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RESUMO

As cianotoxinas sdo produzidas por diversos géneros de cianobactérias, possuem
acao hepatotoxica e foram as responsaveis por varios casos de intoxicacdo em
mamiferos. Estudos com hortalicas ttm demonstrado os efeitos das microcistinas
(MCs) sobre a germinacdo de sementes, o desenvolvimento das plantulas e o
metabolismo, além do acumulo nos tecidos foliares. O que caracteriza uma
importante via de contaminacdo para o0 homem através da irrigacdo com agua
contendo cianotoxinas. Esse trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da
aplicagdo de extrato bruto de Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kutzing, com
linhagem produtora e ndo produtora de MCs, para a germinacdo de sementes, e o
desenvolvimento de plantulas e plantas de ricula, variedade Folha larga. Sementes
germinadas em papel mata-borrao foram expostas a concentragdes entre 0,5 a 100
ug.L? de MC-LR equivalente durante sete dias. Plantas cultivadas em vasos
contendo substrato comercial para hortalica foram irrigadas com solucdo aquosa
contendo 0,5 a 10 pg.L ™ de MC-totais, ou seja, considerando todas as variantes
presentes no extrato com MC. Valores de massa seca correspondentes foram
empregados para o tratamento com extrato bruto sem microcistina, além de controle
com agua. Os resultados mostraram que MC-LR equivalente causou inibicdo de 30%
no comprimento da parte aérea das plantulas e aumento na atividade da enzima
peroxidase (POD). As concentracdes aplicadas de MC-totais causaram o aumento
na atividade da POD apenas para a planta jovem (folhas e raizes). Com isso, 0s
resultados indicaram que ndo houve efeitos alelopaticos na germinacdo de
sementes e na formacao das plantulas, cujas sementes ndo foram susceptiveis aos
tratamentos. O mesmo ocorreu com as plantas jovens e adultas expostas aos
extratos brutos, nas concentracbes testadas de MC-totais. Houve diferenca no
estresse oxidativo entre plantas jovens e adultas frente a exposicdo aos extratos
brutos da cianobactéria produtora de MCs. A irrigacao de rucula com MC-totais nas
concentracdes de 0,5 a 10 ug.L™ provavelmente ndo oferece risco para a seguranca
alimentar, visto que ndo houve acumulo nos tecidos foliares com as variantes de
MCs presentes na composicédo dos extratos utilizados. Muitas dessas variantes sao

desconhecidas ou sua acdo ainda nao foi investigada. Extratos com composicéo



diferente de variantes poderiam influenciar ndo s6 nos efeitos alelopaticos como no
processo de biocumulagé&o.

Palavras-chave: cianobactérias; contaminacao alimentar; horticultura; microcistinas;
substancias toxicas.



ABSTRACT

Cyanotoxins are produced by several cyanobacteria genera. They have hepatotoxic
action and have been responsible for several cases of intoxication. Studies on
vegetables have shown the effects of microcystins (MCs) in seed germination,
seedling development and metabolism. Another concern is the crop irrigation with
water containing cyanotoxins due to the possibility of toxin accumulation in leaf
tissues. This characterizes an important route of contamination to humans. The aim
of this study was to investigate the effects of non-purified extracts of Microcystis
aeruginosa (Kutzing) Kitzing in the germination of seeds, development of seedlings
and plants of rocket (large-leaf variety). Effects of both, toxic and non-toxic strains,
were evaluated. Seeds were germinated on filter paper and than exposed to MC
solution (concentrations ranging from 0,5 to 100,0 pg.L™ of MC-LR equivalent) during
seven days. Plants growing in commercial substrate for vegetable were irrigated with
MC solution (concentrations ranging from 0,5 to 10,0 ug.L ™ de MC-total). Treatments
containing the non-toxic strain extract (dry mass equivalent of the toxic treatment)
and water (negative control) were carried out together with the toxic ones. MC-LR
equivalent treatment caused inhibition of 30% in shoot length and increased activity
of peroxidase (POD) in seedlings. The applied concentrations of MC-total caused
increase in POD activity in young plant (leaves and roots). On the other hand,
allelopathic effects were not found either on seeds germination or seedling
development. Also, no allelopathic effects were found in the juvenile and adult plants
exposed to extracts with any of the MC-total concentrations. Young and adult plants
had different oxidative stress responses when exposed to extracts of the MCs-
producing strain. Therefore, future studies should be conducted with individuals at
the young stages of development. Finally, as there was no MC accumulation in leaf
tissues, the irrigation of crops with MC-total concentrations from 0,5 to 10,0 ug.L™
must not cause risk to food safety. Many of MC variants used in this study are
unknown or their action has not been investigated so far. Extracts with different
variants compositions could influence not only on the allelopathic effect, but also the

bioaccumulation results.
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1. INTRODUCAO

Os problemas gerados pela intervencdo humana nos ecossistemas naturais
tém causado uma infinidade de problemas. Dentre eles, varios interferem
diretamente na saude humana, tal como a eutrofizagdo dos corpos d’agua, causada
pelo enriquecimento da agua por nutrientes, geralmente oriunda de matéria organica
de esgoto ndo tratado. Em ecossistemas eutrofizados podem ocorrer floracbes de
algas e cianobactérias. Em consequéncia disso, a agua apresenta, muitas vezes, a
coloracao esverdeada referente a biomassa desses organismos.

Essas floracbes promovem a redugdo dos niveis de oxigénio durante a
decomposicdo dessa biomassa, causando a morte de peixes e outros organismos
aguaticos. Além disso, as cianobactérias sao capazes de produzir uma ampla gama
de compostos tdéxicos e biorreativos, que de uma forma ou de outra, acabam
entrando na cadeia de consumo humana (CARMICHAEL, 2001).

Alguns autores sugerem que esses produtos secundarios produzidos por
cianobactérias possam ter funcdes alelopaticas (KEARNS, 2001; BOROWITZKA,
1995; MOORE, 1996; SMITH,1999; SCHWARTZ et al., 1990). O termo alelopatia &
definido como o efeito prejudicial e, ou, benéfico entre plantas através de interacdes
guimicas, incluindo os microrganismos (RICE, 1984).

As cianobactérias podem ser consideradas um grupo bem diversificado em
termos de morfologia, fisiologia e metabolismo (CODD, 1995). Aléem disso, algumas
possuem a capacidade de realizar fotossintese tanto em meio aerébico quanto
anaerdbico, apresentando assim, rapido crescimento em diferentes ambientes
(RESSOM et al, 1994). Além disso, algumas espécies tém a capacidade de fixar
nitrogénio, e muitas delas possuem a habilidade de produzir metabdlitos toxicos,
como as cianotoxinas.

As cianotoxinas séo classificadas em cinco grupos funcionais, de acordo com o
local de acdo em mamiferos: hepatotoxinas; neurotoxinas; citotoxinas e
dermatotoxinas (lipossacarideos) (SIVONEN, 1999; SAKER, 2000). Dentre as quais,
as microcistinas (hepatotoxinas) sdo um grupo de toxinas muito estudado,
principalmente devido a ingestdo acidental por seres humanos e outros animais,
além de serem extremamente toxicas a estes. Efeitos hepatotdxicos agudos e
hepatocancerigenos cronicos ja foram relatados (DAWSON 1998; DIETRICH, 2005).



O caso mais grave conhecido ocorreu no Brasil, no municipio de Caruaru, onde
76 pacientes de uma clinica de hemodialise morreram em decorréncia do uso de
agua contaminada com microcistinas nas maquinas de dialise (JOCHIMSEN et al.,
1998; AZEVEDO et al., 2002; YUAN et al., 2006). Esse incidente obrigou o Ministério
da Saude a criar a Portaria 518 (BRASIL, 2004) que estabeleceu o valor maximo de
1,0 pug.L™* de microcistina na agua tratada para consumo humano.

Este valor esta de acordo com o limite estabelecido pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) baseado em estudo de ingestdo oral da microcistina em
camundongos (WHO, 1998). Na China, estudos indicaram que a taxa de mortalidade
por cancer primario de figado estava relacionada com fontes de agua potavel
contaminadas por microcistinas (MC-LR) (LIAN , 2000; YU, 2001).

As microcistinas sdo produzidas por diversos géneros de cianobactérias, dentre
estes, Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Anabaenopsis, Nostoc e Hapalosiphon
(CARMICHAEL,1992; SKULBERG et al., 1993). As microcistinas sdo heptapeptideo
ciclico, consistindo em sete aminoacidos, incluindo diversos D-aminoacidos: N-
metildehidroalanina e B-aminoacido hidrofébico, 3-amino-9-metoxi-2-6,8-trimetil-10-
fenildeca-4,6-acido diendico (Figura 1) (BOTES et al., 1985).

S&o descritas mais de 80 variantes de microcistinas, sendo a variacéo
principalmente nos dois L-aminoacidos, juntamente com alteracbes de cadeias
laterais, por exemplo, entre o hidrogénio ou grupos metil (SIVONEN, 1999;
ZURAWELL et al., 2005). Desta forma, as microcistinas sdo nomeadas de acordo
com dois amino&cidos variaveis e outras variagfes estruturais menores. As variantes
mais comumente encontradas sdo as MC-LR, MC-YR e MC-RR. Dentre estas, MC-
LR pode ser considerada a mais perigosa para a saude humana em relagdo a sua
toxicidade, uma vez que € a mais potente em comparacdo as demais variantes
(DLso=43 ug.Kg™* de camundongo) (GUPTA et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura quimica da molécula de microcistina-LR, uma hepatotoxina.

E bem documentado que as microcistinas causem a inibicdo de proteinas
fosfatases 1 e 2A (PP1 e PP2A), importantes enzimas que agem como catalisadores
na desfosforilacdo de residuos de serina/treonina em fosfoproteinas. S&o muito
importantes para o crescimento normal das células e metabolismo, sendo esse o
principio de seu efeito toxico em animais e plantas (MACKINTOSH et al., 1990).
Também é conhecido que as microcistinas induzem danos ao DNA (RAO, 1996). Tal
fato foi demonstrado por Zhou et. al. (2000) em estudos com células livres de
extratos de Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing e a MC-LR purificada, que
indicaram a fragmentacgdo significativa do DNA de células de camundongo. Também
foi observada alteracdo na atividade de algumas enzimas como lactato
desidrogenase (LDH), apés o envenenamento dos mesmos por microcistina
(GUZMAN, 1999; DING etal., 2000, 2001b).

Enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) e superdoxido dismutase (SOD)
aumentaram significativamente em hepatécitos de carpa expostos a MC-LR. Em
hepatdcitos de ratos expostos ao extrato bruto de cianobactéria também foram
detectados perdas de lactato desidrogenase (LDH), peroxidacdo de lipidios e
acumulo de espécies de oxigénio reativo. Também foram encontradas alteracdes
nas fungdes mitocondriais em hepatécitos de ratos. (DING et al., 1998, 2000, 2001a,
2002).



Em plantas, as proteinas fosfatase regulam importantes processos celulares,
tais como a atividade dos canais de ions, o metabolismo do carbono e nitrogénio, a
expressao génica e 0s processos de crescimento e de desenvolvimento. Desta
forma, a MC-LR tém sido usada como modelo de inibidor de fosfatase para estudos
bioquimicos desses processos (SMITH, 1996; LUAN, 1998, 2000, 2003; TOROSER,
2000).

A acdo das microcistinas em plantas, além de afetar os processos que
envolvem as proteinas fosfatases, também podem conduzir ao estresse oxidativo,
uma vez que induzem a formacdo de espécies de oxigénio reativo (em inglés -
ROS). Isso resulta em danos celulares tais como peroxidacdo de membranas
lipidicas, genotoxicidade ou modulagdo de apoptose (DING, 2003). As ROS sao
geradas durante o metabolismo normal das plantas. No entanto, aumentam em
guantidade quando as plantas sdo submetidas as condicfes de estresse ambientais,
e por isso precisam ser eliminadas para evitar danos em nivel celular (GUETA-
DAHAN et al., 1997). Tem sido demonstrado que as microcistinas afetam os
sistemas de defesa antioxidativos, o que inclui as enzimas superéxido dismutase,
peroxidase (POD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), ascorbato
peroxidase (APX) e dihidroascorbato redutase (DHAR) (BABICA, 2006).

Os trabalhos realizados com exposicdo de plantas as microcistinas
demonstraram que os efeitos podem variar significativamente tanto de acordo com a
variante estrutural utilizada (McELHINEY et al., 2001) e quanto as doses utilizadas
nos tratamentos. Em trabalho em que folhas de Phaseolus vulgaris L. foram imersas
em solucdes com MC-LR, foi observado que varias baixas doses aplicadas afetaram
0s parametros avaliados mais que uma Unica dose alta (ABE et al., 1996).

Em plantas terrestres, embora o contato natural com a microcistina seja muito
raro, varios estudos foram realizados para verificar os efeitos de diferentes
concentracfes de desta cianotoxina, tanto no desenvolvimento da planta como no
acumulo de tecidos foliares. Isso decorre do fato de que uma importante via de
contaminacdo, até entdo negligenciada, tem chamado a atencéo dos pesquisadores,
airrigacao de culturas.

A irrigacdo para o cultivo de varias plantas, dentre elas as hortalicas, com agua
contaminada por toxinas produzidas em floracbes de cianobactérias pode causar

tanto a reducdo dos niveis de producdo (SAQRANE et al., 2009), quanto a



contaminacdo humana pelo consumo. A Organizacdo Mundial da Saude limita o
consumo humano de microcistina nos alimentos em 0,04 pgkg' de massa
corpérea.dia™ (WHO, 1998). Nesse contexto, a rlcula (Eruca sativa Mill.) representa
uma boa espécie para esse estudo, pois € amplamente consumida no Brasil.

Pertencente a familia Brassicaceae, com marcante sabor picante das folhas, a
racula é utilizada em guarnicdo de saladas, petiscos e variedade de pratos.
(SANTAMARIA et. al., 1998). Nos ultimos anos, houve aumento do consumo com
um crescimento de consumo com um crescimento de 78% entre os anos de 1997 e
2003 (SILVA, 2004), superiores a alface (40%), porém esta é ainda a mais
consumida no Brasil. Estima-se que a area cultivada no Brasil seja de 6.000 ha por
ano sendo que 85 % da producéo nacional concentram-se no Sudeste do Brasil
(SALA et. al., 2004).

2. OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivos avaliar o efeito de extrato bruto de
Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing, com linhagem produtora e ndo produtora
de microcistinas sobre:

a) a germinacdo de sementes de rucula (Eruca sativa Mill.) e no
desenvolvimento inicial das plantulas;

b) no desenvolvimento da planta jovem e adulta, além da possivel acimulo de

microcistina no tecido foliar.

Hipoteses:

i) Microcistinas sado acumuladas nos tecidos vegetais, conferindo,
consequentemente, risco de transferéncia para o homem.

i) Ambos os extratos brutos das cianobactérias (toxica e nédo toxica) produzem
efeitos inibitorios na germinagdo de sementes da rdcula, aléem de efeitos no
metabolismo das plantulas, sendo mais evidentes na linhagem com microcistina
utilizada.

i) Plantas jovens acumulam mais microcistina do que as adultas,
provavelmente devido a uma maior absor¢do de substancias na fase inicial de

crescimento.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Varios sdo os trabalhos na literatura onde foram avaliados os efeitos das
microcistinas em organismos fotoautotroficos. A maioria destes trabalhos foi
realizada visando avaliar possiveis funcbes alelopaticas das microcistinas, efeitos
morfologicos, processos de desintoxicacdo, aléem de possiveis riscos a saude
humana através da bioacumulacdo. Desta forma, foram varios os organismos
estudados, tais como macroéfitas aquaticas, microalgas, invertebrados e varias
espécies de plantas terrestres cultivadas. Os estudos ainda ndo sao conclusivos
guanto a funcdo alelopatica, contudo, os resultados encontrados revelaram efeitos
marcantes na célula, tais como na atividade das enzimas peroxidase (POD),
glutationa -S- transferase (GST), superdxido dismutase (SOD), dentre outros.
Alteracbes macroscopicas, tais como, necrose, inibicio da germinacdo e

crescimento das plantas também foram observadas.

3.1. Efeitos alelopaticos em macraofitas aquaticas

Yamasaki (1993) ao realizar estudo em lago onde ocorriam floracdes de
cianobactérias relacionou a redugdo no comprimento da raiz, massa seca e
absorcdo de oxigénio e nutrientes da macrofita Phragmites australis (Cav.) Trin. ex
Steudel, uma graminea que vive submersa, com efeitos alelopaticos produzidos pela
presenca de Microcystis sp. no ambiente. Nesse caso, a presenca de microcistina
ndo foi investigada, sendo os efeitos negativos atribuidos as condicBes andxicas e a
deficiéncia nutricional que foram influenciados pela presenca das cianobactérias.

Para observar os mecanismos de desintoxicacdo de alguns organismos
aguaticos que toleram concentra¢cdes de microcistinas presentes nos meios em que
vivem, Pflugmacher et al. (1998b) demonstraram a existéncia de um conjugado
glutaniona-MC-LR formado através da glutationa-S-transferase (GST) soluvel. Esse
experimento foi realizado com plantas (Ceratophyllum demersum L.), invertebrados
(Dreissena polymorpha Pallas, Daphnia magna Straus), ovas de peixe e peixes
(Danio rerio Ham.) utilizando MC-LR purificada (3,75 ug), extraida de M. aeruginosa.
Os autores afirmaram que a formacdo desse conjugado seria 0 primeiro passo no
processo de desintoxicagdo de cianotoxinas em organismos aquaticos.
Posteriormente, Pflugmacher et al. (1998a) testaram a atividade de dois tipos de

GST (soluvel e microssomal) na macréfita aquatica C. demersum L. com diferentes



concentracbes de MC-LR. Nesse caso, houve um aumento na atividade da GST
microssomal em concentracdes acima de 0,12 pg.L™, mas ocorreu reducdo da
atividade em concentracdes acima de 1,0 pg.L™ . Esse processo de acdo das GSTs
seria uma alternativa para a desintoxicacdo de macréfitas aquaticas para
cianotoxinas.

A exposicdo das macrofitas aquaticas C. demersum L. e Myriophyllum
spicatum L. as diferentes concentragbes da MC-LR também revelaram efeitos tais
como, inibicdo do crescimento, redugdo na producdo de oxigénio fotossintético e na
guantidade de pigmentos. Esses efeitos foram encontrados quando utilizadas
concentracfes ambientalmente relevantes de MC-LR que, segundo o autor, seria
entre 0,1 e 50 p.L™. Neste caso, os efeitos apareceram ap6s 3 a 6 semanas de
exposicao, dependendo da concentracédo utilizada. Em exposicdo de 24h em C.
demersum a 5 pg.L"* de MC-LR, ocorria a morte da planta, além de amarelamento e
gueda de folhas (PFLUGMACHER et al., 2002).

Wiegand et al. (2002) expuseram dois tipos de organismos, Vesicularia
dubyana (C. Muell.) Broth. (vegetal) e Daphnia magna Straus (microcrustaceo) a
dois compostos produzidos por cianobactérias, a saber, MC-LR e um metabdlito
inibidor da enzima serina-proteases (microcin SF608) em concentracdes de 0,5; 5,0;
50,0 e 500,0 p.L . Nesse experimento foi observado o aumento da atividade da
GST, enzima com funcéo de desintoxica¢édo, sendo significativos nas concentracdes
acima de 50p.L ! de MC-LR em ambos os organismos, além da inibicdo da POD.
Claros sintomas de estresse foram encontrados em V. dubyana, tais como a
diminuicdo da producdo de oxigénio fotossintético e aumento de clorofila "b", que foi
causado por ambos compostos em concentraces acima de 50p.L™. Os autores
salientam que os impactos causados pelas cianobactérias em outros organismos,
presentes em varios estudos, podem ndo estar diretamente relacionados apenas as
cianotoxinas conhecidas.

Romanowska-Duda (2002) testou os efeitos de MC-LR no crescimento e na
morfologia da macrofita aquatica Spirodela oligorrhiza (Kurz.) Hegelm. Para isso,
expds a planta a MC-LR purificada extraida de M. aeruginosa, presente em floragéo
de reservatorio de agua e a comparou com a MC-LR purificada comercializada (95%
pura, Sigma), proveniente da mesma espécie de cianobactéria. Os resultados

indicaram que a concentracdo de 344 pg.L' de MC-LR extraida no laborat6rio



reduziu o numero e massa de folhas e quantidade de clorofila apés 96hs. Com a
cianotoxina comercial também foi observado a reducdo no numero de folhas apos
24hs de exposicdo em concentraces de 0,2 e 0,1 p.L?, além da alteracdo na
atividade das enzimas fosfatase 4cida e RNase apos 7 dias de exposicao.

Pflugmacher (2004) também observou evidéncias de estresse oxidativo em C.
demersum (macréfita aquatica) exposto em concentracdo de 5,0 pg.L! de MC-LR.
Além do inicio da formacdo do conjugado glutationa-MC-LR, encontrou o aumento
no nivel da enzima superéxido dismutase e de peréxido de hidrogénio, além de
outras enzimas desintoxicantes de oxigénio reativo.

Absorcdo e acumulo diferencial de MC-RR em raizes e folhas da macrdfita
aguatica Vallisneria natans (lour.) Hara foram encontradas por Yin et al. (2005). As
maiores concentracfes desta cianotoxina foram encontradas nas raizes. No entanto,
a quantidade absorvida foi dependente da dose e do tempo de exposi¢do. Nesse
mesmo estudo, o crescimento e desenvolvimento foram afetados apenas em
concentragdes maiores que 1000 pg.L? de MC-RR, indicando uma certa
insensibilidade da planta a MC-RR em concentragdes mais proximas aquelas
encontradas em ambientes naturais.

Os estudos de Jang et al. (2006) sugeriram a ocorréncia de alelopatia reciproca
entre Lemna japonicae Landolt e M. aeruginosa produtora de microcistinas. Nos
tratamentos em que havia a presenca de ambos os organismos, houve um aumento
na producdo de microcistinas e inibicdo no crescimento de ambos o0s organismos.
Os referidos autores tiveram a hipotese de que alguma substancia desconhecida
possa estar sendo produzida pela macrofita. Além disso, as microcistinas
extracelulares poderiam estar agindo como aleloquimicos.

Saqrane et al. (2007) testaram o acumulo de microcistina, desintoxicacdo e
inducdo do estresse oxidativo de Lemna gibba L. em exposi¢do a extratos de M.
aeruginosa com concentracdes de microcistina equivalentes de 75, 150, 220 e 300
ng.L™* durante 12 dias. Os resultados demonstraram uma significativa diminuicdo no
crescimento da planta e no contetdo de clorofila. Ocorreram alteracdes na atividade
da enzima peroxidase e mudangas quali e quantitativas nos compostos fendlicos
apos 24 horas de exposicao. Também foi encontrado um possivel metabdlico talvez

oriundo da biodegradag&o da microcistina.



Como forma de aproveitar o potencial de algumas espécies de macrofitas
resistentes as microcistinas e com capacidade de bioacumulacdo, Nimptsch (2008)
testou algumas espécies em laboratorio. Foram consideradas as mais eficientes
Lemna minor L., Myriophyllum elatinoides Gaud. e Hydrilla verticillata. Essas
macrdfitas ficaram em agua com microcistinas em concentracdes de 12,1 e 9,2 ug.L
! e em 3 dias a concentracéo da cianotoxina foi reduzida para 1,0 pg.L™.

Varios tipos de alteracdes morfoldégicas também foram encontradas em estudos
com a macroéfita aquatica Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steudel. Em
exposicdo a 12.000 pg.L' de MC-LR ocorreu a inibicdo de crescimento e
desenvolvimento em mais de 50% das plantulas. Também foi observada a inducao
da oblituracdo do aerénquima, alteracdo na lignificacdo da parede das células de
orgaos axiais e necrose radicular. A cianotoxina também induziu o desenvolvimento
prematuro de raizes laterais e a formacdo precoce de aerénquima (MATHE et al.,
2007). Em outro estudo com a mesma planta, em tratamentos que variaram de 1,0 a
40.000 pg.L* de MC-LR, também ocorreram varias alteracdes, tais como: inibicdo
das enzimas fostatases, a partir da concentracdo de 500 ug.L™, alterando a estrutura
e morfologia da raiz. Foram também observadas alteragcdes na organizagdo dos
microtibulos em células mitoticas (MATHE et al.,2009). Embora as concentracdes
utiizadas sejam muito superiores aquelas encontradas naturalmente, esse estudo
demonstrou os varios efeitos secundarios da acdo das microcistinas em tecidos

vegetais.

3.2. Efeitos alelopaticos em plantas terrestres

Embora recentes, sdo varios os trabalhos em que foram avaliados os efeitos
causados pela exposicdo de microcistinas em plantas terrestres nas mais variadas
concentragbes. Mesmo essas plantas ndo coexistindo no mesmo habitat em
condicBes naturais com as principais espécies de cianobactérias produtoras de
microcistinas nos ambientes aquaticos, tais estudos sdo justificados pela possivel
exposicdo a essas cianotoxinas através de irrigacdo por aspersao com a agua
proveniente de reservatérios com toxinas. A consequéncia dessa contaminacdo e
possivel acimulo nos tecidos foliares seria a entrada da cianotoxina na cadeia

alimentar humana.
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Siegl et al. (1990) observaram in vitro e in vivo reducéo da atividade da enzima
sacarose-fosfato sintase decorrente da inibicdo das PP1 e PP2A por acido ocadaico
e MC-LR em folhas de espinafre (Spinacia oleracea L.) resultando na reducdo da
biossintese de sacarose e fixacdo de gas carbdnico.

Em uma horticultura comercial na Inglaterra, uma cultura de alface foi irrigada
com agua contendo células de M. aeruginosa. Apés a irrigacéo, foi possivel observar
a presenca de particulas verdes de 1mm de diametro na superficie foliar. Essas
particulas foram identificadas através de microscopia optica, como colénias e células
livres de cianobactérias. Foram realizadas analises com HPLC da &gua utilizada,
com a identificacdo de 3 variantes de microcistinas, sendo 3,23 pg de MC-LR
equivalentes por grama da massa seca da amostra. Foi encontrada, apos
procedimento de imunoensaio, a presenca de microcistinas nos extratos das folhas
(material fresco), em diferentes concentracdes, variando de acordo com a parte da
folha analisada. Este foi o primeiro relato de microcistinas encontrada em plantas
terrestres cultivadas para consumo humano (CODD et al., 1999).

Kurki-Helasmo e Meriluoto (1998) realizaram estudos com mudas de mostarda
(Sinapsis Alba L.) cultivadas por 7 dias em meio sélido nutritivo, suplementado com
MC-LR em concentra¢des de 0-40.000 ug.L™. O crescimento das mudas foi afetado
nas concentracdes a partir de 800 pg.L™ e mal formacdes foram encontradas a partir
de 50.000 pg.L. Também ocorreu a inibicdo das proteinas fosfatases 1 e 2A
correlacionadas a inibi¢cdo do crescimento.

Estudos com cultura de tecidos de batata (Solanum tuberosa L.) revelaram a
inibicdo no crescimento e no contetdo de clorofila com uso das concentracdes 5,0 e
50,0 pg.L de MC-LR purificada a partir de células de M. aeruginosa. Em outro
experimento, do mesmo trabalho, trés variantes de microcistinas inibiram o
crescimento de mostarda (Sinapsis Alba L.) em concentragbes de MC-LR (1.900
ng.Lh), MC-RR (1.600 pg.L™) e LF (7.700 pg.L™l). Em mudas de feijio (Phaseolus
vulgaris L.), apesar de ndo comprometerem o crescimento da planta durante 18 dias
de exposicdo, aplicacbes de MC-LR afetaram o desenvolvimento das raizes,
representando uma diminuicdo de 30% comparada ao controle (sem microcistina).
Nestes estudos também foi demonstrada absorcdo da cianotoxina pelas plantas,
visto que nas analises realizadas pelo ensaio imuno-absorvente ligado a enzima

(ELISA) foram encontradas toxinas nos tecidos das plantas (inteiras) submetidas aos
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tratamentos com a microscinas (cerca de 19.100 pg.L™) apés de 18 dias de
exposicao (McELHINEI et al., 2001).

Gehringer et al. (2003) testaram os efeitos da MC-LR extraida de M.
aeruginosa em agriao  (Lepidium sativum L.) em cultivo hidropbnico com
concentracdes de 1,0 e 10,0 pg.L™? durante 6 dias. Estes autores observaram a
diminuicdo no comprimento foliar e da raiz, além da diminui¢cdo da massa fresca das
mudas na concentracdo de 10,0 pg.Lt. As plantas que foram expostas a 1,0 ug.L™
diminuiram no desenvolvimento da raiz com 2 a 6 dias de exposicdo. A atividade das
enzimas  glutationa-S-transferase e  glutationa  peroxidase aumentaram
significativamente em ambas as concentracdes indicando a ocorréncia de estresse
oxidativo.

Chen et al. (2004) demonstraram a inibicdo de crescimento de arroz (Oryza
sativa L.) e nabo (Brassica napus L.) devido a exposicdo de MC-LR nas
concentracdes de 0, 24, 120, 600 e 3.000 pg.L™* de MC-LR equivalente. Contudo,
um efeito evidente foi observado em nabo em relacdo a porcentagem de germinagao
e também altura das mudas. Por outro lado, foi observada a inibicdo no alongamento
das raizes primarias das mudas de arroz e nabo. O estresse oxidativo foi
comprovado pela alteracdo na atividade nas enzimas superoxido dismutase e
peroxidase. Através de analises imunoenzimaticas foram encontradas diferencas
nos niveis de microcistinas encontradas nos extratos das plantas expostas.

Bibo et al. (2008) avaliaram a persisténcia e biodegradacdo da MC-RR em
substrato para cultivo de plantas. Seus resultados indicaram que 6.500 pg.L™* da
cianotoxina foram completamente degradadas em 6 dias, sendo que esse processo
foi acelerado na presenca de &cido humico. Os autores verificaram que em
concentracdes menores que 10 pg.L? houve estimulo no crescimento do repolho
(Brassica chinensis L.) e nabo (Brassica napus L.). Por outro lado, nessas mesmas
plantas houve inibicdo de crescimento em concentracdes acima de 100 pg.L? de
MC-RR. Os autores também relataram que os efeitos inibitérios podem variar de
acordo com o tempo de aplicacdo e com o estagio de vida da planta.

Brocolis (Brassica oleracea var. italica Plenck.) e mostarda (Sinapsis Alba L.)
foram irrigados com agua contendo 1,0 e 10,0 pg.L™ de microcistinas contendo 3-
demethyl- MC-RR (21%), MC-RR (25%), 3-demethyl-MCLR (21%) e MC-LR (33%),

além do controle, sem microcistina durante 20 dias. Foram medidas as
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concentracOes e fluorescéncia da clorofila e avaliadas caracteristicas morfolégicas,
além da quantificagdo de microscistinas presentes nos tecidos vegetais. Os
resultados mostraram a reducao de crescimento em brocolis, mas ndo em mostarda.
Foram detectadas concentracdes de 0,9 a 2,6 pg.Kg™ de MC-LR na massa fresca
nos tecidos vegetais de ambas as espécies (JARVENPAA et al., 2007).

Diferentes cultivares de espinafre (Spinacia oleracea L.) cultivados em vasos
com substrato comercial foram irrigados por 6 semanas com concentracao
equivalente de 0,5 pg.L! MC-LR presentes em extrato de cianobactérias (M.
aeruginosa e Aphanizomenon flos-aquae). Os resultados indicaram inibicdo de
crescimento e clorose nas folhas, além da inducdo de estresse oxidativo em nivel
celular. Como resposta ao estresse, 0 sistema antioxidativo foi ativado com o
aumento da atividade das enzimas superoxido dismutase, peroxidase e glutationa-S-
transferase. Além disso, também foram produzidos outros antioxidantes de baixo
peso molecular, tais como glutationa, ascorbato e tocoferol (PFLUGMACHER et al.,
2007).

Em estudos com células de tabaco (Nicotiana tabacum L.) BY-2 expostas a
MC-RR em concentracdo de 60.000 pg.L ™ durante 5 dias, foram observadas varias
alteracdes morfologicas, tais como alongamento anormal, evidente condensacéo da
cromatina, fragmentagdo dos nudcleos e formacdo de corpos apoptoticos. Além
disso, foi detectado um aumento na quantidade de espécies de oxigénio reativo
(ROS-Reactive oxygen species) antes da perda de potencial de membrana
mitocondrial. Esse estudo também sugere um papel critico de espécies oxidantes
como importante molécula sinalizadora. Ocorreu um aumento na concentracdo de
acido ascorbico, importante molécula antioxidante, j& que impediu 0 aumento da
formacao de ROS, a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e também a
apoptose causada pela MC-RR (HUANG et al., 2009). Em outro estudo, também
com ceélulas de tabaco BY-2, Huang et al. (2008) utilizaram concentracbes de
60.000 e 120.000 pg.L™* de MC-RR em exposicdes que duraram 5 dias. Os
resultados indicaram, além dos resultados mostrados anteriormente, que células
expostas a maior concentracdo apresentaram morfologia tipica de necrose, como
ruptura da membrana plasmatica e nuclear.

Plantulas de onze espécies de plantas terrestres com importancia econdmica

(soja - Glycine max (L.) Merril) , feijdo - P. vulgaris L., milho - Zea mays L., entre
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outras) foram expostas a concentracdes de 5 pyg.L"t de MC-LR e MC-LF em meio
sOlido, além de extrato bruto de células contendo MC-LR durante 24h. Foi
encontrada maior bioacumulagdo nas raizes (12 a 127 pg.kg™* de massa fresca) do
que nos caules (1 a 64 ug.kg™ de massa fresca). Observou-se também correlacdo
das microcistinas com danos celulares medidos através da peroxidacdo de lipidio
(PEUTHERT et al.,, 2007). Em outro trabalho (PEUTHERT et al., 2008), foi
observado in vivo a reducdo da atividade das enzimas PP1 e PP2A produzida pela
exposicdo a MC-LR em plantas de alfafa (Medicato sativa L.) cultivadas em solo de
jardim e tratadas com 4mL a cada dois dias durante uma semana em uma
concentracdo de 5 pg.Lt. Resultados ligeiramente menos inibitérios foram obtidos
com o extrato bruto de células de M. aeruginosa contendo a mesma concentracdo
de MC-LR. Por outro lado, nenhuma inibicao foi obtida com cultivo de Synechocystis
Spp. ndo produtora de microcistina.

Crush et al. (2008) realizaram experimento com alface (Lactuca sativa L.), nabo
(Brassica napa cultivar Winfred), trevo (Trifolium repens cultivar Grasslands Kopu Il)
e azevem (Lolium perenne cultivar Grasslands Samson) nas quais foram realizadas
de 3 a 6 aplicacbes de agua contendo uma mistura de 10 variedades de
microcistinas. Cada planta recebeu a totalidade de aproximadamente 170ug da
mistura de microcistinas por aplicacdo. Os resultados indicaram bioacumulacao de
microcistinas na parte aérea de alface (tecido foliar) (0,79 mg.Kg™* de massa seca) e
trevo (0,20 mg.Kg' de massa seca), mas ndo foram encontradas em azevém e
nabo. A concentracdo de microcistinas encontradas nas raizes também foi maior em
alface (0,68 mg.Kg™* de massa seca) e trevo (1,45 mg.Kg ' de massa seca). Contudo
também foram encontradas microcistinas em nabo e azevém, porém em quantidade
baixa, 0,12 e 0,20 mg.Kg™?, respectivamente. Foram observadas reducdes na massa
seca da parte aérea de alface, nabo e azevém, e aumento na massa seca das
raizes de alface e azevéem.

Pereira et al. (2009) estudaram os efeitos de extratos de vérias linhagens de
cianobactérias (produtoras e nao produtoras de microcistinas) na germinacao e
crescimento das raizes das gramineas Lolium perenne L. e Festuca rubra L., além
da alface (Lactuca sativa L.). Os resultados ndo mostraram efeitos das microcistinas
sobre a germinacdo das sementes, contudo ocorreu uma inibicdo no crescimento

radicular em testes com concentra¢des de 5,9 a 56,4 ug.L™. Para os autores, o fato
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de que as linhagens nao toxicas terem induzido uma inibicdo no crescimento da raiz
pode significar a interferéncia de outros metabdlitos celulares nos sintomas de
toxicidade.

Sagrane et al.(2009) testaram em duas espécies de gramineas, (Triticum
durum L. e Zea mays L.) e duas leguminosas (Pisum sativum L. e Lens esculenta
Moench), os efeitos de extrato de cianobactérias oriundas de floracédo cuja espécie
dominante foi M. aeruginosa contendo diversas variantes ( MC-RR, MC-LR, MC-YR,
MC-(H4)YR, MC-WR, e MC-FR). Apos a exposicdo de 30 dias ao extrato com as
microcistinas houve reducdo de crescimento e produtividade das plantas, além de
efeitos deletérios no desenvolvimento e na atividade do fotossistema . Foram
poucos os efeitos encontrados na quantidade de clorofila, mas ocorreu um aumento
no acimulo de Na*, K*, Ca?, P e N. Os autores salientaram que os efeitos
encontrados foram dependentes do tempo, concentracdo da toxina, espécie e
orgaos da planta utilizada. Também concluiram que a irrigacéo de plantas com agua
contaminada pode afetar o rendimento e qualidade das plantas, além do risco de
acumulo, e consequentemente risco a saude.

Chen et al.(2010) avaliaram brotos de mac¢a (Malus pumila) in vitro, nos quais
aplicou extrato bruto de M. aeruginosa provenientes de floracdo em lago da China. O
estudo demonstrou efeito inibitério significativo na proliferacdo dos brotos quando
expostos a concentracdes superiores a 300 pg.L! de MC-LR equivalente. A
determinacdo através da analise de imunoensaio demonstrou que a bioacumulacéo
de microcistinas nos tecidos variou dependendo do tempo de exposicdo e da
concentracdo utilizada. Com isso, o acumulo nos tecidos vegetais foi de 510,23
ng.Kg™' em massa fresca, quando a cultura foi exposta a 3.000 pg.L* de MC-LR
equivalente. A atividade da POD aumentou significativamente ap6s 7 dias de
exposicio a concentracdo de 3.000 pg.L ™. Aos 14 dias também houve aumento para
300 pg.L™. A atividade da SOD (superdxido dismutase) aumentou apenas a partir de
14 dias de exposicéo nas concentra¢des de 300 e 3.000 pg.L™.

Babica et al. (2006) avaliaram uma grande quantidade de trabalhos publicados
envolvendo a exposicdo das microcistinas a plantas terrestres, macrofitas,
macroalgas e microalgas planctonicas e concluiram que ha um ndmero limitado de
trabalhos com efeitos nocivos de microcistinas em concentragées menores ou iguais
a10ug.L™.
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Embora a maioria dos trabalhos tenha sido realizada com o uso de
concentragdes de microcistinas superiores aos encontradas naturalmente (10 pg.L

1, os resultados demonstraram variedade de efeitos causados por essa cianotoxina.

4. MATERIAL E METODOS
4.1.Linhagens e condi¢cdes de cultivo das cianobactérias

Foram utilizadas duas linhagens clonais, ndo axénicas da cianobactéria
Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kutzing pertencentes ao Brazilian Cyanobacteria
Collection of University of Sdo Paulo (BCCUSP), sendo uma toxica, produtora de
microcistinas (MCs) (BCCUSP232) e outra ndo toxica (BCCUSPO03), segundo
Bittencourt-Oliveira (2003).

In6culos com volume de 250 ml foram mantidos em condi¢cdes controladas de
laborat6rio, em camara climatica a 22 + 1° C de temperatura, fotoperiodo 14:10h
(claro:escuro) e intensidade luminosa de 30 pmol.m2.s™* (fotdmetro L-COR, mod. LI-
250, com sensor esférico subaquatico), meio de cultivo BG-11, pH 7.4, descrito por
Rippka et al. (1979) e modificado por Bittencourt-Oliveira (2000).

Aliquotas do indculo de cada linhagem foram transferidas separadamente para
Erlenmeyers de 6L contendo 4L de meio de cultivo e mantidos em condicdo ndo
controlada na bancada de laboratério. Ao atingirem o final da fase exponencial de
crescimento (aproximadamente 1,6 x 10° células.ml™?), os cultivos foram transferidos
para um galdo de vidro com capacidade de 20L para homogeneizacdo de todo o
volume. Posteriormente, foram centrifugados (10.000 rpm, 15min, 20° C),

congelados a - 20° C e liofilizados.

4.2. Obtencao dos extratos brutos de cianobactérias

Os extratos brutos de ambas as linhagens (BCCUSP03 e BCCUSP232) foram
obtidos apds ressuspencdo do material liofilizado em agua deionizada esterilizada
em tubo de vidro e ultrassonicados (Microson Ultrasonic Cell Disruptor, Misonix,
USA) em banho de gelo por cinco minutos a 22,5 kHz. Os extratos foram congelados

a -80°C quando nao utilizados imediatamente.
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4.3. Extracdo e determinacdo de microcistina no extrato bruto utilizando
HPLC/LC-MS

A determinacédo da concentracdo de MCs no extrato bruto da linhagem com MC
(BCCUSP232) (Tabela 1) foi realizada no Laboratério de Toxinas e Produtos
Naturais de Algas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP utilizando
HPLC/LC-MS. Para isto foi utilizada a metodologia descrita em Bittencourt-Oliveira et
al. (2005). As MCs foram extraidas com MeOH/H,O acidificada 0,1% (1:1, v/v) e
submetidas ao banho de ultrassom por 30 min. Apos centrifugacdo do material
(20.000 rpm, 15 min, 4° C) o sobrenadante foi evaporado em SpeedVac (Savant,
City, US State), O material seco foi ressuspendido em 1,0 ml de agua Milli-Q e
injetado em coluna Sep-Pak C18 (C18, Waters, Milford, MA). Para o pré-
condicionamento foi feita a ativacéo e lavagem com MeOH 100% (3 ml) e H>O (3 ml)
e 0s passos de eluicdo foram: (i) 3 ml de MeOH 30%, (ii) 5 ml de MeOH 100%.

Esta fracado foi evaporada em SpeedVac e o extrato ressuspendido com 200 yL
da fase movel para analise no sistema HPLC equipado com uma coluna C18
(Phenomenex, Luna C18, 5 ym, 0,46 x 25 cm). A fase movel utilizada foi
NH4CH3COO 20 mM (pH 5)/ACN (27%) e a corrida foi isocratica de 50 min, em fluxo
de 1,0 mL.min. A deteccdo foi fixada em comprimento de onda de 238 nm com o
detector PDA. As curvas de calibragdo foram obtidas com padrbes de MC-LR, YR,
RR e LA (Sigma Aldrich).

Tabela 1. Relacdo das variantes de MCs presentes no extrato bruto da linhagem

BCCUSP232 e as quantidades em pg.g* da massa seca.

Variante Quantidade (ug.g™)
ddRR A 6.420,8
ddRR B 1.726,8
Drr 17.089,5
RR 2434
dYR 348,8
ddLR 1.849.6
dLR 4.530,2

LR 192,8
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4.4. Experimento com sementes e plantulas

Os experimentos de bioensaio de germinacdo de sementes foram realizados
no Laboratério de Sementes do Departamento de Producdo Vegetal da
ESALQ/USP. Foram utilizadas sementes (Isla sementes, Porto Alegre, RS) de
rucula, variedade Folha Larga (Eruca sativa Mill).

Os tratamentos utilizados foram: C: Controle, usando apenas agua deionizada
destilada; MC;i+: extrato bruto contendo MC-LR equivalente da linhagem
BCCUSP232; e MC;-: extrato bruto sem MCs da linhagem BCCUSPO03.

4.4.1. Germinacéao

Para o bioensaio de germinacdo de sementes, as caixas plasticas (10,5 x 10,5 x
3,5) foram previamente esterilizadas com solucdo de hipoclorito de sédio a 10 %
durante uma hora, lavadas com 4gua destilada, secas em estufa e mantidas sob luz
ultravioleta em fluxo laminar durante 45 minutos, junto as folhas de papel mata
borréo para esterilizagdo. As camaras climatizadas foram lavadas e desinfetadas
com solucéo de formola 37 %.

Foram utilizadas oito concentragbes: 0,5; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e
100,0 pg.L?, calculados para MC-LR equivalente. As concentracdes utilizadas para
0 extrato bruto sem MCs (BCCUSPO03) foram correspondentes as massas secas do
cultivo BCCUSP232 utilizado para se obter as concentracbes MC-LR equivalente.

O experimento de germinacgao foi constituido por quatro repeticdes de cinguenta
sementes para cada tratamento, semeadas nas caixas plasticas tendo como
substrato duas folhas de papel mata borrdo, as quais foram saturadas com as
solugbes em cada concentragéo (0,0; 0,5; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0
ug.L 1) dos tratamentos. A seguir, as placas foram levadas para camara climatizada
com condi¢gOes constantes de luz (branca) e temperatura a 20°C por sete dias. A
primeira contagem das sementes germinadas foi realizada no 4° dia de avaliacao, e
conforme necessidade, as folhas de papel de filtro de todos os tratamentos foram
reumedecidas com agua deionizada.

A contagem de germinacéo foi realizada no 4° e 7° dias, tendo como critério a
protrusdo radicular com 2 mm de comprimento. Apos 7 dias da semeadura, foram

contabilizadas as porcentagens de germinacdo conforme as Regras para Analises
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de Sementes (BRASIL, 1992). Também foi contabilizada a porcentagem de plantulas

normais.

4.4.2. Experimento com plantulas: desenvolvimento inicial, massa fresca e
seca

A partir das plantulas obtidas no bioensaio de germinacéo, no 7° dia (Figura 2),
foi realizada a analise do desenvolvimento das plantulas. Foram medidos com
auxilio de régua com graduacdo em milimetros: o comprimento da raiz primaria, do
hipocoétilo e cotilédones (parte aérea) de 5 plantulas por repeticdo tomadas
aleatoriamente. Apdés serem medidas, estas mesmas plantulas foram pesadas
individualmente em balanca de precisdo para obtencdo da massa fresca. Para
obtencdo da massa seca, as plantulas foram colocadas em sacos de papel e
temperatura constante de 70° C em estufa, por 48 horas, para desidratacdo e
posterior pesagem.

Os cotilédones de outras 3 plantulas normais, por repeticdo, que nado as
submetidas a desidratacdo, foram cortados, pesados em balanca de precisdo e
imediatamente submetidos a extragcdo da clorofila (ver item 4.4.3). As demais
plantulas foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -20° C em freezer
para posterior extracdo e andlise da atividade da enzima peroxidase (POD) (item
4.4.4).
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Figura 2. Aspecto geral das plantulas provenientes do ensaio de germinacao, 7 dias

apos a semeadura com MC-LR equivalente. Estdo representadas algumas caixas

com os tratamentos MC,+ (MC-LR equivalente) e MC1- (sem MC).

4.4.3. Anélise do teor de clorofila

Os cotilédones obtidos de trés plantulas de cada repeticdo do bioensaio de
germinacdo foram incubados em tubos Falcon contendo 3 mL de MeOH 100 %,
envoltos em papel aluminio e mantidos sob agitacdo em shaker a 20°C por 48h,
permitindo assim, a extracdo completa dos pigmentos foliares. Em seguida, uma
aliquota de 2 mL de cada tubo foi coletada para a determinacédo espectrofotométrica
das absorbancias a 662 nm (clorofila a) e 645 nm (clorofila b). Todo o procedimento
foi realizado em condicfes de penumbra.

Os teores de clorofila a, b e a + b foram calculados segundo Lichtenthaler
(1987) conforme as férmulas a seguir, onde A corresponde aos valores de
absorbancia nos respectivos comprimentos de onda.

Clorofila a = [11,24 X A 662] — [2,04 X A645]

Clorofila b =[20,13 X A 645]— [4,19 X A662]

Clorofilaa +b = [7,05 X A 662] + [18,09 X A645]

Somente os valores do conteudo de clorofila a + b dos tecidos foram

apresentados em pg de pigmento por grama de massa fresca (ug.g™).
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4.4.4. Determinacéo da enzima peroxidase (POD)

A extracdo da POD foi realizada macerando-se, em almofariz com nitrogénio
liquido, 300 mg de plantulas inteiras, lavadas, obtidas no bioensaio de germinacéo
de sementes. Foram acrescentados ao macerado, 5 ml de tampéao fosfato (0,2M, pH
6,8) e polivinilpirolidone (PVP), sendo o procedimento realizado em banho com gelo.
As amostras foram centrifugadas a 4° C, 10.000 rpm por 10min e posteriormente, 0
sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico para a quantificagao.

Foram elaboradas duas solucdes para determinagédo da POD: A e B. Para
preparo da Solucédo A, 2,2 mL de H»0- (35%) foram diluidos com agua destilada até
volume de 10mL, sendo retirado desta solugcdo 0,5 ml e o volume completado com
tampdo fosfato (0,2 M) até 50ml. A Solucdo B foi preparada diluindo-se 83,3mg de
aminoantipirina em 10mL de 4gua destilada e 163mg de fenol diluidos em 70 mL de
agua destilada. Posteriormente as duas solucdes foram reunidas e o volume
completado para 100 mL, também com agua destilada.

A quantificagcdo da POD foi realizada por espectrofotometria utilizando o
comprimento de onda de 505 nm. Foram adicionados 1,0 ml do extrato enzimatico,
0,5 mL da solucdo A e 0,5 mL da solugdo B em tubos de ensaio onde as amostras
permaneceram em banho-maria a 30°C durante 5 minutos. ApoOs este periodo, a
reacdo foi encerrada adicionando 2 mL de alcool etilico absoluto. Os resultados
foram expressos em pmoles de H,O, decompostos.min'.g? de massa fresca. A

metodologia utilizada foi adaptada de Lima (1994).

4.5. Experimento com plantas jovens e adultas

Foram utilizadas mudas de rucula, variedade Folha Larga (Eruca sativa Mill)
adquiridos de produtor local, com 30 dias ap6s germinacédo (IBS Mudas, Piracicaba,
SP). A denominacgdo de planta jovem foi dada aquelas em que as folhas ainda nédo
haviam se formado ou estavam em inicio de formacdo. Para as plantas

denominadas adultas, as folhas j& estavam completamente formadas (figura 3).
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Figura 3. Plantas utilizadas no experimento com planta jovem e adulta. a)
Experimento em casa de vegetacdo no qual a cada conjunto de trés vasos
correspondem a um tratamento. b) Detalhe de planta utilizada no experimento com
planta jovem. Tratamentos com e sem toxina comecaram a ser aplicados logo apés
o transplante para os vasos. Nesse estagio, as folhas ainda estdo sendo formadas,
com a predominancia dos cotilédones. c) Detalhe de planta utilizada como planta
adulta. Tratamentos com e sem MC foram iniciados dez dias ap0s o transplante para

0s vasos. Nesse estagio as folhas ja estavam completamente formadas.

As condi¢cbes de cultivo das cianobactérias produtoras (BCCUSP232) e ndo
produtoras (BCCUSPO03) de MC e a obtencdo dos extratos a serem utilizados neste
experimento foram as mesmas descritas nos itens 4.1 e 4.2. Foram utilizadas
solugdes com a presenca de MC-totais do extrato toxico (MC»+) e ndo téxico (MC»-).
A denominagdo MC,+ foi dada ao conjunto de todas as variantes de MCs presentes
nas amostras de extrato bruto da linhagem BCCUSP232 (MC-totais) (Tabela 1).
Foram aplicadas as seguintes concentracées de MCs totais: 0,5; 2,0; 5,0; e 10,0
ug.L%, além do controle sem MC, irrigado apenas com agua destilada. Todos os
tratamentos foram realizados com tréplicas.

A quantidade em massa seca do extrato bruto sem MCs da linhagem
BCCUSPO03 (MC,+) utilizada para o preparo das solucbes foi correspondente a
massa seca utilizada do cultivo BCCUSP232 para se obter as concentracfes de
MCs-totais.

45.1. Determinacdo de microcistina no extrato bruto utilizando ELISA
Com o objetivo de verificar se ocorreu algum tipo de degradacdo da MC

durante o tempo que se passou desde a realizacdo das analises por HPLC/LC-MS e
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0 inicio deste experimento com plantas, foi realizada analise quantitativa através de
imunoensaio (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay - Ensaio
Imunoabsorvente de Ligacdo de Enzima).

Foram pesados 5 mg de extrato bruto da linhagem BCCUSP232, suspendidos
em 3 mL de agua destilada, em tubos de vidro, o qual foi submetido a ultrassom por
5min. A lise total das células foi confirmada através de microscoépio Optico.

As fracoes de MCs obtidas foram analisadas através de kit ELISA em placas
especificas (BEACON, Portland, USA). Trata-se de um método competitivo indireto
constituido de anticorpos policlonais usado para quantificar MCs, apresentando
100% de reatividade com MC-LR, 87% com MC-RR, 48% com MC-YR. O
procedimento foi desenvolvido de acordo com as recomendagdes do fabricante,
conforme os seguintes passos: adicdo de 50uL de conjugado microcistina-enzima
em cada poco da placa e, em seguida, na adicdo de 50 pL dos calibradores, do
controle e das amostras. Logo apés, adicionados 50 yL de solugcéo de anticorpo.

O conteudo foi misturado através de agitagcdo manual durante 30 s e 0S pocos
cobertos com parafilme e incubados durante 30 min a temperatura ambiente. Apos
este periodo, os pocos foram lavados com solucdo de lavagem do kit, e
posteriormente, adicionados 100uL de substrato em cada poco. Novamente, o
conteudo foi misturado manualmente e incubado por mais 30min. Depois da
incubacéo, foram pipetados 100uL de "solu¢do de parada” (acido cloridrico a 1N) em
cada poco. Para a leitura das amostras foi utilizada uma leitora de placas (Asys,
modelo Expert Plus) no comprimento de onda de 450nm. Uma curva de calibragéo
foi construida usando concentracdes de MC-LR de 0,1; 0,3; 0,8 e 2,0 ppb (ug.L™})
para a determinacdo da concentracdo de MCs das amostras. As amostras foram
analisadas em duplicata. Para valores acima do limite de deteccao foram realizadas
diluicdbes com A&agua deionizada. Os resultados foram expressos em ug de
equivalentes de MCs por grama de massa fresca (ug.g™).

Para o experimento com planta jovem e adulta, foram utlizadas quatro

concentracdes de MC (Tabela 2) além do controle, em triplicata.



23

Tabela 2. Relacdo da quantidade de MC-totais (MC»+), juntamente com a parcela de

MC-LR equivalente aplicada por tratamento em plantas jovem e adulta.

MC-totais (ug.L™) MC-LR (ug.L™
0,5 0,08
2,0 0,28
5,0 0,71
10,0 1,42

4.5.2. Planta Jovem

Para o experimento com as denominadas plantas jovens, mudas foram
transplantadas para vasos com capacidade 7L (n° 24) contendo 6L
(aproximadamente 4 kg) de substrato para hortalica em vaso (Basaplant, Artur
Nogueira, Brasil). Imediatamente apos o transplante, foi iniciada a aplicacdo das
solucdes dos tratamentos MCo+ e MCa- (0,5; 2,0; 5,0; e 10,0 pg.L™), além do
controle. Foram aplicados diariamente 150 mL das solu¢cées em cada vaso, durante
15 dias. As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo pertencente ao Centro
de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) da ESALQ/USP.

A fim de reproduzir as condi¢bes de irrigagdo por asperséo, as solucbes de
cada tratamento foram aplicadas nas folhas das plantas, permitindo que o excesso
escorresse para o substrato. Foram realizadas adubacgdes extras com uma solugao
contendo nitrato de célcio, nitrato de potassio, fosfato monoaménico (MAP), sulfato
de magnésio, micronutrientes e ferro, a cada 3 dias. Nao foi aplicado nenhum tipo de

defensivo agricola durante todo o ciclo de desenvolvimento da cultura.

45.2.1. Determinacdo do teor de clorofila e da enzima peroxidase (POD) em
folhas e raizes

Um dia apds o término da aplicacdo dos tratamentos, um disco foliar de 1 cm
de diametro foi cortado de uma folha mediana de cada planta com a ajuda de um
vazador. Os discos foliares foram pesados em balanca de precisdo e submetidos a
extracdo de clorofila (conforme item 4.4.3). Para medir a atividade da POD, 300 mg
da folha e 300 mg da raiz das plantas de cada vaso, foram pesadas e maceradas

com nitrogénio liquido e, posteriormente, acrescentados 5 mL de tampao fosfato (0,2
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M, pH 6,8) e polivinilpirolidone (PVP). A guantificacdo da POD foi realizada como
descrita previamente no item 4.4.4.

45.2.2. Determinacdo da condutividade elétrica da membrana plasmética de
folhas

A condutividade elétrica da membrana plasmatica das folhas de rucula foi
avaliada com auxilio de condutivimetro (HI 9043, Hanna Instruments). Para tanto,
foram cortados quinze discos por planta de trés folhas medianas (cinco de cada
folna) para a realizacdo da andlise da permeabilidade seletiva da membrana
plasmatica.

Foram utilizados dois béqueres contendo 20 mL de solugédo de sacarose 0,2 M
e 15 discos foliares para cada tratamento, em duplicata. As leituras da condutividade
elétrica foram realizadas a cada 30 min, durante as primeiras 3 horas, e depois a

ultima leitura foi realizada na 24° hora, para todas as amostras.

4.5.2.3. Determinac¢ao de microcistinas em tecido foliar

Para a determinacdo da MC nos tecidos foliares, foram maceradas 50 mg de
massa seca de uma folha inteira em almofariz utilizando nitrogénio liquido. Cada
folha foi retirada de uma planta (3 plantas por tratamento) expostas a diferentes
concentracdes de MCs (0,5; 2,0; 5,0 e 10,0 yg.L™) e do controle (apenas com agua
destilada).

O material proveniente da maceracao das folhas foi depositado em tubos de
vidro e submetido ao ultrassonicador por 5 min a fim de se obter a completa lise das
células, a qual foi confirmada através de microscOpio Optico. O restante do

procedimento foi previamente descrito no item 4.5.1.

4.5.3. Planta adulta

Plantas no mesmo estdgio de desenvolvimento do experimento com planta
jovem foram transplantadas para vasos com capacidade para 7 L (n° 24) contendo 6
L (aproximadamente 4 kg) de substrato para hortalica em vaso (Basaplant, Artur
Nogueira, Brasil). Também foram mantidas em casa de vegetacdo pertencente ao
Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) da ESALQ/USP. Contudo, até o 10° dia

apos o transplante, as plantas somente foram irrigadas diariamente com agua
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destilada, com um volume suficiente para manter o substrato permanentemente
umido, além de adubacbes extras (item 4.5.2). ApOs esse periodo, as plantas
apresentaram folhas bem desenvolvidas, sendo este o0 estagio adequado para o
inicio da aplicacao dos tratamentos.

A partir do 11° dia ap6s o transplante, iniciou-se a aplicacdo das solucfes
contendo 150 mL do extrato bruto dos tratamentos (MC-totais) e dgua destilada para
o tratamento controle, durante 15 dias. A partir de quinze dias foram realizadas as
determinacdes do teor de clorofila, da enzima peroxidase (POD), da condutividade
elétrica da membrana plasmatica e MCs nos tecidos foliares, descritos anteriormente
nos itens 4.5.2.1,45.2.2e 45.2.3.

4.6. Analise dos dados

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de varidncia com
comparacao de médias por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
utilizando o programa Statistica (Statsoft). Nos ensaios com resultados significativos
foi utiizado o teste de Dunnett para verificar quais tratamentos apresentaram
diferencas significativas (5%) em relagdo ao controle. Graficos em barras com as

meédias e erro padrao de cada tratamento foram confeccionados no programa Excel.

5. RESULTADOS
5.1. Experimento com sementes e plantulas

5.1.1. Germinagéao e plantulas normais

Nao houve efeito dos extratos com (MC;+) sem (MC;-) MC-LR equivalente
sobre a germinacdo das sementes de rucula (Figura 4). Igualmente, ndo houve
variacao entre os tratamentos (MC;1+ e MC;-) e estes ndo apresentaram diferencas

em relacdo ao controle (Figura 6).
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Figura 4. Porcentagem (%) da germinacdo de sementes. Nenhum dos tratamentos
com extrato bruto diferiu entre si e do controle (p>0,05). Valores das médias (n=4)
com desvio padréo. C: controle. MC;+: extrato bruto com MC-LR equivalente; MC;-=

extrato bruto sem MC.

Os resultados também ndo demonstraram efeitos sobre a germinacdo de
plantulas das sementes que foram consideradas normais (Figura 5), ndo afetando

suas estruturas a ponto de torna-las nao viaveis.

105 +
100
95
90
85
80
75
70
65
60

% de plantulas normais

pg.L?

Figura 5. Porcentagem (%) de plantulas normais. Nenhum dos tratamentos com

extrato bruto diferiu entre si e do controle (p>0,05). Valores das médias (n=4) com
desvio padrédo. C: controle. MC;+: extrato bruto com MC-LR equivalente; MCj-:

extrato bruto sem MC.
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5.1.2. Desenvolvimento inicial de plantulas. Obtenc&o de massa (seca e fresca),
teor de clorofila e POD

Os resultados ndo indicaram a influéncia dos extratos com (MC;+) e sem (MC;-
) MC-LR equivalente (Figura 6) em plantulas obtidas no ensaio de germinacao. Os
extratos com e sem MC-LR equivalente ndo diferiram do controle e nem entre si.
Exceto os tratamentos 2,0 ug.L™* MCi- e 50 ug.L™* MC1+, que diferiram do controle
(Figura 7).
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Figura 6. Massa fresca (mg) das plantulas de rucula. Nenhum resultado diferiu do

controle (p>0,05). Valores das médias com desvio padrdo (n=4). C: controle. MC1+:

extrato bruto com MC-LR equivalente; MC;-: extrato bruto sem MC-LR.
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Figura 7. Massa seca (mg) das plantulas de rucula. Apenas dois tratamentos com
extrato bruto (2 MC:- e 50 MC;+) diferiram do controle (p<0,05) pelo teste de Dunnet
(*). Valores das meédias (n=4). C: controle. MC;+: extrato bruto com MC-LR

equivalente; MC;-: extrato bruto sem MC.
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Nao houve efeito significativo dos extratos com (MCi1+) e sem (MC3-) MC-LR
equivalente sobre o comprimento da raiz primaria das plantulas (Figura 8),
demonstrando que as concentracdes utilizadas nos tratamentos com extrato bruto
nao foram suficientes para causar alteracbes no referido 6rgdo. Nenhum dos

tratamentos (MC1+ e MC;-) diferiu do tratamento controle e nem entre si.

S TITTT TS

c 05 2 5 10 25 50 75 100
pug.L1

cm

Figura 8. Comprimento da raiz primaria das plantulas de rdcula. Nenhum dos
tratamentos com extrato bruto diferiu do controle ou entre si. Valores das médias
(n=4). C: controle. MC1+: extrato bruto com MC-LR equivalente; MC;-: extrato bruto
sem MC.

Os resultados para o comprimento da parte aérea (hipocétilo + cotilédones) das
plantulas (Figura 9) demonstraram que houve influéncia da MC-LR equivalente.
Houve efeito de dose, para os extratos com MC-LR equivalente (MCi+) utilizados,
visto que as concentragdes maiores (50, 75 e 100 pg.L?) (MCi+) causaram a
inibicAo de crescimento da parte aérea e estes diferiram do controle e das outras

concentracdes.
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Figura 9. Comprimento da parte aérea (hipocoétilo + cotilédones) das plantulas de
ricula. As maiores concentracfes dos extratos com MC-LR equivalente diferiram do
controle (p<0,05) pelo teste de Dunnett (*) e entre si pelo teste de Tukey (**). Valores
das médias (n=4). C: controle. MC1+: extrato bruto com MC-LR equivalente; MCi-:

extrato bruto sem MC.

Nao houve alteracdo no teor de clorofila presente nos cotilédones das plantulas
(Figura 10). Nenhum dos extratos com (MCi+) e sem (MC;-) MC-LR equivalente
diferiu do controle ou entre si. Contudo, a média dos tratamentos com extrato
contendo MC diferiu da média do controle e dos extratos sem MC. Foi encontrada

menor concentragdo de clorofila nas plantulas expostas aos extratos com MC-LR

equivalente.
1000
500 - I { I I {
{ B MC1+
o MC1-
i
0 ' T T T T T
cC 05 2 5 10 25 50 75 100
ug.L1

Figura 10. Teor de clorofila (ug.g™) presente nos cotilédones das plantulas de
rdcula. Nenhum dos tratamentos contendo extrato bruto com e sem MC-LR
equivalente diferiu do controle ou entre si. Valores das médias (n=4). C: controle.

MC1+: extrato bruto com MC-LR equivalente; MC;-: extrato bruto sem MC.
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A atividade da enzima peroxidase (Figura 11) foi maior para os tratamentos
com o extrato bruto onde continha MC-LR equivalente (MC;+) em relacdo aquele
gue nao apresentava MC (MC;i-) e ao controle (C). Também ocorreu inibicdo da
atividade dessa enzima nas menores concentragdes de MC-LR equivalente. Apenas
concentracfes maiores do extrato nao toxico (MC;-) nao diferiram do grupo controle.
Contudo os resultados ndo demonstraram qualquer padréo para a alteragédo dessa

atividade.
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Figura 11. Atividade da enzima peroxidase (uMoles de H,O, decomposto.mint.g™)
das plantulas de rucula. A média dos tratamentos contendo extrato bruto com e sem
microcistina diferiram significativamente (p<0,05) do controle pelo teste de Dunnett
(*) e entre si pelo teste de Tukey (**). Valores das médias (n=4). C: controle. MC1+:

extrato bruto com MC-LR equivalente; MC;-: extrato bruto sem MC-LR.

5.2. Experimentos com plantas jovens e adultas
5.2.1. Determinagéo do teor de clorofila

Nao houve interferéncia dos extratos com (MC,+) e sem (MC,-) MC-totais na
guantidade de clorofila nas folhas de rdcula nos experimentos realizados. Desta
forma, ndo houve diferenca no teor de clorofila nos tratamentos para plantas jovens

(Fig. 12a) e adultas (Fig. 12b) e destes para o controle.
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Figura 12. Teor de clorofila presente em folhas de rdculas provenientes de plantas
(@) jovens e (b) adultas. Ndo houve diferenca entre os diferentes estagios de
desenvolvimento e nem em relacdo ao controle pelo teste de Tukey e Dunnet.
Valores das médias (n=3). C: controle. MCy+: extrato bruto com MC-totais; MC»-:

extrato bruto sem MCs.

5.2.2. Determinacédo da enzima peroxidase em folhas e raizes

A atividade da enzima peroxidase (POD) presente nas folhas de racula
expostas aos extratos com (MC,+) e sem (MC,-) MC-totais em plantas jovens
(Figura 13a) indicou aumento na presenca dos extratos brutos com MC-totais. Este
aumento foi gradativo de acordo com a concentracdo de MC-totais aplicada,
indicando maior estresse oxidativo nas maiores concentracdes. Nos tratamentos
com MC-totais, apenas o tratamento com 2,0 pg.L? ndo diferiu do tratamento
controle.

Por outro lado, nas plantas adultas (Figura 13b) ndo houve efeito dos extratos
com (MC»+) e sem (MC,-) sobre a atividade da POD. Contudo, dois tratamentos
diferiram do controle (2,0 pg.L"* MC2+ e 0,5 pg.L™* MC»-).
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Figura 13. Atividade da enzima peroxidase em folhas de (a) plantas jovens e (b)
adultas de racula. Houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos entre si pelo teste
de Tukey (**) e em comparacdo com a média do controle pelo teste de Dunnett (*)
para os extratos com e sem MC-totais utilizadas em ambos experimentos. Valores
das médias com (n=3). C: controle. MC,+: Extrato bruto com MC-totais e MC»-:

Extrato bruto sem MCs.

A atividade da POD na raiz de plantas jovens (Figura 14a) demonstrou, assim
como para as folhas, efeito dos extratos com MC-totais sobre a atividade da enzima.
Houve um aumento na atividade da enzima nas maiores concentragdes de MC-totais
utilizadas. Desta forma, apenas os tratamentos com 5,0 e 10,0 pg.L™ do extrato
bruto contendo MC-totais diferiu do controle e dos demais.

Para o experimento com a planta adulta (Figura 14b), embora os valores
tenham sido menores que os da planta jovem, a atividade da POD na raiz das

plantas diferiu em alguns tratamentos com (0,5 e 2,0 MC,+) e sem (0,5 MC,-) MC-
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totais, porém sem um padrdo aparente. Os valores encontrados nos tratamentos

com MCs foram maiores que o controle.
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Figura 14. Atividade da enzima peroxidase na raiz de plantas (a) jovens e (b)
adultas de rucula. Houve diferenca (p<0,05) nos tratamentos entre si pelo teste de
Tukey (**) e em comparacdo com a média do controle pelo teste de Dunnett (*) para
0s extratos com e sem MC-totais utilizados em ambos os experimentos. Valores das

médias (n=3). C: controle. MC,+: Extrato bruto com MC-totais e MC,-: Extrato bruto
sem MCs.

5.2.3. Determinacdo da condutividade elétrica da membrana plasmatica de

folhas

by

Com relacdo a condutividade elétrica da membrana plasmética de plantas
jovens (Figura 15a), nenhum dos extratos com (MC,+) e sem (MC,-) MC-totais
diferiu do controle e entre si. Para a planta adulta (Figura 15b), apenas a
concentracdo de 2 pg.L?! (MC,+) diferiu do controle. No entanto, quando
comparadas as médias dos tratamentos com e sem MC-totais com o controle, houve

diferenca (p=0,0314) entre o controle e o tratamento com MCs (MC+).
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Quando os resultados dos dois experimentos foram comparados, porém, houve
diferengca (p=0,0189). Os valores encontrados para a planta adulta foram maiores
gue os da planta jovem.

Também foi possivel observar que nos dois experimentos, o valor encontrado
para o controle foi menor que todos os outros tratamentos, embora ndo tenha sido

significativo.
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Figura 15. Condutividade elétrica da membrana plasméatica de folhas de planta (a)

jovem e (b) adulta. Apenas a concentracdo 2,0 pg.L* (MC,+) diferiu do tratamento
controle pelo teste de Dunnet (*) para o experimento na planta adulta. Valores das
médias (n=3). C: controle. MC,+: Extrato bruto com MC-totais; MC,-: Extrato bruto
sem MCs. 0,5 MCa+: 0,5 pg.L™Y; 2 MCo+: 2,0 pug.L!; 5 MCao+: 5,0 pg.L™h; 10 MCo+:
10,0 pg.L ™ 0,5 MC»-: 0,5 pg.L; 2 MCy-: 2,0 pg.L ™ 5 MCy-: 5,0 pg.L%; 10 MCy-: 10,0
ug.L2.

5.2.4. Determinacgé&o de microcistinas em tecido foliar
A andlise dos extratos provenientes dos tecidos foliares das plantas expostas
as concentracdes de microcistinas nos experimentos com planta jovem e adulta de

ricula demonstrou que ndo houve acumulo da cianotoxina nos tratamentos com
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extratos contendo MC-totais utilizados. Os resultados para as plantas expostas ao
extrato ndo toxico também foram negativos. Durante toda a duracdo dos
experimentos com plantas jovens e adultas, ndo foram observadas diferencas

morfolégicas entre as plantas expostas aos extratos com e sem MC-totais.

6. DISCUSSAO
6.1. Experimento com sementes

Experimentos com germinacdo de sementes na presenca de MCs foram
realizados em varios trabalhos para avaliar o efeito inibitério da MC em condi¢Bes
mais controladas e em menor tempo (ABE et al. 1996; CHEN et al, 2004,
PFLUGMACHER et al, 2007; SAQRANE et al. 2008; Yin et al.,2005). No entanto, as
respostas as MCs sdo variaveis entre os taxons, inclusive com diferentes niveis de
sensibilidade até dentro da mesma espécie (PFLUGMACHER et al, 2007,
SAQRANE et al.,, 2008). As respostas também podem variar de acordo com a
guantidade de MC aplicada e o tempo de exposicao (SAQRANE et al., 2009).

No presente estudo, nado foi observado qualquer efeito das concentracdes de
MC-LR equivalente sobre a germinacdo de sementes de rlicula e nem na producdo
de plantulas normais. Esses resultados sao coerentes com os de outros trabalhos
nos quais foram aplicadas concentracdes semelhantes de MCs na germinacédo de
sementes de plantas terrestres, como por exemplo, Chen et al. (2004) com nabo e
arroz (24 e 120 pg.L! de MC-LR), Pereira et al.(2009) com alface (5,9 e 56,4 pg.L™
de MC-LR) . No entanto, Hereman (2010) em experimento semelhante ao presente
estudo, com sementes de alface, encontrou efeito inibitorio dos extratos brutos com
e sem MC-LR equivalente sobre a germinagéao, quando utilizou as concentracdes de
75 e 100 pg.Ll. Ao contrario do presente estudo, também foram encontradas
plantulas com sinais de necrose na raiz das plantulas expostas as maiores
concentragdes.

A inibicdo da germinagdo, quando presentes em outros trabalhos tais como
Chen (2004) e Saqrane (2009), ocorreu em concentracdes muito superiores as
utilizadas no atual trabalho com rucula. Sagrane (2009) em experimento de
germinacdo com Lens esculenta, Zea mays, Triticum durum e Pisum sativum,
constatou diferenca na resposta das espécies, sendo a primeira considerada a mais

resistente. Enquanto Lens esculenta apresentou taxa de 74,67% de germinag&o na
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maior concentracdo (11.600 upg.L?) de MC-LR equivalente, Pisum sativum teve
apenas 3% das sementes germinadas nessa mesma concentracdo. Chen (2004)
observou reducao na porcentagem de germinacdo de sementes de arroz e nabo em
concentracdes acima de 600 pg.L™ . Desta forma, ndo é possivel afirmar o grau de
resisténcia para a rucula, com relacdo a porcentagem de germinacdo em relacao as
espécies anteriormente citadas. Para isso, teriamos que aplicar concentragbes de
MC-LR superiores & maior utilizada nessa pesquisa (100 pg.L™).

Sintomas como a reducdo do comprimento da raiz priméria, parte aérea
(hipocotilo + cotilédones) e diminuicdo da massa fresca e seca sdo muito comuns
em experimentos realizados com MC (LR, YR e RR) e geralmente esses sintomas
ocorrem em altas concentracbes de MCs (BIBO et al., 2008; CHEN et al., 2004;
KURKI-HELASMO & MERILUOTO, 1998; SAQRANE et al., 2009). Hereman (2010)
encontrou redugdo no comprimento da raiz primaria de plantulas de alface nas
maiores concentraces de MC-LR (75 e 100 pg.LY), além da presenca de necrose,
porém ndo houve efeito da MC sobre a massa seca e fresca das plantulas. Saqrane
(2008) encontrou efeitos de inibicdo nesses parametros em plantulas (Lens
esculenta, Zea mays, Triticum durum e Pisum sativum) submetidas a concentracdes
de 11.600 pg.Lt. Bibo (2008), igualmente encontrou inibicdo no comprimento da
parte aérea, raiz primaria, massa seca e fresca de plantulas de nabo e repolho a
partir de 100 pg.L?. Contudo, nessa pesquisa ndo houve efeitos de MCs nas
plantulas de rucula sobre o comprimento da raiz primaria em nenhum dos
tratamentos utilizados com e sem MC-LR equivalente e nem necrose dos tecidos.

Isto demonstra que a rucula apresentou tolerancia para as concentracdes de
MC-LR equivalentes utilizadas (0,5; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg.L™),
visto que também foram verificadas alteracdo na massa seca e fresca. Porém, os
resultados para o comprimento da parte aérea demonstraram que houve inibicdo de
crescimento a partir de 50 pg.L! apenas para os tratamentos com MC-LR
equivalente. O motivo pelo qual isso ocorreu ndo ficou claro, pois ndo ocorreu
inibicdo no crescimento da raiz primaria.

Uma possivel explicagdo para a inibicho da parte aérea nas maiores
concentracfes de MC-LR talvez esteja nos experimentos de Sagrane et al. (2008),
gue através de cortes histoldgicos da raiz primaria de Pisum sativum verificaram

atraso na diferenciacdo e formacdo do cilindro vascular além de inibicdo da
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formacdo das raizes laterais. As raizes primarias expostas a MC-LR (11.600 pg.L™)
também indicaram auséncia de células da endoderme e do periciclo. O atraso na
formacao do xilema primario e auséncia de fibras também foram observados. Neste
estudo observamos apenas a inibicdo do comprimento da parte aérea, quando
aplicadas as maiores concentracdes de MC-LR equivalentes (50,0, 75,0 e 100 pg.L"
!y para as plantulas de ricula. Alteracdes no tecido radicular podem ter ocorrido pela
acdo da MC-LR, mas ndo a ponto de prejudicar o seu crescimento, porém, &
possivel que tenha ocorrido a alteracdo da disponibilidade de nutrientes para a parte
aérea, afetando-a. Contudo, cortes histologicos ndo foram realizados para encontrar
um possivel indicativo para esta explicacao.

Os tratamentos com a MC-LR equivalente ndo foram suficientes para afetar a
guantidade do teor de clorofila presente nos cotilédones das plantulas de rdcula.
Esse resultado corrobora com os resultados para a alface, nas mesmas
concentracbes (Hereman, 2010). No entanto, Abe et al. (1996) verificaram efeitos da
MC-LR no conteudo de clorofila em Phaseolus vulgaris L. quando utilizaram
concentracdes acima de 9.950 pg.L, muito maiores que as aqui aplicadas.

A atividade da enzima peroxidase (POD) é elevado sempre que ocorre algum
tipo de estresse oxidativo nas plantas, causado pelo aumento da formacédo de
espécies de oxigénio reativo (sigla em inglés - ROS) (DING, 2003). Praticamente
todos os tratamentos utilizados com a MC-LR equivalente, em nosso estudo com
plantulas de rdcula causaram o aumento na atividade da POD. Contudo ndo houve
um padrao aparente nos resultados. Isso pode ter sido reflexo do uso da plantula
inteira, ndo sendo possivel identificar qual 6rgdo contribuiu com a maior alteracao.
Nao ficou claro também o motivo pelo qual os tratamentos sem MC apresentaram
valores abaixo do tratamento controle até a concentracdo 25 pg.L. Como
comparagao, Hereman (2010) encontrou resultados parecidos para a alface.
Contudo houve aumento na atividade da POD na maior concentracdo de MC-LR
utilizada (100 pg.L™?). A exposicdo de diversas variedade de espinafre a baixa
concentracdo de 5 pg.L? de MC-LR equivalente, durante 6 semanas causou O
aumento da atividade da referida enzima (Pflugmacher et al., 2007). Chen et
al.(2004) encontraram aumento na atividade da POD a partir de 24 pg.L™* de extrato
contendo MC-LR, -RR e -YR.
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6.2. Experimento com planta jovem e adulta

Informacdes da literatura indicam que as MCsTem sido demonstrado que as
MCs podem afetar ndo somente a quantidade de clorofilas (PFLUGMACHER, 2002;
WIEGAND et al. 2004), mas também o fotossistema Il de plantas expostas
(SAQRANE et al., 2009). Contudo, para as plantas de racula, ndo foram encontradas
alteracdes na quantidade da clorofila presente, tanto nas folhas de plantas jovens,
guanto adultas. As concentracdes aplicadas neste estudo foram as mais
frequentemente encontradas na natureza (entre 05 e 10,0 pg.L! de MCs)
(FASTNER etal., 1999; HIROOKA et al., 1999; VIEIRA et al., 2005).

Os tratamentos utilizados por Hereman (2010), com o mesmo tempo de
exposicao (15 dias), também ndo afetaram o teor de clorofila presente nas folhas de
alface. Jarvenpaa et al.(2007) também nao encontraram alteracdes nos valores para
o teor de clorofila em experimento com brocolis em concentragées de 0, 1 e 10 pg.L"
! de quatro variantes de MCs, incluindo MC-LR (33%) e —RR (25%). Por outro lado,
McElhiney (2001) encontrou redugdo no conteudo de clorofila, com as
concentraces parecidas com as utilizadas nesse experimento em cultura de tecidos
de Solanum tuberosum (5-10 pg.L™? de MC-LR) expostas por 16 dias. Isso
demonstra que os efeitos variam de acordo com a espécie e forma de exposicao a
MC.

A atividade da enzima peroxidase (POD) apresentou respostas diferentes para
a planta jovem e adulta. O estagio de desenvolvimento da planta teve influéncia na
resposta com relacdo a formacdo de ROS. A planta jovem apresentou valores muito
maiores que a planta adulta com relacdo a atividade da POD tanto nas folhas como
para a raiz, além do efeito de dose. Isso indica que planta em seu estagio mais
jovem quando é irrigada com MC é sensivel ao estresse oxidativo, diferente do que
ocorre quando a aplicacdo passa a ocorrer com a planta com suas folhas ja
formadas.

Os resultados encontrados também mostram maior atividade da POD nas
raizes, em relacdo as folhas. Esse € um indicio de que a raiz da rucula é eficiente
para o processo de desintoxicacdo, quando em estresse. Este resultado difere do
trabalho de Hereman (2010) para a alface, em que ocorreu a reducao da atividade
da POD em ambos os 6rgdos da planta nos tratamentos com MCs em relacdo ao

controle, e maiores valores para as folhas. Chen et al. (2004) encontraram



39

diferencas na resposta em plantas de nabo e arroz expostas a MCs (24 a 3.000
ug.L™H) por 10 dias. Sendo que apenas o nabo apresentou um aumento significativo
na atividade da POD na concentracdo de 3.000 pg.L?, enquanto o arroz ndo
apresentou diferenca com relacdo ao controle. Com base nesses resultados com
nabo e arroz, os autores sugeriram que 0 arroz, por ser uma espécie de ambiente
aguatico, poderia apresentar mais resisténcia em relacdo as MCs. Em condi¢des
bem mais controladas (cultivo in vitro), Chen et al. (2010) ndo encontrou alteracbes
na atividade da POD de brotos maca em concentracdes de 30 e 300 pg.L™* de MCs,
demonstrando que os efeitos sobre a atividade da POD também variam de acordo
com a espécie e as formas de exposicao.

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos com e sem MC e
controle da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica das folhas de rucula
da planta jovem e adulta. Em concentracdes maiores, a planta poderia se tornar
mais susceptivel a infeccfes e estresses abidticos. Esses resultados foram
parecidos com o0s encontrados por Hereman (2010), com folhas de alface,
submetidas as mesmas condicdes.

Acumulo de MCs em plantas tem sido demonstrada em varios experimentos
(CHEN et al., 2004, 2010; CRUSH et al., 2008; HEREMAN, 2010; JARVENPAA et
al.,, 2007). Por outro lado, a utilizacdo de diferentes concentragcdes de MCs nao
alteragcbes de MCs nos tecidos foliares de plantas de rucula. Hereman (2010)
utilizando plantas de alface com as mesmas concentracfes de MCs-totais de mesma
linhagem toxica (BCCUSP232), tempo de exposi¢cao a MC, substrato e método de
deteccdo (ELISA) que foram utilizados no presente estudo, encontrou nos tecidos
foliares quantidades da MC proporcionais aquelas aplicadas nos tratamentos com
MCs. Desta forma, foram encontradas 167,066 pg.Kg™ no tratamento com 10 pg.L™?
de MCs no tecido foliar da alface.

Para os experimentos com planta jovem e adulta de ricula, o extrato bruto da
linhagem BCCUSP232 foi quantificado previamente pelo imunoensaio (ELISA). Essa
andlise indicou a presenca de 1.325 pg de MC por grama de extrato bruto da
linhagem BCCUSP232. Uma quantidade menor de MC foi encontrada em relagéo a
analise com HPLC/LC-MS, embora ainda alta. Esse valor foi utiizado como
referéncia nos calculos para MC-totais e foi usado na preparacdo das solugdes para

os tratamentos nos referidos experimentos (planta jovem e adulta).
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Embora a concentracdo de MC quantificada pelo imunoensaio tenha sido alta,
a gquantidade de MC-LR (variante mais toxica) presente no extrato bruto (Tabela 1)
foi pequena (0,6%). Desta forma, como néo foi possivel identificar todas as variantes
guantificadas pelo imunoensaio ELISA, ndo foi possivel prever a real toxicidade dos
tratamentos. A andlise realizada previamente por HPLC/LC-MS, demonstrou a
presenca de diversas variantes demetiladas (dRR, ddRR A e dLR) com toxicidade
desconhecida.

O extrato bruto utilizado por Hereman (2010) tinha uma quantidade maior de
MC-LR (75,4 %) e MC-RR (24,6 %), que sao as variantes mais conhecidas e de
maior toxicidade (GUPTA et al.,, 2003). Contudo, a menor quantidade dessas
variantes no extrato bruto utiizado com a rdcula, pode ter influenciado nos
resultados para a bioacumulacédo em folhas.

Varios motivos podem explicar a auséncia de acumulo nos tecidos foliares de
rucula. Embora tenha ocorrido a possibilidade de adsorcdo pelo substrato e, ou,
degradacao bacteriana da MC em presenca de matéria organica, como observado
por Bibo et al. (2008), isso ndo parece provavel. No atual trabalho, foi utilizado o
mesmo substrato comercial que Hereman (2010) utilizou em seus experimentos. A
explicacdo talvez seja as variantes presentes no extrato bruto utilizado, ou mesmo
em funcdo do processo de desintoxicacdo que envolveria a formacao de glutationa
conjugada em plantas (Pflugmacher et al. 2007). Também n&do foi descartada a
possibilidade de que a acumulo de MCs tenha ocorrido nas raizes, e neste caso nao
houve translocacao para as folhas. Como o objetivo do nosso trabalho foi verificar o
acumulo de MCs em partes comestiveis da racula, ndo foi realizada analise nas
raizes. Saqgrane et al. (2009) demonstraram a ocorréncia de translocagéo diferencial
de diferentes variantes de MCs nos diferentes 6rgaos de Lens esculenta, Zea mays,
Triticum durum e Pisum sativum. No referido trabalho ocorreu variagdo na presenga
de cada variantes no caule, folhas e raizes. Houve diferenca também com relacéo as
espécies e de acordo com as concentragfes utilizadas. Os autores também sugerem
a possibilidade de diferentes graus de resisténcia das plantas entre as diferentes
variantes.

Com base nesses resultados, € possivel afirmar que nas condicbes em que

foram realizados o experimento com a planta jovem e adulta, as MCs presentes no
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extrato bruto tOxico ndo representaram uma ameaca a produtividade da rucula e

possivelmente ndo ofereceriam risco a satde humana.

7. CONCLUSOES

1- MCs presentes nos extratos utilizados nao tiveram efeitos alelopaticos na
germinacdo de sementes e na formacao das plantulas de rucula nas concentracbes
testadas de 0,5 a 100 pg.L™ de MC-LR equivalente. Sementes de ricula ndo foram
susceptiveis aos tratamentos com MCs.

2-Plantas jovens e adultas de ricula ndo sofreram efeitos alelopaticos pela
exposicdo aos extratos brutos de M. aeruginosa, tanto produtora como nao
produtora de MCs (nas concentracdes testadas de 0,5 a 10,0ug.L™ de MC-Totais)

em relacdo aos parametros investigados, com excecao da POD.

3- A diferenca no estresse oxidativo entre plantas jovens e adultas frente a
exposicdo aos extratos brutos da cianobactéria produtora de MCs reforca a
necessidade de que futuros estudos sejam realizados com individuos nesse estagio

de desenvolvimento.

4- A utilizacdo da irrigacdo para o cultivo de rucula com MC-totais, nas
concentracdes de 0,5 a 10 ug.L ™, possivelmente néo oferece risco para a seguranca
alimentar, visto que ndo houve acumulo nos tecidos foliares, com as variantes

utilizadas.

5 — As variantes de MCs presentes na composi¢cao dos extratos toxicos podem ter
influéncia nos efeitos alelopaticos observados nos diversos estudos realizados, visto
gque a LD50 desde compostos € varidvel. Além disso, muitas variantes sao
desconhecidas ou sua acéo ainda nao foi investigada o que poderia influenciar ndo

s6 nos efeitos alelopaticos como no processo de biocumulagéo.
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