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RESUMO

As florescéncias cianobacterianas toxicas sdo reconhecidas em todo o mundo,
sendo a Microcistina-LR (MC-LR) a cianotoxina mais dominante nestas ocorréncias. Aguas
contaminadas sdo muitas vezes utilizadas para fins agricolas o que pode representar um
perigo para a seguranca alimentar. A absor¢do de toxinas pelas plantas pode provocar
alteracdes morfologicas e fisiolégicas que podem levar a uma perda de produtividade, bem
como a bioacumulacao da toxina. O sistema radicular da planta é geralmente o mais
exposto por irrigacdo do solo, sendo portanto as raizes vegetais mais propensas a
contaminacdo. A cenoura (Daucus carota) € uma raiz-vegetal, com grande importancia
para a nutricdo humana e economia do setor horticola, sendo consumida amplamente em
todo o mundo. E, portanto, importante avaliar os possiveis efeitos do uso de agua
contaminada com toxinas na irrigagéo destas culturas.

Este trabalho pretendeu avaliar os efeitos do uso de agua contaminada com MC-
LR na condicao fisioldgica das plantas, valor nutricional (vitaminas e minerais) bem como
na acumulacao de toxina. Com este propdsito, plantas (com 1 e 2 meses de crescimento)
foram cultivadas em solo sob condi¢Bes de estufa, divididas em trés grupos diferentes e
regadas duas vezes por semana com agua ndo contaminada ou com agua contendo
extrato bruto de Microcystis aeruginosa contendo 10 ou 50 pg/L MC-LR.

Os parametros fisiologicos avaliados ndo mostraram variacdes significativas
(P<0,05), tanto no peso fresco (P.F) como no peso seco (P.S), das folhas em nenhuma
das concentracdes de toxina testadas. Contudo as raizes expostas ao extrato bruto de M.
aeruginosa contendo 50ug/L durante 28 dias apresentaram menor biomassa. Por outro
lado a fluorescéncia maxima do fotossistema Il, medida por modulag¢éo por amplitude de
pulso, foi mais elevada nas plantas expostas ao extrato de M. aeruginosa contendo 10 e
50 pg MC-LR/L ao fim de 14 dias e nas plantas expostas a 10 pg MC-LR/L ao fim de 28
dias. Os resultados da acumulacao da toxina nas raizes das plantas demonstraram que o
valor maximo expectavel de toxina, obtido por ELISA, sera 5,23 + 0,47 ng/g de P.F de
cenoura (aproximadamente 0,32% do total de toxina administrada) podendo incluir
produtos de destoxificacdo ou degradacao da MC. Através do Microcystest e de LC-MS a
concentracado de toxina nos tecidos das plantas encontrou-se abaixo dos limites de detecéo

dos dois métodos. Quanto a quantificagdo da MC-LR no solo, os resultados foram também



bastante discrepantes entre os diferentes métodos utilizados. Através de ELISA recuperou-
se a maior concentragao de toxina, 171,47 + 6,76 ng MC-LR/g P.F solo (cerca de 80,38%
do total de toxina administrada). A concentragdo estimada de toxina no solo, através do
método LC-MS, foi 112,44 + 32,60 ng MC-LR/g P.F solo (cerca de 52,71% da toxina
administrada). O MicroCystest foi 0 método onde se estimou a mais baixa concentracéo de
toxina no solo, 41,77 + 7,70 ng MC-LR/g P.F solo (cerca de 19,58% do total de toxina
administrada).

O valor nutricional das cenouras ap0s a exposi¢ao, avaliado pelos niveis de macro
(AAS e Espectrofotometria) e micro minerais (ICP-MS), tal como o contetdo de &cido
ascorbico (HPLC-PDA), foi significativamente afetado. O contetdo de B-caroteno foi
também avaliado por HPLC, no entanto ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas.

Os resultados apontam para efeitos nao toxicos do extrato bruto de M. aeruginosa
e da toxina MC-LR nas concentracdes de 10 e 50 pg/L em D. carota, em condi¢bes de
exposi¢do subcronica a concentragbes ambientais da toxina. No entanto as alteragbes
observadas no conteudo de macro e micro minerais bem como no contetdo de vitaminas,
tem implicagbes no valor nutricional da cenoura que necessitam ser esclarecidas. De
acordo com a pesquisa literaria, este é o primeiro trabalho a reportar os efeitos da MC-LR
no crescimento e na qualidade nutritiva de D. carota. De futuro sera importante alargar esta
avaliacdo a outras culturas agricolas de modo a melhor se compreender a implicacédo do

uso de 4guas contaminadas na agricultura.



ABSTRACT

Toxic cyanobacterial blooms are recognized worldwide, being microcystin-LR (MC-
LR) the most dominant in these occurrences. Contaminated waters are used for agricultural
purposes and may represent a risk to food safety. The uptake of toxins by plants may induce
morphological and physiological changes leading to a loss of productivity as well as toxin
bioaccumulation. The plant root system is usually more exposed via soil irrigation, and
therefore root-vegetables are more susceptible to contamination. Carrots (Daucus carota)
are root-vegetables with great importance for human nourishment and economy being
extensively consumed all over the world. It is, therefore, important to evaluate the possible
effects of using water contaminated with toxins in the irrigation of these crops.

This work intended to evaluate the effects of the use of MC-LR contaminated water
in plants’ physiological condition, nutritional value (minerals and vitamins) as well as toxin
accumulation. To achieve this purpose, young plants (1 and 2 month old) were grown in sail
under greenhouse conditions. These plants were separated in three groups and they were
irrigated twice a week with non-contaminated water or with a crude Microcystis aeruginosa
extract containing respectively 10 or 50 ug/L MC-LR.

The physiological parameters evaluated showed no significant differences (P<0.05)
either in the fresh (F.W) or in the dry weight (D.W) of leaves in any of the toxin
concentrations tested. However, roots exposed to M. aeruginosa toxic extract containing 50
Mg/l during 28 days showed a decreased in biomass. On the other hand, maximum
efficiency of photosystem Il, assessed by pulse amplitude modulation, was higher in plants
exposed to M. aeruginosa extract containing 10 and 50 pg/L after 14 days and in plants
exposed to 10 MC-LR pg/L after 28 days. The results of the toxin accumulation in the roots
of the plants demonstrated that the maximum expectable value of the toxin, obtained
through ELISA, will be 5.23 + 0.47 ng/g F.W of carrot (approximately 0.32% of the total
administrated toxin) which can include products of detoxification or degradation of MC.
Through Microcystest and LC-MS, toxin concentration was below the detection limit of the
two methods. Regarding the quantification of MC-LR in the soil, the obtained results were
also discrepant between the different used methods. Through ELISA test, it was recovered
the highest concentration of toxin, 171.47 + 6.76 ng F.W of soil (around 80.38% of the total

administrated toxin). The toxin concentration estimated in soil through LC-MS method was



112.44 + 32.60 ng MC-LR / g F.W (approximately 52.71% of the administered toxin).
MicroCystest was the method where it was estimated the lowest concentration of MC-LR,
being detected 41.77 + 7.70 ng MC-LR / g F.W of soil (approximately 19.58% of the
administered toxin). The nutritional value of the carrots after exposure, assessed by macro
(AAS and spectrophotometry) and micro minerals (ICP-MS) levels as well as through the
content of ascorbic acid (HPLC-PDA), was significantly affected. The content of 3-carotene
was also evaluated by HPLC, however, no statistically significant differences were
observed.

The results showed no toxic effects of M. aeruginosa crude extract and MC-LR toxin
at 10 and 50 ug/L concentrations in D. carota, under conditions of subchronic exposure at
environmental concentrations of the toxin. However, the observed alterations, in the content
of macro and micro minerals, as well as in the vitamin content, have implications on the
nutritional value of the carrots and require further clarification. According to the literature
research, this is the first study reporting the effects of MC-LR in growth and in nutritional
quality of D. carota. In the future, it will be important to extend this evaluation to other
agricultural crops in order to enhance the understanding of the implications of the use of

contaminated water in agriculture.
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1. INTRODUCAO

1.1. Eutrofizagédo e Florescéncias Cianobacterianas: Causas e Implicacdes

A eutrofizacdo € reconhecida como um problema ambiental global e uma
consequéncia da intensificacdo das atividades de producéo agricola e industrial, agravada
pelo aquecimento global (O’Neil et al., 2012). Pode definir-se eutrofizagdo como uma
resposta biolégica ao aumento da quantidade de nutrientes/matéria organica,
especialmente de compostos de fosforo e azoto, resultando numa maior produtividade
primaria e numa reducéo da diversidade de espécies a todos o0s niveis tréficos. Apesar de
ser um componente natural dos ecossistemas aquaticos, o fitoplancton, sobretudo em
sistemas eutrofizados, pode adquirir taxas de crescimento mais elevadas, proliferando
rapidamente e originando fenémenos conhecidos por florescéncias (Smith et al., 1999;
Codd, 2000; Vasconcelos, 2006).

Os organismos fitoplanctonicos mais associados a eutrofizacdo de ecossistemas
dulciaquicolas séo as cianobactérias (Chorus, 2001; Vasconcelos, 2006). A ocorréncia de
florescéncias cianobacterianas € influida pelas carateristicas da agua e pelas condi¢des
climatéricas, sobretudo pela disponibilidade de nutrientes, luminosidade, temperatura, pH,
turbidez e pela estabilidade fisica das massas de agua. Aguas estagnadas, com
temperatura uniforme ao longo da coluna e uma elevada quantidade de nutrientes,
constituem condicdes ideais para a ocorréncia destas florescéncias (Smith et al., 1999;
Hitzfeld et al., 2000; Chorus, 2001; Figueiredo et al., 2004; Vasconcelos, 2006; Apeldoorn
et al. 2007; O’Neil et al., 2012).

As cianobactérias (também conhecidas como algas azuis ou algas cianoficeas),
procariotas fotossintéticos, sdo um grupo ancestral e diverso que engloba organismos
microscopicos de distribuicdo ubigua. Atualmente encontram-se identificados cerca de 150
géneros de cianobactérias que englobam perto de 2000 espécies (Mur et al., 1999; Hitzfeld
et al., 2000; Chorus, 2001).

Estes organismos apresentam grande vantagem competitiva 0 que o0s torna nos
organismos fitoplancténicos mais frequentes nos ecossistemas dulciaquicolas

eutrofizados. Apesar de serem capazes de produzir compostos com atividade biolégica de
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interesse, utilizados por exemplo na industria farmacéutica, e de serem bastante
importantes ao nivel do ecossistema, a carateristica mais preocupante da ocorréncia de
florescéncias cianobacterianas € a capacidade de producgédo de toxinas que muitas estirpes
possuem (cianotoxinas) (Mur et al., 1999; Graham e Wilcox, 2000; Chorus, 2001;
Mankiewicz et al., 2003). Devido a producdo destes metabolitos, a Organiza¢do para o
Desenvolvimento e Cooperagdo Econdmica (OCDE) classificou as cianobactérias como
patogénicos emergentes, ainda que ndo possuam a capacidade de colonizar ou invadir
hospedeiros (OECD 2005).

Uma vez que a agua doce € essencial para o abastecimento publico e para
atividades recreativas, € no contexto da producdo das cianotoxinas que a ocorréncia de
florescéncias cianobacterianas adquire contornos mais graves e preocupantes,
representando um perigo para a salde publica e ambiental devido aos efeitos adversos
gue provocam (Vasconcelos, 2006).Vérios trabalhos referem que a exposicdo a estes
metabolitos pode causar efeitos agudos ou crénicos em animais domésticos e selvagens,
plantas, organismos aquaticos, aves e humanos (Vasconcelos 2001; Codd et al., 2005;
Sangolkar et al., 2006; Apeldoorn et al., 2007). A exposi¢cdo humana a estes metabolitos
téxicos pode ocorrer por varias vias, incluindo ingestéo crénica e/ou acidental de agua
contaminada; inalagdo ou contacto com a mucosa nhasal, contacto dérmico durante
atividades recreativas, como natagdo, canoagem ou banhos; consumo de organismos
aquaticos (peixes, mariscos, entre outros) provenientes de aguas contaminadas; ingestéao
de suplementos dietéticos feitos de cianobactérias (se os niveis de cianotoxinas ndo forem
controlados); e por via intravenosa causada pelo uso de 4gua contaminada em tratamentos
médicos como hemodidlise (Apeldoorn et al., 2007; Ibelings e Chorus, 2007). Mais
recentemente o consumo de vegetais e frutos contaminados por irrigacdo com agua
contendo estes compostos tem sido também apontado como uma importante via de

exposicao indireta as cianotoxinas (ver 1.6) (Corbel et al., 2014).

1.2. Microcistinas (MCs): Estrutura Quimica, Modo de Acéo e Toxicidade

De entre os 150 géneros de cianobactérias identificados, cerca de 40 sado
produtores de metabolitos secundarios designados por cianotoxinas (Hitzfeld et al., 2000;
Apeldoorn et al., 2007). As microcistinas (MCs) s&o as cianotoxinas mais frequentemente
detetadas em florescéncias de cianobactérias dulciaquicolas, tendo recebido o nome da
espécie da qual foram inicialmente isoladas: Microscystis aeruginosa (Carmichael et al.,
1988; Chorus et al., 2000). De um modo geral, o género Microcystis € o0 que apresenta uma
distribuicdo mais ampla e global em aguas eutrofizadas. Em Portugal, este género é

também apontado como o mais comum (Vasconcelos, 1996; Chorus, 2001; Vasconcelos,
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2006). No entanto, outros géneros sdo também produtores destas cianotoxinas: Anabaena,
Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc, Anabaenopsis (Dawson, 1998; Kuiper-Goodman et al.,
1999; Hitzfeld et al., 2000; Vasconcelos 2001; Wiegand e Pflugmacher, 2005, Apeldoorn et
al., 2007).

As MCs (Figura 1) sdo um grupo de hepatopétidos monociclicos ndo ribossomais,
constituidos por quatro aminoacidos D conservados [D-alanina (D-Ala) ! — acido D-eritro-3-
metilaspartico (D-MeAsp) 2 — acido D-isoglutamico (D-glu) ® — N-metil-desidro-alanina
(Mdha) 7], dois aminoécidos L variaveis [(L-X)? (L-Z)*] e um amino&cido especifico, ADDA
(4cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-decafenila-4,6-dienoico)®. E & estrutura ciclica da
molécula, bem como ao aminoacido ADDA, que se atribui a toxicidade das MCs. Assim,
gualquer alteragdo ao nivel da cadeia deste aminoacido conduz a uma alteracdo da
toxicidade da toxina (Dawson, 1998; Hitzfeld et al., 2000; Vasconcelos, 2001; Wiegand e
Pflugmacher, 2005, Chen et al., 2006a, Apeldoorn et al., 2007).

Podem ainda ocorrer varias alteragdes na molécula, que acontecem tanto ao nivel
dos aminoécidos variaveis (metilagcdes, etc.), como dos radicais R1 e R2, levando a
existéncia de mais de 60 isoformas diferentes (Vasconcelos, 2001; Chen et al., 2006a). De
entre todas as variantes de MCs, a microcistina-LR (MC-LR), com leucina na posigéo X e
arginina na posicao Z (Figura 1), é a isoforma mais frequente (Dawson, 1998; Kuiper-
Goodman et al., 1999).

6. o-Glu 7. Mdha or Dha
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3. o-Meabsp or D-Asp

Figura 1 - Estrutura quimica das MCs. (Chen et al., 2006a)

Devido ao seu alto peso molecular, que varia entre 800 a 1100 Da, (Hitzfeld et al.,
2000) e a sua hidrofilicidade, as MCs ndo sdo capazes de transpor facilmente as
membranas bioldgicas (Vasconcelos, 2006). No entanto, podem penetrar nos hepatécitos
através de um sistema de transporte ativo, envolvendo polipéptidos transportadores de

anibes organicos (OATPs), também responsaveis pelo transporte de varios compostos

3
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organicos, tais como os acidos biliares (Fischer et al., 2005). Por este motivo, as MCs séo
conhecidas como hepatotoxinas, sendo o figado o principal orgdo alvo. Contudo, estes
transportadores ndo sdo expressos somente no figado, mas também no trato
gastrointestinal, rins e cérebro, havendo evidéncias de que a MC-LR pode ser transportada
através da barreira hematoencefélica, o que indica que além do figado outros 6rgéos
podem ser afetados (Zegura et al., 2011).

As MCs sao potentes inibidoras especificas de proteinas fosfatases (PP) da familia
serina/treonina, especialmente 1 e 2A (PP1 e PP2A), as quais se ligam irreversivelmente,
tanto em animais como em plantas. As PP, sdo importantes no crescimento e diferenciacéo
celular, metabolismo e controlo hormonal, replicacdo e expresséo de genes bem como na
sintese proteica (Mackintosh et al., 1990; Dawson, 1998; Hitzfeld et al., 2000; Mankiewicz
et. al., 2003, Wiegand e Pflugmacher, 2005; Chen et al., 2006a). O mecanismo de inibigéo
resulta sobretudo da ligacdo do aminoacido ADDA ao centro ativo das PP1 e PP2A, atraves
de ligagdo ndo-covalente (MacKintosh et al., 1995; Hitzfeld et al., 2000 Bischoff, 2001,
Wiegand e Pflugmacher, 2005; Dawson, 1998). Este mecanismo conduz a uma
hiperfosforilagdo das proteinas com efeitos diretos como a deformagéo do citoesqueleto
dos hepatdécitos, colapso da arquitetura hepética e hemorragia intra-hepatica severa
(Dawson, 1998; Bishoff, 2001; Wiegand e Pflugmacher, 2005). A inibicdo das PP resulta
ainda em efeitos indiretos que afetam a sinalizacdo do crescimento celular e processos de
diferenciacdo, resultando numa proliferacdo celular descontrolada e consequente
promocdo de tumores (Vasconcelos, 2001; Mankiewicz et al., 2003). Estas toxinas
modulam a expressdo de oncogenes, de proto-oncogenes, de citocinas e do fator de
necrose tumoral a (um promotor tumoral), afetando a divis&o celular, sobrevivéncia celular
e apoptose (IARC; 2010). Alguns estudos epidemioldgicos associam a exposicao cronica
de humanos a baixas doses de MC, por via oral, ao aumento da incidéncia de cancro
hepatico (hepatocarcinoma) (Yu, 1995; Ueno et al., 1996, Hitzfeld et al., 2000) e colorretal
(Zhou et al., 2002). Com base nos trabalhos relativos & promogéo de tumores pelas MCs,
a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancro (IARC) classificou a MC-LR como
possivel carcinogénico para humanos (grupo 2B). Contudo, os mecanismos de acao estdo
ainda por esclarecer (IARC; 2010). E de salientar que ndo ha informagdes suficientes
disponiveis para a classificacdo de outras variantes de MCs (IARC; 2010).

Recentemente, verificou-se que a inducéo de stress oxidativo por esta toxina esta
também envolvida na hepatotoxicidade da MC. A indugéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e os consequentes efeitos genotéxicos foram observados a concentracdes nano-
molares, que sao relevantes para exposi¢des cronicas, indiciando que estas toxinas atuam
ndo s6 como promotores mas também como agentes iniciadores de tumores (Zegura et

al., 2011). Alguns estudos sugerem que 0 stress oxidativo e alteracdes da funcdo
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mitocondrial s&o os principais processos de indugéo da apoptose pela MC-LR (Ding e Ong,
2003).

A severidade da toxicidade induzida por este tipo de toxinas vai depender da
concentracdo e da duracdo da exposicdo, os quais influenciam a quantidade de toxina
absorvida, destoxificada e excretada (Mankiewicz et al., 2003).

1.3. Toxicidade de Microcistina em Plantas para Consumo Humano

A toxicidade da MC em plantas varia com a concentracdo da toxina, o periodo de
exposi¢ao, a espécie e o0 estado de desenvolvimento da mesma (Crush et al., 2008).

Nas plantas, a MC atua também ao nivel da inibi¢cdo das PP1 e PP2A (MacKintosh
et al., 1990) e na producdo de EROs (Pflugmacher et al., 2006; Pflugmacher et al., 20073,
b), podendo exercer uma resposta dualista, estimulando ou inibindo a mitose, dependendo
da dose de exposicdo (Mathé et al., 2013). Uma vez que nas plantas vasculares estas
proteinas estao envolvidas na regulacao de importantes processos moleculares, celulares
e fisiolégicos (Sheen, 1993; Takeda et al., 1994), a sua exposi¢cao a MC-LR pode levar a
varias perturbacdes na fisiologia e crescimento (Sagrane et al., 2008). Sabe-se que a
inibicdo das PP nas plantas, afeta por exemplo, o desenvolvimento dos tecidos, a
expressao de genes, a regulacao dos canais ionicos, o metabolismo do carbono e do azoto
e o0 processo fotossintético (Siegl et al., 1990; Sheen, 1993; Smith e Walker, 1996; Luan,
1998; Toroser e Huber, 2000).

1.3.1. Efeitos na Germinacgéao

Recentemente, os efeitos da MC na germinacdo de sementes tem atraido o
interesse de muitos autores, uma vez que a inibicdo deste processo pode levar a potenciais
perdas econdmicas (Corbel et al., 2014). Deste modo a germinacdo de varias plantas
agricolas expostas a MC-LR foi ja investigada utilizando quer toxina pura quer extrato bruto
contendo MC-LR (Tabela 1). Todos estes trabalhos sugerem que de facto a exposicao a
MC através de agua contaminada pode representar uma ameaca para a qualidade e
produtividade das culturas agricolas expostas.

Sugere-se ainda que a exposi¢cao ao extrato bruto contendo MC-LR pode afetar de
forma mais significativa as atividades metabdlicas das sementes durante o processo de
germinacgdo do que a MC-LR pura(Pflugmacher, 2007; Pflugmacher et al., 2007b). Mais
ainda, o efeito da MC na germinagéo depende da sensibilidade da planta. Chen et al. (2004)
verificaram que enquanto para Brassica napus a exposi¢ao a extrato bruto contendo 600

Mg MC-LRI/L levou a uma inibi¢cdo significativa da germinacéo, no caso de Oryza sativa a

5



INTRODUCAO

inibicdo da germinagé&o néo foi afetada, mesmo com uma concentragdo mais elevada (3000

g MC-LRIL).

Tabela 1 - Indugdo da inibigdo da germinacé@o de sementes de espécies agricolas e horticolas pela MC-LR

- | MC-LR| L
Espécie Referéncia
P (ng/L)
Brassica napus 609;(1(;00 Chen et al. (2004)
Lens esculenta 8700 Sagrane et al. (2008)
**(b)
Lycopersicon 16680-22240 El Khalloufi et al. (2012)
esculentum **(b)
5,0 Pflugmacher et al. (2006)
) . *(a) e **(b)
Medicago sativa
2220-22240 El Khalloufi et al. (2011)
**(b)
Pisum sativum 1600 Sagrane et al. (2008)
**(b)
Triticum aestivum 0.5 Pflugmacher et al. (2007b)
“(a) e **(b)
Triticum durum 3%%? Sagrane et al. (2008)
Vicia faba 50-100 Lahrouni et al. (2012)
*%,
(b)
5,0 Pflugmacher (2007)
Zea mays *(@) & **(b)
2900 Sagrane et al. (2008)
*(b)

*(a) — exposi¢do a MC-LR pura
**(b) — exposi¢do a extrato bruto contendo MC-LR

1.3.2. Efeitos na Regulacédo do Crescimento

Chen et al. (2013) reportaram que a MC-LR é capaz de perturbar o transporte polar
e a distribuicdo da auxina em raizes de arroz. O transporte desta fitohormona é essencial
em todas as fases do desenvolvimento da planta, de forma a assegurar um crescimento
coordenado nos 6rgados e niveis celulares e para fornecer uma adequada capacidade de
resposta a estimulos ambientais (Lomax et al., 1995). Garbers et al. (1996) demonstraram
que as PP estdo envolvidas no transporte da auxina. Assim, a inibicdo destas proteinas
pela MC podera afetar o transporte da hormona, e desta forma desregular o crescimento
da planta. Para além disso, Tobias e Wilson (1997) verificaram que o alongamento e a
forma da raiz de Arabidopsis é sensivel & presenca de varios inibidores da fosforilagédo das
proteinas, demonstrando que a fosforilagdo das mesmas pode ter um papel na organizagéo
de microtubulos corticais e, portanto, na morfogénese. Os mesmos autores concluiram
ainda que, as PP1 e 2A desempenham um papel na regulacdo da expanséo e forma da
raiz.

Varios trabalhos tém demonstrado os efeitos da MC no crescimento das plantas
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expostas a esta toxina (Tabela 2). A exposicéo ao extrato bruto contendo MC-LR produz
em geral um efeito mais acentuado na inibigdo do crescimento que a exposi¢cdo a MC-LR
pura (Gehringer et al., 2003; Pflugmacher et al., 2006; Pflugmacher, 2007; Pflugmacher et
al., 2007b). A severidade dos efeitos mostrou ainda ser dependente da sensibilidade da
espécie exposta (McElhiney et al., 2001; Chen et al., 2004; Saqrane et al., 2008; Sagrane
et al., 2009).

Tabela 2 - Efeitos da MC-LR no crescimento de algumas plantas agricolas

Espécie IMC-LR| Parametro Avaliado Efeito Referéncia
(ug /L)
Peso Fresco Inibicdo
Brassica napus 129;(3;300 Chen et al. (2004)
Altura das Plantulas Inibicdo
2,?;(1;))0 Comprimento da Parte Aérea Sem Efeito
Brassica rapa 200-6400 Chen et al. (2012b)
**-(b) Comprimento da Parte Aérea Inibicdo
Brassica 1-10 . . Jarvenpaa et al.
oleracea *(a) Crescimento Sem Efeito (2007)
Lactuca sativa 5’9*:(5)6’4 Crescimento de Raizes Inibicdo Pereira et al. (2009)
Comprimento do Epicétilo Inibicdo
11600 Comprimento da Raiz I Sagrane et al.
. L Inibicéo
(b) Primaria (2008)
Numero de Raizes Laterais Inibicédo
Lens esculenta
Altura Inibicdo
500-42000 , I Sagrane et al.
**(b) Numero de Folhas Inibic&do (2009)
Peso Fresco e Peso Seco Inibicdo
Peso Fresco Total Inibicdo
10 Comprimento das Raizes Inibic&do
Lepidium *(a) P ¢ Gehringer et al.
ti 2
satvum Comprimento das Folhas Inibicdo (2003)
**%b) Crescimento das Raizes Inibicdo
. Crescimento Inibicdo i
Lycopersicon 2220-22240 El Khalloufi et al.
lent * 2012
escuientum () Biomassa Fresca Inibicdo (2012)
Malus pumila 309;(3800 Crescimento Inibicédo Chen et al. (2010)
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Tabela 2 (Continuacgao)

IMC-LR]

Espécie Parametro Avaliado Efeito Referéncia
(Hg /L)
5 Desenvolvimento da Raiz Inibico Pflugmacher et al.
*(a) e **(b) Primaria ¢ (2006)
2222-22240 Crescimento Inibicao El Khalloufi et al.
Medicago **() (2011)
sativa . I
P S daR Inib )
10-20 ©80 eco da Raiz niviedo El Khalloufi et al.
**(b - 2013
(®) Peso Seco da Parte Aérea Inibicdo ( )
129;(3;)())00 Comprimento das Raizes Inibicdo
600-3000 Altura das Plantulas Inibicao Chen etal. (2004)
**(b)
Oryza sativa 21*%8)0 0 Peso Fresco Sem Efeito
0;3?6;8 Peso Fresco Sem Efeito Aze\(/zegf ‘St al.
*E(%) Peso Fresco e Peso Seco Sem Efeito Prieto et al. (2001)
Phaseolus 1-5000 . A . McElhiney et al.
vulgaris *(a) Crescimento das Plantulas Sem Efeito (2001)
Comprimento do Epicétilo Inibicdo
11600 Comprimento da Raiz Inibico Sagrane et al.
**(b) Primaria ¢ (2008)
Numero de Raizes Laterais Inibicdo
Pisum sativum
Altura Inibicdo
502;4('5)000 Namero de Folhas Inibicéo Saq(r;gggt;t al.
Peso Fresco e Peso Seco Inibic&do
2000 Crescimento Inibig&o Kurki-Helasmo e
() ¢ Meriluoto (1998)
Peso Fresco Inibicdo
Comprimento Total Inibic&do
Comprimento Hipocétilo Inibicéo
3500-30000 Comprimento das Raizes Inibic&do M-Hamvas et al.
L o -
Sinapis alba (o) Comprimento dos Inibicao (2003)
Cotilédones
Formacéo de Raizes Laterais Inibicdo
Crescimento dos Cotilédones Inibicdo
Peso Fresco Inibicdo
500-5000 Crescimento Inibic&o McElhiney et al.
*@ (2001)
1-10 . . Jarvenpéa et al.
*a) Crescimento Sem Efeito (2007)
Solanum 5-5000 c . N Inibica McElhiney et al.
tuberosum *(a) rescimento nibigao (2001)
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Tabela 2 (Continuagéo)

IMC-LR|

Espécie Parametro Avaliado Efeito Referéncia
(Mg /L)
Spinacia
oleracea (var
Ballta, Saran, Crescimento Inibicdo
Gammae 05
Merlin) **(,b) Pflugmacher et al.
— (2007a)
Spinacia Numero de Folhas Inibicdo
oleracea (var,
Parys, I
Mata)éor) Tamanho das Folhas Inibicéo
. . Inibicéo
Triticum 0,5 Comprimento das Raizes Pflugmacher et al.
aestivum * **(b i 2007b
ivu (a) e **(b) Comprimento da Parte Inibicao ( )
Aérea
Comprimento do Epicétilo Inibicdo
11600 Comprimento da Raiz Inibico Sagrane et al.
**() Priméaria & (2008)
Triticum durum ] .
Numero de Raizes Laterais Inibicdo
Altura Inibicdo
509:(15)000 Namero de Folhas Inibigao Saq(rggggt;t al.
Peso Fresco e Peso Seco Inibicdo
Numero de Total de Folhas Sem Efeito
Compnm:nto da Parte Sem Efeito
Vicia faba erea
50-100 . I Lahrouni et al.
*(b) Peso seco Parte da Aérea Inibicdo (2013)
Comprimento das Raizes Inibic&do
Peso Seco das Raizes Inibic&do
11600 Comprimento do Epicotilo Inibic&o
*(b) Comprimento da Raiz Inibic3o Sagrane et al.
Primaria & (2008)
Numero de Raizes Laterais Inibicdo
Zea mays -
Altura Inibicdo
502;4('5)000 Namero de Folhas Inibic&o Saq(r;(r;ggt;t al.
Peso Fresco e Peso Seco Inibicdo
Comprimento das Raizes I
5 Primérias Inibigao
Pl her (2007
*(@) e **(b) Comprimento da Parte Inibic&o ugmacher (2007)
Aérea

*(a) — exposi¢do a MC-LR pura
**(b) — exposigéo a extrato bruto contendo MC-LR
***(c) — exposicao a H-dihidro-MC-LR



INTRODUCAO

1.3.3. Efeitos Citolégicos e Morfoldgicos

Diversas alteracfes citologicas em plantas expostas a MC foram ja reportadas em

varios estudos (Tabela 3). Estas alteracdes podem estar relacionadas com o impacto

negativo no crescimento e desenvolvimento das plantas expostas a esta toxina.

Tabela 3 - Efeitos citolégicos e morfoldgicos da MC-LR em algumas plantas agricolas

IMC-LR]

Espécie Efeito Referéncia
P (ug/L)
120-3000 Alteragdo da Cor das Folhas das
*(b) Plantulas
. Necrose na Parte Terminal das
Brassica napus 3000 Raizes Chen et al. (2004)
*(b) Cotilédones Cloréticos e/ou
Necroticos
Atraso na Diferenciagdo da Raiz
Atraso na Formacéao do Cilindro
L lent Vascular
ens esculenta
Pisum sativum 11600 Auséncia de Endoderme
Triticum durum *(b) Sagrane et al. (2008)
Zea mays Auséncia de Células do Periciclo
Atraso na Formacéao do Xilema
Priméario
Auséncia de Fibras
Lycopersicon 22240 El Khalloufi et al.
esculentum *(b) Necrose das Folhas (2012)
Oryza Sativa :i(()g)o Sem Raizes Primérias Chen et al. (2004)
1000
Phaseolus *(a) Necrose das Folhas McElhiney et al.
vulgaris 2001
g 1*%2)0 Alteracdo da Cor das Raizes ( )
Necrose dos Cotilédones
Sinapis alba 22000 M-Hamvas et al.
P *(b) . _ ) (2003)
Auséncia de Tricomas no Peciolo
50-5000 Necrose dos Tecidos da Parte
*(a) Aérea
Solanum 100-1000 L , . McElhiney et al.
tuberosum *(a) Diminuicdo do Namero de Raizes (2001)
1000-5000 .
. Sem raizes
(@)
Spinacia
oleracea (var
Ballta, Saran, Clorose das Folhas
Gamma e Merlin) 0,5 Pflugmacher et al.
Spinacia () (20072)
oleracea (var, Indugédo da Floragéo
Parys, Matador)
Vicia faba 59;&30 Necrose das Raizes Lahrouni et al. (2013)

*(a) — exposi¢do a MC-LR pura
**(b) — exposicdo a extrato bruto contendo MC-LR
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1.3.4. Efeitos no Contelido de Clorofilas e no Processo Fotossintético

O conteudo de clorofilas €, em geral, um bom indicador da condicdo das plantas. A
inibicdo do processo fotossintético em plantas terrestres expostas a MC foi ja descrito para
varias espécies (Tabela 4) apesar de ainda ndo se conhecer o seu mecanismo. Um
eventual efeito direto no aparelho fotossintético pressupde a hipbtese da toxina ser
assimilada sobretudo ao nivel das raizes e puder atravessar barreiras celulares de modo
a ser translocada até as folhas. Todavia, apesar de esta hipétese ndo estar excluida,
pensa-se que a inibicdo ocorrerd através de uma acdo indireta da toxina que parece ser
capaz de induzir stress oxidativo nas plantas (Peuthert e Pflugmacher, 2010; EI Khalloufi
et al., 2011). De facto, a inibicdo da fotossintese pelas EROs esta ja documentada (Noctor
e Foyer, 1998).

Um estudo realizado por Gutiérrez-Praena et al., (2014) detetou uma alteracdo na
funcado de diversas proteinas intervenientes no processo fotossintético relacionadas com a
sintese de ATP cloroplastidial, fixacdo de carbono, fotossintese e metabolismo de
carbohidratos. Os autores concluiram que estes marcadores proteicos parecem evidenciar
o decréscimo da capacidade das plantas em sintetizar ATP e realizar a fotossintese ap6s
exposicdo a MC-LR (100 ug/L). A alteragdo (diminuicdo) da expressdao de algumas
proteinas intervenientes na fotossintese foi também verificada por Azevedo et al. (2014)
apos exposicdo a 13 pg/L. Contudo, esta alteracdo na fotossintese ndo foi verificada

gquando os autores determinaram a eficiéncia maxima do fotossistema |l.
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Tabela 4 - Alterac&o do Processo Fotossintético em plantas agricolas expostas a MC-LR

Espécie IMC-LR| Parametro Avaliado Efeito Referéncia
(Mg /L)
EflClenC|a_MaX|ma do Sem Efeito
Fotossistema Il
Brassica 1-10 Teor de Clorofila a e de Clorofila , Jarvenpaa et al.
oleracea *(b) b Sem Efeito (2007)
Récio Clorofila a para b Sem Efeito
21%92;)2 00 Teor de Clorofila Total Reducédo Sagrane et al.
Lens esculenta — — (2009)
500-4200 Eficiéncia Maxima do Reducio
**(b) Fotossistema |l ¢
2200-22240 Eficiéncia Maxima do Reducio El Khalloufi et al.
**(b) Fotossistema I & (2012)
Lycopersicon 100 Eficiéncia Maxima do .
esculentum *(a) Fotossistema Il Sem Efeito Gutiérrez-Praena
100 Eficiéncia Maxima do Reducio et al. (2014)
**(b) Fotossistema Il ¢
11120-22240 Eficiéncia Maxima do Reducs El Khalloufi et al.
. , **(b) Fotossistema Il edugao (2011)
Medicago sativa "
5-20 ' x El Khalloufi et al.
*(b) Teor de Clorofila total Reducgédo (2013)
. 0,26-78 Eficiéncia Maxima do . Azevedo et al.
Oryza sativa () Fotossistema I Sem Efeito (2014)
- Teor de Clorofila Total Sem Efeito
Pisum sativum 509*(1)%00 S : Sagrane et al.
Eficiéncia Maxima do Reducio (2009)
Fotossistema ¢
Eficiéncia Maxima do .
Fotossistema Il Sem Efeito
. . 1-10 Teor de Clorofila a e de Clorofila . Jarvenpaa et al.
Sinapis alba *(b) b Sem Efeito (2007)
Récio Clorofila a para b Sem Efeito
Solanum 50-5000 ) x McElhiney et al.
tuberosum *(a) Teor de Clorofila Total Reducéo (2001)
§|p é?:gg *9(’3) Taxa de Producgéo de Oxigénio Reducgéo Pflugg%%t;zr) etal.
Teor de Clorofila a e de Clorofila Reducso
Triticum 0,5 b & Pflugmacher et al.
aestivum * **(b 2007b
(2) & **(b) Taxa de Producéo de Oxigénio Reducéo ( )
- T lorofila Total Efei
N 500-4200 eor de Clorofila Tota Sem Efeito Sagrane et al.
Triticum durum **(b) — —
Eficiéncia Maxima do Reducio (2009)
Fotossistema ¢
*];(()t())) Teor de Clorofila total Reducgéo Lah et al
Vicia faba — anrouni €t al.
50-100 Eficiéncia Maxima do Reducio (2013)
**(b) Fotossistema Il &
4200 ' ~
**(b) Teor de Clorofila total Redugéo Sagrane et al.
Zea mays — — (2009)
500-4200 Eficiéncia Maxima do Reducio
**(b) Fotossistema Il &

*(a) — exposi¢do a MC-LR pura

**(b) — exposi¢do a extrato bruto contendo MC-LR
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1.3.5. Efeitos na Assimilacdo de Mineirais

Alguns trabalhos demonstraram que a MC-LR provoca alteracbes no teor de
minerais das plantas (Tabela 5), no entanto,a informacao disponivel sobre este tema é
ainda escassa. Em geral, o teor de minerais € aumentado, sobretudo na raiz, apoés
exposicao da planta a toxina, sendo este aumento geralmente proporcional a concentracéao
de MC (Sagrane et al., 2009; El Khalloufi et al., 2012). Sera assim importante uma
investigacdo sobre os mecanismos de acdo da MC-LR neste processo, uma vez que uma
adequada assimilacdo de minerais € fundamental para garantir o crescimento e
desenvolvimento das plantas (Grusak, 2001). Lahrouni et al. (2013) sugerem que as
variagbes na concentracdo de minerais podem derivar de uma disrupcdo da

permeabilidade das membranas causada pela MC.

Tabela 5 - Efeitos da MC-LR no teor de minerais de algumas plantas agricolas

- IMC-LR| Mineral . A
Espécie (g /L) Avaliado Efeito Referéncia
Calcio
Lens esculenta; Sédio
Triticum durum;
Pisum sativum,; 500-4200 POtassi . Sagrane et al.
) otassio Aumento na raiz
Zea mays; *(@) (2009)
Fésforo
Azoto
Calcio
Lycopersicon 2200-22240 Sédio Aumento na raiz El Khalloufi et al.
esculentum *(@) (2012)
Potassio
Decréscimo na parte
. aérea
Calcio
Sem efeito na raiz
Aumento na parte aérea
Sédio
50-100 .
" Aumento na raiz .
- (®) Lahrouni et al.
Vicia faba —
Decréscimo na parte (2013)
P aérea
Potassio
Decréscimo na raiz
Decréscimo na parte
aérea
Azoto
100 L. .
*(a) Decréscimo na raiz

*(a) — exposi¢éo a extrato bruto contendo MC-LR
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1.3.6. Inducao de Stress Oxidativo

A par com a inibicdo especifica das PP1 e 2A (Dawson, 1998), o aumento das
defesas antioxidantes induzidas pela MC sugere que, o stress oxidativo € um dos principais
mecanismos que contribui para a fitotoxicidade da MC (Pflugmacher et al., 2006;
Pflugmacher et al., 2007a, b). Apesar da producdo de EROs ser um fendmeno natural nas
plantas, a formacao excessiva destas moléculas pode ser desencadeada por varios fatores
externos, assim como por varios xenobiéticos e pela sua biotransformacéo, podendo levar
a danos no DNA, proteinas, carbohidratos e lipidos. Véarios sistemas sédo conhecidos por
fornecerem protecdo contra estes danos: sistemas de defesa ndo enziméticos (glutationa
(GSH), acido ascorbico, compostos fendlicos tocoferois, carotenoides) e enzimaticos
(superoxido-dismutase (SOD), a catalase (CAT), peroxidase (POD), glutationa-peroxidase
(GPX), ascorbato peroxidase (APX), glutationa-s-transferase (GST) e glutationa reductase
(GR)) (Cadenas, 1995; Apel e Hirt, 2004).

De facto, a promocao de stress oxidativo pela MC foi j& reportada para varias
espécies de plantas utilizadas na alimentacdo humana e com grande interesse econémico
(Peuthert et al., 2007; Chen et al., 2010; El Khalloufi et al., 2011; El Khalloufi et al., 2012;
Lahrouni et al., 2013).

A inducgé&o do stress oxidativo varia conforme se trate de uma exposi¢ao a extrato
bruto cianobacteriano ou a toxina purificada, sendo os efeitos mais acentuados no primeiro
caso (Pflugmacher et al., 2006; Pflugmacher et al., 2007b, Peuthert et al., 2007) e conforme
as espécies (Chen et al., 2004, Peuthert et al., 2007) podendo inclusivamente variar dentro
da mesma espécie. Pflugmacher et al. (2007) demonstraram que a exposi¢ao de diferentes
variedades de S. oleracea a MC induziu altera¢des distintas na atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, POD, CAT, GST e GR) e dos sistemas de defesa ndo enzimaticos
(GSH, tocoferdis e ascorbato). Em variedades de P. vulgaris foram também observadas
diferentes respostas das enzimas GST, GR e POD apés exposi¢cdo a 5 pg MC-LR/L
(Pichardo e Pflughmacher, 2011).

Foi ainda verificada uma alteracao na transcricdo de algumas proteinas conhecidas
por atuarem na resposta ao stress em O. sativa e L. esculentum, apos exposi¢cdo a MC-LR
(Azevedo et al., 2014, Gutiérrez-Praena et al., 2014).

1.4. Bioacumulagéo de MC em Plantas

Acredita-se que, devido ao seu elevado peso molecular (cerca de 1000 Da), a
difusdo da MC néo ocorre facilmente através das membranas, e que por iSSO a sua

bioacumulac&o ndo ocorre de forma facilitada (WHO, 1999). Em animais, alguns tipos de
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células expressam transportadores especificos (OATPs), que contribuem para a
acumulacdo da toxina (Meier-Abt et al.,, 2007). N&o foram ainda identificados
transportadores especificos de MC-LR em plantas, contudo, diversos tipos de
transportadores membranares com afinidade para diferentes péptidos e aminoacidos tém
sido identificados (Tegeder e Rentsch, 2010). De facto, varios trabalhos tém demonstrado
a capacidade de plantas na acumulacdo da MC. Pensa-se que este fendbmeno ocorre
através da absorcéo datoxina, sobretudo pelas raizes da planta, que podem estar expostas
a mesma aquando dairrigacado com agua contaminada. A acumulag¢édo da MC em plantulas,
raizes e folhas de plantas terrestres ocorre de forma dependente do tempo e da
concentracéo de exposicao, bem como da espécie em estudo, sendo em geral observado
um maior uptake pelas raizes. De facto, tem sido sugerido por varios autores que, em geral,
a toxina é captada na raiz, ocorrendo depois a sua translocacdo para as restantes partes
da planta (Peuthert et al., 2007; Crush et al., 2008; Saqgrane et al., 2009).

Para caraterizar a capacidade de acumulagdo de um tdéxico nas plantas é
frequentemente utilizado o fator de bioconcentracéo (FBC), que estabelece a relagéo entre
a concentracdo do elemento na planta e a concentracdo do mesmo no solo (Pratas et al.,
2012). Assim, o FBC pode ser calculado dividindo a concentragdo da toxina nos tecidos da
planta pela concentracdo de exposi¢cdo, assumindo-se que a bioacumulagdo ocorre
guando este valor é superior a 1 (Prieto et al., 2011).

Peuthert et al. (2007) reportaram o uptake de MC-LR e MC-LF por raizes de
plantulas de onze espécies com interesse agricola e a sua translocacao para a parte aérea.
A maior concentracdo de MC foi medida nas raizes das plantas, tendo a mesma variado
entre 12 e 125 ng/ g de peso fresco (P.F). A concentracdo da toxina (MC-LR) na parte
aérea variou entre 4 e 44 ng/g P.F. O FBC médio para as raizes foi 8,4, tendo no caso da
parte aérea, o valor sido perto de metade (3,6). Das raizes, a toxina parece ter sido
transportada para a parte aérea e folhas primarias, uma vez que nenhuma das duas esteve
em contacto direto com a toxina. Foi ainda averiguada a absor¢&o para exposicéo a extrato
bruto de MC-LR (5 pg/L) verificando-se que o FBC médio (8,8 e 4,0 no caso de raizes e
parte aérea, respetivamente) foi semelhante ao observado para a MC-LR pura.

Varias concentragfes de MC foram detetadas em diferentes 6rgdos de quatro
plantas estudadas (T. durum, Z. mays, P.sativum e L. esculenta) por Sagrane et al. (2009).
Em geral, as maiores concentracdes foram observadas nas raizes, seguidas pelas folhas
e caules. No mesmo estudo, 0s autores concluiram que a espécie com maior capacidade
acumuladora foi P. sativum. Apés a exposicao a maior concentracéo de MC (4200 ug/L), o
contetdo de MC encontrado na planta foi de 191 pg/g P.F em raizes, 70 pg/g P.F no caule

e 157 ug/g P.F em folhas.
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Mohamed e Al Shehri (2009) reportaram acumulagéo de MC em folhas e raizes de
seis plantas usadas para consumo humano (Raphanus sativus, Eruca sativa, L. sativa,
Anethum graveolens, Petroselinum hortense e B. oleracea). As plantas foram colhidas de
plantacdes perto de po¢os de dgua usados na irrigacdo, que se encontravam contaminados
com MC (0,3 — 1,8 pg/L). Os resultados mostraram que a acumulacdo da MC nas plantas
estava positivamente relacionada com a concentracdo de MC existente nos pocos e que a
acumulacdo de MC varia significativamente entre diferentes espécies de plantas horticolas.
A maior concentracao foi detetada em R. sativus (1,2 pg/g P.F) e a menor em B. oleracea
(0,07 pg/g P.F). Para além disso, concluiram que, apesar de coletivamente as raizes
acumularem significativamente maior concentracdo de toxina que as folhas, A. graveolens
constituia uma excec¢éo, ao acumular maior quantidade de MC nas folhas.

Recentemente, Chen et al. (2012a) demonstraram a acumulagdo de MC em graos
de arroz colhidos do lago Taihu (China). Chen et al. tinham ja em 2004 verificado a
acumulacdo de MC em O. sativa e em B. napus. Maiores quantidades de MC-LR foram
recuperadas de B. napus (2,61 a 651 ng MC-LR/ g P.F para exposicao entre 24 a 3000
Mg/L) que de O. sativa (2,94 a 5,40 ng MC-LR/ g P.F para exposi¢cao entre 120 a 3000
ug/L), demonstrando novamente que diferentes espécies de plantas podem acumular MC
a diferentes taxas. Chen et al. (2010) demonstraram ainda a acumulagdo de MC em
rebentos de M. pumila ap6s sete e catorze dias de exposi¢cdo a concentracdes entre 30 a
3000 pg MC-LR/L, tendo a quantidade de MC acumulada quase duplicado no segundo
tempo.

A acumulacdo de MC em frutos também ja foi detetada. Gutiérrez-Praena et al.
(2014) reportaram a acumulacdo de MC-LR em frutos, raizes e folhas de L. esculentum,
ap6s uma semana de exposi¢cao a MC-LR pura e a extrato bruto de MC-LR (100ug/L MC-
LR). A concentracdo de toxina mais baixa foi verificada nos frutos verdes (5,15 — 5,41 pg/kg
P.F) e a mais alta nas raizes (1635,21 pg/kg P.F) da planta. Ao contrario do que tinha sido
anteriormente reportado noutros estudos, a concentracdo de toxina decresceu apos duas
semanas de exposicéo, tendo-se encontrado abaixo do limite de detec&o (0,58 pg/L MC-
LR) do método de quantificagdo. A acumulacdo de toxina nos frutos (1,16 pg MC-LR/kg
P.S) desta espécie ap0s irrigagdo com agua de um lago contaminada com MC tinha ja sido
reportada por Romero-Oliva et al. (2014). Adicionalmente, 0os autores reportaram no
mesmo estudo a acumulacéo da toxina nos frutos de Capsicum annum (1,03 pg MC-LR/kg
P.S).

Para além da acumulacdo de MC no interior da planta, a irrigacdo pode levar a
acumulacgdo nas partes externas da mesma (Codd et al., 1999). A irrigacdo de L. sativa
com agua com M. aeruginosa resultou em coldnias e células isoladas das cianobactérias

alojadas nas folhas da planta, dez dias apés a irrigacdo. A MC-LR foi detetada nas folhas
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centrais (2,5 mg/Kg de P.S), na zona distal (0,833 mg/Kg P.S) e basal (0,094 mg/Kg P.S)
de folhas maduras. O estudo concluiu que, mesmo apods lavagens, as células

cianobacterianas ndo foram removidas (Codd et al., 1999).

1.5. Biodisponibilidade de MC no Solo

A utilizagdo de é&gua na agricultura, proveniente de sistemas eutrofizados,
contaminada com cianobactérias toxicas, para além dos efeitos tdxicos nas culturas
irrigadas, levanta o problema sobre a persisténcia das toxinas no solo e sobre a sua
biodisponibilidade para as plantas. Chen et al. (2006b) apontaram as MCs como poluentes
de elevada mobilidade no solo, estando essa mobilidade relacionada sobretudo com o teor
de argila do mesmo. Mais ainda, a persisténcia da toxina no solo dependera da eficiéncia
de degradacao (por exemplo, por fotélise, hidrolise ou degradacdo microbiana) podendo
persistir em solos agricolas por periodos relativamente longos, com um tempo de semi-
vida variando entre seis e dezoito dias (Chen et al., 2006b). Os autores propuseram ainda
gue o mecanismo de adsor¢cdo da MC ndo ocorre apenas por processos fisicos, mas
também pela ligag&o da toxina aos ides metalicos que se encontram nas particulas do solo.
Devido aos atomos de azoto e oxigénio que as MCs possuem na sua estrutura quimica,
estas toxinas podem quelar com os ides metalicos presentes no solo.

Apesar da informacdo sobre a adsorcdo das MCs em terrenos agricolas ser
particularmente escassa, € sugerido que a adsorcdo € baixa, podendo potencialmente
resultar na sua elevada biodisponibilidade para as plantas e para os organismos existentes
no meio. Em varios estudos foi referido que o maior processo de dissipacao das
cianotoxinas no solo é através da degradacao microbiana (Miller e Fallowfield, 2001; Chen
et al.,, 2006b). De facto, varias bactérias presentes no solo como Arthrobacter sp.
Brevibacterium sp. e Rhodococcus sp. parecem ser capazes de degradar as MCs (Manage
et al., 2009). Bourne et al. (2001) reportaram ainda que Sphingomonas sp. possui um

agrupamento de genes envolvidos na degradacéo de MC-LR.

1.6. Implicagcbes da MC na Agricultura, Seguranca Alimentar e Saude
Publica
As florescéncias cianobacterianas sdo graves fontes de poluicdo em ambientes
aquaticos. A presenca destes microrganismos pode representar uma grave ameaca a
gualidade da agua, pois muitos deles produzem uma grande diversidade de toxinas que
podem ser prejudiciais para a saude humana (Mohamed e Al Shehri, 2009). Apesar da

maioria destas florescéncias ocorrerem em sistemas aquaticos abertos, podem também
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ocorrer em reservatorios usados para consumo. Para além disso, 4guas contaminadas sdo
frequentemente usadas na agricultura para irrigacdo de culturas. O uso de aguas
superficiais contaminadas com MC-LR, na agricultura, tem sido reportado em varios paises
incluindo Finlandia (Spoof et al., 2003), Espanha (Aboal e Puig, 2005), Tunisia (El Herry et
al., 2008), Tarquia (Gurbuz et al., 2009), Marrocos (Oudra et al., 2011), Ardbia Saudita
(Mohamed e Al Shehri, 2009), India (Prakash et al., 2009), China (Liu et al., 2011, Chen et
al., 2012a), Nova Zelandia (Wood et al., 2006), Guatemala (Romero-Oliva et al., 2014) e
em concentracfes elevadas (até 29000 pg/L) na Algéria (Nasri et al., 2008). Como referido
nos subcapitulos anteriores (1.3.1 a 1.3.5), a absorcdo da toxina pelas plantas pode induzir
alteracdes morfologicas e fisiologicas, que podem levar a uma perda de produtividade
devido a inibicdo da germinacgdo e do crescimento e a prejuizos ao nivel econdmico. Por
outro lado, o uso de aguas contaminadas na agricultura para irrigacdo representa
preocupacdes adicionais na seguranga alimentar, devido aos elevados niveis da toxina que
tém sido detetados em tecidos/6rgdos de plantas utilizadas para consumo humano
(subcapitulo 1.6). A introduc&o da toxina na cadeia alimentar através destes alimentos é
assim uma possibilidade e um provéavel problema de saude publica. No entanto, o impacto
das MCs nas plantas e sua capacidade de entrar na cadeia alimentar através desta via ndo
é totalmente compreendido sendo necessario um estudo aprofundado para uma maior
compreensédo do tema (Kittler et al., 2012).

Relativamente as aguas de consumo humano a OMS recomenda o estabelecimento
de planos de monitorizagéo de cianotoxinas (WHO, 1999). O valor guia para a MC-LR em
aguas para consumo foi introduzido com um limite maximo recomendado de 1ug de MC-
LR por litro (WHO, 1999). Em Portugal a monitorizagao desta cianotoxina é obrigatéria pelo
Decreto-Lei n® 306/2007 de 27 de agosto, tendo o valor da OMS sido transposto para a
legislacdo portuguesa. De salientar, que os valores limite estabelecidos pela OMS tém em
consideracdo apenas os efeitos agudos da MC-LR ndo contemplando os efeitos cronicos
e cancerigenos (Kuiper-Goodman et al., 1999). Mais ainda, estes planos de monitorizagéo
ndo contemplam as aguas destinadas a producao agricola, criando-se assim uma situagéo
de risco para a seguranca alimentar.

Estas toxinas tém a capacidade de bioacumular ao longo da cadeia tréfica, podendo
provocar efeitos cronicos, resultando num problema acrescido de saude publica (Dietrich
e Hoeger 2005; Apeldoorn et al., 2007). Existem numerosos trabalhos que reportam a
acumulacdo de MCs em organismos aquaticos (revisto por Apeldoorn et al., 2007). A OMS
estabeleceu um valor guia provisério para a MC-LR em alimentos, tendo definido o limite

méximo de ingestéo diéria aceitavel (IDA), como 0,04 pg/kg de peso fresco (WHO, 1999).
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1.7. Importancia de Daucus carota (cenoura) na Alimentacao

Daucus carota L. (cenoura) é um dos dez vegetais mais importantes do mundo na
alimentacdo humana (Simon, 2000). Sao raizes-vegetais conhecidas particularmente pelas
suas propriedades antioxidantes, sendo ricas em vitamina A, C e E, bem como em pB-
carotenos e compostos polifendlicos (Luciano et al.,2009; Yen et al., 2007). Sendo o B-
caroteno o percursor da vitamina A, e estando o mesmo presente em grandes quantidades
na cenoura (Bauernfeind, 1972), a sua ingestéo torna-se bastante importante, como fonte
desta vitamina no Homem (Novotny et al., 1995; Strube e OveDragsted, 1999). Para além
disso, estes vegetais contém também diversos minerais essenciais. A absorcdo de
potassio, calcio, ferro e zinco, € normalmente insuficiente nas dietas humanas, reforcando
a ideia da importancia do consumo deste alimento (Nicolle et al., 2004). No entanto, sabe-
se que as condicdes de crescimento e as praticas de manuseamento afetam as
concentracdes destes elementos nas raizes, 0s quais sdo importantes na determinacédo do
valor nutricional e das carateristicas organoléticas.

Tem sido reportado que a aplicacdo de fertilizantes pode modificar as
concentracdes de carotenoides, como o B-caroteno, e de &cido ascorbico (vitamina C) nas
raizes das cenouras (Singh et al., 2012). Deste modo, sera importante compreender se a
presenca de MCs pode ter o mesmo efeito. Uma vez que o sistema radicular da planta é
geralmente o local de maior acumulacdo (Peuthert et al., 2007; Crush et al., 2008; Saqrane
et al., 2009) e sendo D. carota uma raiz comestivel, sera ainda importante averiguar o risco

de acumulacéo de toxinas nesta cultura horticola.

1.8. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral a aquisicdo de novos conhecimentos sobre
a toxicidade da MC-LR em raizes-vegetais, neste caso em D. carota, bem como
compreender em que medida este processo afeta a qualidade desta cultura horticola.
Assim, os objetivos especificos deste estudo foram os seguintes: 1) avaliar o efeito da MC
em parametros fisiol6gicos como o crescimento e a capacidade fotossintética da planta; 2)
determinar a acumulagdo da MC-LR nas raizes e no solo; 3) avaliar a qualidade nutricional
da planta, através da quantificacdo do conteudo de minerais, acido ascérbico e $-caroteno,
em condic6es controlo e de exposi¢cao a MC-LR.

Devido a importancia que D. carota tem na nutricdo humana, o estudo dos efeitos
da MC, ao nivel fisioldgico, bioquimico e capacidade de acumulacao da toxina, podera
permitir obter dados importantes para a implementacdo de medidas que permitam controlar

0 uso de aguas contaminadas ou reduzir o impacto negativo desta fonte de contaminacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultura de Cianobactérias e Preparacdo do Extrato Bruto de Microcystis

aeruginosa

A toxina necessaria para a realizacdo dos ensaios de toxicidade nas plantas foi
obtida através de um liofilizado de M. aeruginosa (LEGE 91094), cedido pelo Laboratorio
de Ecotoxicologia, Genética e Evolucao (LEGE), e que foi obtido através da cultura da
estirpe em condicdes estéreis, em meio Z8 (Kétai, 1972), a uma temperatura de 25 + 1°C,
num regime de luz / obscuridade de 14h / 10h com luz branca fluorescente de 22 yEm? s
1 de intensidade (Gutiérrez-Praena et al., 2014). Apés 45 dias de cultura, a biomassa foi
recolhida por centrifugacdo, congelada a —80 °C e liofilizada (Telstar, Lyoquest, Terrassa,
Espanha).

A biomassa liofilizada foi pesada, ressuspendida em agua numa proporg¢éo de 0,29
de biomassa para 5 mL de 4gua e homogeneizada com a ajuda de um agitador magnético.
Recorreu-se a ultrasons para induzir a lise celular, num banho de agua a temperatura
ambiente durante 15 minutos (Sonorex™ Super RK 100H, Bandelin, Berlim, Alemanha), e
seguidamente, com uma sonda metdlica, realizaram-se 5 ciclos de 1 minuto a 16Hz
(VibraCell 50, Sonics & Material Inc., Danbury, CT, Estados Unidos), mantendo-se a
amostra em banho de gelo. O homogeneizado foi submetido a ultracentrifugacéo
(Optima™ L-100 XP Ultracentrifuge, Beckman Coulter, Fullerton, CA, Estados Unidos) a
uma velocidade de 24000 rpm, durante 60 minutos., a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e
mantido a - 20° C, para posterior quantificacdo da toxina por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC).

2.2. Quantificacdo da MC-LR no Extrato Bruto de M. aeruginosa por HPLC-
PDA

O extrato bruto foi analisado por cromatografia liquida de alta pressao acoplada a
um detetor de fotoiodos (HPLC-PDA), de forma a detetar e quantificar a MC-LR de acordo

com a metodologia descrita por Ramanan et al. (2000), com algumas modificagbes. O
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principio do método baseia-se na separacdo cromatografica e detecdo dos elementos
constituintes da amostra, comparando o tempo de reten¢éo e espectro de absorvancia das
mesmas com padrdes de MC-LR.

A solucéo padréo de MC-LR utilizada foi adquirida na Cyano Biotech GmbH (Berlim,
Alemanha, lote n°® 018K1209), de concentragao 10,025 pg/mL e pureza de 98%.

O sistema de cromatografia utilizado foi o Alliance e2695 HPLC acoplado ao PDA
2998 (Waters, Milford, MA, Estados Unidos). A separacdo foi obtida usando a coluna
Lichrospher 100 RP-18 (250mm x 4,6mm i.d., 5um) e uma pré-coluna Purosphere Star®
RP-18 endcapped (4 x 4mm, 5um) (Merck, Whitehouse Station, NJ, Estados Unidos),
ambas mantidas a uma temperatura de 45°C.

Todos os solventes utilizados foram filtrados (Pall GH Polypro 47 mm, 0,2um, Pall
Corporation, Port Washington, NY, Estados Unidos) e desgaseificados em banho de
ultrasons (Sonorex™ Super RK 100H).

A fase movel foi constituida por:

e Metanol (MeOH) + Acido Trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v)
e Agua Milli-Q + TFA 0,1% (v/v)

A separacdo cromatogréfica foi feita com um fluxo de 0,9 mL/min, usando o

gradiente de eluicdo cujo programa se encontra na tabela seguinte:

Tabela 6 - Gradiente de eluicdo do HPLC para quantificagdo de MC-LR

Tempo (min) Canal A MeOH (%) Canal B H20 Milli Q (%)
0 55 45
5 65 35
10 80 20
15 100 0
15,1 55 45
20 55 45

O tempo de retenc¢éo do pico de MC-LR foi 10,44 min. A MC-LR foi detetada devido
a sua capacidade de absorvancia UV aos 238nm e quantificada, por comparacao, dos
tempos de retencdo e das &reas dos picos dos cromatogramas das amostras com 0s
padrdes. O sistema foi calibrado usando 7 diluigbes do padrédo de MC-LR (0,5 a 20 pg/mL)
em MeOH 50% (Figura 2). Cada concentracdo do padréo e cada amostra foram injetadas
em duplicado (20 pL). Os limites de detegéo (LOD=0,2 pg/mL) e de quantificacéo da toxina
(LOQ= 0,5 yg/mL) foram calculados através do sinal-ruido de 3 e 10, respetivamente. O

software usado foi o Empower 2 Chromatography.
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No decorrer dos ensaios de exposi¢ao, ao inicio de cada semana, uma aliquota de
extrato bruto foi descongelada e a toxina quantificada, como descrito, para confirmacgéo da
sua concentracdo, e posterior preparacdo da solucdo de rega com a toxina na diluicdo
pretendida (10 e 50 pg/L).
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Figura 2 - Reta padréo utilizada para o calculo da
IMC-LR| no extrato bruto de Microcistys
aeruginosa através de HPLC-PDA

2.3. Ensaios de Exposicao das Plantas ao extrato de M. aeruginosa contendo
MC-LR

Foram realizados trés ensaios de exposi¢cdo com plantas da espécie D. carota
adquiridas em viveiro e pertencentes a mesma variedade (Soprano) que, no laboratério,
antes do inicio dos ensaios de exposicdo, foram transplantadas para copos de plastico
transparente com uma capacidade de 350 mL. (Figura 3). Durante o ensaio, as plantas
cresceram em condi¢cBes de solo (Tabela 7) e de estufa (Figura 4), tendo sido submetidas
duas vezes por semana a agua nao contaminada (40 mL) ou a 4gua contaminada com
extrato bruto de M. aeruginosa diluido para diferentes concentragfes de MC-LR (40 mL de
agua com 10 pg/L e 50 ug/L MC-LR), consideradas ecologicamente relevantes. Nos dias
em que a toxina ndo foi administrada, e a planta necessitava de agua, esta foi colocada
nos tabuleiros onde as mesmas se encontravam a crescer. A humidade do solo foi
controlada através do uso de um medidor com 4 niveis de intensidade (A a D, sendo que
A corresponde a solo seco e D ao nivel mais elevado de humidade) mantendo-se a mesma

entre os niveis intermédios B e C.
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Tabela 7 - Carateristicas do solo utilizado nos ensaios de exposi¢éo

Marca SiroPlant
pH em CaClz 55-6,5
Humidade 50% - 60%
Condutividade 0,6 -1,2CE
Azoto (N) 150 — 250 mg/L
Foésforo (P20s) 150 — 250 mg/L
Potassio (K20) 300 — 500 mg/L
Matéria Organica > 70%

Figura 4- Condi¢des de crescimento das plantas do primeiro (a) e do segundo (b) ensaios

O primeiro ensaio teve inicio a 17 de Setembro 2013 com duracéo de 28 dias e foi
realizado com plantas de um més de idade para posterior determinagéo de pesos fresco e
seco, capacidade fotossintética e quantificagdo de MC-LR nos tecidos de D. carota.

O segundo ensaio foi iniciado a 08 de Outubro 2013 com plantas com dois meses
de crescimento, também com duracédo de 28 dias, para quantificacdo de minerais.
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O terceiro ensaio, iniciado a 11 de Abril de 2014 com plantas com um més de idade
e duracdo de 32 dias, teve como objetivo a quantificacdo de vitaminas (&cido ascérbico e
B-caroteno).

Para o primeiro e segundo ensaio realizaram-se trés réplicas experimentais (n=3),
para cada tratamento (controlo, 10 pug/L e 50 pg/L), tendo-se avaliado os parametros
pretendidos ao tempo 0, 14 e 28 dias. No terceiro ensaio analisaram-se também trés
réplicas por tratamento (controlo, 10 pug/L e 50 pg/L), alterando-se, contudo, o tempo das
analises para 21 e 32 dias.

No final dos diferentes tempos de recolha das plantas foram medidos varios
parametros fisioldgicos (capacidade fotossintética e peso fresco) e os tecidos foram
guardados a -80° C, para futuras analises bioquimicas (quantificacdo de toxina, vitaminas

e minerais).

2.4. Avaliacdo do Estado Morfofisiolégico das Plantas

2.4.1. Determinagéo do Peso Fresco e do Peso Seco

O peso fresco das folhas e raizes provenientes do primeiro ensaio foi determinado
a diferentes tempos (0, 14 e 28 dias), através da sua pesagem numa balanca semi-
analitica. De seguida, o material biolégico foi congelado a -80°C.

Posteriormente, duas plantas de cada réplica experimental foram liofilizadas
(Telstar, Lyoquest) por um periodo de uma semana. Apés a liofilizacdo, as amostras foram

pesadas numa balanca analitica, determinando-se assim 0 seu peso seco.

2.4.2. Determinacdo da Capacidade Fotossintética

A capacidade fotossintética das plantas foi determinada através de modulagéo por
amplitude de pulso (PAM), utilizando o instrumento de medicdo PAM 2000 (Walz, Effeltrich,
Alemanha), ao tempo 0, 14 e 28 dias. As plantas foram transferidas para uma sala escura
onde permaneceram por 30 minutos. Apds este periodo de adaptagdo, as folhas foram
iluminadas com um pulso de luz saturante e a fluorescéncia emitida foi imediatamente
registada pelo instrumento. Este procedimento permite medir a eficiéncia maxima do
fotossistema Il (Fv/Fm), o qual esta diretamente relacionado com o estado funcional do

complexo proteico e a eficiéncia fotossintética das plantas (Maxwell e Johnson, 2000).
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2.5. Extracdo, Quantificacdo e Detecdo de MC-LR nas Raizes das Plantas e
no Solo

A MC-LR foi detetada e quantificada aos 14 e 28 dias de exposi¢do, de forma a
poder avaliar-se a possibilidade de bioacumulacao da toxina nos tecidos. Apenas as raizes
da planta foram analisadas, uma vez que para o consumo humano, esta é a parte da planta
com maior importancia nutricional, necessitando de maior controlo relativamente a
presenca de substancias téxicas. Procedeu-se também a quantificacdo e detecdo da MC-
LR no solo que recebeu a solugdo de M. aeruginosa contendo a maior concentracao de
MC-LR (50 pg/L), durante 28 dias (duragéo do ensaio de exposicdo das plantas).

A detecdo e quantificagdo da toxina foi realizada com recurso a um kit
enzimatico (MicroCystest), um kit imunolégico (ELISA) e Cromatografia Liquida acoplada
a Espectrometria de Massa (LC-MS).

2.5.1. Extracdo da MC-LR das Raizes das Plantas

As amostras, de massa conhecida, foram homogeneizadas em MeOH 80% (v/v) +
TFA 0,1% (v/v), numa proporcao de 1g de P.F para 5mL de solvente, com auxilio de um
homogeneizador de laminas. O homogeneizado permaneceu em repouso por um periodo
de aproximadamente 60 minutos para aumentar recuperacdo da toxina dos tecidos.
Posteriormente, o mesmo foi submetido a ultrasons (5 ciclos de 1 min, 50 Hz) (VibraCell
50), em banho de gelo, tendo sido subsequentemente centrifugado a uma velocidade de
4600 rpm, por 20 min, a 4°C, (Sorvall RT Legend Benchtop Centrifuge, Thermo Scientific,
Waltham, MA, Estados Unidos). Procedeu-se, de seguida, a recolha dos sobrenadantes,
dos quais 10 mL foram evaporados (Acid-resistant Centrivap Concentrator, Labconco,
Kansas City, MO, Estados Unidos) e ressuspendidos em 500 yL de MeOH 80%, de forma
a concentrar a amostra para posterior quantificacdo (MicroCystest e LC-MS). No caso das
amostras para quantificagdo por ELISA, foram evaporados também 10 mL (Acid-resistant
Centrivap Concentrator, Labconco) do sobrenadante recolhido, de forma a concentrar a
amostra, no entanto, a ressuspenséao foi efetuada em 500 pL de H»O, de forma a evitar

interferéncias do MeOH com o kit.

2.5.2. Extragcéo da MC-LR no Solo

Procedeu-se a extracao da toxina usando 4g de solo homogeneizado em 20 mL de
MeOH 80% + TFA 0,1% (1g de P.F para 5mL de solvente), onde permaneceu por um

periodo de aproximadamente 60 minutos. A solucdo resultante foi submetida a ultrasons
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(5 ciclos de 1 min) (VibraCell 50) em banho de gelo e centrifugada (4600 rpm, 20 min, 4°C).
Procedeu-se, de seguida, a recolha do sobrenadante, posteriormente utilizado para
detecéo e quantificacdo de MC-LR pelo MicroCystest.

Para a quantificacdo da MC por ELISA e por LC-MS os sobrenadantes foram
sujeitos a dois tratamentos distintos. No caso das amostras para quantificagéo por ELISA,
de modo a evitar interferéncias do MeOH no kit, evaporou-se 1 mL (Acid-resistant Centrivap
Concentrator, Labconco) do sobrenadante recolhido, tendo a ressuspenséao sido efetuada
no mesmo volume de HO uma vez que as mesmas ndo nhecessitavam de ser
concentradas. Para a quantificacdo por LC-MS, 10 mL dos sobrenadantes foram
evaporados (Acid-resistant Centrivap Concentrator, Labconco) e ressuspendidos em 500

ML de MeOH 80% de forma a concentrar a amostra.

2.5.3. Detecao e Quantificacdo da MC-LR pela Atividade da Fosfatase
(MicroCystest)

A quantificagdo das amostras foi realizada através do kit enzimatico MicroCystest,
(Zeulab, Saragocga, Espanha) com LOD entre 0,11 e 0,18 ug/L e LOQ entre 0,18 e 0,25
Mg/L, validados pelo fornecedor para agua de torneira e de reservatério, respetivamente.
O principio do método baseia-se na inibicdo da atividade da enzima fosfatase devido a
presenca da toxina MC-LR.

Uma vez que altas concentracdes de TFA e MeOH podem desnaturar a fosfatase,
procedeu-se previamente a uma diluicdo de 1/20 das amostras, tal como sugerido no
manual de utilizacdo do kit. Os padrbes de MC-LR (0,2, 0,4, 0,8 e 2,0 pg/L), foram
fornecidos no kit e utilizados para estabelecer uma curva padrdo, que foi utilizada para
determinar as concentracdes de MC-LR nas raizes e no solo. Previamente, foi realizada
uma solucdo de fosfatase através da adicdo 3 mL de tampéo de diluicdo de fosfatase ao
concentrado de fosfatase fornecido no Kkit.

As reacgfes enzimaticas decorreram em microplacas de 96 pocos. Para a reacéo
enzimatica foram adicionados 50 uL de padrdo de MC-LR ou de amostra, seguidos de 70
ML de fosfatase e 90 yL de solugdo cromogénica contendo o substrato especifico p-
nitrofenilfosfato (pNPP) (Tabela 8). Apds 30 minutos de incubacéo a 37°C, adicionaram-se
70 pL de solucéo stop a reagéo e a absorvancia (Abs) da mistura foi lida a 405 nm, num
leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos),

equipado com software Gen5 1.06. Todas as leituras foram efetuadas em duplicado.
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Tabela 8 - Reagentes adicionados ao padrdo e amostras na realizagdo do MicroCystest

Solucgao Adicionada Quantidade de Soluc¢éo adicionada (pL)
Padrdo MC-LR / Amostra 50
Fosfatase 70
Tampao de Diluicdo de Fosfatase (L) 70
Solugao Cromogénica (uL) 90
Solugao Stop (uL) 70

Em condicBes normais, a fosfatase é capaz de hidrolisar o substrato especifico
para-nitrofenilfosfato (pNPP) em p-nitrofenol (pNP), que pode ser detetado a 405nm. Uma
vez que a MC-LR é um inibidor natural das fosfatases, amostras que contenham MC-LR
deverdo inibir a atividade da enzima de forma proporcional a quantidade de toxina
presente. Com auxilio dos padrées de MC-LR tragou-se uma curva padréo (Figura 5 e 6),
através da representacao gréafica da Abs dos padrées a 405 nm, no eixo y e o logaritmo da
concentracdo de MC-LR no eixo Xx:

y=alLnx+Db

A concentragdo de MC-LR foi calculada de acordo com as instru¢des do kit, usando a
seguinte equacao:

—b
x = EXP (y—)
a

onde x é a concentragéo (ug/L) de MC-LR na amostra e y a Abs a 405 nm.
Os efeitos de matriz foram corrigidos subtraindo-se o valor das amostras controlo

as amostras expostas a toxina.

1,5 4 1,5 -
y =-0,217In(x) + 0,6797
€ i 2 = € i
s 1 R#=0.9793 <1 y = -0,225In(x) + 0,6615
o D R2 =0,9784
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2] 1]
2 0,5 - 2 0,5 -
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Figura 5 — Curva padrdo utilizada no calculo da Figura 6 — Curva padrdo utilizada no célculo da
IMC-LR| na raiz de D. carota através do |MC-LR| no solo através do MicroCystest
MicroCystest

2.5.4. Detecao e Quantificacdo da MC-LR por ELISA
Foi utilizado o kit de ELISA referente a detecdo e quantificacdo de Microcistinas e
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Nodularinas (Microcystins-ADDA ELISA, Microtiter Plate, Abraxis®, Warminster, PA, USA)
para quantificar a MC presente nas raizes da planta e no solo.

O LOD do kit de ELISA utilizado € de 0,1 pg/L e 0 LOQ de 0,15 pg/L. O principio do
método baseia-se na rea¢ao imunoquimica da formacé&o de complexos antigénio-anticorpo,
neste caso, no reconhecimento de MC, Nodularinas (Nod) e das suas variantes quimicas,
por anticorpos especificos que tém como alvo o ADDA. A toxina, quando presente na
amostra, e o analogo da MC conjugado a uma proteina, que se encontra imobilizado nas
paredes dos pocos do kit, competem por um numero limitado de locais de ligacdo aos
anticorpos anti-MC/Nod presente na solucdo. A placa é posteriormente lavada e um
segundo anticorpo-HRP (solucdo de conjugado) é adicionado. Depois de nova lavagem, é
acrescentada uma solu¢cdo com substrato cromogénico especifico, a tetrametilbenzidina
(TMB), que ira reagir com a peroxidase produzindo cor. Como o numero de locais de
ligagdo a anticorpos é igual em todos 0s pogos, e cada poco recebe 0 mesmo numero de
moléculas de conjugado, uma amostra que contenha uma baixa concentragdo de MC
resulta numa elevada taxa de ligacdo de anticorpos a moléculas de conjugado, resultando
numa solugdo azul escura. Inversamente, uma alta concentracdo de MC na amostra
permite uma menor ligagcdo de moléculas conjugadas aos anticorpos, obtendo-se uma
solugéo azul clara.

Os padrbdes, o controlo positivo e as amostras foram aplicadas em duplicado nos
pocos da microplaca de 96 poco fornecida com o kit e efetuando-se o procedimento de

acordo com as instrucdes do fabricante e que se encontram na tabela seguinte:

Tabela 9 - Reagentes adicionados ao padréo, controlo positivo e amostras na realizagdo de ELISA

Solucéo Adicionada Quantidade de Solugéo adicionada (uL)

Solugéo de Anticorpo* 50

Agitar 30 s e incubar a temperatura ambiente 90 min

Lavar com 250 pL de tampao de lavagem (3x) e agitar

Solucéo de Conjugado** ‘ 100

Agitar 30 s e incubar a temperatura ambiente 30 min

Lavar com 250 pL de tampdo de lavagem (3x) e agitar

Solugéo de Substrato*** ‘ 100

Agitar 30 s e incubar a temperatura ambiente e abrigo da luz 30 min

Solugéo Stop ‘ 50
* Composicao da Solugdo de Anticorpo: anticorpo IgG anti-microcistina

** Composicao da Solugdo de Conjugado: anticorpo anti-lgG marcado com peroxidase

*** Composicdo da Solugdo de Substrato: TMB (3,3,5,5 — tetrametilbenzidina)

A Abs a 450 nm foi determinada num leitor de placas (Biotek Synergy) com software
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Gen5 1.06. Com base nas ABS das seis solugbes padrao de MC (0,0 0,150,401,02,0 e
5,0 ug/L) presentes no kit foi construida uma curva de calibragdo e determinada a
concentracao de toxina (Ug/L) presente no controlo positivo. Uma vez verificado que o valor
da concentracdo da MC no controlo positivo se encontrava dentro do intervalo esperado
(0,75 +£ 0,185 pg/L) a equagao obtida foi aceite e usada na determinagdo da concentracao
de MC presente em cada amostra. Sempre que algum valor de amostra se encontrou acima
de 5 ug/L, ou seja, fora da curva de calibracao, realizaram-se diluicdes da amostra (com
solucéo de diluicdo fornecida no kit) e o procedimento experimental foi repetido. Valores
inferiores a 0,10 pg/L foram considerados abaixo do LOD. Os efeitos de matriz foram

corrigidos subtraindo-se o valor das amostras controlo as amostras expostas a toxina.

2.5.5. Detecao e Quantificagcdo da MC-LR por LC-MS

Para quantificacdo da MC-LR presente nas amostras das raizes e do solo,
procedeu-se a injecao das mesmas num Cromatégrafo de Fase Liquida Finnigan Surveyor,
acoplado a um detetor de Espectrometria de Massa MS LCQ Fleet™ de armadilha iénica
(ion trap), equipado com fonte de ionizacéo eletrénica (ESI) (Thermo Scientific, San Jose,
CA, USA). O programa utilizado para aquisicéo e processamento de dados foi o Xcalibur™
versao 2 (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA).

Todas as condi¢cbes experimentais foram otimizadas, a fim de garantir a melhor
razao sinal-ruido, ou seja, garantir uma maior sensibilidade. Foi utlizado azoto como gas
nebulizador (80) e como gas auxiliar (20), ambos de unidades arbitrarias. O potencial
aplicado ao capilar foi de 22 kV e a temperatura do capilar metalico foi de 350°C. A
voltagem spray foi de 5,5 kV e 120 V para as lentes tubulares. O hélio foi utilizado como
gas de dissociagdo de colisdo induzida a uma pressao de 3 bar. A separacgédo foi efetuada
numa coluna Cis Hypersil GOLD (100 x 4,6 mm I.D, 5 um, Thermo Scientific®, Waltham,
MA, USA) mantida a 25°C.

Na analise das amostras de cenoura o método de eluicdo foi gradiente e os
solventes utilizados foram MeOH e agua acidificados com 0,1% de acido formico (AF)
(Tabela 10). No caso da andlise das amostras do solo o método de elui¢éo foi igualmente
gradiente e os solventes utilizados foram acetonitrilo (ACN) e dgua acidificados com 0,1%
de AF (Tabela 11).
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Tabela 10 - Gradiente de eluigdo utilizado no método LC-MS para quantificagdo da MC-LR na cenoura

Tempo (min) Fluxo (mL/min) H20 + 0,1% AF(%) MeOH + 0,1% AF (%)
0 45 55
12 10 90
12,5 0 100
0,8
15 0 100
15,01 45 55
25 45 55

Tabela 11 - Gradiente de eluigdo utilizado no método LC-MS para quantificagdo da MC-LR no solo

Tempo (min) Fluxo (mL/min) H20 + 0,1% AF(%) ACN + 0,1% AF (%)
0 70 30
5 70 30
22 1 99
0,7
25 1 99
26 70 30
30 70 30

O volume de injecéo foi de 20 pL em modo de loop parcial. As amostras foram
injetadas em modo de polaridade positiva, em Full scan (270-1500 m/z), para uma energia
de colisédo (EC) de 35 eV. Os padrdes e as amostras foram injetados em duplicado e em
cada conjunto de 10 amostras foram introduzidos brancos e 2 padrdes de concentracdo
diferente. A solugcédo padrdao de MC-LR foi adquirida na DHI LAB Products (Hgrsholm,
Dinamarca, lote n°® MCLR-110), com uma concentracdo de 11,026 pug/mL. No caso das
amostras de cenoura o sistema foi calibrado usando 6 dilui¢des da solucéo padréo de MC-
LR (0,55 a 11,1 yg/mL) em MeOH 50%. Em fungéo das condi¢des utilizadas, o tempo de
retencéo do padrdo de MC-LR foi 6,07 £ 0,09 min (CV % 1,43). O LOD do aparelho foi de
6,48 ug /L. No caso das amostras do solo o sistema foi calibrado usando 7 diluigdes da
solugéo padréo de MC-LR (0,0085 a 1,8 pg/mL) em ACN 50%. (Figura 7). Em fung&o das
condicdes utilizadas, o tempo de retencéo do padrédo de MC-LR foi 10,77 + 0,19 min (CV
% = 1,80). O LOD e LOQ do aparelho foram respetivamente de 5,7 ug /L e 8,5 ug /L.

As amostras foram analisadas usando a razdo massa/carga (m/z) das transicdes
995> 599. O iao percursor (m/z 995) e os fragmentos idnicos de referéncia da MC-LR, com
valores m/z de 375, 553, 599, 866 e 977, foram monitorizados no modo MS/MS, de forma

a confirmar a presenca da toxina nos tecidos da planta e no solo.
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Figura 7 - Reta padrdo utilizada no calculo da
[IMC-LR| no solo por LC-MS

2.5.6. Caculo do Fator de Bioconcentracéo (FBC)

O fator de bioconcentracéo (FBC) da toxina nos tecidos da planta foi calculado

utilizando a seguinte equacao (Karjalainen et al., 2003):

FBC = [MC — LR]recuperada dos tecidos da cenoura/[MC — LR]administrada ao solo

2.6. Quantificacdo de Minerais na Raiz de D. carota (cenoura)

2.6.1. Preparacgao das Solu¢des e das Amostras para Andlise

2.6.1.1. Preparacédo das Solucdes

Todo o material usado na preparacéo das amostras foi descontaminado com HNO3
(10% v/v) e lavado 3 vezes com agua ultrapura. Na preparacdo das solucbes foram
utilizados reagentes de grau analitico HNO3 (65% w/w, TraceSELECT® Ultra, Fluka, L’Isle
d’Abeau Chesnes, Franga) e H,O, (30% v/v, TraceSELECT® Fluka, Seelze, Alemanha)
assim como agua ultrapura (18 MQ cm, a 25°C) obtida através de um sistema de
purificacao Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, MA, Estados Unidos). As solu¢des de calibracéo
foram obtidas por diluicAo rigorosa da solucdo padrdo-mae, utlizando-se para tal
micropipetas e balGes volumétricos de volume adequado ao propdsito em causa.

Foi usado material de referéncia certificado BCR 679 (Repolho branco, fornecido
pelo EC Institute for Reference Materials and Measurements, Geel, Bélgica) de forma a

verificar a preciséo e exatiddo dos procedimentos analiticos realizados.
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2.6.1.2. Preparacdo das Amostras

Depois de recolhidas, as raizes foram lavadas com agua desionizada, de forma a
remover contaminacdes de solo, e congeladas a -80°C. Posteriormente, procedeu-se a sua
liofilizacdo (Lyoquest) por um periodo de uma semana. Depois de liofilizadas, as amostras
foram trituradas e homogeneizadas com auxilio de um homogeneizador de laminas
(Grindomix GM 200, Retsch, Haan, Alemanha).

Pesaram-se cerca de 0,2 g de amostra liofilizada em vasos de politetrafluoretileno
(PTFE) e adicionaram-se 3 mL de HNOs (65%, w/w) e 1 mL de H20- (30%, v/v), que foram
levados ao micro-ondas de digestdo (MLS 1200 Mega high performance microwave
digestion unit, Milestone, Sorisole, Italia), equipado com um rotor HPR-1000/10 S, e
submetidos ao programa de digestdo cujas condi¢cdes se encontram descritas na Tabela
12.

Tabela 12 - Condi¢des do programa de digestéo utilizado para preparacdo das amostras para quantificacdo
de minerais

Etapa Duragao (min) Poténcia (W)
1 1 250
2 2 0
3 5 250
4 5 400
5 5 600

No final da digestdo, as amostras foram transferidas para baldes volumétricos de
25 mL, perfazendo-se o volume com adicdo de agua ultrapura. Este procedimento foi
realizado para as 21 amostras, bem como para o material de referéncia certificado. Em
cada digestéo, realizou-se ainda um branco (branco do procedimento de digestédo), que

consistiu na repeticdo do procedimento de digestdo, na auséncia de material bioldgico.

2.6.2. Determinacdo do Contetudo de Minerais

Todos os procedimentos para a determinagdo de minerais nas raizes de D. carota
(cenoura), descritos de forma sucinta nos pontos seguintes, foram previamente otimizados
no laboratério de Bromatologia e Hidrologia, Departamento de Quimica do REQUIMTE,
Faculdade de Farmacia, da Universidade do Porto. Todos os célculos de concentracédo

foram realizados em fun¢&o do peso seco da cenoura.
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2.6.2.1. Analise por Espectrometria de Massa com Fonte Indutiva de Plasma (ICP-
MS)

O sistema de ICP-MS usado foi da marca VG Elemental, modelo PlasmaQuad 3
(Winsford, UK). Para a introdug&o da amostra usou-se uma bomba peristéltica Minipuls 3
(Gilson, Villiers le Bel, Franca) e como fonte de plasma foi utilizado d&rgon com 99,9%
pureza (Alphagaz 2™).

As condi¢gbes utilizadas na analise por ICP-MS foram as descritas na tabela

seguinte:

Tabela 13 - Condi¢Bes instrumentais do equipamento de ICP-MS utilizado na quantificacdo de Mn, Fe, Cu, Zn,
Mo

13 (plasma)

Caudal do Argon (L/min) 0,7 (auxiliar)
0,8 (nebulizador)

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1350
Tempo de integrac&o (ms) 200
Modo de detegéo: Pulse Counting

Os is6topos elementares (razdo m/z) °°Mn, °¢Fe, ®Cu, ®Zn, e ®Mo foram
monitorizados para determinacdo analitica. Os isétopos “°Sc, #Y, 1%%In, 1%°Th e 2°°Bi foram
usados como padrdes internos. Para esta analise foram utilizadas solu¢g6es multi-elemento
10 pg/mL fornecidas pela AccuStandard® (New Haven, CT, Estados Unidos). O aparelho
foi ajustado para a maxima sensibilidade e estabilidade, sempre que se justificava, usando
5N como is6topo alvo. Os limites de detecdo foram estabelecidos como sendo a
concentracdo correspondente a 3 desvios-padrdo de 10 integracdes repetidas do branco

(HNOs 2% v/lv) e encontram-se representados na tabela seguinte.

Tabela 14- Limites de detecdo e de quantificagdo do ICP-MS

Ferro Manganésio Cobre Molibdénio Zinco (

(Fe) (Mn) (Cu) (Mo) Zn
LOD (upg/L) 30,7 0,045 0,003 0,0002 0,002
LOQ (ug/L) 102,3 0,151 0,011 0,0008 0,006
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Tanto o controlo do equipamento de ICP-MS, como a aquisicdo de dados foram
efetuados utilizando o PlasmalLab Software (Thermo Electron). As retas de calibracdo
utiizadas para o calculo da concentracdo para os diferentes elementos estédo

representadas nas figuras seguintes (Figura 8 a 12).
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Figura 8 — Reta padréo utilizada no célculo da |[Mn| Figura 9 — Reta padrdo utilizada no célculo da |Fe|
na raiz de D. carota através de ICP-MS na raiz de D. carota através de ICP-MS
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Figura 10 — Reta padréo utilizada no célculo da

Figura 11 — Reta padréo utilizada no célculo da

|Zn| na raiz de D. carota através de ICP-MS |Cu| na raiz de D. carota através de ICP-MS
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Figura 12 — Reta padréo utilizada no célculo da
|[Mo| na raiz de D. carota através de ICP-MS
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2.6.2.2. Analise por Espectrofotometria de Absorcdo Atémica com Atomizacdo em
Chama (EAA/Chama).

A determinacdo da concentracdp de calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na) e
potassio (K) foi realizada recorrendo ao espectrometro de absorcdo atdbmica da marca
PerkinEImer® modelo 3100 (Uberlingen, Alemanha) com chama ar-acetileno. Como fonte
de radiac&o utilizaram-se lampadas de catodo oco da marca PerkinEImer® (Uberlingen,
Alemanha).

As amostras foram diluidas com &gua ultrapura, de forma a serem detetadas pelo
aparelho. Os comprimentos de onda, e as gamas de linearidade utilizadas encontram-se
na Tabela 15.

Tabela 15 - Parametros utilizados na quantificacdo dos elementos Ca, Mg, Na e K por EAA/Chama

Célcio Magnésio Sodio Potéssio
(Ca) (Mg) (Na) (K)
Comprimento de onda (hm) 422 285,2 589 766
Gama de Linearidade (mg/L) 1/5 0,1/0,5 0,4/2 0,4/2
LOD (mg/L) 0,013214 0,00114 0,00585 0,0163
LOQ (mg/L) 0,044047 0,0038 0,0195 0,05433

As amostras (cenoura, referéncia e brancos) destinadas a determinacdo de Ca foi
adicionado uma solugéo de 10% de La, para controlar as interferéncias quimicas.

Os padrdes de calibracdo multi-elemento foram preparados a partir de 1000 mg/L
de solugbes-padrdo de um unico elemento de Ca, Mg, K e Na (Sigma, St. Louis MO,
Estados Unidos). As retas de calibragéo utilizadas para o calculo da concentracdo dos

elementos foram as representadas nos graficos seguintes (Figura 13 a 16).
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Figura 13 — Reta padréo utilizada no calculo da
|Cal na raiz de D. carota através de EAA/Chama

Figura 14 — Reta padrdo utilizada no célculo da
|[Mg| na raiz de D. carota através de EAA/Chama
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Figura 15 — Reta padrdo utilizada no célculo da

K| na raiz de D. carota através de EAA/Chama Figura 16 — Reta padrdo utilizada no calculo da

INa] na raiz de D. carota através de EAA/Chama

2.6.2.3. Determinacgao do Teor de Fosforo por Espectrofotometria

A determinacdo do teor de fésforo (P) das amostras foi efetuada através de
espectrofotometria UV-Visivel, realizada num espectrofotometro UV-1800 marca Shimadzu
(Toquio, Japéo). Os padrbes de calibracdo foram preparados em bal6es volumétricos de
25 mL a partir de uma solugéo padréo de fosforo de 1000 mg/L. O pH dos mesmos foi
ajustado através da adicdo de 4M NaOH e de 0,25M H,SO4 tendo sido utilizado como
indicador de pH o p-nitrofenol. Posteriormente, adicionaram-se 4 mL de solucdo de
Murphy-Riley (composicdo na Tabela 16) diluida para 100 mL e preparada diariamente,
perfez-se o volume de 25 mL com &gua ultrapura, agitou-se a solugcéo e deixou-se em
repouso durante 15 min para desenvolvimento de cor. A reta de calibragéo utilizada para o
calculo da concentracéo de fosforo nas amostras encontra-se representada na Figura 17.
O LOD e o LOQ foram, respetivamente, 0,020 mg/mL e 0,065 mg/mL.
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0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8
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Figura 17 - Reta padréo utilizada no célculo da |P|
na raiz de D. carota através de espectrofotometria

As amostras foram preparadas da mesma forma que os padrbes de calibragéo,

tendo apenas a adigdo de solucdo padréo de fosforo de 1000 mg/L sido substituida pela

adicdo de amostra, amostra de referéncia e branco digerido.
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Todas as amostras e padrdes foram lidas a 880 nm.

Tabela 16 - Composicéo da solu¢do de Murphy-Riley

Solugéo Volume (mL)
2,5M H2S0O4 50
A* 15
B** 10
C*** 5

* Composicéo Solugéo A: 4g de molibdato de amoénia em 100 mL agua ultrapura
** Composic¢édo Solugdo B: 5,289 de acido ascoérbico em 100 mL agua ultrapura

*** Composi¢ao Solugéo C: 0,291g de tartarato de antiménio e potassio em 100 mL de agua ultrapura

2.7. Extracdo, Quantificacdo e Detecdo de Acido Ascorbico na Raiz de D.
carota (cenoura)

2.7.1. Extracdo de Acido Ascérbico

A extracdo da vitamina foi realizada com base no processo descrito por Ismail &
Sook Fun (2003), com ligeiras alteracfes. Homogeneizou-se cerca de 10 g da amostra em
20 mL de solucao de extragdo contendo acido metafosférico (0,3M) e &cido acético (1,4M),
em banho de gelo e tubos de 50 mL tapados com folha de aluminio. De seguida, a mistura
foi agitada a 100 rpm durante 15 minutos, num agitador orbital, a temperatura ambiente.
Procedeu-se imediatamente a centrifugacdo das amostras (4600 rpm, 10 min, 4°C) e
recolheu-se o sobrenadante, para tubos de vidro tapados com folha de aluminio,

posteriormente utilizado para quantificagéo por HPLC.

2.7.2. Quantificacdo e Detec&o de Acido Ascorbico por HPLC-PDA

O extrato de cenoura foi analisado por HPLC-PDA, de forma a detetar e quantificar
a vitamina C, Acido Ascorbico, na matriz, de acordo com a metodologia descrita por Ismail
e Shook Fun (2003).

Para a quantificacao utilizou-se padréo de &cido ascérbico (Supelco, Bellefonte, PA,
USA, Lote n° LC01471V), 1000 mg e pureza de 99,4 %.

O sistema de cromatografia e a coluna de separacéo utilizados foram os descritos
na seccao 2.2, contudo a temperatura de manutencéo da coluna foi alterada para 25°C.

Todos os solventes utilizados foram filtrados (Pall GH Polypro 47 mm, 0,2um, Pall

Corporation) e desgaseificados em banho de ultrasons (Sonorex™ Super RK 100H).
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A fase mével foi constituida por:

e MeOH + TFA 0,1% (V/v)
e Agua ultrapura + TFA 0,1% (v/v)

A separacao cromatografica foi feita com um fluxo de 0,8 mL/min, em modo
isocratico, sendo o eluente MeOH 1%.

O tempo de retencado do pico de acido ascérbico foi de 4,03 £ 0,04 min (CV % 0,97).
O comprimento de onda carateristico do acido ascérbico é de 250 nm, quantificado pelo
método de padréo externo. O sistema foi calibrado usando 9 diluicdes do padrédo de acido
ascorbico (0,5 a 30 uyg/mL) em solvente de extracdo (ver sec¢do 2.7.1.) (Figura 18). Cada
concentracdo do padrdo e cada amostra foram injetadas em duplicado (10 pL). Os
LOD=0,13 ug/ml e LOQ=0,25 ug/mL do &cido ascorbico foram calculados através do sinal-

ruido de 3 e 10, respetivamente.
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Figura 18 - Reta padréo utilizada no calculo da
|Acido Ascérbico| na raiz de D. carota através de
HPLC

2.8. Extracao, Quantificagcao e Detegcao de B-Caroteno na Raiz de D. carota
(cenoura)

2.8.1. Extracéo de B-Caroteno

A extracdo de B-Caroteno foi realizada com base no procedimento descrito por
Ahamad et al. (2007), com pequenas modificagdes. Homogeneizou-se 10 g da amostra
(cenoura) em 70 mL de acetona contendo BHT 0,1%, com auxilio de um homogeneizador
de laminas. De seguida, a mistura foi filtrada num funil de Blichner, lavando-se o residuo
duas vezes com 40 mL da mesma solucdo até o mesmo adquirir uma tonalidade amarela,
tendo sido posteriormente descartado. Adicionaram-se 20 g de sulfato de sédio anidro ao
filtrado, posteriormente removido através de uma segunda filtragdo, tendo o volume do
extrato sido reduzido, cerca de 7 vezes, com auxilio do rotavapor (R-210, BUCHI, Flawil,

Suica), equipado com controlador de vacuo (V-850, BUCHI, Flawil, Suica), bomba de
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vacuo (V-700, BUCHI, Flawil, Suica), banho de calor (B-491, BUCHI, Flawil, Suica) e
sistema refrigerador (minichiller, Huber, Offenburg, Alemanha). Transferiu-se o
concentrado para um baldo volumétrico de 50 mL perfazendo-se o restante volume com
acetona 80% que continha BHT 0,1%. A solucdo foi posteriormente usada para
quantificacao do B-Caroteno por HPLC.

2.8.2. Quantificagcao de B-Caroteno por HPLC-PDA

O extrato de B-Caroteno foi analisado por HPLC-PDA de forma a detetar e
quantificar o percursor da vitamina A, p-caroteno, de acordo com a metodologia descrita
por Ismail e Shook Fun (2003) e por Ahamad et al. (2007) com algumas modificagdes.

Para a quantificag@o utilizou-se padréo de B-caroteno (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA, Lote n° SLBB9126V), 5 mg e pureza de 95%.

O sistema de cromatografia e a coluna de separacgéo utilizados foram os descritos
na seccgédo 2.2, contudo a temperatura de manutencéo da coluna foi alterada para 30 °C.

Todos os solventes utilizados foram filtrados (Pall GH Polypro 47 mm, 0,2um, Pall

Corporation) e desgaseificados em banho de ultrasons (Sonorex™ Super RK 100H).
A fase mével foi constituida por:

e MeOH + TFA 0,1% (v/v)
e Hexano + TFA 0,1% (v/v)

A separacdo cromatogréfica foi feita com um fluxo de 0,8 mL/min, usando um

gradiente de eluicdo cujo programa se encontra na tabela seguinte:

Tabela 17 - Gradiente de eluigdo do HPLC para analise de B-caroteno

Tempo (min) Canal A MeOH (%) Canal B Hexano (%)
0 85 15
5 85 15
15 70 30
16 85 15
20 85 15

O tempo de retencéo do pico de p-caroteno foi de 11,19 + 0,11 min (CV % 0,98). O
comprimento de onda carateristico do B-caroteno € de 450nm, o qual foi quantificado pelo
método de padrdo externo. O sistema foi calibrado usando 8 diluicbes do padrao de B-

caroteno (2 a 25 yg/mL) em hexano (Figura 19). Cada concentracéo do padréo e cada
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amostra foram injetadas em duplicado (20 yL). Os LOD=3 ug/ml e LOQ=4 ug/mL do B-
caroteno foram calculados através do sinal-ruido de 3 e 10, respetivamente.
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Figura 19 - Reta padréo utilizada no célculo da |B-
caroteno| na raiz de D. carota através de HPLC

2.9. Anélise Estatistica

Todos os ensaios foram efetuados em triplicado (n=3). Foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk de forma a verificar se as variaveis seguiam uma distribuicao normal (p>0,05).
Através do teste de Levene, verificou-se a igualdade de variancias nas amostras
(homogeneidade de variancias) (p>0,05). Quando as variaveis seguiam uma distribuicdo
normal e estavam homogeneamente distribuidas, os dados foram sujeitos a uma andlise
de variancia paramétrica One-Way ANOVA e representados pela média + desvio padrao.
As diferengas nos valores das médias entre grupos foram avaliadas pelo teste Tukey e
foram consideradas estatisticamente significativas a um p < 0,05 (Zar, 1999). Quando as
variaveis ndo apresentaram uma distribuicdo normal ou se verificou existir heterogeneidade
de variancias, mesmo apoés transformacdo dos dados, optou-se por uma analise ndo
paramétrica Kruskal-Wallis one-way analysis, sendo que nos casos em que que se
verificou significancia estatistica (p<0,05), procedeu-se a comparacao entre grupos pelo
teste Mann-Whitney U com correcéo de Dunn-Bonferroni.

Todas as andlises foram implementadas no programa IMB SPSS Statistics versédo
22).
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3.1. Quantificagcdo da MC-LR no Extrato Bruto de M. aeruginosa por
HPLC-PDA

O extrato bruto de M. aeruginosa foi quantificado por HPLC-PDA (exemplo de um
dos extratos quantificados na Figura 20) de forma a determinar a concentragdo nominal de
MC-LR para preparagdo das solugdes de rega utilizadas nos ensaios de exposigdo. A
concentracdo nominal média de MC-LR no extrato bruto de M. aeruginosa obtida nas varias
qguantificacdes foi de 24,4 + 2,33 pg/mL para o primeiro ensaio, 26,2 + 2,45 pg/mL para o
segundo e 67,5 + 1,13 ug/mL para o terceiro.

- a)

Padréo de MC-LR

; c)

2915

d)
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2300000 2000 240,00 2000 000 e e 320000 340000

Figura 20 - a) Cromatograma de um padrédo de MC-LR (4,8 ug/mL) e de um extrato bruto de M. aeruginosa
contendo MC-LR. Espectros de absor¢éo relativos ao pico da MC-LR (c) bem como aos picos de tempo de
retengdo proximos da mesma (b e d) obtidos por HPLC
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3.2. Analise do Estado Morfofisiolégico das Plantas

3.2.1. Avaliagao do Estado Inicial das Plantas

Foram medidos varios parametros fisioldgicos e conteldo de minerais ao tempo 0
de forma a permitir um registo da evolucdo dos mesmos nas plantas desde a fase inicial

até a exposicdo a toxina (ensaios 1 e 2). Os resultados encontram-se nhas tabelas

seguintes:

Tabela 18 - Parametros fisiolégicos das plantas no inicio do ensaio 1 (dia 0)

Parametro Morfofisiolégico

Peso Fresco Folha 1,76 +0,12g
Peso Fresco da Raiz 0,94+0,02¢g
Peso Seco da Folha 0,25+0,03g

Peso Seco da Raiz 0,09+0,029

Fluorescéncia 821,56 + 3,54

* Valores representados em funcdo da média + desvio padrao.

Tabela 19 - Concentracao basal dos diferentes micronutrientes minerais nas plantas no inicio do ensaio 2 (dia

0)
Mineral (ng/g)*
Ferro (Fe) 2,96 £1,01
Manganésio (Mn) 11,54 +1,16
Cobre (Cu) 2,04 £0,12
Zinco (Zn) 4,47 £ 0,69

Molibdénio (Mo)

455,62 + 25,74

* Valores representados em fungdo da média + desvio padréo.

Tabela 20 - Concentragdo basal dos diferentes macronutrientes minerais nas plantas no inicio do ensaio 2

(dia 0)

Mineral

(ng/g)*

Célcio (Ca)

2096,94 + 63,92

Magnésio (Mg)

1112,11 + 26,86

Sédio (Na)

5969,53 + 568,28

Potassio (K)

18,01 £ 0,46

Fosforo (P)

1062,36 + 20,41

* Valores representados em funcdo da média + desvio padrao.
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3.2.2. Peso Fresco

Através da ANOVA verificou-se ndo existir diferencas significativas relativamente
ao P.F entre os trés grupos experimentais (p= 0,563 e p= 0,609 para raizes e folhas,
respetivamente) ao fim de 14 dias de crescimento e exposicdo das plantas a toxina. No
entanto, apdés uma exposicdo mais prolongada (28 dias) verificou-se uma variacao
significativa do P.F das raizes (p= 0,008) ao contrario das folhas (p = 0,183). Uma andlise
pelo teste de Tukey permitiu verificar que as diferencas ocorreram entre 0 grupo controlo
e grupo exposto a 50 pg/L MC-LR (p = 0,020) e entre os grupos tratamento (p = 0,010)
(Figura 21a e b).
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Figura 21 - Peso fresco (P.F) médio das raizes a) e folhas b) de D. carota apds 14 e 28 dias de crescimento
e exposicao a diferentes concentracbes de extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferencas
significativas entre o controlo e os diferentes tratamentos séo indicados por a (p <0,05) e as diferengas entre
os dois tratamentos séo indicadas por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos tratamento (10 pg/L e 50
pHo/L MC-LR)

3.2.3. Peso Seco

A ANOVA calculada revelou que o peso seco (P.S) das raizes ndo apresentou
diferencas significativas entre os diferentes grupos experimentais ao fim de 14 (p=0,141) e
28 (p=0,877) dias de crescimento das plantas. As diferencas no P.S das folhas também
nao se revelaram significativas ao longo do ensaio (p=0,932 e p=0,938 ao fim de 14 e 28

dias, respetivamente) (Figura 22a e b).
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Figura 22 - Peso seco (P.S) médio das raizes a) e folhas b) de D. carota ap6s 14 e 28 dias de crescimento e
exposicao a diferentes concentracdes de extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR. Grupo controlo (CTR);
grupos tratamento (10 pg/L e 50 pg/L MC-LR)

3.2.4. Capacidade Fotossintética

Por intermédio do teste Kruskal Wallis verificou-se que uma exposicao das plantas
ao extrato bruto contendo MC-LR induziu um aumento significativo da eficiéncia maxima
do fotossistema Il (Fv / Fm) das plantas ao fim de 14 (p=0,001) e 28 (p=0,002) dias de
crescimento. Pelo teste Mann Whitney U com corre¢cdo de Dunn-Bonferroni verificou-se
gue as diferencas ocorreram para ambos 0s grupos tratamento em relagdo ao grupo
controlo (p=0,001 e p=0,031 para os tratamentos com 10 e 50 pg/L MC-LR,
respetivamente) ao fim de 14 dias de crescimento e exposi¢do ao extrato toxico. Apos 28
dias de crescimento persistiu a diferenca na eficiéncia maxima do fotossistema Il entre o
grupo exposto a 10ug /L MC-LR e o grupo controlo (p = 0,001) (Figura 23). Em ambos os
tempos estudados foram as plantas expostas a extrato bruto contendo 10 pg/L de MC-LR
as que apresentaram maior razdo Fv / Fm, seguidas das plantas expostas a extrato bruto

MC-LR.

contendo 50 pg/L de 14 dias 28 dias
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Figura 23 - Eficiéncia maxima média do fotossistema
Il (Fv/ Fm) em folhas de D. carota apds 14 e 28 dias
de crescimento e exposicdo a diferentes
concentragdes de extrato de M. aeruginosa contendo
MC-LR. As diferencas significativas entre o controlo e
os diferentes tratamentos sdo indicadas por a (p
<0,05) e as diferencas entre os dois tratamentos sdo
indicadas por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR);
grupos tratamento (10 pg/L e 50 pa/L MC-LR)
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3.3. Quantificacdo da MC-LR na Raiz de D. carota (cenoura)

3.3.1 MicroCystest

A acumulacdo de MC-LR nas cenouras para as concentracdes de exposicao
utilizadas (10 e 50 ug MC-LR/L) foi inferior ao limite de detecdo do método, ao fim de 14 e
de 28 dias de exposicdo ao extrato toxico, pelo que a sua quantificacdo nao foi possivel
(Tabela 21).

Tabela 21 — Quantificacdo de MC-LR na cenoura apés 14 e 28 dias de exposicao ao extrato de M. aeruginosa
contendo 10 e 50 pg MC-LR/L. LOD = 0,18 pg/L.

Controlo 10 pg/L 50 pg/L
Concentrza(iz?l_?pos 14 dias <LOD <LOD <LOD
Concentrag?gg?f)os 28 dias <LOD <LOD <LOD

3.3.2 ELISA

Através da quantificacdo por ELISA verificou-se que apos 28 dias de exposigéo (8
regas) a extrato bruto de M. aeruginosa contendo 50 ug MC-LRI/L, foi possivel quantificar
a toxina, no valor de 5,23 + 0,47 ng MCs/g de cenoura (P.F), o equivalente a 0,32% do total
de toxina administrada ao longo do ensaio (1635,43 ng MC-LR /g P.F cenoura).

O FBC calculado foi de 0,043.

3.3.3 LC-MS

A quantificacdo de MC-LR livre nos tecidos das plantas foi efetuada por LC-MS.
Através da andlise do cromatograma TIC (cromatograma ionico total) do padrdo (Figura
24) foi possivel determinar o tempo de retencdo da MC-LR (6,07 + 0,09 min) bem como o
ido percursor (m/z 995) e os fragmentos ionicos de referéncia identificativos da MC-LR (m/z
375, 553, 599, 866 e 977), presentes no espectro apresentado na mesma figura. Em
nenhuma das amostras das raizes das plantas expostas a extrato bruto de M. aeruginosa
contendo 10 e 50 pg MC-LR/L (exemplo na Figura 26) foi encontrada a molécula com o
tempo de retencdo do padrdo de MC-LR. Nos espectros de massa obtidos ndo foram
detetados o0s fragmentos i6nicos de referéncia identificativos da MC-LR referidos
anteriormente, o que mostra que a MC-LR néo foi acumulada nas plantas expostas ao

extrato bruto de M. aeruginosa, ou esta presente na cenoura mas em concentracfes abaixo
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do LOD do método (6,48 pg/L). As semelhancas dos perfis cromatogréficos das amostras
expostas e ndo expostas ao extrato bruto reforcam a hipétese de que as moléculas
detetadas pelo método sdo constituintes da matriz da cenoura e ndo tém relacdo com a
exposicao ao extrato toxico (Figura 25 e 26).

Apés dopagem de uma matriz controlo com uma concentragcdo de MC-LR
conhecida (0,55 pg/mL) verificou-se, através da analise do cromatograma TIC um pico sinal
com o mesmo tempo de retencdo da MC-LR padrao bem como o ido percursor (m/z 995)
e pelo menos dois dos fragmentos idnicos de referéncia identificativos da MC-LR (m/z 375,
599) apos andlise do espectro de massa. Esta dopagem das amostras demonstrou que o
método utilizado é adequado para este tipo de matriz vegetal pois ndo houve qualquer

supressao de sinal (Figura 27).

46



RESULTADOS

RT:6.06
MA: 14702 2
SN: 107
100
90_: MC-LR
80- /
o 70
u —
c -
B 60
= -
B -
< 505
2
E 40—
[i¥] .
T 303
15.95 16.47 17.11 4g81 2034
0 5 10 15 20
Time (min)
) 99542 b)
80+
707
60~
50—
2
7] -
c -
8 40—
I
N *
3cr: 599.42
20-
] 978.42
104 866.33
- 535.58 727.92 .
1347.00 456.50 N £84.25 836.42 ‘ l 94633
0_ill P |I||| hl |ﬁ“ 1 1 |1 R JI:lI“”I]I Il-l
L R L L L L L L L Ll L ) L L L LA Rkl L LA R Ehl L LA AL LA L T
400 500 600 700 800 900 1000
miz

Figura 24 - a) Cromatograma TIC de um padréo de MC-LR (1,1 pg/mL) e b) espectro de massa
correspondente ao tempo de retengdo (6,06 min) com MeOH como eluente. Os fragmentos iénicos de
referéncia da MC-LR estdo assinalados com *
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Figura 25 — a) Cromatograma TIC de uma amostra das raizes das plantas controlo e b) espectro de massa
correspondente ao tempo de retencao da MC-LR com MeOH como eluente
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Figura 26 — a) Cromatograma TIC de uma amostra das raizes das plantas expostas ao extrato de M.
aeruginosa contendo 50 pg/L de MC-LR e b) espectro de massa correspondente ao tempo de retencao da

MC-LR com MeOH como eluente
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Adicionalmente, depois de se apurar que a detecdo e quantificagdo da MC nas
amostras do solo melhorou trocando o eluente MeOH por ACN (LOD=5,7 ug/L), tentou-se
novamente quantificar as amostras de cenoura para se verificar se deste modo se
conseguiria detetar MC-LR nas raizes da planta. Contudo, mais uma vez, nao foi possivel
qguantificar a MC-LR livre na cenoura (Figura 28).
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Figura 28 - a) Cromatograma TIC de uma amostra das raizes dasplantas expostas a extrato de M.
aeruginosa contedo 50 pg/L de MC-LR e b) espectro de massa correspondente ao tempo de retengdo
da MC-LR com ACN como eluente
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3.4. Quantificagdo da MC-LR no Solo

3.4.1 MicroCystest

Através do método de atividade da fosfatase verificou-se que apds 28 dias de
contaminacéo (8 regas) do solo com extrato bruto de M. aeruginosa contendo 50 pg MC-
LR/L, a concentracdo de toxina estimada no solo foi de 41,77 + 7,70 ng MC-LR/g P.F solo,
equivalendo a 19,58% do total de toxina administrada (213,33 ng /g P.F de solo).

3.4.2 ELISA

Através do método ELISA estimou-se a concentragdo de MC-LR no solo no valor
de 171,47 + 6,76 ng MC-LR/g P.F solo, para o solo contaminado durante 28 dias com o
extrato bruto de M. aeruginosa contendo 50 pg MC-LR/L. Tendo em conta esta
concentracdo, a percentagem de recuperacao da toxina no solo foi de 80,38% do total de
toxina administrada (213,33 ng /g P.F de solo).

3.4.3 LC-MS

Através de LC-MS quantificou-se a MC-LR livre no solo (Figura 29 a 31). A analise
do cromatograma TIC do padrdo (Figura 29) mostrou que o tempo de reten¢cdo da MC-LR
€ de aproximadamente 10,77 + 0,19 min. Através da comparacdo desse cromatograma
TIC com o do solo contaminado com extrato bruto de M. aeruginosa contendo 50 pug MC-
LR/L (exemplo na Figura 31) verificou-se a existéncia do pico sinal com o tempo de
retencd@o do padrdo. De facto, quando se efetuou a analise do espectro de massa verificou-
se a presenca do ido percursor (m/z 995) e de pelo menos dois dos fragmentos idnicos de
referéncia da MC-LR (m/z 599, 866 e 977) sendo por isso possivel confirmar a presenca da
toxina livre no solo que recebeu o extrato bruto de M. aeruginosa. Quando se procedeu a
guantificacéo do pico obtido no cromatograma TIC obteve-se uma concentragéo de 112,44
+ 32,60 ng MC-LR/g P.F solo que corresponde a cerca de 52,71% da toxina administrada
(213,33 ng /g P.F de solo).
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Figura 29 - a) Cromatograma TIC de um padrdo de MC-LR (1,8 pg/mL) e b) espectro de massa
correspondente ao tempo de retencdo (10,78 min). Os fragmentos idnicos de referéncia da MC-LR estéo

assinalados com *
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Figura 30 — a) Cromatograma TIC do solo controlo e b) espectro de massa correspondente ao tempo de
retencao da MC-LR
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Figura 31 - a) Cromatograma TIC do solo contaminado com extrato bruto de M. aeruginosa contendo 50
Mg MC-LR/L e b) espectro de massa correspondente ao tempo de retencdo da MC-LR. Os fragmentos
ionicos de referéncia da MC-LR estéo assinalados com *
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3.5. Quantificacdo de Minerais na Raiz de D. carota (cenoura)

3.5.1. ICPS-MS

Apés analise estatistica dos dados obtidos por ICPS-MS verificou-se haver
diferencas significativas ao longo do ensaio (p=0,000 e p=0,005 para 14 e 28 dias,
respetivamente) para a concentracdo de Fe. Apds 14 dias de crescimento verificaram-se
diferencas significativas apenas entre o grupo controlo e o grupo exposto a 50 pg/L de MC-
LR (p=0,004). No entanto, no final do ensaio observaram-se diferencas tanto entre o grupo
controlo e o grupo exposto a 50 pg/L MC-LR (p=0,000) como entre 0os dois grupos
tratamento (10 pg/L e 50 pug/L MC-LR, p=0,000). O grupo exposto a 50 pug/L MC-LR foi
aquele que apresentou maior concentragdo do mineral (6,77 £ 0,99 pg/g P.S para t=14 e
38,83 + 2,39 ug/g P.S para t=28) enquanto o grupo controlo aguele que apresentou a menor
concentracéo (2,66 + 0,65 pg/g P.S ao fim de 14 dias e 20,66 = 0,70 pg/g P.S ao fim de 28
dias) (Figura 32).

No caso da concentracdo de Mn a ANOVA também demonstrou diferengas
significativas nos dois intervalos de tempo de crescimento (p=0,000 e p=0,001). O teste de
Tukey revelou que as diferencas se verificaram entre o grupo controlo e 0S grupos
tratamento (p=0,000 entre CTR e 10 pg/L MC-LR e p=0,000 entre CTR e 50 ug/L MC-LR)
ao fim de 14 dias de crescimento das plantas e entre todos 0s grupos experimentais ao fim
de 28 dias de crescimento (CTR e 10 pg/L MC-LR, p=0,006; CTR e 50 ug/L MC-LR,
p=0,000, 10 pg/L e 50 ug/L, p=0,044). Aos 14 dias de crescimento as plantas expostas ao
extrato bruto de M. aeruginosa contendo 10 pg/L de MC-LR apresentaram a maior
concentracdo de Mn (36,81 £ 1,61 ug/g P.S), no entanto, ao fim de 28 dias foram as plantas
expostas a concentracdo de 50 pug/L MC-LR que apresentaram a concentracdo mais
elevada de Mn (60,62 + 1,41 ug/g P.S). O grupo controlo foi aquele que apresentou menor
concentracéo deste elemento (22,73 £ 1,10 ug/g P.S para t=14 e 47,05 + 1,92 ug/g P.S
para t=28) (Figura 33).
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Figura 32 - Concentragao de Fe (ug) por (g) de peso
seco de cenoura apos 14 e 28 dias de crescimento
e exposi¢cdo a diferentes concentragdes extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferengas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos sdo indicados por a (p <0,05) e as
diferengas entre os dois tratamentos séo indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos
tratamento (10 ua/L e 50 ua/L MC-LR)
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Figura 33 - Concentracdo de Mn (ug) por (g) de peso
seco de cenoura apos 14 e 28 dias de crescimento e
exposicdo a diferentes concentragdes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferencas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos sdo indicados por a (p <0,05) e as
diferencas entre os dois tratamentos s&o indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos
tratamento (10 pg/L e 50 pg/L MC-LR)

A concentracdo de Cu variou durante o ensaio (ANOVA, p=0,002 para 14 dias de
crescimento e p=0,000 para 28 dias de crescimento). Ao fim de 14 dias as diferencas
ocorreram entre o grupo controlo e os dois grupos tratamento (p=0,003 entre controlo e 10
pg/L MC-LR e p=0,007 entre controlo e 50 pg/L MC-LR), sendo o grupo controlo aquele
em que a concentracdo de Cu foi mais elevada (2,27 + 0,05 pg/g P.S). No final do ensaio
as diferencas foram ainda mais notérias e para além de ocorrerem entre 0 grupo controlo
em relacdo aos dois tratamentos (p= 0,000, p=0,000) ocorreram também entre os dois
grupos tratamento (p=0,000). No entanto, aos 28 dias, foi 0 grupo exposto a 50 pg/L MC-
LR que apresentou a concentragdo mais elevada do mineral (7,20 = 0,04 pg/g P.S)
enquanto o grupo controlo apresentou a menor concentracéo (4,48 £ 0,07 pg/g P.S) (Figura
34).

No caso do Zn, verificaram-se diferencas na concentragdo do mineral em ambos 0s
tempos de crescimento monitorizados (p=0,029 e p=0,002, para 14 e 28 dias,
respetivamente). Apos 14 dias apenas se verificaram diferencas de concentrac@o entre o
grupo controlo e o grupo exposto a 10 pg/L MC-LR (p=0,024). Ao fim de 28 dias as
diferencas ocorreram entre o grupo controlo e o grupo exposto a 50 pg/L MC-LR (p=0,002)
e entre os dois grupos tratamento (p=0,004). Tal como no caso do Cu, aos 14 dias as
plantas do grupo controlo apresentaram a concentragdo de Zn mais elevada (17,55 + 0,96
ug/g P.S), enquanto aos 28 dias foi o grupo exposto a 50 pg/L MC-LR que apresentou a
maior concentracdo do elemento (34,22 + 0,70 ug/g P.S). Também como observado com
o Cu, para 0 Zn o grupo que apresentou menor concentracédo do mineral foi o exposto a 10

Mg/l MC-LR aos 14 dias (12,44 £ 0,79 ug/g P.S), sendo que aos 28 dias a concentracdo
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neste grupo igualou o controlo (27,74 + 1,47 ug/g P.S apds exposicdo a 10 ug MC-LR/L e

26,59 £ 1,33 ug/g P.S no grupo controlo) (Figura 35).
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Figura 34 - Concentracdo de Cu (ug) por (g) de peso
seco de cenoura pés 14 e 28 dias de crescimento e
exposicao a diferentes concentragbes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferencas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos sdo indicados por a (p <0,05) e as
diferencas entre os dois tratamentos s&o indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos
tratamento (10 pg/L e 50 pg/L MC-LR)
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Figura 35 - Concentragéo de Zn (ug) por (g) de peso
seco de cenoura apoés 14 e 28 dias de crescimento e
exposicao a diferentes concentragdes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferengas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos sdo indicados por a (p <0,05) e as
diferengas entre os dois tratamentos s&o indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos
tratamento (10 pg/L e 50 pg/L MC-LR)

A concentracao de Mo também variou ao longo do ensaio (ANOVA, p=0,001 e

p=0,006). Ao fim de 14 dias de crescimento as diferengas ocorreram entre 0 grupo controlo

e 0s grupos tratamento (p=0,001 entre controlo e 10 pug/L MC-LR; p=0,006 entre controlo

e 50 pug/L MC-LR). No fim do ensaio as diferencas apenas se verificaram entre o controlo

e 0 grupo exposto a 10 pug/L MC-LR (p=0,006) e entre os dois grupos tratamento (p=0,035).

A maior concentracdo de Mo foi registada no controlo (260,88 + 27,51ug/g P.S para

t=14dias e 220,24 + 35,55 ug/g P.S para t=28 dias) e a menor no grupo exposto a 10 pg/L
MC-LR (96,06 + 20,57 ug/g P.S ap6s 14 dias e 88,70 + 6,77 ug/g P.S apoés 28 dias) (Figura

36). 14 dias

28 dias
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Figura 36 - Concentracao de Mo (ug) por (g) de peso
seco de cenoura apoés 14 e 28 dias de crescimento e
exposicdo a diferentes concentracBes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferencas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos sdo indicados por a (p <0,05) e as
diferencas entre os dois tratamentos séo indicadas

por b (p<0,05). Grupo

controlo (CTR); grupos

tratamento (10 ua/L e 50 ua/L MC-LR)
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3.5.2. EEA/Chama

A técnica EEA/Chama permitiu a quantificacdo dos minerais Mg, Na, Ca, e K na
cenoura.

Através da ANOVA verificaram-se diferencas significativas (p<0,05) ao longo do
ensaio de exposicdo das plantas ao extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR para todos
0S minerais.

A concentracdo de Mg apresentou diferencas significativas para os dois tempos de
crescimento monitorizados (p=0,000 e p=0,005 para 14 e 28 dias, respetivamente). Apos
14 dias de crescimentos as diferengcas ocorreram entre o grupo controlo e os dois
tratamentos (p=0,001 e p=0,001) e ao fim de 28 dias entre o controlo e 0 grupo exposto a
50 pg/L MC-LR (p=0,028) bem como entre os dois grupos tratamento (p=0,004). O grupo
controlo aos 14 dias foi aquele que apresentou menor concentracao do mineral (1403,79 +
26,39 ug/g P.S) e o grupo 50 pg/L MC-LR o que apresentou maior concentragdo do mineral
(1556,55 + 27,32 ug/g P.S). No final do ensaio foi o grupo exposto a 10 ug/L MC-LR a
apresentar menos Mg (1581,18 + 7,06 ug/g P.S) e novamente 0 grupo exposto a 50 ug/L
MC-LR a ter maior quantidade do mineral (1879,54 + 38,08 ug/g P.S) (Figura 37).

No que respeita ao Na, através da ANOVA verificou-se existirem diferencas ao fim
de 14 (p=0,000) e 28 dias de crescimento (p=0,002). O teste de Tukey demonstrou que
ap6s 14 dias as diferencas existiram entre o grupo controlo e 0s grupos tratamento
(p=0,000 e p=0,000) e que no final do ensaio as diferengas surgiram entre o0 grupo controlo
e exposto a 50 pg/L MC-LR (p=0,002) e os dois grupos tratamento (p=0,004). Apesar de
no controlo a concentragdo do mineral ter aumentado ao fim de 14 dias de crescimento das
plantas, verificou-se que no caso das plantas expostas ao extrato toxico ocorreu uma
diminuicdo da concentracdo de Na, quando comparado com a concentracdo basal do
elemento determinada nas plantas no inicio do ensaio de exposicéo (tempo 0) (ver Tabela
20). Contudo, houve uma recuperacdo da concentracdo deste mineral nas plantas
expostas ao extrato bruto no final do ensaio, tendo inclusivamente o grupo exposto a 50
Hg/L MC-LR sido aquele que apresentou maior concentragédo do elemento (8671,16 + 55,44
ug/g P.S) (Figura 38).
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Figura 37 - Concentracéo de Mg (g) por (g) de peso
seco de cenoura ap6s 14 e 28 dias de crescimento e
exposicdo a diferentes concentracdes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferencas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos s&@o indicados por a (p <0,05) e as
diferencas entre os dois tratamentos sdo indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos
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Figura 38 - Concentragdo de Na (M1g) por (g) de peso
seco de cenoura apo6s 14 e 28 dias de crescimento e
exposicdo a diferentes concentragdes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferengas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos sdo indicados por a (p <0,05) e as
diferengas entre os dois tratamentos s&o indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos

N&o se verificaram diferencas significativas para nenhum dos tempos de
crescimento monitorizados (p=0,128 e p=0,779) entre os diferentes grupos experimentais,
no que diz respeito a concentragdo de Ca. O grupo exposto a 10 pg MC-LR/L foi, ao tempo
14, o0 que apresentou uma maior concentracédo do elemento (2971,58 + 133,24 ug/kg P.S).
No entanto, no fim do ensaio a concentragdo deste mineral ndo sofreu alteracdes
significativas nos diferentes grupos (3060,74 + 102,73 ug/g P.S para controlo, 3130,52 +
104,62 ug/g P.S para tratamento 10 pg MC-LR/L e 3083,00 = 107,49 ug/g P.S para
tratamento 50 ug MC-LR/L) (Figura 39).

No caso do K apesar de ndo se terem verificado diferencas estatisticamente
significativas (p=0,134) ao fim de 14 dias de exposi¢do a toxina, algumas diferencas na
concentracdo deste elemento foram detetadas ao fim de 28 dias (p=0,005). Uma andlise
pelo teste de Tukey mostrou que as diferengas ocorreram entre o grupo controlo e o grupo
exposto a 50 pg/L MC-LR (p=0,016) e entre os grupos de plantas expostas a toxina
(p=0,005). Ao fim de 14 dias de exposi¢cao a maior concentracdo de K verificou-se no grupo
de plantas expostas a 10 pg/L de MC-LR (22,84 + 1,53 pg/g P.S) e a menor concentracao
no grupo exposto a 50 pg/L MC-LR (19,66 + 1,35 pg/g P.S). No entanto, no final do ensaio
a situacgdo inverteu-se tendo sido o grupo exposto a 50 pug/L MC-LR a apresentar a maior
concentracdo do mineral (29,84 + 1,68 ug/g P.S) e o grupo exposto a 10 ug/L a menor
concentracao (24,42 + 0,97 ug/g P.S) (Figura 40).
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Figura 39 - Concentragdo de Ca (l.g) por (g) de peso Figura 40 - Concentracéo de K (Mg) por (g) de peso

seco de cenoura apds 14 e 28 dias de crescimento e seco de cenoura apos 14 e 28 dias de crescimento e

exposicdo a diferentes concentracdes de extrato de M. exposicdo a diferentes concentracbes de M.

aeruginosa contendo MC-LR. Grupo controlo (CTR); aeruginosa contendo MC-LR. As diferencas

grupos tratamento (10 pg/L e 50 pg/L MC-LR) significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos s&o indicados por a (p <0,05) e as
diferencgas entre os dois tratamentos séo indicadas por
b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos tratamento
(10 pg/L e 50 pg/L MC-LR)

3.5.3. Espectrofotometria

A andlise da concentragdo de P através da ANOVA mostrou diferencas
significativas nos dois tempos monitorizados (p=0,001 e p=0,039) para 14 e 28 dias
respetivamente. As diferengas mostraram ser significativas entre o controlo e os dois
grupos tratamento (p=0,001 e p=0,015) aos 14 dias de crescimento das plantas e apenas
entre o controlo e o grupo exposto a extrato de M. aeruginosa contendo 50 pg/L MC-LR
(p=0,039) no final do ensaio. Ao tempo 14 a concentracdo minima de P ocorreu no grupo
controlo (1672,82 + 28,61 ug/g P.S) e a maxima no grupo de plantas expostas a
concentracdo mais baixa de toxina (2048,57 + 96,03 pg/g P.S), enquanto aos 28 dias a
concentracdo maxima do mineral foi encontrada no grupo controlo (2786,28 + 36,50 ug/g
P.S) e a minima no grupo exposto a concentracao mais elevada de toxina (2601,34 + 59,80
ug/g P.S) (Figura 41).
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Figura 41 - Concentragdo de P (ug) por (g) de peso
seco de cenoura apéas 14 e 28 dias de crescimento e
exposicdo a diferentes concentracdes de extrato de
M. aeruginosa contendo MC-LR. As diferengas
significativas entre o controlo e os diferentes
tratamentos s&o indicados por a (p <0,05). Grupo
controlo (CTR); grupos tratamento (10 pg/L e 50 pg/L
MC-LR)

3.6. Quantificac&o de Acido Ascérbico na Raiz de D. carota (cenoura) por
HPLC-PDA

O Aacido ascorbico foi quantificado por HPLC-PDA, tendo por principio a
comparagdo do tempo de retengdo da molécula e do espectro de absorvancia, nas
amostras e no padrao de acido ascérbico. O cromatograma do padréo e do branco (Figura
41) bem como o do padrdo e de uma das amostras (Figura 43) mostram que é possivel

quantificar o acido ascérbico na matriz de cenoura.
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Figura 42 - a) Cromatograma do padrdo de acido ascorbico e branco; b) espectro de absorgdo do pico do
acido ascorbico
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Figura 43 -a) Cromatograma de uma amostra de extrato de cenoura e padrédo de acido ascérbico; b) espectro
de absorcao do pico do acido ascérbico na amostra

Apés andlise estatistica dos dados obtidos por HPLC verificou-se, através da

ANOVA, existirem diferencgas significativas ao longo do ensaio (p=0,000, e p=0,000, para

21 e 32 dias, respetivamente) na concentracdo de acido ascorbico. O teste de Tukey

revelou que as diferencas se verificaram entre todos os grupos ao fim de 21 dias(p=0,000
entre CTR e 10 pg/L MC-LR; p=0,000 entre CTR e 50 pg/L MC-LR; p=0,001 entre 10 ug/L
MC-LR e 50 pg/L MC-LR) e 32 dias de crescimento (CTR e 10 pg/L MC-LR, p=0,000; CTR
e 50 pg/L MC-LR; p=0,001; 10 ug/L e 50 pg/L, p=0,044). Em ambos os tempos foi o0 grupo

controlo o que apresentou maior concentragdo de acido ascérbico (32,17 + 0,84 pg/g P.F,

t=21 e 32,55 + 1,05 pg/g P.F, t=32) e o0 exposto a 10 pug/L MC-LR a apresentar menor
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concentracdo de acido ascorbico (2,02 £ 0,40 ug/g P.F, t=21 e 16,46 + 2,23 ug/g P.F, t=32).
Apesar de a concentragdo da vitamina se ter mantido constante durante todo o ensaio no
controlo, nas plantas expostas ao extrato bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR
verificou-se uma grande variacdo entre os dois tempos de andlise. Para os dois grupos
tratamento verificou-se um aumento da concentracao de acido ascérbico ao fim de 32 dias

comparativamente aos 21 dias (Figura 44).
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Figura 44 - Concentracéo de Acido Ascorbico (ug) por
(9) de peso fresco de cenoura apoés 21 e 32 dias de
crescimento e exposicao a diferentes concentracdes
de extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR. As
diferencas significativas entre o controlo e o0s
diferentes tratamentos séo indicados por a (p <0,05) e
as diferencas entre os dois tratamentos sdo indicadas
por b (p<0,05). Grupo controlo (CTR); grupos
tratamento (10 pg/L e 50 pg/L MC-LR)

3.7. Quantificacdo de B-Caroteno na Raiz de D. carota (cenoura) por HPLC-
PDA

A quantificagao do 3-caroteno na cenoura foi efetuada por HPLC-PDA. O pico a ser
guantificado foi determinado através da comparacgdo do tempo de retencdo e do espectro
de absorvancia das amostras com padrao de B-caroteno. O cromatograma do padréo e do
branco (Figura 45) bem como o do padrédo e de uma das amostras (Figura 46) mostram
que é possivel determinar a quantidade de -caroteno nesta matriz. O pico do tempo de
retencd@o anterior ao do B-caroteno foi identificado como pertencendo ao a-caroteno por
comparagdo com 0s cromatogramas obtidos por Siong e Lam (1992) para a mesma

espécie.
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Figura 45 - a) Cromatograma do padrdo de B-caroteno e branco; b) espectro de absor¢gdo do pico do B-
caroteno
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Figura 46 - a) Cromatograma de uma amostra do extrato de cenoura e padréo de [3-caroteno; b) espectro de

absorcdo do pico do B-caroteno na amostra; c) espectro de absor¢do do pico do a-caroteno na amostra
identificado com base no descrito por Siong e Lam (1992)
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Apoés andlise estatistica dos dados obtidos por HPLC verificou-se, através da
ANOVA, néo existirem diferencas significativas ao longo do ensaio (p=0,290, e p=0,095,
para 21 e 32 dias, respetivamente) na concentracao de 3-caroteno.

Apesar de as diferencas ndo serem estatisticamente significativas, aos 21 dias foi
0 grupo controlo o que apresentou maior concentragdo de (B-caroteno (7,51 + 0,58 pg/g
P.F) e aos 32 dias foi o grupo 10ug/L (6,72 £ 0,42 pg/g P.F). (Figura 47).
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Figura 47 - Concentragéo de B-caroteno (ug) por (g)
de peso fresco de cenoura apds 21 e 32 dias de
crescimento e exposi¢do a diferentes concentracdes
de extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR. Grupo
controlo (CTR); grupos tratamento (10 pg/L e 50 pg/L
MC-LR)
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Efeitos Fisioldgicos do Extrato Bruto de M. aeruginosa contendo MC-
LR em Folhas e Raizes de D. carota

4.1.1.Efeitos no Crescimento

A exposicéo de D. carota ao extrato bruto de M. aeruginosa contendo 10 pg/L de
MC-LR néo afetou o crescimento das raizes da planta. Contudo, a exposi¢cdo ao extrato
contendo 50 pg/L de MC-LR, apesar de néo ter provocado alteracdes significativas nos
primeiros 14 dias, afetou o peso fresco das raizes apos 28 dias de exposic¢ao. Os resultados
obtidos no presente trabalho parecem demonstrar que a concentracdo de toxina
administrada e o tempo de exposicdo séo fatores importantes na inibicdo do crescimento
das raizes, e sugerem que uma exposi¢ao prolongada pode ter consequéncias negativas
no desenvolvimento e na produtividade das culturas, corroborando os resultados descritos
por Khalloufi et al. (2012) para L. esculentum. Estes resultados sdo também concordantes
com Pflugmacher et al. (2007), que verificaram que a exposi¢ao de diferentes variedades
de espinafre a extrato bruto ndo provocou alteragbes no crescimento durante duas
semanas mas produziu efeito apds seis semanas, altura em que todas as variedades
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo controlo No entanto, outros
estudos sugerem que a exposi¢cdo a MC-LR pode nado produzir efeitos no crescimento das
plantas. Jarvenpaa et al. (2007) reportaram que a exposi¢cdo de B. oleracea e S. alba a
concentracdes de MC-LR entre 1 e 10 pg/L, durante 20 e 19 dias, respetivamente, ndo
afetou o crescimento das raizes. Prieto et al. (2011) verificaram igualmente que uma
exposicao de 48 horas a extrato bruto contendo 50 pg/L de MC-LR néo provocou alteragdes
no peso fresco das raizes da planta O. sativa.

O presente trabalho é o primeiro a avaliar o efeito do extrato de M. aeruginosa
contendo MC-LR em raizes tuberosas, sendo necessario mais investigacdo para se
compreender o efeito da toxina em outros cenarios ambientais.

Apesar de varios trabalhos terem ja reportado a inibicdo do crescimento das folhas
de diversas espécies ap0s exposicdo a MC-LR, neste trabalho a exposicdo ao extrato

téxico ndo afetou o crescimento da parte aérea das plantas durante todo o ensaio de
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exposicdo. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os obtidos por Prieto et al.
(2011) e Azevedo et al. (2014) que mostraram que para concentracbes na gama das
utilizadas neste estudo (0,3 a 78 pg/L) ndo se verifica inibicdo do crescimento de O. sativa.
As diferencas entre os resultados obtidos neste trabalho e em estudos anteriores (Chen et
al., 2004; Sagrane et al., 2008, 2009, El Khalloufi et al., 2011) devem-se provavelmente ao
facto de terem sido utilizadas concentracdes mais elevadas de MC, cerca de 10 a 1000
vezes superiores, que as utilizadas neste estudo. De facto, um trabalho de exposicédo de
O. sativa a uma gama de concentra¢cdes mais abrangente demonstrou que a MC-LR entre
10 e 200 pg/L ndo afeta o crescimento da planta, mas em concentra¢cdes mais elevadas
(500 a 4000 pg/L) induz a inibicdo do crescimento (Chen et al., 2012a). No entanto, as
concentracdes utilizadas no presente estudo foram determinadas considerando a sua
relevancia ecolégica.

De um modo geral, a exposi¢do de D. carota ao extrato bruto contendo entre 10 a
50 pg/L ndo teve um efeito negativo evidente no crescimento, sendo a Unica exceg¢ao o
efeito inibidor da concentracdo mais elevada no peso fresco das raizes. Salienta-se o facto
do peso seco nao sofrer variagdo significativa. A maturacdo das plantas pode ser um dos
fatores responsaveis pela auséncia de efeitos significativos nestes parametros, como
sugerido anteriormente por Jarvenpda et al. (2007). De facto, as plantas expostas ao
extrato bruto contendo MC-LR usadas neste trabalho tinham, no inicio do ensaio, cerca de
30 dias, semelhante as utilizadas pelos autores referidos (25 e 47 dias). Alguns trabalhos
referem uma maior suscetibilidade das plantas durante a germinacéo e fases iniciais de

desenvolvimento (Crush et al., 2008; Sagrane et al., 2008; Saqgrane et al., 2009).

4.1.2 Efeitos na Fotossintese

Como mencionado anteriormente, a eficiéncia fotossintética das plantas foi
determinada através de PAM. O valor ideal entre a razdo Fv / Fm para a maioria das
espécies de plantas é de cerca de 0,83. Valores significativamente inferiores a este
poder&o indicar que a planta sofreu algum tipo de stress (Maxwell e Johnson, 2000). Os
valores de Fv / Fm obtidos no presente estudo encontravam-se entre 0,80 e 0,87, o que
parece a primeira vista indicar que as plantas ndo foram submetidas a um nivel elevado de
stress. Ao contrario do que se esperava, as plantas expostas ao extrato bruto de M.
aeruginosa contendo MC-LR apresentaram valores de Fv / Fm mais elevados que as do
grupo controlo, sobretudo as do grupo exposto ao extrato contendo 10 pg/L que
apresentaram valores significativamente maiores em ambos os tempos analisados. Assim,
os resultados deste estudo indicam que a exposi¢do cronica de D. carota a baixas

concentracdes de MC-LR néo parece ser um fator de stress prejudicial a este processo,
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levando inclusivamente a uma aparente estimulacdo da fotossintese. Possivelmente a
planta ativou/estimulou o processo fotossintético e outros mecanismos como forma de
defesa. Contudo, estes resultados ndo estdo de acordo com o que tem sido observado
para outras espécies de plantas, onde se tem observado uma inibicdo do processo
fotossintético pela MC-LR (Saqgrane et al., 2009; El Khalloufi et al., 2012; Gutiérrez-Praena
et al., 2014). No entanto, em todos os casos mencionados, a concentragdo de MC-LR foi
mais elevada que no presente estudo.

Até a data, este parece ser o primeiro trabalho a reportar uma aparente estimulacéo
da fotossintese pelo extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR. Estudos futuros devem
ser desenvolvidos para uma melhor avaliacdo dos efeitos da toxina neste processo, além
de que seria, também interessante conhecer como este parametro varia em outros cenarios
ambientais. Sabe-se que o0 conteudo de minerais, presente nas plantas, pode afetar
significativamente a fotossintese, uma vez que 0s mesmos podem participar em varios
passos, podendo ter um papel direto e/ou indireto neste processo. Assume-se que 0s
minerais que tém um efeito indireto sdo aqueles que afetam a sintese de enzimas,
pigmentos, ou cofatores, que participam nas principais reacfes da fotossintese e por
conseguinte, podem alterar a estrutura dos cloroplastos, afetar as reacdes e condigdes de
transporte ou ainda a utilizacdo de matérias-primas, intermediarios ou produtos finais
(Barker, 1979). A maioria destes minerais parecem ter pelo menos uma funcao especifica:
o potéassio (K) esta relacionado com a abertura e fecho dos estomas e o balanco entre
fotossintese e respiracdo, 0 magnésio (Mg) é um componente essencial das clorofilas, o
ferro (Fe) atua como catalisador na formacao das clorofilas, 0 manganésio (Mn) controla
reacOes de oxirreducao essenciais a fotossintese e sintese de clorofila, o cobre (Cu) e o
zinco (Zn) séo apontados como tendo um papel indireto na producéo de clorofilas, sendo
0 segundo elemento ainda importante no armazenamento do amido (Barker, 1979; Welch
e Shuman, 1995; Grusak, 2001; Fageria et al., 2002; Fageria et al., 2011).

A maioria das deficiéncias nutricionais tém sido apontadas como potenciais
causadoras de decréscimo na fotossintese liquida (Barker, 1979). Neste estudo, a
concentracdo de todos os minerais citados como essenciais na fotossintese (K, Mg, Fe,
Mn, Cu, Zn) foi, no geral, significativamente mais elevada nas raizes das plantas expostas
ao extrato bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR (ver seccao 3.5.). Sabe-se que a
translocac@o dos minerais entre os diferentes érgéos e tecidos das plantas pode ocorrer,
sendo que os minerais absorvidos pelas raizes podem ser transportados através do xilema
para a parte aérea da planta (Marschner et al.,, 1996, Fageria et al., 2002). Assim, a
estimulacdo da fotossintese nas plantas dos grupos tratamento podera estar relacionada
com o aumento da assimilagdo de minerais. Khalloufi et al. (2012) verificaram também uma

maior concentracdo de alguns minerais (diretamente proporcional a quantidade de MC-LR)
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em L. esculentum apds exposicdo a extrato bruto contendo MC. Contudo, os autores
verificaram um decréscimo da razdo Fv / Fm entre as plantas expostas e o grupo controlo.
No entanto, para além de diferentes espécies terem diferentes respostas, 0s autores
utilizaram concentracées de MC mais elevadas que as administradas neste estudo (1120
e 2240 pg/L) e, neste caso, 0 aumento de nutrientes pode ndo ter sido suficiente para
compensar os efeitos da toxina. Por outro lado, os autores apenas avaliaram a
concentracdo de Na, Ca e K, desconhecendo-se assim 0 que acontece com 0S minerais
gue podem ter uma ac¢ao mais evidente na fotossintese (Mg, Fe, Mn, Cu, Zn). Para além
disso, apesar da importancia dos minerais na fotossintese, a sua presenca em excesso
pode ser toxica podendo provocar danos. O excesso de Fe e Mn foi ja descrito como
prejudicial a fotossintese e ao aparelho fotossintético, causando uma fotoinibicdo
(Mukhopadhyay e Sharma, 1991; Kampfenkel et al., 1995). No presente trabalho, apesar
darazéo Fv/Fm ter sido aumentada em ambos o0s grupos expostos em relagéo ao controlo,
guando se compararam os dois grupos expostos a extrato bruto de M. aeruginosa contendo
MC-LR (diferencas estatisticamente ndo significativas) observou-se um decréscimo apdés
exposi¢ao ao extrato contendo a concentragéo mais elevada de MC-LR (50 pg/L). Quando
se analisou a concentracdo de Fe e Mn verificou-se também que estes minerais sofreram
um aumento no grupo exposto a 50 pg/L. Em geral, no que aos minerais importantes a
fotossintese diz respeito (Mg, Fe, Mn, Cu, Zn), o aumento da concentracdo de MC-LR no
extrato de M. aeruginosa administrado as plantas teve uma relacao direta na concentragao
de nutrientes da cenoura, aumentando-os. Estes resultados sugerem, que o0 aumento de
minerais causado pelo extrato parece ter sido benéfico (em alguma medida) para a
fotossintese quando continha concentragdes mais baixas de MC-LR (10 ug/L), a partir das
guais um subsequente aumento da concentragdo de toxina pode perder essa capacidade
e induzir unicamente toxicidade. Uma forma de tentar avaliar se realmente o maior uptake
de minerais pode estar relacionado com a maior eficiéncia fotossintética de D. carota seria
colocar as culturas em crescimento sob concentragbes de minerais controladas
(hidroponia), aumentando-se gradualmente a concentragdo de nutrientes e avaliando a
resposta fotossintética das plantas em cada situacao.

Podera ainda ter interesse complementar a andlise por PAM com outras técnicas
como por exemplo a quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos. Os resultados fornecidos
por este tipo de abordagem foram j& descritos como limitativos, uma vez que apenas
fornecem informacéo sobre a &rea da folha onde a luz saturada incide (Oguchi et al., 2011)
sendo por isso necessaria uma avaliacado mais pormenorizada através de outros métodos

gue permitam verificar o grau de fotoinibicdo em todo o tecido.

72



DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.2. Acumulacdo de MC-LR nas Raizes de D. carota e no Solo

A quantificagdo de MC nos tecidos da planta demonstrou resultados distintos entre
os diferentes métodos utilizados. Enquanto o MicroCystest e o LC-MS n&o permitiram
detetar toxina, o método ELISA detetou 5,23 + 0,47 ng MC/g de cenoura (P.F). Estas
diferencas podem dever-se ao facto destes trés métodos se basearem em diferentes
principios de quantificacdo da toxina.

MicroCystest e ELISA sdo dois métodos bioquimicos. O primeiro baseia-se na
capacidade que as MCs tém de inibir as PP1 e 2A. A reacdo de inibi¢cdo é utilizada como
forma de calcular a concentracdo de toxina (Msagati et al., 2006). Ao analisar matrizes
biolégicas, como as vegetais, podem ocorrer interferéncias com compostos
desconhecidos, interferéncias estas que sdo necessarias ter em consideragdo para uma
guantificacéo correta da concentragdo da toxina (Merel et al., 2013). O segundo método
tem como base o reconhecimento da MC, Nod, e suas variantes, por anticorpos especificos
que tém como alvo o aminoacido ADDA (Ouahid, 2008). O método néo é seletivo uma vez
gque ndo gquantifica apenas MC livre mas todos os metabolitos que contenham este
aminoacido como por exemplo produtos conjugados ou de destoxificagdo (Crush et al.,
2008). Num estudo realizado in-vitro por Pflugmacher et al. (2001), com Phragmites
australis, os autores verificaram que é provavel que conjugados de cisteina-MC e
glutationa-MC sejam produzidos durante o processo de destoxificagdo da planta. Por outro
lado, os anticorpos sao inespecificos no que respeita a detecao das diferentes variantes
estruturais da MC-LR, sendo por isso um método ideal para quantificar MCs totais, mas
ndo apenas a variante MC-LR (Rapala et al., 2002; Sangolkar et al., 2006, Merel et al.,
2013). De facto, ambos os métodos nao permitem informacéo sobre as diferentes variantes
de MC presentes (Masango et al., 2008). Neste trabalho as plantas foram expostas ao
extrato bruto de M. aeruginosa onde apesar da principal variante da toxina presente ser a
MC-LR (95%) poderiam estar presentes outras variantes da molécula. Mais ainda, ambos
os kits estdo otimizados para matrizes ambientais podendo as matrizes vegetais, como a
utilizada neste estudo, serem fonte de interferéncia. De facto, por ELISA obteve-se um
valor positivo em plantas controlo, tendo-se subtraido esse valor ao detetado nas plantas
expostas, como forma de correcdo do método. Esta correcdo tinha j& sido proposta por
Peuthert et al., (2007) que também detetaram falsos positivos nas plantas controlo.
Jarvenpaa et al. (2007) detetaram igualmente resultados positivos nas plantas controlo, no
entanto os autores nédo referiram qual o tipo de procedimento que utilizaram para corrigir
esta interferéncia.

Devido a impossibilidade de distinguir entre diferentes variantes de MC pelos dois
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métodos bioquimicos referidos anteriormente, foi ainda utilizada uma metodologia
analitica, LC-MS de forma a quantificar a MC-LR livre. A utilizacdo deste procedimento
possibilita a detecdo do ido percursor e de transicdes idnicas provenientes da
fragmentagdo do mesmo (fragmentos i6nicos de referéncia). Em relacdo aos outros
métodos, este oferece a vantagem de monitorizacdo apenas para as massas especificas
de interesse, bem como a identificacdo por tempos de retencdo especificos sendo muito
mais seletivo que as metodologias bioguimicas. Contudo, apresenta um limite de detecéo
e quantificacdo superior 0 que pode impossibilitar a detecdo e quantificacdo quando a
toxina se encontra em baixas concentracdes (Sangolkar et al, 2006). De facto, neste
trabalho a MC-LR livre nos tecidos da planta néo foi detetada por LC-MS.

Uma vez que pelo método de LC-MS a concentracdao de MC-LR livre se encontrou
abaixo do LOD (6,48 pg/L com MeOH e 5,70 ug/L com ACN como eluente), pode supor-se
que o valor detetado por ELISA pode dever-se as seguintes situagdes: 1) ao seu LOD ser
inferior (0,10 pg/L); 2) ao facto de MC-LR n&o se encontrar maioritariamente na sua forma
livre mas sim conjugada, ou ter sofrido algum processo de destoxificacdo ou degradagéo
que alterasse a sua conformacdo e estrutura quimica; e 3) devido a possibilidade de
guantificacdo de outras variantes de MC que se poderiam encontrar no extrato de M.
aeruginosa (estas variantes escapam a quantificacdo pelo método analitico (LC-MS)). No
entanto, uma vez que o kit de inibicdo das PP1 e 2A que deteta as mesmas variantes e
que tem um LOD semelhante ao do ELISA também ndo detetou MC, sera mais razoavel
supor que a MC quantificada por ELISA serd a MC néo livre ou modificada. Jarvenpaa et
al. (2007) tinham ja, para S. alba e B. Oleracea, obtido valores diferentes apdés
quantificagdo de MC-LR por LC-MS e por ELISA.

Neste trabalho apenas 10 mL do total do extrato de cenoura foram utilizados para
concentrar e quantificar a toxina. Idealmente todo o sobrenadante recolhido deveria ter sido
limpo (de forma a eliminar interferentes indesejados) e concentrado recorrendo, por
exemplo, a colunas de extracdo em fase solida (SPE) Cis (Sanglkar et al., 2006) de modo
a aumentar a quantidade de MC presente para que a sua quantificagdo por LC-MS fosse
possivel.

Neste estudo, a concentracéo de MC detetada por ELISA foi de 5,23 + 0,47 ng /g
P.F cenoura. A dete¢do de toxina no tecido de varias plantas horticolas por ELISA foi ja
reportada por varios autores (McElhiney et al., 2001; Chen et al., 2004; Peuthert et al.,
2007; Crush et al., 2008; Mohamed et al., 2009; Chen et al., 2010b), contudo na maior parte
dos casos a concentracédo de MC-LR administrada as plantas foi muito superior a analisada
no presente estudo e, em geral, focaram sobretudo espécies nao tuberosas. Jarvenpaa et
al. (2007) conseguiram detetar, por esta metodologia, nas raizes de S. alba e B. oleracea

entre 4,1 e 49 ng MCs/g de P.F. Contudo, apesar dos valores detetados serem
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semelhantes aos obtidos neste trabalho € de salientar que, para além da concentragéo de
MC ser mais baixa (exposicéo a extrato de Anabaena contendo 10 pg MCs/L (33% MC-
LR), o tempo de exposi¢édo também foi ligeiramente mais curto (19 dias no caso de S. alba
e durante 20 dias no caso de B. oleracea) o que pode dever-se a diferengcas na morfologia
e fisiologia das raizes de S. alba e B. oleracea (raizes aprumadas) e de D. carota (raiz
tuberosa). A exposicao de diversas espécies horticolas a extrato bruto contendo 5 pg MC-
LR/L, durante 24 horas, levou a detecdo de maiores niveis de MCs nas raizes (13,1 a 127,0
ng/g) que os obtidos neste trabalho apds quantificacdo por ELISA (5, 23 + 0,47 ng/g)
(Peuthert et al., 2007). No entanto, apesar da concentracdo utilizada pelos autores ser
menor que a usada neste trabalho, é de salientar que a exposi¢éo ocorreu em condigdes
de hidroponia, estando as raizes das plantas diretamente expostas a toxina durante todo
o periodo de tempo e podendo assim a absor¢do da MC pelas raizes ter sido facilitada.
Para além disso, a morfologia das raizes de todas as espécies analisadas nesse estudo
era diferente da de D. carota, o que pode também influenciar a absor¢édo da toxina. O
trabalho de Mohamed e Al Shehri (2009) €, de acordo com o que se apurou, 0 Unico que
reporta a acumulacéo de MC em raizes tuberosas comestiveis. Neste trabalho a exposi¢do
de R. sativus com agua contaminada com MC (0,3 -1,8 ug/L) proveniente de pocos
subterraneos, levou a detecdo de cerca de 360 ng/g P.F nas raizes da planta. Apesar de a
concentracao de toxina detetada nos tecidos das raizes de R. sativus ser cerca de 72 vezes
mais elevada que a detetada no presente trabalho em D. carota, e da concentracédo de MC
na agua administrada a R. sativus ser mais baixa que a aplicada a D. carota, € de salientar
gue no estudo anterior ndo foi estimada a quantidade de MC total a que a planta foi exposta
ao longo do ensaio (uma vez que ndo se sabe o niumero de regas efetuadas e o volume de
agua contaminada administrado as plantas durante o periodo de tempo que estiveram no
campo agricola), podendo ter sido mais elevada que a administrada a D. carota durante os
28 dias de exposigéo. De facto sabe-se que a acumulacdo da MC nos tecidos das plantas
terrestres esta dependente do tempo e da concentragdo de exposicéo (Crush et al., 2008).
Para além disso, torna-se novamente importante referir que a capacidade de acumulagéo
de MC-LR nos tecidos das plantas difere de espécie para espécie (Chen et al., 2004;
Peuthert et al., 2007; Crush et al., 2008; Sagrane et al., 2009).

Neste trabalho, o FBC calculado foi de 0,043. No entanto, € importante salientar
que este fator foi calculado tendo em conta os resultados obtidos apds quantificagdo por
ELISA que para além da MC-LR livre, podera estar a quantificar, por exemplo, produtos
conjugados ou de destoxificacdo. Assume-se que a bioacumulac¢ado ocorre quando o FBC
€ superior a 1 isto é, a concentracao nos tecidos da planta é superior a verificada no
ambiente (Prieto et al., 2011). Neste sentido podemos concluir que bioacumulacdo nas

raizes de D. carota ndo ocorreu. Tal como referido na secc¢ao 1.6, a OMS estabeleceu que
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o limite maximo de ingestéo diaria aceitavel (IDA) de MC-LR em alimentos é de 0,04 ug/kg
de massa corporal (WHO, 1999). Supondo que um individuo com peso de 60 kg consome,
em média, 100 g de P.F de cenoura por dia e, tendo em conta a situagéo presente onde a
concentracdo de MC total é de 5,23 ng/g de P.F de cenoura, a ingestéo hipotética seria de
0,01 g/ kg de massa corporal, ou seja, inferior ao IDA. No entanto, é necessario considerar
qgue no contexto ambiental as plantas podem estar em contacto com 4guas contaminadas
por tempo superior ao avaliado neste estudo (28 dias), podendo a acumulacéo ocorrer em
maior quantidade e, por isso, estes resultados ndo podem ser vistos como isentos de risco.

A biodisponibilidade da MC no solo tem sido pouco estudada. No presente trabalho
tentou criar-se um cendrio de exposi¢do ecologicamente relevante, isto €, as plantas
cresceram em condi¢des de solo e foram expostas a um extrato celular de cianobactérias
téxicas. Este desenho experimental permitiu avaliar se o solo interfere na disponibilidade
da toxina para a planta.

A toxina detetada no solo (PF) apds contaminagdo do mesmo com extrato de M.
aeruginosa contendo 50 pg/L MC-LR durante 28 dias foi de 41,77 + 7,70 ng MC-LR/g
guando a quantificacéo se realizou pelo MicroCystest, 171,47 £+ 6,76 ng MC-LR/g P.F de
solo, através da quantificacdo por ELISA e de 112,44 + 32,60 ng MC-LR/g P.F de solo por
LC-MS. Tal como no caso da quantificacdo da toxina nos tecidos das plantas também aqui
se verificaram valores muito distintos entre os diferentes métodos utilizados. Novamente,
a maior concentracao de MC foi detetada por ELISA, provavelmente porque o método, para
além da MC-LR livre (MC disponivel para as plantas), detetou produtos provenientes da
degradacao da toxina. De facto, varias bactérias presentes no solo como Arthrobacter sp.,
Brevibacterium sp., Rhodococcus sp. e Sphingomonas sp,. parecem ser capazes de
degradar as MCs (Bourne et al., 2001; Manage et al., 2009). Contudo as diferencgas entre
o LC-MS e MicroCystest apenas podem ser justificadas com interferéncias de matriz que
possam ter existido com o kit, e que podem levar a subestimagédo da concentragédo da
toxina (Merel et al., 2013).

Os resultados obtidos demonstraram que o solo parece diminuir a concentracéo de
toxina disponivel para as plantas. Tendo em conta a concentracdo da toxina estimada por
LC-MS, podemos afirmar que apenas 52,71% do total de toxina administrada esteve
disponivel para as plantas. Assim, tal como foi referido acima, apesar de em muitos
trabalhos se terem detetado valores de toxina consideraveis nos tecidos das plantas
(McElhiney et al., 2001; Chen et al., 2004; Peuthert et al., 2007; Crush et al., 2008; Sagrane
et al., 2009; Chen et al.,, 2010b) é provavel que este facto se deva a uma superior
biodisponibilidade da toxina promovida pela cultura hidroponica. Assim sendo a nao
acumulacdo de MC nas raizes de D. carota pode ser explicada pela elevada adsorcéo e/ou

degradacao da toxina no solo.
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Chen et al., (2006b) tinham ja reportado que as MCs sao poluentes de elevada
mobilidade no solo, referindo que essa mobilidade esta sobretudo relacionada com o teor
de argila do mesmo. Verificaram ainda que a MC pode persistir em solos agricolas por
periodos relativamente longos, com um tempo de semi-vida que pode variar entre 6 e 18
dias.

Apesar de o solo poder diminuir a disponibilidade da toxina para as culturas
agricolas, é importante salientar que uma vez que a MC atinja o solo podera migrar das
camadas superficiais do mesmo para as camadas mais profundas, aquando da ocorréncia
de precipitacdo, surgindo a possibilidade de lixiviagdo para fontes de agua subterranea
(Chen et al., 2006a).

No que se refere ao tempo de semi-vida e persisténcia da toxina no solo mais
estudos sdo necessarios para identificar os fatores que determinam estes dois parametros.
Esta capacidade de persisténcia tem particular interesse uma vez que pode conduzir a uma
elevada acumulagdo da toxina no solo, apos ciclos consecutivos de rega e de novas
culturas, fazendo com que além da irrigagéo a planta possa também estar a ser exposta a
toxina ja acumulada no solo aquando da sua plantagdo. Tendo este cenario em
consideracdo, e num contexto ambiental onde as plantas podem estar em contacto com
aguas contaminadas por tempo superior ao avaliado neste trabalho (28 dias), o uso deste
tipo de aguas para irrigacdo de D. carota pode efetivamente resultar numa situacao de

risco para a seguranca alimentar.

4.3. Efeitos do Extrato bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR no

Conteldo de Minerais de D. carota

A aquisicdo de minerais por parte da planta, sobretudo dos micronutrientes, pode
ser afetada por numerosos fatores tais como a constituicdo do solo, incluindo a composicao
microbiana, flora vegetal, fatores ambientais bem como a presen¢a de contaminantes.
Neste trabalho o conteddo de minerais nas raizes foi alterado por exposi¢cdo ao extrato
bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR, mostrando que esta mistura complexa de
compostos quimicos, onde se inclui a MC-LR, interfere com a assimilagdo de minerais pela
planta. No entanto o processo que conduz a esta alteracao é desconhecido.

Os minerais s&o fundamentais para garantir o crescimento e desenvolvimento bem-
sucedido de tecidos, tanto vegetativos como reprodutivos, uma vez que servem como
componentes estruturais de macromoléculas, como cofatores em reacdes enzimaticas,
como solutos osmoticos necessarios para manter o potencial de agua adequado, ou como
espécies ionizadas para fornecer equilibrio de carga em compartimentos celulares (Grusak,

2001). Os minerais podem ser divididos em duas classes, com base nas quantidades
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relativas necessérias para o crescimento das plantas: os macronutrientes minerais,
requeridos pelas plantas em maiores quantidades, e 0s micronutrientes minerais,
necessarios em menores concentragdes (Grusak, 2001). No presente trabalho, tanto a
quantidade de macro como de micronutrientes minerais foi, em geral, mais elevada nas
raizes das plantas expostas ao extrato contendo MC-LR. Lahrouni et al. (2013) sugeriram
gue o aumento da concentracdo de minerais pode derivar de uma disrupcdo da
permeabilidade das membranas causada pela MC. Contudo, este efeito ndo deve ser
atribuido exclusivamente a MC-LR, por existirem outros compostos no extrato com
potencial atividade bioldgica. Embora o efeito da MC-LR na alteracdo da permeabilidade
das membranas nao seja de excluir, este deveria estar associado a outros efeitos téxicos,
que nao foram observados no presente estudo. Assim, parece mais correto sugerir que o
aumento de minerais pode estar relacionado com agdo de compostos bioativos presentes
no extrato cianobacteriano que poderdo ter estimulado o transporte de minerais nas raizes.
Outra explicagcdo pode estar relacionada com um aumento da concentragdo destes
elementos no solo fornecidos pelo extrato de M. aeruginosa. Estes fatores poderiam ter
sido discriminados realizando o estudo com a toxina pura, em alternativa ao extrato, no
entanto optou-se por uma situacéo que melhor mimetizasse o ambiente natural. Apesar do
efeito do extrato bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR na acumulacdo de
macronutrientes minerais ja ter sido descrito por varios autores para outras espécies
(Sagrane et al., 2009, Khalloufi et al., 2012; Lahrouni et al., 2013) este trabalho parece ser
0 primeiro a avaliar a acumulacdo de micronutrientes apds exposi¢cdo ao extrato de M.
aeruginosa contendo MC-LR.

Para garantir um adequado crescimento das plantas horticolas é essencial que os
nutrientes sejam assimilados em niveis apropriados. Uma deficiéncia de nutrientes podera
afetar o crescimento das plantas por efeitos diretos no metabolismo celular (ex. biossintese
de macromoléculas, funcionamento do sistema fotossintético, entre outros) (Grusak, 2001).
Contudo, em excesso, e sobretudo no caso dos micronutrientes, podem ocorrer efeitos
adversos, por vezes mais graves do que os causados pela sua deficiéncia (Mukhopadhyay
e Sharma, 1991; Kampfenkel et al., 1995; Fageria et al., 2002). Saqrane et al. (2009)
reportaram que o aumento da concentracdo de minerais foi diretamente proporcional a
concentracdo de MC-LR presente no extrato usado para expor as plantas. No presente
trabalho, parece também existir uma relagdo direta entre a concentracdo de MC-LR
administrada e de minerais acumulados na raiz de planta. Esta relagdo torna-se mais
evidente no caso dos micronutrientes. O aumento de minerais ndo teve consequéncias
evidentes no crescimento da planta, no entanto convém ter em atengéo que o excesso de

minerais pode ser prejudicial, e favorecer a acao téxica da MC-LR (efeito sinergistico).
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4.4. Efeitos do Extrato Bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR no
Contelido de Acido Ascérbico de D. carota

A exposicao de D. carota ao extrato bruto de M. aeruginosa contendo 10 e 50 ug/L
de MC-LR afetou de forma significativa o contetdo de &cido ascorbico das raizes. Uma vez
gue o ser humano néo é capaz de sintetizar este composto, 0 consumo de alimentos ricos
nesta vitamina torna-se importante pois desempenha um papel essencial na sintese de
colagénio, um importante componente estrutural dos vasos sanguineos, tendoes,
ligamentos e ossos (Vasudevan e Sreekumari, 2007). A caréncia de Vitamina C é
responsavel pelo escorbuto (Hodges et al., 1969). E ainda importante na sintese de neuro-
transmissores como a noripenifrina e do aminoacido carnitina, ambos relacionados com a
sintese de acidos biliares (Burtis et al., 2006; Martin, 2006). Em pequenas quantidades,
protege dos danos causados pelos radicais livres e EROs, sobretudo pelo seu papel na
reducdo da Vitamina E oxidada (Kuo, 2013). Desta forma, do ponto de vista nutritivo 0 uso
de aguas contaminadas com M. aeruginosa contendo MC-LR na irrigagdo desta cultura
horticola pode levantar problemas.

Nas plantas, o acido ascorbico é conhecido como o maior antioxidante primario,
agindo como substrato primario na via enziméatica de destoxificacdo das EROs como H-0-
e diretamente na neutralizacdo de radicais superoxido (O.7), singletos de oxigénio (O") e
radicais hidroxilo (OH~). E também um poderoso antioxidante secundario, reduzindo a
forma oxidada do a-tocoferol (Noctor e Foyer, 1998).

O contelido de acido ascorbico est4 associado com a resisténcia a stress oxidativo
e a longevidade das plantas. Mais ainda, os niveis de acido ascérbico tém sido apontados
como importantes na regulagdo da senescéncia, na defesa contra pragas e ainda no
crescimento das plantas (Mazid et al., 2011). Assim, para além do efeito negativo na
qualidade nutritiva, o decréscimo do contetdo de acido ascorbico apos exposicdo a extrato
bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR podera ter um impacto negativoem varios aspetos
do desenvolvimento das plantas, podendo inclusivamente levar a perdas econémicas. De
facto, um estudo com mutantes de Arabidopsis com deficiéncia na biossintese de &cido
ascorbico (vtcl) mostrou que as mesmas eram mais pequenas e mais sensiveis a fatores
abidticos (Lee,1991).

As MCs foram ja apontadas como indutoras de stress oxidativo levando a producao
de EROs (ver seccao 1.3.5). Assume-se que as EROs produzidas por varios tipos de stress
estdo envolvidas na oxidacdo do acido ascorbico e do &cido dehidroascorbico (forma
oxidada do acido ascorbico), levando a uma reducdo do conteudo de acido ascoérbico
(Fridovich e Handler, 1961). Keutgen e Pawelzic (2007), ao estudarem o stress abiotico

(NaCl) em Fragaria, colocaram a hipotese de que quando a taxa de oxidacdo do acido
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ascorbico excede a capacidade de reciclagem, pode ocorrer um declinio da concentracéo
do ascorbato. Assim ndo é de excluir uma resposta semelhante no caso de D. carota, 0
que explica a diminuicdo do acido ascorbico apds exposicdo a extrato bruto de M.
aeruginosa contendo 10 e 50 ug MC-LR/L. Apesar do papel do acido ascorbico na defesa
das plantas contra contaminantes como os metais pesados ser ja conhecido, nada se sabe
acerca da sua funcao contra o stress causado por exposi¢ao a cianotoxinas. De facto,pelo
gue se apurou, este é o primeiro trabalho a investigar o impacto da MC no contetdo de
acido ascorbico. Os resultados obtidos levantam questbes pertinentes sobre o
desenvolvimento das plantas, stress fisioldgico e valor nutricional das cenouras.
Destaca-se ainda a necessidade de otimizacdo dos métodos de
extracdo/quantificacdo do acido ascorbico, uma vez que os resultados dos parametros de
validagdo (resultados n&o apresentados), como a precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade) e exatiddo (recuperacdo das dopagens) apresentaram coeficientes de
variagdo muito elevados (coeficientes de variagdo na ordem dos 12% quando os valores
esperados seriam na ordem dos 5%). Contudo as leituras entre as diferentes réplicas dos
diferentes tratamentos ndo apresentaram desvios padrdo muito elevados o que leva a

considerar os resultados como consistentes.

4.5. Efeitos do Extrato Bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR no

Conteudo de B-Caroteno de D. carota

A exposicéo de D. carota ao extrato bruto de M. aeruginosa contendo 10 e 50 ug/L
de MC-LR néo afetou de forma significativa o conteudo de p-caroteno das raizes. Uma vez
que o B-caroteno (Provitamina A) € um percursor da vitamina A (Bauernfeind, 1972), e que
0 organismo humano ndo € capaz de sintetizar esta vitamina, o0 consumo de alimentos ricos
em (-caroteno torna-se essencial (Novotny et al., 1995; Strube e OveDragsted, 1999).

Apesar de nas condigbes de exposicdo testadas o conteudo de (-caroteno na
cenoura ndo ter sido afetado, ndo é possivel concluir que a toxina ndo altera o conteudo
de B -caroteno nesta cultura, sendo necesséario mais investigacdo em diferentes cenérios
ambientais e de exposi¢do a toxina. De facto, este € o primeiro trabalho que foca os efeitos
do extrato bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR no conteudo de p-caroteno. Contudo,
outros fatores abibticos que provocam stress, como aumento da concentragdo de NacCl,
caréncia de agua ou radiacdo UV (Fathi e Asem, 2013; Ratnakar e Rai, 2013), foram ja
apontados como causadores da alteracdo nos seus niveis em algumas espécies de
plantas. No entanto, enquanto algumas destas condi¢cbes conduziram a um aumento dos
niveis de B-caroteno outras a conduziram a uma diminuicdo (Ayala-Astorga e Alcaraz-
Melendez, 2010; Fathi e Asem, 2013; Ratnakar e Rai, 2013). Os niveis de [B-caroteno
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podem néo variar de forma diretamente proporcional a intensidade do stress imposto a
planta. Stress moderado pode estimular a sintese do [(-caroteno, associado a um
mecanismo de protecdo, enquanto um stress severo provoca uma inibicdo da sua sintese
(Wang e Frei, 2011). Deste modo, sera importante explorar o efeito de concentracdes de
MC-LR ligeiramente mais elevadas que as usadas neste trabalho, de forma a poder avaliar-
se a resposta da planta, no que a este parametro diz respeito.

Tal como no caso do &cido ascorbico, sera necesséria a otimizacdo dos métodos
de extracdo/quantificacdo do B -caroteno, uma vez que os resultados dos parametros de
validacdo (resultados ndo apresentados), como a precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade) e exatiddo (recuperacdo das dopagens) apresentaram coeficientes de
variagdo muito elevados (coeficientes de variagdo na ordem dos 12% quando os valores
esperados seriam ha ordem dos 5%) tornando o método menos sensivel. Neste caso foram
observados grandes desvios nos valores de B-caroteno entre réplicas, (sobretudo nos
tratamentos controlo e 50 pg/L do tempo 32 dias) que influenciaram a andlise estatistica

dos mesmos.
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Com base nos resultados obtidos devemos concluir que o extrato bruto de M.
aeruginosa, com concentragdes de MC-LR entre 10 e 50 pg/L, ndo tem um efeito negativo
evidente no crescimento de D. carota. No entanto a observacao de que apés 28 dias as
raizes expostas ao extrato com a concentracdo de toxina mais elevada apresentaram
menor biomassa que as do grupo controlo, pode querer indicar que exposi¢cdes mais
prolongadas podem levar a efeitos mais severos no crescimento.

Concluiu-se ainda que a exposicéo de D. carota ao extrato bruto de M. aeruginosa
com estas concentracdes de MC-LR néo parece afetar processos bioquimicos vitais como
a fotossintese, levando inclusivamente a uma estimulag¢@o do processo fotossintético.

Os resultados da quantificacdo da toxina apontam para a auséncia, ou para a
presenca da mesma em concentracdes muito baixas nas raizes de D. carota. Estes
resultados levantam a hipétese de que ndo ocorre bioacumulacdo da toxina nas cenouras
e que em condigBes ambientais semelhantes, esta toxina ndo representa um risco para a
saude dos consumidores. Este processo deve ser, no entanto, analisado com maior detalhe
em diferentes condi¢cbes ambientais. Devido a algumas interferéncias da matriz de
cenoura, os métodos analiticos para extracdo e quantificagdo de MC- LR precisam de ser
futuramente otimizados.

Os resultados deste trabalho demonstram que o solo reduz a toxina disponivel para
as plantas. No entanto, é importante salientar que os trabalhos sobre o destino de
cianotoxinas como a MC nos ecossistemas terrestres sdo escassos e que mais informacao
sobre o tema é precisa, sobretudo no que se refere ao tempo de semi-vida e persisténcia
da toxina.

Foi também possivel concluir que a exposicdo das plantas afeta processos
metabdlicos como a acumulacdo de minerais e a sintese de vitaminas. Os métodos
analiticos para extracdo e quantificacao de acido ascorbico e B-caroteno precisam de ser
otimizados. Apesar do conteldo de B-caroteno ndo ter sido afetado, o oposto se verificou
no que ao conteudo de minerais e de acido ascoérbico diz respeito. Apesar do contetido de
minerais ter sido, em geral, mais elevado nas plantas sujeitas a tratamento que nas plantas

controlo, esta situacdo pode levantar questdes de toxicidade para a planta, se a
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acido ascorbico, os resultados apontam para um decréscimo desta vitamina essencial na
alimentacdo humana. E ainda de salientar a auséncia de variacdes no contetido de B-
caroteno contudo, este resultado requer confirmacdo apds otimizagdo do método de
extracao e quantificacao.

Os resultados obtidos demonstram uma clara alteracdo na qualidade nutricional da
cenoura apos exposi¢ao ao extrato bruto de M. aeruginosa contendo MC-LR
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Para tornar os métodos de quantificacdo da toxina mais sensiveis e precisos em
matrizes biolégicas complexas como os extratos de cenoura, por forma a produzir dados
de acumulacdo de maior confianca, € importante que futuramente todo o sobrenadante
recolhido, apos extragcédo da toxina dos tecidos da planta, seja limpo (de forma a eliminar
interferentes indesejados) e concentrado, recorrendo por exemplo, a colunas de extracao
em fase sélida (SPE) Cis de modo a que se aumente a quantidade de MC presente para
que a sua quantificacdo seja possivel por LC-MS. Este passo pode ainda ser importante
para eliminar os falsos positivos que se observaram por ELISA. Sera ainda necessario
otimizar os métodos de quantificacdo e extracdo da MC-LR com dopagens para que
possiveis interferéncias de matriz sejam eliminadas, ou pelo menos tidas em consideragéo.

Seré ainda relevante repetir 0 ensaio de contaminagédo do solo coo extrato de M.
aeruginosa contendo MC-LR mas, desta vez, fazendo-se a extracao da toxina presente no
solo com agua em vez de MeOH, uma vez que no contexto ambiental sera este o solvente
gue melhor mimetizara o que realmente acontece, de modo a estimar qual a percentagem
de toxina recuperada e disponivel para as plantas neste caso. E igualmente necessario
compreender melhor os mecanismos de degradacédo da toxina, para se tentar perceber se
a irrigacao continuada com agua contaminada com MC-LR pode levar a sua acumulacao,
atingindo concentracdes consideradas de risco para as culturas e seguranca alimentar. Até
que estes mecanismos estejam totalmente compreendidos, sera ainda importante regular
0 uso de cianobactérias provenientes de florescéncias como biofertilizantes. Sera
igualmente importante criar planos de monitorizacao das aguas utilizadas na agricultura e
contaminacao dos solos, para esta toxina especifica.

No que diz respeito a caraterizacdo do estado fisioldgico da planta e em particular
da capacidade fotossintética, sera também importante complementar os dados obtidos com
o PAM com outras técnicas, como por exemplo a quantificacdo dos pigmentos
fotossintéticos, que permitam verificar o grau de fotoinibicdo em todo o tecido e ndo apenas
nos locais das folhas medidos pelo PAM. Caso se confirme a estimulagéo da fotossintese
pelo extrato contendo MC-LR, serd importante tentar perceber os mecanismos
responsaveis por esta resposta, e se essa estimulacéo pode estar relacionada com a maior

assimilacdo de minerais que se observou nas plantas expostas.
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Apesar de até um certo ponto 0 aumento de nutrientes minerais poder ser benéfico
para as plantas, quantidades de nutrientes aumentadas podem levar a problemas de
toxicidade. Assim, futuramente sera necessario avaliar bem este parametro em culturas
agricolas expostas a cianobactérias e cianotoxinas e tentar verificar se uma exposi¢do mais
alargada de D. carota (durante o tempo de crescimento que em geral estas culturas tém
em campos de producdo) bem como de outras plantas horticolas podera levantar
problemas associados com perdas economicas.

Por outro lado, serd importante perceber o estado fisioldgico da planta no que ao
stress diz respeito, através da analise de marcadores adequados. Através da analise do
conteudo de acido ascorbico pode supor-se que a diminuigdo observada esta relacionada
com as condi¢des de stress a que a planta esteve exposta. No entanto, como este é o
primeiro trabalho a quantificar a vitamina apos exposicdo ao extrato de M. aeruginosa
contendo MC-LR, sera importante perceber os mecanismos de resposta da planta. Devido
a elevada importancia que o acido ascoérbico tem na alimentacdo do Homem, sera também
importante estender a quantificagcdo do mesmo a outras plantas horticolas, consideradas
como fontes essenciais da vitamina. Sera ainda necessaria a otimizagdo dos métodos de
extracao/quantificacdo, uma vez que os resultados dos pardmetros de validagdo, como a
precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e exatiddo (recuperacdo das dopagens)
apresentaram coeficientes de variacdo muito elevados. De facto, este pode ter sido o
motivo para ndo se observarem diferencas estatisticamente significativas no contetdo de
B-caroteno e, por isso, a sua quantificacdo apds a otimizacdo dos métodos deve ser

repetida.
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