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RESUMO

SOUZA, Eliane Aparecida de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2007. Pontencial de cianobactérias para a biorremediacdo de &guas e solos
contaminados por arsénio. Orientadora: Rosane Maria de Aguiar Euclydes. Co-
Orientadores. Juraci Alves de Oliveirae Marcelo Ehlerr Loureiro.

A contaminacdo de ambientes por arsénio (As) é uma ameaca cada vez mais
presente nos ecossistemas agquéticos, especiamente aqueles proximos as areas de
mineracdo. Utilizando a capacidade de alguns microrganismos para tolerar e, ou,
absorver contaminantes, muitos pesquisadores tém-se preocupado com esse
problema. Estudos de técnicas de biorremediacdo utilizando microrganismos, entre
estes as cianobactérias, consistem em remover ions téxicos do ambiente com o
auxilio de organismos vivos. Este estudo teve como finalidade investigar o efeito do
As em culturas de unicianobactérias. Nostoc piscinale e Geitlerinema
unigranulatum, por meio da avaliagdo do crescimento, absor¢ao e efeitos toxicos. O
padréo de crescimento foi monitorado por meio da avaliacdo da producdo de
biomassa, utilizando-se a densidade ¢tica (DO7s0 nm) € a contagem do numero de
células mL™, associado as determinagBes da concentracdo de proteina e tidis totais
nao protéicos e dos teores de Clorofila a (Chl a). Foram feitas também as andlises
das alteragdes morfoldgicas das células. As concentragles de As utilizadas foram de
0,0; 5,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; e 250,0 mg L™, na forma de arseniato de sodio
(NaHASO, . 7H,0), sendo as andlises redizadas apds 10 dias de exposicao. Os

XVi



dados foram submetidos a andlise de varianciafatorial (ANOVA p < 0,05) e, quando
necess&rio, a0 Teste de Comparacdo de Médias de Tukey (p < 0,05). As
cianobactérias apresentaram comportamento diferenciado quanto a tolerancia ao As,
cuja absorcdo foi proporcional ao aumento da concentragéo do metal 6ide no meio de
cultura. N. piscinale atingiu o pico méximo de absorcéo no tratamento de 150 mg L™,
alcancando uma concentragdo de As equivalente a 20,58 g kg na biomassa seca. Em
G. unigranulatum, o maior acimulo de As ocorreu na dose de 200 mg L™, atingindo
a concentracao de 6,83 g kg na biomassa seca. O teor de proteinas em N. piscinale
teve seu platd méaximo de 781,19 ug mL™ na concentracdo de As de 50 mg L™,
correspondendo a aproximadamente 12% mais que o controle. Na dose de
100mg L™ G. unigranulatum produziu 30.737,28 pg mL™ de proteina, o
equivalente a 42% a mais em relacdo ao controle. Em tidis totais ndo-protéicos, a
maior concentracdo produzida em N. piscinale foi de 0,0587 nmol g' e em G.
unigranulatum, foi de 0,0533 nmol g*, na dose correspondente a 150 mg L™ de As.
Os teores mais elevados de Chl a foram observados no controle, tanto em N.
piscinale (2,66 pg mi™ de Chl a) quanto em G. unigranulatum (4,25 ug mi™ de Chl
a). Nos demais tratamentos ocorreu reducdo na producdo de Chl a. As alteracbes
morfoldgicas e visuais da toxicidade do As foram bem evidentes em N. piscinale,
enquanto em G. unigranulatum ndo foram identificadas alteragGes t&o significativas
entre tratamento e controle. Os resultados indicaram que N. piscinale e G.
unigranulatum podem ser potenciais aternativas em futuros estudos de

biorremediacdo de ambientes impactados por As.
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ABSTRACT

SOUZA, Eliane Aparecida de, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, September,
2007. Potential of cyanobacteria for bioremediation of arsenic-contaminated
water and soil. Adviser: Rosane Maria de Aguiar Euclydes. Co-Advisers. Juraci
Alvesde Oliveiraand Marcelo Ehlerr Loureiro.

Environmental contamination by arsenic (As) is an increasingly present threat
to aguatic ecosystems, in particular to those, which are close to mining areas. A
number of researchers have been using the capacity of some microorganisms to
tolerate and/or absorb contaminant ions from the polluted environments.
Bioremediation techniques using microorganisms, such as cyanobacteria, consist on
removing toxic ions from the environment using living organisms. The aim of this
study was to evaluate the effect of As on the growth, absorption and toxic effects of
Nostoc piscinale and Geitlerinema unigranulatum unicyanobacterial cultures. The
growth was monitored by biomass content, using optical density (OD7sonm) and cell
number count (mL ™) associated with protein, total non protein thiols and chlorophyll
a (Chl a). Morphologica alterations on vegetative cells were also analyzed. Arsenic
concentrations in the experiments were equivalent to: 0; 5; 50; 100; 150; 200; and
250 mg L, in the form of sodium arsenate (N&HASO4. 7H,0). The analyses were
carried out during 10 days. Data were examined by factoria analysis of variance
(ANOVA p <0.05) and, when necessary, by Tukey's multiple comparison test (p

<0.05). Both cyanobacteria N. piscinale and G. unigranulatum showed different
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behavior regard to As tolerance. The absorption was proportional to the increase of
As concentration in the culture medium. Nostoc piscinale reached the maximum
absorption peak at 150 mg L™ As (As accumulation equal to 20.58 kg g™ in the dry
biomass). For G. unigranulatum, the largest As accumulation was 200 mg L™ kg g7,
reaching 6.83 kg g™ in the dry biomass. Maximum protein content determined in N.
piscinale was 781.19 ug mL™ when As concentration was 50 mg L™ of As,
approximately 12% higher than the control treatment. At 100 mg L™ of As, G.
unigranulatum produced 30,737.28ug mL™ of protein, 42% higher than the control.
The highest concentration of total non-protein thiols produced by N. piscinale was
0.0587 nmol g* and in G. unigranulatum was 0.0533 nmol g, both concentration
was obtained at 150 mg L™ of As. The highest Chl a contents was found in the
control treatment, both for N. piscinale and equivalent to 2.66 pg ml™ of Chl a. For
G. unigranulatum the value was 4.25 pg mi™ of Chl a. There was a reduction in Chl
a content between treatments. Morphological and visual aterations were registered.
It shows that As toxicity caused evident morphologica aterations in vegetative cells
of N. piscinale, whereas in G. unigranulatum no such significant changes were
noticed between treatments and control. The resultsindicated that N. piscinale and G.
unigranulatum could be indicated and used as potentia alternatives for

bioremediation of Asimpacted environments, in future laboratory experiments.
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1. INTRODUCAO

Dentre os inUmeros problemas que afetam o0s ecossistemas naturais, O
processo de contaminacdo por arsénio (As) tem merecido atencdo especial, devido
aos efeitos de curto e longo prazos que esse metal 6ide pode causar a salide humana e
a qualidade dos ecossistemas.

O As é um metaléide amplamente distribuido na crosta terrestre e esta
presente em mais de 200 minerais, podendo ser encontrado, principa mente, naforma
natural de sulfeto em grande variedade de minerais, os quais contém cobre, chumbo,
niquel, cobalto e ferro (MANDAL ; SUZUKI, 2002).

A forma mais comum é o mineral chamado de arsenopirita, o qual é formado
com o ferro (FeAsS) (SAKUMA et a., 2003). O As pode ser incorporado aos
sistemas aquéti cos e terrestres por meio de inlmeros processos geogquimicos, como 0
intemperismo das rochas e solos e a deposi¢cdo atmosférica (ANJOS, 2006), ou por
intermédio de atividades antropicas.

Uma das principais fontes de contaminacdo por As esta relacionada as
atividades de explotacdo de minérios sulfetados, que produzem residuos solidos,
ricos em As. A dissolucdo de minerais de As, como a pirita (FeS,) e a arsenopirita
(FeSAs), nesses residuos é uma fonte permanente de contaminagdo. Outra provéavel
fonte dessas esta rel acionada aos precipitados de arsenatos metdlicos utilizados como
forma de disposicdo do As solubilizado em processos hidrometalUrgicos, aém da
lixiviagdo natural (LADEIRA et al., 2002).



O efeito téxico do As depende, principamente, da forma quimica do
elemento, e em aguas naturais tal efeito pode ocorrer na forma de arsenito As (l11),
arsenato As (V), ion monometilarsdnico (MMA) e ion dimetilarsinico (DMA). Em
aguas subterraneas, o As pode ocorrer como As (I11) e As (V). No mar, lagoas, lagos
e onde houver a possibilidade de biometilaco, o arsenito e o arsenato ocorrem juntos
com os acidos MMA e DMA (ANDERSON et al., 1986).

A ordem decrescente de toxicidade dos compostos de As é a seguinte: arsina
> arsenito > arsenato > é&cidos alquil-arsénicos > compostos de arsbnio > arsénio
elementar (MELO, 2006). As formas inorgéanicas sao 100 vezes mais toxicas do que
as formas metiladas (MMA e DMA) (CERVANTES €t al., 1994), e entre as formas
inorganicas o As (I11) é 60 vezes mais toxico do que o As (V).

O problema de contaminagdo com As tem merecido atencdo especial em anos
mais recentes, uma vez que sdo geradas, no mundo todo, milhdes de toneladas de
residuos contendo atas concentraces de metais, dentre eles o0 As. Apds agum
tempo, nesses locais contaminados se verificou que milhares de pessoas
apresentaram problemas sérios de salde pela contaminagdo (BASU et al., 2001).

S0 V&rios 0s casos de intoxicagcdo e morte de pessoas contaminadas por As
em diversos paises do mundo. Verdadeiras catéstrofes tornaram-se conhecidas
mundialmente como as de Bangladesh, Mongdlia e Bengala Ocidental devido a
exposicao prolongada ao As, em que a populacéo foi submetida ao consumo de agua
contaminada (GONZAGA et ., 2006).

No Brasil, especificamente no Quadrilédtero Ferrifero, em Minas Gerais, no
delta do rio Amazonas, Santana/Amapa, e também no Vae do Ribeira, em Séo
Paulo, ha indicios de contaminacdo elevada de As na &gua, no solo e no sedimento.
Tal ocorréncia tem afetado a produtividade, biodiversidade e sustentabilidade dos
ecossistemas, induzindo-lhes danos muitas vezes irreversiveis ao seu equilibrio
(MELO, 2006).

A Organizagdo Mundia da Salde sugeriu a diminuicéo do limite méximo de
As em &guas potaveis de 50 pug L™ para 10 ug L™, devido a0 aumento de riscos
carcinogénicos relacionados ao consumo de aguas contendo esse metaléide. No
Brasil, esse valor esta em vigor desde dezembro de 2002. A Resolugdo N° 357 do
CONAMA, de 17/03/2005, estabelece o valor maximo permissivel de As para o
padrdo de lancamento igual a0,1 mg L™ e de 0,01 mg L™ para 4gua potével. Desta

forma, a avaliacdo dos problemas ambientais e a deteccdo precoce dos efeitos
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deletérios nos ecossistemas causados pelo As tém sido considerados prioridades,
devido aos efeitos de curto e longo prazos que esse metalGide pode causar ao
ambiente e, consequientemente, a salide humana.

S&o vérias as tecnologias tradicionais destinadas ao tratamento e remocgao de
As, como a resina de troca ibnica, o tratamento eletroquimico e a precipitacao,
muitas vezes inadequados, principamente quando o metaldide esta em baixa
concentracdo. Além disso, esses métodos apresentam custos el evados.

O tratamento biolégico tem despertado grande interesse, por se tratar de um
processo hatural, que promove um tratamento adequado no meio, com custo
relativamente baixo, em comparagdo com outras aternativas convencionais de
tratamentos de residuos sélidos (MARTINS et al., 2003).

Assim como algumas espécies de plantas terrestres e aquéticas vém sendo
recomendadas para estudos de fitorremediacéo, em face do potencial de tolerancia e
acumulo em poluentes como 0 As, 0s microrganismos, incluindo as bactérias, as
microalgas, os fungos filamentosos e as leveduras, tém-se demonstrado eficientes
biorremediadores, sendo capazes de remover 0 poluente via mecanismos ativos ou
passivos (DONMEZ; AKSU, 1999).

Estudos com cianobactérias também demonstram que organismos sdo
eficientes na remocéo de poluentes, incluindo o As (SOEDER et a., 1978;
NAKAJMA et a., 1982; WILKINSON et a., 1990; CHAISUKSANT, 2003;
AKHTAR et al., 2004). Por serem cosmopolitas, as cianobactérias constituem
excelentes modelos para estudos de biorremediacdo, uma vez que Sd0
constantemente encontrados em ambientes contaminados por As.

As cianobactérias sdo organismos pioneiros na Terra, sendo encontrados
fosseis que datam de 3,5 bilhBes de anos. Diferem das demais bactérias por
realizarem fotossintese com aliberag@o de oxigénio (DAGNINO et a., 2004).

Habitam os mais variados tipos de ambientes; a exemplo dos ecossistemas
bem iluminados (exceto aqueles com pH muito baixo), em que algumas espécies sdo
capazes de sobreviver em condigbes extremas, como areias e rochas de desertos,
&guas termais (“hot springs’) e lagos do Artico e da Antartica (CASTENHOLZ,
1973; DOR; DANIN, 1996; SKULBERG, 1995). A capacidade de se desenvolver na
presenca de metais pesados é uma das caracteristicas marcantes desses

microrgani Smos.



Alguns grupos de cianobactérias possuem, aém das células vegetativas,
heterdcitos e acinetos, células que sdo estrutura e fisiologicamente especializadas.
Nas células vegetativas, ocorrem o processo fotossintético e as divisdes celulares que
promovem o crescimento. Nos heterdcitos acontece a fixacdo biolégica de N, sendo
0 acineto um esporo de resisténcia (NASCIMENTO; AZEVEDO, 1999).

A capacidade de fixac8o de nitrogénio atmosférico é outra caracteristica
marcante em certos grupos de ciandfitas, tornando-se independentes de outras fontes
nitrogenadas. Ja as formas ndo heterocitadas também fixam N em células
vegetativas, devido a uma separacdo espacia e temporal dos dois processos:
fotossintese e fixagdo de N (LEE, 1999).

As cianobactérias propiciam uma extraordin&ria e ampla faixa de
contribui¢do para a vida humana, apresentando, inclusive, importancia econémica.
Além da producdo priméria de matéria orgéanica e da fixacao bioldgica de nitrogénio,
s80 usadas na producdo de alimentos com valores nutricionais promissores para 0
futuro (SKULBERG, 1995), sendo mais recentemente empregadas como uma
alternativa no estudo de biorremediacdo de ambientes contaminados.

Os efeitos causados pelo As nas cianobactérias dependem da espécie, da fase
de crescimento das células e das condicdes fisiol 6gicas, bem como da forma quimica
do As e de sua concentracéo no meio (PLANAS; HEALEY, 1978; CERVANTES et
al., 1994; KAISE et a., 1999).

Metal 6ides como 0 As podem causar efeitos diversos nos organismos, e uma
das principais causas da toxidez desse poluente € a sua combinagdo com 0s grupos
tidlicos (-SH) das enzimas e proteinas, provocando desarranjos no metabolismo
vegeta (LAGRIFFLOUL et a., 1998). Grupos de proteinas ainda podem ser
expressos ou reprimidos sob condicdo de estresse (NADDAF, 2004).

Embora hgja poucos relatos sobre o efeito direto do As nos sistemas de
pigmentos, sabe-se que o teor de clorofila pode ser alterado em condicdo de estresse
e acarretar alteragcbes no crescimento das plantas ou de microrganismos
fotossintetizantes, como as cianobactérias (MATHIS; KLEO, 1973).

A elevada toxicidade de metal6ides como As esta associada, a0 menos em
parte, aos efeitos pro-oxidantes e, conseqlientemente, a capacidade de contribuir para
a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical hidroxil (HO), o
radical superdxido (O,) e o peréxido de hidrogénio (H.O,) (BHATTACHARJEE,
1998).



O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre fatores oxidantes e
antioxidantes a favor dos oxidantes, prejudicando a integridade celular. As EROs séo
formadas e degradadas por organismos aerdbios, quando requeridas para a funcdo
celular normal; todavia, em quantidades excessivas, levam ao aumento do estresse
oxidativo (BHATTACHARJEE, 1998).

As respostas antioxidantes e, ou, de dano oxidativo sdo freglentemente
utilizadas como biomarcadores, ja que diferentes tipos de poluentes podem induzir
situacbes de estresse oxidativo, como consequéncia da producdo de moléculas
deletérias, os radicais livres, que estdo além da capacidade protetora das defesas
antioxidantes (OLIVEIRA, 2005).

Como consequéncia, as EROs podem causar danos nos componentes
celulares oxidando lipidios (BHATTACHARJEE, 1998), proteinas e &cidos
nucléicos (ANGELOVA et a., 2000). Para combater as EROs, as cianobactérias
necessitam ativar mecanismos de defesa, imediatamente ap0s a exposicdo ao metal,
e, posteriormente, manter atividades metabdlicas secundérias que evitam danos as
células e, consequientemente, ap seu crescimento.

Dentre os mecanismos de tolerdncia a metais toxicos, estudados em
cianobactérias, destacam-se a precipitacdo extracelular do metal; as ligacbes dos ions
a mucilagem, que pode envolver as células; a presenca de uma membrana com
permeabilidade seletiva para certos ions; a exclusdo dos ions por meio de sistemas
ativos de transporte; a capturaintracelular dos ions por proteinas; e o0 armazenamento
em inclusfes celulares, como os granulos de polifosfato (NADDAF, 2004). Nesse
altimo, o ion, uma vez no interior da célula, € retido nas inclusdes celulares,
diminuindo suainteragdo com outros componentes e impedindo sua agéo nociva.

Também so estudados mecanismos moleculares como inducdo de proteinas
por chogue térmico, 0 aumento da atividade de enzimas antioxidantes e, no caso de
algumas espécies, a expressdo das proteinas seqliestradoras de metais, as chamadas
metal otioneinas (NADDAF, 2004).

A tolerdncia a0 As também tem sido relacionada com a capacidade dos
organismos em sintetizar peptideos de baixo peso molecular, ricos em enxofre, que
participam da complexagdo desses ions (SCHMOGER et a., 2000).

Normamente, o As é estocado como complexo As (Ill)-tristiol, e os

doadores de tidis para 0 complexo sdo provalmente a glutationa ou as fitoquel atinas.



Estas sd0 enzimaticamente induzidas pela presenca de cations metélicos
(SRISVASTAVA et d., 2004) e dnions como arsenito e arsenato (RAUSER, 1999).
Embora sejam escassos 0s relatos sobre as alteracbes morfol dgicas causadas
pelo As nas células das cianobactérias e outras microalgas, ja foram descritas
alteracdes na deposicado de mucilagem sobre as tecas de Tetraselmis chui, cultivadas
em meio MSW; também, a perda de flagelo e, consequientemente, da motilidade em
células de Hymenomonas carterae cultivadas em meio MSW, na presenca de 0,1 pg
mL™ de As. A perda de flagelo em T. chui cultivado em meio ASW contendo 1 pg
mL™ de As e movimentos erréticos em T. chui e H. carterae foram relatados quando
os organismos foram expostosa 1 mg mL™ de As no meio (BOTTINO et al., 1978).
Rachlin (1984) observou que em Anabaena flos-aquae exposta a0 Cd houve
reducdo na area dos tilacdides, ocorrendo mudanca na estrutura e nimero de algumas
inclusbes celulares, como granulos de polifosfato, inclusdes lipidicas, granulos de
cianoficina e mudangas no volume das camadas do envoltério celular. E, ainda
segundo Gomes (2005), as estruturas mais afetadas pelo As em cianobactérias sdo 0s

tilacdides e a parede celular, quando submetidos a estresses causados por poluentes.

1.1. Objetivos
Este trabalho teve como objetivos:

» lIsolar e identificar espécies de cianobactérias de solos e &guas

contaminados por As.

» Selecionar as espécies com graus diferenciados de toleréncia para serem

utilizadas em futuros experimentos de biorremediagéo.



2.METODOLOGIA

2.1. Local de coleta e amostragem

As coletas foram realizadas em corpos d &gua e solos contaminados com
arsénio (As), numaregido de mineragcdo de ouro, no Municipio de Paracatu, noroeste
de Minas Gerais, localizado a 850 m de altitude, nas coordenadas 17° 13'10"S - 46°
52" 17"W.

Para a amostragem de agua foram utilizados frascos de vidro de boca larga e,
para a amostragem de solo, espétula e sacolas plésticas. As amostras foram
identificadas e transportadas, em isopor com gelo, para o Laboratorio de Ficologia,
do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da Universidade Federal de Vicosa
(UFV), em Vigosa, MG.

2.2. Enriquecimento e cultivo das amostras

No laboratério foi feito o enriquecimento das amostras, a fim de estimular a
germinagcdo de formas de resisténcia acineto e hormogonios, adém de células
vegetativas.

Utilizou-se o meio de cultura BG-11 liquido (Tabela 1), suplementado ou
ndo, com fontes de nitrogénio (N) (ALLEN; STANIER, 1968), viabilizando a

selecdo de espécies ndo heterocitadas e heterocitadas, respectivamente.



Tabela 1l — Composicdo do meio de cultivo BG-11 com ou sem fontes de nitrogénio

(N)
Componentes gL* =l usz:ilstl_oque

1-NaMgEDTA 01

Citrato férrico de ambnio 0,6 10 mL

Acido citrico . H,0O 0,6

CaCl,.2H,0 3,6
2-MgSO,.7H,0 7,5 10 mL
3-K;HPO,.3H,0 40 10 mL
4 —NaCO; - 0,029
5 — Solugéo de micronutrientes 1mL

H3BOs 2,86

MnCl, . 4 H,0O 1,81

ZnS0O, . 7 HO 0,222

CuSO,.5H,0 0,079

CoCl, .6 H,0 0,050

NaMoO; . 2 H,O ou MoO; (85%) 0,018
6 — NaNOj; (somente para BG-11 suplementado com N) - 15¢

Fonte: Adaptado de ALLEN; STANIER, 1968.

Posteriormente, o volume foi completado com agua destiladaparall, eo pH
foi gjustado para 7,5. O meio de cultura foi autoclavado a temperatura de 120 °C. O
enriquecimento foi feito na proporcéo de 10:1 (10 mL de BG-11 liquido para 1 mL
de amostra) (AGUIAR, 1992).

As amostras foram levadas para a sala de cultivo de algas e mantidas em
placas de Petri contendo meio BG-11 solidificado com 1,5% de agar (Merck). As
condi¢Bes de cultivo foram fotoautotréficas de crescimento, ou sgja, as culturas
foram mantidas a temperatura de 22 + 1 °C, fotoperiodo de 16/8 h de luz/escuro e 85

pmols de fétons m? s, proveniente de |ampadas frias, fluorescentes.



As espécies foram repicadas em camaras estérels, quantas vezes necessario,

para a obtencdo de culturas monoespecificas. Culturas liquidas foram mantidas sob

agitagdo a 110 rpm.

2.3. Isolamento eidentificacdo

Para o isolamento foram utilizados os métodos de micropipetagem, diluicéo
em série e plagueamento em meio solido (1,5% agar -Merck), conforme descrito por
Aguiar (1992).

As caracteristicas morfolégicas foram observadas por meio de microscopia
fotbnica, utilizando-se um microscopio de luz (modelo AX 70-Olympus, Japao). A
medida que 0s microrganismos apresentavam crescimento diferenciado, eles foram
transferidos para novas placas contendo meio BG-11 liquido. Foram utilizados pipeta
Pauster e microscopio estereoscopico para as transferéncias das células para um novo
meio. Também foi utilizado o antibidtico ciclo-hexamida na concentracdo final de
50 ug mL?, para eiminar contaminantes eucariéticos do meio (SANT'ANNA;
AZEVEDO, 2000).

Para a identificagdo taxondmica dos géneros, foi utilizada a literatura
especializada, sendo a identificagdo em nivel de espécie redizada no Ingtituto de
Botanica de Séo Paulo.

As culturas monoespecificas foram mantidas em frascos de Erlenmeyer
(125 mL) contendo 50 mL de meio BG-11, em sala de cultura, sob condicoes
fotoautotroficas anteriormente citadas, em que foram monitoradas, periodicamente,

para prevenir contaminagoes.

2.4. Selecéo de espécies

A sdlecdo das cianobactérias para serem Uutilizadas nos experimentos
posteriores se deu mediante a avaliacdo visual (pré-testes), baseada na producéo de
biomassa, ou sgja, ho crescimento das cianobactérias previamente isoladas: Nostoc
piscinale, Nostoc planctonicum, Nostoc sp, Calothrix marchica e Geitlerinema
unigranulatum, em meio de cultura com diferentes concentragdes de arsénio (As)

variando de 0 a 500 mg L. Para a escolha das concentraces utilizadas, foram



levados em consideragdo a quantidade de As disponivel na dgua e o solo onde foram
realizadas as amostragens (0,200 mg L™ de As).

O crescimento das respectivas cianobactérias também foi avaliado utilizando-
se como parametro a densidade ética (OD), com o uso de espectrofotdmetro (Modelo
UV mini-1240, Shimadzu, Japdo), em comprimento de onda igual a 750 nm,
conforme Lee et al. (1991) e Thompson et al. (2002).

Culturas-estoque com 10 dias de idade foram homogenizadas em um
homogeneizador mecanico (Potter S, B. Braun Biotech International, Alemanha). Em
seguida, as culturas foram concentradas, por centrifugacdo (12.000 xg), durante 20
min, a temperatura ambiente, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado
ressuspendido em 5 mL de meio BG-11 liquido com ou sem N.

Aliguotas de 500 pL de suspensdo de células, de cada espécie, foram
inoculadas em 36 frascos Erlenmeyers de 25 mL contendo 15 mL de meio liquido
BG-11, suplementado ou ndo com fontes de nitrogénio (N), conforme a caracteristica
da cianobactéria, ndo-heterocitada e heterocitada, respectivamente. As culturas foram
mantidas sob constante agitacdo (110 rpm), em mesa agitadora orbital (Modelo
TE-145 Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo), em condigdes fotoautotréficas, durante um
periodo de 22 dias.

A cada 48 h, aliquotas de 2 mL foram retiradas das culturas (trés repeticoes)
homogeneizadas, com a gjuda de um agitador mecénico, para desfazer os grumos de
células, e lidas a OD7sg nm. Também foi feita a contagem de células (C4 mL™), em
aliquotas de 2 mL fixadas previamente em formol (4%), utilizando-se uma camara do
tipo Fuchs-Rosenthal (Bright line, Boeco, Alemanha), sob microscopio optico
(Axiostar Plus, Zeiss, Alemanha).

A OD750 nm (turbidez) foi avaliada com o objetivo de comparar os dois
parémetros (N° Cé mL? e OD7s0nm) NOS experimentos posteriores, todavia,
posteriormente optou-se por ndo adotar esse parametro. Para as contagens de células
também foi utilizada a microscopia de contraste de fase, otimizando
significativamente aidentificacéo e a visualizacdo das células.

As amostras (suspensdo de células fixadas em formol 4%) foram diluidas
guando necessario, de modo que o nimero de células ndo fosse inferior a 60 nem
superior a 130 células. Foi feita ainda a diluicdo das amostras que ultrapassaram a
leitura da OD750 ym (0,8 nm).
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Calculou-se 0 tempo de geracdo (g), utilizando a seguinte eguacéo
(NADDAF, 2004):

g= _tlog2
Logb - LogB
em que:
g = tempo de geracéo;
B = nimero de células em algum ponto do inicio dafase logaritmica;
b = nimero de células em algum ponto do fim da fase logaritmica; e

t = intervalo de tempo, em horas, entre B e b.

Foram identificadas as fases de crescimento (logaritmica e estacionaria) de
cada isolado. O tempo de geracdo auxiliou a selecéo das espécies com crescimento
mais rapido, as quais foram utilizadas nos experimentos subsequientes.

Foram selecionadas as espécies de Nostoc piscinale e Geitlerinema
unigranulatum.

Utilizaram-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
de (5x12), representado pelas espécies, e o tempo em horas (h), em trés repeticoes.
Os dados foram submetidos & andlise de variancia.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Quando necessério, foram feitas andises de regresséo, utilizando-se o Programa
Estatistico SAEG.

2.5. Curva de crescimento das espécies em presenca de ar sénio

O crescimento das cianobactérias na presenca do arsénio (As) também foi
avaliado comparando-o com a leitura da ODssonm € a contagem de células
(Cé mL™). O experimento foi conduzido em intervalos de 48 h, por um periodo de
10 dias de experimento, conforme descrito no item 3.4.

Ass espéci es selecionadas foram submetidas a diferentes doses de As. Indculos
de 1.000 pL de cianobactérias foram retirados de culturas-estoque (10 dias de idade)
e transferidos para Erlenmeyers de 50 mL, contendo 25 mL de meio BG-11
suplementado com N para Geitlerinema unigranulatum ou ndo para Nostoc piscinale,

e a solugdo de As, nas concentragdes de 0, 100, 150 e 250 mg L™, na forma de
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arseniato de sodio (Na,AsHO,) . 7 H,O (Sigma). As culturas foram deixadas sob
condicdes fotoautotroficas de crescimento e constante agitacéo (110 rpm).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, quando necess&rio, a
analise de regressdo. Nas andlises, foi utilizado o Programa Estatistico SAEG, cujos
dados foram representados por superficies de resposta. As variaveis independentes
foram tempo e concentracéo de As.

2.6. Acimulo de arsénio

Inéculos de 1.000 pL foram retirados de culturas-estoque das cianobactérias e
transferidos para 21 Erlenmeyres de 50 mL, contendo 25 mL de meio BG-11 liquido,
suplementado para Geitlerinema unigranulatum ou ndo para Nostoc piscinale, nas
concentragBes de arsénio (As) de 0, 5, 50, 100, 150 e 250 mg L™,

Os frascos inoculados foram acondicionados em sala de crescimento, sob
condi¢des fotoautotréficas, e constante agitacdo (110 rpm), por um periodo de 10
dias. ApGs esse periodo, o As acumulado foi analisado, nas células dos organismos.

As amostras foram concentradas por centrifugacdo (12.000 xg, durante
20 min, a temperatura ambiente) e lavadas duas vezes com meio BG-11, para
remocao de contaminacdo externa pelos ions de As adsorvidos no envoltério celular
das cianobactérias. As amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 xg, durante
10 min, a4 °C.

Apbés a lavagem, o material decantado foi transferido para frascos
previamente tarados e identificados. Posteriormente, o0 material foi seco em estufa a
45 °C até a obtencdo de peso constante. A concentracdo de As contido nas
cianobactérias foi calculada, utilizando-se o valor da massa seca.

Para a digestdo, 10 mL de solucdo nitroperclérica 3:1 foi adicionada as
amostras secas, devidamente pesadas. O materia permaneceu nessa solugéo durante
12 h e, em seguida, foi colocado em bloco digestor a 50 °C, aumentando-se
gradativamente a temperatura em intervalos de 20 min até atingir 150 °C.

Quando o extrato se tornou incolor, a temperatura foi reduzida e o volume,
completado para 25 mL com agua desmineralizada. A solugdo, contendo apenas a
fracdo mineral, foi utilizada na determinagdo da concentracdo interna de AsS,
utilizando-se espectrometria de Emissdo em Plasma (ICP), modelo 3300 DV Optima

no comprimento de onda de 193,69 nm, do Departamento de Solos da UFV.
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Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esguema fatorial de
(2x7), representado pelas espécies selecionadas e as concentrages de As, em trés
repeticdes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as andlises foi utilizado
0 Programa Estatistico SAEG.

2.7. Determinacgdo da concentracdo de proteina, tidis ndo protéicos e conteido

declorofilaa

A avaliacdo dos teores de proteinas totais, tiois totais ndo protéicos e o
contelido de clorofila a (Chl a) foi feita para Nostoc piscinale e Geitlerinema
unigranulatum, apés 10 dias de experimento.

Foram utilizadas culturas-estoque com idade de 10 dias, em fase exponencial,
cultivadas em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio BG-11, sob
condic¢oes fotoautotroficas de crescimento.

Os frascos foram mantidos sob agitacdo constante (110 rpm). As culturas
foram homogenizadas a 1.000 rpm, em homogenizador mecanico, a fim de promover
a ruptura dos filamentos. Posteriormente, as células foram concentradas por meio de
centrifugacdo (12.000 xg, durante 20 min, em temperatura ambiente), sendo o
sobrenadante descartado. O precipitado de cada tubo foi ressuspendido em 5 mL de
meio BG-11 e transferido para um béquer (culturas-estoque).

Aliquotas de 1.000 pL de culturas-estoque foram transferidas para frascos
Erlenmeyers estéreis com capacidade para 50 mL, contendo 25 mL de meio BG-11 e
as seguintes concentragdes de arsénio (As): 0, 5, 50, 100, 150, 200 e 250 mg Lt

Utilizaram-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
de (2x7), representado pelas espécies, e as concentraces de As em cinco repeticoes.
Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias, comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Andlise de regresséo foi realizada quando

necessario. Os dados foram analisados usando-se o Programa Estatistico SAEG.

2.7.1. Extracao e quantificacdo de proteinastotais

Para a extracdo e quantificagdo de proteinas, as amostras dos frascos foram

transferidas para tubos de centrifuga e centrifugadas a 12.000 xg, durante 20 min, em
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temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado, e 0,5 g da amostrafoi utilizado
para extracdo de proteinas em células de cianobactérias expostas ou ndo ao As.
Foram utilizados 2 mL de meio de extracéo (tamp&o-fosfato de potéssio 0,05 mol L™
(pH 7,2) contendo 0,002 mol L™ de EDTA e Triton 100 0,01%) e 30% (p/v) de
polivinilpolipirolidona (PVPP). Posteriormente, as células foram maceradas em
almofariz para rompimento mecanico, sendo a seguir transferidas para Eppendorfs, e
centrifugadas a 10.000 xg, durante 15 min, atemperaturade 4 °C.

O sobrenadante contendo proteinas foi reservado, sendo descartado o
precipitado contendo outros compostos celulares. Trés aliquotas de 2 e 20 pL de cada
uma das repeticbes de cada espécie foram retiradas para quantificacdo da
concentracdo de proteinas. A seguir, os dados foram comparados em uma curva-
padrédo de BSA (soro de albumina bovina), de acordo com o método de Bradford
(1976). A absorbancia foi lida em espectrofotdometro (modelo UV mini-1240,
Shimadzu, Japdo) no comprimento de onda de 412 nm. Todos os procedimentos
descritos foram realizados com as amostras sendo manuseadas em gelo, a fim de

evitar a degradacéo de proteinas.

2.7.2. Extracdo e quantificacdo da concentracao detidis ndo protéicos

Ap6s um periodo de 10 dias de exposicéo ao As, foi obtido um concentrado
de células a partir de centrifugacdo das amostras a 12.000 xg, durante 20 min, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 0,5 g de amostra fresca,
macerado em amofariz contendo PVPP (p/v) 30%, sendo em seguida adicionados
2mL de meio de extracdo (acido sulfossdlicilico 5% e 6,3 mM de EDTA).
Posteriormente, a amostra foi transferida para Eppendorf, sendo o homogeneizado
centrifugado a 10.000 xg, durante 15 min, a4 °C. O sobrenadante foi reservado para
a determinacdo da concentracdo de tidis totais ndo protéicos, segundo De Vos et d.
(1992).

Aliquotas de 0,3 mL do sobrenadante foram adicionadas a 0,63 mL de
tampado-fosfato de potassio 05 M e incubadas a 30 °C, durante 5 min.
Posteriormente, foram adicionados 0,05 mL do meio de reagdo, pH 7,5, contendo
DTNB 6 mM [&cido 5,5 — ditio-bis (2-nitrobenzdico)], acrescido de solucéo de
fosfato de potassio 0,143 mM e EDTA 6,3 mM, sendo o pH ajustado para 7,5. As

solucdes foram incubadas durante 2 min a temperatura de 30 °C. Ap0s esse periodo,
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foi lida a absorvancia no comprimento de onda de 412 nm, em espectrofotémetro.
Utilizou-se o coeficiente de extingdo molar de 13.600 M™ cm*, para calcular o teor
de tidis ndo protéicos, sendo os resultados expressos em nmoles de SH gt MF
(SEDLAK; LINDSAY, 1968).

2.7.3 Determinacao do teor declorofilaa (Chl @)

A quantificacdo do teor de Chl a seguiu a metodologia de Meeks e
Castanholz (1971). Apbs 10 dias de exposicdo ao As, as culturas contidas em
Erlenmeyrs foram transferidas para tubos de centrifuga. Em seguida, foram
centrifugadas a 12.000 xg, durante 20 min, a temperatura ambiente, sendo o
sobrenadante descartado e o concentrado de células ressuspendido em 1 mL de meio
BG-11. Posteriormente, as células foram rompidas por movimentos continuos com
seringas, bastéo de vidro e agitacdo em vortex.

Os tubos foram envolvidos em pape-auminio, para evitar danos
fotoxidativos. Nos tubos foi acrescentado o metanol (CH3OH) 100% (Merck) na
propor¢do de 9:1 (9 mL de CH3OH:1 mL de concentrado de células).

Apds 15 min no escuro, a temperatura ambiente, os tubos foram novamente
submetidos & vigorosa agitagdo em vortex, a fim de otimizar a extracdo dos
pigmentos.

Os extratos foram centrifugados a 12.000 xg, durante 10 min, a temperatura
ambiente, e 0 extrato metonodlico foi lido em espectrofotdmetro (modelo Hitachi
U2000), no comprimento de onda de 665,2 nm (Agss2), correspondendo a Chl a,
sendo 0 metanol puro usado como branco.

O céculo da concentracdo de clorofila a foi feito com base na formula
descrita por Meeks e Castenholz (1971):

C=A.a

em que:

C = concentracdo de clorofilaa (ug/mL);
A = absorvancia; e

a = coeficiente de absortividade para a clorofila, extraida com metanol (12,7).
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Os dados foram plotados em um gréfico, sendo descrita uma curva de

crescimento caracteristica de cada espécie sel ecionada.

2.8. Caracterizacdo morfolégica eregistro fotogr afico

Ass observactes morfol dgicas dos taxa sel ecionados foram feitas apos 10 dias
de exposicdo ao arsénio, em diferentes concentragdes: 0, 5, 150 e 250 mg L ™.

O materia fresco foi observado sob microscopia fotonica, utiliando-se um
microscopio de luz (modelo AX 70, Olympus) acoplado a um sistema de captura de
imagem (modelo UPhoto, Olympus), pertencente ao Setor de Anatomia Vegetal-
DBV/UFV.
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3. RESULTADOS

3.1. Isolamento eidentificacdo

O uso das técnicas de diluicdo em série, plagueamento em meio solido e
micropipetagem permitiu o isolamento répido e eficiente dos organismos. A
identificagcdo dos isolados por meio da observacdo em microscopia foténica permitiu
a descricdo de cinco taxa pertencentes a Classe Cyanophyceae, representadas pelas
ordens Nostoccales. Nostoc piscinale, Nostoc planctonicum, Nostoc sp e Calothrix
marchica e Oscillatoriales. Geitlerinema unigranulatum (Figura 1A-E).

As espécies pertencentes a ordem Nostoccales (Figura 2A-E) possuem
filamentos isolados ou ndo, longos ou curtos, sem ramificacdo, envoltos por uma
bainha mucilaginosa. Alguns formam emaranhados de tricomas ou filamentos, com
presenca de heterocitos intercalares e, ou, terminais, &pices isopolares ou
heteropolares. Também apresentam acinetos e se reproduzem por fragmentacdo dos
tricomas ou germinagdo dos acinetos. A coloragdo das células varia de verde-azulada
a amarronzada quando jovens e amarelada quando as células estdo em culturas
velhas. Na natureza, os organismos podem ser encontrados em ambientes subaéreos
ou perifiticos, entre macrofitas e algas de agua doce ou salgada, solos, sedimentos e
pedras, poluidos ou néo.

A representante da ordem Oscillatoridles, a espécie Geitlerinema
unigranulatum (Figuras 2F-G), possui filamentos longos dispostos em feixes e
emaranhados. S&o levemente atenuados nas extremidades, sem qualquer ramificacéo.
Os tricomas sdo homocitados e isopolares e se reproduzem através da formagdo de
hormogénios.
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Figural—llustragdo dos taxa isolados de &guas e solos contaminados com arsénio:
A)-Nostoc piscinale; B)-Nostoc planctonicum; C)-Nostoc sp; D)-
Calothrix marchica; e E)-Geitlerinema unigranulatum. Céula vegetativa
(Cv); acineto (A); heterdcito terminal e intercalar (H); e granulos (Gr).
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Figura 2A — Fotomicrografia (ML) de Nostoc piscinale. Célula vegetativa (Cv); e
heterdcito terminal eintercalar (H).

Figura 2B — Fotomicrografia (ML) de Nostoc piscinale exposta a tinta-nanquim.
Observar detalhe do espessamento da bainha mucilaginosa (Bm) e a
forma globosa das células vegetativas (Cv).
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Figura 2C — Fotomicrografia (ML) de filamentos de Nostoc planctonicum. Céula
vegetativa (Cv) e heterécito intercalar (H).

Figura 2D — Fotomicrografia (ML) de Nostoc sp. Detal hes dos filamentos mostrando
célulavegetativa (Cv) e heterécito terminal (H).
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Figura 2E — Fotomicrografia (ML) de Calothrix marchica. Detalhes dos filamentos
mostrando célula vegetativa (Cv) e heterécito terminal (H).

Figura 2F — Fotomicrografia (ML) dos filamentos de Geitlerinema unigranulatum.
Note a aparéncia granulosa das células e granulos de cianoficina (Gr)
(seta).
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Figura 2G — Fotomicrografia de (ML) Geitlerinema unigranulatum. Detalhe dos
granulos de cianoficina (Gr) e da bainha mucilaginosa (Bm).

Quando jovens, essas espécies apresentam coloracdo verde-oliva, e as
culturas velhas tendem a tornar-se alaranjadas. S&o0 observados nessas espécies
numerosos granulos de cianoficina (reserva de carboidratos). Os individuos podem
ser encontrados em ambientes subaéreos ou perifiton entre macrdfitas e algas de dgua

doce ou salgada, solos, sedimentos e pedras, poluidos ou néo.

3.2. Selecdo das espécies e andlise do crescimento

As curvas de crescimento obtidas nos trés géneros estudados mostraram a
fase Log ou de crescimento exponencial, evidente em todos os géneros. O tempo de
duracdo dessa fase variou entre 240 e 511 h nos dois parametros avaliados (N° Cél
mL™ e OD7s0nm). A fase estaciondria foi observada entre 240 e 528 h, ap6s o inicio
do crescimento, em todas as cianobactérias. Nessa fase foram observadas alteractes
nas culturas, como: mudanca de coloracdo e ateracdes na morfologia das culturas
(Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 — Valores médios do tempo de geracéo (TG) das cianobactérias isoladas

Espécie Tempo de Geracédo (horas)
Nostoc piscinale 107,4
Nostoc planctonicum 192,6
Nostoc sp. 152,4
Calothrix marchica 165,3
G. unigranulatum 204,1

Tabela 3 — Vaores médios do crescimento méximo das cianobactérias isoladas

Espécie Parametro Crescimento Maximo (h)
Nostoc piscinale Turbidez 415
N°cé mL™ 240
Nostoc planctonicum Turbidez 416
N° Cél mL™ 388
Nostoc sp. Turbidez 378
N° Cél mL™ 417
Calothrix marchica Turbidez 511
N°cé mL™ 391
Geitlerinema Turbidez 415

unigranulatum N® Cdl mL 475

Os vaores médios do tempo de geragdo e do crescimento maximo de cada
espécie foram obtidos por meio de equagdes de regressdo com significancia de 0,1%

de probabilidade e sdo apresentados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 — Representacdo gréfica das curvas de crescimento dos cinco organismos
isolados em funcdo do tempo, em horas (h). Dados obtidos das leituras de
OD750 nm (turbidez). *** efeito significativo a 0,1% de probabilidade, pelo
teste F.
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Figura4 — Representacdo grafica das curvas de crescimento dos cinco organismos
isolados em func&o do tempo, em horas (h). Dados obtidos das contagens
do N Cé mL™ *** efeito significativo a 0,1% de probabilidade, pelo
teste F.

24



Foram selecionadas as espécies de N. piscinale e G. unigranulatum. Entre as
especies isoladas, N. piscinale foi aquela que apresentou os menores valores de
turbidez e N° de Cel mL™ (1,03 e 77,87 . 10° mL™), respectivamente. Entretanto,
demonstrou maior tolerancia ao As em pré-testes laboratoriais, observacéo visua do
crescimento em diferentes concentracbes de As, em relacdo as demais espécies
isoladas, assim como G. unigranulatum. Esta Ultima exibiu valores atos para
turbidez e N° de Cel mL ™, diferindo significativamente das demais espécies.

A Andlise de variancia revelou efeito altamente distinto entre os fatores

tempo x cianobactérias (p = 0,05), sendo as médias dos tratamentos consideradas
diferentes pelo teste de Tukey.

3.3. Andlise de crescimento em presenca de ar sénio

O efeito do arsénio (As) no crescimento das espécies Nostoc piscinale e
Geitlerinema unigranulatum, em funcdo do tempo, sdo apresentados graficamente
nas Figuras 5 e 6. A densidade celular foi diferenciada entre as duas espécies,

conforme pode ser observado nos model os ajustados para N° de C4 mL™ e OD7so nm,
em func&o das doses de As (Tabela 4).

0,8

0,6

04

Densidade ética (DO750nm)

T 96
€
"R (horgs,

48

144

Te %
Mpo (horas) 48 0

Figura5— Representacdo gréfica da superficie de resposta da espécie Nostoc

piscinale. OD7s0nm (A) € N° de C4 mL™ (B) em funcdo do tempo e
diferentes concentracOes de As.
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Figura 6 — Representacdo grafica da superficie de resposta da espécie Geitlerinema

unigranulatum. OD7sonm (A) e N° de Cél L™ (B) em funcdo do tempo e de
diferentes concentractes de As.

Tabela4 — EquacOes de regressao gjustadas das variaveis célula (CEL) e turbidez
(TURB), em fungdo da concentragdo de As em Nostoc piscinale e
Geitlerinema unigranulatum, seguida do coeficiente de determinacéo (R?)

Téxon Equacédo Ajustada R2
1 TURB; = 0,15 + 0,0023*** TEMP - 0,00055*** As 0,93
1 CEL; = 27,44 + 0,1762*** TEMP - 0,056 *** As 0,87
2 TURB, = 0,30 + 0,0033*** TEMP - 0,0010*** As 0,88

2 CEL, = 41,92 + 0,1900*** TEMP -0,11 *** As 0,81

*** efeito significativo a 0,1% de probabilidade, pelo teste F.

O maior crescimento registrado foi observado no controle (0 mg L™ de As),
tanto em N. piscinale (OD7s0 nm de 0,79 nm e N° de células de 67,73 . 10° mL™)
quanto em G. unigranulatum (OD7s0nm de 1,26 nm e N° de células de
102,40 . 10° mL™). Em relagdo aos demais tratamentos, 0 crescimento reduziu
gradativamente com o aumento da concentracdo de As e 0 tempo de exposi Gao.

A andlise de varianciarevelou efeito altamente distinto entre os fatores tempo
X cianobactérias (p = 0,05).
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Concentragéo de As mg ¢ de biomassa seca

3.4. Acumulo de ar sénio nas espécies de cianobactérias

O acumulo de As nas cianobactérias foi influenciado pelas doses do
metaléide no meio de cultura (Figura 7). O maior acimulo de As em Nostoc
piscinale foi observado na dose de 150 mg L™, em que foram encontrados
20,58 g kg™ de biomassa seca. Entretanto, nas doses de 200 e 250 mg L™ ocorreu
decréscimo acentuado no As acumulado. Em Geitlerinema unigranulatum, o maior
acimulo de As foi na dose de 200 mg L™, em que foram encontrados 6,83 g kg™ de
biomassa seca. Houve decréscimo no As acumulado na dose de 250 mg L ™.

Os dados, quando submetidos a andlise de variancia, indicaram interacéo
significativa entre a concentracdo de As e as espécies estudadas (p = 0,05), sendo as

médias dos tratamentos consideradas diferentes pelo teste de Tukey.
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Figura 7 — Representacdo grafica da concentragdo de As acumulado nas células de
Nostoc piscinale e Geitlerinema unigranulatum, expostas a diferentes
doses de As (0,0; 5,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; e 250,0 mg L™, apds 10
dias de experimento.
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3.5. Concentracédo de proteinastotais

As diferentes concentragbes de arsénio (As) influenciaram a producéo de
proteina total nas células. Observou-se um pico maximo de proteina na dose de As
igual @ 50 mg L™ em Nostoc piscinale (781,19 pg mL™) e na dose de As de
100 mg L™ em Geitlerinema unigranulatum (30.737,28 pg mL™), em comparacéo
com o controle. N&o obstante, nas concentracdes de 150, 200 e 250 mg L™ observou-
se decréscimo na concentragao de proteinas nas duas espécies estudadas (Figura 8).

Os dados, apds serem submetidos a andlise de variancia, apontaram interacéo
entre a concentracdo de As e as especies estudadas (p = 0,05), sendo as médias dos

tratamentos consideradas diferentes pelo teste de Tukey.

B N.piscinale; Prot,= 679,35+41,75* As'%-4,23+** As; R2=0,91
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Figura8 — Representacdo gréfica da concentragdo de proteinas totais em Nostoc
piscinale e Geitlerinema unigranulatum, expostas a diferentes
concentragdes de As, apds 10 dias de experimento. *** e * efeitos
significativos a 0,1% e 5% de probabilidade, pelo teste F,
respectivamente.
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3.6. Concentracdo detidistotais ndo protéicos

Pelos dados da andlise de regressdo, foi observado que a concentragdo de
compostos tiolados nas células de cianobactérias (Nostoc piscinale e Geitlerinema
unigranulatum) foi influenciada pelas diferentes doses de arsénio (As) no meio de
cultura (Figura 9). Entretanto, a maior concentracdo de tidis observada em N.
picinale (0,0587 nmol g*) e G. unigranulatum (0,0533 nmol g*) ocorreu na dose de
150 mg L™ de As. A concentracgo de tidis decresceu proporcional mente nas doses
maiores de As (200 e 250 mg LY.

Através da andlise de variancia, observou-se efeito significativo (p = 0,05)
sobre o fator organismo e tratamento. Entretanto, ndo houve interacdo significativa

entre os mesmos fatores, sendo as médias dos tratamentos consideradas diferentes

pelo teste de Tukey.
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B N.piscinale; Tig|,= 0,026+0,00049** As-0,0000021**As%; R?=0,76
G unigranulatun; Tig| = 0,036+0,00033*** As-0,0000013*** As’; R?=0,92
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Figura9 — Representacdo grafica da concentracdo de tidis totais ndo-protéicos em
Nostoc piscinale e Geitlerinema unigranulatum, expostos as diferentes
concentragoes de As, apés 10 dias de experimento. *** e ** efeito
significativo a 0,1% e 1% de probabilidade, pelo teste F, respectivamente.
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3.7. Contetido de clor ofila a

A andlise de regressdo evidenciou que a producdo de Chl a se aterou em
funcdo do aumento na concentracdo de As, tanto em Nostoc piscinale quanto em
Geitlerinema unigranulatum, em comparagdo com o controle, sendo 0s maiores
valores de Chl a observados no controle (2,66 e 4,25 g mL ™), em N. piscinale e G.
unigranulatum, respectivamente. Entretanto, houve reducéo nos demais tratamentos.
A diminuicdo no contetdo de Chl a foi menos significativo em N. piscinale,
enquanto em G. unigranulatum a redugcdo foi mais acentuada, em relagdo aos
maiores tratamentos (200 e 250 mg L™ de As), conforme mostrado na Figura 10.

Os dados submetidos a andlise de variancia indicaram interacdo entre a
concentracdo de As e as cianobactérias (p = 0,05), sendo as médias dos tratamentos

consideradas diferentes pelo teste de Tukey.
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Figura 10 — Representacéo grafica do conteldo de Chl a em Nostoc piscinale e
Getlerinema unigranulatum, expostas as diferentes concentragbes de
As, apés 10 dias de experimento. *** e * efeitos significativos a 0,1% e
5% de probabilidade, pelo teste F, respectivamente.
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3.8. Caracterizacdo morfoldgica das células de cianobatérias expostas ao ar sénio

Apds 10 dias de exposicdo ao arsénio (As), foram observadas alteraces na
coloragdo e reducdo no volume de biomassa produzida pelas duas espécies (Figuras

11A-D e 12A-D); 0 mesmo ndo ocorreu com o controle.

Figurall —Efeito do As nas culturas de Nostoc piscinale, apés 10 dias de
experimento, nas concentragbes. A:0,0; B:50; C:150,0; e
D: 250,0 mg L™

Figura 12 — Efeito do As nas culturas de Geitlerinema unigranulatum, apos 10 dias
de experimento, nas concentragbes. A:0,0; B:50; C:150,0; e
D: 250,0 mg L™
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Em Nostoc piscinale, observou-se diminuicdo do nimero e disposicdo dos
filamentos das culturas tratadas com As. Nas culturas-controle, os filamentos
estavam envolvidos por uma bainha espessa formando verdadeiros emaranhados e
coloragdo esverdeada. Ja nos tratamentos de 5, 150 e 250 mg L™ os filamentos
apresentaram-se, N0 microscopio optico, mais isolados, com células soltas, tamanho
reduzido e coloragdo amarelada (Figuras 13A-D).

Em Geitlerinema unigranulatum, os filamentos mostraram-se com uma
coloracdo verde-oliva consistente, tanto no controle quanto nos demais tratamentos.
Ao microscopio Optico, os filamentos estavam mais emaranhados nos tratamentos
com As, com tamanho reduzido e algumas células soltas (Figura 13A-D).

Nas Figuras 13A-D, apresentam-se fotomicrografia (ML) de filamentos de
Nostoc piscinale exposta a diferentes concentragdes de As (A: 0,0; B: 5,0; C: 150,0;
e D: 250,0 mg L), apés 10 dias de experimento.

<Cv

¢
.

20um F g g
Figura 13A — Fotomicrografia (ML) de filamentos de Nostoc piscinale (controle).
Observar filamentos retilineos (seta) e células vegetativas (Cv) com

aspecto normal, ap6s 10 dias de experimento.
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Figura 13B — Fotomicrografia (ML) de filamentos de Nostoc piscinale. Tratamento
(5 mg L™). Observar filamentos (seta) mais curtos que longos, apés 10
dias de experimento.
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Figura 13C — Fotomicrografia (ML) de filamentos de Nostoc piscinale. Tratamento
(150 mg L ™). Detalhes da presenca de filamento isolado com muitos
acinetos (A) e reducdo do protoplasto (P), apos 10 dias de experimento.
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Figura 13D — Fotomicrografia (ML) de filamento de Nostoc piscinale, com coloracéo
de nanquim, tratados com 250 mg L. Detalhe da bainha mucilaginosa
(Bm) menos espessa e células vegetativas (Cv) deformadas e sem
protoplasto ao longo do filamento.

Na espécie G. unigranulatum, observou-se que as células expostas a
concentragdo méxima de As (250 mgL™) foram mais afetadas. Os granulos no
interior das células tornaram-se pouco visiveis em relacdo ao controle. As alteractes
morfol 6gicas nesta espécie foram pouco evidentes, para as demais concentragdes de
As (Figura 14B-D).

Nas Figuras 14A-D, fotomicrografia (ML )/contraste de fase dos filamentos de
Geitlerinema unigranlatum exposta a diferentes concentracdes de As: A: 0,0; B: 5,0;
C: 150,0; e D: 250,0 mgL %, apds 10 dias de experimento.



Figura 14A — Fotomicrografia  (ML)/contraste de fase de Geitlerinema
unigranulatum (controle). Aspecto normal dos filamentos (setas), com
apresenca de granulos (Gr), ap6s 10 dias de experimento.
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Figura 14B — Fotomicrografia (ML) Geitlerinema unigranulatum cultivada em BG-
11 com As (5 mg L™): aspecto geral dos filamentos (seta). Detalhe da
presenca de granulos (Gr), caracteristica marcante dessa espécie.
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Figura 14C — Fotomicrografia (ML) Geitlerinema unigranulatum tratada com
(150mg L™) de As, mostrando filamentos mais isolados e curtos
(setas).

Figura 14D — Fotomicrografia (ML) mostrando filamentos de Geitlerinema
unigranulatum. Céulas cultivadas no tratamento (250 mg L™) de As.
Aspecto geral dos filamentos desorganizados (setas) e células sem
protoplasto (ponta de seta).
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4. DISCUSSAO

As pesquisas aqui realizadas com as cianobactérias se devem ao fato de que
tais microrganismos sdo freglentemente encontrados em ambientes poluidos,
especidmente naqueles onde ocorrem concentragBes significativas de metais e
metaldides, entre eles 0 arsénio (As). A partir da amostragem oriunda de éreas
contaminadas por As, foi possivel isolar e identificar, com sucesso, espécies de
cianobactérias, que foram utilizadas posteriormente em experimentos de laboratério.

O conhecimento do padréo de crescimento das cianobactérias permitiu a
selecdo das espécies de Nostoc piscinale e Geitlerinema unigranulatum para os
experimentos posteriores. As duas espécies selecionadas possuem caracteristicas
distintas, 0 que permitiu avaliar a resposta de crescimento diante das diferentes
concentragdes de As (0,0; 100,0; 150,0; 200,0; e 250,0 mg L'l). Tanto N. piscinale
guanto G. unigranulatum apresentaram taxas de crescimento inferiores as do
controle, em comparagd0 com OS tratamentos. Entretanto, as duas espécies
mantiveram o crescimento até o final do experimento, fato que permitiu inferir que
concentragdes menores de As otimizardo futuros estudos de biorremediacdo com as
cianobactérias, pois as doses de As utilizadas no experimento foram reamente altas.
Apesar de serem possivelmente encontradas em solos e corpos de agua préximos as
areas de mineragéo de ouro.

Planas e Healey (1978) mostraram gque em Anabaena sp. e Cryptomonas sp. 0
crescimento ndo foi afetado quando as células foram cultivadas a uma concentracéo

igual a 30 pg/mL de arsénio no meio. A exposicdo ao As também ndo foi toxica para
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Skeletonema costatum quando individuos foram expostos as concentragbes de
1 pg/mL na presenca de 2,7 pg/mL de P no meio de cultura (SANDERS, 1979).

As cianobactérias, em geral, sdo relatadas como organismos resistentes aos
efeitos do arsénio (MATSUTO, 1984; THIEL, 1988). Provavel mente, isso foi devido
a capacidade das cianobactérias em formar corpusculos de polifosfato intracelular, os
guais armazenam fosfato em condi¢cdes de estresse (JACOBSON; HALMANN,
1982).

Os resultados da producdo de Chl a nas duas espécies comprovaram a
alteracdo no teor de Chl a em func@o do aumento da concentracdo de As, sendo os
maiores valores de Chl a observados no controle de 2,66 e 4,25 pg mL™ em N.
piscinale e G. unigranulatum, respectivamente, corroborando as demais analises de
crescimento (n° de cél mL™ e leitura da OD7soum).

De modo geral, as espécies sofreram reducdo da biomassa (OD7sonm, N° de cél
mL™ e Chl a). A reducdo do crescimento é um dos mais freqgiientes sintomas
observados numa condic&o de estresse ambiental nos organismos. Por causa do efeito
téxico, o As geramente promove efeitos del etérios ou inibitorios nesses organismos.

Embora haja poucos relatos sobre o efeito direto do As nos sistemas de
pigmentos, sabe-se que o teor de clorofila pode ser alterado em condicéo de estresse,
acarretando alteracbes no crescimento das plantas ou de microrganismos
fotossintetizantes, como as cianobactérias (MATHIS; KLEO, 1973).

O input de metais e metaldides acumulados pelas cianobactérias e outros
organismos como microalgas e plantas superiores tem aumentado consideravel mente,
segundo alguns autores. Matsuto et al. (1984) observaram que a cianobactéria
Phormidium sp acumulou 19.000 pg.mg™* de As em sua biomassa seca. Naddaf
(2004), anadlisando culturas de cianobactéria Synechoccocus leopoliensi, obteve
concentrages de Cd de até 95 pg.g™* (matéria fresca).

Francesconi et al. (2002) e Ma et a. (2001) relataram que em Piteris vittata e
Pityrogramma colomelanos as plantas acumularam as seguintes concentracdes de As
em sua biomassa seca: 23.000 e 8.350 mg kg™, respectivamente. Guimaraes (2006),
avadiando o potencial acumulador das macrdfitas Azolla caroliniana, Salvinia
minima e Lemna gibba, encontrou valores de As acumulado de 0,130; 0,200; e
1,397 mgg ™ de As, respectivamente, na biomassa seca, quando as plantas foram

expostasa5 mg L™ de As.
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Os resultados de acimulo de As mostraram que as cianobactérias estudadas
foram capazes de absorver e acumular As. Tal absorgéo ocorreu proporcionalmente a
concentracdo do metaldide no meio de cultura, como aconteceu NnoOSs oOutros
organismos. Foi possivel observar em N. piscinale que ela atingiu um platd de
absorcdo no tratamento equivalente a 150 mg L™ de As (20,58 mg™ g), em sua
biomassa seca, enquanto G. unigranulatum teve seu platé na concentracdo de 200 mg
L de As (6,83 mg™ g) em sua biomassa seca.

E sabido que a acumulagdo de As é feita através de biossor¢do, utilizando-se
processos biolégicos, quimicos e fisicos, 0 que pode ocorrer em células vivas ou
mortas (BECEIRO-GONZALEZ et a., 2000; CALZADA et al., 1999; GENTER,
1996). Os principais mecanismos envolvidos na biossor¢do séo: adsorcgéo e absorcéo
(GENTER, 1996). No entanto, é importante ressatar que esses mecanismos
antecedem respostas dos organismos ao estresse (BECEIRO-GONZALEZ et al.,
2000; PIRSZEL et al., 1995), ou sgja, a absorcéo de As pode ser dependente do
estadio fisiologico das células.

A absor¢do de As em N. piscinale e G. unigranulatum ocorreu nafase “Log”.
Dados semelhantes foram relatados por Maeda et a. (1992), que observaram taxa
maior de absor¢do de As em cianobactérias durante afase “Log”, ou sgja, fase 6tima
de crescimento, com diminuic¢éo quando as células entraram na fase estacionaria, em
gue provavelmente a excrecéo de formas de As inorganicas e organicas tenha sido
maior gue a absor¢cdo do elemento. De acordo com Dembistsky e Rezanka (2003),
Kaise et a. (1999), Cervantes et a. (1994) e Matsuto et al. (1984), as células das
cianobactérias, depois de determinado tempo de exposicdo ao As, sdo capazes de
excretar formas metiladas ou ndo desse elemento.

N&o se constatou se houve biotransformagdo ou metilagcéo de arsénio pelas
células de N. piscinale e G. unigranulatum, visto que neste trabalho foi analisado
somente o arsénio total.

Bottino et al. (1978) identificaram a ocorréncia da excrecdo de As acumulado
em células de Phormidium sp., Hymenomonas carteare e Tetraselmis chui,
respectivamente. E importante ressaltar que a excrecdo de As por esses organismos
ocorreu somente apés a absorgao ter alcancado o seu plato.

Em N. piscinale e G. unigranulatum, as maiores taxas de acimulo de As
ocorreram nos tratamentos em que as concentragdes de As eram maiores. Nesses

casos, visuamente foi observado que houve reducéo na producéo da biomassa. Esse
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comportamento esta relacionado ao efeito toxico do As sobre o crescimento das
cianobactérias, resultando em morte celular, ou atribuido a deficiéncias nutricionais,
como auséncia de fosfato (PO4) no meio de cultura. Isso vai de acordo com os
resultados obtidos por Bottino et al. (1978), em que as maiores taxas de absor¢éo
foram obtidas quando o meio de culturafoi suplementado com fontes de PO, .

Fator primordial em estudos de absor¢do de arsénio por cianobactérias e
microal gas € a quantidade de biomassa necessaria para a conducéo dos experimentos.
Apesar de ser esse um parametro importante, ndo foi encontrada na literatura uma
descricdo uniforme da quantidade de biomassa algal que deveria ser utilizada para
responder, adequadamente, & exposi¢do ao contaminante, No caso O arsénio.

Segundo Beceiro-Gonzalez (2000), quanto maior a quantidade de biomassa
produzida, maior a quantidade de sitios de ligagdo disponiveis que facilitam os
processos de absorcdo pelas células de algas. Gomes (2005) sugeriu 0 uso de
biomassa de cianobactéria igual ou superior a 1,0 g de peso de matéria seca para a
conducao dos experimentos.

A composicdo do meio de cultura também é outro fator importante. Segundo
Knauer et a. (1999) e Planas e Healey (1978), a absor¢éo de As por cianobactérias
depende da forma quimica e concentragcdo de As no meio de cultura. O fosfato tem
papel primordia na reducéo dos efeitos toxicos desse elemento nas células dagueles
organismos expostos a0 metaldide (CALZADA et a., 1999; PLANAS; SANDRS,
1979; HEALEY, 1978; THIEL, 1988).

De acordo com os resultados deste estudo para os parametros CaT, proteina
total, tiGis totais ndo protéicos e Chl a, observou-se que os efeitos foram semel hantes,
em todos os tratamentos de As.

Sabe-se que os organismos, de maneira geral, possuem sistemas de defesa
antioxidante, os quais atuam na destoxificacdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) de formas diferenciadas. As EROs sdo favorecidas pelos fatores ambientais,
entre eles a exposicdo aos metais e metalGides como o As. O efeito deletério das
EROs ocorre quando estas estdo em quantidades excessivas no organismo,
ultrapassando a capacidade deste de neutralizé-las através dos sistemas naturais. O
sistema antioxidante dos organismos promove a remog¢d das EROs formadas
durante 0 metabolismo intracelular (YU, 1994). Os sistemas antioxidantes, por sua
vez, parecem possuir a capacidade de adequar-se ao aumento da producéo de EROs,

através do aumento, reducdo ou estabilizac&o de sua atividade.
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Os Cal sdo compostos que, aém de funcionarem como pigmentos
acessorios, possuem importante capacidade para neutralizar e, ou, desintoxicar vérias
formas EROs. E importante ressaltar que o incremento significativo ocorrido na
producdo de CalT em N. Piscinale, no tratamento de 100 mg L™ de As
(339,64 mg L ™), permitiu associar a producdo de Cal a um mecanismo de proteco,
nessa espécie. A gueda da producéo de CaT em concentragdes mais atas de As (200
e 250 mg L), em N. piscinale, possivelmente esteja relacionada a diminuicdo da sua
capacidade antioxidante, ou sgja devida a reducéo de biomassa que ocorreu em face
do efeito toxico do As.

O contr&rio foi observado em G. unigranulatum, onde houve reducdo na
producdo de CaT nos tratamento com As, em comparagdo com o controle. Nessa
espécie, os Cal podem ndo estar associados a mecanismos de defesa nas células. Em
organismos fotossintetizantes, como as cianobactérias, pigmentos da classe dos
carotenGides compdem um dos sistemas ndo-enzimaticos para neutralizacdo das
EROs (THOMAS et al., 1998), dai a sua associacdo com uma agdo protetora nas
especies estudadas. Entretanto, relatos associados aos efeitos dos CaT e a sua agéo
protetora sobre as células de cianobactérias, expostas aos metais pesados, sdo
inexistentes.

Nesses experimentos, os resultados obtidos na producdo de proteinas totais
demonstraram que houve incremento na producéo de proteinas no tratamento de 50
mg L™ de As, em N. piscinale (781,19 pg mL™), e no tratamento de 100 mg L™ de
As, em G. unigranulatum (30.737,28 pg mL™); posteriormente, houve reducéo em
ambas as espécies, nas maiores concentragdes de As. Na producdo de tiois totais ndo-
protéicos, houve incremento no tratamento de 150 mg L™ de As em N. piscinale
(0,0587 nmol g') e no tratamento de 100 mg L™ de As, en G. unigranulatum
(0,0533 nmol g?), reduzindo a producdo de tidis totais ndo-protéicos nas
concentragdes mais el evadas de As, nas duas cianobactérias.

Sabe-se que as proteinas podem ser afetadas pelas EROs, através da oxidacéo
das cadeias |aterais de aminoécidos, assim como atraveés das reagdes secundérias com
produtos aldeidicos da peroxidagio lipidica (SANDALIO et a., 2001;
REINHECKEL et al., 1998). Proteinas e compostos tidlicos estdo envolvidos nos
mecanismos de defesa enzimaéticos e ndo-enziméticos e protegem as células contra o
estresse oxidativo provocado pelas EROs. Ta fato confere a esses elementos a

capacidade de eliminacdo ou, entdo, impede a transformacéo deles em produtos mais
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toxicos para as células. Porém, sob condigdes extremas de estresse oxidativo, 0s
organismos podem ter a funcionalidade desses compostos (proteinas e tidis)
comprometida.

Estudos fisioldgicos tém mostrado que um dos principais mecanismos de
tolerancia das cianobactérias aos metais envolve a complexacéo de ions metalicos no
citosol, pelas metalotioneinas (MTs) classe |1, de proteinas que se ligam aos metais,
reduzindo-os ou inativando-os da toxicidade de ions metdlicos, ou pelas
fitoquelatinas, que sdo compostos tidlicos (LIU et a. 2003; SILVER,;
WALDERHAUG, 1995; GUPTA et d., 1993;). Por isso, avaiou-se a producdo de
compostos tidlicos (contendo grupos -SH), que sdo de grande importancia como
mecanismos de defesa contra os ions metdlicos.

Os resultados desses experimentos permitiram mostrar que 0S COMpPOStos
tidlicos estdo envolvidos nos mecanismos de resisténcia ao As, semelhantemente as
proteinas. Apesar de serem oriundos de estudos preliminares, os resultados indicaram
a existéncia de um processo associado de protecdo as células das cianobactérias.
Assim como em outros organismos, a producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) é favorecida pelos fatores ambientais que levam a0 estresse, como € a
exposicdo aos metais. Ta exposicdo induz os organismos a aumentar as defesas
antioxidantes (ndo-enzimaticas e enzimaticas) (MALLICK; MOHN, 2000). Os
compostos tidlicos estdo entre as defesas ndo-enziméticas e sdo descritos como 0s
principais responsaveis pelos efeitos antioxidantes das proteinas plasméaticas. Apesar
de os niveis desses compostos terem sido baixos nas cianobactérias estudadas, foi
possivel associar a sua producdo ao estresse oxidativo. Verificou-se que o
incremento de compostos tidlicos na presenca de concentragdes baixas de As podem
atuar como resposta de protegdo para 0s organismos estudados, visto que podem,
também, estar envolvidos no processo de desintoxicagdo de metais.

A toleréncia aos metais, especialmente ao As, tem sido relacionada com o
potencial de alguns microrganismos de sintetizar peptideos de baixo peso molecular
e ricos em enxofre, como s80 0S compostos tidlicos, 0s quais estdo relacionados com
a complexagdo dos ions (SCHMOGER et a., 2000). O As é armazenado como
complexo As (Il)-tristiol, tendo como doadores de elétrons possivelmente
componentes como a glutationa ou fitoquelatinas, induzidas por intermédio da acéo
de enzimas antioxidantes na presenca de cations metalicos (SRIVASTAVA €t d.,
2004) e de anions como arsenito e arsenato (RAUSER, 1999).
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Os resultados preliminares evidenciam que a tolerancia das espécies N.
piscinale e G. unigranulatum estd, de fato, associada a capacidade dos organismos de
desenvolver sistemas antioxidantes eficientes. Nesse sentido, fazem-se necessarios
estudos mais aprofundados (bioquimicos, fisioldgicos e moleculares) sobre o efeito
da exposicdo dessas espécies ao As por um periodo mais prolongado.

As dteragdes morfoldgicas causadas as células, apds a exposicdo ao As (12
dias), variaram de acordo com as doses aplicadas. Em tratamentos com
concentragdes inferiores a 5 mgL™” de As, ndo foi possivel observar, através da
microscopia optica, alteracbes morfol gicas drasticas. V erificou-se pequena reducéo
de filamentos nas culturas das duas espécies. Entretanto, nas concentracfes de 150 e
250 mg L™ de As houve desestruturacéo e desorganizacdo dos filamentos e das
cdulas de N. Piscinale, enquanto em G. unigranulatum se observou apenas
diminuicgdo dos filamentos na cultura, o que ndo ocorreu com o tratamento-controle.

Descricdes sobre as alteracbes morfolgicas e ultra-estruturais em células de
cianobactérias sob condicbes de estresse de As sdo raras e corroboram relatos de
Gomes (2005), que ressalta a importancia de descrigdes detalhadas dos efeitos do As
na morfologia de células de cianobactérias.

Gomes (2005) demonstrou que as ateragdes observadas nas células de
cianobactérias e algas podem estar relacionadas com funcdes desempenhadas pelo P
nas células, como: reducdo do crescimento, observado em Sigeoclonium UFV-E02;
formacdo de grénulos densos no citoplasma, em Geitlerinema UFV-EO1,
provavelmente corplsculos de polifosfato, relatados na literatura (PLANAS;
HEALEY, 1978; SANDERS, 1979; JACOBSON; HALMANN, 1982; THIEL, 1988;
CERVANTES et al., 1994).

Estudos de microscopia de luz associados a microscopia eletronica (ultra-
estrutura) auxiliardo a compreensdo das alteragcbes morfolégicas causadas pelos
efeitos do As, por exemplo, na parede celular e nos tilacdides. Tais estruturas sao,
geralmente, as mais afetadas quando as cianobactérias sdo submetidas a estresse por
poluentes. As ateragdes morfolégicas observadas nos organismos podem ser
responsaveis pelas diferencas na capacidade de biossorcéo de poluentes (organicos e
inorganicos), incluindo o As, o que ird afetar o potencial de tolerancia e de absorcéo

de As, assim como de outros poluentes.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo apontaram que as cianobactérias Nostoc piscinale
e Geitlerinema unigranulatum séo capazes de absorver e acumular arsénio (As) em
ambientes aquéticos e terrestres.

A concentragdo de As e 0 tempo de exposicao foram fatores preponderantes
no crescimento tanto de N. piscinale quanto de G. unigranulatum.

A diferenca significativa na absor¢éo de As por N. piscinale em relagdo a G.
unigranulatum pode estar associada a caracteristicas metabdlicas diferenciadas ndo
estudadas.

Ao considerar o potencial de extracdo e acimulo, N. piscinale mostrou-se
como a espécie de maior potencial para estudos de remocdo de poluentes, em
concentragdes menores, enquanto G. unigranulatum apresentou tolerancia a
concentragdes maiores, mesmo tendo produzido menor biomassa em relagdo ao
controle.

A determinacd do teor de proteina e tidis ndo-protéicos forneceu
informagdes importantes. Podem o incremento e, ou, a reducdo desses elementos
estar associados a prevencdo de danos celulares provocados pelo estresse oxidativo
causado pela exposicdo a0 As, apesar de serem pouco avaiados em estudos
toxicol ogicos.

Redugbes no crescimento, producéo de Clorofila a e as alteragdes

morfoldgicas significativas s ocorreram nas concentragdes maiores de As. Sob as



demais concentracdes de As utilizadas, observou-se maior capacidade de adaptacdo e
protecdo dos organi smos.

Sugere-se que pesquisas com cianobactérias sgjam mais incentivadas, no
sentido de selecionar espécies tolerantes para serem utilizadas em estudos de
biorremediacdo de metais pesados e metal 6ides como 0 As.
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