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RESUMO

ALMEIDA, Graziele Wolff de. Avaliacdo do potencial bioindicador e
fitorremediador de Salvinia auriculata Aublet na presenca de cadmio
e chumbo. 2009. 72 p. (Mestrado em Ecologia Aplicada) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

A contaminacdo do ecossistema aquatico por metais pesados tem sido
motivo de preocupacgdo de pesquisadores e Orgdos governamentais envolvidos
no controle de poluicdo. Entre os metais de maior toxicidade encontram-se o
cadmio e o chumbo, presentes em varios tipos de efluentes industriais. Visando
minimizar o impacto gerado pelo lancamento desses efluentes em corpos d’agua,
a fitorremediacéo tem sido um instrumento de controle de &reas contaminadas
por metais pesados. Por meio desta técnica podem-se recuperar grandes areas a
um baixo custo. Plantas aquaticas tém sido utilizadas em pesquisas ecoldgicas
tanto como bioindicadores da qualidade de &gua quanto como extratoras de
metais pesados, pois sdo capazes de absorver vérias substancias inorganicas do
corpo d’&gua, sendo entdo consideradas fitorremediadoras. Porém, a resposta
apresentada por essas plantas, quando submetidas a ambientes contaminados, é
muito variavel, tornando-se necessario testar o comportamento de cada espécie
frente & contaminacgdo. Neste trabalho, objetivou-se estudar o comportamento da
planta aquética Salvinia auriculata, medindo o crescimento e as caracteristicas
morfoanatémicas das plantas submetidas a diferentes concentracdes de Cd e Pb,
bem como o teor destes metais acumulados em seus tecidos, a fim de estabelecer
parametros para a sua utilizagdo no biomonitoramento e na remediagao de aguas
contaminadas. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Lavras, onde as plantas foram cultivadas em solucéao
nutritiva de Hogland-Arnon 20% e submetidas a diferentes concentracdes dos
metais, separadamente. Foram realizadas andlises do acimulo dos metais por
meio de absor¢do atbmica, anélises anatdmicas por microscopia eletrénica e de
luz e avaliacdo do crescimento e da biomassa. Observou-se que S. auriculata
apresentou danos morfoanatdmicos e redugdo em sua biomassa e crescimento
populacional quando exposta ao Cd, além de acumular concentragdes
consideraveis do metal em seus tecidos. Na presenca do Pb, a planta também
acumulou altas concentracbes do metal, principalmente na parte submersa,
porém, ndo apresentou danos visiveis, mostrando-se resistente a esse metal. Em
relacdo ao Cd, essa espécie pode ser utilizada como indicador ecoldgico da

* Comité Orientador: Evaristo Mauro de Castro — UFLA (orientador), Janice Guedes de
Carvalho — UFLA (coorientador), Jodo José G. S. M. Marques -
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presenca desse metal, enquanto que exposta ao Pb possui potencial como espécie
fitorremediadora.

ABSTRACT

ALMEIDA, Graziele Wolff de. Evaluation of the bioindicator and
phytoremediator potential of Salvinia auriculata Aublet in the
presence of cadmium and lead. 2009. 72 p. (Master in Applied Ecology)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Aquatic ecosystem’s contamination by heavy metals has been motive of
concern of researchers and government agencies involved in pollution control.
Among the metals of greatest toxicity are the cadmium and lead, found in
various types of industrial effluents. Aiming to minimize the impact generated
by the release of effluents into water bodies, the phytoremediation has been a
tool for control of areas contaminated by heavy metals. By this technique you
may recover large areas at a low cost. Aquatic plants have been used in
ecological research as much as bioindicators of water quality and as extraction
of heavy metals, they are able to absorb various inorganic substances from the
water body, then being considered phytoremediator. However, the response
shown by these plants, when subjected to contaminated environments, is very
variable, making it necessary to test the behavior of each species against
contamination. This work aimed to study the behavior of the aquatic plant
Salvinia auriculata, measuring the growth and morphological and anatomical
characteristics of plants subjected to different concentrations of Cd and Pb, as
well as the content of these metals accumulated in their tissues in order to
establish parameters for their use in biomonitoring and remediation of
contaminated water. The experiments were conducted in a greenhouse at the
Federal University of Lavras, where the plants were grown in nutrient solution
of Hogland & Arnon, 20% and separately subjected to different concentrations
of the metals. We performed analyses of the accumulation of metals by atomic
absorption, analyses by anatomical light and electron microscopy and
assessment of growth and biomass. It was observed that S. auriculata showed
morphological and anatomical damage and reduction in their biomass and
population growth when exposed to Cd, besides accumulating considerable
concentrations of metal in their tissues. In the presence of Pb the plants also
accumulated high concentrations of metal, mainly in the underground, however,

* Guidance Committee: Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Adviser), Janice Guedes de
Carvalho — UFLA (Co-adviser), Jodo José G. S. M. Marques -
UFLA (Co-adviser)



showed no visible damage and it is resistant to this metal. Related to the Cd, this
species can be used as ecological indicator of the presence of metal, while
exposed to Pb has potential as a phytoremediator species.



CAPITULO 1



1 Introducéo geral

Os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de maneira significativa
devido a multiplos impactos ambientais resultantes de atividades antrdpicas
(Goulart & Callisto, 2003). Entre essas atividades, 0 uso em larga escala de
fertilizantes e o0 aumento das atividades industriais e de mineracdo tém
promovido a contaminagdo do solo, de cursos d’agua e do lencol freatico por
metais pesados (Malavolta, 1994). Alguns desses metais s&o o cadmio e o
chumbo que, além de serem téxicos em pequenas quantidades, séo
bioacumulativos, interferindo em toda a teia trofica, além de possuirem um
longo tempo de residéncia no ambiente.

Visando obter uma tecnologia com baixo custo e eficiente, a recuperacéo
de areas contaminadas pela fitorremediacdo utilizando plantas aquéaticas tem
sido amplamente estudada no mundo inteiro (Gardea-Torresdey et al., 2005;
Vardanyan & Ingole, 2006). Mas, para que a fitorremediacdo seja eficiente, é
necessario testar o comportamento das espécies frente a contaminagdo. Pois,
para que uma planta seja um bom fitorremediador é necessario que ela acumule
concentragOes relativamente elevadas do poluente em seus tecidos, sem sofrer
efeitos de toxidez. Caso a planta seja susceptivel ao poluente, apresentando
sintomas, ela é considerada um indicador ecoldgico da poluicéo.

Considerando a escassez de informacbes sobre o comportamento de
Salvinia auriculata, uma pteridofita aquatica, em relacdo a contaminacao por Cd
e Pb, este trabalho foi realizado com o objetivo principal de realizar um
bioensaio do potencial fitorremediador e bioindicador desta planta, utilizando-se
0s niveis ultraestruturais (morfoanatomia) e populacionais (biomassa e nimero
de rametes) como abordagem para o estudo, bem como o teor de metal pesado

acumulado nos tecidos da planta. Dessa maneira, busca-se fornecer subsidios



para a utilizacdo efetiva da mesma como fitorremediadora e ou bioindicadora de
aguas contaminadas pelos metais avaliados.

Para alcancar tais objetivos, as seguintes hipéteses foram testadas: (1)
Salvinia auriculata, em ambientes contaminados por Cd e/ou Pb, se comporta
como indicador ecoldgico apresentando sintomas de toxidez e (2) Salvina
auriculata é um fitorremediador de Cd e ou Pb, sendo a concentragdo dos metais

em seus tecidos dependente da concentracdo desses na solucao.

2 Referencial teorico

2.1 Contaminac&o por metais pesados

A intensa utilizacdo de fertilizantes e pesticidas de forma inadequada,
juntamente com o aumento das atividades industriais e de mineracdo, é a
principal causadora da contaminagdo do solo e corpos d’agua por metais pesados
(Malavolta, 1994).

Consideram-se metais pesados 0s elementos metélicos que possuem
densidade maior que 5 gcm™, também conhecidos como elementos-trago, por
serem naturalmente encontrados em concentracdes muito baixas, na ordem de
parte por milhdo (ppm) ou parte por bilhdo (ppb) (Tan, 2000). Esses metais
ocorrem naturalmente na crosta terrestre, sendo alguns essenciais para o
desenvolvimento dos seres vivos, como zinco, cobre, niquel, cromo, ferro e
manganés (Malavolta, 1994). Por processos de intemperismo da rocha ou por
meio de atividades agricolas e industriais, esses metais sdo lancados no
ambiente, contaminando tanto o ecossistema terrestre como 0 aquatico,
acarretando em efeitos adversos para a biota e os aquiferos, inutilizando o meio
para a producdo de alimentos e impossibilitando a sobrevivéncia de organismos
(Camargo et al., 2001).



Os metais pesados podem se apresentar sob a forma sollvel, como ions
metalicos, estando presentes em sedimentos fluviais (Salomons & Forstner,
1980). Uma vez disponiveis, os ions metalicos sdo absorvidos pelas plantas e
incorporados aos organismos, principalmente pela alimentacdo, acumulando-se
ao longo da cadeia trofica. Os danos causados pela bioacumulacdo dos metais
pesados sdo muitos, entre eles a morte de planctons e a diminuicdo de
populacBes de consumidores primarios e secundarios, como peixes e aves (Zhou
et al., 2008).

As plantas, quando expostas a contaminacdo por metais pesados, podem
apresentar danos morfoldgicos, anatdmicos e fisioldgicos, podendo sofrer
mudancas em processos biolégicos, como fotossintese, respiracdo, atividade

enzimatica e crescimento (Kérenlampi et al., 2000).

2.1.1 Chumbo

O Pb ¢ relativamente abundante na crosta terrestre, tendo concentragao
média de 10 a 20 mgkg™. Ja em aguas superficiais essa concentracdo ¢ de,
aproximadamente, 0,02 pgL™.

As atividades de mineragdo e fundicdo sdo importantes fontes de
emissdo de Pb. Além disso, o Pb esta presente em diversas formas de produtos e
materiais, como ceramicas, soldas, municGes, equipamentos médicos (protetor
de raios X), pilhas e baterias, encanamento e equipamentos elétricos, além se ser
amplamente utilizado na fabricacdo de tintas (Paoliello & Chasin, 2001).

Embora os processos naturais e antropogénicos sejam responsaveis pela
liberagio do Pb no ambiente, a contaminacdo via atividade humana é
predominante (Agency for Toxic Substances and Disease Registry - ATSDR,
1993; Zhou et al., 2008). Uma vez liberado, o Pb possui longo tempo de
residéncia, comparado a maioria dos poluentes (Alloway, 1993). O Pb é

depositado em lagos, rios e oceanos, proveniente da atmosfera ou do escoamento
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superficial do solo, sendo adsorvido aos solidos suspensos e sedimentos
(ATSDR, 1993). Em Minas Gerais, devido a grande presenca de atividades de
mineracdo, os cursos d’agua proximo a essas atividades encontram-se
contaminados por Pb, podendo apresentar concentracdo de até 153 pgL™, como
0s rios de Ouro Branco (Jordao et al., 1999). Na regido da bacia do rio das
Mortes, também em MG, tanto o solo quanto a 4gua dos rios apresentaram, em
média, concentracbes superiores a aceitavel, de acordo com levantamento
realizado por Zuliani (2006).

O Pb é venenoso e bioacumulativo, podendo entrar na teia alimentar por
meio da absorcdo por plantas. Ele pode causar problemas gastrintestinais,
hematoldgicos, com a inibicdo de algumas enzimas, renais e neuroldgicos,
principalmente em criancas (Paoliello & Chasin, 2001).

E pouco provavel que o Pb afete as plantas aquaticas nos niveis
encontrados no ambiente em geral, existindo poucas evidéncias de efeitos desse
metal em plantas aquaticas em concentracdes abaixo de 15 mgL™ (World Health
Organization - WHO, 1989). A toxidez acontece em concentracfes superiores a
30 pgg™ de biomassa e, quando exposta a elevadas concentracdes, as plantas

apresentam diminui¢cdo no crescimento e na biomassa (Jorddo et al., 1999).

2.1.2 Cadmio

O metal Cd ndo é muito abundante na crosta terrestre, sendo encontrado
associado ao zinco (Clemens, 2006). Sua concentracdo nha crosta é de,
aproximadamente, 0,17 mgkg™ e esses niveis naturais normalmente nio causam
toxidez aguda (Alloway, 1993). Dentre os metais pesados, o0 Cd é um dos
principais contaminantes do ambiente e um dos mais téxicos, ocupando a sétima
posicdo na lista dos 20 compostos mais toxicos existentes na natureza (Chen &
Kao, 1995; Al-Kedhairy et al., 2001).



Varias atividades antropogénicas sdo responsaveis pela liberagdo do Cd
no ambiente, destacando-se 0s processos industriais, mineracdo, gqueima de
combustiveis fosseis, incineracdo do lixo, uso de fertilizantes fosfatados,
producédo de tintas e lubrificantes, entre outros (Lagriffoul et al., 1998; Jiang &
Wang, 2007). Uma vez no ambiente, o Cd constitui um problema significativo,
pois € toxico em quantidades traco, além de ser mdvel nas plantas, e de facil
incorporacdo em ciclos bioldgicos (Oliveira et al., 2001).

Nos corpos d’agua, a concentracdo de Cd é menor que 0,01pgL™ (Devi
et al., 1996), mas, devido a poluicdo das dguas provocada pelos langcamentos de
efluentes agroindustriais e o uso indiscriminado de agrotoxicos e fertilizantes,
essa concentracdo tem aumentado (WHO, 1992). Nos ecossistemas aquaticos, o
Cd possui alta mobilidade e pode afetar os animais e vegetais diretamente, por
absorcdo, ou indiretamente pela transferéncia tréfica (Devi et al., 1996). O maior
risco a satide humana que o Cd oferece provém da sua acumulacdo crbnica nos
rins, além de problemas neurolégicos (WHO, 1992).

O Cd ¢é um elemento ndo essencial as plantas, mas, devido a sua
mobilidade, ele é facilmente absorvido pelo sistema radicular e translocado, via
xilema, para a parte aérea (Benavides et al., 2005). A fitotoxicidade desse metal
é da ordem de 3 a 8 mgkg™ (Malavolta, 1994) e sua presenca no meio de
crescimento das plantas pode inibir, diretamente ou indiretamente, processos
fisiol6gicos como respiracdo, fotossintese, troca gasosa e outros, podendo causar
a reducdo da biomassa e a senescéncia das mesmas (Lagriffoul et al., 1998). O
Cd provoca disturbios nutricionais, interferindo no transporte e uso de Ca, Mg,
P, K e &gua, sendo esta resposta muito variavel entre as espécies (Benavides et
al., 2005).



2.2 Fitorremediacao

Ambientes contaminados por metais pesados podem ser remediados por
meio de técnicas quimicas, fisicas ou bioldgicas. Os tratamentos quimicos e
fisicos podem afetar diversas propriedades do ambiente, com danos a
diversidade de microrganismos e perda de nutrientes, além de serem muito
custosos, enquanto as técnicas biolégicas, como a fitorremediacdo, tém se
mostrado eficientes e de baixo custo (Padmavathiamma & Li, 2007).

Muitas plantas sdo sensiveis aos metais pesados, mesmo em
concentracfes minimas. Entretanto, certas espécies de plantas podem crescer em
ambientes contaminados, gragas as estratégias desenvolvidas contra a
fitotoxicidade desses metais (Bovet et al., 2006). Ao crescer no meio
contaminado, muitas plantas absorvem e acumulam concentracdes consideraveis
do metal em seus tecidos, possibilitando a remediacdo do meio. Com isso, surgiu
o termo fitorremediacdo, que consiste na técnica que utiliza plantas e seus
microrganismos associados para retirar poluentes organicos ou inorganicos do
ambiente, seja solo ou agua (Salt, 1998). Poluentes inorganicos ndo podem ser
degradados, mas podem ser fitorremediados via estabilizacdo ou sequestro nos
tecidos vegetais (Pilon-Smits, 2005).

A fitorremediacdo consiste em uma das formas mais vidveis, tanto
ecoldgica quanto economicamente, de remog¢do de metais pesados e recuperacdo
de areas degradadas. Esta técnica oferece varias vantagens, como o tratamento
de grandes areas, impacto ambiental e custos de implementacdo muito inferiores
aqueles alcancados pelos métodos fisico-quimicos, com possibilidades de
remediar agua, solo e subsolo contaminados e, ao mesmo tempo, embelezar o
ambiente (Dinardi et al., 2003). A fitorremedia¢do é uma tecnologia que vem
ganhando popularidade em diversas indUstrias e agéncias governamentais na
Gltima década, devido a combinacdo do baixo custo e a alta eficiéncia que a

mesma vem demonstrando (Pilon-Smits, 2005). Esta técnica é uma alternativa



de baixo custo, quando comparada aos tratamentos convencionais, como a
remocao fisica de camada contaminada de solo ou 0 bombeamento e tratamento
de aguas (Oliveira et al., 2006).

A utilizacdo da fitorremediacdo é baseada na seletividade, natural ou
artificial, que algumas espécies exibem a determinados tipos de compostos ou
mecanismos de acao (Pires et al., 2003). Essa técnica pode ser classificada em
funcdo do mecanismo que a planta utiliza para remediar a &rea. Sao eles
fitoextragdo, absorcdo e acumulacdo dos metais pesados nos tecidos das plantas;
fitoadsorcdo, adsor¢do dos metais no sistema radicular, imobilizando os
contaminantes; fitoestabilizacdo, liberacdo para o solo de compostos podem
imobilizar os metais pesados e rizorremediacgdo, estimulacdo da biorremediacdo
por fungos ou outros microrganismos localizados no sistema solo-raiz (Pilon-
Smits, 2005).

A planta a ser utilizada na fitorremediacdo de metais pesados deve
possuir alguns pré-requisitos para obter sucesso. S&o eles: ser tolerante a
acumulacdo do poluente, de forma a manter as fun¢des celulares mesmo na
presenca de grandes quantidades de metais; produzir grandes quantidades de
biomassa e ser capaz de se adaptar as condi¢des do ambiente impactado; ser de
facil colheita e aquisicdo ou multiplicagdo de propagulos e apresentar resisténcia
a pragas e a doencas (Oliveira et al., 2006). Com isso, diversas plantas
consideradas daninhas tém apresentado potencialidade como fitorremediadoras
de &reas contaminadas (Pires et al., 2003).

Essa técnica apresenta algumas limitagdes, como: dificuldade na selecéo
da planta; o contaminante deve estar ao alcance do sistema radicular, no caso de
descontaminacéo de solos; potencial contaminacdo da cadeia alimentar; restrigdo
do crescimento da planta devido a fatores climaticos e ambientais; necessidade
de retirada e disposi¢do adequada da biomassa quando necesséario e ser um

processo de longo prazo (Oliveira et al., 2006). Mas, apesar das limitacGes, 0s



beneficios apresentados pela fitorremedia¢do a tornam uma técnica promissora,
embora sejam necessarias pesquisas de diversas areas que identifiquem espécies

com potencial fitorremediador e meios de se sobrepor as limitacdes existentes.

2.3 Indicador ecoldgico e biomonitoramento

Na maioria das vezes, a avaliagdo da presenca de poluentes no ambiente
é feita por meio de metodologias que empregam recursos quimicos, fisicos ou
fisico-quimicos, pelo uso de aparelhos, em muitos casos, bastante sofisticados e
caros. Avaliar o comportamento do poluente no ambiente, ou seja, monitorar a
sua agdo através de organismos vivos é um topico bastante discutido nas ciéncias
ambientais, que tem sido chamado de biomonitoramento ou bioindicacdo
(Esteves, 1998).

A utilizacdo do biomonitoramento permite a avaliacdo integrada dos
efeitos ecoldgicos causados por multiplas fontes de poluicdo. Além disso, 0 uso
dos bioindicadores em ecossistemas aquaticos pode ser mais eficiente do que
medidas instantaneas de parametros fisicos e quimicos (p.ex. temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, teores totais e dissolvidos de nutrientes, etc.) que sdo
normalmente medidos no campo e utilizados para avaliar a qualidade das &guas
(Zhou et al., 2008).

Indicadores ecoldgicos, ou simplesmente bioindicadores, sdo espécies,
grupos de espécies ou comunidades biol6gicas cuja presenca, quantidade e
distribuicdo indicam a magnitude de impactos ambientais em um ecossistema
aquatico e sua bacia de drenagem (Callisto & Gongalves, 2002). Segundo
Biandin (1986), apud Valle & Silveira (2001), bioindicacdo é a utilizagdo das
respostas de um sistema biolégico qualquer a um agente estressante, como forma
de se analisar sua acdo e planejar formas de controle e monitoramento da

recuperacdo da normalidade.



Os tipos de bioindicadores mais comuns sdo: (1) espécies “sentinelas”,
introduzidas para indicar; (2) espécies “detectoras”, que ocorrem naturalmente e
respondem ao estresse de forma mensuravel; (3) espécies “exploradoras” que
reagem positivamente ao distlrbio ou agentes estressores; (4) espécies
“acumuladoras” que acumulam agentes estressores permitindo avaliar a
bioacumulacdo e (5) espécies “bioensaio” que sdo usadas em experimentacao
(Niemi & McDonald, 2004).

Para o biomonitoramento de poluicdo aquatica, incluindo metais
pesados, 0 organismo deve apresentar varias respostas biologicas a exposicao
quimica, dentre elas: (1) ser capaz de acumular altos niveis do poluente sem
causar sua morte; (2) apresentar distribuicdo abundante no local contaminado
para permitir amostragem de repeticdes; (3) possuir um ciclo de vida
suficientemente longo para permitir a comparacdo de varias idades; (4)
apresentar danos em tecidos ou células como recurso para nivel ultraestrutural;
(5) ser de facil amostragem e manipulacdo em laboratério; (6) ter como hébitat o
meio aquatico; (7) ocupar importante posicdo na teia alimentar e (8) apresentar
relacéo dose-efeito de facil observagdo.

Encontrar um candidato a bioindicador para o biomonitoramento que
apresente todas essas respostas € praticamente impossivel, devendo ser
selecionado em funcdo do objetivo do trabalho. Para avaliar a presenca de
metais pesados em ambientes aquaticos, o biomonitoramento tem se baseado,
principalmente, em amostragens e andlises de tecidos e ou fluidos de um

organismo, ou seja, em um nivel estrutural do individuo (Zhou et al., 2008).

2.4 Plantas aquaticas
Podem ser consideradas plantas aquaticas 0s vegetais visiveis a olho nu,
com partes fotossinteticamente ativas permanentemente, ou por diversos meses,

todos os anos, total ou parcialmente submersas em &gua doce ou salobra,
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podendo ainda ser flutuantes (Pompéo & Moschini-Carlos, 2003). As plantas
aquaticas estdo distribuidas em diversos grupos taxondémicos, dentre eles as
angiospermas, com 42 familias de dicotiledéneas e 30 de monocotileddneas e as
briéfitas, com 17 familias e as pteridofitas com seis familias. Elas também sao
classificadas quanto ao biétipo em cinco grandes grupos ecoldgicos. Sdo eles
(Esteves, 1998):

e plantas aquaticas emersas: enraizadas no sedimento com folhas fora

da agua. Ex: Thypha dominguesis (Taboa);

e plantas aquaticas flutuantes: flutuam livremente na superficie da

agua. Ex.: Pistia stratiotes (alface d’agua);

e plantas aqudticas submersas enraizadas: enraizadas no sedimento

que crescem totalmente submersas. Ex.: Egeria densa (el6dea);
e plantas aquaticas submersas livres: permanecem livres,
“mergulhadas” na coluna d’agua. Ex.: Utricularia sp.;

e plantas aquaticas com folhas flutuantes: enraizadas no sedimento
com folhas flutuando na superficie da agua. Ex.: Nymphaea elegans
(lirio d’agua).

Essas plantas representam importante comunidade em ecossistemas
limnicos por contribuirem para a diversidade bioldgica, atuarem como fonte de
alimento e abrigo para diversos organismos e por apresentarem elevada
biomassa e alta produtividade (Esteves, 1998).

Muitas espécies, por requererem altas concentracdes de nutrientes, vém
sendo utilizadas com sucesso na recuperacéo de rios e lagos poluidos, pois suas
raizes formam uma densa rede capaz de reter até as mais finas particulas em
suspensdo, além de absorverem substancias tdxicas provenientes do despejo
industrial e doméstico (Camargo et al., 2003).

As plantas sdo utilizadas em pesquisas ecolégicas como bioindicadores

da qualidade de &gua in-situ, tanto no ambito estrutural de cada individuo
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(morfoanatomia) como em nivel de populagdo (crescimento e biomassa) e de
composicdo da comunidade (Zhou et al., 2008). Plantas aquaticas também séo
amplamente utilizadas em técnicas de fitorremediacdo devido a capacidade que
apresentam para absorver, de modo seletivo, as substancias inorganicas do corpo
d’agua (Lewis, 1995). Vardanyan & Ingole (2006) estudaram 45 espécies de
plantas aquaticas em dois lagos da india e identificaram que todas as plantas
acumularam concentracdes considerdveis de diversos metais em seus tecidos,
entre eles Pb e Cd. Ressalta-se assim, a importdncia dessas plantas na
remediacdo e na recuperacdo de ecossistemas aquaticos por meio da absorcdo e
do acimulo de metais pesados.

A fitorremediacdo em ecossistemas aquaticos também tem se mostrado
eficiente com o uso das plantas aquaticas. Uma variedade de plantas emergentes,
submersas e flutuantes tem sido estudada para a remediacdo de areas
contaminadas por compostos organicos e inorganicos, como 0s metais pesados
(Gardea-Torresdey et al., 2005).

2.3.1 Salvinia auriculata Aublet

A familia Salviniaceae (Pteridophyta) é representada por apenas um
género, Salvinia, que ocorre amplamente distribuido em ambientes aquaticos de
muitas regifes tropicais, sendo ausente em regides muito frias, este género
apresenta 10 espécies, identificadas até o momento, dentre elas a Salvinia
auriculata Aublet (Sota, 1962; Cook, 1996).

Salvinia auriculata, também conhecida como mureré-carrapatinho,
salvinia, erva-de-sapo e orelhinha-de-onca (Lorenzi, 1982), é uma planta
aquética flutuante, ramificada, com rizomas horizontais e raizes ausentes.
Apresenta grupo de trés folhas para cada nd, sendo duas folhas verdes flutuantes
medindo de 1 a 3 cm de largura, e outra submersa, que se assemelha a uma raiz,

tanto na forma quanto na fungdo, pois a mesma absorve dgua e nutrientes. A
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reprodugdo de S. auriculata pode ser tanto via clonal como sexuada por meio de
esporos que se localizam dentro de indlsio globoso, 0s esporocarpos, que se
encontram na folha modificada submersa (Sota, 1962; Sculthorpe, 1967) (Figura
1).

—=Folhas flutuantes 777

-_ _v
Rizomas hoizontais

Filamentos das
folhas submersas Esporocarpos

M
FIGURA 1 Desenho esquemético de Salvinia auriculata (modificado de United
States Geological Survey, 2009).

Esta planta € uma herbacea perene, muitas vezes considerada daninha e
bastante frequente em aguas paradas. Ela forma grandes infestacdes que cobrem
toda a superficie disponivel da agua e, sob condi¢des 6timas, chega a produzir
650 g de biomassa seca por m? por ano (Lorenzi, 1982).

Em vérios ambientes, Salvinia tem proliferado indesejadamente,
causando prejuizos aos usos multiplos do ecossistema. Essa macrofita flutuante,
sob condices favoraveis, é rapidamente disseminada por propagacao vegetativa,
colonizando extensas superficies de agua em um curto intervalo de tempo
(Boschilia et al., 2006).

Esta planta tem sido amplamente utilizada em programas de
biomonitoramento como indicador ecoldgico. Seu uso é justificado pelas
elevadas taxas de crescimento, a sensibilidade a diferentes agentes tdxicos € a

facilidade de manipulacéo experimental (Gardner & Al-Hamdani, 1997).
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CAPITULO 2
Uso de Salvinia auriculata como bioindicador: crescimento clonal e

respostas estruturais dependentes das concentragdes de cadmio
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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do Cd em
folhas de Salvinia auriculata, visando fornecer subsidios para o uso dessa
espécie no monitoramento ambiental. Rametes de S. auriculata foram cultivados
em solucdo nutritiva e foram submetidos aos tratamentos com Cd nas seguintes
concentragbes: 0; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 ugL'l. Ao fim de dez dias de exposicdo ao
Cd, os rametes por tratamento foram contados e a biomassa seca, aérea e
submersa foi seca e pesada. Para observacOes anatémicas, as folhas de S.
auriculata foram coletadas para anélises em microscopia eletronica de varredura
e transmissdo. Os resultados indicaram que houve decréscimo no surgimento de
novos rametes e na alocacdo de biomassa por S. auriculata. Foi observado o
surgimento de necrose e clorose, ma formagdo dos estdmatos e danos aos
tricomas nas folhas flutuantes. Em &mbito ultraestrutural, as folhas expostas ao
Cd apresentaram ma formacdao dos cloroplastos e deterioracdo da parede celular.
Todos os efeitos aumentaram com o0 aumento da concentragdo de Cd em
solugdo. Como esses efeitos de toxidez em S. auriculata sdo de facil deteccéo,
elas podem ser utilizadas no biomonitoramento de ecossistemas aquéaticos
contaminados por Cd.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of the Cd in sheets
of Salvinia auriculata aimed at providing subsidies for the use of this specie in
environmental monitoring. Ramets of S. auriculata were grown in nutritive
solution and subjected to treatment with Cd in the concentrations: 0; 1.0; 2.5; 5.0
and 10.0 pg.L™. At the end of ten days of exposure to the Cd, the numbers of
ramets for treatment were counted and dry biomass, aerial and submerged, were
weighed. For anatomical observations, the leaves of salvinia were collected for
analyses in scanning electron microscopy and transmission electron microscopy.
The results indicated that there was a decrease in growth rate of S. auriculata
and dry biomass. The effects of toxicity observed on the leaves were the
appearance of necrosis and chlorosis, poor formation of stomata and damage to
trichomes. In structural level, the leaves exposed to the Cd had poor formation
of chloroplasts and deterioration of the cell wall. All effects were pronounced
proportionally with the concentration of Cd in solution. As these effects of
toxicity in S. auriculata are easy to detect, they may be used for the
biomonitoring of aquatic ecosystems contaminated by Cd.
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1 Introducao

Os ecossistemas aquaticos e terrestres estdo sendo alterados de maneira
significativa devido a mdltiplos impactos antrépicos (Jiang & Wang, 2007).
Entre essas atividades, o uso em larga escala de fertilizantes e 0o aumento das
atividades industriais e de mineracdo contaminam os cursos d’agua e lencol
freatico por metais pesados (Malavolta, 1994).

O metal pesado Cd constitui um grande problema, pois é téxico em
quantidades traco, tem alta mobilidade nas plantas e é de facil incorporacdo a
ciclos bioldgicos (Oliveira et al., 2001). O Cd ocorre naturalmente em ambientes
aquaticos, com concentracdes inferiores a 0,01 ugL™ e em concentracdes muito
mais elevadas em aguas poluidas (Devi et al., 1996). O Cd entra no ambiente por
meio de processos industriais de beneficiamento do couro e de outros metais,
como zinco e chumbo, e estd presente em adubos fosfatados, na producdo de
tintas e lubrificantes (Jiang & Wang, 2007). Em ecossistemas aquaticos, o Cd
pode afetar a biota indiretamente, pela transferéncia trofica ou diretamente, pela
absorcdo, pois muitas plantas aquaticas possuem habilidade de acumular ions
metalicos (Devi et al., 1996).

Os sintomas da toxidez de metais pesados sdo estudados em varias
plantas sob diversas condi¢es (Clemens, 2006). A presenca de Cd no meio de
crescimento das plantas inibe processos fisioldgicos, como respiracdo,
fotossintese, troca gasosa e outros, causando a senescéncia precoce das mesmas
(Lagriffoul et al., 1998; Clemens, 2006).

As plantas aquéticas sdo utilizadas para monitorar as concentragdes de
metais pesados e de outros poluentes no ambiente aquético (Sawidis et al.,
1995). A utilizagdo dessas plantas como bioindicadoras de contaminagdo por
metais pesados apresenta algumas vantagens, como: (a) alta tolerdncia ao

poluente, (b) facilidade amostral, (c) capacidade de absorcdo seletiva de
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poluentes (elas sdo mais sensiveis que outros bioindicadores (p.e peixes) e (d) os
individuos sdo relativamente grandes e de facil manipulacdo em laboratério
(Lewis, 1995, Zhou et al., 2008).

Salvinia auriculata é uma planta livre e flutuante muito comum em
ambientes de agua doce e, sob condicdes favoraveis, é rapidamente disseminada
por propagacao vegetativa, por isso coloniza extensas superficies de &gua em um
tempo reduzido (Henry-Silva & Camargo, 2006). As elevadas taxas de
crescimento e a sensibilidade de S. auriculata a diferentes agentes tdxicos
favorecem sua utilizacdo como espécie bioindicadora de poluicdo em
ecossistemas aquaticos (Gardner & Al-Hamdani, 1997; Lewis, 1995).

Salvinia auriculata tem sido utilizada como bioindicadora da presenca e
dos niveis de Cd em ambientes aquaticos (Outridge & Hutchinson, 1990).
Entretanto, seu uso restringe-se ao nivel populacional e morfolégico de resposta
bioindicadora que, muitas vezes, se manifesta somente em dosagens altas do
poluente.

Métodos tradicionais para avaliar 0 agente estressor, tais como mudancas
na taxa de crescimento da planta e composicdo de espécies na estrutura da
comunidade, tm se mostrado inadequados como indicadores na avaliacdo de
impactos recentes (Mendelssohn et al., 2001). Sendo assim, torna-se necessario
o desenvolvimento de indicadores bioldgicos que possam descobrir, predizer e
quantificar o agente estressor antes de surgirem danos visiveis e perdas em
grande escala (Mendelssohn & McKee, 1992).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar se S. auriculata é
um indicador ecoldgico da presenca de Cd, sendo as mudancas morfolégicas,
anatdmicas e populacionais utilizadas como ferramentas de indicagéo bioldgica.
Para alcancar tais objetivos, as seguintes hipoteses foram testadas: (1) Salvinia

auriculata diminui seu ndmero de rametes e alocacdo de biomassa quando
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exposta ao Cd e (2) Salvinia auriculata apresenta danos morfoanatémicos,

guando na presenca de Cd.

2 Materiais e métodos

2.1 Instalacdo do bioensaio

Os rametes de S. auriculata foram obtidos em local livre de suspeitas de
contaminacdo por Cd, a margem direita do rio Grande (44° 55* W; 21° 05’ S).
Eles foram lavados em agua destilada e selecionados quanto a uniformidade do
tamanho. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo por cinco dias em
um recipiente de capacidade de 25 L contendo solucdo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) modificada com 1/5 da forga idnica e com pH entre 6,5 e 7 (Figura
1). O valor de pH foi fixado com base no trabalho de Olguin et al. (2002), que
estudaram o efeito do pH na absorcéo e acimulo de Cd por S. minima.

Apds o periodo de aclimatacdo, as plantas foram transferidas para
recipientes com capacidade de 1,0 L de solugdo, mantendo-se a solucdo de
Hoagland & Arnon (1950) modificada (Figura 2). Depois, elas foram expostas
as seguintes concentracdes crescentes de Cd na forma de Cd(NOs),: 0 (controle);
1,0 (T1); 2,5 (T2): 5,0 (T3) e 10,0 (T4) pumolL™. Foram realizados experimentos
distintos para avaliar alocacdo de biomassa e para as analises anatdmicas. O
delineamento amostral, para ambos o0s experimentos, foi inteiramente
casualizado, composto por cinco tratamentos com quatro repeticdes, contendo

um ramete cada durante dez dias.

23



AR L ™
el

FIGURA 1 Salvinia auriculata ap6s a coleta e em aclimatacdo em solucéo de
Hoagland & Arnon (1950) 20%.

FIGURA 2 Experimento montado em casa de vegetacao.

Os bioensaios sdo uma alternativa para a selecdo de melhores

indicadores. Vérios organismos aquéticos, em diferentes niveis tréficos, tém sido
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amplamente utilizados em avaliagBes ecotoxicol6gicas, pois 0s métodos
bioldgicos podem fornecer uma descricdo qualitativa da presenca e do potencial
toxicoldgico do poluente. Com o bioensaio, é possivel submeter o organismo a
diferentes testes de toxidez e, entdo, estimar o perigo potencial do poluente
(Feiler et al., 2006).

2.2 Crescimento clonal

Para determinar o crescimento clonal, foi realizada a contagem do
nimero de rametes ao final do experimento, para cada tratamento. A biomassa
seca foi determinada separadamente para parte aérea (folhas emersas) e parte
submersa (rizoma e folhas submersas). As partes separadas foram secas em

estufa, durante 72 horas, a 48°C e, entéo, foram pesadas.

2.3 Respostas morfoldgicas e anatdmicas

As alteracbes morfolégicas nas folhas flutuantes foram observadas
diariamente. Para verificar as modificacGes anatdémicas, foram realizadas
analises em microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissdo
(MET).

Para as analises de microscopia, duas folhas flutuantes por repeticdo
foram coletadas, resultando em um total de oito folhas. Elas foram lavadas e
imersas em solucédo fixativa (Karnoviskys modificado ph 7,2), por um periodo
de 24 horas, depois lavadas em tamp&o cacodilato e pds-fixadas em tetréxido de
6smio por 1 hora e, subsequentemente, desidratadas em série de acetona (30%,
50%, 70%, 90% e 100%, por trés vezes).

Para as analises em MEV, as amostras forma levadas para o aparelho de
ponto critico, depois montadas em stubs e deixadas em camera seca por 24
horas. Em seguida, elas foram cobertas com ouro e levadas ao microscépio

eletronico de varredura (Leo Evo 40), para analises e documentacao fotografica.
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Para as analises de MET, as amostras desidratadas foram emersas em
gradientes crescentes de Spur/acetona (30% por 8 horas, 70% por 12 horas e
100%, duas vezes, por 24 horas cada) e entdo montadas em moldes. Os moldes
foram cortados em sec¢des semifinas (0,85 um) e ultrafinas (<100 nm), por
meiodo ultramicrétomo Reichrt-Jung (ultracut E), com o auxilio de lamina de
diamante. As seccbes pds-contrastadas foram observadas e documentadas em

microscépio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 109 a 80 kv.

2.4 Anélise estatistica

Para verificar a resposta da S. auriculata as diferentes concentragdes de
Cd, foi realizada regressdo polinomial, em que o nimero de rametes e a
biomassa foram considerados variaveis resposta e a concentracdo do poluente
como variavel determinante. A fim de verificar a diferenca entre os tratamentos,
foi feita uma analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5%.

3 Resultados e discussédo

3.1 Crescimento clonal

Ndo foi observada presenca de estruturas reprodutivas em nenhum
tratamento, incluindo o controle. A auséncia de estruturas reprodutivas nas
plantas pode ser explicada pela baixa densidade em que essas se encontraram no
experimento. Salvinia auriculata tende a investir mais em reproducéao clonal do
que em reproducdo sexuada nessas condi¢bes (Coelho et al., 2005).

O surgimento de novos rametes de S. auriculata ndo foi observado nos
dois primeiros dias de experimento, mas surgiram nos terceiro e quarto dias no
controle e apenas no quinto nos demais tratamentos. Ao fim do experimento, o

controle apresentou maior nimero de rametes, quando comparado aos demais
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tratamentos, tendo o ndmero de rametes de S. auriculata decrescido
significativamente em proporcdo ao aumento da concentracdo de Cd na solugédo
(F = 14,333; p = 0,0001) (Figura 3A). Em maiores concentracbes (T3 e T4), a
planta gerou um ou nenhum novo ramete e o ramete gerado apresentou sintomas
de toxidez, como cloroses e necroses. O tratamento de maior concentragdo (10
UML™) apresentou 74% dos rametes mortos ao fim do experimento. Oliveira et
al. (2001), também observaram que Salvinia auriculata perde a capacidade de
sobreviver e reproduzir em altas concentragdes de Cd.

A biomassa seca da planta diminuiu com o aumento de Cd na solugéo. O
tratamento T1 apresentou uma reducdo na biomassa de 49% em relagdo ao
controle. O decréscimo foi mais acentuado na parte submersa, 72% de reducéo.
(Figura 3B).

Vaérios estudos revelam que plantas expostas a grandes quantidades de
Cd apresentam inibicdo no crescimento e cloroses nas folhas (Zhou et al., 2008;
Clemens, 2006). Isso é causado por queda da taxa fotossintética e reducdo na

absorcdo e no transporte de nutrientes (Larsson et al., 1998).
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N° de novos rametes

—°— Parte aérea
A
o Parte submersa

Biomassa seca (mg)

Concentragdo de Cd inicial na solugéo (umolL™)

FIGURA 3 Crescimento clonal de Salvinia auriculata, em funcdo da
concentragéo inicial de Cd na solugdo em pmolL™. A: nimero de
rametes (R? = 0,52; p = 0,0004; y = 3,3636x 5%, B: hiomassa
seca (g) da parte aérea (R? = 0,71; p < 0,0001; y = 0,0402x *¥799)
e submersa (R? = 0,41; p = 0,0027; y = 0,0252x0842))

A biomassa da parte submersa foi a mais afetada pela exposi¢do ao Cd
em relacdo a biomassa aérea. Isto se deve a absorcdo de maior quantidade de Cd
pela folha submersa em relacdo as folhas emersas (Oliveira et al., 2001), uma
vez que as folhas submersas agem como raizes, absorvendo agua e nutrientes

(Sculthorpe, 1967) e, consequentemente, maior quantidade de Cd.
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3.2 Respostas morfoldgicas e anatdmicas

Plantas expostas a metais pesados apresentam sintomas, como necrose e
clorose nas folhas, reducdo na biomassa e diminuicdo do rendimento (Lagriffoul
et al., 1998; Vecchia et al., 2005). Outra resposta da macrofita a contaminacgéo
por metal pesado sdo as modificacBes estruturais que elas sofrem (Zhou et al.,
2008).

Foi observado um gradiente de respostas de S. auriculata a
contaminacgdo por Cd. As alteragdes que a planta sofreu foram pronunciadas com
0 aumento da concentracdo do metal na solucdo (Figura 4).

A partir do quinto dia de exposicdo, as folhas dos rametes expostos a
elevadas concentracGes (T3 e T4) apresentavam sintomas de toxidez, como
cloroses. Ao final dos dez dias, todos os tratamentos apresentaram danos
morfoldgicos externos, como a ocorréncia de areas necréticas marginais com
tonalidade marrom na superficie foliar (Figura 4A). Esse é um sintoma de
toxidez comum e evidente em plantas quando expostas ao Cd, sejam terrestres,
como plantas de cevada (Sridhar et al., 2007) ou aquaticas, como Salvinia
cucullata (Siriwan et al., 2006).
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FIGURA 4 Respostas estruturais em folhas flutuantes de Salvinia auriculata a contaminagdo por cadmio. A: Danos morfolégicos;
B: Parede celular (Testemunha, T1e T2 barra = 5um; T3 barra = 10 um); C: Cloroplastos (Testemunha, T1 e T2; barra
=5 um; T3 e T4, barra = 10 um); D: Tricomas e células epidérmicas (Testemunha, T3 e T4 barra = 200 um; T1 e T2,
barra =100 pm).
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Um dos possiveis motivos da toxidez do cddmio é a sua semelhanca
quimica com o fon Fe™. A planta exposta ao Cd apresenta danos morfoldgicos
porque tem o Fe*? substituido pelo Cd*? em muitos processos fisioldgicos vitais
(Stohs & Bagchi, 1995). Sendo assim, o Cd pode induzir a deficiéncia do Fe*,
como observado por Yoshiara et al. (2006), estudando plantas de tabaco.

A partir do tratamento T2, foi observada a deterioracdo da parede celular
devido a perda de elasticidade da mesma sendo que no T4 a parede celular ndo
pode ser identificada na andlise de MET. Ja no tratamento T1, foi detectada
deposicao de material opaco ao longo da lamela média, ocasionando sinuosidade
na mesma (Figura 4B). A deposicdo de substéncias nas paredes celulares de
células das folhas deste tratamento pode ser um ajuste adaptativo contra a
translocacdo de Cd célula-a-célula, impedindo o transporte do ion metalico para
células adjacentes. Este mecanismo evita a degradacdo da membrana plasmatica
visto que esta estrutura é o primeiro alvo de fitotoxicidade do Cd (Gupta &
Devi, 1992; Barceld & Poshevieder, 1990).

Os cloroplastos, a partir do tratamento T2, apresentaram alto grau de
deterioragdo e ma formagdo (Figura 4C). O Cd interferiu na expanséao e na forma
da organela, sendo que os cloroplastos do tratamento controle se apresentaram
no formato discoide e os dos demais tratamentos, quando visualizados, ndo
apresentavam formato distinto. Esse dano em cloroplastos de plantas expostas ao
Cd também foi observado por Vecchia et al. (2005), em folhas da macrofita
Elodea canadensis, em que também foi constatado que o Cd interfere na
disposicdo dos tilacoides. O cloroplasto é uma organela vital no processo
fotossintético e, com sua deterioracdo, hd uma alteracdo na taxa fotossintética o
que, por sua vez, também explica o decréscimo na biomassa da planta. Esse fato
é corroborado pelo estudo realizado por Oliveira et al. (1994), em plantas de soja
submetidas ao Cd, em que foi observado que o metal inibe a biossintese de

clorofila, afetando, assim, o processo fotossintético.
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Por meio da MEV, foi observado que folhas de S. auriculata séo
epiestomaticas com estdbmatos anomaociticos e elas apresentam tricomas tectores
pluricelulares em ambas as faces. Com a entrada do Cd nos tecidos foliares,
varias estruturas dependentes do perfeito desenvolvimento da membrana
plasmatica exibiram deformacdes (Figura 4D). A partir de T1 foi observado o
rompimento das células epidérmicas, o que ocasionou uma deficiéncia no
sistema de revestimento e, consequentemente, na protecdo dos 6rgaos. Outro
fato que confirma esta afirmagdo é a desestruturagdo dos tricomas tectores na
superficie adaxial da folha. Como estas estruturas sdo expansfes das membranas
das células epidérmicas, a desestruturacdo dessas membranas causa fragilidade
aos tricomas. Assim, eles perdem suas caracteristicas funcionais.

Nos tratamentos submetidos ao Cd, também foi observado que os
estdbmatos apresentaram ma formacéo e muitos estavam com o ostiolo aberto.
Nao foram observados danos nos aerénquimas. Isto permitiu a flutuacdo das

plantas, mesmo em concentragdes elevadas de Cd.

4 Conclusoes

Por meio do bioensaio realizado, Salvinia auriculata exposta a
diferentes concentracBes de Cd apresentou alteracdes morfologicas, como
cloroses marginais e necroses, além de alteracGes anatdmicas, sendo a parede
celular a estrutura mais afetada pela toxidez do metal. A diminuicdo no
crescimento clonal e na biomassa também foi observada. Todas essas alteracdes
foram diretamente proporcionais & concentracdo de Cd inicial aplicada.

Esse estudo confirma que S. auriculata € um indicador ecol6gico, pois é
sensivel ao Cd e apresenta danos de facil visualizacdo e quantificacdo que

podem indicar a presenca desse metal no meio.
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CAPITULO 3
Efeitos da concentracéo de cadmio sobre a ultraestrutura de folhas

submersas de Salvinia auriculata Aublet
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Resumo

O cadmio é um dos metais pesados de maior periculosidade, sendo
altamente téxico para toda biota. Os efeitos da bioacumulacéo do Cd por plantas
envolvem desde danos populacionais a danos ultraestruturais. Devido a sua
direta exposicdo ao contaminante, a raiz € o 6rgdo mais prejudicado pela
exposicdo ao metal, tanto em plantas terrestres como em plantas aquaticas.
Plantas aquaticas do género Salvinia tém sido amplamente estudadas como
extratoras de metais pesados da agua, porém, cada espécie responde de maneira
especifica a cada metal, sendo necesséria a avaliacdo dos efeitos dos poluentes
sobre as mesmas. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
acumulo de Cd por Salvinia auriculata, bem como o efeito da bioacumulacédo
em suas folhas submersas, que possuem forma e funcdo de raiz. Dessa forma,
busca-se fornecer subsidios para 0 uso dessa espécie no monitoramento
ambiental, além de entender o mecanismo de fitotoxicdade do Cd em nivel ultra-
estrutural. As plantas de S. auriculata foram cultivadas em solucdo nutritiva e,
entdo, submetidas as crescentes concentragdes de Cd: 0; 0,112; 0,28; 0,56 e 1,12
mgL™. Ao fim de dez dias de exposicdo ao Cd, foi realizada a coleta de folhas
submersas para as analises de microscopia eletronica de transmissdo. A analise
do teor de Cd na parte aérea e submersa dos rametes de S. auriculata foi
realizada atraves de espectofotometria de absorcéo atdmica. A planta concentrou
teores consideraveis de Cd, principalmente na parte submersa, e essa
concentragdo aumentou com o aumento do metal na solu¢do. Da mesma forma,
os danos observados nas folhas submersas foram proporcionais a concentracéo
de Cd na solucdo. Entre as alteragfes, destacam-se a deterioracdo e o
rompimento da parede celular, a ma formacéao dos cloroplastos e a morte celular
nas maiores concentracdes. Esses resultados demonstram que, apesar de S.
auriculata concentrar altos teores de Cd em seus tecidos, a mesma ndo é
indicada para a remogdo desse metal nas concentracdes e no tempo estudado,
mas como um indicador ecoldgico da presenca do Cd.

Abstract

The Cadmium (Cd) it is one of the heavy metals of larger danger. The
effects of the Cd bioacumulation for plants involve to ultra-structural damages.
Due its direct exhibition to the pollutant, the root is the most prejudiced organ
for the exhibition to the metal, in terrestrial plants and in aquatic plants. Aquatic
plants of the genus Salvinia, has been studied thoroughly as cleaners of heavy
metals of the water, however each species answers from a specific way to each
metal, being necessary the evaluation of the effects of the pollutant ones on the
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same ones. The objective of this work was to evaluate the potential of
accumulation of Cd for Salvinia auriculata, and the effect of the bioacumulation
in their submerge leaves, seeking to supply subsidies for the use of that species
in the environmental monitoring, besides understanding the phytoxicity
mechanism of the Cd at ultra-structural level. The plants of S. auriculata were
cultivated in nutritious solution, and then submitted to growing concentrations of
Cd in the form of Cd(NOs),. At the end of ten days of exhibition to the Cd, was
the collection of submerged leaves for the analyses of electronic microscopia of
transmission. The analysis of accumulation of the aerial and submerged part of
the ramets of S. auriculata was done through espectofotometria of atomic
absorption. The plant accumulated concentrations of Cd in their tissues, mainly
in the submerged part, the concentration increased with the increase of the metal
in the solution. The damages observed in the submerged leaves were
proportional to the concentration of Cd in the solution. Among the alterations, it
stands out to deterioration and breaking of the cell wall, the deformation of the
chloroplasts and cellular death in the largest concentrations. Those results
demonstrate that S. auriculata isn’t indicated for the removal of Cd, in the
concentrations and time studied, but as an ecological indicator.

1 Introducéo

A poluicdo de ecossistemas aquaticos por metais pesados tem sido um
problema crescente, desde a Revolucdo Industrial e, dentre os poluentes, o
cadmio tem se mostrado ser um problema significativo. Por meio do processo de
lixiviacdo, lancamento de efluentes domésticos e agroindustriais, 0 Cd chega aos
cursos d’agua, onde possui alta mobilidade, podendo afetar os animais e os
vegetais diretamente, por absorcdo ou indiretamente, por transferéncia tréfica
(Devi et al., 1996).

Métodos que utilizem plantas in situ para remover metais pesados da
dgua tém se mostrado como uma alternativa de baixo custo, comparado as
técnicas de remediacdo de areas contaminadas (Sufie at al., 2007). Desde a
década de 1970, vérios trabalhos tém mostrado que plantas aquaticas podem ser
usadas para a remocdo parcial de metais do ecossistema aquatico. Dentre as

macrofitas aquaticas utilizadas em técnicas de fitorremediacdo, Salvinia sp. tem

39



apresentado potencial promissor para remover metais pesados em corpos d’agua
(Espinoza-Quifiones et al., 2005).

A familia Salviniaceae (Pteridophyta) é representada por apenas um
género, Salvinia, que ocorre amplamente distribuido em ambientes aquaticos de
muitas regides tropicais (Cook, 1996). Essas plantas sdo aquaticas de vida livre,
flutuantes e sem raizes, com grupo de trés folhas para cada nd, sendo duas folhas
flutuantes e outra submersa, que se assemelha a uma raiz, tanto na forma quanto
na funcdo (Sculthorpe, 1967),

Essas plantas, sob condicdes favoraveis, sdo rapidamente disseminadas
por propagacdo vegetativa, colonizando extensas superficies de agua em um
curto intervalo de tempo (Boschilia et al., 2006). Esse aspecto justifica seu
amplo uso em programas de biomonitoramento, como indicador ecoldgico,
(Gardner & Al-Hamdani, 1997) ou como fitorremediador em corpos d’agua
(Outridge & Hutchinson, 1990).

Vérias espécies do género ja foram estudadas e relatadas como eficientes
na remocdo de metais pesados. Entre elas destacam-se Salvinia herzogii, na
remocdo de cromo (Maine et al., 2004) e Salvinia minima, na remocdo de
chumbo e cddmio (Olguin et al., 2002).

Salvinia auriculata apresenta sensibilidade elevada na presenca de
alguns metais pesados (Outridge & Hutchinson, 1990), como arsénio
(Guimaraes et al., 2006) e tolerancia frente a contaminacdo por outros, como o
zinco (Wolff et al., 2009). Porém, em todos os trabalhos, S. auriculata foi capaz
de acumular concentragfes consideraveis dos metais em seus tecidos. Assim, o
sucesso da remocdo de metais pesados varia em funcdo da espécie vegetal
utilizada e do metal a ser removido, pois cada planta apresenta um determinado
comportamento em relagdo a contaminacdo (Paiva et al., 2002). Para ser
considerado um fitorremediador, a planta necessita ser tolerante ao metal e se

desenvolver bem no ambiente contaminado (Sufie et al., 2007).
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Poucos sdo os trabalhos que estudaram o comportamento de S.
auriculata quando exposta ao Cd. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar o potencial de concentracdo de Cd por S. auriculata, bem como as
alteracbes sofridas em suas folhas submersas, quando expostas a diferentes
doses desse metal. Para isso, as hipéteses testadas neste estudo foram: (1)
Salvinia auriculata concentra Cd, sendo essa concentracdo maior nas folhas
submersas, por essas apresentaram funcao de raiz e (2) Quanto maior o teor de
Cd concentrado pelas folhas submersas de S. auriculata, maior o dano causado

por este em sua estrutura.

2 Materiais e métodos

2.1 Instalacdo do experimento

Salvinia auriculata foi obtida em local livre de suspeitas de
contaminacdo por Cd, a margem direita do rio Grande (44°55° W; 21°05’ S).
Elas foram lavadas em agua destilada e selecionadas quanto a uniformidade do
tamanho. As plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo por cinco dias, em
um recipiente de capacidade de 25 L contendo solucdo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) modificada com 1/5 da forga idnica e com pH entre 6,5e 7. O
valor de pH foi fixado com base no trabalho de Olguin et al. (2002), que
estudaram o efeito do pH na absorcédo e no acimulo de Cd por S. minima.

Apds o periodo de aclimatacdo, rametes individualizados foram
transferidos para recipientes transparentes de polietileno com capacidade de 1,0
L de solugdo. Depois, foram expostas as seguintes concentracdes crescentes de
Cd na forma de Cd(NOs),: 0 (controle); 0,112 (T1); 0,28 (T2); 0,56 (T3) e 1,12
(T4) mgL™. Foram realizados experimentos distintos para avaliar o acimulo de
Cd pelas plantas e para as analises anatdmicas. O delineamento amostral para

ambos os experimentos foi inteiramente casualizado, composto por cinco
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tratamentos com quatro repeticGes contendo um ramete por recipiente para as
analises anatdbmicas e quatro para as analises de acimulo. Os rametes foram

expostos ao Cd durante dez dias.

2.2 Bioconcentragdo de cadmio

Ao final dos dez dias de exposicao, as plantas de S. auriculata foram
separadas em parte submersa (rizoma e folha submersa) e parte aérea (folhas
flutuantes) e, entdo, secas em estufa, durante 72 horas. Para a determinacédo das
concentragcfes do Cd, cerca de 0,5 g de material vegetal seco e triturado foram
digeridos em 10 ml de HNO; concentrado e aquecido em forno de micro-ondas,
durante 10 minutos, a pressdo de 0,76 MPa. Apoés esta etapa, o0 material digerido
foi filtrado e lavado em &gua tridestilada. Esse procedimento seguiu 0 método
30512 da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (United States Enviromental
Protection Agency - USEPA, 1998).

A determinacdo da concentracdo de Cd nas amostras foi realizada emde
espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica em forno
de grafite, utilizando-se o equipamento AAnalyst 800 da Perkin Elmer.

Como controle de qualidade do método de extracdo e determinacdo de
elemento trago, foi acrescentada, para cada grupo de cinco amostras de biomassa
seca, uma amostra em “branco”. Para o “branco” do método de extracdo e
determinacdo de elementos traco, foi utilizado o mesmo procedimento de
digestdo, porém, contendo apenas 4&cido nitrico, sem amostra alguma. O
resultado obtido na leitura, o chamado branco do método, foi usado para calcular
o limite de detec¢do do método (LDM) e, por meio do valor obtido, calculou-se

o limite de quantificacdo do método (LQM).

42



2.3 Modificacdes estruturais nas folhas submersas

Para verificar as modificacBes anatdmicas, foram realizadas analises em
microscopia eletrénica de transmissdo (MET).

Folhas submersas de dois rametes foram coletadas por repeticdo. Essas
foram lavadas e imersas em solucdo fixativa (Karnoviskys modificado ph 7,2)
por um periodo de 24 horas, depois lavadas em tampéo cacodilato e pos-fixadas
em tetroxido de 6smio, por 1 hora e, subsequentemente, desidratadas em série de
acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por trés vezes) e emersas em gradientes
crescentes de Spur/acetona (30% por 8 horas, 70% por 12 horas e 100%, duas
vezes, por 24 horas cada) e entdo montadas em moldes. Os moldes foram
cortados em secgdes semifinas (0,85 um) e ultrafinas (<100 nm), por meio do
ultramicrétomo Reichrt-Jung (ultracut E), com o auxilio de lamina de diamante.
As seccdes pds-contrastadas foram observadas e documentadas em microscopio

eletrénico de transmissdo Zeiss EM 109 a 80 kV.

2.4 Andlise estatistica

Para verificar o acimulo de Cd por S. auriculata nas partes aérea e
submersa, foram realizadas regressfes, em que 0 acUmulo do metal foi
considerado a variavel resposta e a concentracdo inicial de Cd na solucdo como
variavel independente. Para verificar se houve diferenga significativa entre os
tratamentos, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA), sendo as médias

comparadas pelo teste Tukey.
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3 Resultados e discussédo

3.1 Bioconcentracao de cAdmio em S. auriculata

O limite de quantificacdo do método (LQM) calculado para o Cd foi de
15 ppm. Em todas as amostras dos tratamentos, a concentracdo encontrada foi
superior ao LQM, sendo possivel a quantificacao.

Houve diferenca significativa entre o teor de Cd concentrado na parte
submersa e na parte aérea, dentro e entre tratamentos (ANOVA, p<0,05). A
parte submersa concentrou teores de Cd superiores aos da parte aérea (Tabela 1).
TABELA 1 Média das concentracfes de Cd em S. auriculata.

Média da

Concentracdo inicial  Média da concentragao concentraco de Cd

de Cd na S?|U(}5.0 de Cd na partel na parte aérea
(mgL™) submersa (mgkg™) (maka)
0 10 Ca 6 Ea
0,112 267 Cb 70 Da
0,28 805 Bb 227 Ca
0,56 1.831 Bb 478 Ba
1,12 3.632 Ab 996 Aa
F 191,670
P <0,0001

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na mesma coluna, ndo diferem
entre si. Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na mesma linha, ndo
diferem entre si.

Geralmente, em plantas, as maiores concentragdes de metais pesados se
encontram nos érgdos envolvidos na absorcdo (Grant et al., 1998). No caso da S.
auriculata, é na parte submersa, devido a folha submersa que é responsavel pela
absorcdo de agua e nutrientes (Sculthorpe, 1967).

Estudos com plantas terrestres revelam que o jon Cd** entra facilmente
pela raiz (Yang et al., 1998), onde pode ser retido e mantido pela parede celular

das células da endoderme (Nishizono et al., 1989; Benavides et al., 2005).
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Apenas pequenas quantidades desse ion sdo translocadas para a parte aérea,
ficando a maior parte no sistema radicular (Cataldo et al., 1983).

Em trabalhos realizados com plantas aquaticas expostas ao Cd também
foi observado maior teor do metal nas raizes, independente do grupo ecoldgico
em que elas se encontram, como é caso da macrofita enraizada Thypha
dominguensis (Ye et al., 1998), a macrofita submersa Myriophyllum spicatum
(Sivaci et al., 2004) e a macrofita flutuante Eichhornia crassipes (Oliveira et al.,
2001). Também em macrdfitas do género Salvinia, expostas a outros metais
pesados, foi observado que essas concentram maiores teores dos metais em suas
folhas submersas, quando comparadas as folhas flutuantes, como a S. cucullata
exposta ao Pb e Cd (Siriwan et al., 2006) e S. herzogii exposta ao Cr (Maine et
al., 2004).

A concentracdo de Cd em S. auriculata, tanto na parte submersa como
na parte aérea, aumentou com o aumento da concentracdo inicial do metal na
solugdo (Figura 1). Entretanto, com este experimento, ndo foi possivel
determinar o valor maximo de Cd concentrado na planta, sendo necessarias

maiores quantidades deste em solucgdo para que tal valor seja alcancado.
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FIGURA 1 Regresséo linear da concentracdo de Cd em Salvinia auriculata. A:
concentracdo na parte aérea (R* = 0,9105; y = 18,1195 + 792,4987x;
p<0,0001). B: concentracdo na parte submersa (R*> = 0,9413; y = -
121,8564 + 395,3628x; p<0,0001).
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3.2 Efeito da bioconcentracdo de cAdmio na morfologia e na ultraestrutura
das folhas submersas de Salvinia auriculata

Todas as plantas submetidas ao Cd apresentaram alteracdes morfologicas
e ultraestruturais em suas folhas submersas, sendo esses danos graduais com o
aumento do acimulo do metal em seus tecidos.

Ao terceiro dia de exposicdo ao Cd, foi possivel observar o
escurecimento das folhas submersas dos tratamentos de maior concentragdo
(0,56 e 1,12 mgL™) e, a partir do sétimo dia, a concentracdo de 0,28 mgL™

também apresentou 0s mesmos sintomas de toxidez (Figura 3).
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FIGURA 3 Folha submersa de S. auriculata ao terceiro dia de experimento. A:
Controle; B: Tratamento com 1,12 mgL™ de Cd na solug4o.

As andlises de microscopia mostraram danos qualitativos na estrutura
das células (Figura 4). Tanto na concentracdo de 0,112 como na de 0,28 mgL™ a
parede celular apresentou deformidades com grandes sinuosidades e, no
tratamento submetido & concentracdo de 0,28 mgL™, alguns pontos da parede e
da membrana plasmaética se romperam (Figura 4C).
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FIGURA 4 Fotomicrografia de sec¢des de folhas submersas de Salvinia auriculata. A:
Organizacéo das células do controle (barra = 10um); B: detalhe da parede
celular do controle (ver seta) (barra = 2,5um); C: parede celular de plantas
submetidas & concentragdo de 0,28 mgL™ de Cd, apresentando
rompimento da membrana plasméatica (ver seta) (barra = 2,5um); D:
parede celular de plantas submetidas & concentragéo de 0,56 mgL™ de Cd,
apresentando sinuosidade da parede e afastamento da membrana com
deposicdo de material (ver seta) (barra = 5um); E: células de plantas
submetidas & concentragéo de 0,56 mgL™, apresentando colapso da parede
celular e morte celular (barra = 10um); F: parede celular de plantas
submetidas & concentragdo de 1,12 mgL™, apresentando afastamento e
rompimento da membrana celular (ver seta) (barra = 10um).
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Vérios autores verificaram que a parede celular ¢ um dos principais alvos
da toxidez do Cd, sendo a perda de elasticidade (Barcel6 et al., 1988), a
deformidade (Wojcik et al., 2005) e o rompimento (Sridhar et al., 2005), os
danos mais comuns observados nesta estrutura, tanto em células de raiz como de
folhas, em plantas expostas ao Cd.

Nas maiores concentraces (0,56 e 1,12 mgL™) foi possivel observar
morte celular e retracdo do protoplasto em células epidérmicas (Figura 4E).
Nesses tratamentos também foram observados rompimento e sinuosidade da
parede celular em alguns pontos (Figura 4F). Houve deposicdo de material
opaco entre a parede celular e a membrana plasmatica, acarretando na
invaginacdo da mesma (Figura 4D). O mesmo material opaco e escuro foi
observado nos vaclolos na parte interna do tonoplasto. Esse material opaco pode
ser acimulo do proprio metal, uma vez que diversos estudos comprovaram que o
Cd se deposita principalmente ao longo da parede celular e no interior de
vacuolos (Sridhar et al., 2005; Wojcik et al., 2005).

4 Conclusao

Salvinia auriculata concentrou teores consideraveis de Cd em seus
tecidos, sendo essa concentracdo maior na parte submersa. Porém, quanto maior
o0 teor de Cd concentrado pela planta, maior os danos em suas folhas submersas,
como escurecimento e, em ambito ultraestrutural, alteragGes principalmente na
parede e membrana celular. Devida essa alta sensibilidade, S. auriculata pode
ser um bioindicador da presenca do Cd. Entretanto, a mesma possui potencial na
remocdo de Cd, sendo necessérias pesquisas baseadas na biotecnologia e no
melhoramento genético, que visem aumentar a tolerdncia desta macrofita ao

metal, podendo, entdo, ser utilizada como fitorremediador.
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CAPITULO 4

Potencial fitorremediador de Salvinia auriculata na presenca de chumbo
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Resumo

O chumbo é um dos metais pesados mais utilizados pela humanidade,
sendo a atividade antrépica a principal responsavel pela poluicdo dos
ecossistemas por este metal. O Pb, mesmo ndo sendo um elemento essencial, é
facilmente absorvido pelas plantas, podendo causar diminuicdo em seu
crescimento e biomassa, além de necroses nas folhas. Muitas plantas aquaticas
sdo tolerantes a contaminacdo por Pb, podendo acumular altas concentragdes do
metal em seus tecidos, sendo, entdo, consideradas fitorremediadoras. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da bioacumulagdo do Pb por Salvinia
auriculata, desde o nivel ultraestrutural ao nivel populacional, como a alocagédo
de biomassa e 0 crescimento vegetativo, além de determinar o teor de Pb
acumulado em seus tecidos, a fim de verificar o potencial fitorremediador dessa
espécie. Para isso, plantas de S. auriculata foram cultivadas em solucéo nutritiva
e submetidas a diferentes concentracGes de Pb. Ao final de quinze dias de
exposicdo procederam-se as analises. Os resultados indicaram um pequeno
decréscimo na alocacdo de biomassa pela planta com 0 aumento da concentracéo
de Pb na solucéo, porém, a capacidade de reproducdo clonal ndo foi afetada. O
nimero de novos rametes, ao final, ndo diferiu significativamente entre os
tratamentos. S. auriculata acumulou concentracdes consideraveis de Pb em seus
tecidos, principalmente na parte submersa, sem apresentar danos morfolégicos.
Porém, alteracfes ultraestruturais foram detectadas em altas concentrages do
metal, principalmente espessamento da parede celular. Essa alteracdo pode ser
um mecanismo de plasticidade fenotipica dos individuos da espécie frente a
contaminacgéo por Pb, o que explica, em parte, a alta tolerancia de S. auriculata a
esse metal. Essa macréfita apresenta potencial promissor para ser utilizada como
fitoextratora de Pb.

Abstract

The Lead (Pb) it is one of the more metals used by the humanity, being
the humans’ activities the main responsible for the pollution of the ecosystems
for this metal. Pb, same not being an essential element, it is absorbed easily by
the plants could cause decrease in its growth, biomass besides necroses in the
leaves. Many aquatic plants are tolerant to the contamination for Pb, could
accumulate high concentrations of the metal in its tissues, being then considered
phytoremediator. The objective of this work was to evaluate the effects of the
bioacumulation of Pb for Salvinia auriculata from the ultra-structural level at
the population level, as the biomass allocation and vegetative growth, besides
determining the accumulation of Pb in their tissues in order to verify the
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potential phytoremediator of that species. Plants of S. auriculata were cultivated
in nutrition solution and submitted to different concentrations of Pb. At the end
of fifteen days of exhibition the analyses were preceded. The results indicated
decrease in the biomass allocation for the plant with the increase of the
concentration of Pb, however the capacity of clonal reproduction wasn’t
affected, and the number of new ramets didn't differ significantly among the
treatments. To S. auriculata it was capable to accumulate considerable
concentrations of Pb in their tissues, mainly in the part submerged, without
presenting morphologic damages. However, ultra-structural alterations were
detected in the high concentrations of the metal, mainly thickness of the cell
wall. That alteration can be a mechanism of plasticity of the species front to the
contamination for Pb, what explains, partly, the high tolerance of the S.
auriculata to that metal. The macrophyte shows potential to be used as
phytoremediator of Pb.

1 Introducéo

O Pb é um metal utilizado em larga escala pela humanidade desde a
antiguidade (Sharma & Dubey, 2005). Apesar de ser relativamente abundante na
crosta terrestre e ocorrer naturalmente em aguas superficiais, a contaminacéo
dos ecossistemas por este metal pela atividade humana é predominante
(ATSDR, 1993). Atividades de mineracdo e fundicdo séo as principais fontes de
Pb, além de fertilizantes, pesticidas e gasolina (Eick et al., 1999), poluindo os
lagos, rios e oceanos pela deposicdo direta da atmosfera ou do escoamento
superficial do solo (ATSDR, 1993). Uma vez liberado, o Pb possui longo tempo
de residéncia comparado com a maioria dos poluentes (Alloway, 1993). Este
metal é altamente toxico aos homens, provocando problemas gastrintestinais,
hematoldgicos, renais e neurolégicos, principalmente em criangas (Paoliello &
Chasin, 2001).

O Pb é um elemento ndo-essencial, porém, facilmente absorvido e
acumulado pelas plantas. Com isso, sdo varios os estudos que tém demonstrado
a capacidade dos vegetais de acumularem concentragfes consideraveis deste

metal em seus 6rgdos, principalmente na raiz (Sharma & Dubey, 2005).
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Em relacdo as plantas aquaticas, é pouco provavel que o Pb cause danos
nos niveis encontrados no ambiente em geral (Paoliello & Chasin, 2001) e,
devido a essa tolerancia e potencial de acimulo, as macrofitas aquaticas tém
sido utilizadas como fitorremediadores promissores de Pb. Dentre elas, podem-
se citar as macrofitas flutuantes Pistia stratiotes (Miretzky et al., 2004) e
Salvinia minima (Olguin et al., 2002), entre outras. Porém, as plantas, quando
expostas a elevadas concentragdes deste metal, podem apresentar diminui¢do no
crescimento e na biomassa (Paoliello & Chasin, 2001).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o potencial de
acimulo de Pb pela macrofita aquatica flutuante Salvinia auriculata Aublet
(Pteridophyta) e o efeito sobre seu crescimento clonal e ultraestrutura, a fim de
verificar se esta planta pode ser utilizada como um fitorremediador em aguas
contaminadas por Pb.

Para alcancar tais objetivos, as seguintes hipéteses foram testadas: (1)
Salvinia auriculata acumula altas concentragdes de Pb em seus tecidos; (2) a
capacidade de alocagdo de biomassa por S. auriculata ndo é afetada pela
presenca do Pb em seu meio de crescimento; (3) o Pb ndo afeta, de maneira
significativa, o crescimento clonal de S. auriculata e (4) Salvinia auriculata ndo

apresenta danos em sua morfoanatomia, quando exposta ao Cd.

2 Materiais e métodos

2.1 Instalacdo dos experimentos

Individuos de Salvinia auriculata foram obtidos em local livre de
suspeitas de contaminagdo por Pb, @ margem direita do rio Grande (44° 55’ W;
21° 05’ S) e, entdo, selecionados quanto & uniformidade do tamanho. Esses

foram cultivadas em casa de vegetacdo por 5 dias em um recipiente com
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capacidade de 25 L contendo solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
modificada com 20% da forca i6nica e com pH entre 6,5¢e 7.

Apbds o periodo de aclimatacdo, os rametes foram separados e
transferidos para recipientes transparentes de polietileno com capacidade de 1,0
L de solugdo contendo doses crescentes de Pb.

As concentragfes de Pb na solu¢do foram determinadas com base no
valor maximo permitido (VMP) de Pb total para lancamento de efluentes em

corpos d’agua (Brasil, 2005), nesta legislacio o VMP é de 0,5 mgL™ (Tabela 1).

TABELA 1 Concentragdo, em mgL™, de Pb, na forma de Pb(NO3), na solugdo
para obtencdo dos tratamentos.
Concentracéo de Pb Percentual do VMP

Tratamento (mgL'l) (%)
Controle 0 0
Tratamento 1 0,25 50
Tratamento 2 0,5 100
Tratamento 3 1,0 200
Tratamento 4 2,0 400

Foram montados trés experimentos distintos: um para avaliar o efeito do
Pb no crescimento clonal e obtengdo de biomassa, onde foi colocado um ramete
por recipiente; outro para avaliar o efeito do Pb na ultraestrutura das folhas
flutuantes e submersas de S. auriculata, onde foi colocado um ramete por
recipiente e, por fim, um terceiro para analise de acimulo de Pb pelas partes da
planta, onde foram colocados quatro rametes por recipiente.

Em todos os experimentos, o delineamento amostral foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticfes para cada tratamento, com tempo de duragédo
de 15 dias cada, sendo a solucdo trocada a cada cinco dias, para evitar a

proliferacdo de algas.
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2.2 Crescimento clonal e alocacao de biomassa

Para determinar o crescimento clonal foi realizada a contagem do
nimero de novos rametes ao final do experimento, para cada tratamento. A
biomassa seca foi determinada separadamente para parte aérea (folhas
flutuantes) e parte submersa (rizoma e folhas submersas), a fim de verificar
diferenca na alocacdo de biomassa nas plantas submetidas ao estresse do metal
pesado.

As partes separadas foram secas em estufa, durante 72 horas, a 48°C e,

entdo, pesadas para a determinacdo da matéria seca.

2.2 Efeito do chumbo na ultraestrutura de S. auriculata

Para verificar as modificacBes anatdmicas foram realizadas analises em
microscopia eletrénica de transmissao (MET).

Folhas submersas de dois rametes foram coletadas por repeticdo. Essas
foram lavadas e imersas em solucdo fixativa (Karnoviskys modificado pH 7,2)
por um periodo de 24 horas, depois lavadas em tampéo cacodilato e pos-fixadas
em tetréxido de 6smio por 1 hora e, subsequentemente, desidratadas em série de
acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por trés vezes) e emersas em gradientes
crescentes de Spur/acetona (30% por 8 horas, 70% por 12 horas e 100%, duas
vezes, por 24 horas cada) e, entdo, montadas em moldes. Os moldes foram
cortados em seccBes semifinas (0,85 um) e ultrafinas (<100 nm), por meio do
ultramicrétomo Reichrt-Jung (ultracut E), com o auxilio de lamina de diamante.
As seccdes pds-contrastadas foram observadas e documentadas em microscopio

eletrbnico de transmissdo Zeiss EM 109 a 80 kV.

2.3 Anélise do acumulo de chumbo
Ao fim de quinze dias de exposicdo, as plantas de S. auriculata foram

separadas em parte submersa (rizoma e folha submersa) e parte aérea (folhas
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flutuantes) e, entdo, secas em estufa, durante 72 horas. Para a determinacéo das
concentracfes do Pb, cerca de 0,5 g de material vegetal seco e triturado foram
digeridos em 10 ml de HNOj; concentrado e aquecidos em forno de micro-ondas,
durante 10 minutos, a pressdo de 0,76 MPa. Apoés esta etapa, 0 material digerido
foi filtrado e lavado em &gua tridestilada. Esse procedimento seguiu 0 método
30512 da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, 1998).

A determinacdo da concentracdo de Pb nas amostras foi realizada por
meio de espectrofotdmetro de absor¢do atbmica com atomizagdo eletrotérmica
em forno de grafite, utilizando-se o equipamento AAnalyst 800 da Perkin Elmer.

Como controle de qualidade do método de extracdo e determinagdo de
elemento trago, foi acrescentada, para cada grupo de cinco amostras de biomassa
seca, uma amostra em “branco”. Para o “branco” do método de extracdo e
determinacdo de elementos-traco, foi utilizado o mesmo procedimento de
digestdo, porém, contendo apenas 4acido nitrico, sem amostra alguma. O
resultado obtido na leitura, o chamado branco do método, foi utilizado para
calcular o limite de deteccdo do método (LDM) e, por meio do valor obtido,
calculou-se o limite de quantificacdo do método (LQM).

O actmulo de Pb nos tecidos de S. auriculata foi calculado com base
nas concentracdes e producdo de massa seca, sendo os valores obtidos em

mg.kg™.

2.4 Anélise dos dados

Para verificar se houve diferenca no crescimento clonal e alocacdo de
biomassa por S. auriculata nos diferentes tratamentos, foi realizada uma anéalise
de variancia (ANOVA), com as médias sendo comparadas pelo teste de Tukey, a
5%.

Para verificar a concentracdo de Pb em S. auriculata nas partes aérea e

submersa, foram realizadas regressdes, em que o teor do metal foi considerado
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variavel dependente e a concentragdo Cd inicial na solugdo, varidvel
independente. E, para verificar se houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos, foi realizada analise de variancia (ANOVA), sendo as médias

comparadas pelo teste Tukey.

3 Resultados e discussao

3.1 Crescimento clonal e alocacao de biomassa
O efeito de toxidez mais pronunciado pelo Pb em S. auriculata foi a
reducdo na biomassa (Figura 1).

61



04

[=]
) L
o &

=
[
@

Biomassa parte aérea (g)

0.2

018

0.3

= =
pry = [
m P o

Biomassa parte submersa (g)

o

0.os

075

= =2 =
e o =)
o o @

Biomassa Total (g)

=
I
i}

025

&
ED

Cortrole 71 T2 T3 T4

Tratamentos

FIGURA 1 Box-plot da biomassa (g) de S. auriculata submetida a diferentes
concentracdes de Pb. A: biomassa aérea (F = 9,5399; p = 0,0001);
B: biomassa submersa (F = 10,6910; p<0,0001); C: biomassa total
(F = 17,479; p<0,0001).
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O Pb diminui a alocagdo de biomassa de S. auriculata a partir da
concentracdo de 0,5 mgL™, sendo a biomassa submersa significativamente
afetada a partir da concentracdo de 1,0 mgL™. Diversas espécies de plantas
terrestres apresentam reducdes em sua biomassa quando expostas ao Pb, como é
0 caso de plantas de arroz, que reduziram até 20% da sua producdo em
concentracOes altas de Pb (Andrade et al., 2008) e do cedro e do ipé, que tiveram
32% e 24% de reducdo, respectivamente (Paiva et al., 2000). Valores similares
foram verificados para este trabalho, em que a méxima reducdo encontrada foi
de 26% da biomassa total das plantas do tratamento de maior concentracéo,
comparado ao controle. Este valor é alto quando comparado com Salvinia
rotundifolia, que apresentou reducdo maxima de 10% em sua biomassa total,
quando submetida & concentracdo de 1,021 mgL™, porém, foram apenas 6 dias
de exposicao (Banerjee & Sarker, 1997). Reducdo no crescimento e de producéo
de biomassa séo respostas gerais da toxicidade dos metais pesados em plantas
(Malavolta, 1994).

Contudo, ndo houve diferenca significativa entre tratamentos do nimero
de novos rametes ao fim do experimento. Esse resultado mostra que, mesmo
com a reducéo da biomassa, o Pb ndo afetou a capacidade de crescimento clonal
de S. auriculata, sendo a mesma capaz de reproduzir assexuadamente nas

concentrages estudadas.

3.2 Efeito do chumbo na ultraestrutura de S. auriculata

N&o foram observados danos morfol6gicos, como cloroses, manchas e
necroses, nas plantas de S. auriculata. Os tricomas em formato de coroa na
superficie adaxial das folhas flutuantes, que sdo importantes estruturas na
identificacdo dessa espécie e na sua capacidade de flutuacéo pelo fato de serem
hidrof6bicos, permaneceram intactos em todos os tratamentos (Figura 2). Em

estudo realizado com S. minima verificou-se que esta espécie s6 apresenta
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injarias externas a partir de concentracdes de 28,4 mgL™ na solucdo, sendo esses
danos caracterizados por manchas marrons nas folhas e cloroses (Sanchéz-
Galvan et al., 2008)
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FIGURA 2 Tricomas em formato de coroa da face adaxial das folhas flutuantes
de S. auriculata. A: controle; B: concentragéo de 1,0 mg.L™ de Pb na
solucdo.

Nenhuma altera¢do ultraestrutural foi observada no tratamento de menor
concentracdo (0,25mgL™). A partir do segundo tratamento, tanto nas folhas
flutuantes como na folha submersa, foi observado um aumento na reserva de
amido em relacdo ao controle (Figura 3C e 3D). O acimulo de amido em plantas
expostas a metais pesados também foi relatado por Samarakoon & Rauser
(1979), em folhas de Phaseolus vulgaris submetidas a niquel, cobalto e cobre.
Uma possivel explicacdo para este fato é a deficiéncia de S na planta, que
acarreta um maior acimulo de carboidratos (Malavolta, 2006). Paiva et al.
(2002) observaram que, com o aumento da concentracdo de Pb na solugdo,
houve diminuicdo no teor de S em Cedrela fissilis.

Em todos os tratamentos, foi observado o aumento no tamanho dos
vactolos (Figura 3E) e, nas concentracdes de 1,0 e 2,0 mgL™, a parede celular
das células da epiderme e do mesofilo apresentaram sinuosidade e
espessamento, além do afastamento da membrana plasmatica em alguns pontos
(Figura 3F e 3G).
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FIGURA 3 Fotomicrografia de transmissdo de S. auriculata A: célula da folha flutuante
no controle, apresentando parede celular e cloroplastos (ver seta) (barra =
10um); B: célula da folha submersa no controle, apresentando parede celular
e organelas (ver seta) (barra = 5um); C: detalhe do cromossomo com reserva
de amido e mitocondrias de célula da folha flutuante do controle (ver seta)
(barra = 5um); D: Célula de folha submersa do T2, apresentando vactolo com
deposicdo de material na parte interna do tonoplasto (ver seta) (barra =
10um); E: detalhe do cromossomo com grande reserva de amido na célula de
folha flutuante do T2 (ver seta) (barra = 2,5um); F: célula de folha submersa
do T4, apresentando sinuosidade da parede celular (ver seta) (barra = 2,5um);
G: célula de folha flutuante de T4, apresentando espessamento da parede
celular (ver seta) (barra = 10um); H: detalhe do cromossomo de folha
flutuante de T4, apresentando méa formacéo (ver seta) (barra = 5pum).
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Tanto 0 aumento dos vaclUolos como as alteragBes na parede celular
podem ser explicados pelo acimulo do metal nessas estruturas. Os ions de Pb se
acumulam preferencialmente nos espacos intercelulares, na parede celular e no
vacuolo (Sharma & Dubey, 2005). Ja foi relatado que 96% do Pb acumulado por
raizes de plantas terrestres encontram-se na parede celular e no vacuolo
(Wierzbicka & Antosiewicz, 1993). Em Lemma minor, foi observada deposicao
de Pb significativa nos vacuolos durante a primeira hora de exposi¢do, tendo, a
partir da sexta hora, altas concentracbes de Pb sido depositadas na parede
celular, causando a invaginacdo da membrana plasmatica (Smardakiewicz &
Wozny, 2000).

A alteracdo na parede celular pode ser vista como plasticidade adaptativa
que a S. auriculata apresenta frente ao estresse da contaminagdo. 1sso ocorre
porque a tolerancia ao Pb, em muitas plantas, esta relacionada a propriedades da
parede celular, com o aumento da rigidez e do espessamento da mesma (Kabata-
Pendias & Pendias, 1992).

Na maior concentragdo de Pb, algumas organelas apresentaram
deformagGes, como mitocdndrias e, principalmente, cloroplastos com distlrbios
nos tilacoides (Figura 3H). Esses danos podem ser em funcdo de acimulo de

pequenas concentracGes de Pb por essas organelas (Sharma & Dubey, 2005).

2.3 Acumulo de chumbo por S. auriculata

Em todos os tratamentos, exceto o controle, foi possivel a quantificacdo
das concentracdes de Pb nas partes aérea e submersa da planta. S. auriculata
demonstrou potencial promissor na remocdo do Pb na solugdo nutritiva,
concentrando quantidades consideraveis do metal em seus tecidos,

principalmente na parte submersa (Figura 4).
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FIGURA 4 Regressdo ndo-linear da bioacumulagéo de Pb por S. auriculata. A:
acumulo pela parte aérea; B: acimulo pela parte submersa.

Em todos os tratamentos submetidos ao Pb, a parte submersa foi
responsdvel por mais de 77% da concentracdo do metal. Devido ao fato de
folhas submersas apresentarem funcéo de raiz, absorvendo agua e nutrientes
(Sculthorpe, 1967), essas também absorvem e concentram teores consideraveis
de ions em seus tecidos, como as raizes verdadeiras. A absorcdo do Pb se d& pela
membrana plasmatica e se move da raiz via apoplasto (Sharma & Dubey, 2005),

porém, barreiras, como a endoderme, evitam grande parte da translocacdo desse
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metal para a parte aérea das plantas, sendo esse um possivel motivo para
explicar os altos acimulos de Pb pelas raizes das plantas (Verma & Dubey,
2003).

Em trabalhos realizados com S. minima verificou-se que esta espécie
concentrou 7.705 mgkg™ quando exposta a uma solucdo contendo 3 mgL™
durante cinco dias (Olguin et al., 2002) e 2.000 mgkg™ em solucdo com
2,7mgL™" em 24 horas (Sanchéz-Galvan et al., 2008).

O Pb acumulado por S. auriculata foi maior na concentracdo de 5,0

mg.L™" do metal em solucdo (Tabela 2).

TABELA 2 Média de Pb acumulado por S. auriculata, valor calculado em
fungdo da producdo de massa seca.
Biomassa seca total Média do Pb

| Meédia do Pb acumulado
produzida por acumulado na parte
na parte submersa

tratamento (makg™) aérea
() (mgkg™)
0.45 A 482C 2,28 D
0,40 A 168,55 B 39,63C
0,35B 261,74 B 62,70 C
0,30 B 216,99 B 96,40 B
0.33B 463,40 A 124,46 A
F=17,479 F =13,9024 F=79,1921
P < 0,0001 p =0,0002 p <0,0001

* Médias seguidas pela mesma letra maidscula, na mesma coluna, ndo diferem
entre si.

Estudos de acumulo de Pb por plantas aquaticas demonstraram que a
maior concentracdo desse metal encontra-se nas raizes das plantas, decrescendo
na ordem rizoma>folha>flor>caule>semente (Sawidis et al., 1995). Em plantas
terrestres, o maior acumulo de Pb também se da nas raizes seguindo a ordem:
raiz>folhas>caule>inflorescéncia>sementes (Sharma & Dubey, 2005).

As altas concentragGes de Pb acumuladas por S. auriculata sugerem que

esta espéecie € um excelente removedor desse poluente em meios contaminados.

68



4 Conclusao

Salvinia auriculata acumulou concentracdes consideraveis de Pb em
seus tecidos, principalmente na parte submersa. Houve um decréscimo na
biomassa da planta, porém, a mesma ndo perdeu sua capacidade de reproducao
clonal e sobrevivéncia, visto que nenhum ramete morreu durante oS
experimentos. S. auriculata ndo apresentou danos morfoldgicos e as alteragdes
ultraestruturais s6 foram observadas a partir das concentracdes de 0,5 mg.L™.
Essa alteragdo é uma plasticidade anatdmica que a planta apresenta com a
finalidade de aumentar seu grau de tolerancia a contaminacdo. Sendo assim, S.
auriculata pode ser utilizada como um fitorremediador potencial em areas

contaminadas por Pb.
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