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RESUMO

Plântulas de crotalaria crescidas em meio hidropônico por uma semana foram submetidas

a concentrações de 0 mM, 0.2 mM e 2.0 mM de CdCl2. Foram analisados parâmetros de

crescimento e atividade de enzimas antioxidantes. Foi verificado, tanto na parte aérea quanto nas

raízes uma diminuição no crescimento comparado com o controle, em função do aumento do

tempo de exposição ao CdCl2. Foram analisadas as atividades da catalase (CAT) e glutationa

redutase (GR), para as quais foi observado uma tendência semelhante de aumento na atividade

principalmente na parte aérea. Uma terceira enzima, a superóxido dismutase (SOD) a qual

catalisa a dismutação do O2
•_ à H2O2, também foi analisada na presença do CdCl2, mas ao

contrário do ocorrido com CAT e GR nenhuma alteração expressiva foi observada. Neste estudo

diversas espécies de crotalaria também foram analisadas para variabilidade de isoenzimas de

SOD na ausência do metal. Foi observada uma grande variação nas classes e número de

isoformas. As isoenzimas mais freqüentes entre as espécies foram a Mn-SOD e a Cu/Zn-SOD,

mas apenas uma Fe-SOD foi identificada. Além disso, a análise dos coeficientes de similaridade

para diversos outros sistemas isoenzimáticos, mostrou uma variação de 49 a 78%, tendo sido

observado principalmente a formação de dois grandes grupos. Os resultados obtidos, indicaram

que as espécies de crotalaria apresentam um bom potencial para estudos futuros envolvendo

variabilidade genética para características agronômicas e também em estudos relacionados ao

estresse oxidativo.
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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 CdCl2. Shoots and roots exposed to CdCl2 treatment

exhibited growth inhibition with a more pronounced effect with increase in CdCl2 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 O2
•_ dismutation to H2O2, was also

analysed in CdCl2 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. INTRODUÇÃO

1.1 O gênero Crotalaria e sua importância

A tribo Crotalarieae, centrada no Sul da África, atualmente é representada por 11

gêneros, alguns dos quais irradiaram-se para a região do Mediterrâneo e Índia, Austrália ou

América do Sul (Filliettaz, 2002).

O gênero Crotalaria é um dos maiores dentro da família Leguminosae, com cerca de

600 espécies distribuídas pelos trópicos e subtrópicos é o único representante da tribo na

América do Sul. O gênero está divido em oito seções botânicas de acordo com

características morfológicas, especialmente da flor. Algumas espécies de Crotalaria são de

importância agrícola, sendo as mais importantes C. juncea, C. paulina, C. stipularia e C.

spectabilis, respectivamente, as quais são usadas principalmente na adubação verde,

produção de papel fino e corda (Mondin, 2003).

Muitas espécies são altamente tóxicas, contendo alcalóides pirrolisidínicos causadores

de hemorragias internas e lesões hepáticas (Gentchujinicov, 1976), mas de acordo com

vários autores, sua toxicidade apresenta-se apenas quando se encontra em fase de

frutificação, podendo ser usada como forrageira durante a fase vegetativa (Giurnos, 1985).

As espécies deste gênero possuem uma grande capacidade de colonização de áreas

perturbadas, ocorrendo em vários tipos de ambientes. Consideradas invasoras, pois são

plantas cujas populações são capazes de se introduzir em habitats cultivados ou ocupados

pelo homem, desvalorizando ou substituindo potencialmente as populações residentes, que

são plantas cultivadas ou de interesse ecológico (Navais, 1991).
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1.2 Os metais pesados e o estresse oxidativo

A poluição ambiental por metais pesados é um dos problemas mais sérios encarados

atualmente pela humanidade (Fernandes & Henriques, 1991). Fertilizações com lodo de

esgoto e adubos fosfatados, efluxos das indústrias e minérios, encontram-se entre as

principais causas de poluição por metais pesados (Galli et al., 1996). A entrada destes na

cadeia alimentar de animais e do homem tem início principalmente através de sua

bioacumulação nas plantas (Cieslinski et al., 1996).

De uma forma genérica, os níveis excessivamente altos de metais pesados

diminuem o crescimento das plantas induzindo uma gama de alterações metabólicas

(Chongpraditnun et al., 1992).

A exposição da planta à uma extensa cadeia de poluentes incluindo metais pesados,

drogas e outras toxinas, e uma série de metais de transição, tais como o Cu e o Fe, produz

radicais livres altamente reativos (Hendry et al., 1992). Entre estes, está o radical

superóxido (O2
-), uma espécie de oxigênio ativo que é produzido pelos sistemas de

transporte de elétrons na mitocôndria e cloroplastos (Ushimaru, 1995).

Estas espécies citotóxicas de oxigênio podem causar sérias alterações no

metabolismo normal, através da danificação dos componentes celulares (Chaoui et al.,

1997). Estes radicais livres estão também relacionados com a determinação de tolerância 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 síntese de compostos antioxidantes não-enzimáticos, como α-
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tocoferol e carotenoides e anzimáticos, como SOD, CAT e GR entre outros (Smirnoff,

1993; Prasad, 1995).

1.2.1 Superóxido dismutase

A enzima SOD (superóxido dismutase) catalisa a dismutação do O2
•_ à H2O2,

apresentando-se na forma de isoenzimas (Bowler et al., 1992 e Voet & Voet, 1995). Estas

metaloenzimas multiméricas têm sido classificadas em três grupos de acordo com o

componente metálico de seu sítio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn), manganês (Mn) ou ferro (Fe)

(Scandalios, 1993). A Mn-SOD, normalmente localizada na mitocôndria, é resistente ao

KCN e ao H2O2, a Cu/Zn-SOD, localizada nos cloroplastos, é inativada por KCN e por

H2O2 e a Fe-SOD, também associada aos cloroplastos, é resistente ao KCN e inativada por

H2O2. As Cu/Zn-SODs e algumas Mn-SODs e Fe-SODs de procariotos são diméricas,

enquanto as Mn-SODs das mitocôndrias e de algumas bactérias termófilas são tetraméricas

(Scandalios, 1993). As isoenzimas da SOD são ubíquas em organismos aeróbicos,

anaeróbicos aerotolerantes e alguns anaeróbicos obrigatórios, protegendo-os contra os

danos oxidativos através da remoção do radical O2
•_. Estas enzimas são codificadas no

núcleo e então transportadas para seus locais organelares por meio de seqüências marcadas

com NH2 terminais. São as únicas enzimas cujas atividades determinam as concentrações

de O2
•_ e H2O2, os dois substratos da reação 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).
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1.2.2. Catalase

A catalase descrita em 1901 por Loew (Frugoli et al., 1996), é uma enzima

tetramérica que contém grupos heme e é encontrada em todos os organismos vivos. Devido

à sua ampla distribuição e capacidade de degradar rapidamente o peróxido de hidrogênio,

foi proposto por vários pesquisadores que a CAT desempenha um papel fundamental nos

sistemas que capacitam os organismos a viverem em ambientes aeróbicos (Mallick &

Mohn, 2000).

         CAT

2 H2O2                            2 H2O + O2

A CAT é a única entre as enzimas degradantes de H2O2 que não consome

equivalentes redutores celulares e possui um mecanismo muito eficiente para remover o

peróxido de hidrogênio formado nas células sob condições de estresse (Mallick & Mohn,

2000).

Existem três tipos distintos de isoenzimas de CAT identificadas (CAT1, CAT2,

CAT3) (Scandalios, 1993). Em plantas a CAT1 é responsável por 80% da atividade total

desta enzima e está localizada no interior dos peroxissomos, sendo responsável pela

transformação do H2O2 produzido na fotorrespiração em H2O e O2 (Willekens et al., 1997).

A CAT2 é encontrada nos tecidos vasculares. A CAT3 está localizada no mesófilo das

folhas (Scandalios, 1990). Em plantas, as CATs concentram-se no citoplasma,

principalmente nos peroxissomos de folhas e glioxissomos de tecidos que armazenam

lipídeos, com exceção da CAT3 de milho e da CAT de algumas algas verdes que são

mitocondriais, embora esta última ainda não tenha papel fisiológico totalmente

compreendido (Skadsen et al., 1995; Frugoli et al., 1996; Iwamoto et al., 1998).

Várias condições ambientais podem alterar a atividade da CAT, por exemplo, em

um procarioto simbionte fotossintético, Prochloron sp., a atividade da CAT foi diretamente

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



5

mudança 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 metabólito no combate às EAOs

(especificamente O2
-• e H2O2) via o ciclo Halliwell-Asada. Para a regeneração de GSH, a

partir da sua forma oxidada (GSSG), a enzima chave é a Glutationa Redutase (GR) (Lee et

al., 1998; Lea et al., 1998).

A enzima GR (NADPH: glutationa oxidada) é de ocorrência quase universal, sendo

amplamente distribuída entre procariotos e eucariotos, desde bactérias heterotróficas e

fotossintetizantes até plantas e animais superiores (Creissen et al., 1994). Em folhas de

ervilh, a GR encontra-se presente no cloroplasto, mitocôndrias e compartimentos celulares

(Edwards et al., 1990). A GR contém um grupo prostético flavina adenina dinucleotídeo

(FAD) transferidor de elétrons que catalisa a redução dependente de NADPH da GSSG

para GSH (Creissen et al., 1994; Voet & Voet, 1995), conforme a seguinte reação:

  NADPH + H+ NADP+

GSSG                                                              GSH

1.3 Justificativa para o estudo do estresse induzido pelos metais

Muitos estudos têm sido dedicados a avaliação da interferência dos metais pesados

com um número de processos fisiológicos 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, e nos trabalhos existentes ainda existem

controvérsias (Chaoui et al., 1997).

GR
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Os mecanismos pelos quais os metais pesados são distribuídos e retidos nas plantas

não estão completamente esclarecidos (Casterline JR & Barnett, 1982). Particularmente

neste estudo, em função da pouca informação disponível sobre os efeitos dos metais

pesados em Crotalaria envolvendo enzimas antioxidantes, optamos por utilizar diferentes

variedades da mesma para avaliarmos as respostas fisiológicas causadas pela exposição a

estes metais.

1.4 Os sistemas isoenzimáticos no estudo de filogenia

A utilização 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 populações naturais por meio de marcadores moleculares de

DNA (Freitas, 2000).

A análise de isoenzimas por eletroforese representa uma metodologia útil para

determinar a diversidade genética em plantas, porque a neutralidade seletiva para locos

isoenzimáticos pode ser assumida em muitos casos, e portanto elas proporcionam uma

medida de relacionamento entre os cultivares que não são capazes de ser alterados

significativamente por processo de seleção experimental (Resende et al., 2000).

A determinação do sistema reprodutivo por meio de marcadores isoenzimáticos

possui três vantagens em relação à determinação por marcadores morfológicos: 1) As

isoenzimas têm herança codominante; 2). muitos locos isoenzimáticos são altamente

polimórficos na maioria das populações; 3) as isoenzimas possivelmente não estão sujeitas

a forças seletivas (Silva, 2000).
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A variação de isoenzimas tem sido estudada para determinar o relacionamento

genético de 269 cultivares de Diascorea alata desde o Sul do Pacífico, Ásia, África e

Caribe (Lebot et al., 1998), para classificar cultivares Japoneses (Colocassia esculenta (L.)

Schott) (Isshiki et al., 1998) e para caracterização e diversidade genética de cultivares de

capim elefante e seus híbridos 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 possíveis

aplicações no âmbito do monitoramento ambiental como perspectiva e avaliar o potencial

da mesma como bioindicadora da poluição. Além disso, baseados na literatura (Resende et

al., 2000) procuramos utilizar vários sistemas isoenzimáticos para determinar a filogenia

entre dez espécies de Crotalaria e identificar possível variabilidade genética que possa ser

explorada futuramente visando identificar e entender melhor os mecanismos que conferem

tolerância ou susceptibilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 ARTIGO 1
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3.2 ARTIGO 2
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Palavras chave: Glutationa Desidrogenase Malato desidrogenase, Xiquimato

desidrogenase, Enzima Málica, Peroxidase, Esterase, Fosfatase Ácida, Superoxido

dismutase

Resumo

A Eletroforese enzimática foi usada como um método para determinar a diversidade

genética em várias espécies de crotalaria produzidas no Instituto agronômico do Paraná

(IAPAR)-PR, Instituto Agronômico de Campinas-SP e Piraí 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

málica (ME) e fosfatase ácida (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 números de isoenzimas de SOD, destacando-se a C.

paulina com maior número de isoenzimas, o que nos leva a sugerir estudos posteriores de

interação entre os diversos materiais.
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Introdução

Crotalaria (Leguminosae, Papilionoideae, Crotalaraceae) é um gênero extenso na

África tropical e comumente encontrado em regiões abertas desde as montanhas aos

semidesertos. Quinhentas espécies já foram reconhecidas nesses lugares e no resto da

África e Madagascar, e outras 100 ou mais espécies se estendem pelos trópicos e

subtrópicos do hemisfério sul. O mais notável em África é a enorme proliferação ao longo

dos rios, Congo e Zambezi; no extremo Sul do lago Tanganika 75 espécies têm sido

coletadas. O incremento da coleta intensiva nas regiões menos exploradas e a existência de

fragmentos em herbários, indicam que um bom número de espécies está sendo encontrado

(Polhill, 1982).

Crotalaria  é o terceiro maior gênero de Papilionoideae sendo o único representante

da tribo Crotalarieae na América do Sul (Fillietaz, 2002). O crescimento vigoroso, boa

nodulação e resistência razoável a doenças, são características de algumas espécies do

gênero que lhes conferem diferentes propósitos e usos (Polhill, 1982), sendo utilizadas na

alimentação humana e animal, para uso médico, ornamental e suas duas maiores aplicações

são a fixação de nitrogênio atmosférico, característica da família 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 alcalóides e

outros princípios ativos farmacêuticos de determinadas espécies, também são utilizados na

medicina tradicional (Polhill, 1982).

C. juncea é a principal espécie cultivada; na Índia, sua fibra é empregada na

fabricação de lonas, cordas, redes de pesca, papel e na confecção de diversos utensílios

(Vietmayer, 1979; Oliveira, 1992); foi introduzida amplamente na África, mas exceto
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algum sucesso no Zimbabwe, tem sido pouco explorada (Fox, 1954). No Brasil foi

introduzida no século XIX para adubação verde, principalmente na cultura da cana-de-

açúcar (Oliveira, 1992) e sua produção anual é de 130000 toneladas métricas,

principalmente na Índia e Brasil (Vietmayer, 1979). A espécie tem sido usada por todo o

trópico como adubo verde, e pode ser usada com discrição como forrageira. Embora outras

15 espécies têm sido extensivamente tratadas como adubo verde e plantas de cobertura em

estações experimentais em várias regiões, nenhuma parece ter interesse em práticas

agronômicas gerais (Polhill, 1982).

A classificação de espécies de Crotalaria tem-se baseado principalmente em

caracteres florais; características como por exemplo, estilete coberto de pelos em duas

fileiras em espiral e anteras claramente diferenciadas, têm  evitado confundir com Lebeckia,

género com características semelhantes a Crotalaria. No entanto características mais

óbvias, como a quilha rostrada e o legume inflado são úteis para o reconhecimento, mas

não para uma classificação precisa, sendo estas características as maiores responsáveis por

classificações errôneas de um grande número de espécies (Polhill, 1982).

A análise de isoenzimas por eletroforese é de grande significado como um método

para determinar a diversidade genética em plantas, porque a neutralidade seletiva para locos

isoenzimáticos pode ser assumida em muitos casos, e portanto elas proporcionam uma

medida de relacionamento entre os cultivares que não são capazes de ser alterados

significativamente por processo de seleção experimental (Resende et al., 2000).

A utilização 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 populações naturais, o que vem sendo estudado por meio de

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

possui três vantagens em relação à determinação por marcadores morfológicos: 1. As

isoenzimas têm herança codominante; 2. muitos locos isoenzimáticos são altamente

polimórficos na maioria das populações; e 3. as isoenzimas possivelmente não estão

sujeitas a forças seletivas (Silva, 2000).

A variação de isoenzimas tem sido estudada para determinar o relacionamento genético de

269 cultivares de Diascorea alata desde o Sul do Pacífico, Ásia, África e Caribe (Lebot et

al., 1998), para classificar cultivares Japoneses de (Colocassia esculenta (L.) Schott)

(Isshiki et al., 1998) e para caracterização e diversidade genética de cultivares de capim

elefante e seus híbridos com milheto (De Freitas et al., 2000)

A enzima SOD (Superóxido:superóxido oxidorredutase) catalisa a dismutação do

O2
•_ à H2O2, apresentando-se na forma de isoenzimas (Bowler et al., 1992 e Voet & Voet,

1995). As isoenzimas da SOD são ubíquas em organismos aeróbicos, anaeróbicos

aerotolerantes e alguns anaeróbicos obrigatórios, protegendo-os contra os danos oxidativos

através da remoção do radical O2
•_. Estas enzimas são codificadas no núcleo e transportadas

para seus locais organelares por meio de seqüências marcadas com NH2 terminais. São as

únicas enzimas em que suas atividades determinam as concentrações de O2
•_ e H2O2, os

dois substratos da reação 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 têm sido classificadas

em três grupos de acordo com o componente metálico de seu sítio ativo: cobre/zinco

(Cu/Zn), manganês (Mn) ou ferro (Fe) (Scandalios, 1993). A Mn-SOD, normalmente

localizada na mitocôndria, é resistente ao KCN (B) e ao H2O2 (C), a Cu/Zn-SOD,

localizada nos cloroplastos, é inativada por KCN e por H2O2 e a Fe-SOD, está também
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associada aos cloroplastos, é resistente ao KCN e inativada por H2O2. As Cu/Zn-SODs e

algumas Mn-SODs e Fe-SODs de procariotos são diméricas, enquanto as Mn-SODs das

mitocôndrias e de algumas bactérias termófilas são tetraméricas (Scandalios, 1993).

Neste estudo, a eletroforese de enzimas foi usada como um método para determinar

a diversidade genética de várias espécies de Crotalaria, as quais têm sido mantidas na

coleção do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), Piraí Sementes e Instituto

Agronômico 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 Agronômico do Paraná, 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 Piraí Sementes, Piracicaba, Brasil

As sementes foram escarificadas quimicamente com ácido sulfúrico puro durante 20

minutos, em capela. Após o tempo de escarificação o ácido foi lavado cuidadosamente

várias vezes em água corrente, repetindo posteriormente o processo em água deionizada,

até que o excesso de ácido fosse eliminado. As sementes lavadas foram postas para
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germinar em rolos de papel de germinação, previamente umedecido e colocados em potes

plásticos com água até ¼ da altura dos rolos e com aeração continua em câmara de

crescimento sob condições ambientais controladas (60-80 % de umidade relativa, 25-27 oC

.de temperatura e um fotoperíodo de 16 h a 350 µmol m-2 s-1) por 7 dias.

No fim desse período, as plântulas com aproximadamente o mesmo tamanho, foram

selecionadas e colocadas para crescer por um período de 96 horas em potes plásticos de 1,5

L de capacidade contendo solução nutritiva de Hoagland. As folhas e raízes foram

posteriormente recortadas e as amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e

armazenadas a –80 oC, prévio a extração enzimátca.

Extração das enzimas

Todo o processo de extração enzimática foi feito a 4 oC. Os tecidos das plântulas

congelados com nitrogênio líquido foram macerados na proporção 1:3 (p/v) de massa seca

por tampão de extração (100 mM de tampão fosfato de potássio, 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 alíquotas separadas a -80 oC para

serem usadas para as analises da atividade de ME, PO, SKDH, GDH, ACP, MDH, EST e

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

Ensaio enzimático
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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 água deionizada e incubados no escuro por 30 minutos a temperatura

ambiente num ensaio contendo mistura de 50 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7.8),

1mM EDTA, 0.05 mM riboflavina, 0.1 mM tetrazolium nitroblue e 0.3% (v/v) N,N,N”,N”-

tetrametiletilenodiamina (TEMED). No fim deste período, os géis foram enxaguados com

água 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 reacção

por transferência dos géis a 6% (v/v) de ácido 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 incubação dos géis por 20 minutos em solução contendo 2 mM

KCN e 5 mM H2O2, separadamente e então incubada a mistura de reação da SOD como

segue. Foi feito um pré-tratamento dos géis em H2O2 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 é resistente a ambos inibidores, A isoenzima Fe-SOD é resistente ao KCN e inibido

por H2O2, e a Cu/Zn-SOD é inibida por ambos inibidores. O acúmulo da concentração de

proteína no gel, foi incrementado para 150 µg para identificar alguma isoenzima de SOD

com bandas menos expressivas no gel de eletroforese.

Construção do dendograma
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Um dendograma foi construído baseado no coeficiente de Jaccard (Sj) usando a

análise dos grupos segundo a posição das bandas (para cada padrão, Sj divide o numero de

bandas correspondentes pelo número total de bandas em ambos padrões). O dendograma

consensual foi obtido usando o método de reamostragem “bootstrap” (entre 1000 réplicas),

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

Resultados

Os resultados em PAGE (Fig. 1) mostraram uma variação na atividade total de

isoformas de SOD entre as diferentes espécies de Crotalaria estudadas, as quais puderam

ser classificadas posteriormente pela análise de inibidores (dados não mostrados), como

Cu/Zn-SOD, Mn- SOD e Fe-SOD. Pela figura pode observar-se a presença de 15

isoenzimas de SOD:

As isoformas IIa, 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 IVa foi classificada como pertencente a classe Fe-SOD.

Das isoformas identificadas, três 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). Já 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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II; II a

III; III a
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Figura 1. Atividade da SOD em folhas de diferentes espécies de crotalaria. A: amostra
padrão de SOD; B: C. mucronata; C: C. lanceolata; D: C. granthiana; E: C. streata; F:
C. paulina; G: C. ochroleuca; H: C. breviflora; I: C. spectabilis; J: C. zanzibarica; K: C.

juncea; L: C. juncea var. IAC-KR1. Os números à direita indicam isoformas de SOD.

L
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A B C

I

II

Figura 2. Isoformas de SOD em plântulas de C. grantiana. A: controle
padrão de atividade; B: incubação em KCN antes da revelação; C:
incubação em H2O2 antes da revelação. Os números 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 (IIIa, V, VIII e XI).

De maneira semelhante ao observado na maioria das espécies até agora analisadas

foi ainda possível identificar em C. ochroleuca (G), três 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 (II) 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

(VIII).

Em C. zanzibarica (J) foi identificada uma isoforma Mn-SOD (I) e duas isoformas

Cu/Zn-SOD (IV e VII). Outras três isoformas foram também localizadas em C. juncea (K)

e C. juncea var.IAC-KR1 (L), tendo aparecido pela análise de inibidores, para ambas

espécies uma isoforma Mn-SOD (II) e duas Cu/Zn-SOD (X).

Para a análise 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 isoenzimáticos 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.
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A B C

I

III
IV

V

Figura 3.  Isoformas de SOD em plántulas de Crotalaria paulina. A:
controle padrão de atividade; B: incubação em KCN antes da revelação;
C: incubação em H2O2 antes da revelação. Os números a esquerda
indicam isoformas de SOD.
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C. juncea
C. streata

C. paulinia

C. breviflora

C. grantiana

C. zanzibarica

C. ochroleuca

C. mucronata

C. lanceolata

C. spectabilis

Figura 4. Dendograma com 10 espécies de crotalaria em relação a diversos sistemas enzimáticos.
Espécies: Crotalaria juncea; Crotalaria streata; Crotalaria paulinia; Crotalaria breviflora;
Crotalaria grantiana; Crotalaria zanzibárica; Crotalaria ochroleuca; Crotalaria mucronata;
Crotalaria lanceolata; Crotalaria spectabilis. Sistemas enzimáticos: Esterase, Glutationa
desidrogenase, Peroxidase, Xiquimato desidrogenase, Malato desidrogenase, Enzima málica e
Fosfatase ácida.
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Discussão

Pela análise com inibidores as diferentes isoformas de SOD puderam ser

classificadas, e foram identificadas onze isoenzimas pertencentes a classe Cu/Zn-SOD, três

isoformas pertencentes a classe Mn-SOD e uma isoforma pertencente a classe Fe-SOD. O

número de isoenzimas de cada classe de SOD varia grandemente de planta para planta

(Bowler et al., 1992), sendo que as Cu/Zn-SODs são consideradas as mais abundantes em

vegetais (Wingsle et al., 1991).

As isoformas que apareceram com mais freqüência entre as espécies são: II (Mn-

SOD), presente em C. granthiana (D), C. paulina (F), C. breviflora (H), C. spectabilis (I),

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 freqüentes, apresentando-se apenas em uma espécie de crotalaria, são: V,

VI, VII, VIII, IX e XII, todas elas pertencentes Classe Cu/Zn-SOD. A espécie que

apresentou maior número de isoformas foi a C. paulina (F) sendo uma Mn-SOD (II), e

quatro do tipo Cu/Zn-SOD (IIIa, V, VIII e XI). A isoforma I que é uma Mn-SOD é foi

identificada em C. lanceolata (C), C. ochroleuca (G), e C. zanzibarica (J), apesar de

aparecerem as bandas com pouca intensidade nas três 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, já que além desta Mn-SOD têm 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 última tem uma

isoforma VII, que é uma Cu/Zn-SOD e não está presente nas duas primeiras. A isoforma II

também é uma Mn-SOD e é comum a em C. granthiana (D), C. paulina (F), C. breviflora

(H), C. spectabilis (I), C. juncea (K) e C. juncea var. IAC-KR1 (L). A intensidade com que

aparece a banda é maior em C. spectabilis (I), a atividade das isoenzimas da SOD nesta

última espécie difere ainda da atividade de todas as outras espécie, por ser a única em

apresentar a isoenzima IX, que é uma Cu/Zn-SOD, também com uma banda bastante

intensa.

C. grantiana (D), por sua vez difere de todas as outras pela presença da isoenzima

VI, que é uma Cu/Zn-SOD e aparece unicamente nesta espécie; por outro lado aqui também

está 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 incubação com KCN (fig. 2). Este é um

fato interessante, já que segundo Azevedo et al. (1998), é muito raro o aparecimento da Fe-

SOD em células vegetais, e quando encontrada está associada aos cloroplastos. C. juncea

(K) e C. juncea var. IAC-KR1 (L) são iguais entre si, pois apresentam as mesmas isoformas

(II, IV e IX), a primeira Mn-SODe as duas últimas Cu/Zn-SOD.

Por sua vez C. paulina(F) e C.breviflora (H) têm também em comum a isoforma XI,

que é uma Cu/Zn-SOD, mas diferem entre si, nas isoformas III, V e VIII, que são Cu/Zn-

SOD e aparecem apenas em C.paulina (F); das espécies por nós estudadas, esta última foi a

única onde foram observadas cinco isoformas de SOD, como pode observar-se pela análise

de inibidores para C. paulina (fig. 3). Pan e Yuan (1991) já 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 mitocôndria 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 mitocôndria.

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 não

está presente em C.mucronata (E).

Para a análise 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 isoenzimáticos 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 formação 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. zanzibárica foram as

espécies que mais se assemelharam levando em conta os 7 sistemas enzimáticos estudados,

pois apresentaram o maior coeficiente de similaridade (78 %); ambas em relação a C.

breviflora apresentaram coeficiente de similaridade de 74 % e 70 %de similaridade em

relação a C. ochroleuca. Este grupo de espécies difere pouco da C. paulina, pois tem uma

semelhança de 66 %, em relação aos sistemas enzimáticos estudados ao passo que em

relação ao grupo formado entre a C. mucronata e C. lanceolata têm apenas 60 % de
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semelhança. A C. juncea e C. streata apesar de terem uma semelhança de apenas 58 %,

formam um grupo cuja semelhança com as demais espécies é relativamente pequena (49

%).

Apesar de apenas existir na literatura trabalhos feitos tendo em conta parâmetros

morfológicos com algumas das espécies de crotalaria utilizadas neste estudo, nenhum

trabalho considerando sistemas enzimáticos, até onde pudemos pesquisar foi encontrado.

Dessa acreditamos, que esta abordagem pode contribuir para a classificação dos diferentes

materiais, aliados aos estudos morfológicos entre outros. É importante ressaltar que de um

ponto de vista geral, essas análises indicam que para os sistemas considerados existe um

bom potencial genético a ser explorado. Embora de forma especulativa podemos imaginar

que as diferenças observadas, uma vez que grandes grupos não foram evidenciados, podem

conferir caracteríticas eventualmente importantes em situações específicas. Vale a pena

ressaltar que as enzimas consideradas estão envolvidas em importantes processos

metabólicos. Por outro lado, outras combinações podem ser feitas, talvez relacionando

outras enzimas que participam de processos em comum, e que por ventura podem resultar

em informações completamente diferentes. Também a consideração de origem dos

materiais pode ser explorada.

Como a Crotalaria é uma espécie cujas pesquisas estão crescendo devido a

importância do gênero, mas ainda não existem muitas publicações envolvendo aspetos

moleculares e bioquímicos, destacamos a importância da geração de hipóteses e formulação

de questões que permanecem em aberto, para futuras abordagens.

Em adição, ainda temos dados em vias de discussão que poderão enriquecer nosso

entendimento a respeito dos sistemas enzimáticos, bem como informações que estão sendo

analisadas a respeito da origem e características gerais das espécies para relacionar com o
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que já está apresentado (as informações não são de fácil acesso, pois como já 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 características morfológicas

semelhantes para a semente e também quanto ao processo de germinação, o qual é mais

lento. Dessa forma, com a evolução das pesquisas poderemos cada vez mais relacionar

estas características morfológicas com as observadas em estudos bioquímicos.
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4. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS

Efeitos drásticos induzidos pela toxicidade do Cd têm sido relatados em organismos

vivos (Vitória et al., 2000). As Plantas possuem diversos mecanismos para minimizar estes

efeitos tóxicos. Assim, determinar o efeito desse metal, bem como relacionar os

mecanismos mobilizados é extremamente importante para um completo entendimento da

fisilogia do estresse em plantas.

Foi demonstrado que concentrações crescentes de CdCl2 inibiram o crescimento de

C. juncea. Esse efeito inibitório tem sido relatado na literatura, porém diferenças distintas

têm sido demonstradas entre diversas espécies de plantas. Em cana-de-açúcar um pequeno
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efeito inibitório pode ser observado em concentrações maiores e por um período mais longo

de exposição, sendo claramente essa espécie mais tolerante a esse metal (Fornazier et al.,

2002). Diversos artigos têm relatado o efeito de altas concentrações de Cd em plantas (Di

Toppi et al., 1999; Kubota et al., 2000; Stroinski et al., 1999; Bhattacharjee, 1998). Em

rabanete concentrações abaixo de 0,25 mM de CdCl2 afetaram muito pouco o crescimento

(Willekens et al., 1994). Esses resultados estão de acordo com os demonstrados para C.

Juncea.

Foi observado grande acúmulo de Cd em raízes de plântulas de C.juncea nas

primeiras 24 horas, sendo que um rápido aumento neste acúmulo ocorreu em plantas

tratadas com 2 mM de CdCl2. Plantas apresentam variações na capacidade de acumular o

Cd em raízes, sendo este metal acumulado de 34 a 97% (Jarvis et al., 1976). A translocação

para a parte aérea tem sido demonstrada previamente em um grande número de plantas

(Rauser 2000; Hegedus et al., 2001;Vitória et al., 2001). Em C. juncea não foi observado

acúmulo de Cd até 48 horas de exposição e então a concentração alcançou um platô após 72

horas.

Diversos estudos têm demonstrado o efeito do Cd na atividade da CAT (Vitória et

al., 2001; Ferreira et al., 2002; Fornazier et al., 2002). Um aumento na atividade da CAT

foi observado em folhas, mas não em raízes de plântulas de C. juncea na concentração de 2

mM de CdCl2. Estes resultados estão de acordo com o observado em Agropyron repens

(Brej, 1998) e em rabanete (Vitória et al., 2001), onde um aumento na atividade da CAT foi

observado em raízes e folhas. Em contrapartida, em soja (Ferreira et al., 2002) e em um

período inicial (até 72 h) em cana-de-açúcar (Fornazier et al., 2002), foi observado um

efeito inibitório, com diminuição na atividade de CAT foi observado.
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Em plantas superiores, três isoenzimas, codificadas por genes distintos têm sido

reportadas. Em C.juncea, foram observadas de duas a três isoformas de CAT, porém não

foram classificadas. Em cana-de-açúcar também foram observadas três isoformas

(Fornazier et al., 2002). O aumento da atividade de catalase em folhas de C. juncea

observado nos tratamentos com CdCl2 suporta a hipótese de que o Cd causa a formação de

peróxido de hidrogênio, o qual é então metabolizado pela CAT (Polidoros and Scandalios,

1999). Embora não tenha sido observado um aumento significativo no total da atividade de

CAT em raízes, houve uma alteração no padrão de isoenzimas.

A atividade de SOD permaneceu inalterada durante o período de exposição nas

concentrações de CdCl2 testadas, contrariamente ao ocorrido com a CAT embora variações

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

(Vitória et al., 2001) e ervilha (Dalurzo et al., 1997) um padrão diferente foi observado por,

onde um aumento de atividade da SOD foi demonstrado. Diferentes estresses oxidativos

têm induzido a um aumento na atividade e expressão 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, não seja o suficiente para um aumento do superóxido

que acarrete em incremento na atividade da SOD.

De maneira similar ao observado para CAT, a atividade da GR em folhas aumentou

tanto na concentração de 0,2 mM de CdCl2 quanto na de 2 mM de CdCl2, sendo mais

pronunciada nesta última. Aumento na atividade de GR tem sido observado também em

outras plantas (Ferreira et al., 2002; Fornazier et al., 2002; Schikler and Caspi, 1999;

Vitória et al., 2001). Apesar de evidencias indicarem que o Cd acumula-se principalmente

em raízes, quando comparado a folhas e caules, estes resultados em folhas sugerem que esta
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enzima pode responder a exposição 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 biossíntese de fitoquelatinas.

Assim, em C. juncea, é possível que as espécies ativas de oxigênio (EAOs)

induzidas pelo Cd, sejam metabolizadas pela CAT nos peroxissomos, e que um aumento da

atividade de GR, além de promover a GSH para síntese de fitoquelatinas, como já

mencionado, também desempenhe um papel na limpeza das EAOs induzidas pelo Cd

através do ciclo da glutationa-ascorbato, já que a GSH também é um antioxidante.

Finalmente, as atividades das enzimas antioxidantes em conjunto indicam a

ocorrência de estresse oxidativo induzido pelo metal.

Os dados ao crescimento nos permitem sugerir a crotalaria como possível espécie a

ser utilizada como bioindicadora e monitoramento da poluição ambiental.

Os resultados relativos aos sistemas isoenzimáticos utilizados mostraram ser

eficientes para identificar através da análise de agrupamento a ocorrência de pelo menos

dois grandes grupos distintos. Além disso, a variabilidade isoenzimática encontrada para

SOD, abre pespectiva para explorá-la buscando um melhor ententimento dos mecanismos

que podem por ventura conferir diferentes níveis tolerância aos metais pesados.
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