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A Arabidopsis thaliana é uma planta herbacea da familia Brassicaceae e é nativa da Amadeu MVM Soares
Europa, Asia e Africa tropical, apresentando uma grande distribuicdo a nivel mundial. .
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Esta planta possui um genoma relativamente pequeno quando comparado com o de
outras plantas (apenas 5 pares de cromossomas) e um ciclo de vida curto, o que permite
0 acompanhamento de todas as fases do seu ciclo de vida e das geragbes sucessoras, CESAM e Departamento de Biologia da
sendo também de facil cultivo e manutencdo em laboratério. Devido a estas
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caracteristicas, A. thaliana foi a primeira planta a ter o genoma completamente
sequenciado, sendo uma planta modelo em estudos genéticos. A facil manipulagéo dos
seus genes permite a produgdo de novas linhagens (mutantes), que podem apresentar
diferentes sensibilidades quando expostas a factores de stress ambiental. Estes podem
ser naturais (variagdo na temperatura, humidade, luminosidade, entre outros) e/ou
antropogénicos (compostos quimicos, como o0s pesticidas e metais pesados).
Exemplares de plantas selvagens, assim como 0s seus mutantes produzidos em
laboratério, tém sido utilizados em ensaios ecotoxicolégicos com o intuito de avaliar a
influéncia directa dos factores de stress ambiental na germinagdo, crescimento e
biomassa das plantas.
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D INTRODUCAO

A Arabidopsis thaliana € uma espécie vegetal muito utilizada para avaliar os efeitos de agentes ambientais
de stress, bem como de compostos antropogénicos tdxicos, nos seus diferentes niveis de organizacao
biologica (Heim et al., 1989; Krizek et al., 2003; Drazkiewicz et al., 2004). Esta planta pertence a familia
Brassicaceae e possui uma distribuicdo alargada na Europa, Asia e América do Norte (Hoffmann, 2002).
Devido a sua vasta distribuicdo, esta espécie apresenta uma quantidade elevada de ecotipos, destacando-
se os ecOtipos Columbia e Landsberg pela sua utilizagdo em ensaios laboratoriais (Meinke et al., 1998).
Apesar da sua proximidade com outras espécies, como o nabo, repolho, couve e brécolos, A. thaliana nao
tem importancia alimentar. No entanto, devido as suas caracteristicas genéticas e morfo-fisiolégicas ha mais
de 40 anos que é objecto de diversos trabalhos na area da biologia molecular, genética, bioquimica e

fisiologia (Meyerowitz et al., 1994).

O ciclo de vida completo de A. thaliana (germinacéo, desenvolvimento, floracdo, maturacdo de sementes e
senescéncia) corresponde a aproximadamente 42 dias. As plantas desenvolvem-se em forma de roseta,
cujo tamanho varia de 2 a 10 cm de diametro. Por sua vez, os caules podem chegar a 20 cm de altura
conforme as condi¢des de crescimento. As plantas podem produzir centenas de frutos (do tipo siliqua) e
cerca de 5.000 sementes (Meinke
et al., 1998) (Figura 1). As folhas
de Arabidopsis possuem tricomas
e as raizes sdo axiais, ndo
possuindo relacdes simbidticas
com bactérias. As flores tém
cerca de 2 mm de tamanho, sdo

compostas por quatro sépalas

verdes no verticilo externo, quatro
pétalas brancas e seis estames. A
sua reproducéo é rapida e do tipo
autogamica (Meinke et al., 1998).

A. thaliana foi o primeiro

organismo vegetal e o terceiro

organismo multicelular a possuir o
genoma completamente sequen-
ciado, no final de 2000 (The
Arabidopsis Genome Initiative,
2000). Os dois primeiros foram o
nematodo Caenorhabditis elegans

(The C. elegans Sequencing

Consortium, 1998) e a mosca da

FIGURA 1: A esquerda, uma planta madura de A. thaliana cultivada em  fryta Drosophila melanogaster
condi¢des ideais. A direita, de cima para baixo: inflorescéncia com flores

brancas, fruto do tipo siliqua e as folhas maduras em formato de roseta na ~ (Adams et al., 2000).

regido basal.
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O numero de trabalhos publicados usando A. thaliana como modelo biolégico é bastante elevado e
aumentou consideravelmente apds o sequenciamento do seu genoma. Segundo a base de dados Web of
Science (01/08/2009), foram publicados cerca de 35 mil trabalhos tendo A. thaliana como objecto de estudo,
76% dos quais no periodo entre 2000-2009.

Neste artigo apresentam-se alguns dos diversos usos de A. thaliana como organismo modelo e a sua
aplicabilidade na Ecotoxicologia, recorrendo a técnicas e metodologias frequentemente utilizadas nestas

areas.

D ARABIDOPSIS THALIANA COMO ORGANISMO MODELO EM ESTUDOS GENETICOS

Os organismos utilizados como modelo em estudos cientificos devem possuir determinadas caracteristicas
gue os tornem eficazes para a avaliacdo das respostas pretendidas. Uma das vantagens do uso de
Arabidopsis em bioensaios é o seu pequeno porte quando comparado com outras plantas. Essa
caracteristica possibilita 0 seu cultivo em placas de Petri e a obtencdo de um grande nimero de plantas, ao
mesmo tempo e em espagos reduzidos de laboratério (Meinke, 1998). A. thaliana possui um genoma
relativamente pequeno, com 5 cromossomas, 20 mil genes e aproximadamente 146 milhdes de pares de
base; cerca de 85% do genoma é constituido por genes “codificantes”, ou seja, composto por sequéncias
de ADN que podem ser traduzidas (Bevan e Walsh, 2006). A densidade genética em A. thaliana é superior
a de outras espécies, como p.e. Oriza sativa (arroz) e Zea mays (milho). Um genoma com uma maior
guantidade de sequéncias codificadas permite, mais rapidamente, a compreensédo das fungfes codificadas
por cada um dos genes. Por exemplo, a espécie Triticum aestivum, vulgo trigo, possui um genoma 130
vezes maior do que o de A. Thaliana, no entanto menos de 1% das suas sequéncias s@o codificantes

(Devos e Gale, 2000), o que é uma clara desvantagem.

Apesar de todas as caracteristicas e vantagens descritas acima acerca do uso de Arabidopsis em estudos
genéticos, um dos factores decisivos para a sua utilizacdo como espécie modelo prende-se com a eficiéncia
na sua transformacao genética com Agrobacterium tumefaciens® (Labra et al., 2004). Desde entdo, milhares
de insercbes de T-DNA (DNA transformados) foram sequenciadas e foram identificadas as mutacdes que
interferem na gametogénese, na formacdo de sementes, nas folhas e desenvolvimento de raizes, na
floracdo, na senescéncia, na transducdo de sinais metabdlicos, nas respostas a hormonas e em muitos
processos celulares e fisiolégicos (Meyerowitz e Somerville, 1994). Este tipo de manipulacdes reforca as
grandes potencialidades da aplicacdo de A. thaliana em estudos de investigacao cientifica, sendo os efeitos

ao nivel genético os mais analisados (Krizek et al., 2003; Lee et al., 2005).

! O sistema de infecgdo da A. tumefaciens representa a insercéo de um elemento genético com informagdes complexas
que permite a transferéncia de genes de um organismo procarionte para um eucarionte. A transferéncia e a integracéo
do T-DNA sédo determinadas por varios genes localizados no cromossoma bacteriano pelo conjunto de genes de
viruléncia.
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D A UTILIZACAO DE ARABIDOPSIS THALIANA EM ECOTOXICOLOGIA?

Existem diversos mecanismos responsaveis pela introducdo, transporte e transformacao das substancias
guimicas na atmosfera, litosfera, hidrosfera e na biosfera. A volatilizacdo € um dos processos que conduz
ao transporte de substancias perniciosas para a atmosfera, as quais, posteriormente se movimentam para

0s ecossistemas aquaticos e terrestres, comprometendo assim a saude e equilibrio destes ecossistemas.

A utilizacdo de plantas na avaliagdo do efeito de compostos quimicos no ambiente terrestre é de grande
importancia, tanto do posto de vista ecoldgico quanto do da salde humana. As plantas sdo produtores
primarios, pelo que constituem alimento ndo s6 para os seres humanos, mas também para iniUmeros seres

vivos que habitam ambientes terrestres e/ou aquéticos.

Apesar de ndo ser considerada uma planta modelo em ecotoxicologia, principalmente por possuir um ciclo
de vida relativamente longo para a realizacdo dos bioensaios (Kalsch et al., 2006), A. thaliana tem sido
amplamente utilizada para a avaliagdo dos efeitos de compostos téxicos, por ser uma planta “modelo” em
estudos genéticos. Portanto, muitos dos estudos realizados em A. thaliana combinam ecotoxicologia e
genética, avaliando normalmente a fun¢éo génica em processos vitais do metabolismo das plantas expostas

a compostos toxicos (Teixeira et al., 2007; Guo et al., 2008; Besson-Bard et al., 2009)

Para além de Arabidopsis existem outras espécies de plantas que também s&o muito utilizadas em ensaios
ecotoxicolégicos e que, por sua vez, sdo consideradas modelos nos protocolos padronizados. Os
organismos modelo devem ser representativos do ecossistema em estudo, ou seja, serem abundantes e
desempenharem um papel importante na manutencdo do equilibrio desses ecossistemas. Além disso,
devem ter um tamanho reduzido, ciclo de vida curto, ser de facil manipulacdo e cultivo em laboratério,

apresentar estabilidade genética e sensibilidade aos varios tipos de compostos toxicos (Soares, 2007).

Alguns exemplos de espécies vegetais normalmente usadas como modelos em estudos de ecotoxicologia
sdo o milho (Zea mays L.), a alface (Lactuca sativa L.), o trigo (Triticum aestivum), o nabo (Brassica rapa
L.), a cevada (Hordeum vulgare L.), o arroz (Oryza sativa L.), aveia (Avena sativa L.) (ISO, 1995). Outros
exemplos de organismos modelo com aplicac@o recomendada em diversos estudos séo:

e a bactéria Escherichia coli, que foi o primeiro modelo utilizado em biologia molecular (Riley e Labedan,
1997);

e 0 fungo Saccharomyces cerevisiae, que € estudado devido a facilidade de manuseamento e rapidez de
crescimento (Sutherland et al., 2001);

e a mosca da fruta Drosophila melanogaster, que é igualmente muito utilizada como um modelo genético
(Adams et al., 2000);

e 0 nematodo Caenorhabditis elegans, que possui padrdes de desenvolvimento definidos e pode ser
facilmente estudado quanto a presenga de anormalidades sendo, portanto, um modelo em estudos de

biologia do desenvolvimento;

2.0 termo ecotoxicologia deriva das palavras ecologia (estudo dos ecossistemas) e toxicologia (estudo dos efeitos das
substancias quimicas nos seres humanos), e foi introduzido por René Truhaut em 1969, e estd relacionado com o
estudo dos efeitos toxicos de substancias quimicas e de agentes fisicos em organismos vivos, geralmente em
populacdes e comunidades de ecossistemas definidos (Arapis, 2004; Fernicola et al., 2004).
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e 0 peixe-zebra Danio rerio, como modelo consolidado na &rea de genética e neurociéncias (Keller e
Murtha, 2004) e, mais recentemente, usado também em estudos de cariz ambiental / ecotoxicolégico
(Grisolia e tal, 2009);

e 0 crustaceo Daphnia magna, como modelo da ecotoxicologia aquatica (Baird e tal, 1989);

- 0 colémbolo Folsomia candida, como um dos modelos utilizados em ecotoxicologia terrestre (Amorim et al,
2005).

D METODOLOGIAS DIVERSAS

Com o intuito de conhecer e avaliar os diversos efeitos causados por substéncias téxicas em plantas, tém
vindo a ser efectuados varios estudos utilizando diferentes niveis de organizacéo biol6gica. As metodologias
mais utilizadas neste tipo de avalia¢@o incluem estudos ao nivel sub-celular, com biomarcadores, ao nivel
do ADN, com a técnica dos cometas ou de microarrays de ADN, ou ainda a niveis fenotipicos e/ou

fisiol6gicos, testando-se a capacidade de emergéncia e crescimento das plantas.

e Biomarcadores

Os biomarcadores eram inicialmente utilizados com a finalidade de avaliar alterac8es funcionais, expressas
a niveis de organizagéo inferiores aos do organismo e induzidas por determinados poluentes (NRC, 1987).
Essa defini¢cdo foi modificada véarias vezes. Actualmente, autores como (vanGestel e vanBrummelen, 1996)
consideram os biomarcadores como sendo respostas biolégicas a ambientes quimicos ao nivel sub-celular,

as quais podem ser medidas nos organismos ou em partes destes.

Os niveis toxicos de metais pesados afectam uma variedade de processos metabdlicos das plantas
(Siedlecka et al., 2001). O periodo inicial de exposicdo ao stress determina, frequentemente, uma série de
alteracbes no organismo. Uma das principais consequéncias dessa acc¢do consiste na producdo de
compostos reactivos de oxigénio (CRO), que normalmente danificam os componentes celulares como as
membranas, os lipidos, as proteinas e os acidos nucleicos, causando peroxidacédo Iipidica3, desnaturacao
proteica4 e mutacdes no ADN (Bowler et al., 1992; Scandalios, 1993; Alscher et al., 1997;Fang e Kao,
2000). Para evitar danos deste tipo, as células vegetais possuem sistemas antioxidantes. Um desses
sistemas é formado pelas enzimas que reagem com os CRO: a superdxido-dismutase (SOD), enzima que
catalisa a reac¢do de dois anides superoxidos formando um perdxido, menos reactivo e que € degradado
pelas enzimas catalase ou peroxidase; a catalase (CAT), uma hemoproteina (possui o grupo heme)
altamente especifica que transforma o perdxido de hidrogénio em agua; as peroxidases (POXs), grupo de
enzimas oxi-redutases que oxidam os substratos organicos, tendo o peréxido de hidrogénio como molécula
aceitadora de electrbes; o acetato de tocoferol (Vitamina E), que captura o radical livre, hidroxila na
membrana celular, impedindo a peroxidacdo dos acidos gordos das membranas celulares. Ao libertar um
H+, que neutraliza o radical livre, gera o«c-tocoferil; o ascorbato (Vitamina C), que liberta um electrdo que é

capturado pelo radical «-tocoferil, transformando-se em acetato de tocoferol. Assim, a vitamina C recicla a

% A peroxidacdo de lipidios ocorre quando o radical livre hidroxila capta um atomo de hidrogénio do acido insaturado da
membrana fosfolipidica e transforma-se em agua. O acido graxo, em presenca de oxigénio, transforma-se em um
radical livre e inicia uma reacdo em cadeia que lesiona a membrana celular.

* Desnaturagdo proteica é a alteragdo da forma tridimensional de uma proteina. Esse processo resulta na perda da
funcdo da proteina, podendo-se ser reversivel ou irreversivel. O calor, 0 Ph e os compostos quimicos sdo 0s agentes
reponsaveis por esse processo
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vitamina E, prevenindo o ataque de radicais livres. Outro sistema que regenera 0s antioxidantes oxidados
inclui a glutationa, que actua directa ou indirectamente em muitos processos biolégicos importantes (sintese
de proteinas, metabolismo e protec¢do celular); a glutationa-redutase (GR), responsavel pela regeneracao
da glutationa a sua forma reduzida (GSH), que é um importante antioxidante celular; as desidroascorbato-
redutases (DHAR) e as mono-desidroascorbato-redutases (MDHAR) que actuam na remoc¢&o do peroxido

de hidrogénio através de um conjunto de reac¢Bes associadas a outras enzimas (Smirnoff, 1993).

Estudos com A. thaliana verificaram que apds exposi¢cdo a um défice hidrico, a radiagdo UV-B, ozono,
diéxido de enxofre (Kubo et al., 1999) e a cobre (Drazkiewicz et al., 2004), a actividade das peroxidases foi
estimulada. Desta forma, a elevada actividade das peroxidases é uma resposta comum de A. thaliana a

diferentes factores de stress.

Drazkiewicz (2004) verificou a ocorréncia de bioacumulacdo de cobre em A. thaliana quando exposta
durante 7 dias a concentracdes entre 150uM e 300 pM, tendo observado uma acentuada reducdo da
biomassa da parte aérea das plantas. Apos um periodo de exposi¢do de 14 dias, Wéjcik e Tukiendorf
(2003) notaram uma maior bioacumulacdo de cobre nas raizes quando comparada com a acumulacao
quantificada na parte aérea, sendo este resultado acompanhado por uma diminuicdo do tamanho da raiz e
alteracbes na ultra-estrutura dos cloroplastos de A. thaliana. Além disso, as enzimas antioxidantes SOD e

POX foram activadas pelo cobre, enquanto a actividade da catalase foi inibida nas folhas de A. thaliana.

e Microarrays de ADN

Os Microarrays de ADN consistem num arranjo de moléculas de ADN (fragmentos de ADN gendmico,
cADNSs ou oligonucleotideos) quimicamente ligadas a uma superficie sélida (como, por exemplo, laminas de
vidro) revestida com compostos que conferem carga positiva. S&o utilizadas para detectar e quantificar
diferencas na expressado de acidos nucléicos, apés hibridizacdo de amostras bioldgicas, controlo versus
exposto, nos microarrays (Figura 2). Quando um organismo é exposto a poluentes, podem ocorrer
alteracbes ao nivel da expressdo dos seus genes (transcricdo — formacdo de mais ou menos &cidos
nucléicos, i.e. ARNm), que sdo detectadas através do processo de hibridizacdo com o ADN fixado no
microarray, podendo concluir-se se os organismos foram ou ndo afectados pela exposicdo. Para mais

detalhes a respeito da técnica descrita ver Pereira e Gongalves (2009).

O uso de microarrays de ADN também permite a identificacao de alteracdes nas vias metabdlicas activadas
ou desactivadas durante o processo de transcricdo e sintese proteica, em resposta aos factores de stress a
gue um sistema biolégico é exposto. Neste sentido, esta técnica tem possibilitado avangos na obtencéo de
estratégias que visem o aumento da tolerancia as condi¢cdes de stress ambiental. Os genes identificados
gue tenham influéncia em mecanismos de tolerdncia tém demonstrado grande potencial para serem

aplicados nos processos de obtencdo de plantas mutantes.

No estudo de Magrini et al. (2008) foram avaliados os efeitos causados na expressdo genética de A.
thaliana exposta a solo contaminado com diversas substancias, entre as quais metais pesados e benzeno.
A contaminacgdo afectou as plantas em termos fenotipicos e de expressao genética. De um modo geral,
plantas expostas a solo com niveis elevados de contaminantes apresentaram cloroses (diminuicéo
declorofila) e cresceram menos do que as plantas cultivadas em condi¢Bes controlo. As plantas que

cresceram sob concentracdes elevadas de cobre revelaram taxas de crescimento menores e a expressao
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genética relacionada com diversos grupos funcionais aumentou. As plantas cultivadas em solo com niveis
elevados de chumbo evidenciaram uma reduzida expressdo de genes relacionados com o Fotosistema Il
(complexo proteico envolvido no processo de fotossintese), metabolismo, transporte celular e sintese
proteica. Entre os microarrays de ADN analisados, a expressdo genética incidiu essencialmente sobre os
genes associados ao Fotosistema |, ao stress oxidativo, a condi¢bes de falta de &gua, a choque térmico
proteico e ao catabolismo de toxinas. Neste estudo, os autores concluiram que os microarrays de ADN em
organismos modelo como A. thaliana s@o ferramentas de avaliacdo eficazes na determinacdo de

substancias toxicas através da determinagéo dos seus modos de ac¢do na expressao genética.

FIGURA 2: Imagem de visualizagdo digital (obtida através de emissdo de
fluorescéncia) de um microarray apds o processo de hibridizacdo com a
amostra de ARN marcada. Fonte: (http://www.imbb.forth.gr). As mudancas
nos niveis de expressdo genética sdo induzidas pelo agente toxico e sédo
semi-quantificaveis por comparagdo com 0s niveis de expressdo controlo
(amarelos), podendo estar a ser sobre-expressas (vermelhos) ou sub-
expressas (verdes).

As previs@es climaticas para as préximas décadas indicam um aumento da temperatura global, o aumento
de épocas de seca e tempestades em varias regides (Houghton et al., 2001). Neste contexto, o
conhecimento dos mecanismos de tolerdncia a condicdes extremas em espécies vegetais, através do
estudo de genomas funcionais e proteomas®, fornecem informacées para o desenvolvimento de genétipos
capazes de tolerar periodos de défice hidrico. A planta A. thaliana tem sido usada para o estudo da
tolerancia ao défice hidrico (Kasuga et al., 1999). Um dos avancos relacionados com esse stress prende-se
com o estudo das proteinas DREB (Dehydration-Responsive Element Binding ou Proteina de Resposta a
Desidratacdo Celular) que aderem a sequéncias de ADN presentes em regifes promotoras de genes
expressos durante a desidratacdo (Kasuga et al., 1999). A DREB mostrou um papel importante na
regulacdo da expressédo de genes em resposta ao stress hidrico e a temperaturas baixas. Os genes DREB
tém sido inseridos em plantas de soja e trigo, com o objectivo de obter plantas mais tolerantes a deficit
hidrico. O gene DREB foi patenteado pelo Jircas (Japan Internacional Research Center for Agricultural
Sciences), e codifica a proteina que acciona os genes de defesa das estruturas celulares da planta. Liu et
al. (1998) observaram o efeito dos DREBs que super-expressaram esse gene em A. thaliana. Estes autores
observaram que a planta mutante apresentou maior sobrevivéncia em condi¢cdo de seca e temperatura
baixa em relacéo a planta controlo. Verificaram também que a temperaturas baixas, a taxa de sobrevivéncia
das plantas geneticamente modificadas foi quase de 84%, enquanto a linhagem selvagem apresentou uma

taxa de mortalidade de 100%.

® 0 estudo do genoma envolve o sequenciamento do conjunto de genes de um organismo ou parte dele. Para o estudo
do genoma funcional tem-se: a transcriptdmica que se baseia na avaliagdo da expresséo genica e a protedmica que se
refere ao conjunto de todas as proteinas expressas por um genoma.
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e Fnsaio do Cometa “Comet assay”

O ensaio do Cometa é uma técnica para avaliar os efeitos téxicos causados nos organismos, ao nivel do
ADN. Sucintamente, esta técnica € utilizada para quantificar os danos causados no ADN de células
individuais, através de técnicas de eletroforese® aplicadas a uma suspenséo celular. A designacdo de
“Cometa” provém da forma que os fragmentos
de ADN celular adquirem aquando da
eletroforese, muito semelhante a um “cometa
com cauda” (Figura 3). O tamanho da cauda de
cometa reflecte a extensdo das rupturas das
hélices de ADN, e pode ser quantificado por
métodos de intensificacdo de imagem e analise
computacional. Uma revisdo de trabalhos que
utiizam esta metodologia pode ser vista em
Cotelle e Ferard (1999).

FIGURA 3: Observagdo de diferentes estagios de fragmentos
o . . o de ADN celular obtidos no processo de eletroforese. Da
Com o intuito de avaliar a citotoxicidade e o esquerda para a direita; o primeiro nicleo mostra-se nao
fragmentado (Estagio O - controlo) e o Ultimo possui o maior
grau de fragmentacdo do ADN (Estdgio 4). Fonte: http:
et al. (2008) expuseram protoplastos (regido  Www.egms.de

efeito dos metais ao nivel do ADN, Shaoshan

interna das células, constituida pelo citoplasma e nucleo) de folhas de A. thaliana com 4 semanas de idade
a trés diferentes metais pesados: zinco, cobre e cadmio. Estes autores observaram uma dependéncia da
taxa de sobrevivéncia das células relativamente a dose de contaminante utilizada e ao tempo de exposi¢céo
considerado. O zinco induziu um menor declinio da taxa de sobrevivéncia das células quando comparado
com os dois outros metais. Foram quantificados danos no ADN das células das plantas e observou-se que a
formacao de cometas foi induzida pelos metais nas concentra¢c@es entre 0,1 e 0,8 mmol L™. O dano no ADN
foi significativamente reforcado pelo aumento das concentracbes de metais. Para as mesmas
concentracdes de zinco, 0s metais cadmio e cobre apresentaram danos mais severos no ADN das células.
Esses resultados permitiram concluir que os metais cobre e cadmio sédo mais citotoxicos e genotéxicos do

que o zinco e que o método do cometa é uma ferramenta rapida e eficiente para deteccao de

genotoxicidade de metais pesados.

e Ensaios ecotoxicoldgicos para avaliacdo de parametros fenotipicos e/ou fisiol6gicos das plantas.

Os ensaios utilizados para a avaliagao de stressores em plantas sdo baseados no protocolo ISO 11269-2
(1995), onde as sementes sdo expostas a uma gama de concentracdes de um determinado composto
quimico sob condi¢des éptimas de cultivo. Apos avaliar a capacidade de germinagéo, no final do periodo de
exposicdo (que podera englobar o ciclo de vida completo da planta) podem ser avaliados e comparados
parédmetros como o comprimento, peso fresco e peso seco da parte aérea e raizes, bem como aspectos
gerais, e.g. coloracgéo e rigidez da planta. Detalhes sobre a montagem inicial de uma experiéncia podem ser

observado na Figura 4.

Num estudo realizado por Labidi et al. (2004) foram observados os efeitos da salinidade no crescimento das
rosetas, na producdo de sementes e na viabilidade das sementes de A. thaliana. Foram avaliados cinco
ecétipos e observadas diferentes respostas nos factores que condicionam a reproducédo das plantas. As

sementes de Arabidopsis foram germinadas numa mistura de areia e turfa com meio nutritivo; apos o
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aparecimento do eixo de inflorescéncia foi adicionada uma solugdo 35mM de cloreto de sédio (NaCl). Ao
longo da experiéncia foram avaliados alguns pardmetros morfolégicos e as sementes provenientes dessas
plantas foram colocadas a germinar em meio controlo, com o intuito de observar a viabilidade e a
germinacdo das mesmas. Os ec6tipos onde foram encontradas maiores concentracdes de Na* e Cl” nas
vagens deram origem a sementes menos viaveis quando comparadas com o controlo. Os autores
concluiram que a acumulagdo dos sais nas plantas afecta a maturacdo das sementes geradas e que ha
uma variabilidade natural no controlo do transporte de ides nos frutos de Arabidopsis.

FIGURA 4: Detalhe do procedimento experimental no inicio do teste. a) e b) separacdo das sementes, c) e d)
distribuicdo das sementes de A. thaliana nos vasos de teste e e€) demonstracdo de como a quantidade de agua no solo
é mantida constante no decorrer do testes (Menezes-Oliveira et al., 2008)

Menezes-Oliveira et al. (2008) utilizaram A. thaliana geneticamente modificada na avaliacdo da toxicidade
do chumbo, onde os mutantes utilizados possuiam diversas perdas de fungéo no transporte de membrana e
alteracbes em genes relacionados com a capacidade de resposta ao stress. Este estudo tinha como
objectivo investigar o papel desses genes na destoxificacdo do chumbo em A. thaliana. Os resultados
obtidos nesse trabalho (Figuras 5 e 6) demonstraram que tanto as plantas mutantes quanto as plantas
selvagens foram afectadas pelo chumbo e que em concentra¢cBes mais elevadas houve um efeito nos
parédmetros avaliados (emergéncia / crescimento / biomassa) quando comparadas com as plantas
cultivadas em condi¢des controlo.

3.0
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= i i g g
)
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‘9 FIGURA 5: Efeito do chumbo na parte aérea de
o Arabidopsis thaliana (a vermelho, os resultados para as
% plantas selvagens e a azul para as mutantes). Os
o mg Pb/kg resultados s&o expressos como média + erro padréo. *
s F3 Valores significativos para as plantas selvagens e * para
. * as plantas mutantes (ANOVA de uma via, teste Dunn’s,
0.0 ; ; ; ; ; ; ; P<0.05).CE 50 = Concentragdo de efeito do téxico que
0 250 500 750 1000 1500 1700 causa a diminuicdo do comprimento das plantas em 50%

guando comparadas ao controlo (adaptado de Menezes-

Chumbo (mg/kg) Oliveira et al. (2008)).
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FIGURA 6: Efeito do chumbo na emergéncia de sementes de Arabidopsis thaliana ao fim de 21 dias de exposi¢do
(Menezes-Oliveira et al. (2008)).

As plantas mutantes, por sua vez, foram significativamente mais sensiveis ao chumbo do que as plantas
selvagens. Logo, os autores concluiram que os genes que foram alterados e utilizados neste estudo podem

desempenhar um papel importante nos processos de desintoxicagdo do chumbo em A. thaliana.

D CONSIDERACOES FINAIS

Como se tentou demonstrar, A. thaliana tem sido utilizada em diversas &reas cientificas. A utilizacéo desta
espécie tem contribuido para entender os efeitos de stressores em plantas, sejam eles provenientes de
actividades humanas ou naturais. Os estudos realizados com Arabidopsis apresentam grande
reprodutibilidade, uma vez que tem havido coeréncia entre os resultados apresentados nas ultimas
décadas, e ainda uma elevada relevancia ecolégica tendo em conta os diferentes ecoétipos utilizados.
Acresce que a Arabidopsis pertence a uma familia de plantas cuja maioria é utilizada na dieta alimentar
humana.

Logo, ainda que Arabidopsis ndo seja considerada como um organismo de referéncia em ensaios
ecotoxicolégicos, a sua utilizagcdo centra-se essencialmente no estudo das respostas de exposicdo a
compostos quimicos de plantas geneticamente modificadas. A compreensao dos efeitos tdxicos ao nivel
molecular tem permitido, além da descoberta da funcdo de cada um dos genes e das interac¢cdes com 0s
processos fisiologicos, a obtencdo de linhagens adaptativas efou resistentes a condicdes de stress
ambiental (variagBes na temperatura, défice hidrico, aumento da salinidade, presenca de metais pesados)
(Menezes-Oliveira et al., 2008). Tendo em conta o actual contexto mundial e considerando as previsées de
alteracbes climaticas acentuadas nas préximas décadas, estudos na area de Ecotoxicogendmica
(interaccdo entre a Ecotoxicologia e a Gendmica) irdo contribuir para um importante avanco na avaliacéo e
interaccdo de contaminantes e stressores naturais no ambiente, permitindo avaliar em Arabidopsis thaliana

alteracdes ao nivel do genoma que sejam resultantes destas interac¢des ou combinagdes de stressores.
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