de evidencias indicarem que o Cd acumula-se principalmente

em raizes, quando comparado a folhas e caules, estes resultados em folhas sugerem que esta
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enzima pode responder a exposicdo ao Cd e possivelmente acumular o metal neste tecido
por manter a glutationa em sua forma reduzida, a qual é precursora de fitoquelatinas
(Cobbet, 2000). Dessa forma as atividades observadas para a enzima GR indiretamente
indicam a possibilidade de biossintese de fitoquelatinas.

Assim, em C. juncea, é possivel que as espécies ativas de oxigénio (EAOs)
induzidas pelo Cd, sejam metabolizadas pela CAT nos peroxissomos, € que um aumento da
atividade de GR, além de promover a GSH para sintese de fitoquelatinas, como ja
mencionado, também desempenhe um papel na limpeza das EAOs induzidas pelo Cd
através do ciclo da glutationa-ascorbato, ja que a GSH também é um antioxidante.

Finalmente, as atividades das enzimas antioxidantes em conjunto indicam a
ocorréncia de estresse oxidativo induzido pelo metal.

Os dados ao crescimento nos permitem sugerir a crotalaria como possivel espécie a
ser utilizada como bioindicadora e monitoramento da poluicao ambiental.

Os resultados relativos aos sistemas isoenzimdticos utilizados mostraram ser
eficientes para identificar através da andlise de agrupamento a ocorréncia de pelo menos
dois grandes grupos distintos. Além disso, a variabilidade isoenzimdtica encontrada para
SOD, abre pespectiva para explord-la buscando um melhor ententimento dos mecanismos

que podem por ventura conferir diferentes niveis tolerancia aos metais pesados.
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