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RESUMO - Plantas de aguapé foram cultivadas em solucgado nutritiva de Hoagland & Arnon
n.2, cujo aumento dos niveis de N, P e Cu estabeleceu as diferencas entre os tratamentos.
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes.
As variaveis fisioldgicas avaliadas foram area foliar, peso de matéria seca e taxa de crescimento
absoluto, taxa de crescimento relativo, taxa assimilatoria liquida, razdo de area foliar, peso
especifico de folha, area foliar especifica. Foram determinados também os teores de acUcares
totais e redutores e de aminoéacidos totais e a atividade das enzimas glutationa S-transferase
e superoxido dismutase. Os extratos enzimaticos foram obtidos da matéria fresca da parte
aérea das plantas. Apds a coleta, foram determinados os pesos de material seco de raizes,
peciolos e folhas, que foram utilizados para a determinacdo de acuUcares sollveis totais e
redutores e de aminodacidos. O excesso de nitrogénio causou aumento de agucares nas folhas
e de aminoé&cidos nas raizes. Ja o tratamento com excesso de fosforo levou ao aumento de
acuUcares nas raizes. Os resultados apresentados sugerem que, entre os nutrientes em excesso
avaliados, o cobre (0,12 mg Lt) foi o maior indutor da atividade da GST e SOD, sugerindo que
este elemento induziu estresse nas plantas de aguapé.

Palavras-chave: metal pesado, superéxido dismutase, glutationa S-transferase, andlise de crescimento.

ABSTRACT - Water hyacinth plants were cultivated in a Hoagland & Arnon n.2 nutrient solution
with increased N, P and Cu levels establishing the differences among the treatments. The
experimental design was completely randomized, with four replicates. Physiological evaluations
included leaf area, dry matter and growth analysis parameters (absolute growth rate, relative
growth rate, net assimilatory rate, leaf area ratio, specific leaf weight, specific leaf area).
Biochemistry evaluations were total and reducing sugars, total amino acids and activity of the
antioxidant enzymes (glutathione S-transferase and superoxide dismutase). The enzyme extract
was obtained from fresh matter of the aerial part of the plants. Root and leaf dry material was
used to determine total and reducing sugars, and amino acids. Nitrogen supplementation caused
increased levels of sugars in the leaves and of amino acids in the roots. The treatment with
excess phosphorus caused increased levels of sugars in the roots. The results suggest that
copper (0.12 mg L?) increased the activity of GST and SOD, inducing stress in the water hyacinth
plants.
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INTRODUCAO

Eichhornia crassipes (aguapé) € uma planta
daninha aquética emersa capaz de aumentar
sua massa verde em 15% ao dia, dobrando-a a
cada seis ou sete dias, acumulando 800 kg por
hectare por dia. Quando em condi¢des 6timas,
produz até 480 toneladas de massa verde por
hectare em um ano, com um incremento de
volume de 4,8% ao dia. Um lago coberto por
aguapés perde de duas a oito vezes mais agua
por evapotranspiracdo do que se estivesse com
a superficie livre (Marcondes & Tanaka, 1997).

Moraes (1999) afirma que a comunidade
de macrofitas aquaticas tem atraido o interesse
de diversos pesquisadores, particularmente
devido a sua capacidade de retencdo de nu-
trientes. O autor afirma ainda que a oferta
constante de nutrientes resulta também na
proliferacdo das macrofitas, que encontram em
reservatérios condi¢gfes propicias para
crescimento descontrolado.

Neves et al. (2002) declaram que o cres-
cente desenvolvimento tecnolégico promove
sérios desequilibrios nos ambientes aquaticos.
A retirada da protecdo e da competi¢cdo propor-
cionada pelas matas ciliares, a eroséo de solos
agricolas e 0 despejo de residuos industriais e
urbanos que se acumulam alteram o equilibrio
fisico-quimico desses ambientes.

Além disso, a proliferacdo desordenada do
aguapeé é extremamente prejudicial ao funcio-
namento operacional de barragens, a navegacao
e arecreacdo, além de consistir em sitio repro-
dutivo para organismos vetores de doencas. Ao
receber uma descarga de residuos, os organis-
mMos aquéaticos iniciam o processo de autodepu-
racdo e transformam o material biodegradavel
em nutrientes, promovendo freqUuentemente a
eutrofizacdo dos ambientes aquaticos (Neves
et al., 2002).

Segundo Corréa et al. (2002), o crescimento
do aguapé é diretamente proporcional ao
fornecimento de niveis baixos ou moderados
de nutrientes. Quando os nutrientes encon-
tram-se em concentraces elevadas, ndo oca-
sionam aumento do crescimento da planta,
mas acarretam sua assimilacdo luxuriante,
sendo esse fato preferivel a intoxicagcéo da vida
aquatica. Com o crescente processo de eutro-
fizacdo, os vegetais aquaticos, desde algas até
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macrofitas, podem se tornar um problema, em
razdo do crescimento rapido e desordenado,
decorrente do desequilibrio do ambiente. O
excesso de nutrientes tem se tornado preocu-
pante, devido a utilizacéo de grande variedade
de elementos.

Corréa et al. (2002) afirma que o desen-
volvimento adequado e a proliferacdo de ma-
crdéfitas dependem de nutrientes como C, N, P,
S, K, Ca, Mg, Mo, Mn e Cu, que, em baixas
concentracdes, sdo essenciais para os proces-
sos metabdlicos normais. O fésforo e o nitro-
génio sdo os nutrientes mais exigidos pelas
plantas de aguapé; quando os teores desses
elementos encontram-se elevados, tornam-se
potencialmente citotoxicos, atuando como
poluentes ambientais.

Lopes-Ferreira (1995) constatou o efeito
depurador de macroéfitas no tratamento de
esgotos sanitarios, reduzindo a carga de nu-
trientes, de coliformes e a demanda bioquimica
de oxigénio (DBO), por meio da adsorcao de
material organico particulado e dissolvido pelas
raizes. O autor afirma que a alta concentracao
de nutrientes satura as plantas, podendo
ocorrer degeneracdo no metabolismo, embora
a assimilagéo luxuriante possa ser limitada por
algum mecanismo de defesa.

Rama Devi & Prasad (1985) citam que o
cobre, apesar de em concentracdes inadequa-
das ser considerado um poluente ambiental, é
um nutriente essencial, participando como
componente de varias enzimas e, principal-
mente, catalisando reacdes de reducdo no
transporte de elétrons. Além disso, exerce
funcBes na sintese de proteinas, no metabo-
lismo de carboidratos e na fixacdo simbidtica
de nitrogénio (Marschner, 1995; Nelson & Cox,
2000).

O cobre é potencialmente gerador de
espécies reativas de oxigénio, como, por exem-
plo, radicais superoxido (O,*) e hidroxila (HO*)
e peroxido de hidrogénio (H,0,). Consequen-
temente, quando em excesso, este metal pode
causar danos severos, adicionando grupos
sulfidrila as proteinas e induzindo a peroxi-
dacdo de lipidios das membranas celulares
(Aust et al., 1989; De Vos et al., 1992).

Em razéo da constante exposicdo a inUme-
ros compostos quimicos externos e potencial-
mente téxicos (compostos xenobidticos), as
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plantas desenvolveram processos bioqui-
micos para combaté-los (Sies, 1993; Coleman
et al., 1997). Enzimas como a superoxido
dismutase (SODs, EC 1.15.1.1) e a glutationa
S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) desem-
penham acfes relevantes no metabolismo
celular normal, na desintoxicacdo de ampla
variedade de compostos xenobidticos e na
defesa contra substancias oxidantes. As SODs
sdo metaloenzimas que ocorrem em trés formas
moleculares que contém os metais Mn, Fe ou
CuZn como grupos prostéticos, que catalisam
a dismutacdo de O* a H,0, e O, (Fridovich,
1986). Ja as GSTs séo consideradas enzimas
de desintoxicacéo, pois catalisam a conjugacéo
de glutationa a uma variedade de substratos
citotéxicos, sendo induzidos por metais pesa-
dos (MacDonald et al., 1991; Bilang et al.,
1993). Portanto, a atividade destas enzimas é
de importancia significativa para a sobrevi-
véncia de organismos submetidos a estresses
ambientais.

Com base no exposto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o comportamento
fisiologico, a atividade de enzimas antioxi-
dantes (GST e SOD) e os teores de carboidratos
e aminoacidos em plantas de aguapé subme-
tidas a excesso de nitrogénio, fosforo e cobre.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo no Departamento de Botanica do
Instituto de Biociéncias - UNESP, campus de
Botucatu (SP). As avalia¢des bioguimicas foram
realizadas no Laboratorio de Bioquimica de
Xenobioticos desta mesma unidade.

As plantas de aguapé foram coletadas de
um lago situado na Fazenda Experimental
Lageado, Botucatu-SP, selecionadas quanto a
uniformidade de tamanho, lavadas e mantidas
por 48 horas em 4gua desmineralizada. Apés
este periodo, foram transferidas para recipien-
tes de polietileno contendo trés litros de solucéo
nutritiva n® 2 de Hoagland & Arnon (1950), cujo
aumento dos niveis de N, P e Cu estabeleceu
as diferencas entre os tratamentos. Esses tra-
tamentos foram assim designados: TC (trata-
mento controle), no qual foi utilizada a solu¢cao
nutritiva completa; TN, em que a solucéo
continha o dobro da concentracdo de N - igual
a 420 mg L%; TP, em que a solucao continha o
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dobro da concentragéo de P - igual a 64 mg L?;
TCu-I, em que a solucéo continha o dobro da
concentragédo de Cu - igual a 0,16 mg L?; e
TCu-Il, em que a solucdo continha 50% da
concentracgéo de Cu- igual a 0,12 mg L.

O delineamento experimental foi o inteira-
mente casualizado, com quatro repeticdes. As
plantas foram coletadas em duas épocas, aos
28 e 45 dias de cultivo, sendo separadas em
raizes, peciolos e folhas. Em seguida, deter-
minou-se a area foliar, com posterior secagem
dos diferentes 6rgdos em estufa de circulagéo
forcada de ar a 60 °C. O material seco e moido
de folhas e raizes foi utilizado para a deter-
minacao dos teores de agUcares solUveis totais
e redutores e de aminoacidos totais e para a
determinacdo das variaveis analise de cres-
cimento, taxa de crescimento absoluto (TCA),
taxa de crescimento relativo (TCR), taxa
assimilatéria liquida (TAL), razdo de area foliar
(RAF), peso especifico de folha (PEF), razdo de
massa foliar (RMF) e area foliar especifica
(AFE), de acordo com as especificacBes de
Benincasa (1988). Os acucares sollveis totais
e redutores foram determinados de acordo com
0 método de Dubois et al. (1956) e Nelson
(1944), respectivamente. Os aminoacidos totais
foram determinados segundo o método pro-
posto por Kabat & Mayer (1967). As amostras
para determinacdes enzimaticas foram obtidas
a partir de extratos da matéria fresca da parte
aérea das plantas nas duas épocas de coleta.
Estas determinacfes seguiram o método pro-
posto por Wu (1996) para GST e o0 proposto
por Giannopolitis & Ries (1977) para SOD. O
conteuddo de proteina solUvel total nos extratos
enzimaticos foi determinado de acordo com o
método de Lowry et al. (1951). Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas submetidas aos tratamentos TN
e TCu Il, em relacdo a testemunha, reduziram
em 32,0 e 15,0%, respectivamente, sua velo-
cidade de crescimento (TCA) e em 9,2 e 5,6%,
respectivamente, a producdo de massa seca
(TCR). J& aquelas submetidas aos tratamentos
TP e TCu | apresentaram incremento de 11,3 e
11,5%, respectivamente, na TCA e de 2,0 e
0,5%, respectivamente, na TCR (Figura 1a).
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Figura 1 - Varidveis da andlise de crescimento em plantas de aguapé submetidas a tratamentos com excesso de nutrientes. TCA
e TCR (a); RAF e AF (b); RMF e TAL (c). Botucatu-SP, 2002.
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A area foliar e a area foliar util para a fotos-
sintese (RAF) tiveram o mesmo comportamento
nas duas épocas de coleta (Figura 1b), com
diminui¢gBes somente nas plantas cultivadas
no tratamento TN, que apresentaram reduc¢des
de 45,4% para area foliar e 27,2% para RAF
aos 48 dias apos a transferéncia para a solucéo
nutritiva (DAT). No entanto, as plantas sub-
metidas ao tratamento TN apresentaram
eficiéncia fotossintética (TAL) 64,8% superior
a da testemunha (Figuralc).

A matéria seca das plantas nao foi influen-
ciada pelos tratamentos em nenhuma das
épocas de coleta, porém observou-se maior
acumulo de matéria seca nos peciolos
(Tabela 1). O tratamento TP proporcionou
incremento de area foliar de 18,8% aos 25 DAT
e de 6,2% aos 48 DAT. Os tratamentos com
excesso de cobre (TCu | e TCu Il) apresentaram
maiores valores de area foliar aos 48 DAT
(Tabela 1).

Os teores de agUcares totais e redutores e
de aminoacidos de folhas e raizes de plantas
de aguapé, nas duas épocas de coleta, ndo
diferiram entre as plantas submetidas aos
diferentes tratamentos (Tabela 2). Entretanto,
na primeira coleta, realizada aos 25 DAT,
observou-se que nas folhas das plantas
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submetidas ao tratamento com excesso de N
ocorreu incremento de 59,1 e 57,4%, respec-
tivamente, de acuUcares sollveis redutores e
totais, em comparacdo com a testemunha.
Incrementos de 73,2% de agUcares redutores
e de 72,8% de acUcares totais foram observados
nas raizes das plantas submetidas ao excesso
de P, em relacdo a testemunha. O excesso de
N acarretou aumento de amino&cidos totais nas
raizes das plantas de aguapé nas duas épocas
analisadas.

A assimilacéo de N é um processo vital que
controla o crescimento e o desenvolvimento da
planta. O nitrogénio inorganico é assimilado
em aminoécidos, que servem como importantes
armazenadores de nitrogénio em plantas (Lam
et al., 1996; Buchanan et al., 2001). Pode-se
verificar uma correlacédo direta de suprimento
de nitrogénio com os niveis de compostos
nitrogenados nas plantas.

Cataneo (1989) também observou que a
suplementacédo de nitrogénio ocasionou incre-
mento de aminoacidos totais tanto em folha
quanto em raizes de feijoeiro.

N&o houve diferenca da atividade da GST
entre as plantas submetidas aos tratamentos
controle e aquelas com excesso de N (TN) e Cu

Tabela 1 - Matéria seca e drea foliar em plantas de aguapé submetidas a excesso de nutrientes, em duas épocas de coleta.
Botucatu-SP, 2002

Matéria seca (g) Area Foliar
Tratamento - - N
Folhas Raizes Peciolos Total (dm”)
Controle 2,5300 a 2,6500 a 3,6050 a 8,785 a 4694,2 ab
Primeira [P (64 mg L") 2,7400 a 2,3225 a 3,4750 a 8,538 a 5585,3 a
coleta | N (420 mgL™) 2,3375 a 1,8450 a 3,2025 a 7,385 a 3904,4 b
(28 DAT) [Cu1(0,16 mgL™") 2,3250 a 1,9225 a 2,9700 a 7,218 a 4674,5 ab
Cu 11 (0,12 mgL™) 2,2950 a 1,9575 a 3,0175 a 7,270 a 4703,2 ab
F 0,76* 1,22% 0,58 0,92 1,97*
cv 17,71 38,78 22,43 30,17 18,00
Controle 6,2950 a 4,8525 a 10,9600 a 22,1100 ab 15533,0 a
Segunda |P (64 mgL™) 6,5750 a 5,6325 a 11,1600 a 23,3600 a 16495,0 a
coleta [N (420 mg L") 42725 b 3,7875 a 6,3600 a 16,4500 b 8482,0 b
(42 DAT) |Cu1(0,16 mgL™h 6,6350 a 4,7175 a 10,7100 a 22,0700 ab 17221,0 a
Cull (0,12 mgL™") 5,7400 ab 3,6975 a 9,1600 a 18,5900 ab 16501,0 a
F 4,88ns 2,48ns 1,79%* 2,70ns 12,81ns
Ccv 15,00 22,58 18,24 17,12 13,58

* Significativo a 5% (P>0,05); ns: ndo-significativo. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (0. 0,05). DAT = dias apds o transplante para a solug@o nutritiva.
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(TCu le TCu Il) na primeira época de coleta, ao
passo que o excesso de P (TP) causou dimi-
nuicéo da atividade desta enzima (Figura 2). O
tratamento com Cu (TCu-Il) causou aumento
da atividade da GST na segunda coleta.

Verificou-se aumento de aproximadamente
100% na atividade da SOD nas plantas ava-
liadas na primeira coleta, quando cultivadas
com Cu (TCu I). Na segunda coleta, as plantas
submetidas ao excesso de P (TP) e Cu (nas duas
concentracdes) também apresentaram au-
mento da atividade da SOD (Figura 2).

Metais pesados, como o cobre, induzem a
formacéao de espécies reativas de oxigénio, entre
elas o radical superéxido (O,), levando ao
estresse oxidativo nas plantas (Marrs, 1996).
No presente estudo, o cobre (TCu Il) pode ter
causado estresse nas plantas de aguapé, uma
vez que houve aumento da atividade da GST
nessas condi¢des, como uma tentativa de de-
sintoxicagéo das plantas. Observando os resul-
tados, pode-se verificar que a resposta da GST
a presenca deste elemento na planta de aguapé
€ manifestada de modo pronunciado em
condi¢cBes moderadas de estresse.

Segundo Rauser (1995), as plantas pos-
suem mecanismos de manutencdo de concen-
tracBes de metais entre os limites de deficiéncia
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e toxicidade, por meio da agdo de proteinas
denominadas fitoquelatinas, as quais impe-
diriam a estimulacéo da atividade da GST. Por
outro lado, na tentativa de eliminacdo dos
radicais superoéxido formados sob condicdes de
adversidades ambientais, as plantas apresen-
tam mecanismos de defesa, através do aumento
da atividade da SOD, correlacionando-se ao
aumento da tolerancia ao estresse (Gupta et al.,
1993; Mazhoudi et al., 1997; Scandalios, 1993;
Tsang et al., 1991).

Neste estudo, o0 aumento da atividade da
SOD sob condicdes de excesso de cobre indicou
a geracao de estresse oxidativo nas plantas de
aguapé. Estes resultados estao de acordo com
Rama Devi & Prasad (1998), que, trabalhan-
do com a planta aquatica Ceratophyllum
demersum, observaram aumento da atividade
da SOD quando segmentos dessas plantas
foram mantidos por 24 horas em solucéo
nutritiva contendo excesso de cobre.

Na literatura ndo ha concordancia quanto
aos efeitos da nutricdo fosfatada no acumulo
de carboidratos néo-estruturais, em folhas
intactas. No presente trabalho, os aumentos
de carboidratos nas raizes das plantas sob
excesso de fésforo estdo em concordancia com
trabalhos realizados com baixa disponibilidade

Tabela 2 - Valores percentuais de agicares redutores, agticares totais e aminodcidos totais de plantas de aguapé submetidas a
excesso de nutrientes, em duas épocas de coleta. Botucatu-SP, 2002

Actcares redutores (%) Actcares totais (%) Aminodcidos totais (%)
Tratamento
Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes
Controle 0,0247 a 0,0213 a 0,0495 a 0,0427 a 0,0536 a 0,2600 b
Primeira |P (64 mgL™") 0,0247 a 0,0369 a 0,0493 a 0,0738 a 0,0563 a 0,2625 b
coleta [N (420 mgL™") 0,0393 a 0,0201 a 0,0779 a 0,0401 a 0,0567 a 0,2707 a
(28 DAT) [Cu1(0,16 mgL™") 0,0251 a 0,0200 a 0,0502 a 0,0400 a 0,0542 a 0,2608 b
Cull (0,12mgL") | 0,0306a 0,0213 a 0,0611 a 0,0426 a 0,0548 a 0,2603 b
F 2,16% 0,89% 2,16% 0,89% 2,14% 11,57™
Ccv 29,29 64,56 29,29 64,53 3,34 0,99
TC 0,0412 a 0,0230 a 0,0823 a 0,0459 a 0,2646 a 0,2599 b
Segunda |P (64 mgL™) 0,0296 a 0,0212 a 0,0592 a 0,0424 a 0,2621 a 0,2605 b
coleta | N (420 mgL™") 0,0335a 0,0313 a 0,0670 a 0,0626 a 0,2627 a 0,2687 a
(42 DAT) |Cu1(0,16 mgL™) 0,0278 a 0,0219 a 0,0556 a 0,0437 a 0,2624 a 0,2600 b
Cull(0,12mgL") | 0,0279a 0,0246 a 0,0559 a 0,0491 a 0,2619 a 0,2620 ab
F 1,35% 1,83% 1,34% 1,84% 2,17% 4,58%
Ccv 30,23 24,67 30,28 24,68 0,55 1,32

* Significativo a 5% (P>0.05); ns: ndo-significativo. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (a0 0,05). DAT = dias apds o transplante para a solugdo nutritiva.

Planta Daninha, Vigosa-MG, v.21, p.27-35, 2003. Edi¢do Especial

SBCPD



Avaliacdes fisioldgicas e bioquimicas de plantas de ...

deste elemento, ocorrendo reducao na produ-
cao de fotoassimilados em alfafa (Vance et al.,
1979) e diminuicao da taxa fotossintética em
soja (Qiu & Israel, 1992).

Os resultados apresentados sugerem que,
dos nutrientes em excesso avaliados, o cobre
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foi o maior indutor de estresse, acarretando
aumentos da atividade da GST e SOD, que
atuariam na desintoxicacao de cobre em
plantas de aguapé. Verificou-se que todos os
tratamentos submetidos a niveis excessivos de
nutrientes causaram alteracoes no desenvolvi-
mento das plantas de aguapé.

Gluatationa S-transferase (mmol min-! mg-! prot)

f-Primaira coleta (25DAT) - DMS=347,9
/ [COSegunda coleta (48DAT) - DMS=348,07

20D

1500

104060

500

1] "/ /.
[} PGang, L-12 Hea20 mg.L-13 CLT(0, 16 L-1] Cullid, 12mg.L-11)
Tratamentos
Superéxido Dismutase (Ux1000 mg-! de proteina)
f,-’ EPrimeira coleta (25DAT) - DMS=38%&,2

g JC0%egunda coleta (48DAT) - DM3=2440,7

'? 9

5]

5

I3

3

a |

9

o

a PiSdmgy.L-1] Wid2d mg.L-1] Cul (0,18mg-L-1) CUIl {0, 13mg.L-1]
Tratamentos

Figura 2 - Atividade de glutationa S-transferase (GST) e superdxido dismutase (SOD) em plantas de aguapé submetidas a
excesso de nutrientes, em duas épocas de coleta. Botucatu-SP, 2002.
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