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RESUMO

FARNESE, Fernanda dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Efeito do 6xido nitrico na atenuagdo do estresse desencadeado por arsénio em Pistia
stratiotes L. (Araceae). Orientador: Juraci Alves de Oliveira.

O efeito do oxido nitrico na atenuacdo do estresse desencadeado pelo arsénio (As) foi
avaliado em Pistia stratiotes, sendo o 6xido nitrico suprido na forma de nitroprussiato sodico
(SNP). As plantas, cultivadas em solugdo nutritiva, pH 6,5, %2 da forca idnica, foram expostas a
quatro tratamentos: controle (apenas solucdo nutritiva); SNP (0,1 mg L™); As (1,5 mg L™); As +
SNP (1,5 e 0,1 mg L™, respectivamente). As plantas permaneceram nessas condi¢des por sete
dias, para analises de crescimento e absor¢do de As e nutrientes minerais, € por 24 horas, para
analises de alteragdes metabolicas. A cinética de absor¢ao de As foi analisada, utilizando-se para
isso seis concentragdes do poluente, nas quais as plantas permaneceram por duas horas: 0,0;
0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,5 mg L. Os parametros de cinética de absor¢do de As por P. stratiotes
indicam que a absor¢cdo do metaldide ocorre por transportadores de alta afinidade. O As
absorvido foi acumulado nos tecidos vegetais, principalmente na raiz, conferindo a P. stratiotes
baixo fator de translocagdo e o status de possivel hiperacumuladora, caracteristicas que nao
foram afetadas pela presenca de SNP. O acumulo de As desencadeou uma série de danos, como
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (anion superoxido e perdxido de
hidrogénio) e na peroxidacdo lipidica. Estes danos foram revertidos pelo SNP, que
aparentemente atuou diretamente como antioxidante e como molécula sinalizadora, estimulando
respostas antioxidantes enzimadticas (catalase, peroxidase e peroxidase do ascorbato) e ndo
enzimaticas (estimulo do ciclo ascorbato-glutationa), o que se refletiu em aumentos na
capacidade antioxidante total. Como consequéncia, o indice de tolerdncia ao As aumentou na
presenga de SNP. Os parametros fotossintéticos também foram afetados pela presenga de As,
sendo que os teores de pigmentos cloroplastidicos diminuiram, com excecao dos carotendides,
que apresentaram aumentos em suas concentragdes. A presenca de SNP restaurou os teores dos
pigmentos a niveis normais. A eficiéncia fotoquimica méxima do FSII e o rendimento quéntico
do transporte de elétrons também foram afetados negativamente pelo As, enquanto coeficiente de
extingdo nao fotoquimica apresentou incrementos significativos. A assimilacdo liquida de
carbono decresceu significativamente na presenga de As, enquanto gs ndo se alterou e a razdo

Ci/Ca aumentou, indicando a ocorréncia de limitacdes bioquimicas. A razdo Dpsy/ @co, foi

Vi



maior nas plantas expostas ao As. O SNP teve efeito protetor tanto sobre a fluorescéncia quanto
sobre as trocas gasosas, restaurando estes pardmetros a niveis normais. Em relagdo aos teores de
nutrientes minerais, a exposicdo ao As diminuiu os teores de ferro, magnésio, manganés e
fosforo, ndo tendo afetado os teores de calcio. Destes nutrientes, apenas os teores de fosforo nao
retornaram a valores semelhantes ao controle quando o As foi suprido em combinagdo com SNP.
Desta forma o 6xido nitrico, suprido na forma de SNP, foi eficaz na atenuagdo dos danos
desencadeados pelo As, agindo tanto como antioxidante direto quanto como molécula

sinalizadora.
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ABSTRACT

FARNESE, Fernanda dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, 2011.
Effect of nitric oxide in amelioration of arsenic-induced stress in Pistia stratiotes L.
(Araceae). Adviser: Juraci Alves de Oliveira.

Nitric oxide effect on attenuating the stress triggered by arsenic (As) was evaluated in
Pistia stratiotes, being the nitric oxide supplied in the form of sodium nitroprusiate (SNP). The
plants were cultivated in nutrient solution, pH 6.5, 72 ion force and exposed to four treatments:
control (nutrient solution) SNP (0.1 mg L™"); As (1.5 mg L"); As+ SNP (1.5and 0.1 mg L™,
respectively). The plants remained in this condition for seven days to the analysis of growth and,
As and mineral nutrients uptake and for 24 hours, to the analysis of metabolic changes. The As
uptake kinetic was analyzed using six concentrations of this pollutant, in which the plants
remained for two hours: 0.0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 and 1.5 mg L. The parameters of As uptake
kinetic in P. stratiotes indicate that this metalloid uptake occurs by the high affinity transporters.
The absorbed As was accumulated in the vegetal tissues, mainly in the roots, which gave to P.
stratiotes a low translocation factor and a status of probably hyperaccumulator, a characteristic
that was not affected by SNP presence. The As accumulation triggered many damages, as the
increment of reactive oxygen species (superoxide anion and hydrogen peroxide) and lipid
peroxidation. These damages were reversed by SNP, which apparently acted directly as
antioxidant and as a signalizing molecule, stimulating enzymatic (catalase, peroxidase and
ascorbate peroxidase) and non-enzymatic (stimulating the ascorbato-glutathione cycle)
antioxidant responses, which reflected in an increase in total antioxidant capacity. As a
consequence, As tolerance index increased in the presence of SNP. The photosynthetic
parameters were also affected, with the reduction in the chloroplastic pigments concentration in
presence of As, except carotenoids that showed an increase in their concentration. The SNP
presence restored pigments concentrantion to the normal levels. The maximum photochemical
efficiency of PSII and the quantum yield of electron transport were also negatively affected by
As, while the non-photechemical quenching (NPQ) presented significant increment. Carbon
assimilation (A) decreased significantly in As presence whereas gs did not alter and the Ci/Ca
rate increased, indicating biochemical limitations. The ®gsy/ ©co, rate was higher in plants
exposed to As. For the mineral nutrients concentration, As exposition decreased iron,

magnesium, manganese and phosphorus concentration, but did not alter calcium concentration.



Of these nutrients, only phosphorus concentration did not show similar values than control when
As was supplied in combination to SNP. Therefore, nitric oxide, supplied in the form of SNP,
was efficient on attenuating damages triggered by As, acting as a direct antioxidant and as a

signalizing molecule.



INTRODUCAO

A 4gua, apesar de encontrar-se amplamente distribuida em todos os ambientes, tem
apresentado limitagdes de uso impostas, principalmente, por alteracdes em suas condigdes fisico-
quimicas e microbioldgicas. A contaminacdo da &agua por residuos oriundos de diversos
processos de origem antrdpica € a principal causadora dessas alteragdes, colocando em risco a
saude e o bem-estar das populagdes. Dentre os varios tipos de residuos quimicos, aqueles
contendo metais pesados e outros ions inorganicos toxicos sdo particularmente preocupantes,
pois ndo sdo biodegraddveis. Uma vez liberados no sistema aquético, seus efeitos podem
perpetuar-se por vdrios ciclos antes que se tornem biologicamente indisponiveis, o que
normalmente ocorre por incorporagdo em sedimentos organicos e inorganicos (Matschullat,
2000).

A contaminagdo do ambiente aquatico com arsénio (As) tem despertado a atengdo de
pesquisadores e de 6rgdos governamentais em muitos paises. A elevagdo das concentracdes de
As no ambiente aqudtico resulta do despejo direto de residuos nos cursos d’agua ou das
atividades antropicas que liberam o As presente no solo, possibilitando, assim, que esse elemento
seja drenado e atinja rios, lagos e dguas subterraneas (Mandal e Suzuki, 2002).

A ingestdo de dgua contaminada com As ¢ a forma mais comum de exposi¢cdo do homem
a toxicidade desse elemento (Lee et al., 2006). A contaminacao com As ocasiona diferentes
patologias, podendo levar a morte. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde, a concentragdo
méaxima de As permitida em 4guas consideradas potaveis ¢ de até 10 ug L™ (USEPA, 2000).
Estima-se que existam pelo menos 18 milhdes de pessoas bebendo dgua contaminada com As,

oriunda de quatro milhdes de pogos subterraneos, com concentragdes de até 200 mg L™ de As



(Roese et al., 2002). Diante de tais fatos, tem-se buscado técnicas capazes de eliminar esse
poluente do ambiente natural. Métodos fisico-quimicos, no entanto, envolvem alto capital e
podem acarretar danos ao ambiente, além de serem especificos para cada metal (Mishra e
Tripathi, 2008). Neste contexto a fitorremediagdo, técnica promissora e de baixo custo, se insere
como uma alternativa para a descontamina¢do de ambientes contaminados com As (Susarla et
al., 2002).

A fitorremediag@o ¢ uma técnica que utiliza plantas para remover, transformar ou conter
compostos toxicos no solo, 4gua ou atmosfera. Esta técnica estd ganhando uma importancia cada
vez maior nos ultimos anos e diversos estudos nessa area tém sido desenvolvidos. Os resultados
obtidos at¢ o momento demonstram que a fitorremediagdo apresenta grande potencial para
tratamento eficaz e em larga escala de poluentes organicos e inorganicos (Robinson et al., 2006;
Harley e Lepp, 2008; Mishra e Tripathi, 2008). De fato, algumas plantas, denominadas
hiperacumuladoras, possuem grande capacidade de acumular metais e podem ser utilizadas para
extrair elementos toxicos de areas contaminadas. Mais de 400 plantas hiperacumuladoras de
metais, pertencentes a 45 familias, j& foram documentadas. Entretanto, plantas
hiperacumuladoras de As ainda s3o pouco conhecidas, sendo consideradas raras (Sun et al.,
2008).

O As acumulado pelas plantas desencadeia uma série de alteragdes bioquimicas e
fisioldgicas, como inibicdes do processo fotossintético, respiratorio e geracdo de espécies
reativas de oxigénio (Sing et al., 2006; Rahman et al., 2007). Evidéncias indicam, no entanto,
que o oxido nitrico (NO), molécula gasosa fundamental para a sinalizagdo em plantas, pode
atenuar os efeitos danosos de metais (Xiong et al., 2009). O NO tem papel significativo na

modulagdo de vérias fungdes bioquimicas e fisioldgicas em plantas, estando também envolvido



na tolerancia a diversos tipos de estresses abioticos (Crawford e Guo, 2005). O presente trabalho
objetivou analisar o efeito do As sobre parametros fisiologicos e bioquimicos em plantas,
enfocando o papel do NO, suprido de forma exogena, na atenuacdo dos efeitos deletérios deste

poluente.



Artigo |
Oxido nitrico e seu papel como mediador na resposta de plantas ao estresse oxidativo

induzido por arsénio

RESUMO

A toxicidade do arsénio (As) e o efeito do 6xido nitrico, suprido na forma de
nitroprussiato sodico (SNP), foram analisados em Pistia stratiotes. As plantas, cultivadas em
solu¢do nutritiva, pH 6,5, 2 da forca i0nica, foram expostas a quatro tratamentos, por 24 horas:
controle (apenas solugdo nutritiva); SNP (0,1 mg L™); As (1,5 mg L™); As + SNP (1,5 ¢ 0,1 mg
L', respectivamente). A cinética de absorgdo de As foi analisada, utilizando-se para isso seis
concentracdes do poluente, nas quais as plantas permaneceram por duas horas: 0,0; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0 ¢ 1,5 mg L. Os parametros de cinética de absorgdo de As por P. stratiotes indicam que
a absorcdo do metaldide ocorre por transportadores de alta afinidade. O As absorvido foi
acumulado principalmente na raiz, conferindo a P. stratiotes um baixo fator de translocagao,
caracteristicas que nao foram afetadas pela presenca de SNP. O acimulo de As desencadeou uma
série de danos, como aumentos na produ¢do de espécies reativas de oxigénio e na peroxidacao
lipidica. Estes danos foram atenuados pelo SNP, que no presente trabalho atuou diretamente
como antioxidante, eliminando o anion superdxido, e como sinalizador, desencadeando
aumentos na concentracdo de antioxidantes enzimaticos e estimulando a ocorréncia do ciclo

ascorbato-glutationa.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, ascorbato, cinética de absor¢do, toxicidade, Pistia

stratiotes, espécies reativas de oxigénio.

ABSTRACT

Arsenic (As) toxicity and nitric oxide effect, supplied in the form of sodium nitroprusiate
(SNP), were analyzed in Pistia stratiotes. The plants were cultivated in nutrient solution, pH 6.5,
and exposed to four treatments, for 24 hours: control (nutrient solution) SNP (0.1 mg L™); As

(1.5 mg L™"); As + SNP (1.5 and 0.1 mg L™, respectively). The As uptake kinetic was analyzed



using six concentrations of this pollutant, in which the plants remained for two hours: 0.0, 0.25,
0.5, 0.75, 1.0 and 1.5 mg L. The parameters of As uptake kinetic in P. stratiotes indicate that
this metalloid uptake occurs by the high affinity transporters. The absorbed As was accumulated
in the vegetal tissues, mainly in the roots, which gave to P. stratiotes a low translocation factor, a
characteristic that was not affected by SNP presence. The As accumulation triggered many
damages, as the increment of reactive oxygen species and lipid peroxidation. These damages
were reversed by SNP, which in this study, acted directly as antioxidant, eliminating superoxide
anion and also as a signalizing molecule, increasing the synthesis of enzymatic and stimulating

the occurrence of ascorbato-glutathione cycle.

Keywords: antioxidant enzymes, ascorbate, uptake kinetic, toxicity, Pistia stratiotes, reactive

oxygen species.

1. Introducéo

O arsénio (As) ¢ um elemento carcinogénico que, embora ocorra naturalmente na crosta
terrestre, tem se acumulado em concentragdes toxicas na agua e no solo devido a agdes
antropicas. Este acumulo, associado a sua alta toxicidade, tem resultado em diversas pesquisas
que visam a retirada do poluente do ambiente (Singh et al., 2010; Shri et al., 2009; Zabludowska
et al., 2009). Plantas apresentam mecanismos adaptativos para acumular ou tolerar altas
concentragdes de poluentes, sendo capazes de, em muitos casos, remediar o ambiente de forma
mais econdmica e vantajosa que as demais técnicas existentes (Yang et al., 2005). Dentre essas
plantas ressalta-se aqui a macréfita aquatica Pistia stratiotes L. (Araceae), a qual apresenta
grande potencial para a fitorremediagdo de ambientes aquaticos contaminados com xenobidticos
(Xian et al., 2010).

A disponibilidade do poluente para a planta depende de sua forma quimica, sendo que no

ambiente aquatico superficial, que representa a principal fonte de contaminacdo com As, o



metaldide ocorre predominantemente na forma de arsenato (Mandal e Suzuki, 2002). O arsenato,
devido a sua analogia quimica com o fosfato, ¢ facilmente absorvido pelas plantas, podendo
ocasionar uma série de danos, como o estresse oxidativo (Singh et al., 2009).

O estresse oxidativo decorre do aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), resultando em danos celulares e mesmo na morte celular. Estes danos podem ser evitados
ou minimizados pela atua¢do de mecanismos antioxidativos enzimdticos, como as enzimas
dismutase do superoxido (SOD), peroxidases (POX), catalases (CAT) e peroxidases do ascorbato
(APX), e mecanismos ndo enzimaticos, como a glutationa e o ascorbato (Singh et al., 2009).
Estes sistemas antioxidativos representam mecanismos de defesa das plantas e aparentemente
sdo estimulados por moléculas sinalizadoras, como por exemplo, o 6xido nitrico (NO).

O NO ¢ uma molécula gasosa, pequena e bioativa, a qual tem recebido grande atengdo
dos pesquisadores devido a sua participacdo em diversos processos celulares, incluindo a
tolerancia a vérios tipos de estresse (Leitner et al., 2009). De fato, o NO tem um papel central em
varias respostas a estresses bioticos e abioticos, incluindo metais pesados, agindo principalmente
como uma molécula sinalizadora (Wojtakzek, 2000). Ja foi demonstrado que o NO suprido de
forma exdgena pode aumentar a tolerancia de plantas a toxicidade de alguns metais pesados
como cobre, aluminio e cddmio (Xue et al., 2008). Este efeito do NO ¢ devido a aumentos na
atividade de enzimas antioxidantes, bem como a eliminacao direta de ROS e a diminui¢do da
translocagdo do poluente da raiz para a parte aérea (Xiong et al., 2010). No entanto, existem
poucas informagdes disponiveis sobre o papel do NO na regulacdo do estresse induzido por As
(Singh et al., 2009). Desta forma, o objetivo deste artigo foi examinar o papel do NO na
mediagdo do estresse oxidativo induzido pelo As em espécimes de P. stratiotes, avaliando-se

alteracdes na producdo de ROS e no metabolismo antioxidativo.



2. Material e métodos

Espécimes de Pistia stratiotes L. (Araceae) foram coletados no horto florestal da
Universidade Federal de Vicosa (Vicosa, MG, Brasil) e transferidos para solu¢do nutritiva de
Clark (1975), 2 da forga ionica, pH 6,5, sendo mantidas em sala de crescimento de plantas, com
luz e temperatura controladas, e fotoperiodo de 16 horas. As plantas permaneceram nestas

condig¢des por trés dias para aclimatacao.

2.1 Cinética de absorcdo de arsénio

Um método de deplecdo modificado foi utilizado para determinar os pardmetros da
cinética de absor¢cdo de As (Zhang et al., 2009). As plantas aclimatadas foram transferidas para
recipientes de vidro contendo solugdo nutritiva de Clark, Y4 da forca i6nica, pH 6,5, contendo ou
nao As nas seguintes concentragoes: 0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,5 mg L. Cada recipiente foi
pesado no inicio e no fim do experimento para calcular a perda de agua por evapotranspiracdo. A
solugdo foi amostrada e as plantas foram coletadas ap6s duas horas de exposi¢do ao metaldide.
As raizes foram separadas das folhas, secas em estufa até obtencdo do peso seco, sendo entdo
digeridas em 4cido nitro-perclorico (Marin et al., 1993). A concentracdo de As nas raizes e nas
solugdes amostradas foi determinada por espectrofotometria de emissdo em plasma (Shimadzu,
model AA-6701FQG). A taxa de absor¢ao foi calculada pela medida da deplecdo de As da solugdo
(Tylova-Munzarova et al., 2005). Valores para V. € K, foram estimados pela equagdo de

Michaelis-Menten modificada em duplos reciprocos (Lineweaver e Burk, 1934).



2.2 Efeito do NO sobre o0 metabolismo vegetal

As plantas aclimatadas foram submetidas a quatro tratamentos: controle (apenas solugdo
nutritiva); SNP (0,1 mg L™); As (1,5 mg L") e As+ SNP (1,5 ¢ 0,1 mg L™, respectivamente). O
SNP (nitroprussiato de s6dio) ¢ uma substdncia comumente utilizada em estudos bioquimicos

como doadora de NO. As plantas permaneceram nestas condi¢des por 24 horas.

2.2.1 Teor de arsénio absorvido e fator de translocacao

Apbs o periodo de exposicdo aos tratamentos as plantas foram separadas em folhas e
raizes, lavadas em agua desionizada e mantidas em estufa convencional a 80°C, até a obten¢ado
do peso seco constante. O material vegetal seco foi triturado e digerido em &cido nitro-perclérico
(Marin et al., 1993), sendo a concentracdo de As determinada através de espectrofotometro de
emissdo em plasma (Shimadzu, model AA-6701FG). O fator de translocacdo foi calculado
através da razao entre a concentragdo do As nas folhas e sua concentra¢do nas raizes (Mishra et

al., 2007).

2.2.2 Determinagéo da concentragdo de espécies reativas de oxigénio

Para determinag¢do da concentragdo de anion superoxido (O,”), amostras de 50 mg de
apices radiculares e de folhas foram incubadas em meio de extracdo constituido de sal dissddico
do 4cido etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 uM, NADH 20 uM e tampao fosfato de sédio
20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001). A reacdo foi iniciada pela introdugdo de 100 pL de
epinefrina 25,2 mM em HCIl 0,1 N. As amostras foram incubadas a 28°C, sob agita¢do, por 5
min. A leitura da absorvancia foi feita a 480 nm, durante 5 minutos (Boveris et al., 2002; Misra ¢

Fridoovich, 1971). A produ¢do de O,  foi avaliada pela determinacdo do adenocromo



acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10° M (Boveris et al.,
2002).

Para determinagdo da concentragdo de peréxido de hidrogénio (H,O,), amostras de 200
mg de tecido radicular e de folhas foram homogeneizadas em meio de extracdo constituido de
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, e centrifugadas a
10.000 xg, por 15 minutos, a 4 °C (Kuo e Kao, 2003). Aliquotas de 50 pL. do sobrenadante foram
adicionadas a meio de reagdo contendo FeENH4SO4 100 uM, acido sulfurico 25 mM, laranja de
xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram mantidas no
escuro por 30 minutos e a absorvancia determinada a 560 nm. As concentragdes de H,O, foram

estimadas com base em curva de calibragdo preparada com padrdes de H,O,.

2.2.3 Integridade de membrana

A integridade das membranas celulares foi avaliada através da analise do extravasamento
de eletrolitos, realizada de acordo com Lima et al. (2002). A condutividade foi medida com o
auxilio de um condutivimetro (DM31, Digimed, Santo Amaro, Brasil), e expressa como a

porcentagem da condutividade total.

2.2.4 Sistema antioxidante enzimético

Para avaliar a atividade de enzimas do metabolismo antioxidante, 0,3 g de amostras da
raiz e das folhas foram homogeneizadas, separadamente, em meio de extragdo constituido de
tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico

(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (Peixoto et al., 1999). O extrato enzimatico



bruto foi utilizado para determinacdo da atividade da dismutase do superdxido (SOD),
peroxidases (POX), peroxidases do ascorbato (APX) e catalases (CAT).

A atividade da SOD (SOD, EC 1.15.1.1) foi medida nas folhas e raizes de P. stratiotes
através do método proposto por Giannopolitis e Ries (1977). Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do p-nitro tetrazolio
(NBT) (Beauchamp e Fridovich, 1971).

A atividade da POX (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada utilizando-se o método proposto
por Nakano e Asada (1981), estimando-se a taxa de produ¢do de purpurogalina a 420 nm. A
atividade enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mmol™
L cm™ (Chance e Machley, 1955) e expressa em pmol de purpurogalina min™ g™ MF.

A atividade da APX (APX, EC 1.11.1.11) foi medida pelo método de Nakano e Asada
(1981), estimando-se a taxa de oxida¢do do ascorbato a 290 nm. A atividade foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mmol’ L cm™ e expressa em pmoles de
acido ascorbico min™” g MF.

A atividade da CAT (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada conforme descrito por Havir e
McHale (1987), estimando-se o consumo de H,O, no primeiro minuto de reagdo, a 240 nm. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 mol”' L

cm™ (Anderson et al., 1995) e expressa em pmoles de H,O, min™' g”' MF.

2.2.5 Sistema antioxidante ndo-enzimético
Para determinacdo dos teores de ascorbato reduzido e ascorbato total, 0,3 g de amostras
de folhas e de raizes foram homogeneizadas em 2,0 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 6% e

centrifugadas por 5 min, a 4°C, para obteng¢do do extrato bruto. A seguir, 500 pL do extrato
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enzimatico bruto foram adicionados a dois meios de extragdo para determinacdo do ascorbato
total e do ascorbato reduzido, sendo incubados a 42°C, por 15 min, segundo proposto por
Kampfenkel et al. (1995). A leitura da absorvancia foi feita a 525 nm. A concentragdo de
desidroascorbato foi calculada pela diferenga entre ascorbato total e ascorbato reduzido. A

concentragdo de ascorbato foi determinada por meio de curva de calibragdo.

2.3 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco repeti¢cdes, sendo os dados submetidos 8 ANOVA e as médias calculadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico SAEG, da Fundagao Arthur Bernardes, da Universidade Federal de Vigosa, versao

9.0.

3. Resultados
3.1 Cinética de absorcéo de arsénio

O influxo de As apresentou aumento linear com o aumento da concentracdo de As na
solu¢do (Fig. 1). A cinética de absorcdo de As foi adequadamente descrita pela equagdo de
Michaelis-Menten, com valores de Ky, € V. para componentes saturaveis de 2,94 uM e 94,34

umol h™' g”' MS, respectivamente.

3.2 Teor de arsénio absorvido e fator de translocagéo
As plantas acumularam grandes quantidades de As, sendo que a maior parte do poluente

ficou retido nas raizes (Fig. 2). A capacidade das plantas em translocar poluentes das raizes para
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as folhas ¢ medida pelo céalculo do fator de translocagdo, sendo que valores menores que 1
indicam forte retengdo na raiz. Em P. stratiotes o fator de translocagdo do As foi igual a 0,16
(tabela 1), ndo tendo sido observadas alteracdes significativas na taxa de acumulo de As nem no
fator de translocagdo quando o metaldide foi fornecido isoladamente ou em combinagdo com o

SNP.

120 1
y =63.344x + 10.522
1(
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20 +

0 T T T T T 1
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Fig. 1. Taxa de absor¢do de As em P. stratiotes em fungdo da concentragdo de As em solugao.

3.3 Concentracgao de espécies reativas de oxigénio

A concentragdo de O,  nas folhas e nas raizes de P. stratiotes aumentou
significativamente em resposta a exposicdo ao As, indicando que a planta estaria sofrendo
estresse oxidativo. A presenca de SNP, no entanto, manteve as concentragdes de O,” em niveis
semelhantes aqueles encontrados no controle (Fig. 3A). De fato, no tratamento contendo
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As+SNP, a concentragdo do radical nas folhas e nas raizes decresceu, respectivamente, 31,8 e

10,7%, em relagdo as concentragdes observadas nas plantas expostas apenas ao As.

1.0

0.8 A

0.6

0.4

Teor de arsénio (mg g'1 MS)

0.2

Bb Bb
0.0 T

wo L

Ab Ab

Controle

SNP As As+SNP

Tratamentos

Fig. 2. Acimulo de As em Pistia stratiotes nas folhas () e raizes (). Médias seguidas pela
mesma letra maitiscula, entre os tratamentos para o mesmo 6rgao, e pela mesma letra minuscula,
entre 6rgdos para o mesmo tratamento, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey, a 5 % de probabilidade.

Tabela 1. Fator de translocagdo em plantas de P. stratiotes submetidas ao arsénio de forma

isolada ou em combinag¢ao com SNP.

Tratamentos

Fator de translocagao

As

As+SNP

0,160 a

0,148 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a

5 % de probabilidade.
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Fig. 3. Alteragdes na concentragdo de anion superdxido (A) e peroxido de hidrogénio (B) em
folhas (Il ) ¢ raizes ( [ )de Pistia stratiotes expostas ao As e ao SNP. Médias seguidas pela
mesma letra maiuscula, entre os tratamentos para o0 mesmo 6rgao, ¢ pela mesma letra mintscula,
entre Orgaos para o mesmo tratamento, nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5 % de probabilidade.

Paralelamente a geragao de O,", a concentragao de H,O, também aumentou nas raizes e
nas folhas em resposta a exposicao ao As (Fig. 3B). A presenca de SNP teve um efeito atenuante

sobre o estresse oxidativo, diminuindo as concentragdes de H,O, nas folhas e nas raizes a teores

normais.

3.4 Efeito do arsénio e do SNP na integridade de membrana

A geracdo de ROS no tratamento com As resultou em aumentos significativos no
extravasamento de eletrolitos nas folhas e nas raizes de P. stratiotes, indicando danos oxidativos
as membranas celulares (Fig. 4). Nao houve diferenca significativa entre os danos gerados na
raiz ¢ aqueles gerados nas folhas, apesar do maior acimulo do poluente ¢ maior produgdo de
ROS na raiz. O efeito toxico do poluente sobre as membranas foi atenuado pela presenga de

SNP, onde os valores obtidos foram estatisticamente iguais aos observados no controle,
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demonstrando um efeito protetor do SNP contra a peroxidacdo lipidica induzida pelo As,

provavelmente pela diminui¢do na concentragao de ROS.
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Fig. 4. Efeito do As e do SNP sobre a integridade de membranas celulares em folhas () e raizes
(M) de Pistia stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula, entre os tratamentos para
0 mesmo Orgdo, e pela mesma letra minuscula, entre 6rgdos para o mesmo tratamento, ndo

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

3.5 Efeito do arsénio e do SNP sobre o sistema antioxidante enzimatico

A atividade das enzimas SOD, POX e CAT aumentou significativamente nas folhas
devido a exposicao ao As, sendo que nas raizes observou-se aumento apenas na atividade da
SOD. No tratamento com As+SNP, por sua vez, as enzimas apresentaram comportamentos
diferentes entre si, indicando diferentes formas de atuacdo do SNP. A atividade da SOD, por
exemplo, embora tenha aumentado substancialmente na presengca de As, ndo diferiu
estatisticamente do controle quando exposta ao As em combinag¢do com SNP (Fig. 5A). De fato,
a atividade da SOD no tratamento As+SNP apresentou queda de 34,45 e 35,55% em relagdo ao
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tratamento com As, nas folhas e nas raizes, respectivamente. Tal resultado indica que o SNP
estaria agindo diretamente como antioxidante, eliminando o substrato da enzima, o anion
superoxido.

Embora a exposicdo ao As tenha aumentado a atividade da POX apenas nas folhas de P.
stratiotes (Fig. 5B), a presenga de SNP, suprido em conjunto com As, desencadeou aumentos na
atividade desta enzima tanto nas raizes quanto nas folhas. E provavel, portanto, que o SNP atue
como sinalizador para aumentos na atividade da POX em P. stratiotes.

A atividade da APX aumentou apenas no tratamento contendo As em combinac¢do com o
SNP, tanto nas raizes quanto nas folhas (Fig. 5C). Nos demais tratamentos a atividade enziméatica
permaneceu estatisticamente igual aquela observada no controle.

A CAT, por sua vez, ndo s6 foi a enzima mais ativa na parte aérea, como também foi a
que apresentou maiores incrementos na atividade, tanto na presenca de As quanto na presenca de
As+SNP (Fig. 5D). De fato, a presenca de As em combinagdo com SNP aumentou a atividade
enzimatica da CAT em 675,12% em relacao ao controle e em 234,78% em relagdo ao tratamento
com As. Nas raizes, no entanto, nao se detectou atividade da CAT em nenhum dos tratamentos

analisados.
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Fig. 5. Efeito do As e do SNP sobre a atividade de enzimas do sistema antioxidante em folhas
(M) e raizes ( @) de Pistia stratiotes. (A) SOD, (B) POX, (C) APX ¢ (D) CAT. Médias seguidas
pela mesma letra maiuscula, entre os tratamentos para o mesmo Orgdo, ¢ pela mesma letra
minudscula, entre 6rgdos para o0 mesmo tratamento, nao diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

3.6 Efeito do arsénio e do SNP na concentracéo de ascorbato e desidroascorbato
A concentracdo de ascorbato reduzido nas raizes e nas folhas apresentou queda
significativa no tratamento As+SNP (Fig. 6A), demonstrando relacdo inversa com a atividade da
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enzima APX. Tal resultado, provavelmente, ¢ consequéncia da maior atividade enzimatica da
APX neste tratamento, a qual utiliza o ascorbato como substrato para eliminagdo de peréxido de
hidrogénio, produzindo agua e desidroascorbato. O teor de desidroascorbato, tal qual observado
para o ascorbato, também apresentou queda em relagdo ao controle nas folhas e nas raizes no
tratamento As+SNP (Fig. 6B). Este resultado pode ser um indicativo de que o ciclo ascorbato-
glutationa, através do qual o desidroascorbato ¢ convertido em ascorbato reduzido, estaria ativo.
No tratamento contendo apenas As foi possivel observar nas folhas aumentos na concentracao de
ascorbato reduzido, ndo tendo sido observado alteracdes correspondentes no teor de
desidroascorbato nem na atividade da APX, indicando que, nesse caso, o ascorbato estaria
agindo independentemente do ciclo ascorbato-glutationa. Nos demais tratamentos ndo se

observaram altera¢des nos teores de ascorbato ou de desidroascorbato.
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Fig. 6. Efeito do As e do SNP sobre a concentracao de antioxidantes ndo enzimaticos em folhas
( W ) e raizes ( @) de Pistia stratiotes. (A) Ascorbato reduzido (umol g' MF) e (B)
Desidroascorbato (umol g' MF). Médias seguidas pela mesma letra maitscula, entre os
tratamentos para o mesmo Orgdo, ¢ pela mesma letra minuscula, entre 6rgdo para 0 mesmo

tratamento, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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4. Discusséo

Caracteristicas da cinética de absor¢do de determinado poluente constituem importantes
critérios para a selecdo de plantas que possam ser usadas na fitorremediacdo. Baseado nesses
critérios, Pistia stratiotes revelou-se como potencial fitorremediadora de As, uma vez que o K,
observado foi bem menor do que aqueles registrados para outras espécies vegetais (Wang et al.,
2002; Zhang et. al, 2008), indicando um eficiente sistema de absor¢do de As (Zhang et. al, 2008).
Na maioria das plantas esta absor¢do ocorre através de transportadores de alta afinidade, o que
aparentemente também ocorre em P. stratiotes, uma vez que os pardmetros Vi ¢ Ki
apresentaram valores tipicos de cinética de absor¢ao de alta afinidade (Abedin et al., 2002).

Além dos parametros de cinética de absor¢do, elevado fator de translocacdo ¢ outra
importante caracteristica requerida em plantas utilizadas na fitorremediagao (Mishra et al., 2007).
Os valores deste fator, no entanto, variam muito de acordo com a planta, o poluente e a
disponibilidade do poluente para a planta. A transloca¢do do As absorvido para as folhas de P.
stratiotes ndo ocorreu de forma intensa, fazendo com que o fator de translocagdo fosse menor do
que aquele observado em plantas expostas a outros poluentes, como o merctrio (Mishra et al.,
2009). A maior retencdo de As nas raizes faz parte dos mecanismos de defesa da planta, sendo
que, em altas concentracdes de As, ocorre inclusive a queda das raizes. Além disso, as raizes de
P. stratiotes sdo, aparentemente, mais tolerantes a toxicidade do As que as folhas, ja que ndo
apresentaram alteragdes significativas na peroxidagdo de lipideos em relacdo a parte aérea,
apesar de terem acumulado maiores quantidades de As. A maior retencdo do metaldide nas raizes
pode estar associada ao desenvolvimento de mecanismos capazes de complexar o As na raiz,
como moléculas ricas em grupamentos —SH, impedindo a transloca¢do do poluente para as folhas

(Singh e Agrawal, 2007).
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A exposicao de P. stratiotes ao As desencadeou a ocorréncia de estresse oxidativo, o que
foi evidenciado pelo aumento na concentracdo de ROS e na peroxidagao lipidica. Nas plantas, a
geracdo de ROS desencadeada pelo As geralmente ¢ consequéncia da conversdo do arsenato em
arsenito, reacdo que faz parte do mecanismo de tolerancia das plantas a este poluente (Meharg e
Hartley-Whitaker, 2002). O As pode ainda reduzir diretamente o oxigénio molecular ou alterar
proteinas das mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, levando a desequilibrios no potencial
redox celular e a formacdo de ROS (Zhang and Quiu, 2007). Este efeito toxico do As, no
entanto, foi atenuado no presente estudo pela adi¢do de NO, suprido na forma de SNP, o qual
agiu tanto como antioxidante direto, eliminando o O,", quanto como molécula sinalizadora,
aumentando a resposta dos mecanismos antioxidantes.

Em alguns tipos de estresses abioticos o SNP diminui a concentragdo de O," através da
sinalizacdo para aumentos na atividade da SOD (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007).
Em P. stratiotes, no entanto, a redugdo na concentra¢do de O, ndo ocorreu mediante este modo
de ac¢do, uma vez que a atividade enzimatica da SOD ndo sofreu alteragdes significativas na
presenga de As e SNP. E provavel, portanto, que o SNP tenha agido diretamente como um
antioxidante, eliminando o O;" (Singh et al., 2009; Xiong et al., 2010). O SNP agiu ainda como
agente indutor das atividades das enzimas CAT, POX e APX, o que resultou em significativas
reducdes na concentracdo de H,O,. Desta forma o SNP, como agente de liberagdo de NO,
participa ativamente na sinalizacdo para aumentos na atividade de enzimas do sistema

antioxidante (Singh et al., 2008; Singh et al., 2009).

Os resultados obtidos para a concentragdo de ascorbato reduzido, desidroascorbato e para
a atividade da APX indicam que, possivelmente, o NO esta envolvido na ativagdo do ciclo

ascorbato-glutationa, o qual participa da eliminagdo de ROS, regula a homeostase redox
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intracelular e regenera o ascorbato reduzido, permitindo que a APX continue a atuar (Xiong
et al., 2010). Ja foi observado que, em células de mamiferos, o NO suprido na forma de SNP
pode contribuir para a regeneracao do ascorbato reduzido a partir de sua forma oxidada, o

desidroascorbato (Spagnuolo et al., 2006).

Aparentemente o ciclo ascorbato-glutationa ndo ¢ um mecanismo que esteja
naturalmente envolvido na defesa contra o estresse oxidativo induzido por As em P.
stratiotes, sendo ativado apenas na presenca de NO. E provavel, portanto, que o aumento na
concentracdo de ascorbato reduzido nas folhas, na presenga de As, esteja relacionado com a
eliminagdo direta de ROS ou com a regenera¢ao do a-tocoferol, o qual esta envolvido na

eliminagdo de radicais perdxido-lipidicos e oxigénio singleto (Smirnoff, 2000).

Diante dos presentes dados € possivel concluir que o NO, suprido na forma de SNP,
foi capaz de atenuar os danos causados pelo As. Os efeitos benéficos do NO para as plantas
de P. stratiotes estdo relacionados tanto com a eliminagdo direta de ROS quanto com a
sinalizacdo para aumento nas atividades de antioxidantes enzimaticos e ativacdo do ciclo

ascorbato-glutationa.
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Artigo 11
Oxido nitrico e seu efeito antioxidante: implicacdes sobre o processo fotossintético em

condicgdes de estresse desencadeado por arsénio

RESUMO

O efeito do 6xido nitrico na atenuagdo do estresse desencadeado pelo arsénio (As) foi
avaliado em Pistia stratiotes, sendo o 6xido nitrico suprido na forma de nitroprussiato sodico
(SNP). As plantas, cultivadas em solu¢do nutritiva, pH 6,5, 2 da forca i6nica, foram expostas a
quatro tratamentos: controle (apenas solucdo nutritiva); SNP (0,1 mg L") As (1,5 mg L) As +
SNP (1,5 e 0,1 mg L', respectivamente). As plantas permaneceram nessas condi¢des por sete
dias, para analises de crescimento e absor¢cao de As e nutrientes minerais, € por 24 horas, para
analises de alteragdes metabolicas. P. stratiotes acumulou grandes quantidades de As, o qual
ficou retido principalmente na raiz, sendo que a presenga de SNP ndo alterou estes pardmetros. O
indice de tolerancia da planta ao As, por sua vez, foi maior na presenga de SNP. A exposicdo ao
As ndo alterou os teores de calcio, mas diminuiu os teores de ferro, magnésio, manganés e
fosforo. Destes nutrientes, apenas os teores de fosforo ndo retornaram a valores semelhantes ao
controle quando o As foi suprido em combina¢do com SNP. Embora o As tenha aumentado as
concentragdes de anion superdxido e de peroxido de hidrogénio, o SNP foi capaz de reverter este
efeito toxico, provavelmente através dos aumentos observados na capacidade antioxidante total,
os quais foram maiores no tratamento contendo As+SNP. O As afetou quase os parametros
fotossintéticos analisados. Os teores de pigmentos cloroplastidicos diminuiram na presenga de
As, com excegdo dos carotenoides, que apresentaram aumentos em suas concentragdes. A
presenga de SNP restaurou os teores dos pigmentos a niveis normais. A eficiéncia fotoquimica
maxima do FSII (F,/F;,)) e o rendimento quantico do transporte de elétrons (®Dggy;) também foram
afetados negativamente pelo As, enquanto coeficiente de extingdo nao fotoquimica (NPQ)
apresentou incrementos significativos. A assimilagdo liquida de carbono (A) decresceu
significativamente na presenca de As, enquanto g ndo se alterou. Estes dados, associados ao
aumento na razdo Ci/Ca, indicam que o As inibiu a fixagdo de CO, principalmente por limitagdes

bioquimicas, ¢ ndo por limitagdes estomaticas. A razao Dpsy/ Pcor foi maior nas plantas
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expostas ao As. Todas as alteragdes observadas nos parametros fotossintéticos, no entanto, foram
revertidas pela presenca de SNP, sendo que no tratamento contendo As+SNP os valores destes
parametros foram estatisticamente iguais ao controle. Desta forma, a presenga de SNP
apresentou efeito protetor sobre o processo fotossintético em P. stratiotes, sendo capaz de

atenuar os danos desencadeados pelo As.

Palavras-chave: estresse oxidativo, capacidade antioxidante, toxicidade, Pistia stratiotes,

fitorremediacao.

ABSTRACT

The nitric oxide effect on attenuating the stress caused by arsenic (As) was evaluated in
Pistia stratiotes, being the nitric oxide supplied in the form of sodium nitroprusiate (SNP). The
plants were cultivated in nutrient solution, pH 6.5, 2 ion force, and exposed to four treatments:
control (nutrient solution) SNP (0.1 mg L™); As (1.5 mg L™); As + SNP (1.5 and 0.1 mg L™,
respectively). The plants remained in this condition for seven days to the analysis of growth and
As and mineral nutrients uptake, for 24 hours, to the analysis of metabolicalic changes. P.
stratiotes accumulated significant amounts of As, which was retained, mainly, in the roots, and
SNP presence did not alter these parameters. The plants tolerance index to As, in turn, was
higher in the presence of SNP. The As exposition did not alter calcium concentration but
decreased iron, magnesium, manganese and phosphorus concentration. Of these nutrients, only
phosphorus concentration did not show similar values than control when As was supplied in
combination to SNP. Although As has increased superoxide anion and hydrogen peroxide
concentrations, the SNP was able to reverse these toxic effects, probably through the increment
observed in the total antioxidant capacity, which were higher in the treatment containing
As+SNP than in the treatment containing only As. The As generated changes in all the analyzed
photosynthetic parameters. The chloroplastic pigments concentration decreased in As presence,
except carotenoids, which showed an increment in their concentrations. The SNP presence
restored pigments concentrantion to the normal levels and increased. The maximum
photochemical efficiency of PSII (F,/F,), and the quantum yield of electron transport (®gsy)
were also negatively affected by As, while the non-photechemical quenching (NPQ) presented

significant increment. Carbon assimilation (A) decreased significantly in As presence whereas g
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did not alter. These results associated to the increase in Ci/Ca rate, indicate that As inhibited CO,
fixation, mainly by biochemical limitations. The ®gsy/ @co, rate was higher in plants exposed to
As. All the changes caused by As in the photosynthetic parameters were reversed by SNP
presence, while in the treatment containing As+SNP these parameters values were statistically
identical to control. Thus, the presence of SNP showed a protective effect on the photosynthetic

process in P. stratiotes, being able to mitigate the damage triggered by As.

Keywords: oxidative stress, antioxidant capacity, toxicity, Pistia stratiotes, phytoremediation.

1. Introducéo

A contaminagdo ambiental com arsénio (As) representa um dos principais problemas de
saude publica do mundo. Embora este elemento ocorra naturalmente na crosta terrestre, sendo
encontrado em mais de 245 minerais, atividades humanas como mineragdo, queima de
combustiveis fosseis e aplicagdo de pesticidas sdo as principais causas das concentragdes toxicas
de As na 4gua e no solo [1]. Apesar de ndo ser um nutriente essencial, o As pode ser absorvido e
acumulado por plantas, o que possibilita a utilizagdo destes organismos na remoc¢ao do poluente
do ambiente, através do processo denominado fitorremediagdo [2].

Plantas utilizadas em processos de fitorremediagdo demonstram grande variabilidade em
suas respostas ao As, sendo que algumas espécies sdo capazes de acumular altos niveis do
metaldoide em seus tecidos [3,4]. Como exemplo de plantas com alto potencial para a
fitorremediacdo cita-se Pistia stratiotes L. (Araceae), uma macrofita aquatica capaz de absorver
grandes quantidades de metais toxicos, além de apresentar alta producdo de biomassa [5], ambas
caracteristicas fundamentais para utilizacdo de plantas na extracdo de poluentes [6].

Respostas tipicas de plantas ao As incluem aumentos na producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS), inibi¢do da fotossintese e do crescimento [7]. Em relacdo ao processo
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fotossintético, os efeitos do As podem variar de acordo com a espécie estudada e com a
concentracdo de As as quais as plantas sdo expostas, sendo que o metaldide pode afetar tanto a
etapa fotoquimica quanto a etapa bioquimica do processo [8]. O As pode ainda afetar a
fotossintese de forma indireta, interferindo na absor¢cdo de nutrientes que sdo essenciais para o
processo fotossintético, como manganés, ferro e magnésio [9].

A compreensdo de como ocorrem alteracdes fisioldgicas desencadeadas pelo As ¢ de
fundamental importincia para a aplicagdo do processo de fitorremedia¢do. Neste contexto o
oxido nitrico (NO), molécula gasosa e altamente reativa, tem sido o foco de pesquisas que
investigam os efeitos toxicos dos poluentes e a tolerancia em plantas [10,11]. O NO ¢ uma
molécula pequena, classificada por alguns autores como fitohormoénio [12], e que age como
sinalizadora em vérios processos bioquimicos e fisioldgicos nas plantas, incluindo a fotossintese,
estando diretamente envolvida na cadeia transportadora de elétrons [13]. Esta molécula também
participa da resposta de plantas a estresses abioticos, ja tendo sido demonstrado que o
suprimento exdgeno de NO pode atenuar o estresse causado por poluentes, principalmente pelo
aumento na concentragdo de antioxidantes capazes de eliminar ROS [12]. Embora a fotossintese
seja um processo central no metabolismo vegetal, trabalhos enfocando este processo na presenga
de As ainda sdo escassos, bem como trabalhos que abordem a influéncia do NO sobre o
metabolismo fotossintético. Tendo como base estes fatos, o presente trabalho objetivou analisar a
influéncia do As e o efeito atenuante do 6xido nitrico sobre parametros fotossintéticos e de

crescimento em P. stratiotes.
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2. Material e Métodos

Espécimes de Pistia stratiotes L. (Araceae) foram coletados no horto florestal da
Universidade Federal de Vicosa (Vicosa, MG, Brasil) e transferidas para solugdo nutritiva de
Clark [14], '~ da forca i6nica, pH 6,5, sendo mantidas em sala de crescimento de plantas, com
luz e temperatura controladas, e fotoperiodo de 16 horas. As plantas permaneceram nestas
condi¢des por trés dias para aclimatacao.

As plantas aclimatadas foram submetidas a quatro tratamentos: controle (apenas solugdo
nutritiva); SNP (0,1 mg L™); As (1,5 mg L™); As + SNP (1,5 ¢ 0,1 mg L™, respectivamente).
SNP (nitroprussiato de s6dio) ¢ uma substdncia comumente utilizada em estudos bioquimicos
como doadora de NO. As plantas permaneceram nestas condi¢des por sete dias, para analises de
absorcdo de As, efeitos sobre o crescimento vegetal e nutrigdo mineral, e 24 horas, para andlise

de alteracdes metabdlicas.

2.1 Absorcao de As, efeito sobre o crescimento vegetal e nutrigdo mineral
2.1.1 Acumulo de arsénio e seu efeito sobre o crescimento vegetal

Apos o periodo de exposigdo aos tratamentos, folhas e raizes de P. stratiotes foram
separadas, lavadas em agua desionizada e mantidas em estufa convencional a 80°C, até a
obtenc¢ao do peso seco constante. O material vegetal seco foi triturado e digerido em 4acido nitro-
perclorico [15], sendo as concentragdes de As determinadas através de espectrofotometro de
emissdo em plasma (Shimadzu, model AA-6701FG).

O fator de bioacumulacao de As foi calculado a partir de valores das concentracdes de As
nos orgdos vegetais (folha e raiz) e na solucdo nutritiva. Os calculos foram realizados segundo
proposto por Huang et al. [16]. A taxa de crescimento relativo foi calculada usando-se a equagao

proposta por Hunt [17], utilizando massa seca e fresca das folhas e das raizes.
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2.1.2 indice de tolerancia ao arsénio
A tolerancia de P. stratiotes ao As foi estimada através do calculo do indice de tolerancia,
segundo proposto por Wilkins [18]. No calculo considerou-se a taxa de crescimento da planta na

solu¢do sem As e com As, de forma isolada e em combinagdo com SNP.

2.1.3 Determinacéo da concentracao de nutrientes minerais

Para determinar a influéncia do As e do SNP sobre a concentracao de nutrientes minerais,
folhas de P. stratiotes foram separadas das raizes, lavadas em agua desionizada e mantidas em
estufa convencional a 80°C, até a obteng@o do peso seco constante. O material vegetal seco foi
triturado e digerido em &cido nitro-perclorico [16], sendo as concentragdes de ferro (Fe),
magnésio (Mg), manganés (Mn), céalcio (Ca) e fosforo (P) determinadas através de

espectrofotometro de emissdo em plasma (Shimadzu, model AA-6701FG).

2.2 Avaliacdo das alteragdes metabdlicas
2.2.1 Concentragdo de espécies reativas de oxigénio

Para determinacdo da concentra¢do de anion superoxido (O;”), amostras de 50 mg de
folhas foram incubadas em meio de extracdo constituido do sal dissodico do acido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 uM, NADH 20 pM e tampao fosfato de sddio 20 mM,
pH 7,8 [19]. A reagdo foi iniciada pela introdu¢do de 100 pL de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1
N. As amostras foram incubadas a 28°C, sob agitacdo, por 5 min. A leitura da absorvancia foi
feita a 480 nm, durante 5 minutos. A producdo de O, foi avaliada pela determinacdo do

adenocromo acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10° M™' [20].
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A determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) foi feita a partir de
amostras de 200 mg de folhas, as quais foram homogeneizadas em meio de extragdo constituido
de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1mM, e centrifugadas a
10.000 xg, por 15 minutos, a 4 °C [21]. Aliquotas de 50 pL do sobrenadante foram adicionadas a
meio de reagdo contendo FeNH4SO4 100 puM, acido sulfurico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM
e sorbitol 100 mM [22]. As amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos e a absorvancia
determinada a 560 nm. As concentracdes de H,O, foram estimadas com base em curva de

calibragdo preparada com padrdes de H,Os.

2.2.2 Capacidade antioxidante total

A fim de se avaliar a capacidade antioxidante das folhas de P. stratiotes, amostras de
aproximadamente 0,3 g foram homogeneizadas com 1,2 mL de tampao fosfato de sédio 0,1 M,
pH 7,6, contendo EDTA 0,ImM e centrifugadas por 5 min., a 12000 g. Aliquotas de 50 pL
foram retiradas do sobrenadante e adicionadas a 1,5 mL de meio de reacdo composto por 2,4,6-
tripiridil triazina 10mM, cloreto férrico 20 mM e tampdo acetato de sodio 300 mM, pH 3,6 .
Apds cinco minutos, a absorvancia foi lida a 593 nm. A capacidade antioxidante total foi

expressa em pM g'1 MF [23].

2.2.3 Concentracgdo de pigmentos cloroplastidicos

Para determinagdo da concentragdo dos pigmentos cloroplastidicos clorofila a, clorofila
b, clorofilas totais e carotenoides, dois discos foliares de 0,5 cm de didmetro foram coletados,
pesados e incubados em 5 mL de DMSO (dimetilsulfoxido), saturado com carbonato de célcio,

por 24 horas [24]. Apods este periodo a leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotometro
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nos comprimentos de onda de 665, 649 ¢ 480 nm, para determinagdo da clorofia a, clorofila b e
carotendides, respectivamente. Os teores dos pigmentos foram calculados segundo as equagdes

propostas por Arnon [25]. Os resultados expressos em mg g™ MF.

2.2.4 Parametros de fluorescéncia

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos na folha mais jovem
totalmente expandida, usando-se fluordmetro com amplitude de pulso modulado (FMS2,
Hansatech, Norfolk, Reino Unido). A fluorescéncia inicial (Fg), a fluorescéncia maxima (Fp,), a
eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (F,/Fy), o rendimento quantico do transporte
de elétrons (D) € o coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) foram medidos entre 08:00
e 09:00 horas, sob irradiancia de 1000 pmol m~ s’ sendo estimados como descrito em DaMatta

et al. [26] e Lima et al. [27].

2.2.5 Trocas gasosas

A taxa de assimila¢do liquida do carbono (A), a condutancia estomadtica (gs) € a razdo
entre a concentragdo interna ¢ ambiente de CO, (Ci/C,) foram medidas entre 08:00 ¢ 09:00 horas,
em sistema aberto, sob luz saturante (1000 pmol m?s™) e concentragio ambiente de CO,, com
um analisador de gases a infravermelho (LCpro+, Analytical Development Company,
Hoddesdon, Reino Unido). As medidas foram realizadas na folha mais jovem totalmente

expandida. A razao @rsy/ Pcoy foi calculada segundo proposto por Maxwell e Johnson [28].

2.3 Analises estatisticas
O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco repetigdes, sendo os resultados submetidos 8 ANOVA e as médias calculadas pelo
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teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa estatistico SAEG, da Funda¢do Arthur Bernardes, da Universidade Federal de Vigosa,

versao 9.0.

3. Resultados
3.1 Acumulo de arsénio e seu efeito sobre o crescimento vegetal

As plantas expostas ao As foram capazes de absorver e acumular quantidades
significativas do poluente em seus tecidos, sendo que este acuimulo ndo foi afetado pela presencga
de SNP (Fig. 1). O As absorvido foi acumulado principalmente nas raizes, onde o fator de
bioacumulagdo, que ¢ utilizado para avaliar a habilidade da planta em acumular determinado
poluente, foi cerca de 15 vezes maior do que nas folhas (Tabela 1). Este comportamento € tipico
de plantas aquaticas, sendo que a retengdo de As nas raizes constitui um dos mecanismos de
defesa destas plantas.

O acumulo de As desencadeou quedas drasticas no crescimento vegetal (Fig. 2), sendo
que no tratamento contendo apenas As a taxa de crescimento relativo foi 62,7% menor do que a
taxa de crescimento das plantas no controle. Embora a adicdo de SNP tenha promovido
incrementos no crescimento em relagdo as plantas expostas apenas ao As, esses valores foram
significativamente menores que o controle, indicando que a presenca de SNP foi capaz de
atenuar, mas ndo de eliminar todos os efeitos toxicos do As. De fato, no tratamento contendo

As+SNP a taxa de crescimento relativo foi 42,26% menor do que a observada no controle.
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Figura 2. Taxa de crescimento relativo de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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3.2 Indice de tolerancia ao As

O indice de tolerancia nos espécimes de P. stratiotes expostos ao As foi
significativamente maior quando o poluente foi suprido em combinagdo com o SNP (tabela 1).
De fato, quando submetidas apenas ao As, as plantas apresentaram indice de tolerancia igual a
26,68%, enquanto na presen¢a de As+SNP este indice aumentou para 47,16%, indicando que o
SNP esta envolvido na tolerancia das plantas ao estresse desencadeado por este metaldide. O
indice de tolerancia, juntamente com o fator de bioacumulagdo, fornecem importantes
informacdes sobre as respostas das plantas aos poluentes, sendo importantes ferramentas no

processo de fitorremediacao.

Tabela 1. Fator de bioacumulagdo e indice de tolerdncia em plantas de Pistia stratiotes

submetidas ao arsénio de forma isolada ou em combina¢ao com SNP.

Tratamentos | Fator de bioacumulagdo Fator de bioacumulagéo Indice de
(folhas) (raizes) tolerancia (%)

As 126 Ab 879 Aa 26,68 B

As+SNP 132 Ab 907,83 Aa 47,16 A

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula, entre os tratamentos para o mesmo 0rgao, e pela
mesma letra mindscula, entre 6rgdos para o mesmo tratamento, nao diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
3.3 Concentracgao de nutrientes minerais

A exposicdo ao As afetou negativamente a concentragao de Fe, Mn, Mg ¢ P em P.
stratiotes. Os teores de Ca permaneceram inalterados em todos os tratamentos (Tabela 2).

Embora a presenca de As tenha diminuido a concentracdo de Mn, Mg e Fe, a adicdo de SNP

manteve os teores desses nutrientes em niveis normais, semelhantes aos encontrados no controle.
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O mesmo ndo foi observado para o P, cuja concentragdo na presenca de As foi inferior a

encontrada no controle mesmo quando o As foi suprido em combinag@o com o SNP.

Tabela 2. Concentragdo de nutrientes minerais em espécimes de P. stratiotes submetidos ao
arsénio de forma isolada ou em combinagao com SNP.

Tratamentos Ca* Fe* Mn* Mg* p*
Controle 26,478a 0,380a 0,365a 5,264a 1,869a
SNP 27,520a 0,367a 0,331a 5,327a 1,792a
As 26,504a 0,302b 0,248b 4,174b 1,524b
As+SNP 26,981a 0,376a 0,342a 5,060a 1,578b

* Valores em mg g"' MS.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a
5 % de probabilidade.
3.4 Concentracgdo de espécies reativas de oxigénio

Paralelamente as alteragcOes observadas no crescimento ¢ na concentracdo de nutrientes,
as plantas expostas ao As apresentaram aumentos significativos na concentragdo do &anion
superdxido (O;7) (Fig. 3A). O O," ¢ a primeira espécie reativa de oxigénio formada durante o
estresse oxidativo, a qual pode reagir com diversos substratos e originar novas ROS, levando ao
desencadeamento de severos danos celulares, incluindo a morte celular. A presenca de SNP, no
entanto, foi capaz de atenuar este efeito toxico do As, mantendo os niveis de O, semelhantes ao
controle.

Assim como observado para o O,’, os teores de H,O, também aumentaram
significativamente nas plantas expostas ao As (Fig. 3B). Este aumento pode ser resultado tanto
da dismuta¢do do anion superoxido em H,O, quanto da conversdo de arsenato em arsenito.

Quando o As foi suprido em combinacdo com o SNP, entretanto, os teores de H,O, foram
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Figura 3. Efeito do arsénio, isolado ou em combinagdao com SNP, sobre a concentracao de anion
superoxido (A) e peroxido de hidrogénio (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

3.5 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total das folhas de P. stratiotes aumentou significativamente

nas plantas expostas apenas ao As (Fig. 4), indicando o desencadeamento de mecanismos

antioxidantes envolvidos na eliminagdo do excesso de ROS gerado pela exposicdo ao metaldide.

Quando o As foi suprido juntamente com o SNP este aumento foi ainda maior, provavelmente

devido ao envolvimento desta molécula na sinalizagao de mecanismos celulares antioxidantes.
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Figura 4. Efeito do arsénio, isolado ou em combinagdo com SNP, sobre a capacidade
antioxidante total em folhas de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
3.6 Concentracgdo dos pigmentos cloroplastidicos

As concentragdes de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais apresentaram significativos
decréscimos nas plantas expostas ao As (Fig. 5SA, B e C), sendo estes decréscimos mais
marcantes na concentragdo clorofila b (39,08%) do que na concentragdo de clorofila a (13,15%).
Desta forma, a razdo clorofila a/clorofila b aumentou significativamente no tratamento contendo
As (Fig. 5D), indicando a ocorréncia de danos ao FSII. O acréscimo de SNP, no entanto, foi
capaz de atenuar os efeitos toxicos do As sobre os pigmentos cloroplastidicos, os quais
apresentaram valores estatisticamente iguais ao controle no tratamento contendo As+SNP.

A exposicao ao As desencadeou aumentos significativos na concentragcdo de carotenoides
nas folhas de P. stratiotes (Fig. 5E). No tratamento contendo apenas As a concentragdo de
carotendides foi 42,19% maior do que no controle, indicando o envolvimento desta molécula em

mecanismos protetores contra o estresse desencadeado pelo As. Nos tratamentos contendo As em
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combina¢cdo com SNP a concentragdo de carotenodides apresentou valores semelhantes aos
encontrados no controle, provavelmente devido ao envolvimento do SNP na atenuagdo dos danos

desencadeados pelo As.

3.7 Efeito do arsénio e do SNP sobre os parametros de fluorescéncia

Nas plantas expostas ao As foi possivel observar redugdes na eficiéncia fotoquimica
maxima do FSII, avaliada pela razdo F,/F,,, bem como alteragdes correspondentes em @pgy; (Fig.
6A e B), dados que sugerem perda de eficiéncia do FSII, geralmente associada a fotoinibi¢ao. Os
valores de NPQ nos tratamentos contendo apenas As apresentaram aumentos significativos (Fig.
6C), os quais provavelmente estdo relacionados com o aumento de carotendides observado neste
tratamento, indicando o desencadeamento de mecanismos fotoprotetores em resposta ao
poluente. O mesmo ndo ocorreu nas plantas tratadas com As em combinagdo com SNP, onde o
SNP aparentemente teve um efeito protetor sobre o FSII, impedindo a ocorréncia de alteragdes

nos parametros medidos.

3.8 Efeito do arsénio e do SNP sobre as trocas gasosas

Assim como observado para a fluorescéncia da clorofila a, que reflete os processos da
etapa fotoquimica da fotossintese, a exposi¢do ao As também desencadeou alteracdes na etapa
bioquimica do processo fotossintético, causando significativas redugdes na taxa de assimilagdo
liquida de carbono (Fig. 7A). Os efeitos do As sobre a assimilacdo de carbono, no entanto, foram
mas severos do que os observados para a eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (40 e 3,7%,
respectivamente), indicando que provavelmente a etapa bioquimica da fotossintese ¢ mais

sensivel aos danos desencadeados pelo metaloide.
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Figura 5. Efeito do arsénio, isolado ou em combinag@ao com SNP, sobre a concentragdo de pigmentos
cloroplastidicos em Pistia stratiotes. (A) Clorofila a, (B) clorofila b, (C) clorofilas totais, (D) razido
clorofila a/clorofila b e (E) carotendides. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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Figura 6. Efeito do arsénio, isolado ou em combinacdo com SNP, sobre pardmetros de
fluorescéncia da clorofila a: (A) Eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII (F,/Fn), (B)
Rendimento quantico do transporte de elétrons (Dgsy) e (C) Coeficiente de extingdo ndo
fotoquimica (NPQ). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

A razao Ci/Ca, por sua vez, aumentou no tratamento com As (Fig. 7B), sendo
estatisticamente igual ao controle nos demais tratamentos. Como ndo foram observadas
alteragdes em g (Fig. 7C), os maiores valores para Ci/Ca no tratamento com As indicam que a
diminuicdo na assimilacdo liquida de CO, ocorreu principalmente devido a alteragdes
bioquimicas desencadeadas pelo poluente, ndo tendo ocorrido limitagdes estomaticas. A razao

®ps/ Pcor também foi maior nas plantas expostas ao As (Fig. 7D), sugerindo que elétrons
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estariam envolvidos em outros processos além da fixacdo de CO,, o que poderia ocasionar a
forma¢do de ROS. Esta hipdtese foi corroborada pelo aumento observado no teor do O, nas
folhas expostas ao As, bem como pelo aumento na capacidade antioxidante total, indicando que
as plantas estavam sob condi¢des de estresse oxidativo. A presenca de SNP, no entanto, foi capaz
de eliminar este efeito toxico do As sobre o processo fotossintético, uma vez que no tratamento

contendo As+SNP os parametros fotossintéticos foram estatisticamente iguais ao controle.
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Figura 7. Efeito do arsénio, isolado ou em combinagdo com SNP, sobre as trocas gasosas em P.
stratiotes: (A) Assimila¢do liquida de carbono (A), (B) Razdo entre a concentra¢do interna e
ambiente de CO, (Ci/Ca), (C) Condutancia estomatica (gs) € (D) razdo Dpsy/ Pcop. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade.
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4. Discusséo

Os espécimes de Pistia stratiotes expostos ao As acumularam teores deste metaldide
semelhantes aos que foram observados para outras plantas consideradas hiperacumuladoras,
como Brassica rapa [29] e Tamarix gallica [30], sendo superior a 1000 pg g MS. Caso este
teor de As também seja acumulado em ambientes naturais, P. stratiotes passara a ser classificada
como uma espécie hiperacumuladora de As [31]. Espécies vegetais hiperacumuladoras de
elementos toxicos sdo importantes para fitorremediag¢do, haja vista ser a fitoextracdo um dos
processos mais importantes na recuperacao de locais contaminados. A diminui¢do na taxa de
crescimento como resposta a este acimulo, por sua vez, pode ser considerada uma resposta tipica
das plantas a toxidez do As [32]. Essa diminui¢@o parece estar relacionada, principalmente, com
decréscimos na fotossintese e no processo respiratorio [33,34].

O indice de tolerancia ¢ o fator que permite analisar a capacidade global da planta em
tolerar estresses desencadeados por poluentes. Quando exposta apenas ao As, P. stratiotes
apresentou indices de tolerancia menores do que aqueles observados quando a planta foi exposta
a outros poluentes [35], o que provavelmente estd relacionado com a alta toxicidade do As. O
NO provido na forma de SNP, no entanto, devido as suas caracteristicas antioxidantes e por ser
uma um sinalizador em condigdes de estresse [12], aumentou o indice de tolerancia em P.
stratiotes.

Os principais danos desencadeados pelo As ocorrem como consequéncia da maior
producdo de ROS, o que leva a um desbalangco no potencial redox celular e aumenta a
capacidade oxidante da célula, desencadeando danos em varios processos fisiologicos [36]. Este
efeito toxico do As, entretanto, foi revertido em P. stratiotes pela presenga de SNP,

provavelmente devido ao aumento da capacidade antioxidante total. De fato, o SNP pode agir
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como mensageiro celular e desencadear sinais para aumentos na atividade do sistema
antioxidante nas células. E possivel que, adicionalmente ao seu efeito como molécula
sinalizadora, o SNP tenha agido também como antioxidante, eliminando diretamente o excesso
de ROS [37].

Os efeitos do SNP sobre a concentragdo de ROS e sobre a capacidade antioxidante total
tiveram efeito protetor sobre P. stratiotes, possibilitando que os pardmetros fotossintéticos
analisados ndo apresentassem alteragdes significativas em relagdo ao controle. Nos tratamentos
contendo apenas As, no entanto, foram observadas diversas alteragdes. A diminuicdo na
concentragdo de clorofilas devido ao efeito toxico do As ¢ atribuida ao desencadeamento de
varios fatores, como peroxidacdo das membranas do cloroplasto, aumento da atividade da
clorofilase e interagdo do metal ao grupo —SH de enzimas envolvidas na sintese de clorofila [38].
Ja foi relatado, no entanto, que o NO ¢é capaz de prevenir a perda de clorofila em situagdes de
estresse [39], assim como foi observado no presente trabalho. O aumento na concentracdo de
carotendides no tratamento com As, por sua vez, provavelmente se deve a capacidade
antioxidante desta molécula, representando um mecanismo de defesa da planta [38].

O aumento na razdo clorofila a/clorofila b nas plantas expostas ao As pode indicar
possiveis mudangas na razao FSI/FSII, em fun¢do de mecanismos de adaptagdo dos cloroplastos
ao estresse. Clorofila a ¢ o principal pigmento envolvido na coleta de luz no PSI, enquanto tanto
a clorofila a quanto a clorofila b estdo presentes no PSII. Desta forma, altas razdes clorofila
a/clorofila b podem indicar aumentos na razao FSI/FSII [40]. Aumentos na concentra¢do do FSI
incrementam o transporte ciclico de elétrons, o qual esta envolvido com a dissipacdo do excesso

de energia, evitando assim a ocorréncia danos adicionais ao FSII [41].
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Os valores obtidos para Fv/Fm e para o ®pgp; em P. stratiotes indicam que a planta sofreu
uma leve fotoinibi¢do devido a exposi¢do ao As. Os aumentos na producdo de ROS
desencadeados pelo metaldide podem ser os responsaveis por esta fotoinibi¢do, uma vez que
ROS podem atacar diretamente o centro de reacdo do FSII e causar a clivagem de fragmentos
especificos da proteina DI [42]. Desta forma, o aumento na concentracdo de antioxidantes
diminui a fotoinibi¢ao, razdo pela qual na presenca de SNP os pardmetros de fluorescéncia foram
estatisticamente iguais ao controle.

A capacidade de ROS em gerar fotoinibi¢do, no entanto, ¢ motivo de controvérsia entre
varios grupos de pesquisa, sendo que alguns estudos indicam que ROS agem primariamente
inibindo os mecanismos de reparo de fotodanos no FSII, ndo causando danos ao FSII
diretamente [43]. A fotoinibi¢do observada em P. stratiotes pode, portanto, ser conseqiiéncia da
diminui¢do na capacidade de assimilagdo do CO; induzida pelo As, o que levaria a excessos de
reducdo na cadeia transportadora de elétrons [44]. A diminui¢do da capacidade de assimilagdo do
CO, nas plantas expostas ao As ocorreu principalmente devido a limitagdes bioquimicas,
provavelmente em funcdo de alteragdes da atividade de enzimas do ciclo de Calvin [8].

Outros fatores podem ter contribuido para as menores taxas fotossintéticas observadas em
P. stratiotes exposta ao As, como a alteracao desencadeada por este poluente na concentragdo de
nutrientes minerais essenciais para a fotossintese, como Fe, Mg e Mn, assim como j& foi
observado para outras plantas [45]. O SNP, ao manter a concentra¢do desses nutrientes em niveis
normais, contribuiu para a manuten¢do do processo fotossintético. As alteragdes observadas na
concentragdo de fosforo, por sua vez, provavelmente estdo relacionadas aos mecanismos de

absorcao de arsenato, j4 que ambos os elementos competem pelo mesmo transportador [46].

47



O menor efeito do As sob a etapa fotoquimica em relagdo a fixacdo de CO;
provavelmente se deve a ativacdo de mecanismos fotoprotetores. Plantas podem evitar a
fotoinibi¢cdo pela diminui¢do na absorc¢ao de luz ou pelo aumento na dissipacdo da luz absorvida,
através de mecanismos fotoquimicos e ndo fotoquimicos [47]. Mecanismos fotoprotetores ja
foram relatados como sendo adaptacdes a diversos tipos de estresse, sendo que aumentos na
fotorrespiracdo e na dissipagdo termal sdo as principais respostas fotoprotetoras para evitar a
fotoinibi¢ao [48]. A hipdtese de que estes mecanismos estejam ocorrendo em P. stratiotes
submetida ao As ¢ corroborada pelos aumentos observados no NPQ, um indicador da dissipacao
termal na antena do FSII, e na razdo ®psy/ @cop, que indica um desvio de elétrons para outras
rotas metabdlicas como, por exemplo, a fotorrespiragao.

Com base nos dados apresentados ¢ possivel concluir que o As tem efeito deletério sobre
os parametros fotossintéticos em P. stratiotes, provavelmente pelo aumento na producdo de
ROS, e que o NO esta envolvido nos mecanismos de resposta a este poluente. Desta forma o NO,
suprido na forma de SNP, ¢ capaz de atenuar o estresse desencadeado pelo As, restaurando os

parametros fotossintéticos a niveis normais.
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CONCLUSOES GERAIS

Embora tenha acumulado elevadas quantidades de arsénio (As), sendo possivelmente
uma planta hiperacumuladora deste elemento, o acimulo do poluente comprometeu véarios
parametros fisiologicos e bioquimicos de Pistia stratiotes, o que se refletiu em queda na
fotossintese e, consequentemente, no crescimento. O 6xido nitrico suprido de forma exdgena, no
entanto, foi capaz de atenuar estes danos, diminuindo a ocorréncia de estresse oxidativo e, por
conseguinte, aumentando a tolerancia de P. stratiotes ao As. Os efeitos benéficos do NO para as
plantas de P. stratiotes estdo relacionados tanto com eliminagdo direta de ROS quanto com a
sinalizagdo para aumento nas atividades de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para determinar a exata cascata de alteragdes em nivel

molecular e os genes particulares que possam estar envolvidos nestes processos.
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