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RESUMO

SANTOS, Gabriela Alves dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2006. Crescimento e respostas antioxidantes de macrofitas aquaticas
submetidas ao Arsénio. Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Co-
orientadores: José Cambraia e Marco Aurélio Pedron e Silva.

A influéncia do As sobre alguns aspectos do crescimento e do sistema
antioxidante foi estudada em trés espécies aquaticas: Azolla caroliniana, Lemna
gibba e Salvinia minima, expostas cinco concentragdes de As (0,0, 0,25, 0,5, 1,0
e 1,5 mg L) em solucdo nutritiva. Foram determinados o teor de As nas plantas,
a taxa de crescimento relativo (TCR), as atividades enzimaticas da dismutase do
superdxido (SOD), da catalase (CAT), de peroxidases (POX), da peroxidase do
ascorbato (APX) e da redutase da glutationa (GR), o teor de tidis totais, de tidis
ndo protéicos e de tidis protéicos e, ainda, o teor de antocianinas. Lemna gibba
foi a macrofita que apresentou maior tolerancia ao As, requerendo 967,6 g g
'MS para reduzir em 50 % a TCR. Azolla caroliniana demandou 429,2 ug g*MS
para a ocorréncia dessa reducao e, por Ultimo, demonstrando ser a mais sensivel,
S. minima requereu 255,08 pug g*MS. Em relagdo aos mecanismos antioxidantes,
as trés espécies responderam de forma diferente ao aumento da concentragédo de
As no meio. Azolla caroliniana sofreu aumentos nas atividades da CAT e da GR,
manteve inalteradas as atividades da SOD e da POX, sofrendo diminui¢do na
atividade da APX, embora tenha sido a espécie que apresentou maior atividade
desta enzima. Salvinia minima exibiu aumentos nas atividades de SOD, CAT,
APX e GR, mantendo inalterada a atividade de POX, com o aumento da
concentracdo de As no meio de cultivo. A maior tolerancia de L. gibba aos
efeitos do As parece estar relacionada tanto aos mecanismos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. Esta espécie, além de apresentar maiores
atividades de SOD, CAT, POX e GR, também apresentou maiores teores de tidis
e antocianinas que as outras duas espécies analisadas. Embora A. caroliniana e S.
minima também tenham apresentado incrementos nas atividades de varias
enzimas, a maior toleréncia de L. gibba parece ser devida ndo somente ao
aumento nestes processos antioxidantes, mas a superior atividade basal dessas

enzimas e ao maior contelldo basal de tiois e antocianinas. Além do aumento nas
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atividades enzimaticas, L. gibba exibiu aumentos nos teores de tidis totais e tidis
ndo protéicos, diminuindo os teores de tidis protéicos. A. caroliniana e S. minima
praticamente ndo sofreram alteracdes no conteddo de tidis. Assim como L. gibba,
A. caroliniana e S. minima revelaram acréscimos nos teores de antocianinas apos
exposicdo as concentracdes crescentes de As na solucdo. Neste contexto, dentre
as trés macrofitas estudadas, L. gibba foi a que apresentou maior potencial para

ser empregada em programas de fitorremediacdo.
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ABSTRACT

SANTOS, Gabriela Alves dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
September 2006. Growth and antioxidative responses of aquatic
macrophytes to arsenic. Adviser: Juraci Alves de Oliveira. Co-Advisers:
José Cambraia and Marco Aurélio Pedron e Silva.

The influence of different concentrations of As over some aspects of
growth and antioxidant system were studied in three water species: Azolla
caroliniana, Lemna gibba and Salvinia minima, in nutrient solution. After the
three species being exposed to five concentrations of As (0.0, 0.25, 0.5, 1.0 and
1.5 mg.L™) in nutrient solution, the As content into the plants, relative growth
rate (TCR), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX),
ascorbate peroxidase (APX) and glutatione reductase (GR) enzymatic activity,
total thiol, non protein thiol and protein thiol content and anthocyanin content
were determined. L. gibba showed the highest tolerance to As, requiring 967,6 g
g*MD to reduce growth in 50%. A. caroliniana required 429,2 pg g*MD to
show this level of growth reduction and S. minima required 255,08 pug g*MD for
the same response. Antioxidant mechanisms to the increase in As concentration
in the medium characterized each species. A. caroliniana went through increases
in CAT and GR activities, keeping unaltered SOD and POX activities, and
showing reduction in APX activity, although it presented the highest activity of
this enzyme. S. minima exhibited increase in SOD, CAT, APX and GR
activities, keeping POX activity unaltered, with the increase of As concentration
in the growth medium. L. gibba higher tolerance to As effects seem to be related
to the enzymatic antioxidant mechanisms and also to the non-enzymatic ones.
This species, besides presenting higher SOD, CAT, POX and GR activities, also
showed higher thiol and anthocyanin content than the other two species studied.
Although A. caroliniana and S. minima also presented increase in the activity of
several enzymes, L. gibba’s higher tolerance seems to be due not only to the
increase in these antioxidant processes, but also to superior basal activity of these
enzymes, and to higher thiol and anthocyanin basal content. Besides the increase
in enzymatic activities, L. gibba exhibited total-thiol and non-protein thiol

content increase, diminishing protein thiol content. A. caroliniana and S. minima
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practically did not suffer alterations in thiol content. As L. gibba, A. caroliniana
and S. minima revealed an increment in anthocyanin content after exposure to
increasing concentrations of As in the solution. In this context, L. gibba showed

the highest potential to be employed in phytoremediation.



1. INTRODUCAO

A 4agua, apesar de encontrar-se amplamente distribuida em todos os
ambientes, tem apresentado limitagcdes de utilizacdo impostas, principalmente, por
alteracdes em suas condicdes fisico-quimicas e microbioldgicas. A contaminacdo da
agua por residuos oriundos de diversos processos de origem antropica € a principal
causadora dessas alteragdes, colocando em risco a satde 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 biodegradaveis. Uma vez liberados no sistema aquatico, seus efeitos podem
perpetuar-se por varios ciclos antes que se tornem biologicamente indisponiveis, o
que normalmente ocorre por incorporagdo em sedimentos organicos € inorganicos
(Matschullat, 2000).

A contaminacdo do ambiente por arsénio tem despertado a ateng¢do de
pesquisadores e de Orgdos governamentais em muitos paises. A elevacdo das
concentragdes de As no ambiente aquatico resulta do despejo direto de residuos nos
cursos d’agua ou das atividades antropogénicas que liberam o As presente no solo,
possibilitando, assim, que esse elemento seja drenado e atinja os rios, lagos e as
aguas subterraneas. A ingestdo de dgua contaminada com As ¢ a forma mais comum
de exposi¢do do homem a toxicidade desse elemento, que pode causar varios
disturbios fisiologicos e, em alguns casos, levar até a morte (Mandal e Suzuki, 2002;
Lee et al., 2006).

O aumento das concentracdes de As nos diversos cursos d’agua, associado a
elevada toxicidade deste poluente, torna evidente a necessidade do desenvolvimento
de métodos ou tecnologias capazes de remover o As do meio aquatico. Essa
remocao ¢ muito dificil, mas existe a possibilidade de utilizacdo de plantas aquaticas
na remediacdo desses ambientes. Um dos requisitos das espécies a serem utilizadas
com essa finalidade ¢ a tolerancia a esse elemento toxico, comprovada em algumas
espécies, como Lemna gibba (Mkandawire e Dudel, 2005).

Apesar da existéncia de muitos estudos sobre a tolerancia de plantas a metais

pesados, e alguns sobre a tolerdncia ao As, ainda ndo existem informagdes



suficientes para se entender os mecanismos de tolerancia de algumas espécies de
plantas aquaticas a esse elemento. Sabe-se que, dentre o0s varios processos
bioquimicos e fisioldgicos, a participagdo de processos antioxidantes, enzimaticos e
ndo enzimaticos, reveste-se de grande importancia no entendimento da tolerancia
das plantas ao As (Valko et al., 2006).

O As, assim como diversos agentes estressores, parece estimular a produgao
de intermedidrios reativos de oxigénio que tendem a potencializar os efeitos toxicos
dos poluentes (Mascher et al., 2002). Por outro lado, a participagdo de enzimas
antioxidantes pode colaborar, de modo significativo, no processo de tolerancia das
plantas a agdo toxica dos poluentes (Cao et al., 2004).

Mecanismos antioxidantes enzimaticos em plantas incluem a participagdo
das dismutases do superoxido (SOD), das catalases (CAT), das peroxidases (POX),
das peroxidases do ascorbato (APX) e das redutases da glutationa (GR). As
dismutases do superéxido agem como primeira linha de defesa contra os
intermedidrios reativos de oxigénio, dismutando o superdxido e produzindo o
peroxido de hidrogénio que ¢ menos reativo. Catalases, peroxidases e peroxidases
do ascorbato catalisam a conversdao do peréxido de hidrogénio em compostos nao
toxicos. As peroxidases do ascorbato, juntamente com as redutases da glutationa,
participam do ciclo ascorbato-glutationa que, adicionalmente, promovem a
decomposicao do peroxido de hidrogénio (Mittler, 2002).

Evidéncias da participagdo das enzimas antioxidantes no processo de
tolerancia das plantas ao As tém sido demonstradas em diversas pesquisas,
conforme observagdes relatadas por Mylona et al. (1998), Mascher et al. (2002),
Xinde et al. (2004).

Virios outros trabalhos tém relacionado, também, a tolerancia de plantas ao
As a capacidade delas sintetizarem peptidios de baixo peso molecular, denominados
fitoquelatinas (Hartley-Whitaker et al., 2001; Cai et al., 2004). As fitoquelatinas sdo
peptidios ricos em grupos SH, derivados da glutationa, e tém a estrutura geral (y-
glu-cys),-gly (n = 2-11), sendo capazes de formar complexos com o As, reduzindo
seus efeitos toxicos. A sintese de fitoquelatinas ¢ induzida por varios metais pesados
e, também, por As (Schmoger et al., 2000; Hartley-Whitaker et al., 2001). Além de

precursora das fitoquelatinas, a glutationa participa do ciclo ascorbato-glutationa,



desempenhando papel fundamental no mecanismo antioxidante (Noctor e Foyer,
1998).

Poucos estudos tém sido realizados sobre os mecanismos antioxidantes
enzimaticos € ndo enzimaticos, comumente envolvidos na defesa ao estresse
oxidativo, com as espécies aquaticas Lemna gibba, Salvinia minima e Azolla
caroliniana expostas ao As. A possibilidade de utilizagdo dessas espécies em
trabalhos de fitorremediagao de ambientes contaminados com As torna esses estudos
ainda mais relevantes.

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do As, em niveis toxicos,
sobre alguns aspectos do crescimento e do sistema antioxidante nas espécies

aquaticas: Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia minima, em solu¢do nutritiva.



2. REVISAO DE LITERATURA

O arsénio encontra-se amplamente distribuido em todos os ambientes terrestres,
alcancando concentracdes de 10 mg kg', na forma ndo-disponivel, em solos ndo
contaminados. A presenca em elevadas concentragdes deve-se as agdes antropogénicas
que incluem minerac¢do, producdo de herbicidas e fungicidas, produ¢do de preservadores
de madeira e corantes, fabricagdo de vidros, produg¢do de farmacos, dentre outros
(Matschullat, 2000; Tapio e Grosche, in press). Adicionalmente, podem ocorrer
acréscimos decorrentes de processos naturais oriundos de fontes geoquimicas que
incluem a substitui¢do do As por Fe, Si ou Al e as atividades vulcanicas (Nriagu, 1990).

Aguas e solos contaminados com elevadas concentracdes de As tém sido
encontradas em diversos paises, incluindo, Bangladesh (Hossain, 2006), China (Liu et
al., 2005), Eslovaquia (Keegan et al., 2005), India (Rhoychowdury et al., 2005), EUA
(Graney e FEriksen, 2004) e Brasil (Magalhdes e Pfeiffer, 1995; Moreira, 1996;
Matschullat et al., 2000; Mirlean et al., 2003; Mirlean ¢ Roisenberg, 2006).

A ingestdo de agua contaminada com As ¢ a forma mais comum de
contaminagdo do homem. Devido ao seu efeito mutagénico, carcinogénico,
teratogénico, inibitdrio enzimdtico e inibitorio da resposta imune, o As pode causar
sérios danos a saude humana, resultando em dermatites, problemas respiratorios, renais,
neuroldgicos, hepaticos, gastrointestinais ¢ cardiovasculares (Mandal e Suzuki, 2002;
Hossain, 2006; Lee et al., 2006; Tapio e Grosche, in press).

A toxicidade do As depende, dentre outros fatores, da sua forma quimica e
concentragdo (Patra et al., 2004; Leal et al., 2006). As formas quimicas incluem
espécies inorganicas como o arsenato (As™) e o arsenito (As”), e organicas como a
arsenobetaina e a arsenocolina. As formas mais toxicas sdo as inorganicas (Barra et al.,
2000).

A clevada toxicidade do As, associada ao acimulo crescente deste metaldide em
diversos ambientes tem resultado em pesquisas de métodos para a remediagdo in Situ e
ex situ de solos e aguas contaminados com este elemento.

Meétodos fisico-quimicos, tais como osmose reversa e precipitagdo quimica,

embora sejam eficientes em locais contaminados com altas concentragdes de poluentes,



apresentam desvantagens como alto custo, formagao de residuos e baixa recuperagao da
agua (Leist et al., 2000; Alkorta et al., 2004).

A fitorremediagdo tem sido proposta como uma metodologia alternativa na
remocdo de As de ambientes contaminados. Para isso as espécies vegetais utilizadas
devem ser eficientes na retirada de grande quantidade de As do solo ou da agua.

Muitas espécies vegetais apresentam potencialidade para serem utilizadas em
programas de fitorremediacdo como, por exemplo, Pteris vittata, Trifolium pratense,
Pityrogramma calomelanos, Mimosa pudica, Melastoma malabrathricum e outras.

Plantas aquaticas crescidas em locais contaminados com As tém apresentado
altas concentragdes desse elemento (Mkandawire e Dudel, 2005), podendo resultar na
utilizacao como espécies fitorremediadoras. Dentre as espécies aquaticas importantes na
fitorremediacdo de aguas contaminadas destacam-se Lemna gibba, Salvinia minima ¢
Azolla caroliniana. Os critérios geralmente utilizados na selegdo de plantas para
remediacdo de areas contaminadas sdo alta tolerdncia ao metaldide, capacidade de
acumular As, ciclo de vida curto, ser de facil e rapida propagagdo, apresentar ampla
distribui¢ao ¢ alto ganho de biomassa (Francesconi et al., 2002; Vissottiviseth et al.,
2002; Xia ¢ Ma, 2006).

Viarias espécies pertencentes a familia Lemnaceae tém sido utilizadas em
estudos de fitorremediagdo (Boniardi et al., 1999; Mkandawire et al., 2006) devido a
ampla distribuigdo, ao rapido crescimento que varia de 0,1 a 0,5 g g dia™ e ao curto
ciclo de vida (Ornon et al., 1984). A espécie Lemna gibba, uma angiosperma
monocotiledonea flutuante, tem sido encontrada, naturalmente, em locais contaminados
com As, sendo que a concentragao desse elemento na planta aumenta com o aumento da
concentracdo de As no meio (Mkandawire e Dudel, 2005), sugerindo que esta espécie
possa ser utilizada como fitorremediadora de 4guas contaminadas com As.

Salvinia é um género de pteridofitas aquaticas flutuantes pertencentes a familia
Salviniaceae e encontra-se distribuida globalmente (Oliver, 1993). O rapido crescimento
de espécies desse género, associado a capacidade de remocao de metais pesados da dgua
(Nichols et al., 2000; Maine et al., 2001; Maine et al., 2004) tornam a Salvinia minima
uma espécie potencial para ser utilizada em trabalhos de fitorremediacao.

Azolla, género de pteridofitas aquaticas de pequeno porte, possui ampla

distribuicao geografica e elevada capacidade de crescimento, chegando a dobrar sua



biomassa em trés dias (Arora e Saxena, 2005). Elas apresentam, também, capacidade de
acumular diversos metais pesados (Bennicelli et al., 2004).

A utilizacao de espécies de plantas aquaticas em trabalhos de fitorremediagao de
ambientes contaminados com As requer o entendimento dos diversos processos
bioquimicos e fisiologicos de absor¢do e de tolerancia a esse metaldide. Os mecanismos
de tolerancia ao As desenvolvidos por diferentes espécies sao variados e incluem, por
exemplo, a exclusdo do elemento toxico do protoplasto, a sua complexacdo e/ou
conversdao em espécies de menor toxicidade e, ainda, a participacdo de processos
antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos.

Sob condi¢des normais de crescimento, a producao de intermedidrios reativos de
oxigénio (ROIs) nas células ¢ baixa, mas diversas alteracdes nas condi¢cdes normais
podem retirar as células de sua homeostase, aumentando a producdo de ROIs (Polle,
2001). Os ROIs podem ser formados a partir da doagdo de energia ou de um, dois ou
trés elétrons para o oxigénio molecular formando, respectivamente, o oxigénio singleto
(0,), o fon superoxido (O, ), o peroxido de hidrogénio (H,0») e o radical hidroxil
(HO") (Valko et al., 2006). Em contraste com o oxigénio molecular, os ROIs podem
causar danos a macromoléculas (lipideos, proteinas e 4cidos nucléicos), levando a
destrui¢do oxidativa da célula (Karenlampi et al., 2000; Valko et al., 2006; Barreiros et
al., 2006).

O As, assim como os metais pesados, parece estimular a formacdo de ROIs
(Mylona et al., 1998; Teisseire e Vernet, 2001; Xinde et al., 2004; Valko et al., 2006).
Embora os mecanismos de formagdo desses ROIs ainda nido sejam bem entendidos,
sabe-se que o arsenato, por ser quimicamente semelhante ao fosfato, atua reduzindo a
fosforilagdo oxidativa deslocando o fosfato na sintese de ATP (Terweele et al., 1967
citado por Mascher et al., 2002), podendo levar a formagdo de intermediarios reativos
de oxigénio. Adicionalmente, a oxida¢do espontanea de arsenito em arsenato pode
acarretar a formagao de ROIs (Valko et al., 2006)

As defesas antioxidantes em plantas incluem a participagao de antioxidantes
enzimaticos (SOD, CAT, POX, APX, GR) e antioxidantes ndo enzimaticos (glutationa,
antocianinas), com a finalidade de diminuir os efeitos toxicos dos ROIs.

Dismutases do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1) sdo metaloenzimas que agem

como primeira linha de defesa contra os ROIs (Valko et al., 2006). Quando prétons



estdo disponiveis, as SOD catalisam o protonamento de duas moléculas de superdxido
em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Existem varias isoformas da SOD que
diferem no tipo de metal presente no centro ativo, na constituigdo da cadeia
aminoacidica, no nimero de subunidades ¢ em outras caracteristicas (Valko et al.,
2006). As diferentes isoformas estdo localizadas nos cloroplastos, no citosol, nas
mitocondrias, nos peroxissomos e no apoplasto (Mittler, 2002).

Catalases (CAT, EC 1.11.1.6) sao enzimas que participam do controle dos niveis
toxicos de peroxido de hidrogénio, promovendo sua conversio em agua e oxigénio
molecular. Possuem um grupo heme em sua estrutura (Valko et al., 2006) ¢ atuam em
peroxissomos (Mittler, 2002).

Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) sdo enzimas que degradam o perdxido de
hidrogénio em dgua e em um composto oxidado que depende do tipo de peroxidase
atuante. S3o encontradas no citosol, nos vacuolos, nos cloroplastos, na parede celular e
no espago extracelular (Mittler, 2002). A peroxidase predominante ¢ a peroxidase do
ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) que catalisa a oxidacdo do ascorbato por perdxido de
hidrogénio gerando o desidroascorbato (Hideg, 1996). As APXs estdo presentes no
citosol, nas mitocondrias, nos peroxissomos, no apoplasto e, principalmente, nos
cloroplastos (Mittler, 2002). As APXs participam com as redutases da glutationa do
ciclo ascorbato-glutationa, que ¢ induzido por estresse oxidativo (Smith et al., 1989;
Schraudner et al., 1997; Noctor e Foyer, 1998). As redutases da glutationa (GR, EC
1.8.1.7) reduzem a glutationa oxidada, utilizando NAD(P)H, sendo a forma reduzida
utilizada para regenerar o ascorbato, substrato da APX (Apel e Hirt, 2004), resultando
em consumo de H,O,.

Dentre os antioxidantes nao enzimaticos, os tidis revestem-se de grande
importancia. A glutationa, um tripeptideo (y-glu-cys-gly) hidrofilico, além de participar
do ciclo ascorbato-glutationa ¢ capaz de consumir, quando reduzida, alguns ROIS
(Hideg, 1996). Outra fun¢do bastante importante da glutationa ¢ sua participagdo na
sintese de fitoquelatinas (PC). As PCs sdo peptideos nao protéicos com a estrutura geral
(y-glu-cys),-gly, em que n varia de 2-11, que podem ser rapidamente sintetizadas em
resposta a niveis toxicos de metais pesados (Schmoger et al., 2000). As PCs sdo

enzimaticamente sintetizadas a partir da glutationa pela sintase da fitoquelatina (PCS,



EC 2.3.2.15) e complexa o cadmio, o cobre, a prata e o arsénio (Schmoger et al., 2000),
conferindo tolerancia a esses elementos toxicos (Clemens, 2006).

Outros antioxidantes ndo enzimaticos de grande importancia sd3o 0s compostos
fenolicos. Os flavonoides agindo como antioxidantes podem consumir ROIs e, ainda,
quelatar ions metalicos que seriam capazes de participar da rea¢do de Fenton (Valko et
al., 2006). Plantas submetidas ao As tém apresentado aumento na concentragdo de
antocianinas (Guimaraes, 2006).

Apesar de muitos estudos sobre a tolerancia de plantas a metais pesados, e
alguns sobre a tolerancia ao As (Mylona et al., 1998; Schmoger et al., 2000; Hartley-
Whitaker et al., 2001; Mascher et al., 2002; Cai et al., 2004; Cao et al., 2004; Pawlik-
Skowronska et al., 2004; Tu et al., 2004), ainda ndo existem informagdes suficientes
para se entender a tolerancia de plantas aqudticas a este elemento. Poucos estudos tém
sido feitos com as espécies aquaticas Lemna gibba, Salvinia minima e Azolla
caroliniana, potencialmente interessantes para fitorremediacdo de ambientes
contaminados com As. Além disso, h4a enorme caréncia de trabalhos que demonstram os
efeitos do As sobre os mecanismos antioxidantes enzimdticos € ndo enzimaticos

comumente envolvidos em mecanismos de defesa ao estresse oxidativo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencdao e aclimatacao das plantas

Plantas aquaticas das espécies Lemna gibba L., Salvinia minima Baker e Azolla
caroliniana Willd., obtidas no horto botanico da Universidade Federal de Vigosa, foram
aclimatadas por seis dias, em recipientes de polietileno (0,35 x 0,30 x 0,17 m), contendo
3 L de solugdo nutritiva de Clark (1975), pH 6,5, em sala de crescimento de plantas,
com temperatura e¢ luminosidade controladas (25 + 2 °C, 230 pumol m™ s™), sob

fotoperiodo de 16 horas, sendo a solugdo nutritiva trocada a cada trés dias.

3.2. Efeito do As sobre o crescimento relativo e determinacdo da concentracéo
deste elemento nas plantas

Apos o periodo de aclimatagcdo, uma quantidade de plantas com
aproximadamente 1 g de massa de matéria fresca foi transferida para vasos de vidro
contendo 0,5 L da solugdo nutritiva de Clark, pH 6,5, contendo ou ndo As, na forma de
Na;HAsOy4, nas concentragdes de 0,0, 0,25, 0,5, 1,0 e 1,5 mg L. A massa da matéria
seca inicial foi estimada a partir de amostras de plantas do mesmo lote daquelas
utilizadas no experimento. No quinto dia a partir do inicio dos tratamentos, o
experimento foi encerrado, e as plantas removidas e lavadas por 30 s em agua corrente e
desionizada. Em seguida, foram colocadas para secar em estufa convencional a 80 °C
até a obtencao de massa seca constante.

As plantas secas em estufa foram submetidas a mineralizacdo imida com 3 mL
de uma mistura nitrico-perclorica 2:1, a temperatura de 100-120 °C, para evitar a
volatilizagdo do As, até a completa oxidagdo da matéria organica (Marin et al., 1993).
Amostras mineralizadas foram diluidas para 25 mL com agua desionizada e, entdo,
analisadas por espectrofotometria de absor¢ao atomica, para determinacao dos teores de
As.

As taxas de crescimento relativo das plantas foram calculadas utilizando-se a
equagao proposta por Hunt (1978):

Ry = (In w; — In wy) x 1000/ (t; — to), em que:



= R,, = taxa de crescimento relativo, em termos de massa seca, no periodo
experimental (mg g™’ dia™);

* In w; e In wy = logaritmo neperiano da massa seca no final e no inicio do
experimento, respectivamente;

» t;—to = durag¢do do experimento (em dias).

3.3. Efeito do As sobre atividades enziméticas, concentracdo de tidis e teor de
antocianinas

Ap0s o periodo de aclimatagdo, amostras com aproximadamente 1 g de plantas
foram transferidas para vasos de vidro com 0,5 L da solu¢do nutritiva de Clark, pH 6,5,
contendo ou nao As, na forma de Na,HAsQ,, nas concentragdes de 0,0, 0,25, 0,5, 1,0,
1,5 mg L.

No terceiro dia a partir do inicio dos tratamentos, as plantas foram retiradas da
solugdo nutritiva e lavadas por 30 s em agua corrente ¢ desionizada. A matéria fresca
foi, posteriormente, utilizada na determinagdo das atividades enzimaticas, determinagao

da concentracao de tidis e determinagao do teor de antocianinas.

3.3.1. Extracdo e determinacdo das atividades enzimaticas

3.3.1.1. Extracdo e determinacdo da atividade da dismutase do superoxido
(SOD, EC1.15.1.1)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de plantas foram maceradas em nitrogénio
liquido e, entdo, adicionados 2 mL de meio de extra¢ao constituido de tampao fosfato de
potassio 0,1 mol L, pH 6,8, 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mmol L™,
fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mmol L' e polivinilpirrolidona (PVPP) 1 %
(p/v) (Peixoto et al., 1999). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 Xg por 15 min,
a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato bruto na determinagao da atividade das
dismutases do superdxido.

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢cao de 50 puL do extrato enzimatico
bruto a 5 mL de meio de reagdo constituido de tampao fosfato de sodio 50 mmol L™, pH
7,8, contendo metionina 13 mmol L™, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 pmol L™,
EDTA 0,1 mmol L e riboflavina 2 pmol L. A reagdo foi conduzida a 25 °C, numa

camara de reacdo sob iluminagdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no
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interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Apds 5 min de exposi¢do a luz, a
iluminagao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT,
foi medida pela absorvancia a 560 nm. A absorvancia a 560 nm de um meio de reagao
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual tempo, serviu de branco
e foi subtraida da leitura da amostra que recebeu iluminacdo (Giannopolitis e Ries,
1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

inibir em 50 % a fotorredug¢do do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

3.3.1.2. Extracdo e determinacdo da atividade da catalase (CAT, EC
1.11.1.6)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de plantas foram maceradas em nitrogénio
liquido e, entdo, adicionados 2 mL de meio de extragdo constituido de tampao fosfato de
potassio 0,1 mol L pH 6,8, EDTA 0,1 mmol L', PMSF 1 mmol L ¢ PVPP 1 % (p/v)
(Peixoto et al., 1999). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 Xg por 15 min, a 4
°C, e o sobrenadante utilizado como extrato bruto na determinacdo da atividade das
catalases.

A atividade das catalases foi determinada pela adi¢gdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio
50 mmol L'l, pH 7,0 e H,O, 12,5 mmol L! (Havir e McHale, 1987). O decréscimo na
absorvancia, no primeiro minuto de reacdo, foi medido a 240 nm a 25 °C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢do molar de 36 mol™" L cm’

" (Anderson et al., 1995) e expresso em pmoles de H,O, min g™ MF.

3.3.1.3. Extracdo e determinacdo da atividade das peroxidases (POX, EC
1.11.1.7)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de plantas foram maceradas em nitrogénio
liquido e, entdo, adicionados 2 mL de meio de extra¢ao constituido de tampao fosfato de
potassio 0,1 mol L™, pH 6,8, EDTA 0,1 mmol L, PMSF 1 mmol L ¢ PVPP 1 % (p/v)
(Peixoto et al., 1999). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg por 15 min, a 4
°C, e o sobrenadante utilizado como extrato bruto na determinagdo da atividade das

peroxidases.
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A atividade das peroxidases foi determinada pela adi¢do de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 4,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio
25 mmol L, pH 6,8, pirogalol 20 mmol L e peréxido de hidrogénio 20 mmol L™ (Kar
e Mishra, 1976). A produ¢do de purpurogalina foi determinada pelo incremento da
absorvancia durante o primeiro minuto de reacdo a 420 nm, a 25 °C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mmol™ L

cm” (Chance e Maehley, 1955) e expressa em pmoles de H,O, min" g”'MF.

3.3.1.4. Extracdo e determinacgdo da atividade da peroxidase do ascorbato
(APX, EC 1.11.1.11)

Amostras de 0,3 g de plantas foram homogeneizadas em nitrogénio liquido e,
entdo, adicionados 2 mL de meio de extracdo constituido de tampao fosfato de potassio
50 mmol L'l, pH 7,0, EDTA 1 mmol L'l, acido ascorbico 1 mmol L'l, PMSF 1 mmol L~
! ditiotreitol (DTT) 2 mmol L' ¢ PVPP 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 Xg por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante
utilizado como extrato enzimadtico bruto.

A atividade das APXs foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio
50 mmol L'l, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mmol L' e H,0, 1 mmol L (Nakano e
Asada, 1981, modificado por Koshiba, 1993). O decréscimo na absorvancia a 290 nm
foi medido no primeiro minuto de reagdo, a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mmol™ L cm’ (Nakano e Asada,

1981) e foi expresso em pmoles de 4cido ascorbico min™ g MF.

3.3.1.5. Extracdo e determinacdo da atividade da redutase da glutationa
(GR,EC 1.8.1.7)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de plantas foram homogeneizadas em
nitrogénio liquido e, entdo, adicionados 2 mL de meio de homogeneizacao constituido
de tampao fosfato de potéssio 0,1 mol L'l, pH 7,0, EDTA 1 mmol L'l, triton 0,02 %
(p/v), DTT 2 mmol L, PMSF 1 mmol L' e PVPP 1 % (p/v) (Carlberg ¢ Mannervik,
1985). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg por 15 min, a 4 °C ¢ o

sobrenadante utilizado para analise da atividade enzimatica.
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A atividade das GRs foi determinada pela adicio de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 0,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampao tris-HCI 0,1
mol L, pH 7.5, GSSG 20 mmol L', NADPH 2 mmol L (Carlberg ¢ Mannervik,
1985). O decréscimo na absorvancia a 340 nm foi medido no primeiro minuto de
reacdo, a 30 °C. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 6,22 mmol™ L cm™ e expressa em pmoles de glutationa oxidada min™

g MF.

3.3.2. Efeito do arsénio sobre os teores de compostos tiolados

3.3.2.1. Extracao de tidis

Amostras de 0,5 g de plantas foram maceradas em nitrogénio liquido e, em
seguida, adicionadas de 6 mL de meio de extracdo constituido de Tris-HCI 0,1 mol L'l,
pH 8,0, EDTA 1 mmol L' e acido ascérbico 1 % (p/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 xg por 10 min, a 4 °C (Meuwly e Rauser, 1992) e o sobrenadante
utilizado para a determinagao do teor de tidis soluveis totais, tidis ndo-protéicos € tidis

protéicos.

3.3.2.2. Determinacdo do teor de tidis totais

Aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante, obtido conforme item 3.3.2.1., foram
adicionadas a 1,5 mL de tampao fosfato de potassio 0,2 mol L'l, pH 8,2, 0,1 mL do
reagente de Ellman [4cido 5,5’ — ditio-bis (2-nitrobenzdico)] 0,01 mol L™ e 7,9 mL de
metanol. Apds 15 min de reacdo, a 37 °C, foi determinada a absorvancia no
comprimento de onda de 412 nm e, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
13100 mol™ L cm™, foi calculado o teor de tiois totais, expressando-se os resultados em

nmoles de SH g”' MF (Sedlak e Lindsay, 1968).

3.3.2.3. Determinacdo do teor de tidis ndo-protéicos

Aliquotas de 5,0 mL do sobrenadante, obtido conforme item 3.3.2.1., foram
adicionadas a 1,0 mL de &cido tricloroacético (TCA) 50 % (p/v), e 4,0 mL de H,O.
Ap6s 1 hora de repouso em banho de gelo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg
durante 15 min. As aliquotas de 2,0 mL do sobrenadante foram adicionados 4,0 mL de

tampdo fosfato de potassio 0,4 mol L', pH 8,9 ¢ 0,1 mL de reagente de Ellman 0,01 mol
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L. Apos 5 min, em temperatura ambiente, as absorvancias foram lidas no comprimento
e . o -1
de onda de 412 nm e, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 13100 mol™ L
1 . e ~ re
cm ', foi calculado o teor de tidis nao protéicos, expressando-se os resultados em

nmoles de SH g”' MF (Sedlak e Lindsay, 1968).

3.3.2.4. Determinacdo do teor de tidis protéicos
O teor de tidis protéicos foi calculado pela diferenga entre o teor de tidis soltiveis
totais e o teor de tidis ndo-protéicos e os resultados foram, também, expressos em

nmoles de SH g"' MF.

3.3.3. Extracéao e determinacéo dos teores de antocianinas

Amostras de 1 g de massa fresca de plantas foram maceradas com 15 mL de
metanol acidificado com HCI (Kamperidou e Vasilakakis, 2006). As amostras foram
deixadas em geladeira por 14 horas, filtradas e a absorvancia dos extratos foi medida em

512 nm. Os resultados foram expressos em densidade 6ptica mL™' g™ MF.

3.4. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em esquema fatorial: 3 x 5 (espécies vegetais x
concentragdes de As) com 3 repeticdes, no delineamento inteiramente casualizado para
as variaveis concentracdo de As nas plantas, TCR, e atividades de SOD, CAT, POX,
APX e GR. Na determinagdo dos teores de tidis totais, ndo protéicos, protéicos e
antocianinas, o experimento também foi conduzido no mesmo esquema fatorial, mas,
com trés blocos, no delineamento em blocos casualizados. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, para doses equivalentes nas trés espécies. Visando descrever um modelo
de resposta as diferentes doses de As, por cada uma das espécies, foi realizada uma
analise de regressdo. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GENES

(Cruz, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do As em solucdo sobre a concentracdo deste elemento nas plantas

As espécies de plantas aquaticas L. gibba e S. minima, expostas a diferentes
concentragdes de As em solucdo, diferiram significativamente entre si quanto ao teor de
As apenas na concentragdo de 0,5 mg L™ de As. A espécie A. caroliniana, de modo
geral, diferiu das demais apresentando os menores teores de As (Quadro 1).

Diferentes espécies vegetais t€ém apresentado divergentes padrdoes de acumulo de
As quando expostas a este metaldide mas, em geral, ocorre aumento na absor¢ao de As
com a elevagdo da concentragdo desse elemento em solu¢ao (Kertulis et al., 2005;

Baldwin et al., in press).

Quadro 1 — Teores de As em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia minima
submetidas a diferentes concentragdes de As em solucao nutritiva.

Concentragdo de As Teor de As (Ug g MS)
(mg L) | ettt
A. caroliniana L. gibba S. minima

0,0 75,4 a 36,2a 2,1a

0,25 209,0 a 4201,5 a 258,0 a
0,5 271,2b 710,2 a 345,6 b
1,0 323,5b 1035,1 a 1291,1a
1,5 386,1b 1291,1 a 1273,0 a

1. As médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os teores de As aumentaram com o incremento da concentragdo deste elemento
em solugdo nas trés espécies, ocorrendo de forma mais intensa em L. gibba e em S.
minima (Figura 1). O padrao de elevagdo dos teores de As apresentado por estas
espécies revela que, possivelmente, as concentragdes utilizadas ndo foram
suficientemente grandes para promover a saturagdo dos mecanismos de absorcdo e

acumulo desse elemento.
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Figura 1 — Teor de As em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia minima em
funcao de diferentes concentragdes de As.

A espécie A. caroliniana apresentou os menores incrementos nos teores de As
em relacdo as concentragdes externas, o que pode ser parte de um mecanismo de
sobrevivéncia, protegendo-a, assim, dos efeitos toxicos do As.

Virias observagdes tém sido feitas em relagcdo a plantas que crescem em locais
contaminados com vdrios elementos quimicos toxicos, as quais necessitam desenvolver
mecanismos de escape ou de tolerancia a toxicidade dos elementos para a manutengao
da sobrevivéncia. Neste sentido, Sharples et al. (2000) ndo demonstraram efeitos
toxicos do As em Holcus lanatus, Agrostis capillaris e Deschampsia cespitosa
crescendo em locais contaminados com este metaldide, sugerindo que estas plantas
possuem algum mecanismo de exclusdo do As. Estratégias de sobrevivéncia a presenga
de elementos toxicos que se baseiam na exclusao ndo sao interessantes em programas de
fitorremediacdo, uma vez que a bioacumulacdo ¢ o principal critério na escolha de
plantas para despolui¢do ambiental (Xia e Ma, 2006).

Trabalhos desenvolvidos com Oryza sativa (Geng et al., 2005) ¢ com L. gibba,
A. caroliniana e S. minima (Guimaraes, 2006), expostas a concentragdes crescentes de
As, mostraram elevagao dos teores de As nas plantas. Os teores de As observados no
presente trabalho, entretanto, foram superiores aqueles apresentados por Guimardes
(2006), mesmo tendo sido utilizadas concentragdes maiores do metaldide em solugdo.

Tal fato pode ser explicado pela menor concentracdo de fosfato utilizada na solugao
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nutritiva de cultivo das plantas neste experimento. Devido as semelhantes estruturas
quimicas, o arsenato e¢ o fosfato sdo absorvidos nas plantas por um mesmo
transportador, sendo que, quanto menor a concentragao de fosfato em solugdo, maior a

absorcao de As pelas macrofitas (Guimaraes, 2006).

4.2. Efeito do arsénio sobre a taxa de crescimento relativo

O cultivo das trés espécies de plantas aquaticas em solucao nutritiva, sem adigao
de As, revelou que elas diferem entre si quanto ao crescimento relativo. Os maiores
valores de taxa de crescimento foram observados em L. gibba, seguidos de A.
caroliniana e de S. minima (Quadro 2). Quando expostas ao As, L. gibba passou a ter
TCR significativamente superior a de S. minima em todas as concentragdes utilizadas,
mas ndo diferiu de A. caroliniana a partir da concentragdo de 1,0 mg L™, em que se
observou drastica reducdo na taxa de crescimento relativo em S. minima (Quadro 2).

A. caroliniana, por sua vez, apresentou valores de TCR superiores aquelas
obtidas por S. minima em quase todas as concentragdes de As estudadas, exceto em 0,25
mg L' (Quadro 2).

Modificagdes na TCR tém sido utilizadas para diferenciacdo da tolerancia de
espécies vegetais quanto aos efeitos de elementos quimicos téxicos. Assim, alta TCR,
associada ao bioacimulo do poluente, ¢ uma das caracteristicas requeridas para
utilizagdo de espécies vegetais em programas de fitorremediagdo (Vissottiviseth et al.,
2002). Neste aspecto, observa-se que a espécie L. gibba apresenta ampla predominancia
sobre as demais espécies, principalmente em menores concentragdes de As em solugao.

A exposi¢ao das trés espécies de plantas ao As resultou em significativo
decréscimo da taxa de crescimento relativo, sendo de forma mais intensa em S. minima,
na qual ocorreu morte das plantas nas doses acima de 0,81 mg L™ (Figura 2). Observa-
se que a espécie A. caroliniana apresentou os menores decréscimos na TCR, o que pode
estar associado, em parte, aos menores teores de As (Quadro 1), prevenindo, assim, a

acao toxica do elemento sobre os diversos processos fisioldgicos.
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Quadro 2 — Taxa de crescimento relativo de Azolla caroliniana, Lemna gibba e
Salvinia minima submetidas a diferentes concentra¢des de As em solugdo nutritiva.

Concentragdo de As Taxa de crescimento relativo (mg g MS dia™)
G ST e Y KOO
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 109,97 b 181,61 a 70,66 c
0,25 76,98 b 174,19 a 45,62 b
0,5 72,03 b 151,36 a 10,4 ¢
1,0 62,69 a 50,93 a -0,44 b
1,5 56,94 a 27,26 a -14,8369 b

1. As médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

250 - u Lemna Y= -116,846* X + 193,022 R’= 0,94
0 Azolla Y= -29,473* X + 94,879 R’= 0,73

A Salvinia Y= 44,904** X* — 122,263** X + 69,755 R’=0,96

Taxa de crescimento relativc
(mg g' MS dia™)

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50

Concentragéo de As (mg L'l)

Figura 2 — Taxa de crescimento relativo de Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia
minima em funcdo de diferentes concentragdes de As.

As concentragdes de As em solugdo capazes de promover redu¢ao de 50% na
TCR variaram consideravelmente entre as espécies, sendo de 1,61 mg L' em A.
caroliniana, seguidas de 0,83 mg L™ para L. gibba e de 0,32 mg L™ para S. minima.

Entretanto, quando se relaciona a redug@o de 50% na TCR com os teores de As
nas plantas, verifica-se que a espécie L. gibba apresenta a maior tolerancia, requerendo
967,6 pg g'MS, seguida de A. caroliniana, com 429,2 g g'MS e, demonstrando ser a

mais sensivel, S. minima, com 255,08 g g'MS.
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Mkandawire et al. (2006), em experimentos realizados também com L. gibba,
obtiveram diminui¢do do crescimento apos exposi¢do dessa macrofita ao As. De forma
similar, outras espécies, quando expostas ao As, tém apresentado redu¢ao na TCR
(Pawlik-Skowronska et al., 2004; Robinson et al., in press; Li et al., in press). Essa
diminui¢do no crescimento relativo pode estar relacionada a redugdo no conteudo de
clorofilas (Paivoke e Simola, 2001) e conseqiiente reducao na fotossintese e, ainda, na
diminuic¢do do processo respiratorio (Paivoke e Simola, 2001; Mascher et al., 2002).

Alguns trabalhos realizados com A. caroliniana, L. gibba e S. minima tém
relatado que, além do As, outros elementos quimicos téxicos diminuem a TCR dessas
espécies (Vermaat ¢ Hanif, 1998; Nichols et al., 2000; Bennicelli et al., 2004;
Guimaraes, 2006). Diferentemente, Cao et al. (2004) observaram incremento na
biomassa de Pteris vittata cultivadas em solo com adigdo de pequenas doses de As. Isso,
possivelmente, pode ser devido a semelhanca entre o arsenato e o fosfato, que causaria a
dessor¢do do fosfato do solo, disponibilizando maior concentragdo de fosforo para a
planta. Maiores concentragdes de As no solo, no entanto, levaram ao decréscimo da
biomassa em P. vittata.

A utilizacdo de macroéfitas para o tratamento de efluentes, sejam industriais ou
sanitarios, ¢ uma alternativa que ja tem sido utilizada, representando, portanto, um
recurso de elevado potencial econdmico e ecoldégico. Em concordancia com os critérios
de selecdo de espécies para fitorremediacdo, como ganho de biomassa e bioacumulagdo
de As (Vissottiviseth et al., 2002), a espécie L. gibba foi a que exibiu melhor
desempenho para ser empregada em projetos de despoluicio ambiental. Embora S.
minima também tenha apresentado uma elevada bioacumula¢ao de As, sua TCR foi

muito baixa, quando comparada a de L. gibba.

4.3. Efeito do As sobre as atividades enzimaticas

4.3.1. Efeito do As sobre a atividade da dismutase do superdxido (SOD, EC
1.15.1.1)

As trés espécies de plantas utilizadas ndo apresentaram diferencas na atividade
da SOD quando expostas as concentragdes de As em solucao de 0,0, 0,25 ¢ 0,5 mg L!
(Quadro 3). Nas demais concentragdes, no entanto, a atividade da SOD foi

significativamente maior em L. gibba (Quadro 3).
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Quadro 3 — Atividade da dismutase do superoxido em Azolla caroliniana, Lemna gibba
e Salvinia minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solucdo nutritiva.

Concentragao de As Atividade de SOD (Unidades de SOD g'lMF )
G e Yo e Y KOO
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 1,42 a 7,44 a 2,78 a
0,25 2,62a 8,10 a 3,50a
0,5 5,40 a 9,53 a 5,38 a
1,0 6,77 b 23,88 a 7,79 b
1,5 4,68 b 12,33 a 2,17b

1. As médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A exposicao das plantas ao As revelou aumento significativo na atividade da
SOD nas espécies S. minima e L. gibba, tendo os maiores valores sendo observados em
torno da concentragdo externa de As de 0,8 ¢ 1,0 mg L™, respectivamente, seguida de
decréscimo nas concentragdes mais elevadas (Figura 3). Conforme se verifica, tanto o
incremento como a atividade absoluta da SOD em L. gibba, quando exposta ao As,
foram significativamente superiores aquelas apresentadas pelas demais espécies,
sugerindo ser esta espécie capaz de eliminar mais ROIS e, portanto, sofrer menos danos
oxidativos.

O radical superoxido e os seus derivados, oxigénio singleto, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxil, sdo os principais causadores de danos oxidativos aos
componentes celulares (Mittler, 2002). Os radicais superdxido transformam-se
espontaneamente em H,O,, porém a reacdo ¢ mais efetiva se for catalisada pelas SODs.
Entretanto, a participacdo conjunta de outras enzimas capazes de degradar o H,O, ¢ de
fundamental importancia, a fim de manter normal a quantidade de ROIs nas células
(Valko et al., 2006). Dessa forma, a agdo das dismutases do superoxido constitui-se na
primeira defesa das plantas contra o estresse oxidativo, o que refor¢a a idéia de que a
maior atividade dessas enzimas € importante caracteristica de tolerancia (Apel e Hirt,

2004).
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30 4 WlemnaY=-42,934* X° + 82,53 X* - 24,216** + 7,967 R’= 0,96

A Salvinia Y=-7,963* X + 12,464* X + 1,897 R?=0,78

Atividade de SOD
(unidades de SOD g MF)

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50

Concentragdo de As (mg L'l)

Figura 3 — Atividade da dismutase do superoxido em Azolla caroliniana, Lemna gibba
e Salvinia minima em fungédo de diferentes concentragdes de As.

Aumento na atividade de SOD com a elevagao da concentragdo de As no meio
foi observado em Pteris vittata (Cao et al., 2004), em Holcus lanatus (Hartley-Whitaker
et al., 2001), em Lycopersicon esculentum e em Zea mays (Miteva ¢ Peycheva, 1999).
Assim como nestas espécies, no presente trabalho, observa-se aumento na atividade de
SOD em L. gibba, ap6s exposi¢do ao As. Na maior concentragdo de As, entretanto, o
efeito toxico do As superou a atuacdo desta enzima, resultando, possivelmente, em
estresse oxidativo.

Plantas submetidas a outros agentes toxicos tém apresentado atividades de SOD
analogas as de Lemna. Hordeum vulgare teve aumentos na atividade de SOD com a
elevagdo da concentracdo de cadmio no meio (Tiryakioglu et al., in press), ja
Ceratophyllum demersum exibiu aumento de atividade, quando exposta a elevadas
concentragdes de chumbo (Mishra et al., in press), ambas sofrendo diminuigdes em

concentragdes ainda maiores.

4.3.2. Efeito do As sobre a atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
O cultivo das trés espécies de plantas aquaticas em solucao nutritiva, sem adigao
de As, revelou que L. gibba foi a espécie que apresentou maiores valores de atividade

da catalase, ndo ocorrendo diferencas na atividade de CAT entre as outras duas espécies
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(Quadro 4). Resposta semelhante foi também observada quando as plantas foram
expostas a concentragdo de 0,5 mg L™ de As em solugio (Quadro 4).

Na concentracdo de As em solucdo de 0,25 mg L' a atividade de CAT na
espécie S. minima foi significativamente menor que as demais espécies, mas nas
concentragdes de 1,0 ¢ 1,5 mg L™ de As, as trés espécies ndo diferiram entre si (Quadro
4).

Quadro 4 — Atividade da catalase em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia
minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solucdo nutritiva.

Concentragdo de As Atividade de CAT (umol de H,0, min™ g'lMF)
(mg | D YA OO TSSO TSP VTP UTRTOPROTOOTS
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 20,56 b 32,67 a 11,69 b
0,25 37,72 a 41,31 a 16,80 b
0,5 2522b 37,26 a 16,64 b
1,0 24,19 a 23,27 a 20,43 a
1,5 17,12 a 20,15 a 11,15 a

1. As médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A atividade da catalase em A. caroliniana e em S. minima mostrou discreto
acréscimo até a concentragdo de, aproximadamente, 0,4 ¢ 0,7 mg L' de As em solucao,
respectivamente, com reducdo de atividade em concentragdes mais elevadas de As. Em
L. gibba, a maior atividade foi observada nas plantas-controle, havendo significativo
decréscimo nas maiores concentragdes de As (Figura 4). Esta observagao sugere que,
possivelmente, os efeitos toxicos do As superaram a atuagdo deste mecanismo
antioxidante, o que pode estar relacionado a oxidagdo da catalase por ROIs em maiores
concentragdes de As. A oxidagdo da catalase t€ém sido detectada por outros autores e

essa modificag¢do parece ocorrer no grupo heme da enzima (Ronsein et al., 2006).
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m Lemna Y=-12,465** X + 39,033 R*= 0,69
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Figura 4 — Atividade da catalase em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia
minima em fun¢édo de diferentes concentragdes de As.

A catalase ¢ uma enzima antioxidante que ¢ produzida por plantas sob condi¢des
de estresse oxidativo na presenca de metais pesados (Sairam et al., 1998). Cao et al.
(2004) trabalhando com Pteris vittata submetida a cinco diferentes concentragdes de As
obtiveram resultados semelhantes aos observados em A. caroliniana neste trabalho. A
atividade da CAT sofreu aumentos apenas em baixas concentragdes, tendo sua atividade
diminuida em maiores concentragdes do metaldide, analogamente aos resultados obtidos
em milho submetido ao As (Mylona et al., 1998).

Viérios fatores podem afetar a atividade desta enzima, como o agente toxico
estressante, sua concentragdo, o tempo de exposicdo e a espécie vegetal, o que, de certa
forma, pode fazer com que a atividade dessa enzima sofra grandes variacdes (Patra et
al., 2004). Tais observagoes ficam evidentes em diversos trabalhos, como no de Mishra
et al. (in press), em que houve aumento na atividade da catalase quando Ceratophyllum
demersum foi exposta ao Pb, mas, contrariamente, Tiryakioglu et al. (in press) nao
observaram variagdes na atividade de CAT ao expor Hordeum vulgare a diferentes

concentragdes de cadmio.

4.3.3. Efeito do As sobre a atividade de peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)
A atividade das peroxidases foi significativamente maior em L. gibba, quando

comparada com as demais espécies, em quaisquer das concentragdes de As utilizadas
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(Quadro 5). Em L. gibba a atividade das POXs foi até seis vezes maior que aquela
observada em A. caroliniana e S. minima, sugerindo que a maior tolerancia de L. gibba
aos efeitos toxicos do As possa ser devida, também, a maior atividade desta enzima. A.
caroliniana e S. minima nao diferiram entre si quanto a atividade de peroxidases quando
expostas as diversas concentracdes de As (Quadro 5). Peroxidases parecem possuir
importante papel no metabolismo de xenobidticos em diversas espécies vegetais,
inclusive em macrofitas aquaticas, sendo uma das principais enzimas na resposta ao

estresse provocado por substancias toxicas (Roy et al., 1992), inclusive pelo As (Cao et

al., 2004).

Quadro 5 — Atividade de peroxidases em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia
minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solucdo nutritiva.

Concentragdo de As Atividade de POX (umol de purpurogalina min" g MF)
(mg L) ettt
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 0,73 b 4,29 a 0,27 b
0,25 0,85b 6,17 a 0,37b
0,5 0,82 b 6,63 a 0,48 b
1,0 1,02 b 2,83 a 0,51b
1,5 0,75b 2,70 a 0,32 b

1. As médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Embora muitos autores tenham observado o aumento na atividade de
peroxidases apds tratamento de plantas com As (Mascher et al., 2002; Cao et al., 2004),
a presenca desse metaldide no presente estudo ndo acarretou em alteragcdes nas
atividades dessa enzima em A. caroliniana e em S. minima (Figura 5). Lemna gibba,
embora ja apresentasse atividade de POX elevada em condi¢cdes normais, sofreu,
apenas, pequenos aumentos de atividade, com expressiva redugdo a partir de 0,5 mg L™,
o que pode indicar a perda da participagdo dessa enzima em reverter ou proteger a agao
toxica do As nestas maiores concentragdes, semelhantemente a0 que ocorreu com as

dismutases do superoxido e com as catalases neste trabalho (Figura 5).
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Figura 5 — Atividade da peroxidase em Azolla caroliniana, Lemna gibba ¢ Salvinia
minima em fun¢édo de diferentes concentragdes de As.

Assim como o observado em L. gibba, ligeiros aumentos nas atividades de POX
tém sido exibidas por diferentes espécies quando a concentragdo de As no meio € baixa
(Mascher et al., 2002; Miteva et al., 2005). Além da susceptibilidade desta enzima aos
efeitos toxicos do As em maiores concentragdes, as atividades superiores de POX em
altas concentragdes estdo em concordancia com Mittler (2002). Segundo este autor, as
peroxidases, assim como catalases, degradam o peroxido de hidrogénio, mas as
afinidades dessas enzimas pelo H,O, sdo de ordens diferentes. Como as peroxidases
apresentam maior afinidade pelo H,O,, sugere-se que elas sejam responsaveis pela
modulacdo fina, e portanto, envolvidas na sinaliza¢do, enquanto a CAT atua na remog¢ao

do excesso de ROS durante o estresse.

4.3.4. Efeito do As sobre a atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11)

As espécies A. caroliniana e L. gibba apresentaram atividades de APX
significativamente superiores a de S. minima em qualquer concentragdo de As. Nas
concentracdes de 0,25 ¢ 1,0 mg L de As a espécie A. caroliniana apresentou as
maiores atividades de APX, ndo diferindo daquelas obtidas em L. gibba nas demais

concentragoes (Quadro 6).
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Quadro 6 — Atividade da peroxidase do ascorbato em Azolla caroliniana, Lemna gibba
e Salvinia minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solugdo nutritiva.

Concentragao de As Atividade de APX (umol de acido ascorbico min’! g'lMF)
(E L) | oottt
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 10,17 a 10,56 a 2,55b
0,25 16,17 a 9,03 b 291 ¢
0,5 8,31a 8,73 a 3,540
1,0 7,14 a 442 b 1,51 ¢
1,5 4,98 a 3,62 a 1,80 b

1. As médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

De modo geral, foi observado que a exposi¢do das plantas ao As resultou em
decréscimo nas atividades de APX, embora tenham existido diferengas no padrdao de
resposta apresentado pelas trés espécies. Salvinia minima exibiu discreto incremento na
atividade de APX, seguido por diminui¢des. Azolla caroliniana e L. gibba apresentaram
decréscimos sucessivos da atividade a medida que se aumentava a concentragdo de As
em solucao (Figura 6).

As peroxidases do ascorbato agem contra os intermedidrios reativos de oxigénio
degradando o H,0,, mas, diferentemente de outras enzimas, a APX requer ascorbato e
depende de um sistema de regeneragdo de glutationa reduzida, o ciclo ascorbato-
glutationa (Noctor e Foyer, 1998). Os ROIs formados durante o estresse oxidativo
causado por metais pesados parecem inibir diretamente a sintese de enzimas
antioxidantes e também da rota da glutationa (Mazhoudi et al., 1997), sendo possivel,
portanto, justificar os decréscimos encontrados na atividade da APX quando plantas sdao

submetidas ao As, uma vez que este metalodide parece induzir o aumento de ROIs nas

células (Singh et al., 2005).
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. < m Lemna Y= 5,064* X* - 10,222* X* - 0,585* X + 10,363 R?=0,97
5
A Salvinia Y=5,23* X* - 12,363* X* + 6,35* X + 2,419 R?=0,87

Atividade de APX
(umol de 4cido ascérbico min' g' MF)

0 T T T T T T 1
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50

Concentragdo de As (mg L-l)

Figura 6 — Atividade da peroxidase do ascorbato em Azolla caroliniana, Lemna gibba e
Salvinia minima em fung¢ao de diferentes concentragdes de As.

Dada a importancia dessa enzima na defesa antioxidante das plantas, o aumento
de sua atividade tem sido apresentado por varias espécies quando expostas a diferentes
agentes toxicos (Monnet et al., in press; Mishra et al., in press). Como observado em S.
minima neste trabalho, Pteris vittata submetida a diferentes concentragdes de As (Cao et
al., 2004) apresentou incremento na atividade de APX, mas em concentragdes maiores a
atividade dessa enzima foi diminuida, sugerindo que também nestas espécies os efeitos

toxicos do As superaram a atuagdo deste mecanismo antioxidante.

4.3.5. Efeito do As sobre a atividade da redutase da glutationa (GR, EC
1.8.1.7)

As plantas controle das trés espécies ndo diferiram entre si em relagdo a
atividade das redutases da glutationa (Quadro 7). Sob exposi¢do ao As, no entanto, na
concentracdo de 0,25 mg L™, L. gibba apresentou atividade maior que A. caroliniana,
mas esta espécie nao diferiu dos valores observados em S. minima. As diferengas entre
as trés espécies foram marcantes apenas na concentragdo de 1,0 mg L™, em que L. gibba
apresentou maior atividade de GR que A. caroliniana e esta maior que a de S. minima.
Nos demais tratamentos ndo foram observadas diferencas significativas de atividades

entre as espécies (Quadro 7).
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Quadro 7 — Atividade da redutase da glutationa em Azolla caroliniana, Lemna gibba e
Salvinia minima submetidas a diferentes concentra¢des de As em solugdo nutritiva.

Concentragao de As Atividade de GR (pumol de glutationa oxidada min’' g'lMF)
(E L) | ettt
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 0,09 a 0,32 a 0,25 a
0,25 0,16 b 0,44 a 0,30 ab
0,5 0,35 a 0,52 a 0,53 a
1,0 0,66 b 1,35a 0,35¢
1,5 0,02 a 0,02 a 0,17 a

1. As médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A atividade da GR apresentou padrdo de resposta em relacdo ao As similar nas
espécies L. gibba e A. caroliniana (Figura 7). A atividade da enzima aumentou com a
concentracdo de As atingindo os maiores valores em torno de 1,0 mg L™, passando a
decrescer até a ultima concentracdo de As estudada. A atividade de GR em L. gibba,
contudo, foi sempre superior aqueles observados em A. caroliniana (Figura 7).

A espécie S. minima, por sua vez, apresentou ligeiro incremento de atividade
com o aumento da concentragdo de As até, aproximadamente, 0,7 mg L' Nas
concentragdes mais elevadas a atividade de GR também sofreu decréscimo, embora em
menor intensidade do que aquela observada nas outras espécies.

Em Lycopersicon esculentum (Dong e Zhang, 2006), Sesbania drummondii
(Israr et al., in press), Dermatocarpon luridum (Monnet et al., in press) e
Ceratophyllum demersum (Mishra et al., in press) a atividade de GR também aumentou
sob estresse oxidativo. Essa enzima participa do ciclo ascorbato-glutationa regenerando
glutationa reduzida, utilizando o NADPH como agente redutor. Sua participacdo nesse
ciclo ¢ imprescindivel para a manutencdo da homeostase celular durante o estresse
causado por ROIs (Noctor e Foyer, 1998). Assim como as outras enzimas antioxidantes,
a GR teve sua atividade reduzida em altas concentragdes de As, sugerindo que esta
enzima também pode apresentar susceptibilidade aos efeitos toxicos do As em maiores

concentragdes. Reducdes na atividade de GR também foram observadas em outros
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organismos quando expostos a altas concentracdes de As (Bhattacharya e Bhattacharya,

in press).

m Lemna Y=-3,102** X° + 5,41** X* - 1,353 ** X + 0,356 R’= 0,96
1,5 1  0AzollaY=-1,335" X’ + 2,106** X*~ 0,206 ** X + 0,243 R*=0,99
A Salvinia Y= -0,441"* X* + 0,606 X + 0,243 R’= 0,77

1,2
0,9
0,6
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Atividade de GR
(umol de glutationa oxidada min' g' MF)

0
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Figura 7 — Atividade da redutase da glutationa em Azolla caroliniana, Lemna gibba e
Salvinia minima em fungao de diferentes concentrac¢des de As.

4.4 Efeito do As sobre os teores de tidis solUveis totais, tidis ndo-protéicos e tidis
proteicos

Lemna gibba foi a espécie que apresentou os maiores teores de tiois soluveis
totais em quaisquer das concentracdes de As testadas, enquanto as espécies A.
caroliniana e S. minima néo diferiram significativamente entre si (Quadro 8).

Em L. gibba, apds exposi¢ao ao As, foram observados teores mais elevados de
tidis ndo-protéicos nas concentragdes de 0,25, 0,5 ¢ 1,0 mg L. Na maior concentragao
de As utilizada as trés espécies nao diferiram entre si (Quadro 9).

A exposigdo das trés macrofitas ao As mostrou que, de modo geral, L. gibba
exibiu teores de tidis protéicos semelhantes aos de S. minima e maiores que A.
caroliniana (Quadro 10).

Os teores de tidis totais, ndo-protéicos € protéicos nao tiveram alteragdes
significativas em A. caroliniana exposta as diferentes concentragdes de As (Figura 8).
Possivelmente, nestas concentragdes de As, esta espécie utiliza outras estratégias de
sobrevivéncia que ndo envolvem a participagdo de compostos tidlicos. Uma destas

estratégias poderia ser a prevengao do estresse através de menor absor¢ao do elemento
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toxico (Sharples et al., 2000). Isto parece estar de acordo com os teores de As
observados nesta espécie apds exposi¢ao a este metaldide (Figura 1).

Em S. minima, os teores de tidis totais e ndo-protéicos, também, nao
apresentaram variagdes significativas nas diversas concentracdes de As utilizadas na
solugdo de cultivo (Figura 8). Os teores de tidis protéicos, contudo, aumentaram até a
concentracdo de 0,7 mg L' de As, mas sofreram decréscimos nas concentragdes mais
elevadas. O aumento dos teores de tidis protéicos parece nao ter participagdo efetiva nos
mecanismos de tolerdncia que envolvam diretamente a participagdo de compostos
tiolicos. Entretanto, eles podem estar relacionados com o aumento na sintese de algumas
enzimas que atuam no processo antioxidante, como as catalases, dismutases do
superoxido e redutases da glutationa, as quais possuem cisteina em suas estruturas

(National Center for Biotechnology Information).
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Quadro 8 — Teores de tiois soluveis totais em Azolla caroliniana, Lemna gibba e
Salvinia minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solugdo nutritiva.

Concentragao de As

Teores de tidis totais (nmol de SH g'lMF)

G ST e Y KOOSO
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 358,451 2148,68 a 196,97 b
0,25 443,18 b 4820,82 a 523,35Db
0,5 539,32 b 4678,96 a 1180,03 b
1,0 596,18 b 3486,91 a 572,17b
1,5 779,20 b 252333 a 289,49 b

1. As médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Quadro 9 — Teores de tidis ndo-protéicos em Azolla caroliniana, Lemna gibba e
Savinia minima submetidas a diferentes concentra¢des de As em solugdo nutritiva.

Concentragao de As

Teores de tiois ndo-protéicos (nmol de SH g 'MF)

G ST e Y KOO
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 263,55 ab 1285,18 a 13,29 b
0,25 289,40 b 3956,31 a 112,84 b
0,5 318,72 b 4097,44 a 313,12b
1,0 336,06 b 2686,58 a 174,51 b
1,5 391,89 a 1342,62 a 88,30 a

1. As médias seguidas pela mesma letra mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Quadro 10 — Teores de tidis protéicos em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia
minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solucdo nutritiva.

Concentragao de As

Teores de tiois protéicos (nmol de SH g 'MF)

G ST e Y KOO
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 94,90 b 863,50 a 183,68 b
0,25 153,78 b 864,51 a 410,51 ab
0,5 220,59 b 581,52 ab 866,90 a
1,0 260,12 b 800,32 a 397,66 ab
1,5 387,31b 1180,70 a 201,20 b

1. As médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 8 — Teores de tidis totais (A), tidis ndo-protéicos (B) e tidis protéicos (C) em
Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia minima em fungdo de diferentes
concentragoes de As.

Em L. gibba os teores de tidis totais e ndo-protéicos aumentaram
expressivamente até a concentracao de 0,7 mg L' de As na solucdo de cultivo, sendo
observado decréscimo nas concentragdes mais clevadas de As. Os teores de tidis
protéicos, por outro lado, decresceram nas concentracdes de As até, aproximadamente,
0,7 mg L' de As, sofrendo acréscimos nas concentragdoes mais elevadas. Assim, o
padrdo de alteragdo nos teores de tidis ndo-protéicos e protéicos sugere que, nas
menores concentracdes de As, pode ocorrer maior sintese de compostos tidlicos ndo-
protéicos em detrimento dos protéicos, os quais seriam fundamentais no processo de
tolerancia das espécies vegetais expostas a concentragdes toxicas de As. Cai et al.
(2004) sugerem que a tolerancia de Pteris vittata ao As pode ser devida ao aumento na
concentracdo de tidis ndo-protéicos apresentado por esta espécie, apds exposicdo a
varias concentracoes desse metaldide.

Assim, grandes variagdes nos teores das fragdes tidlicas foram observadas em L.
gibba (Figura 8), o que pode estar relacionado as caracteristicas de tolerancia desta
espécie a presenga do As (Pawlik-Skowronska et al., 2004). Esta espécie, quando
cultivada em solucdo nutritiva sem adi¢do de As, apresentou, de modo geral, teores de
tidis totais, ndo-protéicos e protéicos superiores aqueles obtidos nas demais espécies.
Estes elevados teores basais dos tidis em L. gibba sugerem ter esta espécie potencial
para tolerar estresses que necessitam da atuacdo de mecanismos que envolvam a
participacdo destes componentes quimicos (Cao et al., 2004). Esta evidéncia se
confirma pelo fato de que, mesmo quando as plantas sdo expostas ao As, os teores de
tidis se mantém superiores aqueles obtidos nas outras espécies.

Tem sido sugerido que o aumento na concentragdo de tidis ndo-protéicos em
plantas expostas ao As confere maior resisténcia para estes vegetais (Schmoger et al.,
2000; Hartley-Whitaker et al., 2001; Singh et al., in press; Dong et al., in press). A
composicao das varias fragdes de tidis pode ser indicativa da tolerancia de plantas ao

estresse oxidativo (Valko et al., 2006) e do estresse provocado por metais pesados (Cai
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et al., 2004), uma vez que compostos como glutationa reduzida e fitoquelatinas
compdem a fra¢ao de tidis nao-protéicos.

As fitoquelatinas sdo polipeptideos capazes de quelatar o As e transporta-lo ao
vactolo, impedindo seu efeito toxico sobre a célula. Aumento na concentragdo de
fitoquelatinas apos exposi¢do ao As foi observado em Holcus lanatus (Hartley-Whitaker
et al., 2001) e Stichococcus bacillaris (Pawlik-Skowronska et al., 2004). A glutationa,
além de participar da biossintese de fitoquelatinas, possui papel fundamental no
funcionamento do ciclo ascorbato-glutationa, consumindo diretamente algumas espécies
reativas de oxigénio. Incremento nos teores de glutationa reduzida apds exposi¢do ao As
foi exibido por Pteris vittata (Cai et al., 2004; Singh et al., in press). Em L. gibba,
novos estudos sdo necessdrios para se conhecer os constituintes responsaves pelo

aumento dos tidis ndo-protéicos.

4.5. Efeito do As sobre a concentracdo de antocianinas

Dentre as trés espécies estudadas L. gibba foi a que apresentou os mais elevados
teores de antocianinas quando submetida as diferentes concentracdes de As em solugdo
(Quadro 11). As espécies A. caroliniana e S. minima nao diferiram entre si em nenhuma
das concentragdes de As estudadas (Quadro 11).

A Dbiossintese ¢ o acumulo de compostos fendlicos ¢ uma das respostas de
plantas aos diferentes estresses bidticos e abidticos (Juszczuk et al., 2004). Os maiores
teores de antocianinas observados em L. gibba podem estar relacionados com sua
participagdo como agentes antioxidantes, protegendo as células contra os radicais livres
produzidos por diversas vias metabolicas, conforme sugerido por Rice-Evans et al.

(1997).
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Quadro 11 — Teores de antocianinas em Azolla caroliniana, Lemna gibba ¢ Salvinia
minima submetidas a diferentes concentragdes de As em solucdo nutritiva.

Concentragdao de As | Teores de antocianinas (Unidades de absorvancia mL"! g'lMF)
G ST e Y KOO
A. caroliniana L. gibba S. minima
0,0 0,03b 0,09 a 0,02b
0,25 0,04 b 0,12 a 0,02 b
0,5 0,04 b 0,14 a 0,02 b
1,0 0,04 b 0,15a 0,03b
1,5 0,05b 0,18 a 0,04 b

1. As médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha nao diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os teores de antocianinas aumentaram com o aumento da concentragao do
metaldide no meio de cultivo nas trés espécies vegetais (Figura 9). Em L. gibba, o
incremento foi muito mais expressivo que nas outras espécies € o teor que ja era maior

nas plantas-controle tornou-se ainda maior nas concentragdes mais elevadas.
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Figura 9 — Teores de antocianinas em Azolla caroliniana, Lemna gibba e Salvinia
minima em funcdo de diferentes concentragdes de As.
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As antocianinas, grupo mais comum de flavonoides, sdo metabolitos secundérios
que podem ser produzidos em resposta a deficiéncia de fosfato (Marschner, 1995). O
arsenato por ser analogo ao fosfato, compete pelos mesmos sitios de absorgao (Tu et al.,
2004; Mkandawire et al., 2005), fazendo com que plantas expostas ao As, na forma de
arsenato, possam apresentar deficiéncia de fosfato, exibindo coloracdo arroxeada nas
folhas, como observado em A. caroliniana e em L. gibba neste trabalho.

Aparentemente, L. gibba sofreu maior deficiéncia de fosfato que as outras
espécies, induzindo maior sintese e acimulo de antocianinas que, por sua vez, lhe
conferiu maior tolerdncia ao As, pois, além de consumir diretamente ROIs, os
flavonodides sdo capazes de quelatar ions metalicos que seriam capazes de participar da
reacdo de Fenton, impedindo, finalmente, a oxidagao de componentes celulares (Valko

etal., 2006).
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5. CONCLUSOES

Além de acumular maiores quantidades de As, Lemna gibba exibiu menor efeito
do As absorvido sobre sua taxa de crescimento, indicando maior tolerancia dessa
espécie a este metaldide, o que a torna, dentre as espécies estudadas, a mais adequada
para ser utilizada em programas de fitorremediagao.

A maior tolerancia de Lemna gibba aos efeitos do As pode estar relacionada
tanto a mecanismos antioxidantes enzimaticos quanto a nao enzimaticos. Esta espécie,
além de apresentar maiores atividades de SOD, CAT, POX e GR, também apresentou
maiores teores de tiois e antocianinas que as outras duas espécies analisadas. Embora,
Azolla caroliniana e Salvinia minima também tenham apresentado incrementos nas
atividades de varias enzimas, a maior tolerancia de Lemna gibba parece ser devido néo
somente ao aumento nestes processos antioxidantes, mas a superior atividade basal
dessas enzimas e ao maior contetido basal de tidis e antocianinas.

Em Lemna gibba, novos estudos sdo necessarios para se conhecer os
constituintes responsaveis pelo aumento dos tidis ndo protéicos, fracdo tidlica que deve

possuir papel fundamental na tolerancia dessa espécie ao As.
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