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RESUMO

Plantas cultivadas podem ser contaminadas com cianotoxinas atraves de irrigacao
com agua contendo cianobactérias toxicas. Uma espécie freqlientemente
encontrada nos corpos d’agua € Microcystis aeruginosa, produtora da microcistina
(MC), uma toxina hepatotoxica. Frente a esta possibilidade, nosso objetivo foi
investigar os efeitos de extrato bruto de uma linhagem produtora de microcistina
(BCCUSP232) e outra nao produtora (BCCUSP03) em bioensaio de germinagéao de
sementes e crescimento da hortalica alface e a possibilidade de bioacumulacdo da
cianotoxina nos tecidos foliares. Sementes germinadas em papel de filtro foram
expostas a concentracdes entre 0,5 a 100 ug.L™ de MC-LR durante sete dias,
enquanto as plantas cultivadas em vasos contendo substrato comercial para
hortalica foram irrigadas com 100ml de solucdo aquosa contendo 0,5 a 10 pg.L™ de
MC-LR durante 15 dias ao final do ciclo da cultura. Valores de massa seca
correspondentes foram empregados para o tratamento com extrato bruto sem
microcistina, além de controle com agua. Os efeitos nocivos da MC-LR puderam ser
observados no desenvolvimento das plantulas expostas a 75 e 100 pg.L™,
concentragdes que induziram uma maior ocorréncia de plantulas anormais devido ao
aparecimento de necrose na radicula e encurtamento deste 6rgdo nas plantulas
normais, como também reducdo no teor de clorofila e aumento na atividade da
enzima antioxidante peroxidase. Para as plantas adultas, a exposicao as diferentes
concentragbes de MC-LR néo interferiram no teor de clorofila e na atividade da
peroxidase. Contudo, ambos os extratos (com e sem MC-LR) interferiram igualmente
na permeabilidade seletiva da membrana plasmatica das folhas da planta adulta,
mesmo em baixa concentracdo, podendo assim deixa-la mais suscetivel a estresses
abioticos e biodticos. Embora as plantas se apresentassem saudaveis e semelhantes
ao controle, houve bioacumulacdo da microcistina nos tecidos foliares em
concentracdes entre 7,2 ug.kg™® quando exposta a 0,5 pg.L™* e 167,1 ug.kg™ a 10
ug.L™. Assim, a irrigacdo de alface com &gua contendo a concentracdo de
microcistina permitida na agua tratada para consumo humano (1,0 pg.L ™) ndo
garante a seguranca alimentar, uma vez que a metade desta concentracdo foi
suficiente para promover a absorgcdo da cianotoxina nos tecidos foliares. Para uma

pessoa de 60kg que consumisse 60g de salada de alface exposta a 10 pg.L™” de



MC-LR ocorreria ingestdo da toxina em uma concentracdo que ultrapassa
excessivamente a permitida para consumo humano estabelecida pela Organizacéo
Mundial da Saude (0,04 ug.kg™ de massa corpérea.dia™). Portanto, enfatiza-se a
necessidade de monitoramento de diferentes rotas de exposi¢cao a microcistina pelas

autoridades publicas.

Palavras-chave: alface, bioacumulacdo, cianotoxina, contaminacdo alimentar,

irrigacao



ABSTRACT

EFFECTS OF CRUDE EXTRACT AND MICROCYSTIN-LR ON Lactuca sativa L.
(ASTERACEAE)

Crop plants may become contaminated with cyanotoxins during irrigation with water
containing toxic cyanobacteria, such as Microcystis aeruginosa, which produces the
hepatoxin microcystin (MC). The aim of the present study was to investigate the
effects of a crude extract from a microcystin-producing strain (BCCUSP232) and non-
microcystin-producing strain (BCCUSP03) on germination and growth bioassays of
lettuce and assess the possibility of the bioaccumulation of this cyanotoxin in leaf
tissue. Seeds germinated on filter paper were exposed to concentrations of 0.5 to
100 pg.L? of MC-LRfor seven days, while plants grown in pots containing a
commercial substrate were irrigated with 100mL of an aqueous solution containing
0.5 to 10 yg.L™ of MC-LR for 15 days at the end of the culture cycle. The
corresponding dry weight values were used for treatment with the crude extract
without microcystin. Control plants received only water. The harmful effects of MC-LR
were observed during the development of seedlings exposed to 75 and 100
ug.L™, with a higher incidence of abnormal seedlings due to the onset of root
necrosis as well as a shortening of roots in normal seedlings, a reduction in
chlorophyll content and an increase in the activity of the antioxidant enzyme
peroxidase. In adult plants, exposure to different concentrations of MC-LR did not
affect the chlorophyll content or peroxidase activity. However, even atlow
concentrations, both extracts (with and without MC-LR) equally affected the selective
permeability of the plasma membrane in leaves, which could make the plants more
susceptible to biotic and abiotic stresses. Although the plants looked healthy and
similar to the controls, there was an accumulation of microcystin in the leaves at
concentrations of 7.2 yg.kg™* and 167.1 ug.kg™ when exposed to 0.5 pg.L™ and 10
ug.L™, respectively. Thus, the irrigation of lettuce with water containing the
concentration of microcystin allowed in treated water for human consumption (1.0
ug.L™) does not ensure food security, since half of this concentration was sufficient to
cause the absorption of the cyanotoxin in leaf tissue. A 60kg person, consuming 60g
salad made from the lettuce expose to 10 pg.L™* of MC-LR, would consume
microcystin at a concentration that exceeded the tolerable daily intake established by



the World Health Organization (0.04 pg.kg™ of body weight. day™). Thus, there is a

need for public health authorities to monitor different exposure routes of microcystin.

Key-words: bioaccumulation; cyanotoxin, food contamination; lettuce; irrigation



SUMARIO

Pagina

(I[N 270 510 07X TSSO 13
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. ... e, 18
2.1 Efeitos da microcistina em plantas aqUAtICaS. ........cccoviiuiiirieieieeiiiiiiie e 18
2.2 Efeitos da microcistina em plantas terrestres........cccvvvvveeeiieiei e 21

3. MATERIAL E METODOS....... oottt ettt et 25
3.1. Linhagens e condiGOes de CUILIVO.........ceeeriiiiiiiiiiiciiiiiiiieee et e 25
3.2. Extracéo e determinagao de microcistina da linhagem 232 por HPLC ......... 25
3.3. Preparo dos extratos brutos das linhagens de M. aeruginosa...............c........ 26
3.4. Tratamentos ULIIZAOO0S..........uvuurieiiiiiiiiiee e 26
TR T o F= g = T =] (PSRRI 27
3.6 Bioensaio de germinagao de SEMENTES. .........uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e e e e e e 27
3.7 Bioensaio de crescimento: substrato e cultivo das plantas.............cccccccveeeee.. 29
3.8 Andlise do teor de Clorofila...........coovvvieieeeici e 30
3.9 Analise da atividade da enzima peroxidase (POD)........ccccceeiiiiiiiineeiiineeneennns 30
3.10 Permeabilidade seletiva da membrana plasmatica de folhas adultas.......... 31
3.11 Extracdo e determinacéo de microcistina em tecido foliar por ELISA.......... 31
G0 G IV g = 1 15T 0 [0 1S3 F= T [0 3 32
Y U 2 I 2 TSP 33
4.1. Bioensaio de germinacao de SEMENTES..........ooveeieieeeeeeeeiieeee i 33
4.2. Bioensaio de CreSCIMENTO........uuureeiieeeee e e e eeeeitiiice e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaneannn s 34
4.3. Acumulagao de MICIOCISTING.........coviiiiiiiiiiiieiiii ettt e e e 35

5. DISCUSSAD. .......oouitiiiiiiiiie sttt bbb es sttt s e 36
B. CONCLUSOES. ......coiiiiiiitee ettt bbbt 42

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . ...ttt 50



13

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a ocorréncia de floracdes de cianobactérias tem sido
registrada com maior freqiiéncia em inlmeros paises, principalmente em corpos
d’agua eutrofizados (BOUVY et al.,, 2000; JONES & JONES, 2002). A ocorréncia
dessas floracdes provoca um sério problema de qualidade da agua, pois certas
espécies podem produzir metabdlitos secundarios toxicos, conhecidos como
cianotoxinas (CARMICHAEL, 1992).

Dentre as cianotoxinas, uma freqientemente encontrada nos corpos d’agua
do mundo todo e também uma das mais estudadas, é a microcistina (MC), a qual é
produzida por algumas linhagens nos géneros Anabaena Bory ex Bornet et Flahault,
Anabaenopsis (Woloszynska) Miller, Hapalosiphon N&geli ex Bornet et Flahaul,
Microcystis Kutzing ex Lemmermann, Nostoc Vaucher ex Bornet et Flahaul,
Oscillatoria Vaucher ex Gomon e Planktothrix Anagnostidis et Komarek
(CARMICHAEL, 1992; SIVONEN & JONES, 1999).

As microcistinas sado heptapeptideos monociclicos contendo uma estrutura
comum de trés D-aminoacidos, dois aminoacidos incomuns (N-metildehidroalanina e
ADDA) e dois L-aminoacidos variaveis (BOTES et al., 1982), levando a uma alta
diversidade estrutural, sendo conhecidas mais de 70 variantes (ZURAWELL et al.,
2005). As microcistinas sdao nomeadas de acordo com os dois aminoacidos variaveis
e outras modificacdes estruturais menores. Microcistina-LR (Figura 1), que contém
os aminoacidos leucina (L) e arginina (R) nas posi¢des dois e quatro da estrutura
(SIVONEN & JONES, 1999), € a variante mais comumente detectada (DAWSON,
1998).

Com base em suas propriedades toxicolégicas, as microcistinas sao
classificadas como hepatotoxinas. Elas sdo acumuladas no figado através de
transportadores i6nicos multiespecificos presentes nos canais biliares e no intestino
delgado (ERIKSSON et al., 1990), onde promove alteracdes citoesqueléticas das
células, causando morte por hemorragia intra-hepatica ou insuficiéncia hepatica
(YOSHIDA et al, 1997). Em nivel molecular, as microcistinas agem como potentes
inibidores das proteinas fosfatases 1 (PP1) e 2A (PP2A) (MACKINTOSH et al.,
1990), e estudos recentes indicam que 0 estresse oxidativo desempenha um

importante papel na sua toxicidade (DING et al., 2001).
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Figura 1) Estrutura da MC-LR, com massa molecular de 995,5Da. Adaptado de
Babica et al. (2006).

Em animais, o envenenamento pela ingestdo de agua contaminada por
cianobactérias tem sido relatado ha mais de 130 anos (FRANCIS, 1878) e casos de
intoxicagdo continuam ocorrendo com frequéncia, incluindo a mortandade de peixes
(CHELLAPPA et al., 2008), gado (MEZ et al., 1997), caes (EDWARDS et al., 1992),
aves (BRIAND et al., 2003; HAMILL, 2001) e até mesmo seres humanos (AZEVEDO
et al., 2002; CARMICHAEL et al., 2001; HAWKINS et al., 1985).

O caso mais grave envolvendo a populacdo humana foi a chamada
“Sindrome de Caruaru” ocorrida na cidade de Caruaru, nordeste do Brasil, em 1996,
qguando 76 pacientes de uma clinica de hemodialise foram a 6bito devido a presenga
de microcistina na agua utilizada nas maquinas de dialise (AZEVEDO et al., 2002;
JOCKIMSEN et al., 1998; YUAN et al., 2006).

Este grave incidente de exposi¢cdo aguda levou o Ministério da Saude a baixar
a Portaria 518 (BRASIL, 2004), que estabelece a concentracdo de microcistina
permitida na agua tratada para consumo humano, tendo seguido o mesmo valor de
1,0 pg.L* assumido pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (WHO, 1998). Esta
se baseou em um estudo de longo prazo (13 semanas) de administracdo de MC-LR
via oral em camundongos, onde chegou-se a um nivel de efeito adverso né&o

observavel de 40 ug.kg™ de massa corpérea.dia” (FAWELL et al., 1994). Utilizando
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indice de incerteza de 1000, sendo 10 pela variacdo interespecifica, 10 pela
variacao intraespecifica e 10 pelas limitacbes da base de dados para toxicidade
cronica e carcinogénica, foi calculada a absorgdo diaria toleravel (Tolerable Daily
Intake - TDI) de 0,04 ug.kg™ de massa corpérea.dia™ (WHO, 1998).

No entanto, a seguranca destes valores ndo esta garantida, uma vez que 0s
riscos de exposicdo cronica a baixas doses da toxina ainda nao estdo bem
estabelecidos. Na China, uma maior incidéncia de cancer de figado foi relacionada a
exposicdo cronica a fontes de agua contaminadas com microcistina em
concentracdes de 0,062 a 0,46 pg.L™* (UENO et al., 1996). Os autores propuseram
reducdo do limite permitido na 4gua para consumo humano para 0,01 ug.L™.

A fisiologia natural e as fung¢des ecoldgicas da microcistina, assim como das
demais cianotoxinas, nao estdo bem esclarecidas (KAEBERNICK & NEILAN, 2001),
mas acredita-se que elas estdo envolvidas na regulacdo da estrutura de
comunidades naturais (KEATING, 1978; LEFLAIVE & TEN-HAGE, 2007) e na
reducdo da herbivoria (DeMOTT et al.,, 1991; JANG et al.,, 2003). No entanto, a
microcistina também tem demonstrado produzir efeitos alelopaticos sobre vegetais
aquaticos (PFLUGMACHER, 2002).

A alelopatia, segundo Rice (1974), é qualquer efeito direto ou indireto,
benéfico ou maléfico, produzido por plantas e microrganismos sobre outra planta
apos a liberacdo de compostos quimicos para o ambiente. Para 0s vegetais
aquaticos, o que geralmente se observa é reducao da biomassa apds absor¢cédo da
cianotoxina, que pode ser bioacumulada nos tecidos (MITROVIC et al, 2005;
PFLUGMACHER et al., 1998a; SAQRANE et al., 2007; YIN et al., 2005a). Desta
forma, uma fonte de contaminacgdo para a cadeia alimentar aquatica é adicionada, o
que alerta para a existéncia de mecanismos de biomagnificagdo (aumento gradual
do acumulo de moléculas nocivas através dos niveis troficos).

Esse evento foi claramente demonstrado para a neurotoxina B-metilamina-L-
alanina (BMAA) produzida por Nostoc sp.. Na ilha de Guam, Oceania, existe uma
alta incidéncia de doencas neurodegenerativas no povo Chamorro, o qual inclui em
sua dieta morcegos (Pteropus mariannus Desmarest) que se alimentam de
sementes de Cycas micronesica Hill (Cycadophyta) associada com a cianobactéria
em suas raizes (COX et al., 2003).

Frente a essas possibilidades, a caracterizacdo dos riscos das cianotoxinas

em relacdo a saude humana requer a identificacdo das rotas de exposicdo, com
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especial atencdo a exposicao cronica, mais dificil de ser identificada (DIETRICH &
HOEGER, 2005).

Uma via de exposicdo que vem merecendo atencdo é o consumo de
hortalicas e outros produtos da agricultura contaminados com cianotoxinas (CODD
et al., 1999a; DIETRICH & HOEGER, 2005). Os vegetais terrestres podem entrar em
contato com agua contaminada com cianotoxinas via irrigagéo (CODD et al., 1999b;
CRUSH et al., 2008), pratica que se tornou comum ap0s a modernizacdo das
técnicas de producdo, sendo necessaria para aumentar de forma substancial o
rendimento das culturas. Porém, as aguas superficiais provenientes de reservatorios
podem estar contaminadas com cianotoxinas. Para varios vegetais inclusos na dieta
humana foi encontrada bioacumulac&o da microcistina (CHEN et al., 2004; CODD et
al., 1999b; CRUSH et al., 2008; JARVENPAA et al., 2007; KURKI-HELASMO &
MERILOUTO, 1998; PEUTHERT et al., 2007; SAQRANE et al. 2009), em
concentracdes que variam desde 1,0 pg.kg™ (PEUTHERT et al., 2004) até 190.850
ng.kg™ (SAQRANE et al., 2009), o que alerta para um melhor controle das condicées
de irrigacao destas culturas e para os riscos de saude publica.

A bioacumulacdo da microcistina pelos vegetais varia conforme fatores como
espécie, estagio de desenvolvimento, tempo de exposicdo, concentracao e substrato
(JARVENPAA et al., 2007; SAQRANE et al., 2009). A microcistina apresenta
fitotoxicidade, afetando amplos parametros fisioldgicos, como desenvolvimento,
fotossintese, atividade de enzimas, status oxidativo, entre outros (BABICA et al.,
2006).

Desta forma, necessita-se de um melhor conhecimento sobre a capacidade
de absorcdo da microcistina por plantas terrestres e a possibilidade de
bioacumulacdo da molécula nos tecidos vegetais, visando um melhor
reconhecimento das chances de contaminagédo humana.

Além disso, os efeitos de extrato bruto de linhagens ndo produtoras de
microcistina sobre vegetais deve ser melhor investigado, uma vez que as
cianobactérias produzem varios compostos potencialmente téxicos, estando entre
eles os lipopolissacarideos (LPSs). Estes sdo constituintes das membranas
celulares de bactérias gram-negativas, incluindo cianobactérias e demonstram
toxicidade em diversos organismos (SIVONEN & JONES, 1999), mas sao
removidos, ao menos parcialmente, na maioria dos ensaios durante o processo de

purificacéo ou semi-purificacdo da microcistina.
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Os objetivos deste estudo foram: a) avaliar os efeitos do extrato bruto de uma
linhagem de M. aeruginosa produtora de microcistina e outra ndo produtora sobre a
germinacdo de sementes de alface (L. sativa) e o desenvolvimento inicial das
plantulas, bem como da planta adulta através de possiveis efeitos inibitérios no
crescimento, no teor de clorofila, na atividade da enzima peroxidase e na
condutividade elétrica da membrana plasmética; b) investigar o possivel risco de
transferéncia da microcistina para o homem através da cadeia alimentar pela
incorporacao da microcistina nos tecidos vegetais.

Nossa hipétese é que o extrato da linhagem produtora de microcistina
provocaria mais efeitos nocivos do que o da ndo produtora e que a toxina acumularia

nas folhas da planta adulta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Efeitos da microcistina em plantas aquéaticas

Os efeitos nocivos provocados por toxinas de cianobactérias, principalmente a
microcistina, sobre as plantas aquéticas tém sido investigados visto a possibilidade
de esses organismos entrarem em contato com as cianotoxinas diretamente pela
agua circundante.

O primeiro relato de efeitos toxicos em vegetal aquatico ocorreu em 1993,
guando Yamasaki relacionou a reducdo no comprimento da raiz, nha massa seca e
na absor¢do de oxigénio e nutrientes na macrofita Phragmites australis (Cav.) Trin.
ex Steudel com efeitos alelopaticos produzidos por floracdo de cianobactérias
pertencentes ao género Microcystis, embora a presenca de microcistina nédo tenha
sido avaliada.

Pflugmacher et al. (1998a) detectaram a absor¢cédo de 11,2% de MC-LR na
macrofita submersa Ceratophyllum demersum L. exposta durante sete dias a uma
concentracdo de 2.500 pg.L™. Ao avaliarem a atividade das enzimas glutationa S-
transferases (GSTs) de algumas macrdfitas, observaram um possivel metabolismo
de desintoxicac&o similar ao ocorrente para outras substancias toxicas. Logo depois,
Pflugmacher et al. (1998b) identificaram, por espectrometria de massa, o primeiro
composto produzido neste processo, cuja massa molecular corresponde a
conjugacéao da microcistina com glutationa (GSH), reacéo catalisada pelas GSTs.

Smith & Doan (1999) fizeram uma revisdo sobre os metabdlitos de
cianobactérias com bioatividade contra fotossintese em cianobactérias, algas e
plantas superiores, abordando brevemente a microcistina e concluiram que estes
compostos devem estar envolvidos na regulacao de populacfes naturais aquaticas.

Pietsch et al. (2001) verificaram maior reducéao da fotossintese e elevagédo da
enzima peroxidase tanto em microalga (Scenedesmus armatus (Chodat) G.M. Smith)
guanto em macrdfita (C. demersum) expostas a extrato bruto contendo MC-LR e RR
em uma concentracdo de 0,25 ug.L™ em relacdo a estas variantes purificadas. Os
autores concluiram que a maior toxicidade do extrato bruto ocorreu devido a
presenca de lipopolissacarideos, os quais podem ter inibido a atividade das GSTs,
reduzindo assim a capacidade de desintoxicacdo do organismo.
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Wiegand et al. (2002) mostraram em um ensaio com macrofita (Vesicularia
dubyana (C. Muell.) Broth.) e invertebrado (Daphnia magna Straus) que efeitos
toxicos causados por floragcbes de cianobactérias podem decorrer de outros
compostos presentes além das microcistinas, como a microcina SF608, um inibidor
de proteases de serina.

Romanowska-Duda & Tarczynska (2002) verificaram maior toxicidade de
extrato semi-purificado contendo MC-LR proveniente de uma floracdo de M.
aeruginosa (Kutzing) Kutzing quando comparado com concentra¢cdes semelhantes
(10 a 200 pg.L™) de MC-LR comercial em determinados parametros, tais como
biomassa, contetdo de clorofila, atividade de fosfatases &cidas e de RNAse na
macrofita livre flutuante Spirodela oligorrhiza (Kurz.) Hegelm.

Pflugmacher (2002) discutiu sobre um possivel efeito alelopatico da MC-LR
no ecossistema aquatico baseando-se nos resultados de producdo de oxigénio
fotossintético, no padrao de clorofila a e b e de taxa de crescimento em macrofitas
aquaticas expostas a concentracées de 0,1 a 5 pg.L™ de toxina.

Pflugmacher (2004) observou estresse oxidativo durante biotransformacéao da
MC-LR, via glutationa conjugado, em C. demersum exposta a 5 pg.L™" através do
aumento da atividade de enzimas antioxidantes avaliadas e contetdo de GSH.

Yin et al. (2005a) observaram reducdo no crescimento de Vallisneria natans
(lour.) Hara, uma macrdfita submersa, devido a absor¢do de MC-RR por sementes e
plantulas expostas durante trinta dias a uma concentracdo de 10 a 10.000 pg.L™,
com acumulacao diferencial e dose-dependente entre as raizes (0,6 a 14.800 pg.kg™
de massa fresca) e folhas (0,3 a 300 pg.kg™” de massa fresca).

Mitrovic et al. (2005) encontraram reducdo no crescimento e aumento da
atividade da enzima peroxidase nas macrofitas livre flutuantes Lemna minor L. e
Wolffia arrhiza (L.) Horkel. ex Wimm. expostas durante cinco dias a concentragdes
de 10.000 a 20.000 pg.L' de MC-LR. Houve correlacdo positiva entre a
concentracéo da cianotoxina aplicada e o contetdo nos tecidos de L. minor expostas
a 3.000 pg.L™* (46 pg.kg’ de massa fresca), 10.000 ug.L™ (107 pg.kg™ de massa
fresca) e 20.000 pg.L™" (288 upg.kg™ de massa fresca).

Babica et al. (2006) acreditam que ha pouca probabilidade da microcistina
agir como composto alelopatico sobre os organismos competidores fotoautotroficos,

uma vez que os efeitos inibidores observados na maioria dos trabalhos foram
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alcancados com concentracdes muito acima daquelas encontradas comumente na
natureza (<10 pg.L™).

Jang et al. (2007), em um ensaio com M. aeruginosa e Lemna japonica
Landolt, uma macrofita livre flutuante, observaram respostas alelopaticas reciprocas
com reducdo na biomassa de ambas as espécies e aumento dos conteludos intra e
extracelulares de microcistina.

Leflaive & Ten-Hage (2007) discorreram sobre os compostos alelopaticos e as
toxinas de microalgas, incluindo cianobactérias. Comparando-as com base em seus
aspectos evolutivos, ecoldgicos e fisiolégicos, concluiram que pelo menos algumas
toxinas devem ter funcdo alelopatica sobre os competidores fotoautotréficos,
estando entre elas a microcistina.

Mathé et al. (2007) fizeram um estudo histolégico com cultura de tecidos de P.
australis exposta a concentraces entre 2.500 e 40.000 pg.L™ de MC-LR e
observaram danos maiores nas raizes devido a obliteracdo do aerénquima por
calos.

Em individuos da macrdfita livre flutuante Lemna gibba L., crescidos durante
doze dias em meio de cultivo contendo MC-RR e MC-WR em concentra¢cdes entre
75 e 300 ug.L™, Sagrane et al. (2007) encontraram reducdo no crescimento, no
conteudo de clorofila a e b e estresse oxidativo. Por HPLC, avaliou-se a
bioacumulacdo da toxina nos tecidos vegetais e somente a MC-RR e uma variante
n&o conhecida foram detectadas (com concentracées entre 1.000 a 2.440 ug.kg™ de
massa fresca), indicando um possivel metabolismo de degradacdo da toxina pela
planta.

Sagrane et al. (2009) avaliaram o uso da fluorescéncia da clorofila para
deteccdo de danos induzidos por microcistina em planta aquatica (L. gibba) exposta
a MC-RR e MC-WR em concentracdes de 10 a 300 ug.L™ por 24h. Encontraram que
a reducdo na razdo Fv/Fm foi tempo e dose-dependente e em todas as
concentragbes o estresse foi reversivel, concluindo ser este um método rapido,
sensitivo e facil de implantar para detectar este tipo de estresse.

Mathé et al. (2009) investigaram os efeitos da MC-LR na organizacdo dos
microtubulos e na cromatina mitotica das raizes de P. australis e observaram que a
inducdo de células mitdticas anormais coincidia com concentracées (>500 pg.L™) em

gue a inibicdo das proteinas fosfatases era superior a 50%.
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2.2 Efeitos da microcistina em plantas terrestres

A possibilidade dos vegetais terrestres, principalmente aqueles inclusos na
dieta humana, de entrarem em contato com cianotoxinas via irrigagdo com agua
contaminada tem levado os pesquisadores a avaliarem os efeitos destes compostos,
principalmente a microcistina, nestes organismos.

MacKintosh et al. (1990) verificaram também em nabo (Brassica napus L.) a
reducdo da atividade das proteinas fosfatases 1 (PP1) e 2A (PP2A) quando
expostas a MC-LR, assim como encontrado em animais.

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

Ko's et al. (1995) relataram inibicdo do crescimento de mudas de mostarda
(Synapis alba L.) expostas por oito dias a concentra¢des entre 100 e 100.000 ug.L™
de microcistina (provavelmente MC-LR), com DLsp = 3.000 pg.L™" e propuseram o
uso desta espécie para detectar a cianotoxina.

Com a finalidade de simular as condi¢des de irrigacdo em plantas cultivadas,
Abe et al. (1996) realizaram aplicacao tépica de solucdo aquosa contendo MC-LR
em folhas primarias de feijao (Phaseolus vulgaris L.). Encontraram reducéo na taxa
liquida de fotossintese nas folhas expostas a 10.000 e 100.000 ug.L™. Aplicacdes
multiplas de concentrac6es menores produziram um efeito ainda mais inibitério.

Kurki-Helasmo & Meriluoto (1998) cultivaram durante sete dias sementes de
mostarda (S. alba) em meio nutritivo solidificado, contendo concentragdes de MCs
purificadas entre 500 e 40.000 ug.L™. Para a MC-RR houve reducdo dose-
dependente no comprimento das plantulas e na atividade das PP1 e PP2A, com
DLso = 800 pg.L™. A absorcdo da MC-LR também foi dose-dependente com DLsg =
2.000 pg.L™?, sendo encontrada uma concentracdo de 5,3 pg.kg” de massa fresca
em plantulas com aparéncia saudavel.

Codd et al. (1999b) encontraram col6nias e células individuais de M.
aeruginosa em folhas de alface comercial (Lactuca sativa L.) apos dez dias da ultima
irrigacdo com agua em que, posteriormente, verificou-se conter a cianobactéria e
microcistinas em uma concentracdo de 3,23 ug.mg™ de massa seca de floracdo. O

contetdo de microcistina foi avaliado por imunoensaio e obteve-se um valor de
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2.490 pug.kg™ de massa seca nas folhas centrais (denominado de “heart”), 94 pg.kg™
na zona basal e 880 pg.kg™” na zona distal de folhas medianas.

McElhiney et al. (2001) observaram efeitos fitotoxicos no desenvolvimento de
plantas de batata (Solanum tuberosum L.) e feijao (P. vulgaris) expostas a MC-LR,
assim como diferencas significativas na toxicidade das variantes MC-RR (DLsp =
1.600 ug.L™"), MC-LR (DLsp = 1.900 pg.L™") e MC-LF (DLso = 7.700 pg.L™) sobre o
crescimento de sementes de mostarda (S. alba).

M-Hamvas et al. (2003) avaliaram dois indicadores de estresse em plantas, o
contetdo de antocianina e a atividade da enzima DNAse de fita simples (SDNAse),
em sementes de mostarda (S. alba) germinadas em papel de filtro umedecido com
concentracdes de MC-LR entre 3.500 e 30.000 upg.L™. Os pesquisadores
encontraram valores indicativos de alteragdes fisiologicas, como também reducao no
comprimento e na massa seca das plantulas, com DLso = 19.900 pg.L™* para aquelas
germinadas em fotoperiodo e DLso = 14.700 ug.L™ para as germinadas no escuro.

Gehringer et al. (2003) avaliaram o desenvolvimento e atividade de enzimas
desintoxicantes em sementes de mastruco (Lepidium sativum L.) expostas durante
seis dias a 10 pg.L™* de MC-LR ou extrato livre de células contendo 1,0 ou 10 pg.L™
de MC-LR e propuseram o uso desta planta para deteccao da toxina em detrimento
da mostarda por ser mais sensivel a concentragdes menores de microcistina.

Chen et al. (2004), ao exporem sementes de arroz (Oryza sativa L.) e nabo
(B. napus) a diferentes concentracdes de extrato livre de células contendo trés
variantes da microcistina (MC-LR, MC-RR e MC-YR) por dez dias a concentracdes
entre 24 e 3000 pg.L™?, observaram efeitos fitotdxicos principalmente para o nabo,
gue apresentou as menores porcentagens de germinacdo e massa seca. O acumulo
de toxina nos tecidos vegetais foi dose-dependente, com valor maximo de 0,651
ug.g™* de massa fresca.

Yin et al. (2005b) avaliaram a atividade de enzimas antioxidantes de células
em suspensao de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh expostas a 10, 100, 1.000 e 5.000
ug.L* de MC-RR por 24 e 48h e encontraram valores indicativos de estresse
oxidativo somente nas duas maiores concentracbes durante o maior tempo de
exposicao.

Yin et al. (2006) relataram apoptose de células em suspenséo BY-2 de fumo
(Nicotiana tabacum L.) expostas a concentracdes acima de 1.000 ug.L™ de MC-RR,

com relacdo dose e tempo-dependente. Huang et al. (2008) verificaram que este
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processo € mediado pela presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) e perda
do potencial da membrana mitocondrial.

Jarvenpaa et al. (2007) irrigaram mudas de brocolis (Brassica oleracea var.
italica Plenck.) e mostarda (S. alba) crescidas em solo e vermiculita (60:40, v/v) com
agua contendo microcistinas nas concentracdes de 1,0 e 10 ug.L™ e obtiveram uma
ligeira inibicdo (10%) somente no crescimento do brocolis. Por espectrometria de
massa, conseguiram detectar somente uma (MC-LR) das quatro variantes da
mistura, sendo que a toxina somente foi detectada nas raizes das plantas em
concentracdes de 900 a 2.600 ug.g™ de massa fresca.

Peuthert et al. (2007) encontraram maior bioacumulacdo nas raizes (12 a 127
ug.kg™® de massa fresca) que nos caules (1,0 a 64 ug.kg™® de massa fresca) em
plantulas de onze espécies terrestres (soja - Glycine max (L.) Merril, feijao - P.
vulgaris, milho - Zea mays L., entre outras) com importancia econémica expostas a
MC-LR e LF e extrato livre de células contendo MC-LR durante 24h a uma
concentracdo de 5 pg.L™" em meio solidificado, ocorrendo correlagdo com dano
celular medido através da peroxidacao de lipideo.

Stiven & Pflugmacher (2007) evidenciaram respostas a estresse oxidativo
através do aumento da atividade de enzimas antioxidantes em plantulas de
mastruco (L. sativum) expostas a MC-LR comercial e extrato livre de células
contendo MC-LR e MC-RR de linhagem de M. aeruginosa em uma concentragao de
0,5 ug.L ™. Os parametros avaliados para extrato livre de células de uma cultura de
cianobactéria ndo toxica (Synechococcus elongatus (Néegeli) Né&egeli) foram
semelhantes ao controle.

Pflugmacher et al. (2007) cultivaram seis variedades de espinafre (Spinacia
oleracea L.) em solo de jardim por seis semanas, irrigando-as duas vezes por
semana com 50ml de solucdo aquosa de extrato livre de células contendo 0,5 pg.L™
de MC-LR. Observaram reducdo no crescimento, na produgdo de oxigénio
fotossintético, clorose e estresse oxidativo. Houve diferenca na sensibilidade entre
as variedades da espécie.

Sagrane et al. (2008) germinaram sementes de ervilha (Pisum sativum L.),
lentilha (Lens esculenta Moench), milho (Z. mays) e trigo (Triticum durum L.) em
fillros de papel umedecidos com extrato livre de células contendo MC-LR em
concentracdes entre 1.600 a 11.600 pg.L™* e observaram uma relacdo dose-
dependente na inibicdo da germinacdo e na reducdo do comprimento do epicoétilo,
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da raiz primaria e do numero de raizes laterais devido a anomalias causadas no
periciclo. Além disso, os danos foram irreversiveis para a espécie mais sensivel (P.
sativum) e reversiveis para a menos sensivel (L. esculenta).

Peuthert et al. (2008) observaram in vivo a reducdo da atividade das 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 ug.L™. Resultados ligeiramente menos
inibitérios foram obtidos com o extrato livre de células de M. aeruginosa, contendo a
mesma concentragdo de MC-LR e nenhuma inibicdo foi obtida com cultivo de
Synechocystis spp. ndo produtor de microcistina.

Bibo et al. (2008) verificaram aumento na velocidade de germinagédo de
sementes de nabo (B. napus) e repolho (Brassica chinensis L.) expostas a baixas
concentracbes de extrato livre de células proveniente de floracdo contendo MC-RR
(1,0 e 10 pg.L ™) e reducdo em concentraces maiores (100 e 1.000 pg.L™?), sendo
gue o grau de inibicdo variou conforme o estagio de vida das plantas, com individuos
mais novos e com tempo de exposicdo mais prolongado sendo mais afetados.
Observaram também que a toxina é degradada mais rapidamente em solo contendo
acidos humicos.

Crush et al. (2008) aplicaram 100ml de extrato bruto proveniente de floracéao
contendo 1.700 pg.L™" de dez variantes da microcistina (principalmente MC-RR e
MC-LR) durante trés ou seis dias diretamente na raiz ou na parte aérea de alface (L.
sativa), nabo (B. napus), azevém perene (Lolium perenne L.) e trevo (Trifolium
repens L.) crescidos em areia. Verificaram diferenca na bioacumulacdo (valores
entre 50 e 1.890 ug.kg™ de massa seca) conforme a forma de aplicacéo, ndo sendo
encontrada a toxina nas folhas quando aplicada diretamente na raiz, indicando
auséncia de translocacéo da molécula.

Sagrane et al. (2009) observaram reducé&o no crescimento, na produtividade,
na atividade do fotossistema II e aumento no acumulo de nutrientes minerais na raiz
de plantas de ervilha (P. sativum), lentilha (L. esculenta), milho (Z. mays) e trigo (T.
durum) irrigadas a cada trés dias durante trinta dias com 200ml de extrato livre de
células proveniente de floragdo contendo seis variantes da microcistina em
concentracdes de 500, 1.050 e 4.200 pg.L™". O acimulo de cada variante diferiu
entre as espécies e 0s 0rgaos vegetais, com concentracdes entre 180 a 190.850
ug.kg™ de massa fresca.
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3. MATERIAL & METODOS

3.1 Linhagens e condicdes de cultivo

Foram utilizadas duas linhagens clonais e ndo axénicas de Microcystis
aeruginosa (Kutzing) Kutzing, ambas pertencentes ao Brazilian Cyanobacteria
Collection of University of Sdo Paulo (BCCUSP), sendo uma toxica (BCCUSP232),
produtora de microcistina e outra ndo produtora (BCCUSP03), segundo Bittencourt-
Oliveira (2003).

Inéculos de 250ml foram mantidos em condi¢cbes controladas de cultivo, em
camara climatica a 22 + 1°C de temperatura, fotoperiodo 14:10h (claro:escuro) e
intensidade luminosa de 30pmol.photons.m?.s™* (fotémetro LI-COR, mod. LI-250,
com sensor esférico subaquatico). O meio de cultivo utilizado foi o BG-11, pH 7.4,
descrito por Rippka et al. (1979) e modificado por Bittencourt-Oliveira (2000), pela
substituicéo do citrato de amoénio férrico por FeCIl.H,0.

Aliquotas do indculo de cada linhagem foram transferidas separadamente
para erlenmeyers de 6L contendo 4L de meio de cultivo e mantidos em condi¢cdo
natural. Ao atingirem o final da fase exponencial de crescimento, o nimero de
células por mililitro foi contabilizado com o uso de camara de contagem Fuchs-
Rosenthal com o auxilio de microscopio binocular Nykon, sendo obtido o valor
aproximado de 1,6 x 10° células.ml™. Os cultivos foram transferidos para galdo com
capacidade de 60L para homogeneizacdo do material, para entdo serem
centrifugados (10.000g, 15min, 20°C), congelados a -20°C e posteriormente
liofilizados.

Para a linhagem produtora de microcistina (BCCUSP232) foram produzidos
55,3L de cultivo cuja biomassa seca obtida foi de 2,89g. Para a linhagem nao
produtora (BCCUSPO03) foram cultivados 55L, sendo obtidos 3,04g de massa seca.

3.2 Extracado e determinagdo de microcistina da linhagem BCCUSP232 por
HPLC

Uma aliquota de 20mg (massa seca) do cultivo da linhagem produtora de
microcistina (BCCUSP232) foi analisada pelo Laboratério de Toxinas e Produtos
Naturais de Algas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP quanto a
presenca e quantidade de microcistinas pela técnica de HPLC (Cromatografia
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Liquida de Alta Performance), conforme o protocolo a seguir (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2005, com modificacdes).

Resumidamente, as microcistinas foram extraidas com MeOH/H,O acidificada
0,1% (1:1, v/v) e submetidas ao banho de ultrasom por 30min. Apds centrifugacao
do material (10.000g, 15min, 4°C) o sobrenadante foi evaporado em SpeedVac
(Savant, City, US State). O material seco foi ressuspenso em 1,0ml de agua e
injetado em coluna Sep-Pak C18 (C18, Waters, Milford, MA). Os passos de pré-
condicionamento incluiram a ativacdo e lavagem com MeOH 100% (3ml) e H,O
(3ml) e os passos de eluicao foram: (i) 3ml de MeOH 30% e (ii) 5ml de MeOH 100%.
As microcistinas foram encontradas na pendultima eluicéo.

Esta fracdo foi evaporada em SpeedVac e o0 extrato foi ressuspenso com
200uL da fase mével para analise no sistema HPLC equipado com uma coluna C18
(Phenomenex, Luna C18, 5um, 0,46 x 25cm). A fase movel utilizada foi NH,CH3COO
20mM (pH=5)/ACN (acetonitrila) (27%). A corrida foi isocréatica de 50min, em fluxo de
1,0 ml.min™. A deteccdo foi fixada no comprimento de onda de 238nm com o
detector PDA (Photodiodo Array). As curvas de calibracdo foram obtidas com
padrdes de MC-LR, YR, RR e LA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

A andlise cromatografica detectou uma concentracdo de 37,38ug de
microcistina por grama de material seco do cultivo da linhagem BCCUSP232, sendo
28,19ug (75,4%) de MC-LR e 9,199 (24,6%) de MC-RR.

3.3 Preparo dos extratos brutos das linhagens de M. aeruginosa

Os extratos brutos foram obtidos apos ressuspenséo do material liofilizado em
agua deionizada esterilizada em tubo de vidro e ultrasonicados em banho de gelo
por 5min a 15W e 22,5kHz em sonicador (Microson Ultrasonic Cell Disruptor,
Misonix, USA). Os extratos obtidos com as células rompidas foram diluidos em agua
deionizada esterilizada para obter as concentracdes desejadas dos tratamentos e

congelados a -80°C, quando néo usados imediatamente.

3.4 Tratamentos utilizados

Para a realizacédo dos experimentos foram desenvolvidos trés tratamentos: K:

Controle, usando apenas agua deionizada esterilizada ou destilada; MC: Extrato



27

bruto contendo microcistina (BCCUSP232); EB: Extrato bruto sem microcistina
(BCCUSPO03).

Para o bioensaio de germinacéo, utilizou-se oito concentracdes de MC-LR
nos valores de 0,5 pg.L™* (MCO,5), 2 ug.L™ (MC2), 5 pg.L™ (MC5), 10 yg.L™ (MC10) ,
25 pg.L™* (MC25), 50 ug.L™ (MC50), 75 pg.L™ (MC75) e 100 pg.L™* (MC100), extrato
contendo mais 24,6% de MC-RR.

Como nosso objetivo principal era investigar o risco de contaminacéo
humana, através de consumo de hortalica irrigada com concentracdes naturais de
microcistina, empregamos somente as quatro menores concentracdes (0,5, 2,5 e 10
ug.L™) no bioensaio de crescimento.

As concentracfes usadas no extrato bruto sem microcistina (BCCUSPO03)
foram correspondentes a massa seca do cultivo BCCUSP232 utilizada para se obter
as concentracdes de microcistina, ou seja, por ordem crescente de concentragao:
17,74 mg.L™ (EBO,5), 70,95 mg.L" (EB2), 177,36 mg.L™ (EB5), 354,74 mg.L™
(EB10), 886,84 mg.L* (EB25), 1.773,68 mg.L™ (EB50), 2.660,52 mg.L™ (EB75),
3.547,36 mg.L™ (EB100).

3.5 Planta-teste

A planta selecionada para a realizacdo dos testes foi a alface (L. sativa),
variedade crespa, uma hortalica pertencente a familia Asteraceae e freqientemente
utilizada na horticultura brasileira e de elevado consumo pela populacdo mundial.

3.6 Bioensaio de germinacao de sementes

Os experimentos de bioensaio de germinacdo de sementes foram realizados
no Laboratério de Sementes da ESALQ/USP. Foram utilizadas sementes sem
defensivos do cultivar Grand Rapids - TBR da ISLA SEMENTES (Porto Alegre, Rio
Grande do Sul).

Para cada tratamento, realizou-se quatro repeticbes de cinqienta sementes
semeadas aleatoriamente em caixas plasticas transparentes, tendo como substrato
duas folhas de papel de filtro tipo mata borrdo, as quais foram saturadas com 13ml
das solu¢des dos tratamentos. Em seguida, as placas foram levadas para camara

climatizada com condi¢cBes constantes de luz e temperatura de 20°C por sete dias.
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Ao quarto dia de avaliacdo, as folhas de papel de filtro de todos os tratamentos
foram reumedecidas com 1,0ml de agua deionizada esterilizada.

Antes da semeadura, as sementes foram superficialmente esterilizadas em
solugdo de hipoclorito de sodio a 1% durante cinco minutos, lavadas com agua
deionizada em abundéancia e deixadas para secar em papel toalha por 3h.

As caixas plasticas foram esterilizadas com solucao de hipoclorito de sédio a
10% durante uma hora, lavadas com agua destilada, secas em estufa e mantidas
sob luz ultravioleta (. = 256nm) em fluxo laminar durante 45min, junto as folhas de
papel de filtro para esterilizacdo. A camara climatizada foi lavada e desinfetada com
solucéo de formol a 37%.

A contagem de germinacao foi realizada diariamente, tendo como critério a
protrusao radicular com 2mm de comprimento. Apoés sete dias da semeadura, foram
contabilizadas as porcentagens de germinacgéo e de producao de plantulas normais,
conforme as Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 1992). A porcentagem de
plantulas normais foi calculada a partir do total de sementes germinadas.

Também foi realizada a medicdo, com auxilio de régua com graduagcao em
milimetros, do comprimento da radicula, do hipocétilo e dos cotilédones de cinco
plantulas normais por repeticdo tomadas aleatoriamente. Estas mesmas plantulas
foram pesadas individualmente em balanca de precisdo para obter a massa fresca.
A massa seca foi obtida apos serem colocadas em sacos de papel e permanecerem
por 48h em estufa a temperatura constante de 70°C.

Os cotilédones de outras trés plantulas normais por repeticdo foram cortados,
pesados em balanca de precisdo (aproximadamente 25mg de massa fresca) e
imediatamente submetidos a extracdo de clorofila. As demais plantulas foram
congeladas em nitrogénio liquido para posterior extracdo e andlise da atividade da
enzima peroxidase (POD).

3.7 Bioensaio de crescimento: substrato e cultivo das plantas

Para os testes com as plantas, utilizaram-se mudas comercializadas por
produtor local (IBS MUDAS, Rod. Piracicaba-Rio Claro, KM 20). Sementes do
cultivar Vanda (Sakata Seed, Braganca Paulista, Sdo Paulo) foram semeadas em
bandejas de duzentas células preenchidas com substrato comercial Plantmax® e

mantidas sob cultivo protegido.



29

Aos trinta dias de crescimento, as mudas foram transplantadas para vasos
com capacidade para 7L contendo 6L (aproximadamente 4kg) de substrato para
hortalica em vaso (Basaplant, Artur Nogueira, Sdo Paulo), que consiste de uma
mistura de casca de Pinus, turfa, carvao e vermiculita.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo pertencente ao Centro de
Biotecnologia Agricola (CEBTEC) da ESALQ/USP. Até o 10° dia apés o transplante,
as plantas somente foram irrigadas manualmente com agua destilada, duas vezes
ao dia com um volume suficiente para manter o substrato permanentemente umido.
Neste periodo, aplicou-se adubacdo extra com uma solucdo contendo sulfato de
magnésio (427 mg.L™), nitrato de célcio (478 mg.L™") e nitrato de potassio (134
mg.L™) a cada trés dias.

Os tratamentos iniciaram-se ao 11° dia apds o transplante e duraram quinze
dias, sendo utilizadas trés plantas para cada tratamento. Durante este periodo,
somente foram aplicados as solu¢cdes dos tratamentos, com duas adubacdes extras
em um volume de 50ml ao 6° e 12° dias apds inicio dos tratamentos.

A fim de reproduzir as condicfes de irrigacao tipo aspersédo, as solugcdes de
cada tratamento foram aplicadas nas folhas das plantas, permitindo que o excesso
escorresse para o substrato, duas vezes ao dia, em um volume de 60ml pela manha
e 40ml ao fim da tarde. Portanto, cada planta recebeu 1.500ml da solucé&o contendo
as diferentes concentragdes dos extratos durante o experimento.

N&o foi aplicado nenhum tipo de defensivo durante todo o ciclo de
desenvolvimento da cultura.

Ao 56° dia do ciclo, um dia ap0s o término da aplicacdo dos tratamentos,
discos foliares de 1,0cm de diametro foram cortados de folhas medianas de cada
planta com a ajuda de um vazador, pesados em balanca de precisdo e submetidos a
extracdo de clorofila. Outros quinze discos por planta de trés folhas medianas (cinco
de cada folha) foram utilizados para analise de condutividade elétrica.

Demais partes da planta (folhas e raiz) foram lavadas com agua destilada em
abundancia para remover possivel toxina aderente, secas em papel toalha,
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -20°C para posteriores analises da
atividade da enzima peroxidase e bioacumulagdo da microcistina nos tecidos,

conforme metodologia a seguir.
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3.8 Analise do teor de clorofilas

Para a determinacdo bioquimica do teor de clorofilas, os materiais
provenientes dos bioensaios de germinacdo e de crescimento foram incubados em
tubos Falcon contendo 3mL 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 2mL de cada tubo foi coletada para
a determinacdo espectrofotométrica das absorbancias a 662 nm (clorofila a) e 645
nm (clorofila b). Todo o procedimento foi realizado em condi¢gdes de penumbra.

Os teores de clorofila a, b e a + b foram calculados segundo Lichtenthaler
(1987), conforme as formulas a seguir, onde A corresponde aos valores de

absorbancia nos respectivos comprimentos de onda.

Clorofila a =[11,24 x As2] — [2,04 x Asas]
Clorofila b = [20,13x A645] — [4,19 X A662]

Clorofilaa + b =[7,05 x Ags2] + [18,09 x Asass]

O conteudo de clorofila a + b dos tecidos foi expresso em pg de pigmento por
grama de massa fresca (ug.g™).

3.9 Andlise da atividade da enzima peroxidase

Para este ensaio, utilizou-se aproximadamente 300mg de massa fresca das
amostras provenientes do bioensaio de germinacdo de sementes e de crescimento
previamente congeladas em nitrogénio liquido. A metodologia utilizada foi adaptada
de Lima (1994).

A extracdo foi realizada macerando-se em almofariz com nitrogénio liquido e
acrescentados 5ml de tampéo fosfato a 0,2M (pH 6,8) e polivinilpirolidone (PVP),
sendo o procedimento realizado em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas
a 4°C, 12.000g por 10min, utilizando-se o sobrenadante como extrato enzimatico
para quantificacao.

Para determinacdo da POD foram elaboradas duas solucbes: A e B. Para
preparo da Solugéo A, 2,2mL de H,0, (35%) foram diluidos com agua destilada até

volume de 10mL, sendo retirado desta solu¢cédo 0,5ml e o volume completado com
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tampéo fosfato (0,2M) até 50ml. A Solucdo B foi preparada diluindo-se 83,3mg de
aminoantipirina em 10mL de agua destilada e 163mg de fenol diluidos em 70mL de
agua destilada, em seguida realizou-se a juncédo dos dois reagentes e o volume foi
completado para 100ml com agua destilada.

A quantificacao foi realizada por espectrofotometria utilizando o comprimento
de onda de 505nm. Em tubos de ensaio foram colocados 1,0ml do extrato
enzimatico, 0,5 mL da solucdo A e 0,5mL da solucdo B. As amostras permaneceram
em banho-maria a 30°C durante 5min, apés este periodo, a reagdo foi encerrada
adicionando 2mL de alcool etilico absoluto. Os resultados foram expressos em

uMoles de H,0, decomposto.min™.g™* de massa fresca.

3.10 Permeabilidade seletiva da membrana plasmatica de folhas adultas

A permeabilidade seletiva da membrana plasmatica de folhas de plantas
adultas foi avaliada indiretamente com auxilio de condutivimetro (HI 9043, Hanna
Instruments) em solucdo de sacarose 0,2M. Para tanto, os discos foliares dos
diferentes tratamentos foram emersos em béqueres contendo 20ml da solucdo e
avaliados periodicamente em diferentes intervalos de tempo por um periodo de 24h.

Os resultados foram expressos em uSiemes.s™ (uS.s™).

3.11 Extracéo e determinacéo de microcistina em tecido foliar por ELISA

A bioacumulacdo da cianotoxina nos tecidos foliares foi investigada
macerando-se 1g de massa fresca de uma folha inteira e mediana de cada planta
(trés por tratamento) expostas as diferentes concentracdes de microcistina (0,5, 2, 5
e 10 ug.L™) e controle (irrigada somente com agua) em almofariz com nitrogénio
liqguido e acrescentados 4ml de 4gua deionizada. O material contido em tubo de
vidro foi submetido ao banho de ultrassom por 5min e centrifugado duas vezes por
10min a 12.000g e 20°C, a fim de se obter a completa lise das células, a qual foi
confirmada através de microscopio oOptico. As fracdes obtidas do tecido foram
analisadas através de imunoensaio (ELISA - Ensaio do Imunoadsorvente Ligado a
Enzima) utilizando kit placa especifico para microcistinas (BEACON, Portland, USA).
Trata-se de um método competitivo indireto constituido de anticorpos policlonais
usado para quantificar microcistinas e nodularinas, apresentando 100% de
reatividade com MC-LR, 87% com MC-RR, 48% com MC-YR e 31% com nodularina.
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O procedimento foi desenvolvido de acordo com as recomendagdes do fabricante,
conforme os seguintes passos: adigdo de 50uL de conjugado microcistina-enzima
em cada pocgo da placa e, em seguida, na adicdo de 50uL dos calibradores, do
controle e das amostras. Logo apos, adicionou-se 50uL de solugéo de anticorpo. O
conteudo foi misturado através de agitagdo manual durante 30s e os pocos foram
cobertos com parafilme e incubados durante 30min a temperatura ambiente. Apés
este periodo, os pocos foram lavados com solugcdo de lavagem do kit e,
posteriormente, foram adicionados 100uL de substrato em cada pog¢o e, novamente,
o conteudo foi misturado e incubado por mais 30min. Depois da incubacédo, foram
pipetados 100uL de solucdo “stop” (acido cloridrico a 1N) em cada pocgo. Para a
leitura das amostras utilizou-se a leitora de placas Asys, modelo Expert Plus no
comprimento de onda de 450nm. Uma curva de calibragdo foi construida usando-se
concentracdes de MC-LR de 0; 0,1; 0,3; 0,8 e 2,0 ppb (ug.L™) para a determinacéo
da concentracdo das amostras. As amostras foram analisadas em duplicata. Para
valores acima do limite de deteccdo foram realizadas diluicbes com agua
deionizada. Os resultados foram expressos em ug de equivalentes de MC-LR por

grama de massa fresca (ug.g™).

3.13 Analise dos dados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidancia com
comparacao de médias por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
utilizando o programa SAS. Nos ensaios com resultados significativos, utilizou-se o
teste de Dunnett para verificar quais tratamentos apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) em relagdo ao controle. Graficos em barras com as médias e

erro padréo de cada tratamento foram confeccionados no programa Excel.
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4. RESULTADOS

4.1 Bioensaio de germinagéo de sementes

As médias seguidas do erro padréao e os resultados dos testes estatisticos de
Tukey e Dunnet para os parametros avaliados encontram-se na Figura 2, com
excecao para os valores de comprimento da radicula e parte aérea que estdo na
Figura 4.

Houve uma ligeira reducéao na porcentagem de germinacédo de sementes para
as duas maiores concentragdes dos extratos tanto com microcistina (MC) quanto
sem a toxina (EB) em relacdo ao controle (Fig. 2a). Entretanto, diferencas
significativas entre os tratamentos podem ser observadas através dos demais
parametros avaliados.

Uma significativa redugdo na ocorréncia de plantulas normais foi encontrada
para 0 tratamento com microcistina principalmente para as duas maiores
concentragbes aplicadas (MC75 e MC100) (Fig. 2b). Nestas concentracdes, houve
uma alta incidéncia de plantulas com necrose na radicula na regido do meristema
radicular (Figura 3a-b), com porcentagens em relacdo as anormais de 84,6% para
MC75 e de 88,1% para MC100. Este sintoma também foi observado para os
tratamentos EB75 e EB100, porém em porcentagens inferiores (48,8% e 56%,
respectivamente).

Para as concentraces de 25 e 50 pg.L” de ambos os extratos ndo foi
observada necrose na radicula. Entretanto, este 6rgdo apresentou-se levemente
escurecido em algumas plantulas, as quais foram classificadas como normais por
apresentarem-se saudaveis. Escurecimento na radicula também ocorreu para as
concentracdes 75 e 100 pg.L™ de ambos os extratos.

Para os tratamentos MC75 e MC100, algumas plantulas (£12%) com necrose
na raiz principal que apresentaram bom desenvolvimento de raizes laterais (Fig. 3d)
foram classificadas como normais seguindo critérios estabelecidos nas Regras
(BRASIL, 1992). Para estes tratamentos também se observou morte de sementes
com inicio de desenvolvimento da radicula (Fig. 3c).

Na Figura 4, podem-se observar diferencas entre os tratamentos (EB e MC)

para os comprimentos da radicula e da parte aérea das plantulas normais. Com
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aplicacdo de doses de 75 e 100 pg.L™ de ambos os tratamentos ocorreu reducéo
significativa em relagdo ao controle no comprimento da radicula, com 0s menores
valores para o tratamento com microcistina.

Por outro lado, em relacdo a parte aérea, houve interferéncia significativa da
concentragdo do extrato sem microcistina (EB) no aumento do comprimento do
hipocétilo e dos cotilédones. Para o tratamento com microcistina (MC) houve um
padrao diferente, com tendéncia de aumento no comprimento do hipocotilo até 10
ug.L™*. Além desta concentracdo houve progressiva reducdo, mas com valores sem
diferenca estatistica em relacdo ao controle (K). Os cotilédones de MC
apresentaram-se maiores que o controle em todas as concentragdes e com valores
semelhantes ao tratamento EB, com excegéo para 100 pg.L™, concentracdo em que
foi observado o maior aumento no comprimento para EB100.

Aumento significativo na massa fresca em relagdo ao controle foi observado
para os tratamentos EB75 e EB100 e para MC10, mas a massa seca somente
aumentou no tratamento EB100 (Fig. 2c-d).

Houve reducdo de 24% no teor de clorofila para os tratamentos MC50 e
MC75, alcancando a maior reducéo (30%) em MC100 (Fig. 2e).

Elevacdo na atividade da enzima peroxidase foi observada para algumas
concentracdes dos dois tratamentos sem um padrédo dose-dependente. Entretanto, o

maior aumento (3,09x) foi encontrado para o tratamento MC100 (Fig. 2f).

4.2 Bioensaio de crescimento

As médias mais o erro padrao e os resultados estatisticos do teste de Tukey e
analise de Dunnet encontram-se na Figura 5, com excecdo para os valores de
condutividade elétrica que séo apresentados na Figura 6.

Durante todo o periodo de aplicacdo dos tratamentos nas plantas nao foi
observada nenhuma diferenca morfoloégica expressiva. Todas as plantas
apresentaram-se vistosas e semelhantes ao controle.

O teor de clorofila ndo diferiu entre os tratamentos (p=0,7918) (Fig. 5a).
Embora tenha ocorrido reducéo na atividade da POD nas folhas (Fig. 5b) e na raiz
(Fig. 5c), principalmente para o tratamento com microcistina (MC), ela nao foi

significativa (p=0,3170 e p=0,5854, respectivamente).
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Para a permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, os tratamentos com
e sem microcistina nao diferiram entre si (p=0.7242), mas sim em relagdo ao
controle (p=0,0014), havendo influéncia do tempo e da concentracédo (p<0,001) no
aumento da perda de eletrélitos para o meio.

4.3 Acumulagcéo de microcistina

Em todos os extratos provenientes dos tecidos foliares das plantas
submetidas as diferentes concentracbes de MC-LR foi detectada a presenca da
cianotoxina pelo teste de ELISA. Houve tendéncia de aumento gradual na
concentragdo de microcistina no interior dos tecidos foliares de acordo com o
aumento da concentracdo aplicada, com valores entre 7,2 e 167,1 ug.kg™ (Tabela
1). Esses valores se assemelham aos encontrados para outros vegetais inclusos na
dieta humana (Tabela 2) e equivalem a uma ingestao diaria estimada entre 0,0072 e
0,167 pg.kg™ de massa corpdrea (Tabela 1). Para as amostras controle (K) irrigadas

somente com agua, os resultados foram negativos.
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5. DISCUSSAO

Para constatar a acdo alelopatica de metabdlitos de diferentes organismos,
inclusive de cianobactérias, os bioensaios de germinacdo de sementes tém grande
importancia, pois permitem controlar diversas variaveis (GEHRINGER et al., 2003).
Assim como observado para outros aleloquimicos (FERREIRA & AQUILA, 2000), a
germinacao das sementes de alface foi menos sensivel ao extrato contendo MC-LR
gue o desenvolvimento inicial das plantulas, onde os efeitos negativos da
cianotoxina puderam ser verificados.

Yin et al. (2005a) também n&o observaram interferéncia da MC-RR na
germinacdo de sementes da macrofita V. natans. Porém, as plantulas tiveram a
massa fresca e o comprimento dos cotilédones reduzidos quando expostos as
concentracdes de 100, 1.000 e 10.000 pg.L™, inclusive com encurtamento da
radicula na maior concentracédo. A inibicdo da germinacdo de sementes somente
tem sido relatada quando expostas a doses acima de 1.600 pg.L™" de microcistina
(CHEN et al., 2004; SAQRANE et al., 2008), concentracdes bem superiores as
observadas normalmente na natureza, que variam entre 0,5 a 10 pg.L™* (FASTNER
et al., 1999; HIROOKA et al., 1999; VIEIRA et al., 2005), mas que podem ocorrer em
situacOes de grande aumento da densidade celular (SIVONEN & JONES, 1999) e
uso de algicidas (JONES & ORR, 1994).

O sintoma mais comumente observado quando ha presenca de substancias
alelopéticas interferindo no desenvolvimento da plantula € a necrose da radicula
(FERREIRA & AQUILA, 2000). Esta anormalidade pode ser observada com
frequéncia para as duas maiores concentracdes de MC-LR aplicadas neste estudo,
ocorrendo na regido do meristema apical radicular. Entretanto, este efeito ndo deve
decorrer exclusivamente da presenca da toxina no extrato, uma vez que para
concentragbes equivalentes do extrato bruto sem microcistina (EB100) também foi
observado, embora em menor propor¢cao, agindo a toxina, portanto, como um
potencializador do sintoma.

Necrose na presenca de microcistina também foi observada por Abe et al.
(1996) em folhas de feijao (P. vulgaris), em cotiléedones de mostarda (S. alba) por M-
Hamvas et al. (2003) e em cotilédones e radicula de nabo (B. napus) por Chen et al.
(2003), porém em concentraces bem mais altas (a partir de 3.000 pg.L™). O motivo
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pelo qual ocorreu necrose nos tecidos vegetais €& desconhecido. Contudo,
recentemente Huang et al. (2008) verificaram inducdo de apoptose pela MC-RR em
células de fumo (N. tabacum), processo mediado pela presenca de ROS e
interferéncia na permeabilidade da membrana mitocondrial.

Aumento na concentracdo de ROS foi evidenciado para o tratamento MC100
através de elevacao na atividade da POD, o que poderia desencadear o processo de
apoptose nas células do meristema radicular. Entretanto, para o tratamento MC75
em que o sintoma foi comum, ndo houve uma elevacdo na atividade da POD t&o
expressiva. Além disso, a atividade da enzima foi avaliada para a plantula inteira,
ndo sendo possivel discriminar se houve diferenca de expressao entre os 6rgdos e
entre plantulas normais e anormais. Contudo, elevacéo na atividade da POD ocorreu
em quase todas as concentracbes de MC-LR aplicadas, apontando contribuicdo do
estresse oxidativo nos efeitos deletérios da cianotoxina.

Além de causar anormalidade na radicula das plantulas, as altas
concentragbes dos extratos, principalmente aquelas contendo MC-LR, reduzem o
crescimento deste 6rgdo das plantulas normais. Ndo é de nosso conhecimento
dados sobre os efeitos de extrato bruto de linhagem n&o produtora de microcistina
em crescimento de plantas. Com relacdo a microcistina, o que geralmente observa-
se € reducao principalmente as altas concentracdes. Gehringer et al. (2003)
encontraram maior redugcdo no comprimento da radicula e dos cotilédones de
plantulas de L. sativum expostas a extrato livre de células contendo 10 pg.L™* de MC-
LR em relacdo a mesma concentracdo desta toxina purificada, mostrando a
presenca de outros compostos organicos no extrato intensificando o encurtamento
dos orgéos.

Assim, outras substancias presentes no extrato de M. aeruginosa, além da
MC-LR, podem ter influenciado o desenvolvimento da radicula das plantulas de
alface. Contudo, pode ter ocorrido um efeito negativo adicionado do potencial
osmotico dos extratos (ASTARITA et al., 1996), principalmente para as maiores
concentracgdes aplicadas.

Na macrdfita P. australis, Mathé et al. (2009) verificaram que a ocorréncia de
raizes mais curtas decorreu da diminuicdo da divisdo mitética das células
meristematicas devido a inibicdo das proteinas fosfatases 1 e 2A, quando em
contato com a MC-LR. Estes autores também observaram producdo de raizes
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laterais a 5.000 pg.L! de MC-LR, mas estas se apresentavam inviaveis devido a
desestruturacao dos microttbulos das células.

Frente a isto, embora algumas plantulas de alface submetidas a
concentracdes de 75 e 100 pg.L™* de MC-LR, que apresentaram necrose na raiz
principal, tenham tido bom desenvolvimento de raizes laterais, a sua viabilidade é
incerta, o que poderia reduzir ainda mais o sucesso da cultura. Producgdo de raizes
secundarias quando raiz principal necrosada foi observada por Chen et al. (2004)
em arroz (O. sativa), mas a viabilidade dessas plantulas também néo foi avaliada.

Em relacdo a parte aérea, ao contrario ao observado para a radicula, ocorreu
aumento gradual no comprimento conforme aumento na concentracdo do extrato
bruto sem microcistina. Segundo Rice (1984), aparentemente a maior parte, senédo
todos os compostos organicos que sao inibitérios em alguma concentragdo, sao
estimulantes quando presentes em menores concentracdes. Assim, 0 extrato bruto
de M. aeruginosa contém substancias que desempenham um efeito alelopatico
estimulante gradual no comprimento da parte aérea das plantulas de alface,
resultando em um aumento das massas fresca e seca. Contudo, este efeito é
reduzido quando ha a presenga de MC-LR no extrato em concentragdes acima de
10 pg.L™. Resultados semelhantes foram encontrados por Bibo et al. (2008) em
nabo (B. napus), onde o comprimento total e a massa fresca das plantulas foram
aumentados quando tratadas com extrato bruto proveniente de floracdo contendo 10
ug.L* de MC-RR. Por outro lado, houve diminuicdo nos valores acima desta
concentragéo.

A maior reducédo do hipocétilo em relacdo aos cotilédones na presenca da
MC-LR, deve decorrer de o primeiro estar mais exposto a cianotoxina por ficar em
maior contato com as folhas de papel de filtro, o que justifica também a maior
nocividade causada na radicula, 6rgdo que se desenvolve durante todo o periodo do
teste em contato com as folhas.

A microcistina tem mostrado causar efeitos adversos a fotossintese, afetando
ndo s6 o conteldo e o padréo de clorofilas (PFLUGMACHER, 2002; WIEGAND et al.
2002), mas também o fotossistema II (SAQRANE et al., 2009). Para as plantulas de
alface, ocorreu reducao de até 30% no teor de clorofila para a concentracdo de 100
ug.L™ de MC-LR (MC100). Valores semelhantes foram observados por Sagrane et

al. (2007) em L. gibba, com diminuicdo de aproximadamente 35% quando expostas
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a MC-RR e MC-WR em concentracdes de 75 e 150 pg.L™?, alcancando maior
reducdo a 300 pg.L™* (65%).

A exposicdo de culturas plantadas em agua contaminada com cianotoxinas,
além de poder trazer prejuizos econdémicos, alerta para um problema maior, que € a
possibilidade de bioacumulagéo da cianotoxina nos tecidos vegetais, principalmente
nas partes comestiveis da planta. Embora as plantas de alface expostas as
diferentes concentracbes de MC-LR n&o tenham apresentado nenhuma alteracao
morfoldgica expressiva, bem como interferéncia significativa no teor de clorofila e na
atividade da enzima antioxidante peroxidase, as analises de ELISA detectaram a
presenca da cianotoxina nos tecidos foliares.

Mitrovic et al. (2005) também ndo observaram alteracdo no crescimento e na
atividade da peroxidase na macrdfita L. minor, mas encontraram uma concentragao
de 46 pg.kg™t nos tecidos quando expostas a 3.000 pg.L* de MC-LR. Embora
apresentassem aparéncia saudavel, Kurki-Helasmo & Meriluoto (1999) verificaram
bioacumulacdo de 5,3 pg.kg® em plantulas de mostarda (S. alba) expostas a 250
ug.L™ de MC-LR.

Contudo, os resultados de condutividade elétrica apontam para a existéncia
de outro(s) composto(s) nos extratos das linhagens BCCUSP0O3 e 232 de M.
aeruginosa comprometendo a permeabilidade da membrana plasméatica das folhas
da planta adulta, o que pode deixa-la mais suscetivel a infeccdes e estresses
abiéticos. Bury et al. (1998) encontraram efeitos danosos na atividade da Na*¥/K*
ATPase de células de branquias de tilapia (Oreochromis mossambicus Peters)
guando em contato com linhagens de M. aeruginosa produtoras de MC-LR.
Entretanto, eles ndo puderam ser reproduzidos com MC-LR purificada (BURY et al.,
1996) e, apds caracterizagdo dos compostos, foram atribuidos aos lipideos,
principalmente os insaturados.

Bioacumulacdo da microcistina por alface ja foi observada anteriormente por
Codd et al. (1999b) e Crush et al. (2008). Os valores observados nos tecidos foliares
das plantas expostas as diferentes concentra¢cdes de microcistina neste trabalho se
assemelham aos registrados por Codd et al. (1999b) em alface comercial, que
variaram entre 9,4 e 249 ug.kg™ de massa fresca, conforme a disposicéo da folha na
planta. Estes valores foram encontrados apés dez dias da ultima irrigacdo com agua
contendo a cianotoxina, mas a quantidade total de microcistina a que a planta foi
exposta ndo pode ser estabelecida.
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Esta mesma variacdo de concentracdo (entre 74 e 84 ug.kg® de massa
fresca) foi observada por Crush et al. (2008) para a espécie quando aplicada nas
folnas 100ml de solucdo aquosa de extrato bruto contendo microcistina em uma
concentracdo de 1.700 pg.L™, com absorcdo de menos de 1% tanto durante trés
guanto seis dias de exposicdo. Os autores ndao observaram translocacédo da toxina
da raiz para a parte aérea quando a solucao foi aplicada diretamente no substrato
(no caso areia), como observado por Jarvenpaa et al. (2007) em brocolis (B.
oleracea) e mostarda (S. alba). No entanto, casos de translocacao também ja foram
registrados (CHEN et al., 2003; KURKI-HELASMO & MERILUOTO, 1999;
PEUTHERT et al., 2007; SAQRANE et al., 2009).

Embora tenhamos aplicado concentracdes de microcistina mais de 100 vezes
inferiores a utilizada por Crush et al. (2008), foi observada maior bioacumulagéao
quando aplicamos 10 pg.L™. Isto provavelmente deva-se ao maior tempo de
exposicdo de nossas plantas (15 dias). Para a macréfita aquatica V. natans ocorreu
maior acumulacdo quando exposta a 10.000 pg.L™ de microcistina que a 1.000
ug.L?, mas a absorcéo relativa foi maior para a menor concentracdo (Yin et al.,
2005a).

Ndo sé a forma de aplicacdo da toxina influencia a sua absorcdo, como
também o tipo de substrato. Jarvenpaa et al. (2007) testaram a absor¢cdo de MC-RR
e MC-LR por solo, vermiculita e solo/vermiculita (60:40, v/v) e encontraram maior
absorgéo pela vermiculita, principalmente da MC-RR, com eliminag&do da maioria da
toxina da fase aquosa em apenas duas horas. Desta forma, as concentracdes
observadas em nossas plantas poderiam ser ainda mais altas caso fossem
cultivadas em solo (e se as microcistinas chegassem as folhas via translocacgéo),
visto que o substrato utilizado constitui-se principalmente de vermiculita.

A irrigacdo com agua contendo a metade da concentracdo de microcistina
permitida na agua tratada (1,0 pg.L™) foi suficiente para promover a absorcéo da
cianotoxina nos tecidos foliares da alface neste trabalho. O mesmo foi observado em
tecido muscular e hepatico em espécies de tilapia (Tilapia rendalli Boulenger e
Oreochromis niloticus L.) ocorrentes nos reservatorios de Furnas e Funil, sudeste do
Brasil, com acumulacdo de 800 a 32.100 pg.kg® (DEBLOIS et al., 2008).
Acumulacéo de microcistina tem sido registrada para diversos organismos aguaticos
e tem chamado a aten¢do para os riscos de contaminagcdo humana e incorporagao

da cianotoxina na cadeia alimentar. Para o0 zooplancton foi observada uma
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concentracdo entre 300 a 16.400 pg.kg" (FERRAO-FILHO et al., 2002), para
gastrépode (Sinotaia histrica Gould) entre 40 e 9.030 ug.kg™ (XIE et al., 2007), em
bivalve (Dreissena polymorpha Pallas) entre 3.900 e 11.000 pg.kg™ (DIONISIO-
PIRES et al., 2004) e 2.000 ug.kg™ em crustaceo (Procambarus clarkii Girard)
(VASCONCELOS et al., 2001). Contudo, valores inferiores, entre 2,4 e 337,3 ug.kg™
foram encontradas em musculo de tilapias (T. rendalli) expostas a 17 ug.L™ de
microcistina na lagoa Jacarepagud, Rio de Janeiro (MAGALHAES et al., 2001).
Assim, as concentracdes normalmente observadas em organismos aquaticos,
gue ficam permanentemente em contato com a agua contendo a microcistina, foram
verificadas em nossas plantas de alface, o que enfatiza a necessidade de
monitoramento de diferentes rotas de exposi¢ao pelas autoridades publicas.
Segundo o0s nossos resultados, se uma pessoa de 60kg consumir entre 50 a
60g de salada de alface (aproximadamente 6 folhas), podera estar ingerindo entre
0,43 a 10,02ug de microcistina por refeicdo (entre 0,007 a 0,167 ug.kg™ de massa
corpérea), podendo ultrapassar o valor diario toleravel de 0,04 pg.kg” de massa

corpérea.dia™ recomendado pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 1998).
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6.CONCLUSOES

1. A hipotese inicial foi aceita para o desenvolvimento inicial da alface, uma
vez que o extrato da linhagem produtora de microcistina (BCCUSP232) provocou
mais efeitos danosos que o da linhagem néo produtora (BCCUSPO03), principalmente
no desenvolvimento da radicula, no teor de clorofila e no status oxidativo;

2. A irrigacado de plantas de alface com extrato de M. aeruginosa produtora
ou ndo de microcistina pode interferir na permeabilidade seletiva da membrana
plasmética das folhas;

3. Airrigagcéo de alface com agua contendo a concentragdo de microcistina
permitida na &gua tratada para consumo humano (1,0 pg.L™?) ndo garante a
seguranca alimentar, uma vez que a metade desta concentracao foi suficiente para
promover a absorcdo da cianotoxina nos tecidos foliares;

4. As folhas de alface irrigadas com agua contendo microcistina acumulam a
cianotoxina em concentracdes que podem exceder o valor diario toleravel
estabelecido pela OMS;

5. A ocorréncia de cianobactérias toxicas produtoras de microcistina em
aguas superficiais utilizadas para irrigacdo pode representar um risco para a saude
publica e, consequentemente, esta rota de exposicdo deve ser monitorada pelas

autoridades publicas.
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Figura 3) Plantulas de alface provenientes do bioensaio de germinacdo. a) Da esquerda
para a direita: plantula normal controle (K), plantula anormal tratada com 75 ug.L™ de
microcistina (MC75), plantula anormal tratada com 100 pg.L™ de microcistina (MC100), b)
detalhe de uma plantula anormal com necrose na radicula e diminuicdo da parte aérea
provocadas pelo extrato sem microcistina na concentracéo de 100 pg.L™ (EB100), c) morte
de semente com inicio de germinacdo em 100 pg.L™" de microcistina (MC100), d) Presenca
de raiz lateral (seta) em plantula com necrose na raiz principal observada nas concentracdes
de 75 e 100 pg.L™* de microcistina (MC75 e MC100).
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Figura 4) Comprimento da parte aérea e da radicula de plantulas normais provenientes de
bioensaio de germinacdo. O comprimento da parte aérea consiste da medicao do hipocétilo
(area hachurada) e cotilédones. a) Tratamento com extrato bruto sem microcistina (EB), b)
Tratamento com extrato bruto contendo microcistina (MC). Barra em preto consiste no
tratamento controle somente com agua (K). A média dos tratamentos com e sem
microcistina diferiu significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey (**) e em
comparagcdo com a média do controle pelo teste de Dunnett (*). Média + Erro padrdo, n =4
replicatas de cinco plantulas normais.
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Figura 5) Conteudo de clorofila (a), atividade da peroxidase em folhas (b) e em raiz (c) em
bioensaio de crescimento de plantas de alface. [ll: Controle (K), []: Extrato bruto sem
microcistina (EB),[l: Extrato bruto com microcistina (MC). Nenhuma média dos tratamentos
com e sem microcistina diferiu significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey e em
comparacado com a média do controle pelo teste de Dunnett. Média + Erro padrao, n = 3.
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Figura 6) Permeabilidade seletiva da membrana plasmatica de folhas oriundas do bioensaio
de crescimento de plantas de alface. K: Controle, EB: Extrato bruto sem microcistina, MC:
Extrato bruto com microcistina. Nenhuma média dos tratamentos com e sem microcistina
diferiu significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey (p=0.7242), mas sim em
comparacdo com a média do controle pelo teste de Dunnett (p<0,001). Valores sdo a média
de leituras de discos provenientes de trés plantas (n = 3).
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Tabela 1) Concentracdo de microcistina em tecidos foliares de alface, ap0s irrigacdo com
solugdo aquosa de extrato bruto contendo a cianotoxina em diferentes concentragdes
durante quinze dias e projecdo de ingestao da microcistina por refeicdo. K: somente agua,
MCO,5: 0,5 ug.L™, MC2: 2 pg.L*, MC5: 5 pg.L™* e MC10: 10 pg.L™ . IDE = Ingestdo Diaria
Estimada de 60g por pessoa de 60kg. Valores sdo expressos como equivalentes a MC-LR.
Média + Desvio padrdo, n = 3.

T Concentracao nos Com o consumo de IDE (ug.kg™ de
ratamento ) : 1 . _ , .
tecidos foliares (ug.kg™) 60g, ingere-se (ug): massa corporea)
K negativo 0 0
MCO0,5 7,17 +£1,95 0,432 0,0072
MC2 15,70+ 7,70 0,942 0,0157
MC5 13,16 £ 7,75 0,792 0,0132
MC10 167,07 + 18,8 10,02 0,167

* Obs: o valor diario toleravel recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude é de 0,04 ug.kg™ de

massa corporea.
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Tabela 2) Concentracbes de microcistina encontradas em diversos vegetais inclusos na
dieta humana.

Espécie Concentracdo Concentracdo Tempo de Referéncia
no tecido de MC* exposicdo  Bibliografica
(ug.kg™ de aplicada (dias)
massa fresca) (ug.L™h
Plantulas de arroz Chen et al.
(excluiu radicula) 294254 12023000 10 (2004)
Plantulas de nabo Chen et al.
(excluiu radicula) 2012651 2423000 10 (2004)
Plantulas de Kurki-Helasmo
mostarda (excluiu 5,3 a 87 2.500a5.000 7 & Meriluoto
radicula) (1998)
Brécolis (raizes) 09a24 10 20 \(Jgg\éeél;paa etal.
Mostarda (raizes) 2,5a2,6 10 19 \(Jg(;\é%lpaa etal.
Trigo (folhas) 15.710 5002 4.200 30 (Sz"’(‘)‘gg)”e etal.
. Sagrane et al.
Milho (folhas) 5.820 500 a 4.200 30 (2008)
Codd et al.
*% 2 ?
Alface (folhas) 9,4 a 249 : : (1999)
- Crush et al.
Alface (folhas) 74 a 84 1.700 30ub (2008)
Alface (folhas) 7,2a167,1 0,5a10 15 Este trabalho

* microcistina

** os valores nos trabalhos originais foram expressos em pg.kg™ de massa seca. Para efeito
de comparacdo, assumiu-se que 1g de massa seca de folha de alface equivale a 10g de
massa fresca, conforme proposto por Crush et al. (2008).
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