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RESUMO

CAMPOS, Fernanda Vidal de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2014.
Respostas do metabolismo antioxidativo deistia stratiotes L. (Araceae) submetida
ao arsenito.Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Coorientador: José Cambraia.

Plantas dePistia stratiotes foram submetidas a diferentes concentracées de arsenito
(As") com a finalidade de avaliar a intensidade do estresse oxidativo gerado por este
metaloide e as respostas antioxidantes envolvidas na tolerdncia desta espécie ao
estresse. Apos a aclimatacdo (5 dias) em solucao nutritiva de Clark % de forca ibnica e
pH 6,5, as plantas foram expostas a quatro tratamentos: controle (apenas solucao
nutritiva), 5, 10 e 20 uM de As onde permaneceram por 24 horas para as anélises
bioguimicas e durante 4 dias para as andlises de absor¢cdo de ars&s)io (
sintomatologia visual e taxa de crescimento relativo (TCR). Plantds deatiotes
apresentaram altos teores de As, no entanto, a maior parte deste elemento ficou retida
nas raizes, conferindo um baixo fator de translocacdo. A presenca do As promoveu
sintomas de toxidez e alteracbes nos parametros fisiolégicos e biogquimicos,
evidenciados por intensa clorose, perda radicular, reducdo da TCR, aurasnto d
espécies reativas de oxigénio (ROS), danos de membrana, alteracdes na atividade de
enzimas antioxidantes e no teor de glutationa total. Os resultados obtidos evidenciam
que plantas d®. stratiotes expostas a concentracdo mais baixaAd€ (5 uM) séo
tolerantes ao metaloide, devido a atuacao eficiente dos antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. No entanto, a exposi¢do a concentracéo mais elevadh, desittou em
comprometimento dos mecanismos de defesa, principalmente nas raizes, em
decorréncia do elevado acumulo de As neste 6rgdo. Nesse sentido, 0 mecanismo de
toxidez do A% envolve a maior formacdo de ROS e, paralelamenieipigéo dos

mecanismos antioxidantes, resultando na alta incidéncia de estresse oxidativo. Assim,

Vi



pode-se concluir que. stratiotes é capaz de absorver e acumular altas concentracdes de
As", no entanto, sob concentracdes mais elevadas deste poluente, o metabolismo da
planta é consideravelmente afetado, interferindo na sua capacidade de tolerar o estresse
e limitando o seu uso na fitorremediacdo de ambientes em qué enksntra-se em

altas concentracoes.
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ABSTRACT

CAMPOS, Fernanda Vidal de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, january, 2014.
The response of antioxidative metabolism dPistia stratiotes L. (Araceae) subjected
to arsenite.Adviser: Juraci Alves de Oliveira. Co-advisdosé Cambraia.

Pistia stratiotes plants were subjected to different concentrations of arsenitt) (As

order to assess the intensity of oxidative stress generated by this metalloid and
antioxidant responses involved in tolerance in this species. After acclimatization (5
days) in Clark nutrient solution % ionic strength and pH 6.5, the plants were exposed to
four treatments: control (nutrient solution), 5, 10 and 20 uM df, Aghere remained

for 24 hoursto biochemical analyzes, and 4 days for arsenic (As) absorption analysis ,
visual symptoms and relative growth rate (RGR). Plant®B.atratiotes accumulated

high concentrations of As, however, most of this element was retained in roots giving a
low translocation factor. The presence of As promoted toxicity symptoms and changes
in physiological and biochemical parameters, as evidenced by severe chlorosis, root
loss, TCR reduction, reactive oxygen species (ROS) increase, membrane ¢gamages
changes in antioxidant enzymes activity and glutathione content. The resulesdshow
that plants of. stratiotes exposed to lowest concentration of /A€ pM) are tolerant

to the metalloid, due to efficient performance of enzymatic and non-enzymatic
antioxidants. However, exposure to highet' A®ncentration resulted in impairment of
defense mechanisms, particularly in roots, due to the high accumulation of As in this
organ. In this sense, the mechanism of Asxicity involves increased ROS generation
and, in parallel, inhibition of antioxidant mechanisms, resulting in high incidence of
oxidative stress. Thus, it can be concluded fRastratiotes is able to absorb and
accumulate high concentrations of"Ashowever, under higher concentrations of this

pollutant, plant metabolism is greatly affected, impacting their ability to tolerate stress

viii



and limiting their use in phytoremediation of environments wher® fasind in high

concentrations.



1- INTRODUCAO

O arsénio (As) € um metaloide presente naturalmente no ambiente e sua
mobilizacdo ocorre por meio de processos geoldgicos, tais como, intemperismo de
rochas e atividades vulcanicas, bem como por meio de atividades antropicas, irscluindo
mineracéo, atividades agricolas, processos industriais e queima de combustiveis fosseis
(WHO, 2001 Zhao et al., 203;,Hughes et al., 2031

O As é toxico para animais, plantas e seres humanos (Wang et al., 2010),
havendo grande risco para saude publica nas regibes em gue este metaloide encontra-se
em altas concentracdes, devalpossibilidade de entrada na cadeia alimentar. Estudos
tém demonstrado qua ingestdo de agua contaminada e o consumo de alimentos
irrigados com agua contendo As, sdo as principais vias de contaminacdo por este
metaloide (Kile et al., 2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) com base em evidéncias toxicologicas
associadas a exposicao ao As, admite que a concentracdo maxima deste metaloide em
agua potavel € de 0,01 mg/L (WHO, 2001). Entretanto, 0 uso crescente de espécies
inorganicas de As nas industrias e atividades agricolas (Ozturk et al., 2010), bem como
a expansdao da atividade mineradora, tém contribuido para aumento na quantidade deste
contaminante na agua e nos alimentos.

No Brasil, elevadas concentracbes de As sdo encontradas na regidao do
Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais, devido a histoérica atividade de mineragédo nesta
regido, onde ja foi detectada concentracdo26&) pg/L de As total na agua,
apresentando valor superior ao permitido para o consumo humano (Borba et al., 2004).

As formas quimicas predominantes e mais toxicas do As nos ecossistemas sao o

arsenato (A¥ e arsenito (A%) (Rivas, 2010; Mathews et al., 2011; Wang et al., 2011),


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210000584

as quais podem ser interconversiveis, dependendo do estado redox do ecossistema
aquético (Ozturk et al., 2010).

Resultados experimentais indicam que 8 &smais téxico que o AgCarvalho
et al., 2004), o que se deve a elevada afinidade deste metaloide por grupos sulfidrilas de
biomoléculas, resultando em efeitos negativos na sua func¢éo (Zhao et al., 2010; Flora,
2011).

Embora o As ndo seja um metal redox, ha muitos estudos que demonstram que a
exposicdo de plantas a este metaloide resulta na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), tais como, anion superéxide (Operoxido de hidrogénio @a,) e
radical hidroxila (HOe), os quais causam sérios danos as estruturas celulares,
principalmente, as biomoléculas (Garg & Singla, 2011; Hasanuzzaman & Fujita, 2012
Sharma et al., 2012b

Os danos oxidativos desencadeados pelo aumento das ROS incluem peroxidacao
lipidica, inibicdo enzimatica, quebras no DNA ou mutacdes que podem comprometer a
viabilidade celular (Mishra et al., 2011; Sandalio et al., 2012). A peroxidacdo de acidos
graxos insaturados desencadeia alteracdes na permeabilidade e flexibilidade das
membranas celulares, além de promover alteracdes nos mecanismos de tolerancia das
plantas (Singh et al., 2007; Nascimento et al., 2011).

Com a finalidade de proteger as células e estruturas subcelulares dos efeitos
toxicos das ROS, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Gunes et al., 2009; Mishra et al., 2011).

Os mecanismos antioxidantes enzimaticos das plantas compreende,
principalmente, a acado das enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e
as peroxidases totais (POX). A SOD atua como a primeira linha de defesa na célula,

dismutando o @ ao HO,, que € um composto menos reati@H,0, por sua vez,



pode ser catalizado pela enzima CAT, que atua convertendo-o@me B, ou pela
POX que é responséavel pela modulacdo fina g0,Hremovendo-o quando este se
encontra em baixas concentracdes (Sharma et al., 2012a, b).

As POXs que utilizam a glutationa como doador de elétrons, sdo chamadas de
peroxidases da glutationa (GPX), enquanto aquelas que utilizam o ascorbato como
doador de elétrons sdo chamadas de peroxidase do ascorbato (APX) (Sharma et al.,
2012b). A APX juntamente com a enzima redutase da glutationa (GR) atuam no Ciclo
Ascorbato-Glutationa (Ciclo AsA-GSH) que constitui um mecanismo de defesa
essencial para as plantas na eliminacdo £#8 Ho cloroplasto, local de auséncia da
enzima CAT, evitando assim danos as enzimas no Ciclo de Calvin (Tanaka et al., 1982;
Sharma, 2012aAlém de atuar na eliminagédo das ROS, o Ciclo ASA-GSH mantém em
niveis adequados o teor de AsA e GSH, ajustando assim, o potencial redox celular
(Potters et al., 2010).

Diversas substancias, comoghitationa, ascorbato, a-tocoferol, flavondides,
antocianinas, carotenoides e acidos organicos, fazem parte do mecanismo antioxidante
para a remocdo das ROS (Gill & Tuteja, 2010; Sytar et al., 2@&L3)utationa é
considerada uma molécula chave para a sobrevivéncia das plantas, desempenhando
funcBes de sinalizacdo celular, protecdo a grupos tiois de enzimas e sintese de
fitoquelatinas (Noctor et al., 2012; Jozefczak et al., 2012), além de ser essencial para a
atividade das enzimas peroxidase da glutationa (GPX) e sulfotransferase da glutationa
(GST), as quais atuam diretamente na remoc¢ao de substancias toxicas celulares (Gill &
Tuteja, 2010; Ghelfi et al., 2011).

O As" além de ser considerado a espécie de As mais toxica, predomina como

uma espécie molecular neutra, com baixa reatividade quimica, sendo sua remocao de



ambientes aquéticos muito mais dificil, necessitareltralamentos mais especificos
(Wang et al., 2011).

Uma técnica ecologicamente benéfica e de baixo custo que tem sido muito
utilizada para a remoc¢éo de As em sistemas aquéticos € a fitorremediacdo. Esta técnica
consiste na utilizagdo de plantas para remover ou tornar o As menos toxico no ambiente
(Vithanage et al., 2012Assim, para evitar riscos de contaminacdo ambiental, apés o
tratamento, estas plantas podem ser incineradas e posteriormente depositadas em locais
seguros, como aterros sanitarios.

O interesse no uso da técnica de fitorremediacdo tornou-se maior com a
descoberta de plantas hiperacumuladoras, capazes de acumular, translocar e tolerar
elevadas concentragbes do elemento toxico (Rahman & Hasegawa, 2011). Algumas
plantas aquaticas tém demonstrando capacidade de acumular altas concentracfes de As,
guando expostas a ambientes contaminados por este metaloide, tais Egydidla
verticillata (Xue & Yan, 2011);Eleocharis acicularis (Ha et al., 2011)Eichhornia
crassipes (Mishra et al., 2008; Giri & Patel, 2012Arundo donax (Mirza et al., 2011);

Salvinia molesta (Yanuwiadi & Polii, 2013);Pistia stratiotes (Farnese et al., 2013) e
Lemna minor (Goswami et al., 2014; Rofkar et al., 2014). Sugerindo que estas espécies
possam ser potencialmente Uteis em programas de fitorremediacao do As.

A espéciePistia stratiotes, também chamada popularmente de alface d*agua, é
uma macrofita flutuante livre, que constitui a Unica espécie do género Pistia, pertencente
a familia Araceae (Rahm@&Hasegawa, 2011). Muitos estudos tém demonstrando que
esta espécie é potencialmente util na acumulagcdo de compostos toxicos presentes na
agua. Segundo Lu et al. (201B),stratiotes € uma planta hiperacumuladora @, Cu,

Fe, Mn, Ni, Pb, e Zn, sendo Uutil na fitorremediacdo destes elementos. Entretanto, o



papel desta espécie na fitorremediagcdo de As nédo foi extensivamente estudado (Rahman
& Hasegawa, 2011).

Um critério essencial avaliado na selecdo de plantas para programas de
fitorremediacdo, dentre outros critérios, € a tolerancia da espécie vegetal ao poluente em
questdo. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel do
mecanismos de defesa enziméticos e o papel da rota metabdlica da glutationa na
tolerancia deP. stratiotes ao As', possibilitando o fornecimento de subsidios para
possivel indicacdo desta planta em programas de fitorremediacdo de ambientes

aguaticos contaminados por este metaloide.



2- MATERIAL E METODOS

2.1- Obtencao, aclimatacéo e aplicacéo dos tratamentos

Macrdfitas aquéticas da espé#fiestia stratiotes L. coletadas no horto botanico
da Universidade Federal de Vigosa, MG, com aproximadamente 5 g de massa fresca,
foram lavadas por 1 minuto em &gua corrente e mantidas por 24 horas em agua
desmineralizada. A aclimatacdo em condicdes experimentais foi feita com a
transferéncia das plantas para recipientes de polietileno (10 plantas/recipiente) contendo
8 L de solucéo nutritiva de Clark ¥ forga ibnica (Clark, 1975), pH 6,5, e colocadas em

sala de crescimento de plantas com condi¢des controladas de temperatura (25 + 2 °C),

irradiancia (230 umol rds?t) e fotoperiodo luminoso de 16 horas, onde permanacera
por 5 dias. Apos este periodo, as plantas mantidas em solucéo nutritiva foram expostas
aos tratamentos contendo 0, 5, 10 e 20 uM d& As forma de arsenito de sédio
(NaAsQ).

Para avaliacdo da sintomatologia de toxidez, da absor¢cédo do As e dos efeitos
sobre a taxa de crescimento relativo, os tratamentos tiveram duracdo de 4 dias e, para as

demais analises, 24 horas.

2.2- Determinacgéao do teor de arsénio e fator de translocacédo (FT)

Ao final do periodo experimental de 4 dias as plantas foram coletadas, lavadas
em agua desionizada pbminuto e secas em estufa convencional a 80 °C. Seguiu-se a
mineralizacdo umida com 3 mL de uma mistura nitro-perclérica 2:1, a temperatura de
100-120 °C, para evitar a volatizacdo do As, até a completa oxidacdo da matéria
organica (Marin et al., 1993). Em seguida, as solu¢des foram diluidas em 10 mL de agua
desionizada e analisadas em espectrofotdometro de emissdo em plasma (modelo ICP-

OPTIMA 8300, Perkin Elmer).



O fator de translocacéo (FT) foi calculado através da equacao: #Tx €n
que: G = Concentracdo de As nas folhas, em Mdi$; Gz = Concentracdo de As fia

raizes em mg g MS.

2.3- Sintomatologia visual das plantas expostas ao arsenito

O registro fotografico da sintomatologia visual de toxidez dfoA®alizado ao

final do periodo de tratamento utilizando-se camara digital (Canon Powershot SX30IS).

2.4- Determinacéo da taxa de crescimento relativo (TCR)

A taxa de crescimento relativo das plantas foi calculada utilizando-se a equacéo
proposta por Hunt (1978): TCR = fj&n — Inmsg) X 1000/ (1 — ty) em que: TCR = taxa
de crescimento relativo, em termos de massa seca (MS), no periodo experimental (mg g
! dia‘l); Inus1 € Inuso = logaritmo neperiano da massa seca no final e no inicio do

experimento, respectivamentg;—tty = duracado do experimento (em dias).

2.5- Determinacéo da concentracao de espécies reativas de oxigénio

Para determinacdo da concentracdo de anion superdéxidoaf@ostras de 0,05
g de raizes e de folhas foram incubadas em um meio de extracdo constituido de acido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 100,aM, B-nicotinamida adenina nucleotideo
reduzida (NADH) 20,0 uM e tampao fosfato de sédio 20,0 mM, pH 7,8 (Mohammadi &
Karr, 2001). A reacéo foi iniciada pela introducdo de 100,0 pL de epinefrina 25,2 mM
em &cido cloridrico 0,1 N, utilizando seringa cromatografica. As amostras foram
incubadas a 28 °C, sob agitagéo, por 5 minutos, seguida de leitura da absorvancia em
comprimento de onda de 480 nm, durante 5 minutos em espectrofotémetro UV/visivel
modelo Cary 100 (Varian, Australia). A producao d€ f0i avaliada pela determinacéo
do adenocromo acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x

10°* Mt cm* (Boveris et al., 2002).



Para determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogéqig),(Bimostras
de 0,2 g de raizesde folhas foram homogeinizadas em meio de extragéo constituido de
tampado fosfato de potassio 50,0 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1,0 mM, e
centrifugadas a 10.00@, por 15 minutos, a temperatura de 4 °C (Kuo & Kao, 2003).
Aliquotas de 50 pL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo constituido
de sulfato ferroso amoniachd00,0 uM, &cido sulfdrico 25,0 mM, laranja de xilenol
250,0 pM e sorbitol 100 mM (Gay & Gebicki, 2000). As amostras foram mantidas no
escuro por 30 minutos e a absorvancia determinada a 560 nm em espectrofotometro
UV/visivel Hitachi, modelo U-5100. As concentracdes g®4Horam estimadas com

base em curva de calibracdo preparada com padrbefde H

2.6- Avaliacdo da integridade da membrana

2.6.1- Determinacao da peroxidacéo lipidica

Amostras de 0,16 g de folhas e de raizes foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), seguido de
filtracdo através de quatro camadas de gaze e centrifugacédo axipp@dd5 minutos,
a 4 °C. A uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado 1,5 mL de solucéo de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v). Em outra aliquota de mesmo
volume foi adicionada 1,5 mL de solucéo de TCA 20% sem TBA. Os tubos contendo as
amostras e o meio de reacdo foram fechados e incubados em banho-maria, a
temperatura de 95 °C, por 2 horas. Em seguida, a reagao foi paralisada em banho de
gelo, por 10 minutos. Posteriormente foi centrifugada a 3@0por 10 minutos, &
°C. A absorvancia do sobrenadante foi determinada em espectrofotbmetro UV/visivel
Hitachi, modelo U-5100, utilizando o comprimento de onda de 532 nm. A absorvancia
inespecifica foi determinada a 600 nm e 400 nm e subtraida das amostras. A
concentracdo do complexo aldeido maldnico-TBA foi obtida mediante utilizacdo do
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coeficiente de absortividade molar de 155 ™™ (Hodges et al., 1999), sendo os

resultados expressos em nmolde massa fresca.

2.6.2- Determinacdo do extravasamento de eletrolitos

A avaliacdo do extravasamento de eletrdlitos foi realizada segundo adaptacao
das metodologias descritas por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002).
Aproximadamente 0,2 g de raizes e folha® daratiotes foram coletados, lavados por
3 vezes em agua desionizada e depois transferidos para frascos de vidro contendo 10
mL de agua purificada por osmose reversa, onde permaneceram imersos por 6 horas.

Apos este periodo mediu-se a condutividade li@te (1S/cn), utilizando-se um
condutivimetro de bancada (Tecnal, modelo Tec-4MP). Posteriormente, 0s mesmos
frascos foram colocados em estufa a 100 °C por 1 hora e apoés resfriamento foi obtida a
condutividade total(CT, uS/cnm). Para evitar erro nos resultados, o sensor do
condutivimetro foi lavado entre cada leitura com agua desionizada. Com os resultados
obtidos, calculou-se a taxa de liberacédo de eletrélitos, dada em porcentagem, por meio
da seguinte formula:TLE = (CL/CT) x 100, em que TLE= Taxa de liberacdo de

eletrélitos; CL = condutividade livre e CT = condutividade total.

2.7-Avaliacdo do sistema antioxidante enzimatico
2.7.1- Obtencao dos extratos enzimaticos

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram maceradas utilizando nitrogénio
liquido e 2,0 mL do meio de extracéo, que variou conforme a enzima. Para as enzimas
CAT, POX e SOD o meio de extracao foi constituido de tampao fosfato de potassio
0,10 M, pH 6,8; acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,10 mM; fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF) 1,0 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et
al., 1999). Para a APX, tampao fosfato de potassio 50,0 mM, pH 7,0; ascorbato 1,0 mM

e EDTA 1,0 mM (Nakano e Asada, 1981).



O extrato obtido na maceragéao foi centrifugado a 12x@0@or 15 minutos em
temperatura de 4 °C e o sobrenadante foi utilizado na avaliagdo da atividade das

enzimas, utilizando espectrofotometiv'-visivel modelo Cary 100 (Varian, Australia).

2.7.2- Determinacdo da atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 50 pL do extrato enzimatico
5 mL de um meio de reacédo constituido de tampao fosfato de sodio 50,0 mM, pH 7,8,
contendo metionina 13,0 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75,0 uM, EDTA 0,1 mM
e riboflavina 2,0 uM. A reacéo foi conduzida a temperatura de 25 °C, em uma camara
de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de
uma caixa coberta com papel aluminio. Ap6s 5 minutos de exposicdo a luz, a
iluminacéo foi interrompida e determinada a absorvancia a 560 nm, da formazana azul
produzida pela fotorreducdo do NBT. A absorvancia a 560 nm de um meio de reacao
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu de branco
e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminacdo (Giannopolis & Ries,
1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

2.7.3- Determinacgéo da atividade da catalase (CAT, EC1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo depuRO@o extrato
enziméatico bruto a 2,8 mL de meio de reacdo constituido de tampéao fosfato de potassio
50,0 mM, pH 7,0 e bD, 12,5 mM (Havir & Mchale, 1987). O decréscimo na
absorvancia, no primeiro minuto de reacéo, foi medido a 240 nm, a temperatura de 25
°C. A atividade enzimética foi calculada, utilizando-se o coeficiente de extingcdo molar
de 36 M' cm™ (Anderson et al., 1995) e expresso em pmol g8, khin? g! massa

fresca.
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2.7.4- Determinacdo da atividade das peroxidases (POX, EC1.11.1.7)

A atividade das peroxidases foi determinada pela adicdo del2@d extrato
enzimatico bruto a 4,8 mL de meio de reacao constituido de tampéao fosfato de potassio
25,0 mM, pH 6,8, pirogalol 20,0 mM e,8, 20,0 nM (Kar & Mishra, 1976). A
producdo de purpurogalina foi determinada pelo incremento na absorvancia durante o
primeiro minuto de reacdo a 420 nm e temperatura de 25 °C. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 omvf (Chance &

Maehley, 1955) e expressa em pmol d&+min™ g* massa fresca.

2.7.5- Determinacgéo da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adicao ge @00
extrato enzimatico bruto a 2,8 mL de um meio de reacao constituido de tampao fosfato
de potassio 50,0 mM, pH 6,0, acido ascérbico 0,8 mM,@,H,0 mM (Nakano &
Asada, 1981, modificado por Koshiba, 1993). O decréscimo na absorvancia a 290 nm e
a temperatura de 25°C foi medido durante o primeiro minuto da reacdo. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2*&mM
(Nakano & Asada, 1981) e expressa em pmol de acido ascérbico (AA)ghmassa

fresca.

2.8- Avaliagao do metabolismo da glutationa

2.8.1- Determinacdo da concentracdo de glutationa total (GSH + GSSG)

Amostras de 0,3 g de raizes e de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido,
seguido da adicdo de 2 mL de meio de homogeneizacdo constituido de HCI 0,1 M
contendo EDTA 1,0 mM (Anderson, 1985). O homogeneizado foi centrifugado a
12.000xg por 15 minutos, a temperatura d&C4 Aliquotas de 200 pL do sobrenadante
foram adicionadoa 200 uL de tampéao fosfato de sodio 125,0 mM, contendo EDTA 6,3
mM, pH 7,5, 500 pL de NADPH 0,3 mM e 100 pL de DTNB [acidd-5g#io-bis (2-
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nitrobenzéico)] 6,0 mM. Apds incubacdo a8 por 5 minutos, foram adicionados 10
uL de redutase da glutationa (50 U Mile a absorvancia foi determinada a 412 nm
durante 1 minuto, utilizando espectrofotometro UV/visivel modelo Cary 100 (Varian,
Australia). A concentracdo de glutationa foi determinada por meio de curva de

calibracdo e os resultados foram expressos em rifmobgsa fresca.

2.8.2- Determinacdo da atividade da sintetase dgglutamilcisteina (y-GCS, EC
6.3.2.2)

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido
e, entdo, adicionados 2,0 mL de um meio de homogeneizacdo constituido de tampéao
Tris-HCI 0,1 M e EDTA 5,0 mM, pH 8,0. O homogeneizado foi centrifugado a 30.000
xg por 10 minutos, a temperatura de 4 °C, e foram adicionad68 uL do
sobrenadante a 0,9 mL de umimde rea¢ao contendo 10,0 uM de glutamato de soédio,
10,0 uM de L-aminobutirato, 2 uM de EDTA, 0,2 mg de BSA, 20yM de MgC},
5,0uM do sal dissodico de ATP e 10Q®1 de tampéo Tris-HCI, pH 8,2. A mistura foi
incubada em banho-maria, a 37 °C, durante 30 min e, entdo, a reagao foi paralisada pela
adigdo de 100 pL de TCA 50 % (p/v) (Ruegsegger & Brunold, 1992). A mistura foi
centrifugada a 10.00¢py por 10 minutos e o teor de fosfato inorganico no sobrenadante
foi determinado pelo método do fosfo-molibdato (Lindeman, 1958). O resultado foi

expresso em nmol ming* massa fresca.

2.8.3-Determinacao da atividade da redutase da glutationa (GR, EC 1.8.1.7)

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido
e, entdo, adicionados 2 mL de meio de homogeneizacdo constituido de tampao de
fosfato de potassio 0,1 mM, pH 7,0, EDTA 1,0Am ditiotreitol (DTT) 2,0 nM ,
PMSF 1,0 mM e PVPP 1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 22)¢a0 15

minutos, a 4° C, e 10QL do sobrenadante, considerado extrato enzimatico, foram
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adicionados a 0,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampdao fosfato de potéssio
0,1 M, pH 7,5, EDTA 1,0 mM, GSSG 1,0 mM e NADPH 0,1 mM (em tampéao TRIS-
HCI 0,5 mM, pH 7,5), segundo Carlberg & Mannervik (1985). O decréscimo na
absorvancia foi determinado no primeiro minuto de reacao, em espectrofotdmetro, a 340
nm e temperatura de 30 °C. A atividade enzimatica foi calculada através do coeficiente
de extincdo molar de 6,28M™ cm* (Foyer & Halliwell, 1976) e o resultado expresso

em nmol mift g* massa fresca.

2.8.4- Determinacédo da atividade da peroxidase da glutationa (GPX, EC 1.11.1.9)

Amostras de 0,3 g de folhas e raizes foram homogeneizadas em nitrogénio
liquido e, entdo adicionados 2,0 mL de um meio de homogeneizacdo constituido de
tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1,0 mM e MgC10,0 mM (Nagalakshmi &
Prasad, 2001). O homogeneizado foi centrifugado a 3&®@6r 10 minutos, a 4° C, e
100 uL do sobrenadante foram adicionados a 0,9 mL de um meio de reacdo constituido
de tampao de fosfato de potassio 50,0 mM, pH 7,0, EDTA 1,0 mM, NaCl 0,114 M,
GSH 1,0 mM, NADPH 0,2 mM, pD, 0,25 mM e 1 unidade de redutase da glutationa
(Nagalakshmi & Prasad, 2001). O decréscimo na absorvancia a 340 nm e a temperatura
de 30°C, foi medido no primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 entt (Anderson &

Davis, 2004) e o resultado expresso em nmol‘rgihmassa fresca.

2.8.5- Determinacdo da atividade da sulfotransferase da glutationa (GST, EC
2.5.1.18)

Amostras de 0,3 g de folhas e raizes foram homogeneizadas em nitrogénio
liquido e, entdo, adicionados 2,0 mL de um meio de homogeneizacédo constituido de
tampéo Tris-HCI 0,2 M, pH 7,8, EDTA 1,0 mM, DTT 1,0 mM, PMSF 0,1 mM e PVPP

5 % (p/v) (Habig et al., 1974). O homogeneizado foi centrifugado a 12gpor 15
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minutos, a temperatura de’@, e 100uL do sobrenadante foram adicionados a 0,9 mL

de um meio de reacao constituido de tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 6,5,
glutationa reduzida 20,0 mM e 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 0,1 M
(Nagalakshmi & Prasad, 2001). O aumento na absorvancia a 340 nm foi medido no
primeiro minuto de reacéo a temperatura déG30A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de @™ cm™ e expressa em nmol

min’g* massa fresca.

2.9- Delineamento experimental e analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos no delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e cinco repeticbes, sendo cada
unidade experimental constituida de uma planta. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticboram realizadas no programa SISVAR

desenvolvido por Ferreira (1999).
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3- RESULTADOS

3.1- Teor de As e fator de translocacao (FT)

Nas raizes, o teor de As acumulado aumentou até a concentracapMed&0
As". No entanto, plantas expostas & maior concentracdo do metaloide, apresentaram
reducdo no acumulo deste elemento, observando valores similares ao encontrado em
plantas expostas a concentracdo dévb Nas folhas o teor de As aumentou com o
incremento do metaloide na solucdo nutritiva, sendo este aumento de,
aproximadamente, 77, 91 e 94 % nas doses de 5, 10 8@ As", respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1 Teor de arsénio em raizes e folhadPdetratiotes submetidas as diferentes
concentracées de Asapds quatro dias.

Teor de arsénio (g § MS)
Tratamentos M de As")

Raizes Folhas
0 465+048 281+036 d
5 65655+ 572 b 12.45+0,32 ¢
10 1120,40+ 1,96 a 31,60+2,98 b
20 775,76 +5434 b 46,74+3,02 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Plantas deP. stratiotes foram capazes de absorver e acumular quantidades
elevadas de As em seus tecidos. O teor deste metaloide foi maior nas raizes, indicando
gue esta planta transloca pouco As para a parte aérea apresentando, dessa maneira,
baixo FT (FT< 1), entretanto, o valor de FT aumentou significativamente na maior

concentracdo analisada (Tabela 2).
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Tabela 2. Fator de translocacdo em plantasRiestratiotes submetidas as diferentes
concentracdes de Asapds quatro dias.

Tratamentos M de As") Fator de translocacéo (FT)

0,018+ 0,0006 b
10 0,027+ 0,0045 b
20 0,060+ 0,0130 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

3.2- Sintomatologia visual

Ap6s quatro dias de exposicdo ad'Asplantas deP. stratiotes apresentaram
sintomas visiveis de toxidez que variaram conforme a concentracdo do metaloide na
solugdo nutritiva. Plantas submetidas ao tratamento contendd! Sle As' n&o
apresentaram sintomas visuais de toxidez, mantendo aspecto similar ao controle (Figura
1). No entanto,a exposicdo a concentracdo de (Ml resultou no surgimento de
manchas cloréticas, sendo estas mais pronunciadas nas margens das folhas externas a
roseta (folhas mais velhas). A intensificacéo da clorose foi evidente em plantas expostas
a concentracdo mais elevada d& Asm que foi observado o amarelecimento por quase
toda extensao das folhas mais velhas e o surgimento de manchas cloréticas também nas

folhas internas, mais jovens (Figuna 1
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Figura 1. Sintomatologia visual de folhas de stratiotes expostas as diferentes
concentracdes de Asapos quatro dias. Controle (A)uM de As" (B), 10uM de As"

(C) e 20uM de As" (D).
Nas raizes os sintomas de toxidez foram evidenciados pela reducdo pronunciada

do volume radicular, principalmente, em plantas expostas a concentracagMed20

As", em que observou-se também escurecimento deste 6rgdo (Figura 2

24 cm

C D

B

Figura 2. Sintomatologia visual das raizes @&e stratiotes expostas a diferentes
concentracdede As"', ap6s quatro dias. Controle (A)uM de As" (B), 10uM de As"

(C) e 20uM de AS" (D).
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3.3- Taxa de crescimento relativo (TCR)

Em plantas dé°. stratiotes a exposicédo & concentracdo daNs de As' foi
suficiente para ocasionar reducao significativa na TCR, entretanto, esta reducéo foi mais
pronunciada em plantas expostas as concentracdes mais elevadas do metaloide. Na
concentracéo de 1M de As" observou-se reducdo de aproximadamente 50% na TCR
e, a exposicdo a maior concentracdo do metaloide promoveu efeito negativo no
crescimento da planta, em decorrénciaqgpalmente, da queda elevada de raizes nesta

concentracao (Figurg.3

300 -
250 b
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150 - c
100 |

50 -

TCR (mg g~ dia™)

-50 1

-100 T T T T
0 5 10 20
Concentragdes de As" (uM)

Figura 3. Taxa de crescimento relativo (TCR) em plantaP.cstratiotes submetidas as
diferentes concentracdes de"Asapés quatro dias. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.4- Teor de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A exposicdo dé. stratiotes ao As' resultou em aumento significativo no teor
de anion superdéxido ¢O) nas raizes e nas folhas. Plantas submetidas as concentragbes
de 5, 10 e 2QuM de AS", apresentaram incremento no teor d&§ @as raizes em
aproximadamente 24, 67 e 71 % e nas folhas em 58, 58,5 e 68 %, respectivamente

(Figura 4A.
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Paralelamente a geragéo dg ,correu aumento nos teores dgkem raizes
de plantas expostas ao "AsNo entanto, este aumento s6 foi observado nas
concentracdes de 10 e g0, em que os incrementos nos niveis d®Hforam de
aproximadamente 12 e 25 %, respectivamente. Nas folhas, entretanto, a presenca do
As" resultou em reducdes nas concentracbes A Hhas, ainda assim, os valores

foram maiores do que aqueles observados nas raizes (Figura 4B
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Figura 4. Teor de espécies reativas de oxigénio: anion superoxido (A) e peroxido de
hidrogénio (B) em raize®m) e em folhas (@ )d@. stratiotes submetidasisdiferentes

concentracdes de As apés 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probaleilidad
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3.5- Integridade da membrana

As plantas expostas & concentracéo de 5 pMstienantiveram os indicadores
de integridade de membranas semelhantes as plantas controle. Nas concentracdes
subsequentes, entretanto, as concentracdes de malonald#id®) @umentaram
significativamente, tanto nas raizes como nas folhas (Figura 5A).

O aumento na peroxidacdo lipidica, indicado pela concentracdo de MDA, se
configurou em dano mensuravel da integridade das membranas, avaliado por meio do

extravasamento de eletrélitos, apenas na concentracéo de 204sM (ligura 5B.
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Figura 5. Concentracdo de malonaldeido (A) e extravasamento de eletrolitos (B) em
raizessm ) e folhacf ) e stratiotes submetida as diferentes concentracdes de As
apos 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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3.6- Atividade das enzimas antioxidantedismutase do superoxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidases (POX) e peroxidase do ascorbato (APX)

Nas raizes e nas folhas Eestratiotes, a atividade da SOD aumentou a partir da

concentracdo de fM de As"

, apresentando valores similares aos encontrados em
plantas expostas ao dobro desta concentracdo. Nas raizes de plantas expostas a
concentracdo mais elevada do metaloide, a atividade enzimatica foi cerca de duas vezes
superior ao observado no controle, e nas folhas este incremento foi de aproximadamente
quatro vezes. Além disso, observou-se maior atividade da SOD nas raizes (F)gura 6A

A atividade da CAT, em raizes, apresentou aumento de aproximadamente 63 %
na concentracéo de de As', no entanto, nas maiores concentracdes do metaloide,
a atividade desta enzima nao variou em relacdo ao controle. Esses resultados diferem
dos observados para folha, em que ocorreu aumento na atividade da CAT em todos os
tratamentos, ndo ocorrendo, entretanto, variacao significativa entre eles (Figura 6B

A atividade da POX nas raizes apresentou resposta similar ao observado para a
CAT. Nas folhas, entretanto, o incremento dé' Am solugdo nutritiva promoveu
aumento na atividade desta enzima em aproximadamente trésavezieservado no
controle, nas concentraces de 5 epM de As' e em quatro vezes na maior
concentracdo do metaloide (Figura)6C

Em raizes deP. dratiotes a atividade da enzima APX aumentou com o
incremento das concentracées dé' Am solucdo nutritiva. Nas folhas, o aumento na
atividade desta enzima foi observado até a concentracdo o @@ As", ocorrendo
na maior concentracdo do metaloide atividade enzimatica 22% menor ao observado no
tratamento anterior (Figura 6D

De maneira geral, as enzimas eliminadoras d@, HCAT, POX e APX)

apresentaram maior atividade enzimatica nas folh&s sleatiotes (Figura 6B, C e
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Figura 6. Atividade das enzimas antioxidantes: SOD: dismutase do superéxido (A),
CAT: catalase (B), POX: peroxidases (C) e APX: peroxidase do ascorbato (D) em
raizes @) e folhas (& ) d®. stratiotes submetidas as diferentes concentracdes de
As" ap6s 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.7- Metabolismo da Glutationa
3.7.1- Teor de Glutationa total (GSH+GSSG)

A exposicéo ao AS alterou significativamente os niveis de glutatitotal nas
raizes e nas folhas @estratiotes. Nas raizes, incrementos de 37 e 55 % ocorreram nas
concentracdes de 5 e 10 pM dé'As nas folhas, esses aumentos foram de 33%.60

No entanto, em plantas expostas a maior concentragdo do metaloide os teores de

glutationa totais apresentaram valores inferiores aqueles observados na concentracéo de
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10 uM de A¥'. Independente do tratamento, os teores de glutationa total foram sempre

maiores nas folhas (Figura 7).

160 - A
B B
g 140 -
oy 120 1
g 100 { c
£ -
< 801
I D
w60 a
S b
o b
S 40 -
g c
® 20 I
0 : ‘ ‘ ‘
0 5 10 20

Concentragdes de As" (uM)

Figura 7. Teor de glutationa total em raizess) e folhas (=) de P. stratiotes
submetidas as diferentes concentracdes d& Apds 24 horas. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

3.7.2- Atividade das enzimas: sintetase dagglutamilcisteina (y-GCS), redutase da
glutationa (GR), peroxidase da glutationa (GPX) e sulfotransferase da glutationa
(GST)

Nas raizes dP. stratiotes a atividade da enzimgGCS apresentou aumento de
aproximadamente 11 e 13 %, nas concentracbes de 10 @M20de As'
respectivamente. Nas folhas, entretanto, o incremento na atividade enzimatica foi
superior ao observado em raizes, sendo este de aproximadamente 21 % nas
concentraces de 5 e 101 de As" e, de 30 % na maior concentracdo do metaloide
(Figura 8A.

A atividade da GR nas raizes aumentou aproximadamente 16 e 31 % nas
concentracbes de 5 e 1M de AsS", respectivamente. No entanto, na maior
concentracdo do metaloide esse aumento néo foi verificado, permanecendo com valores

semelhantes ao controle. Nas folhas a atividade enzimatica teve desempenho similar ao
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observado nas raizes, com incremento na atividade da GR de aproximadan®énte 28
nas concentracdes de 5 e i e na maior concentracdo do metaloide foi observada
atividade 40 % menor ao observado na concentracdo anterior (Figura 8B

A exposicdo ao AS resultou em incremento na atividade da enzima GPX em
raizes, apresentando na maior concentracdo do metaloide o dobro da atividade
observada no controle. Nas folhas, entretanto, observou-se aumento na atividade
enzimatica de aproximadamente 37 % na concentracdqubled® As' e nas maiores
concentraces analisadas, apesar de ter ocorrido incremento na atividade enzimatica
comparado ao controle, foi observada menor atividade da GPX em relacdo a
concentracade5 puM (Figura 8Q.

A atividade da GST em raizes aumentou em plantas expostas a concentracao de
5 uM As", sendo este aumento de aproximadamente 4Brifetanto, nas maiores
concentracdes do metaloide observou-se atividade enzimatica similar ao controle. Nas
folhas a atividade da GST aumentou, aproximadamente, 13 e 26 % nas doses de 5 e 10
uM, respectivamente, mas similar ao encontrado para raizes, a atividade enzimatica ndo
variou significativamente ao controle, na maior concentracdo no metaloide (Figura 8D

De modo geral, a atividade das enzimas envolvidas no metalolismo da glutationa

foi superior em folhas de. stratiotes (Figura 8).
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Figura 8. Atividade das enzimag§-GCS: sintetase dg-glutamilcisteina (A), GR:
redutase da glutationa (B), GPX: peroxidase da glutationa (C) e GST: sulfotransferas
da glutationa (D) em raizes§ ) e folham( )Pdsetratiotes submetidas as diferentes
concentracées de Asdurante 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4- DISCUSSAO

Embora o arsénicAg) seja altamente toxico para as plantas, algumas espécies,
apresentam capacidades dbsorver, acumular e tolerar altas concentracfese dess
metaloide. Tais plantas sdo conhecidas como hiperacumuladoras e sao potencialmente
Uteis em programas de fitorremediacdo. S&o consideradas plantas hiperacumuladoras de
As aguelas que conseguem acumular concentracdes deste metaloide acima de 1000 p
g* MS (Machado-Estrada et al., 2Q1®lantas dePistia stratiotes acumularam, nas
raizes, concentracfes supez®a este valor indicando que esta espécie é capaz de
remover concentracdes elevadas de As do ambiente.

Geralmente, o acumulo de As nas plantas aumenta com a exposicdo as
concentracdes crescentes deste metaloide. Em planRastrédgiotes expostas a maior
concentracdo de Asverificou-se baixo acimulo deste elemento nas raizes, conforme
também observado e@ryza sativa L. (Shri et al., 2009)\olffia globosa (Zhang et al.,

2012) el actuca sativa L. (Gusman et al., 2013). Os menores teores de As podem estar
relacionados com a presenca de mecanismos de exclusdo"dpefss proteinas
transmembranas aquaporinas, representando um mecanismo de grande importancia para
desintoxicacdo destas plantas (Zhao et al., 2010). No entanto, mesmo com menor
acumulo de As na maior concentracao analisada, raizBs stietiotes apresentaram

danos mais intensos nesta concentracdo. Segundo Gusman et al. (2013), possivelmente,
o mecanismo de exclusdo do"Asdo ocorre imediatamente, ndo sendo suficiente para
evitar danos fisiologicos. Além disso, 0 baixo acumulo de As em raiZesstiatiotes

expostas & maior concentracdo dé' Amde ser determinado por danos intensos na
membrana das células, interferindo na funcionabilidade dos transportadores, impedindo
assim, os mecanismos normais de absor¢édo da célula ao longo do tempo (Shri et al.,

2009).
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" nhas raizes caracteriza-se como um mecanismo de tolerancia

A retencdo dd&s
das plantas a este metaloide, pois 0 mesmo apresenta elevada afinidade por grupos
sulfidrilas, formando complexos com fitoquelatinas (PC's) e estes complexos séo
sequestrados para o0 vacuolo das raizes evitando que este elemento fique livre na célula e
possa desencadear danos (Hossain et al.,2012). Além disso, a retencdo de As nas raizes
pode ser um mecanismo de protecdo, visando a reducdo de efeitos deletérios do
metaloide no aparato fotossintético (Gomes et al.,)2012

A exposicdo ao As desencamlmialteracdes nas caracteristicas morfologeas
fisiologicas das plantas (Pereira et al., 2011). Segundo Fazelian et al. (2012), o As pode
ocasionar disturbios na sintese de clorofila, bem como, promover a degradacao deste
pigmento resultando na alta incidéncia de clorose em folhas de plantas expostas a este
metaloide. Além deP. stratiotes, este sintoma de toxidez foi observado também em
plantas de cevada (Shaibur et al., 2009), arroz (Sh&bkiawai, 2011) e camomila
(Fazelian et al., 2012).

Além de danos nos tecidos foliares, o desenvolvimento radicuRrstiatiotes
foi fortemente afetado na presenca dd' ASegundo Farnese et al. (2014) quando esta
espécie é exposta as concentra¢beigas de As, fanase um meristema dabscisao
no ponto de insercdo da raiz na haste, responsavel por promover a perda das raizes. Os
danos ocorridos nas raizes, juntamente, com a perda expressiva deste érgao, podem
dificultar a absorcdo de nutrientes pela planta e contribua paeducdo no seu
crescimento. Como observado @nstratiotes a perda pronunciada de raizes resulta em
TCR negativa, corroborando com resultados obtidos em agrido exposto a concentracao
elevada de AS (Ozturk et al., 2010).

O estresse ocasionado pelo As perturba a homeostase redox das células,

ocasionando a rapida formacédo de ROS, tais cosiie 60,, que ocasionam danos as
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proteinas, acidos nucléicos, clorofila e lipideos de membrana (Shah et al., 2001
Blokhina et al., 2003; Sharma & Dubey 2007; Mishra et al., 2011).

O O," é a primeira ROS a ser formada na célula, podendo diretamente ou por
meio de mecanismos enzimaticos gemaoutras ROS (Sharma et al., 2012b). Como
observado enP. stratiotes, o incremento de As na solugdo nutritiva resultou em
aumento na producédo deQsendo este resultado observado tambénDema sativa
(Mishra et al., 2011; Tripathi et al., 2012)Hydrilla verticillata (Srivastava et al.,

2011). Assim, para remover 0,Q plantas expostas ao As geralmente apresentam
aumento na atividade da SOD e maior expressao de suas isoformas (Hartley-Whitaker et
al., 2001; Mascher et al., 2002; Mishra et al., 2011).

A SOD pertence a um grupo de metaloenzimas que catalisa a dismutago do O
em Q e HO, (Sharma et al.,, 2012a). Assim, o aumento na atividade dessa enzima
durante o estresse por As, deve resultar, também, no incremento da atividade de
enzimas eliminadoras do,€, (Mishra et al., 2011). Embora as concentragdes de As
nas folhas deP. stratiotes tenham atingido valores menores que nas raizes, esse
acumulo foi suficiente para induzir o aumento na atividade das enzimas CAT e POX,
superando a eliminacdo do,® observados nas plantas controle. Segundo
Poschenrieder et al. (2013), em algumas plantas, a exposicéo as concentracdes baixas de
agentes téxicos apresenta efeito estimulante sobre o vegetal, sendo esta resposta
chamada hormesiAssim, mantido em niveis reduzidos, eG4 pode atuar como
mensageiro secundario nas respostas das plantas aos estresses devido a sua longa
duracdo e permeabilidade através das membranas (Quan et al., 2008; Mittler et al.,
2011).

Nas raizes dP. stratiotes, por outro lado, ocorreu aumento nos teores & H

nas plantas expostas ao As, o que foi decorrente, em parte, da maior atividade da SOD e
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reducdo na atividade das enzimas CAT e POX. Segundo Sobolev & Begonia (2008) a
capacidade antioxidante das células é prejudicada devido a acdo deletéria do As nas
estruturas e funcionalidades das enzimas, associado ao fato de que o pf@ppode
causar inativacdo por meio da oxidacao dos grupos tiois (Gill & Tuteja, 2010).

Apesar das altas concentracfes de As em raizBsdiatiotes, a atividade da
enzima APX neste 0Orgdo apresentou incrementos, indicando maior toleréncia a
toxicidade do As em relacdo as demais enzimas antioxidantes. Tal resultado também foi
observado em raizes de agrido expostas ao As (Namdogarmanian, 2013). Além
disso, a APX é uma enzima regulada por sinais redox e aumento nos nivef3,de H
(Sharma et al.,, 2012a). Neste sentido, a maior inibicdo enzimatica nas raRes de
stratiotes em decorrencia da exposicdo ac'As consequentemente 0 aumento nos
niveis de HO, pode ter contribuido para o incremento na atividade da APX neste 6rgéo.

A enzima APX apresenta papel essencial na eliminacao,Og dtravés do
Ciclo Ascorbato-Glutationa, utilizando neste processo duas moléculas de ascorbato
(AsA) como doada@sde elétrons (Sharma et al., 201L2do entanto, sob condi¢des de
estresse o nivel de AsA pode variar de acordo com a taxa de biossintese desta molécula
e sua demanda antioxidante (Chaves et al., 2002). Além disso, durante o estresse por
As"' a regeneracéo do AsA pode ser potencialmente prejudicada (Mishra et al., 2011).
Segundo Sharma & Dubey (2004), as isoformas da APX cloroplastidicas sdo mais
sensiveis a escassez de AsA gue as demais, sendo responsavel pela menor atividade
desta enzima nas folhas de plantas estressadas.

Assim, durante o0 estresse as enzimas antioxidantes atuam para eliminar o
excesso de ROS produzidas e manter o equilibrio redox das células. No entanto, se estes
mecanismos de defesa néo forem suficientes, as plantas passam a apresentar o estresse

oxidativo.
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Um dos parametros mais usados para determinar o grau de estresse oxidativo em
plantas é a mensuracao da peroxidacao lipidica. Segundo Sytar et al. (2013), 0 processo
de peroxidagéo lipidica esté relacionado, principalmente, a baixa eficiéncia das enzimas
antioxidantes. Neste sentido, a maior producdo de ROS e paralelamente a inibicdo de
algumas enzimas antioxidantes observada em raizes e folRastiddiotes expostas as
concentracdes elevadas dé"Adlificulta a eliminacdo do excessoRES, ocasionando
danos severos as membranas celulares. Como resultado da peroxidagéo lipideca, ocorr
alteracdo na fluidez da membrana e perda do conteddo celular, desencadeando o
extravasamento de eletrolitos.

Associada as enzimas antioxidantes a glutationa € considerada um importante
componente na defesa das plantas ao estresse, atuando diretamente na eliminacdo das
ROS e, também, permitindo a atuacdo de outros antioxidantes (Gill & Tuteja, 2010).
Em P. stratiotes a exposicdo ao Aspromoveu aumento nos niveis de glutationa total
conforme observado em outras espécies vegetais (Hartley-Whitaker et al., 2001; Khan
et al., 2009; Srivastava et al., 20080b condicdes de estresse € elewatdtzmanda por
glutationa para a biossintese de fitoquelatinas, conjugacéo direta com agentes toxicos
através da atividade da enzima GST, regeneracdo do ascorbato, na eliminacaasdireta d
ROS e na atuagdo da enzima antioxidante, GPX (Pietrine et al., 2003; Anjum et al,
2010, 2011; Josefczak et al., 2012, Noctor et al., 02 maior concentracdo de'As
entretanto, observou-se reducdo nos teores de glutationa totdP. estnatiotes,
observando-se, também, este resultado em plant@syde sativa L. (Ahsan et al.,
2008),Nephrolepis exaltata (Sakai et al., 2010Rhaseolus aureus (Malik et al., 2012k
no liquen Hypogymnia physodes (Mrak et al., 2010). Esta redug&o, possivelmente,
ocorreu devido ao consumo desta molécula no combate ao estresse, sem a sua devida

reposicao.
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Segundo Noctor et al. (2012), o consumo de glutationa resulta em taxas
aceleradas de sintese deste antioxidante em resposta ao estresse. O aumento na sintese
desta molécula esta relacionada com a maior atividade da enzima sintetase da
glutamilcisteina{-GCS), envolvida na primeira etapa de formacgéo da glutationa (GSH)
(Frendo et al., 2013). Esta enzima é controlada por um mecanismo de retroalimentacao
(Aravind & Prasad, 2005), de modo que os menores niveis de glutationa observado em
plantas deP. stratiotes expostas & concentracdo mais elevada d& pede ter sido
determinante no incremento da atividade-daCS.

A glutationa é o tiol de baixo peso molecular mais abundante nas ceélulas
constituindo um tampao redox que mantém o ambiente intracelular redutor (Anjum et
al., 2012). A manutencao deste estado reduzido é mantida pela acdo da enzinea GR qu
promove a reducdo da GSSG em GSH. No entanto, como observé&ictestiotes, a
exposicdo as concentracdes elevadas decamprometeram a atividade desta enzima.
Muitos estudos ja demonstraram que estresses abidticos, incluindo o estresse por metais
pesados e metaloides afetam a atividade da GR em plantas (Anjum et al., 2010, 2011a,
b; Gill & Tuteja, 2010). O A4 pode afetar a atividade da GR diretamente ao interagir
com grupos sulfidrilas desta enzima, levando a sua inativacao (Kertulis-Tartar et al.,
20009).

A GR fornece GSH para as enzimas GPX e GST (Foyer & Noctor, 2005;
Hossain et al., 2010; 2011; 2012). Desta forma, a reducédo apresentada na atividade da
GR em P. stratiotes submetidas as concentracbes elavadas d& Aede ter
determinado a menor atividade das enzimas GPX e GST. Nas raizes, enteetanto,
atividade da GPX foi menos afetada pela reducédo na atividade da GR, provavelmente,
por utilizar outro eficiente agente de reducdo, a tiorredoxina, em substituicdo a GSH

(Herbette et al., 2002; Igbal et al., 2006, Noctor et al., 2011). Além disso, 0 aumento na
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atividade da GPX nas raizes, juntamente com a enzima APX, pode ter ocorrido para
compensar a reducdo na atividade das enzimas eliminadoragOgdeGAT e POX.
Segundo Fatima & Ahmad (2005), o aumento compensatorio na atividade de
determinadas enzimas antioxidantes pode ser resultante da inducdo da transcricdo de
seus genes, provavelmente mediada pelos préprios radicais livres.

A GST por sua vez, € uma enzima GSH-depedente que catalisam a conjugacdo
da GSH com compostos toxicos, formando derivados que podem ser eliminados a partir
da célula, armazenados no vacuolo ou catabolizados (Dixon & Edwards, 2010). Neste
sentido, os aumentos na atividade desta enzima nas menores concentracdes de As
ocorreram para complexar o metaloide e assim desintoxicar a planta. No entanto, folhas
e raizes d®. stratiotes apresentaram reducao na atividade da GST quando expostas as
maiores concentracdes de"AsResultados similares foram observados também em
Prosopis sp. (Mokgalaka-Matlala et al., 2009)Thypha latifolia (Lyubenova &
Schréder, 2011 Phaseolus aureus (Malik et al., 2012). Tal resultado sugere que a
exposicdo as concentracdes elevadas de As podem gerar disfuncbes metabdlicas severas
nas células, culminando na falha dos mecanismos de desintoxicacao.

Assim as plantas parecem apresentar respostas antioxidantes coordenadas para
tolerar o estresse. Neste sentido, plantas que submetidas ao estresse por As, conseguem
manter a atuacao eficiente dos sistemas de defesa enzimaticos e ndo eznimaticos séo
consideradas tolerantes e, podem ser potencialmente Uteis na descontaminacdo de
ambientes contaminados por este metaloide.

De maneira geral, a exposicdo Rlestratiotes & concentracdo de BV de As"
permitiu a atuacao eficiente dos mecanismos antioxidantes, culminando na sua
tolerancia ao metaloide. No entanto, a exposi¢cdo as concentragcbes mais elevadas de

As" promoveu comprometimento nos seus mecanismos de defesa e,
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consequentemente, na sobrevivéncia destas plantas. Assim, estes resultados sugerem
queP. stratiotes possa ser til na fitorremediacdo de ambientes aquaticos contaminados

com concentracdes de Apréximas a 5 uM (aproximadamente 0,35 mg/L).
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5- CONCLUSOES

A espécieP. stratiotes foi capaz de acumular concentracdes elevadas de As, no
entanto, a presenca deste metaloide promoveu alteracdes significativas nos mecanismos
de defesa, que variaram conforme a concentracdo do As na solucdo nutritiva. Quando
expostas & concentracdo deuBl de As' a planta apresentou baixa reducdo no
crescimento e revelou mecanismos antioxidantes eficientes em resposta ao estresse.
Entretanto nas maiores concentracdes, principalmente, a gé20e As", ficou
explicito um mecanismo de toxidez elevada, caracterizado pela reducédo na atividade de
algumas enzimas antioxidantes, maior geracdo de ROS e consequentemente maiores
danos de membrana.

Os resultados observados neste estudo sugerem que as fdhas ateotes é o
orgao mais sensivel da planta, apresentando maior geracdo de ROS e maior formacéao de
malonaldeido. Neste sentido, com intuito de proteger este cgg@mcipalmente, o
aparato fotossintético, esta planta parece investir mais em respostas antioxidantes nas
folhas, apresentando maior atividade enzimatica e maior teor de glutationa. Em raizes,
0S mecanismos antioxidantes apresentaram maiores danos, possivelmente devido ao
maior acumulo de As neste 6rgdo, promovendo diretamente a inibicdo de enzimas
importantes na defesa da planta.

Assim, o As'"

apresentou como principal mecanismo de toxidez para
stratiotes 0 aumento na produgcéo de ROS e paralelamente, a inibicdo na atividade de
enzimas antioxidantes importantes ao metabolismo celular. No entanto, estudos que
revelem outros mecanismos de toxidez e a cascata sinalizatdria envolvida na resposta ao

As, sdo de grande relevancia na elucidacdo dos mecanismos de sensibilidade e

tolerancia a este metaloide.
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De maneira geral, o uso destratiotes em programas de fitorremediagéo de
As", deve ser limitado a regifes em que este contaminante se encontre em
concentragcbes proximas a |BM (aproximadamente 0,35 mg/L). Porém, estudos

adicionais sdo necessarios para avaliar as respostas antioxidantes destagrplantas

longo prazo.
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