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ABSTRACT — (Effect of the phosphorus on the mineral uptake and pigmentation of Azolla caroliniana Willd. (Azollaceag)).
Mineral bioaccumulation, N, fixation and pigment accumulation of A. caroliniana were established under nutritional stress.
Cultureswere conduced in polystyrene flasks using phosphate gradient between 107 and 103*mol.L*. Minerals (P, S, B, and Sn)
were quantified by induced coupled plasma and total nitrogen by Kjeldhal methodol ogy. Nitrogenase activity was determined
by the reaction of acetylene reduction and pigments were photometrically determined in acidified methanolic extracts.
Macronutrients uptake (N, P, S) were shown to be rel ated to phosphorus supplements and micronutrient absorption (B and Sn)
was independent of phosphorous supplements. Mineral selectivity showed that A. caroliniana can act as biofertilizer.
Phosphorus concentration below 10°mol.L* decreased the ratio chlorophylls/anthocyanins causing reddening of the plant.
This behaviour of A. caroliniana could be used for biomonitoring environmental phosphorus availability.

Key words - anthocyanins, Azolla caroliniana, mineral bioaccumulation, nitrogenase

RESUM O —(Efeito defdsforo na captagcdo de minerais e pigmentacdo de AzollacarolinianaWilld. (Azollaceag)). O biocacimulo
de minerais, afixac8o de nitrogénio e a concentraco de pigmentos em Azolla caroliniana foram estabel ecidos sob estresse
nutritivo. As culturas foram mantidas em frascos de poliestireno, utilizando gradiente de fosfato entre 107 e 10 mol.L*. Os
minerais (P, S, B e Sn) foram quantificados por espectrometria de emissdo 6ticacom plasma de acoplamento induzido e o teor
de nitrogénio pelo método de Kjeldahl. A atividade da nitrogenase foi determinada pela reagdo de reducéo do acetileno e as
concentragBes de pigmentos foram determinadas por fotometria nos extratos metandlicos acidificados. A absor¢do de
macronutrientes (N, P, S) mostrou-se relacionada ao suprimento de fosforo, enquanto a absor¢éo de micronutrientes (B e Sn)
ndo sofreu este efeito. A seletividade mineral demonstra a potencialidade da A. caroliniana como biofertilizante. Para
concentragdes de fosforo abaixo de 10°mol.L 2, arazdo das clorofilas/antocianinas diminuiu, causando o avermelhamento do
vegetal. Este comportamento de A. caroliniana poderia ser empregado para o biomonitoramento da disponibilidade de fdsforo
no ambiente.
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I ntroducéo

A fixagdo bioldgica do nitrogénio contribui
anualmente com cerca de 1,72 x 107 toneladas de
nitrogénio reduzido para a producéo vegetal em terras
ardveis e em sistemas naturais (Ishizuka 1992). E
grande o interesse nesta fonte de nitrogénio, tanto por
razbes econémicas, quanto pela busca de aternativas
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menos agressivas ao ambiente (Kundu & Ladha1995).
O pleno emprego de organismosfixadores de nitrogénio
em culturas em tanques, contudo, encontra restricoes
gue ainda os tornam pouco atrativo ao produtor, como
altos custos, necessidade de grande érea, de méo de
obra qualificada e da utilizacdo de grande quantidade
de dgua (Ali 1999).

Azolla caroliniana, uma pteridéfita aquética de
pequeno porte, apresenta-se COMO um recurso verde
de grande potencial paracamposinundados. A smbiose
com a cianobactéria diazotréfica Anabaena azollae
contribui para o fornecimento de nitrogénio para seu
crescimento. O feto tem ampla distribui¢do geogréfica
e se desenvolve bem em ambientes poluidos, quando
comparado com outras espécies vegetais (Kondo et al.
1989, Singh & Singh 1995). Quando exposta a altas
concentragfes de chumbo, niquel, cddmio, zinco, arsénio,
ou outros metais pesados (Selaet al. 1990, Laleset al.
1993, Gaur et al. 1994), a planta produz peptideos
simples, as chamadas fitoquelatinas, as quais se
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complexam com o0s ions metalicos, promovendo a
desintoxicagdo do vegetal (Paywall et al. 1993). Testes
de toxicidade em Spirodela polyrhiza (L.) Schleid. e
Azolla pinnata R. Br. comprovaram a eficiéncia do
vegetal como biofiltro contra uma série de metais
pesados (Laleset al. 1993, Querubin et al. 1993, Gaur
et al. 1994, Forni et al. 2001).

As limitagOes do cultivo de A. caroliniana sdo
excesso de luminosidade, altas temperatura (Kondo
et al. 1989, Singh & Singh 1995) efatores nutricionais
(Singh & Singh 1989, Cadiz & Alejar 1992). Osefeitos
da deficiéncia de fosforo sdo freqlientemente citados
(Bisoyi & Singh 1988, Bieleski & Lauchli 1992, Kundu
& Ladha1995). Nestas condig¢des, ocorre umafaléncia
generalizada do metabolismo da planta, acompanhada
de sensivel produgdo de pigmentos, 0 que causa 0
avermel hamento de suasfrondes (Cadiz & Alejar 1986,
1992).

Com o objetivo de estudar o uso de A. caroliniana
como biofertilizante, procurou-se neste trabalho avaliar
0 acumulo de macronutrientes (nitrogénio, fésforo e
enxofre) e demicronutrientes (estanho e boro) em fungéo
da disponibilidade de fésforo, avaiar a producéo de
pigmentos e 0 desenvolvimento daplantaanteacaréncia
de fosforo soluvel e, ainda, determinar a atividade
diazotréfica de A. caroliniana em diferentes
concentracdes de fosforo.

Material e métodos

Crescimento — a linhagem CENA-38 de Azolla caroliniana
Willd. (Azollaceae) foi gentilmentefornecidapelaProfa. Dra.
Siu Mui Tsai do LBCM do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura/f CENA — Piracicaba, SP. O cultivo foi conduzido
em casade vegetacao, com variagdes de temperaturas minimas
didrias, registradasentre 20 e 23°C e maximas entre 29 e 35°C.
Utilizou-se frascos de poliestireno de 1L, nos quais,
adicionou-se solugdes nutritivas de Lumpkin, com
concentragBes de Na,HPO, variando entre 10’mol.L™* e
10°mol.L1. Estes limites correspondem, respectivamente, a
um sério estresse para 0 crescimento e doses suficientes de
fosforo sollivel (Kondoet al. 1989, Bidleski & Lauchli 1992).
Para definir a vel ocidade especifica de crescimento em mm,
indculos de aproximadamente 1 g de massa fresca foram
cultivados por 30 dias. O aumento de biomassafoi registrado
acada 3 dias, quando, entdo, a culturafoi drenada e secaem
discos de papel absorvente por alguns segundos e sua
biomassa fresca foi determinada. A solucdo de cultura foi
renovada e a evapotranspiragdo compensada com agua
desmineralizada, sempre que necessério (Lejeuneet al. 2000).
Os experimentosforam conduzidosem triplicatas (n=3) eos
resultados sdo apresentados como médias independentes,
com respectivos desvios. O teste de Tuckey foi aplicado e os

valores considerados semel hantes com 10% de significancia
(p£0,10).

Atividade da nitrogenase — a atividade da nitrogenase foi
determinada em triplicatas pelo ensaio da reducdo do
acetileno. Frascostransparentes de 250 mL., contendo 50 mL
do meio de cultura e o vegetal integro, com biomassa
determinada, foram lacrados com tampdes de borracha. A
troca gasosafoi realizadacom amisturanitrogénio/acetileno
(9:1). O ensaio ocorreu em ambienteiluminado eclimatizado a
25 °C. A cadaduashoras, um volumede 0,5 mL dafase gasosa
foi submetido a quantificagdo por cromatografia gasosa
(Instrumentos Cientificos CG Ltda., mod. 370, coluna Porapack
N de1,8m, 3/16") por um periodo de 24 h. Brancosdereacéo
foram preparados em frascos sem os vegetais. Os valores da
atividade especifica foram expressos em mmoles de
CH,hg"(Santos& Lacaval1981).

Andlise dos pigmentos vegetais— apds a remocao dasraizes,
asfrondesforam lavadas com aguadeionizada pararemocgado
de qualquer residuo do meio de cultivo. Apds secagem em
papel defiltro, foram submetidas atrituracdo em almofariz.
Ospigmentosforam extraidosapartir de 0,1g de amostracom
1,0mL demetanal acidificado (HCl 1%). ApGsacentrifugacdo
a9.000 rpm, por 15min, a4 °C, o sobrenadantefoi coletado e
seu volume gjustado para 5,0 mL. Os pigmentos foram
quantificados em extratos frescos num espectrofotémetro
Ultrospec 1000 UV /Vis (Amersham Biosciences), em| 580 nm
paraantocianinastotais(Cadiz & Algjar 1986) el 660 nm para
clorofila(MacFarlane & Burchett 2001).

Andlise deteores minerais— neste procedimento foi utilizada
a planta integra lavada com &gua desmineralizada. Apés
secagem em papel defiltro etrituracdo, 0,1 g daamostrafoi
submetidaadigestdo acida (10 mL deHNO,, 60°C, 6 h). Em
seguida, asolucdofoi filtradaediluidaatéatingir 100mL.As
concentragdes de P, S, B e Sn foram determinadas por
espectrometriade plasmade acoplamento induzido. Naandlise
de N total foi empregadaametodologiade Kjeldhal (AOCAC
1980).

Resultados e Discussao

Os resultados relativos ao efeito do fosforo no
acumulo de nutrientes de A. caroliniana séo
apresentados nas figuras 1 e 2. Estes resultados
permitem o reconhecimento de curvas que diferenciam
macro e micronutrientes. Em quantidades suficientes
de fésforo, o crescimento é acelerado e a demanda de
macronutrientes é alta (tabela 1). Para o fésforo,
concordando com os dados disponiveis na literatura
(Kondo et al. 1989, Singh & Singh 1989, Bieleski &
Lauchli 1992, Kundu & Ladha 1995, Forni et al. 2001),
foi observada absor¢éo do nutriente consonante com
sua concentragdo no meio (figura 1). O metabolismo
da fixagdo de nitrogénio da simbiose A. caroliniana-
Anabaena azollae, cultivada no campo ou sob
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Figural. Influénciadadisponibilidade defdsforo no acimulo
denitrogénio efdsforo em Azolla caroliniana. m = nitrogénio;
a = fosforo. Os dados estéo apresentados como médias +
desvio padréo (n= 3, p £ 10%).

Figure 1. Influence of the availability of phosphorusin the
nitrogen and phosphorus accumulation in Azolla
caroliniana. m = nitrogen; a = phosphorus. The data are
presented as mean + standard deviation (n= 3, p £ 10%).

condi¢des controladas, declinou em estresse por
deficiéncia de fésforo. Essa reducdo na atividade
fixadora da cianobacteria, ilustrada na tabela 1, esta
refletida nos menores teores de nitrogénio acumulado
nostecidos obtidosde A. caroliniana sob tais condigdes.
Com suprimento satisfatério de nutriente, os teores de
nitrogénio tissular aumentaram em aproximadamente 17
vezes (figura 1).

A figura 2 mostra que a curva de assimilagdo de
enxofre guarda forte semelhanga com a de nitrogénio
(figura 1), ainda que este seja requerido em menores
guantidades. Nas concentracbes experimentais, ndo
foram atingidos niveis para se detectar inibi¢do por
fésforo, conforme anteriormente relatado por Bieleski
& Léauchli (1992). A andlise das curvas indica que
variagbes na concentragdo de nutriente da ordem de
10* vezes ndo provocaram diferencas sensiveis na
absorcdo de boro e estanho no material biolégico em
estudo (figura2).

Pelatabelal é possivel reconhecer o efeito negativo
dadeficiénciade fosforo sobre afixacéo de nitrogénio
enavel ocidade de crescimento do organismo. A reducéo
de acetileno ficou comprometida, assim como a
velocidade especifica de crescimento, medida em m
(constante de crescimento de Jacob e Monod). A partir
dos resultados desta mesma tabela, foi possivel
determinar umvalor deKigua a10°mol.L* defasforo,
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Figura 2. Influénciadadisponibilidade defosforo no acimulo
de enxofre, boro e estanho em Azolla caroliniana.
A = enxofre; O = boro; O = estanho. Os dados estao
apresentados como médias + desvio padréo (n= 3, p £ 10%).

Figure 2. Influence of the phosphorus availability in the
sulphur, boron and tin accumulation in Azolla caroliniana.
A = sulphur; © = boron; O = tin. The data are presented as
mean * standard deviation (n =3, p £ 10%).

gue éaconcentragcdo necess&riaparaque aplantaatinja
metade da vel ocidade especifica de crescimento.

A tabela 2 mostra a diferenca dos pigmentos
acumulados nas frondes do vegetal em culturas nas
diferentes concentragdes experimentais de fésforo.
Esses resultados indicam que o teor de antocianinas
aumenta guando os niveis de fésforo encontram-se

Tabela 1. Atividade da nitrogenase e a vel ocidade especifica
do crescimento de Azolla caroliniana em diferentes
concentragdes de fésforo. (Média + desvio padréo; n = 3,
p £ 10%). Os controles de reac8o foram preparados em
frascos sem os vegetais.

Table 1. Nitrogenase activity and growth specific velocity of
Azolla caroliniana in different phosphorus concentrations.
(Average * standard deviation; n = 3, p £ 10%). The blanks
were prepared in flasks without the plants.

Concentragdo de  Atividade da  Velocidade especifica

fosforo (mol.L ™) nitrogenase de crescimento
(umolsCH..h".g?) (n.dia®)
103 7,28+0,15 0,28+0,02
10* 3,78+0,31 0,22+0,04
10% 244+0,29 0,14+0,01
108 1,67+£0,22 0,10+ 0,00
107 1,96+ 0,36 0,10+ 0,00
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Tabela 2: Efeito de diferentes concentragdes de fosforo sobre teores de clorofila e antocianina total e a coloracdo de Azolla

caroliniana. (Média+ desvio padréo; n = 3, p £ 10%).

Table 2. Effect of different phosphorus concentrations on the levels of total chlorophyll and anthocyanin and the coloration of
Azolla caroliniana. (Average + standard deviation; n = 3, p £ 10%).

Concentragéo de fosforo Clorofilatotal Antocianina total Abs 660 nm/ Coloracdo dafronde
nomeio (mol.L?) (Abs 660nm) (Abs580 nm) Abs580 nm
103 0,520+ 0,015 0,123+0,025 422 verde
10* 0,210£0,025 0,049+0,015 432 verde
10° 0,105+0,011 0,075+0,011 140 vermelha
10° 0,065+ 0,008 0,167+0,008 039 vermelha
107 0,065+ 0,005 0,310+0,008 021 vermelha

abaixo de 10°mol.L*. Nesta condicéo, a producdo de
antocianinas eleva-se até cinco vezes e, de modo
inverso, as concentragdes de clorofila sdo reduzidas a
medida em que o fésforo disponivel no meio torna-se
escasso. As mudangas na pigmentacéo dasfolhas podem
ser observadas a partir do ponto em que arelagdo de
concentragdes de clorofila/antocianina atinge valores
abaixo de 1,4 e as condi ¢cbes de crescimento tornam-se
insatisfatorias.

A capacidade de acumular minerais atraiu o
interesse para que A. caroliniana seja utilizada no
tratamento de efluentes ricos em minerais, quer sgjam
urbanos, rurais ou naturais (Sela et al. 1990, Paywall
et al. 1993, Uheda & Nakamura 2000). Se, entretanto,
esta caracteristicatem tal aplicacdo, poderia, por outro
lado, tornar o biofertilizante uma fonte de ions toxicos
no solo, devido a alta toleréncia de vegetais, cujos
ambientes se caracterizem pela concentragcdo elevada
destes ions (MacFarlane & Burchett 2001).

O trabalho ora apresentado, indica que o0 manegjo
correto da A. caroliniana pode evitar a contaminagao
do biofertilizante, mantendo-se, com isso, os niveis de
macro e micronutrientes requeridos pelo solo. Uma
oportunaabordagem consiste naproposi ¢do de sistemas
de producé&o de biomassa de A. caroliniana que fagam
uso de efluentes como substrato para o tratamento de
residuos e aproducdo de biofertilizantes. Os resultados
obtidos apontam paraumaconcordanciaentre osvalores
dos dados nutricionais e as respostas do vegetal, o que
permite fundamentar um método de andlise quantitativa
biomonitorada de fosforo ambiental. A razdo de
pigmentos e a disponibilidade ambiental de fésforo
podem ser aplicadas como método de biosensoreamento
na determinagdo deste nutriente no campo. Pode-se
propor um* ponto deviragem” napigmentacdo do vegetal
paraaconcentracdo de fosforo emtorno de 10° mol.L*

na solugdo de cultivo. Esta avaliagdo visual, embora
indireta, possui a vantagem de ser pronta e facilmente
aplicavel.
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