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RESUMO

LEAO, Gabriela Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2010.
Arsénio em plantas aquéaticas: absorc¢éo, toxicidade, nutricdo e metabolismo da
glutationa. Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Co-orientadores: Marco Aurélio
Pedron e Silva e Sérgio Oliveira de Paula.

A toxicidade do arsénio (As) e seus efeitos no metabolismo da glutationa foram
analisados em duas espécies vegetais: Lemna gibba e Salvinia minima. As plantas,
cultivadas em solucao nutritiva, pH 6,5, foram expostas ao arsénio nas concentragdes
de 0,0 e 1,0 mg L™, por trés dias. As duas espécies vegetais acumularam As em seus
tecidos quando expostas a esse elemento, sendo que L. gibba apresentou teor de As
onze vezes maior que S. minima. As reducfes na taxa de crescimento relativo em L.
gibba e em S. minima foram de 25,24 % e 38,79 %, respectivamente. Diferentemente
dos teores de anion superoxido que ndo apresentaram variacdes significativas, os
teores de peréxido de hidrogénio aumentaram nas duas macrofitas aquaticas. Em L.
gibba ndo houve alteracao do teor de MDA, enquanto em S. minima ocorreu aumento
de 85 %. Nas duas espécies vegetais estudadas, os teores de pigmentos
cloroplastidicos apresentaram reducdes, exceto o teor de carotenodides em L. gibba que
nao apresentou variacdo. Embora a exposicao das plantas ao As néo tenha alterado os
teores de ferro e manganés, ocorreu diminuicdo nos teores de célcio e magnésio.
Tanto em L. gibba quanto em S. minima ocorreu diminuicdo na absorcédo de fosfato
bem como nos teores de fosforo apds exposi¢cdo ao As. Em L. gibba ocorreu aumento
na absorcdo de sulfato e nos teores de enxofre na planta, o que nao foi observado em
S. minima. DiminuicBes nos teores de glutationa foram observadas na presenca de As
nas duas espeécies. Todas as enzimas do metabolismo da glutationa analisadas
(sulfurilases do ATP, sintetases da 0[-glutamilcisteina, peroxidases da glutationa,
sulfotransferases da glutationa e redutases da glutationa) apresentaram aumento de
atividade em L. gibba com a exposicdo ao As, enquanto em S. minima houve aumento
de atividade apenas das redutases da glutationa. Baseando-se no teor de As absorvido

pelas plantas, o estresse induzido pelo As em L. gibba deveria ser onze vezes maior
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gque em S. minima. Entretanto, S. minima, além de apresentar maiores teores de
intermediarios reativos de oxigénio apresentou sintomas de toxidez mais intensos que
L. gibba apdés o periodo de exposicdo ao As. Dessa forma, L. gibba, uma possivel
hiperacumuladora de As, parece possuir sistema de defesa mais eficiente para mitigar
0 estresse induzido por esse metaldide, envolvendo participacdo de substancias e

enzimas do metabolismo antioxidativo e da glutationa.
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ABSTRACT

LEAO, Gabriela Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, October, 2010. Arsenic
in aquatic plants: absorption, toxicity, nutrition and glutathione metabolism.
Adviser: Juraci Alves de Oliveira. Co-advisers: Marco Aurélio Pedron e Silva and Sérgio
Oliveira de Paula.

Arsenic (As) toxicity and its effects on glutathione metabolism were analyzed in
two vegetal specimens: Lemna gibba and Salvinia minima. Plants were cultivated in
nutrient solution, pH 6.5, and exposed to arsenic concentrations of 0.0 and 1.0 mg L™,
for three days. Both species accumulated As in their tissues when exposed to this
element, being this accumulation eleven times higher in L. gibba than in S. minima. The
relative growth rate reduction of L. gibba and S. minima was about 25.24 % and 38.79
%, respectively. Differently from the superoxide anion content that hasn’'t showed
significant variations, the hydroxide peroxide content increased in both aquatic
macrophytes. In L. gibba, there weren’'t changes on MDA content, while in S. minima,
an increment of it around 85 % has occurred. In both species studied, chloroplastic
pigments showed reduction in their content, except for carotenoids content in L. gibba
which didn’t show any variation. Although As exposure to plants hasn’'t changed iron
and manganese content, a decrement of calcium and magnesium content has occurred.
Both L. gibba and S. minima showed a decrement in phosphate absorption as well as
on phosphorus content after As exposure. L. gibba showed an increment on sulphate
absorption and on plant sulfur content which haven’t been observed in S. minima. The
reduction on glutathione content was observed when both plants were exposed to As.
All the glutathione metabolism enzymes that were analyzed (ATP sulphurylase, y-
glutamylcysteine sintetases, glutathione peroxidase, glutathione sulphotranspherase
and glutathione reductase) showed an increment on their activities in L. gibba exposed
to As while in S. minima there was an increment only in glutathione reductase activity.
Based on As content absorbed by the plants, the stress induced by As in L. gibba

should be eleven times higher than in S. minima. However, S. minima, besides showing
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higher content of reactive oxygen species, it showed toxicity symptoms more intensively
than in L. gibba after As exposure. So, L. gibba, a possible As hyperaccumulator,
seems to have a defense system more efficient to mitigate the stress induced by this
metalloid, which involves the participation of substances and enzymes of the

antioxidative and glutathione metabolism.
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1. INTRODUCAO

Os niveis de arsénio (As), um metaldéide muito toéxico, tém aumentado no
ambiente devido a varias atividades antropicas como mineragdo, producado de
herbicidas e fungicidas, fabricagdo de vidros, producdo de farmacos, dentre outras
(Mylona et al., 1998). A elevada toxicidade do As, associada ao acumulo crescente em
diversos locais do mundo (Matschullat et al., 2000, Smith et al., 2000), fez com que
técnicas para remediagdo de solos e aguas contaminados fossem desenvolvidas ou

aprimoradas.

Na fitoextracdo, uma biotecnologia aplicada a ambientes contaminados, plantas
tém sido utilizadas para absor¢do e armazenamento do As contido no meio, reduzindo
0s seus teores a niveis seguros (Melo et al., 2006). Algumas espécies vegetais
hiperacumuladoras de As tém sido estudadas (Ma et al.,, 2001, Francesconi et al.,
2002), permitindo o uso da fitoextracdo na descontaminacdo de ambientes poluidos

com o metaldide.

A forma inorganica mais oxidada do As é o arsenato, analogo quimico do fosfato
(Dhankher et al., 2002), e, por causa dessa semelhanga, é absorvido pelas plantas pelo
mesmo sistema de transporte do fosfato (Meharg e Macnair, 1992), embora a afinidade
desse sistema seja muito maior pelo fosfato do que pelo arsenato (Mascher et al.,
2002). A interagao entre esses dois compostos tem sido alvo de varios estudos
(Rahman et al., 2008, Christophersen et al., 2009, Wang e Duan, 2009) e é de grande

importancia para efetiva aplicagcao da fitoextragcdo em ambientes contaminados com As.

Dentro da planta, embora o arsenato possa substituir o fosfato em diversos
processos metabdlicos, ele ndo é capaz de desempenhar suas fung¢des (Shri et al.,
2009). E o que ocorre, por exemplo, na fosforilagdo oxidativa, em que o arsenato
desloca o fosfato na sintese de ATP, diminuindo a produ¢do de energia na planta
(Terwelle e Slater, 1967, Ullrich-Eberius et al., 1989). Devido a essa interferéncia nas
reagoes de transferéncia de energia, varios trabalhos tém mostrado que o As parece
estimular a producao de intermediarios reativos de oxigénio (ROIs) (Khan et al., 2009,
Singh et al., 2009). Adicionalmente, o arsenato absorvido é transformado em arsenito

numa reagado que produz diretamente peroxido de hidrogénio (Blecker et al., 2006).
1



Assim, muitas das alteragdes metabdlicas resultantes da presenca de As estdo
relacionadas ao estresse oxidativo. Essas alteragdes incluem danos a lipideos de
membranas (Khan et al., 2009), mudancgas nos teores de pigmentos cloroplastidicos
(Ozturk et al., 2010), modificagbes nas atividades de enzimas antioxidantes e nos

teores de antioxidantes ndo-enzimaticos (Mishra et al., 2008, Shri et al., 2009).

Embora a transformacgao do arsenato em arsenito resulte na producado de ROls,
essa transformacdo tem sido apontada como parte do mecanismo de tolerancia das
plantas ao As (Blecker et al., 2006), pois, a principal rota de desintoxicagdo do As é
através da quelacdo do arsenito via ligantes contendo enxofre reduzido, tais como
glutationa e fitoquelatinas (polimero de glutationa) (Mishra et al., 2008). Entretanto,
esse mecanismo de defesa envolvendo glutationa depende de grande quantidade de
enxofre, podendo levar a deplegao de metabdlitos contendo SH (Mishra et al., 2008). O
suprimento adicional de enxofre advém do incremento da absorgédo de sulfato e rotas
assimilatérias (Srivastava e D’Souza, in press), como o aumento na atividade das
sulfurilases do ATP (Oliveira et al., 2009), primeira enzima da via de assimilagdo do
sulfato.

A glutationa € um tiol de baixo peso molecular relacionada a varios processos
metabdlicos e constitui importante sistema de defesa contra estresse oxidativo e danos
metabdlicos ocasionados pelo As (Singh et al., 2006). Além de manter o grupo tiol de
proteinas protegido, em seu estado nativo (Singh et al., 2006), ela participa diretamente
da dissipacao dos ROls (Krinsky, 1994), do ciclo ascorbato-glutationa (Noctor e Foyer,
1998), da redugédo do arsenato em arsenito (Dhankher et al., 2002), da sintese de
fitoquelatinas (Schmoger et al., 2000) e, possivelmente, forma conjugados com o As, 0s
quais sao transportados para o vacuolo (Dhankher et al., 2002). Assim, a glutationa é
bastante requerida na tolerancia de plantas a estresses e, em diversas espécies
vegetais, os maiores niveis constitutivos dessa substancia tém sido relacionados a uma
melhor adaptacao a situagdes estressantes (Rausch e Wachter, 2005).

A quantidade de glutationa em um organismo é resultado da combinagdo dos
processos de biossintese, consumo e degradacao. A glutationa é sintetizada em duas
etapas, dependentes de ATP, sendo catalisadas pela sintetase da y-glutamilcisteina,
uma enzima limitante, e sintetase da glutationa (Noctor e Foyer, 1998). Ela é

consumida por grande numero de reacgdes redox, visando combater o estresse
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oxidativo, o que resulta na formagéo da glutationa oxidada, que é reciclada a sua forma
reduzida pela redutase da glutationa (Mishra et al., 2006). Além disso, a glutationa
pode proteger as plantas contra varios xenobidticos, como o As (Bleeker et al., 2006),

por sua conjugacdo através das sulfotransferases da glutationa (Moons, 2003). A

degradacéo da glutationa ocorre pela agdo da enzima y-glutamiltranspeptidase, a qual

catalisa a hidrélise de um unico residuo N-ter de glutamato de glutationas, conjugados

de glutationa e, provavelmente, fitoquelatinas (Poléc-Pawlak et al., 2005).

Lemna gibba e Salvinia minima sao macroéfitas aquaticas que tém absorvido
grandes quantidades de metais toxicos quando crescidas em locais contaminados e,
ainda, apresentam alta produgao de biomassa (Nichols et al., 2000, Maine et al., 2001,
Maine et al., 2004, Mkandawire e Dudel, 2005, Mkandawire et al., 2006, Estrella-
Godmez et al., 2009), ambas caracteristicas fundamentais para utilizagdo de plantas na
extragao de poluentes (Melo et al., 2006). Assim, torna-se necessario o estudo dessas
espécies para maior conhecimento de suas alteragdes metabdlicas apds exposi¢cao ao

As para que sejam verificadas suas potencialidades para uso na fitoextragao.

Esse trabalho teve por objetivo estudar processos bioquimicos e fisioldgicos
responsaveis pela tolerancia de espécies vegetais ao As, a fim de permitir a
remediagdo de ambientes aquaticos contaminados, de forma adequada e
economicamente viavel, e possibilitar a utilizacdo de L. gibba e S. minima em

programas de bioindicagao e fitorremediagao.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo, aclimatacao e exposicao das plantas ao arsenato

Plantas aquaticas das espécies Lemna gibba L. e Salvinia minima Baker, 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 solug&o nutritiva

de Clark (1975), pH 6,5, em sala de crescimento de plantas, com temperatura e

luminosidade controladas (25 £ 2 °C, 230 umol m-2 s_1), sob fotoperiodo de 16 horas,
sendo a solugao nutritiva trocada a cada trés dias.

Apos o periodo de aclimatagdo, uma quantidade de plantas das duas espécies
com aproximadamente 1 g de massa de matéria fresca foi transferida para vasos de
vidro contendo 0,5 L da solucédo nutritiva de Clark, pH 6,5, contendo ou n&do As, na
forma de Na,HAsO4, na concentragdo de 1,0 mg L™ . No terceiro dia a partir do inicio
dos tratamentos, o experimento foi encerrado, e as plantas removidas e lavadas por 30

S em agua corrente desionizada.

2.2. Determinagdo da concentragdo interna de arsénio

As plantas secas em estufa foram submetidas a mineralizagao umida com 3 mL
de uma mistura nitrico-perclérica 2:1, a temperatura de 100-120 °C, para evitar a
volatilizacdo do As, até a completa oxidagao da matéria organica (Marin et al., 1993).
Amostras mineralizadas foram diluidas para 25 mL com agua desionizada e, entao,
analisadas por espectrofotometria de absor¢ao atbmica, para determinagdo dos teores
de As.

2.3. Determinacéo dataxa de crescimento relativo (TCR)

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

R =(In w = In Wo) x 1000/ (t1 - to), em que:

w

RW = taxa de crescimento relativo, em termos de massa seca, no periodo

-1 -1
experimental (mg g dia );



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

t1 — to = duracao do experimento (em dias).

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 obtencdo de massa seca constante.

2.4. Determinacdo do teor de &nion superéxido

Amostras de 50 mg de plantas cortadas em pequenos segmentos foram
incubadas em 2 mL de meio de reacdo constituido do sal dissddico do acido
etilenodiamino tetracético (Na;EDTA) 100 pM, B-nicotinamida adenina nucleotideo
reduzida (NADH) 20 pM e tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr,
2001). Os tubos, tipo “penicilina”, foram hermeticamente fechados e a reagéao iniciada
pela introducdo de 100 uL de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1 N, usando-se seringa
cromatografica. As amostras foram incubadas a 28 °C, sob agitagdo, por 5 min, os
segmentos tissulares foram removidos e, a partir do sétimo minuto, iniciou-se a leitura
da absorvéancia a 480 nm, durante 5 minutos. O branco foi realizado sob as mesmas
condicdes, mas sem tecido vegetal. A produgao de anion superéxido foi avaliada pela
determinacdo da quantidade de adenocromo acumulado (Misra e Fridoovich, 1971),
utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10° (mol/ L)' (Boveris,
1984).

2.5. Determinacao do teor de peréxido de hidrogénio

Amostras de 0,03 g de tecido vegetal foram homogeneizadas em nitrogénio
liquido e, entdo, adicionadas ao meio de extragao constituido de 1,5 mL de TCA 0,1 %

(p/ v) e centrifugadas a 12.000 x g por 15 min. Uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi
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misturada com 0,5 mL de tampéo fosfato (pH 7,0). Entéo, 1,0 mL de iodeto de potassio
1,0 M foi adicionado e a absorvancia lida a 390 nm. O conteudo de H,O, foi
determinado utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 0,28 uM™" cm™ e expresso

em nmol g™ MF (Sergiev et al., 1997).

2.6. Avaliacdo da peroxidacéo de lipideos

A concentragdo de malonaldeido (MDA) acumulado, foi determinada em cerca
de 150 mg de tecido vegetal, macerado em 2 mL de acido tricloroacético 0,1 % (p/ v),
centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos, coletando-se o sobrenadante. A 350 yL do
sobrenadante foi adicionado 1,0 mL da solugéo de acido tiobarbitarico 0,5 % (p/ v) em
TCA 20 % (p/ v) e a mistura incubada a 95 °C. Apds 2 horas a reagao foi interrompida
transferindo-se os tubos para banho de gelo e a absorvancia medida a 532 e 600 nm. A
absorvancia de 600 nm foi subtraida da absorvancia de 532 nm e a concentracido de
MDA foi calculada usando o coeficiente de extingdo de 155 mM'ecm™ (Heath e Packer,
1968).

2.7. Determinacado da concentracao de pigmentos cloroplastidicos

Amostras de 100 mg de plantas foram trituradas em nitrogénio liquido apds
adicdo de uma pitada de CaCO3; e, em seguida, homogeneizadas em 3 mL de acetona
80 % (v/ v) por um minuto. A suspenséao resultante foi filtrada através de papel filtro,
sendo o residuo lavado por 3 vezes em acetona 80 % e o volume final ajustado para 25
mL com o mesmo solvente. As absorvancias dos extratos foram lidas em
espectrofotobmetro, nos comprimentos de onda de 470, 646,8 e 663,2 nm, e os teores
de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, total e carotendides) estimados conforme

sugerido por Lichtenthaler (1987).

2.8. Determinagdo da concentracdo de nutrientes

As plantas secas em estufa foram submetidas a mineralizagdo umida com 3 mL

de uma mistura nitrico-perclorica 2:1, até a completa oxidagado da matéria orgéanica



(Marin et al.,, 1993). Amostras mineralizadas foram diluidas para 25 mL com agua
desionizada. Apds digestdo, os teores de Mn, Ca, Mg, Fe e P foram analisados por
espectrofotometria de emissédo atémica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES)
e os teores de enxofre foram determinados segundo a metodologia recomendada por
Alvarez et al. (2001).

2.9. Cinética de absorcao de fosfato

Plantas das duas espécies, apos o periodo de adaptacdo em solugdo nutritiva
de Clark e pH 6,5, tiveram a solugao renovada a cada seis horas, por 24 horas, antes
do ensaio de exaustdo. No momento do ensaio propriamente dito, a solu¢gao nutritiva foi
novamente renovada e metade das plantas receberam tratamento com solucdo de 1
mg L' de As, adicionando-se, em seguida, 1 mL de solugdo de Na,H*’PO4; com
atividade de 0,042 MBq mL™" a todos os vasos. O ensaio de esgotamento do fosfato da
solugéo nutritiva foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Claassen e
Barber (1974). Apds a introdugao das plantas na solugédo de absorgao, foram coletadas
aliquotas de 1 mL de cada vaso, a intervalos de 15 min na primeira hora e 30 min na
segunda hora e, a partir dai, a cada 60 min até que ocorresse equilibrio entre o influxo
e o efluxo do anion fosfato. A quantidade de radioatividade em cada aliquota, apds
adicdo de 10 mL de coquetel de cintilagao liquida, foi determinada em espectrémetro
de cintilagao liquida Beckman, modelo LS 6500, no Laboratério de Aplicacdo de
Radiois6topos, no Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.
Apods o término do experimento, as plantas foram lavadas com agua destilada e secas
em estufa a 80 °C, até peso constante, para determinagao do peso de matéria seca. Os
parametros cinéticos Ky e Vnax foram estimados mediante aproximacao grafico-
matematica sugerida por Ruiz (1985). O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado, num esquema fatorial 2 x 2 (2 espécies x 2 doses), com 3 repeti¢des.

2.10. Cinética de absorcao de sulfato

Plantas das duas espécies, apos o periodo de adaptacdo em solugdo nutritiva

de Clark e pH 6,5, tiveram a solugao renovada a cada seis horas, por 24 horas, antes
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do ensaio de exaustdo. No momento do ensaio propriamente dito, a solu¢gao nutritiva foi
novamente renovada e metade das plantas receberao tratamento com solugado de 1 mg
L™ de As, adicionando-se, em seguida, 1 mL de solugdo de Na,>°SO, com atividade de
0,042 MBq mL™" a todos os vasos. O ensaio de esgotamento do sulfato da solugéo
nutritiva foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Claassen e Barber
(1974). Ap6s a introdugdo das plantas na solugdo de absorgédo, foram coletadas
aliquotas de 1 mL de cada vaso, a intervalos de 15 min na primeira hora e 30 min na
segunda hora e, a partir dai, a cada 60 min até que ocorresse equilibrio entre o influxo
e o efluxo do anion sulfato. A quantidade de radioatividade em cada aliquota, apds
adicdo de 10 mL de coquetel de cintilacdo liquida, foi determinada em espectrémetro
de cintilagao liquida Beckman, modelo LS 6500, no Laboratério de Aplicacdo de
Radiois6topos, no Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.
Apods o término do experimento, as plantas foram lavadas com agua destilada e secas
em estufa a 80 °C, até peso constante, para determinagao do peso de matéria seca. Os
parametros cinéticos Ky e Vnax foram estimados mediante aproximacao grafico-
matematica sugerida por Ruiz (1985). O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado, num esquema fatorial 2 x 2 (2 espécies x 2 doses), com 3 repeti¢cdes.

2.11. Determinacgédo da concentracao de glutationa total (GSH + GSSG)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de material vegetal foram trituradas em
nitrogénio liquido, seguido da adicdo de 2 mL de meio de homogeneizacao constituido
de HCI 0,1 M contendo EDTA 1mM (Anderson, 1985). O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 4 °C.

A aliquotas de 200 pL de extrato bruto foram adicionados 200 pyL de tampao
fosfato de sédio 125 yM, contendo EDTA 6,3 mM, pH 7,5, 500 uL de NADPH 0,3 mM e
100 uL de DTNB [4cido 5,5'- ditio-bis (2-nitrobenzoico)] 6 mM. Apds incubagéo a 30 °C,
por 5 min, adicionaram-se 10 pL de redutase da glutationa (50 U mL™") e determinou-se
a absorvancia a 412 nm durante 1 minuto. A concentragdo de glutationa determinada
por meio de curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em nmol g'1 massa

fresca.



2.12. Determinacéo de atividades enzimaticas

2.12.1.Sulfurilases do ATP (ATPS, EC 2.7.7.4)

Amostras de 0,2 g de matéria fresca foram colocadas em almofariz de porcelana
gelado e homogeneizadas em nitrogénio liquido. Em seguida, foram adicionados 2 mL
de tampao Tris-HCI 0,1 mol L™, pH 8,0, contendo MgCl, 2 mmol L™, KCI 0,1 mol L™ e
DTE (ditioeritritol) 10 mmol L', acrescidos de 0,1 mg de PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonil). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g durante 15 min a 4

°C, sendo o sobrenadante utilizado para avaliagao da atividade da enzima.

A 0,8 mL do meio de reagao contendo 10 pmoles de Tris-HCI, pH 8,0, 2,5
pmoles de pCMB (p-cloromercuribenzoato) e duas unidades de pirofosfatase foi
adicionado 0,2 mL do extrato enzimatico, seguido de incubagéo a 37 °C por 5 min. Em
seguida, foram adicionados ao meio de reagao 0,5 mL de solugdo contendo 20 ymoles
de Na;MoO4 (ou 40 umoles de NaCl, no caso do branco) e 10 ymoles de ATP, sendo
feita nova incubacdo a 37 °C. Apd6s 20 min, a reacgao foi paralisada com a adicao de 1
mL de TCA 10 % (p/ v) gelado (Adams e Johnson, 1968). Apds centrifugacao a 5.000 x
g durante 10 min a 4 °C, o teor de fosfato inorganico no sobrenadante foi determinado

pelo método do fosfo-molibdato (Lindeman, 1958).

2.12.2.Sintetases da y-glutamilcisteina (y-GCS, EC 6.3.2.2)

Amostras de 0,3 g de massa fresca foram homogeneizadas em nitrogénio liquido
e, entdo, adicionados 2,0 mL de um meio de homogeneizagédo constituido de tampéo
Tris-HCI 0,1 M, EDTA 5 mM (pH 8,0). O homogeneizado foi centrifugado a 30.000 x g

por 10 minutos, a 4 °C e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico bruto.

A atividade enzimatica foi determinada pela adicdo de 100 pyL do extrato
enzimatico bruto a 0,9 mL de um meio de reacédo contendo 10 pmoles de glutamato de
sédio, 10 pmoles de L-aminobutirato, 2 ymoles de Na;EDTA, 0,2 mg de BSA, 20
pmoles de MgCly, 5 umoles do sal dissédico de ATP e 100 pmoles de tampao Tris-HCI,
pH 8,2. A mistura foi incubada em banho-maria, a 37 °C, durante 30 min e, entdo, a

reacao foi paralisada pela adicdo de 100 yL de TCA 50 % (p/ v) (Ruegsegger e



Brunold, 1992). A mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 10 min e o teor de fosfato
inorganico no sobrenadante foi determinado pelo método do fosfo-molibdato
(Lindeman, 1958).

2.12.3.Peroxidases da glutationa (GPX, EC 1.11.1.9)

Amostras de 0,3 g de massa fresca foram homogeneizadas em nitrogénio liquido
e, entdo, adicionados 2,0 mL de um meio de homogeneizagédo constituido de tampéo
Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1mM e MgCl, 10 mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001). O
homogeneizado foi centrifugado a 30.000 x g por 10 minutos, a 4 °C e o sobrenadante

utilizado como extrato enzimatico bruto.

A atividade das peroxidases da glutationa foi determinada pela adigao de 100 pL
do extrato enzimatico bruto de tecido vegetal a 0,9 mL de um meio de reacéo
constituido de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, NaCl 0,114 M,
GSH 1 mM, NADPH 0,2 mM, H;0O; 0,25 mM e uma unidade de redutase da glutationa
(Nagalakshmi e Prasad, 2001). O decréscimo na absorvancia a 340 nm, a temperatura
de 30 °C foi medido no primeiro minuto de reacéo. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM'cm™” (Anderson e Dauvis,

2004) e o resultado expresso em nmol min™ g MF.

2.12.4.Redutases 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 homogeneizagao constituido
-1 -1
de tampé&o fosfato de potassio 0,1 mol L , pH 7,0, EDTA 1 mmol L , triton 0,02 % (p/
-1 -1
v), DTT 2 mmol L , PMSF 1 mmol L e PVPP 1 % (p/ v). O homogeneizado foi

centrifugado a 12.000 x g por 15 min, a 4 °C e o sobrenadante utilizado para analise da
atividade enzimatica.
A atividade das redutases da glutationa foi determinada pela adicao de 0,1 mL

do extrato enzimatico bruto a 0,9 mL de um meio de reagao constituido de tampéao tris-

-1 -1 -1
HCI 0,1 molL , pH 7,5, GSSG 20 mmol L e NADPH 2 mmol L (Carlberg e Mannervik,
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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

1

-1 - -1
extingdo molar de 6,22 mmol L cm e expressa em pmoles de glutationa oxidada min

-1
g MF.

2.12.5.Sulfotransferases da glutationa (GST, EC 2.5.1.18)

Amostras de 0,3 g de massa fresca foram homogeneizadas em nitrogénio
liquido e, entdo, adicionados 2,0 mL de um meio de homogeneizagao constituido de
tampéao Tris-HCI 0,2 M, pH 7,8, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM e PVPP 5 %
(p/ v) (Habig et al., 1974). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min, a
4 °C e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico bruto.

A atividade da sulfotransferases da glutationa foi determinada apo6s adicdo de
0,1 mL do extrato enzimatico bruto a 0,9 mL de um meio de reagao constituido de
tampéao fosfato de potassio 0,2 M, pH 6,5, glutationa reduzida 20 mM e 1-cloro 2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 0,1 M (Nagalakshmi e Prasad, 2001). O aumento na
absorvancia a 340 nm foi medido no primeiro minuto de reagdo a 30 °C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 9,6 mM™ cm’™

e expressa em nmoles min™ g”' MF.

2.13. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial: 2 x 2 (espécies vegetais x
concentragbes de As) com 6 repetigdes, no delineamento inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5 % de probabilidade. A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
estatistico “SAEG”, da Fundacéao Arthur Bernardes, da Universidade Federal de Vigosa,

versao 9.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

AcUmulo de arsénio

As duas espécies vegetais estudadas foram capazes de acumular As em seus
tecidos quando expostas a esse elemento, sendo que Lemna gibba apresentou teor de

As onze vezes maior que Salvinia minima (Figura 1).
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Figura 1. Teor de As em duas espécies de macréfitas aquaticas na auséncia e na presenca de As. Médias
seguidas pela mesma letra maidscula, entre os niveis de As para a mesma espécie, e pela mesma letra
minuscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Salvinia minima apresentou teor de As encontrado na maioria das plantas
submetidas ao As, como, por exemplo, Brassica juncea (Khan et al., 2009) e Pistacia
lenticus (Moreno-Jiménez et al., 2009). Ja o teor de As apresentado por L. gibba foi da
mesma ordem que o teor acumulado por Brassica rapa (Shaibur e Kawai, 2009),
Tamarix gallica (Moreno-Jiménez et al., 2009) e Nasturtium officinale (Ozturk et al.,
2010) e este teor foi maior que 1000 mg/ kg MS. Caso este teor de As também seja

acumulado em ambientes naturais, L. gibba passaria a ser classificada como uma
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espécie  hiperacumuladora de As (Reeves, 2003). Espécies vegetais
hiperacumuladoras de elementos toxicos, como o As, sdo importantes para
fitorremediacdo haja vista ser a fitoextragdo um dos processos mais importantes na

recuperacao de locais contaminados.

Taxa de crescimento relativo

A taxa de crescimento relativo sofreu redugao com a presencga de As na solugao
nutritiva nas duas espécies analisadas. As redugdes na TCR em L. gibba e em S.
minima foram de 25,24 % e 38,79 %, respectivamente (Figura 2). Dessa forma,
evidencia-se que as plantas de L. gibba apresentaram maior tolerancia ao As que S.

minima.
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Figura 2. Taxa de crescimento relativo, em duas espécies de macrdfitas aquaticas na auséncia e na
presenga de As. Médias seguidas pela mesma letra mailscula, entre os niveis de As para a mesma
espécie, e pela mesma letra mindscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

A exposicdo de diversas espécies de plantas a niveis toxicos de As tem
resultado em redugdes no crescimento (Khan et al., 2009, Moreno-Jiménez et al., 2009,
Shri et al., 2009, Shaibur e Kawai, 2009, ), uma vez que nessa condi¢do podem ocorrer
restricbes ao transporte radicular, prejudicando a absorcdo de agua e nutrientes
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(Carbonell-Barrachina et al., 1997), aumento na producéo de intermediatios reativos de
oxigénio, causando varios danos celulares, como a peroxidacao de lipideos (Ozturk et
al., 2010) e auséncia de mecanismos eficientes de defesa como, por exemplo, altas

atividades de enzimas antioxidantes (Cao et al., 2004).

Quando comparada com outras espécies como Salvinia auriculata, Eichhornia
crassipes, Cajanus cajan, Crotalaria spectabilis e Nasturtium officinale (Oliveira, 1998,
Felipe et al., 2009, Ozturk et al., 2010) L. gibba apresenta alta TCR na auséncia de As
e mantém alta TCR na presencga desse elemento toxico. Altas taxas de crescimento
sdo requeridas para espécies a serem utilizadas em programas de fitorremediacao
(Fayiga et al., 2004).

Teores do anion superoxido, peroxido de hidrogénio e peroxidagao de lipideos

L. gibba e S. minima apresentaram valores similares no conteudo de anion
superoxido e esses valores ndo sofreram alteragdes com a exposi¢cao dessas espécies
ao As (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragdes de anion superdxido (umol g MF), perdxido de hidrogénio (nmol g* MF) e
MDA-TBA (umol g* MF), em duas espécies de macréfitas aquéticas na auséncia e presenca de As.

As (mg.L?) Lemna Salvinia

Anion superéxido
0,0 0,160 Aa 0,180 Aa
1,0 0,163 Aa 0,201 Aa

Peroxido de hidrogénio

0,0 56,01 Ba 12,35 Bb
1,0 70,25 Aa 16,90 Ab
MDA-TBA

0,0 0,035 Aa 0,020 Bb
1,0 0,036 Aa 0,037 Aa

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre os niveis de As para a mesma espécie, e pela
mesma letra minudscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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Diferentemente da concentracdo de anion superéxido, o teor de peroxido de
hidrogénio apresentou-se de forma distinta nas duas espécies vegetais na auséncia de
As, sendo maior em L. gibba. A exposicdo das plantas ao As acarretou aumento na
concentragéo deste intermediario reativo de oxigénio. Os aumentos nos teores de H,O,
em L. gibba e S. minima foram de 25,42 % e 36,84 %, respectivamente (Tabela 1).

A constancia nos teores do anion superéxido pode ter sido resultado de maior
atividade de enzimas que utilizam este anion como substrato, como a enzima
dismutase do superodxido. Trabalhos realizados com diversas espécies expostas ao As
demonstram aumento na atividade das dismutases do superdxido (Khan et al., 2009,
Shri et al., 2009, Singh et al., 2009). Outra evidéncia da atividade desta enzima € o
aumento nos teores de H,O, que pode também ser resultado da dismutacdo do anion
superoxido em H>O,. O aumento da concentragdo do perdxido de hidrogénio também
pode ter ocorrido de forma independente do anion superdxido, pela conversao de
arsenato em arsenito, podendo resultar em danos a acidos nucléicos, proteinas e
lipideos (Mascher et al., 2002). Estes aumentos nos teores de H,O, apds exposigao ao

As indicam a ocorréncia de desbalanco oxidativo em ambas as espécies.

Em L. gibba exposta ao As ndo houve alteragdo da concentragcdo de MDA,
indicando que nao ocorreu danos aos lipideos de membrana. Em Salvinia minima, por
sua vez, ocorreu aumento de 85 % no conteudo de MDA quando exposta a este

elemento toxico, indicando ocorréncia de estresse oxidativo (Tabela 1).

O conteudo de MDA, produto final da peroxidagao de lipideos, tem sido avaliado
como uma medida do grau de estresse oxidativo que é causado principalmente por
intermediarios reativos de oxigénio (Mishra et al., 2008). Embora tenha ocorrido
aumento nos teores de H,O, em L. gibba quando submetida ao As, este aumento nao
correspondeu a incrementos nos teores de MDA. Dessa forma, L. gibba apresenta
menor grau de estresse oxidativo que S. minima e deve possuir mecanismos
especificos que dificultem a peroxidacido de lipideos de membranas como, por
exemplo, maiores teores de antioxidantes apolares presentes em membranas (-
caroteno, a-tocoferol), tolerando melhor os efeitos toxicos provocados pelo As. Khan et
al. (2009) também encontrou aumentos nos teores de ROIs sem correlagdo com

aumentos nos teores de MDA em baixas doses de As.
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Pigmentos

ApoOs exposicao ao arsénio, os teores de clorofila a, clorofila b e clorofila total

foram significativamente reduzidos nas duas espécies estudadas. Em L. gibba, as

concentracbes de carotendides permaneceram constantes apds exposicado ao As,

enquanto em S. minima ocorreu redugao de 29.31 % (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes de pigmentos cloroplastidicos (ug g* MF), em duas espécies de macrdfitas

aquaticas na auséncia e presenca de As.

As (mg.L?) Lemna Salvinia
Clorofila a

0,0 520,95 Ab 984,53 Aa
1,0 318,46 Bb 499,91 Ba
Clorofila b

0,0 178,86 Ab 357,04 Aa
1,0 83,51 Bb 169,82 Ba
Clorofila total

0,0 699,81 Ab 1341,57 Aa
1,0 401,97 Bb 669,74 Ba
Carotendides

0,0 189,87 Ab 401,82 Aa
1,0 194,58 Ab 284,01 Ba

Médias seguidas pela mesma letra maiulscula, entre os niveis de As para a mesma espécie, e pela
mesma letra mindscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Assim como neste estudo, diversos autores tém observado redugcdes nos teores

de clorofilas como um dos efeitos toxicos do As (Moreno-Jiménez et al., 2009, Ozturk et

al., 2010). Essa diminuigdo na concentragao de clorofilas em plantas expostas ao As

pode ocorrer devido a varias modificagcbes metabdlicas, como a oxidacdo dos

pigmentos, a oxidagdo dos lipideos de membranas dos cloroplastos (Li et al., 2006,

Singh et al., 2006), a menor absorg¢ao de nutrientes como Mn, Cu, Fe e P (Srivastava et

al., 2007), a degradacéao do pigmento pelo aumento da atividade da clorofilase (Sharma

e Dubey, 2005) e diminuicdo da biossintese, devido a menor atividade da desidratase

do acido amino levulinico (Sanz-Munoz et al., 1982 citado por Jain e Gadre, 1997).
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Dessa forma, o decréscimo nos teores de clorofilas tem sido usado como indicativo da
ocorréncia de estresse induzido pelo As (Singh et al., 2006). Em S. minima, a redugao
nos teores de clorofila total foi de 50,07 % enquanto em L. gibba a redugéo foi de 42,56

%, demonstrando ser S. minima alvo de maior estresse.

Carotendides € uma classe de pigmentos hidrofébicos encontrados em plantas
que possuem papel fundamental no processo fotossintético bem como na atividade
antioxidante associada a membranas (Singh et al., 2006). Assim, a manutencdo de
concentragbes altas desse pigmento em membranas de L. gibba apds exposi¢cao ao As
pode estar contribuindo para maior tolerancia dessa espécie ao estresse oxidativo

induzido pelo As, como evidenciado pela manutencao dos niveis de MDA.

Nutrientes

Modificagdes nos teores de nutrientes foram observadas em L. gibba e S.
minima expostas ao As. Dos macronutrientes analisados, o calcio, o0 magnésio e o
fésforo tiveram suas concentragdes diminuidas em ambas as espécies apds exposicao
ao As, enquanto os teores de enxofre nao apresentaram modificacbes em S. minima e
aumentaram em L. gibba. Em relagcdo aos micronutrientes analisados, as duas
espécies apresentaram respostas semelhantes. Os teores de ferro e manganés

permaneceram os mesmos (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentragdes de macronutrientes (mg g' MS) e micronutrientes (ug g* MS), em duas
espécies de macrofitas aquaticas na auséncia e na presenca de As.

As (mg.L?) Lemna Salvinia
Calcio

0,0 12,80 Aa 5,44 Ab
1,0 9,76 Ba 3,04 Bb
Magnésio

0,0 2,03 Aa 1,92 Aa
1,0 1,62 Ba 1,48 Ba
Fésforo

0,0 7,90 Aa 7,97 Aa
1,0 5,30 Ba 5,47 Ba
Enxofre

0,0 4,30 Bb 7,90 Aa
1,0 7,20 Aa 8,10 Aa
Ferro

0,0 628,69 Ab 1193,43 Aa
1,0 681,31 Ab 1331,90 Aa
Manganés

0,0 366,63 Aa 47,72 Ab
1,0 358,23 Aa 50,15 Ab

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre os niveis de As para a mesma espécie, e pela
mesma letra mindscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, nao diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Embora o Ca exerga acao protetora contra a toxicidade de metais e metaldides
(Mengel e Kirkby, 1987), L. gibba e S. minima parecem ndo contar com a protecao
desse nutriente, haja vista ter ocorrido diminuicdo em seus teores apds exposi¢ao ao
As. Diminuicbes nos teores de Ca também foram apresentadas quando Pteris cretica

foi exposta ao As (Baldwin e Butcher, 2006).

Atuar como cofator em muitas enzimas no processo de fosforilagdo (Mengel e
Kirkby, 1987) e como atomo central da molécula de clorofila (Marschner, 1995) s&o os
mais notaveis papéis relacionados ao magnésio nas plantas. O arsenato, além de
varios efeitos toxicos nas plantas, também tem ocasionado redugdes nos teores de
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clorofilas em muitas espécies vegetais (Moreno-Jiménez et al., 2009, Ozturk et al.,
2010). Assim, sob exposicao ao As, as plantas podem apresentar diminuigdo em suas

altas necessidades de Mg, podendo diminuir sua absorgcao (Carbonell et al., 1998).

Arsenato e fosfato sdo analogos quimicos, sendo absorvidos pelo mesmo
sistema de transportadores (Meharg e Macnair, 1992). Apesar dessa semelhanga, este
sistema possui maior afinidade pelo fosfato que pelo arsenato. Dessa forma, altas
concentracdes de arsenato comparadas as de fosfato, podem levar a diminuigao na
absorg¢ao deste anion acarretando menores teores de fésforo nas plantas (Mascher et
al., 2002). Assim como em L. gibba e em S. minima, menores teores de fdsforo
também foram encontrados quando Brassica rapa (Shaibur e Kawai, 2009), Pistacia

lentiscus e Tamarix gallica (Moreno-Jiménez et al., 2009) foram expostas ao As.

Embora o arsenato possa substituir o fosfato na planta ele ndo é capaz de
desempenhar o papel do fosfato, por exemplo, na transferéncia de energia (Shri et al.,
2009), assim a planta reage normalmente a deficiéncia de fosfato (Cox, 1995 citado por
Carbonell et al., 1998). Sintomas caracteristicos da deficiéncia de fosfato, como
aumento da biossintese de antocianinas, ja foram relatados quando L. gibba e S.

minima foram expostas ao As (Santos, 2006).

A glutationa é uma das principais formas de enxofre reduzido na célula vegetal e
esta envolvida em diversos mecanismos de tolerdncia a metais e metaldides toxicos
(Noctor, 2006). Em experimentos em que plantas foram expostas a niveis toxicos de As
verificou-se maior crescimento sob nutricdo com altas concentragdes de sulfato (Zhang
et al., in press), indicando maior tolerancia frente aos efeitos toxicos do metaldide.
Assim, os aumentos nos teores de enxofre encontrados em L. gibba pode ser um
importante mecanismo para tolerancia dessa espécie ao As. Aumentos nos teores de
enxofre também foram encontrados em Ricinus communis (Melo et al., 2009) e

Prosopis sp. (Mokgalaka-Matlala et al., 2009) submetidas ao As.

Cinética de absorcao de fosfato

A presenca de arsenato em solugdo fez com que ambas as espécies

diminuissem a absorgao de fosfato. Essa menor absor¢éo ocorreu por alteragcdes em
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constantes cinéticas como Ky e Vimax. Em L. gibba ocorreu diminuicdo do valor de Vmax
enquanto o Ky nédo apresentou diferencga significativa. Em S. minima também houve
reducao do Vmax, Mmas ocorreu expressivo aumento do Ky quando esta espécie foi

exposta ao As (Tabela 4).

Tabela 4. Valores estimados de Vi (Lmol h™ g* MS) e Ky (umol L™) para absorcdo de fosfato em duas
espécies de macrofitas aquaticas na auséncia e presenca de As.

As (mg LY V o Ky
L. gibba S. minima L. gibba S. minima
0,0 1,53 Aa 1,84 Aa 2,78 Ab 9,08 Ba
1,0 1,05Ba 0,68 Bb 2,37 Ab 13,21 Aa

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre os niveis de As para a mesma espécie, e pela mesma
letra minuscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Uma estratégia apresentada por diversas espécies para aumentar a tolerancia
ao arsenato € a diminuicdo da absorcdo de arsenato pela supressdo de
transportadores de fosfato (Meharg e Macnair, 1991; Meharg e Hartley-Whitaker,
2002). Essa estratégia parece ter sido utilizada pelas duas espécies estudadas e pode
ter sido responsavel pela diminuicao nos teores de P encontrados quando L. gibba e S.

minima foram expostas ao As.

As variagdes nas constantes cinéticas foram maiores para S. minima que para L.
gibba quando essas espécies foram expostas ao As, refletindo em maiores diminui¢des
nas atividades desses transportadores em S. minima. Embora outros fatores também
possam interferir, essa pode ser uma das razdes para os menores teores de As
encontrados em S. minima que em L. gibba, uma vez que o arsenato é absorvido pelo

mesmo transportador que o fosfato.

Cinética de absorcao de sulfato

A exposigao de L. gibba ao As resultou em maior absorgao de sulfato da solugao

nutritiva, enquanto em S. minima n&o ocorreu alteragdo nesta absorcdo. Esse
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acrescimo, indicado pelo valor de Vmax, foi 133,3 % maior do que no controle (Tabela
5).

Tabela 5. Valores estimados de Vi (tmol h™ g* MS) e Ky (umol L) para absorg3o de sulfato em duas
espécies de macrdfitas aquaticas na auséncia e presencga de As.

As (mgL™) Vinax K
L. gibba S. minima L. gibba S. minima
0,0 0,09 Ba 0,14 Aa 9,10 Aa 9,44 Aa
1,0 0,21 Aa 0,15 Aa 8,78 Aa 9,41 Aa

Médias seguidas pela mesma letra maidscula, entre os niveis de As para a mesma espécie, e pela mesma
letra minuscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

O aumento do Vmax em L. gibba exposta ao As pode ser resultante de uma
crescente demanda de enxofre para sintese de compostos tiolados, determinantes na
tolerancia ao As (Raab et al.,, 2005). Glutationa é necessaria em varias frentes de
defesa e requer grandes quantidades de enxofre, dependendo do influxo crescente de
ions sulfato (Mishra et al., 2008). A expresséo génica de transportadores de sulfato em
plantas é regulada por varios fatores como, por exemplo, pelo requerimento de sulfato

intracelular e por baixos niveis de glutationa (Smith et al., 2000).

Aumentos na absorcao de sulfato tém ocorrido em varias espécies expostas ao
As e tém sido apontados como fator importante na manutencdo dos diversos
mecanismos de tolerdncia ao metaldide (Zhang et al., in press, Srivastava e D’Souza,
in press). Assim, o aumento na absorgédo de sulfato por L. gibba deve ter sido o fator
responsavel pelos aumentos nos teores de enxofre encontrados nessa espécie apos

exposicao ao As e parece contribuir para tolerancia dessa espécie ao As.

Glutationa total

A presenca de As na solugéo nutritiva reduziu significativamente os teores de
glutationa total nas duas espécies, sendo de 44,14% em L. gibba e 38,93% em S.

minima (Figura 3A).
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Figura 3. Teor de glutationa (A), atividade das sulfurilases do ATP (B), atividade das sintetases da Y¥-
glutamilcisteina (C), atividade das peroxidases da glutationa (D), atividade das sulfotransferases da
glutationa (E) e atividade das redutases da glutationa (F), em duas espécies de macrdfitas aquaticas na
auséncia e presenca de As. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre os niveis de As para a
mesma espécie, e pela mesma letra minuscula, entre espécies para o mesmo nivel de As, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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Além de manter o estado redox celular, apresentando participagdo em grande
quantidade de processos metabdlicos (Noctor e Foyer, 1998), a glutationa é
imprescindivel nos dois mais importantes mecanismos de defesa contra a toxidez do
As em plantas: ela pode ser diretamente complexada ao As pela sulfotransferase da
glutationa e, também, ser utilizada pela sintetase da fitoquelatina durante a biossintese

de fitoquelatinas (Mishra et al., 2008). As fitoquelatinas s&o peptideos ricos em grupos

SH, derivados da glutationa, e tém estrutura geral (y-glu-cys),-gly (n=2-11), sendo

capazes de formar complexos com o As, reduzindo seus efeitos toxicos (Schmoger et
al., 2000). Em diversas espécies vegetais, o mecanismo de defesa que envolve a
participacao de fitoquelatinas resulta em diminui¢ées nos teores de glutationa (Pawlik-
Skowrénska et al., 2004). Dessa forma, a tolerancia de L. gibba ao As parece estar
relacionada a diminui¢des em seus teores de glutationa, podendo indicar a ocorréncia
da complexagdo do As com a glutationa e, também, a ocorréncia da sintese de
fitoquelatinas nessa espécie. Assim, mais estudos sdo necessarios para se verificar a
real ocorréncia da formagao desses complexos em L. gibba bem como a sintese de

fitoquelatinas, apos tratamento com As.

A maior sensibilidade ao As de S. minima em relagao a L. gibba pode, também,
ser devido ao menor teor constitutivo de glutationa. Embora apds exposi¢cdo ao As
essas especies nao tenham apresentado diferengcas em relacdo aos seus teores de
glutationa, na solugdo sem As, L. gibba apresentou teor 28,75 % maior do que S.
minima. Conclusbes semelhantes foram apresentadas por Hartley-Whitaker et al.

(2001) ao submeterem clones tolerantes e nao tolerantes de Holcus lanatus ao As.

Sulfurilases do ATP e Sintetases da y-glutamilcisteina

As atividades das sulfurilases do ATP e das sintetases da y-glutamilcisteina

apresentaram resultados similares tanto para L. gibba quanto para S. minima.

Em plantas-controle, ndo houve diferengas nas atividades dessas enzimas entre
as duas espécies vegetais estudadas. Ao ser exposta ao As, L. gibba apresentou

aumento significativo tanto na atividade das sulfurilases do ATP quanto na atividade

23



das sintetases da y-glutamilcisteina, enquanto, em S. minima, as atividades dessas

enzimas nao apresentaram diferengas significativas (Figura 3B e 3C).

O primeiro passo na via de assimilagao de sulfato inorganico é catalisado pela
sulfurilase do ATP. Esta enzima ativa o sulfato numa reagao dependente de ATP
levando a formacdo de adenosina 5fosfossulfato e pirofosfato. Caracteristicas
termodindmicas fazem dessa reacao catalisada pela ATPS um passo limitante na via
de assimilacdo do sulfato (Rausch e Wachter, 2005). Em algumas espécies vegetais,
essa reagao tem sido regulada por glutationa (Kopriva, 2006). Assim, os baixos teores
de glutationa, bem como o aumento na absorg¢ao de sulfato encontrados em L. gibba
apos exposicdo ao As, devem ter sido responsaveis diretamente pelo aumento da

atividade das sulfurilases do ATP.

Varias espécies tém apresentado aumento na atividade das sulfurilases da ATP
ao serem submetidas a elementos téxicos (Bonato, 1999, Oliveira et al., 2009). Esses
aumentos na assimilacdo de sulfato, como encontrado em L. gibba, parecem ser
essenciais para suprir a demanda de enxofre reduzido pelas plantas nessas situacdes

de estresse.

As sintetases da y-glutamilcisteina (y-ECS) catalisam a primeira reagcdo do

metabolismo de enxofre que esta comprometida com a biossintese de glutationa.

Nessa reagdo, Yy-glutamilcisteina € formada a partir de L-glutamato e L-cisteina

(Kopriva, 2006). A sintetase da y-glutamilcisteina € uma enzima limitante dessa via,

tendo sua atividade regulada pelos niveis de glutationa (Noctor e Foyer, 1998).

Aumentos na atividade das sintetases da y-glutamilcisteina tém sido verificados
em algumas espécies expostas a diversos elementos toxicos como Cd (Vestena,
2004), Cu (Nagalakshmi e Prasad, 2001) e, também, ao As (Mishra et al., 2008).
Plantas transformadas superexpressando esta enzima tém apresentado aumentos nos
teores de glutationa, nos teores de As e na toleréncia a esse elemento (Li et al., 2005;

Guo et al., 2008), um importante resultado do ponto de vista da fitorremediagao.
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Em L. gibba, os aumentos nas atividades das sulfurilases do ATP e das

sintetases da y-glutamilcisteina parecem importantes para tolerancia dessa espécie ao

As, mas foram insuficientes para manter o pool de glutationa nessa espécie, podendo

ser devido a sintese de fitoquelatinas ou a interagao direta do As com glutationa.

Peroxidases da glutationa, sulfotransferases da glutationa e redutases da

glutationa

Lemna gibba apresentou atividades constitutivas das peroxidases da glutationa,
sulfotransferases da glutationa e redutases da glutationa significativamente maiores

que S. minima.

A presenca de As na solugdo nutritiva aumentou as atividades das GPXs e
GSTs em L. gibba, enquanto em S. minima essas atividades nao apresentaram
diferengas significativas. A atividade das GRs, por sua vez, apresentou incremento nas
duas espécies estudadas quando estas foram submetidas ao As, sendo que em L.
gibba esse aumento foi 99,00 % e em S. minima foi de 27,63 % (Figura 3D, 3E e 3F).

Peroxidases da glutationa fazem parte de um conjunto de enzimas antioxidantes
que consomem peroxido de hidrogénio durante o estresse oxidativo (Eschdat et al.,
1997). Podem também funcionar removendo peroxidos e hidroperéxidos lipidicos das
membranas, sendo responsavel pela menor peroxidacio de lipideos e extravasamento
de eletrdlitos (Mishra et al., 2008). Embora tenham ocorrido aumentos nos teores de
H,O, em L. gibba, mostrando que o aumento na atividade dessa enzima nao foi
suficiente para consumir estes ROIls formados, ndo foram observados aumentos nos
teores de MDA-TBA nessa espécie, apds exposicdo ao As. Este resultado sugere
possivel participagdo dessa enzima na protegcédo a peroxidacéo de lipideos em L. gibba,

contribuindo para sua tolerancia ao As.

Sulfotransferases da glutationa formam uma familia de enzimas que catalisam a
conjugagcdao de GSH via grupo sulfidrii a uma variedade de compostos eletrofilicos
(Agusa et al., 2010). Varios trabalhos tém apresentado aumento nas atividades dessa

enzima apos exposicdo de espécies vegetais a diversos metais (Nagalakshmi e
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Prasad, 2001) e também ao As (Mokgalaka-Matlala et al., 2009). Essa enzima deve
participar da destoxificagdo ao As em L. gibba, uma vez que, apds exposicdo a este
elemento, houve aumento em sua atividade além da diminuicdo nos teores de
glutationa, substrato dessa enzima. Segundo Hartley-Whitaker et al. (2001), a formagé&o
do complexo As-glutationa bem como a biossintese de fitoquelatinas podem levar a
reducdo do potencial da planta em dissipar seus ROIs dada a diminuigao nos teores de
glutationa. Estes resultados foram apresentados por L. gibba neste trabalho, mostrando

a limitagcado dessa espécie em manter niveis adequados de glutationa.

Redutases da glutationa participam do ciclo ascorbato-glutationa regenerando
glutationa reduzida, utilizando NADPH como agente redutor. A participagdo dessa
enzima nesse ciclo é fundamental para manutencdo da homeostase celular dada a
importancia desse ciclo no consumo de ROls (Noctor e Foyer, 1998). Além do aumento
da demanda de altas atividades das redutases da glutationa devido ao estresse
oxidativo provocado pelo As (Singh et al., 2009), este elemento pode reduzir
significativamente o conteudo de glutationa reduzida devido a sua complexacdo ao As
e conversao a fitoquelatinas (Shri et al., 2009). Assim, os aumentos nas atividades
dessa enzima poderiam constituir importantes mecanismos de defesa tanto para L.
gibba quanto para S. minima, mas altas razées GSH/ GSSG n&o parecem estar sendo
mantidas, principalmente em S. minima, dado aparecimento de danos oxidativos.
Incrementos na atividade dessas enzimas também foram apresentados quando Pteris
vittata (Srivastava et al., 2007), Ceratophyllum demersun (Mishra et al., 2008) e

Brassica juncea (Khan et al., 2009) foram expostas ao As.
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4. CONCLUSOES

Baseando-se no teor de As absorvido pelas plantas, o estresse induzido pelo As
em L. gibba deveria ser onze vezes maior que em S. minima. Entretanto, S. minima,
além de apresentar maiores teores de ROIls apresentou sintomas de toxidez mais
intensos que L. gibba apds o periodo de exposigdo ao As. Dessa forma, L. gibba, uma
possivel hiperacumuladora de As, deve ter desenvolvido um sistema de defesa mais
eficiente para mitigar o estresse induzido por esse metaldide. Além de menor redugéo
nos teores de clorofilas e carotendides e modificacbes nos teores de nutrientes, esse
sistema de defesa parece envolver respostas correlacionadas de varias enzimas do

metabolismo da glutationa.

A diminuicdo nos teores de glutationa mesmo com o aumento de sua
biossintese em L. gibba sugere que essa espécie possa apresentar maior quantidade
de As quelado, causando menor intensidade de estresse oxidativo e,
consequentemente, menor reducdo do crescimento. Mais estudos sdo necessarios
para o entendimento da verdadeira participacdo das fitoquelatinas na tolerancia ao As

apresentada por esta espécie.
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6. APENDICE

Quadro 1. Analise de variancia sumarizada do teor de arsénio em duas espécies de
plantas aquaticas, na auséncia e presenca deste elemento.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 2227845,0 227,11*
ESPECIE 1 1553523,0 158,37*
DOSE X ESPECIE 1 1553523,0 158,37*
RESIDUO 20 9809,3
CV (%) 32,5

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 2. Analise de variancia sumarizada da taxa de crescimento relativo em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 11157,8 232,6*
ESPECIE 1 25122,1 523,7*
DOSE X ESPECIE 1 4,8 0,1
RESIDUO 20 479
CV (%) 5,7

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 3. Analise de variancia sumarizada da concentragao de anion superoxido em
duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,9375E-03 1,17
ESPECIE 1 0,5104167E-02 1,7
DOSE X ESPECIE 1 0,5041667E-03 0,6"°
RESIDUO 20 0,8108333E-03
CV (%) 5,9

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 4. Andlise de variancia sumarizada da concentragédo de peroxido de hidrogénio
em duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 529,6 122,0*
ESPECIE 1 14114,9 3253,2*
DOSE X ESPECIE 1 140,9 32,4*
RESIDUO 20 43
CV (%) 5,3

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 5. Anadlise de varidncia sumarizada da concentracdo de MDA em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,4411838E-03 65,3"
ESPECIE 1 0,2094504E-03 31,0*
DOSE X ESPECIE 1 0,4242004E-03 62,8*
RESIDUO 20 0,674875E-05
CV (%) 8,0

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 6. Analise de variancia sumarizada da concentracdo de clorofila a em duas
especies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 708181,9 499 5*
ESPECIE 1 624105,2 440,2*
DOSE X ESPECIE 1 119396,0 84,2*
RESIDUO 20 14175
CV (%) 6,4

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 7. Analise de variancia sumarizada da concentragdo de clorofila b em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 119765,9 93,6*
ESPECIE 1 104933,8 82,0*
DOSE X ESPECIE 1 12656,9 9,8*
RESIDUO 20 1279,0
CV (%) 18,1

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 8. Analise de variancia sumarizada da concentracao de clorofila total em duas
especies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 1410412,0 857,9*
ESPECIE 1 1240858,0 754,8*
DOSE X ESPECIE 1 209800,9 127,6*
RESIDUO 20 1643,8
CV (%) 5,2

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 9. Analise de variancia sumarizada da concentracédo de carotendides em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 19184,8 31,4%
ESPECIE 1 136240,5 223,6*
DOSE X ESPECIE 1 22518,7 36,9*
RESIDUO 20 609, 1
CV (%) 9,2

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 10. Analise de variancia sumarizada da concentragdo de calcio em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 442 18,3*
ESPECIE 1 297,2 123,5*
DOSE X ESPECIE 1 0,614 0,2
RESIDUO 20 2,4
CV (%) 19,9

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 11. Andlise de variéncia sumarizada da concentracdo de magnésio em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 1,1 16,6*
ESPECIE 1 0,9397E-01 1,4N°
DOSE X ESPECIE 1 0,1844E-02 0,02
RESIDUO 20 0,6671E-01
CV (%) 14,6

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 12. Analise de variancia sumarizada da concentracido de fosforo em duas
especies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 39,0 37,5
ESPECIE 1 0,81189E-01 0,07"°
DOSE X ESPECIE 1 0,1741509E-01 0,01
RESIDUO 20 1,0
CV (%) 15,29

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 13. Andlise de varidncia sumarizada da concentracido de enxofre em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,1 66,6*
ESPECIE 1 0,3 142,9*
DOSE X ESPECIE 1 0,1 47,0*
RESIDUO 20 0,2221E-02
CV (%) 6,8

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 14. Andlise de variancia sumarizada da concentragdo de ferro em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 54775,0 1,0™
ESPECIE 1 2215528,0 44,3 *
DOSE X ESPECIE 1 11054,6 0,2
RESIDUO 20 49978, 1
CV (%) 23,3

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 15. Analise de variancia sumarizada da concentracdo de manganés em duas
especies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 53,3 0,02"°
ESPECIE 1 589677,6 239,9*
DOSE X ESPECIE 1 176,1 0,07"°
RESIDUO 20 2457,3
CV (%) 24,1

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 16. Analise de varidncia sumarizada do V.« para absorcao de fosfato em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 2,0 132,1*
ESPECIE 1 0,308802E-01 2,0*
DOSE X ESPECIE 1 0,3 22,9*
RESIDUO 8 0,1523414E-01
CV (%) 9,6

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 17. Analise de variancia sumarizada do Ky para absorcao de fosfato em duas
espéecies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 10,3 22,9*
ESPECIE 1 220,2 485 4*
DOSE X ESPECIE 1 15,5 34,2*
RESIDUO 8 0,4
CV (%) 9,8

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 18. Analise de variancia sumarizada do V.« para absorgao de sulfato em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,129429E-01 23,0*
ESPECIE 1 0,6302083E-04 0,1
DOSE X ESPECIE 1 0,1066244E-01 19,0*
RESIDUO 8 0,5608283E-03
CV (%) 15,5

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

43




Quadro 19. Analise de variancia sumarizada do Ky para absorcéo de sulfato em duas
espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,8670E-01 0,5"°
ESPECIE 1 0,7 1,1M
DOSE X ESPECIE 1 0,6163333E-01 0,3"°
RESIDUO 8 0,6
CV (%) 5,3

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 20. Analise de variancia sumarizada do teor de glutationa em duas espécies
de plantas aquaticas, na auséncia e presencga de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,9 110,4*
ESPECIE 1 0,2 36,2*
DOSE X ESPECIE 1 0,4743704E-01 5,7*
RESIDUO 20 0,8271708E-02
CV (%) 12,3

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 21. Analise de variancia sumarizada da atividade das sulfurilases do ATP em
duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 237,9 22,6*
ESPECIE 1 261,9 24,8*
DOSE X ESPECIE 1 68,8 6,5
RESIDUO 20 10,5
CV (%) 11,2

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 22. Analise de varidncia sumarizada da atividade das sintetases da -
glutamilcisteina em duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 383848,3 5,0*
ESPECIE 1 383587,9 5,0*
DOSE X ESPECIE 1 383595,4 5,0*
RESIDUO 20 76676,32
CV (%) 10,1

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 23. Analise de variancia sumarizada da atividade das peroxidases da
glutationa em duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 802,3 15,7*
ESPECIE 1 15657,5 306,8*
DOSE X ESPECIE 1 843,1 16,5*
RESIDUO 20 51,0
CV (%) 7,7

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade

Quadro 24. Analise de variancia sumarizada da atividade das redutases da glutationa
em duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 0,2154004E-01 1834,4*
ESPECIE 1 0,23500004E-01 2001,4*
DOSE X ESPECIE 1 0,9165042E-02 780,55
RESIDUO 20 0,1174167E-04
CV (%) 2,8

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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Quadro 25. Analise de variancia sumarizada da atividade das sulfotransferases da
glutationa em duas espécies de plantas aquaticas, na auséncia e presenca de As.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO F
DOSE 1 3782,5 82,0*
ESPECIE 1 25997,5 563,8*
DOSE X ESPECIE 1 3525,9 76,4*
RESIDUO 20 46,1
CV (%) 8,1

NS Nao significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
*Significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade
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