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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Cynthia de. Caracteristicas morfoanatdbmicas e fisiologicas na
avaliacdo do potencial bioindicador e fitorremediador de Pistia stratiotes L.
na presenca de caddmio, chumbo e arsénio. 2010. 163p. (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O intenso desenvolvimento das atividades industriais e agricolas tem
contribuido de maneira significativa para o aumento da poluicdo ambiental por
elementos trago, em que 0s ecossistemas aquaticos tém sido altamente
impactados, podendo limitar a utilizacdo de recursos hidricos. Entre os poluentes
de maior periculosidade liberados em ecossistemas aquaticos por meio de
efluentes industriais, encontram-se os elementos-traco cadmio (Cd), chumbo
(Pb) e arsénio (As), que podem ser prontamente introduzidos na cadeia trofica,
representando alta toxicidade a salde de animais e seres humanos. A
fitorremediacdo tem sido indicada como uma técnica eficiente de recuperacéo de
ambientes aquaticos a baixo custo, a fim de reduzir os impactos gerados por
esses poluentes. Diversas plantas aquaticas tém sido utilizadas tanto em
programas de fitorremediacdo, como no biomonitoramento da poluicdo por
elementos-traco, devido a sua tolerncia e capacidade de absor¢éo e acumulo de
substancias inorganicas presentes nesses sistemas, o que é possibilitado devido
as estratégias e mecanismos desenvolvidos contra a fitotoxicidade desses
elementos, sendo varidvel entre as diferentes espécies e para diferentes
substancias. Por isso, tornam-se necessarios estudos visando o conhecimento da
potencial tolerancia dessas plantas a esses poluentes, a fim de que sejam
futuramente utilizadas como filtros biolégicos em ambientes aquéticos
contaminados. Nessa perspectiva, objetivou-se avaliar 0 comportamento da
espécie Pistia stratiotes sob concentracdes crescentes de Cd, Pb e As, por meio
de andlises populacionais, sintomas visuais, estrutura interna radicular, atividade
de enzimas do sistema antioxidante e o teor, acimulo, translocagdo e absorcédo
dos elementos-traco, visando a indicacdo desta espécie para programas de
biomonitoramento e fitorremediacédo de efluentes contaminados pelos elementos
estudados. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Lavras, onde as plantas foram cultivadas em solucéo
nutritiva de Hoagland & Arnon 40% e submetidas a diferentes concentracGes
dos elementos-traco, separadamente. Foram realizadas analises dos teores
acumulados dos elementos-trago por meio de absorgdo atdmica, andlises
anatémicas radiculares em microscopia de luz, avaliagcdo do crescimento clonal e
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da biomassa e a atividade das enzimas do sistema antioxidante peroxidase do
ascorbato (APX), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Os sintomas
visuais foram analisados in situ e registrados por meio de fotografias. Conforme
0s resultados, a espécie P. stratiotes concentrou teores consideraveis de Cd, Pb e
As em seus tecidos, porém na presenca de Cd foram observados efeitos de
toxidez como clorose nas maiores concentracfes. A acdo combinada das
enzimas do sistema antioxidante e alteracfes estruturais como espessamento de
epiderme, exoderme e endoderme, foram detectadas nas raizes de P. stratiotes
de acordo com 0 aumento da concentracdo dos elementos estudados em solucéo,
funcionando como estratégias adaptativas que permitem a tolerancia da espécie a
estes elementos. Portanto, P. stratiotes, pode ser utilizada no biomonitoramento
de ambientes aquéaticos contaminados por Cd, pela facilidade de deteccdo dos
efeitos de toxidez causados por este elemento, além de apresentar potencial
promissor na utilizacdo em programas de fitorremediacdo de ambientes
aquaticos contaminados por Pb e As.

Palavras — chave: fitorremediacdo, biomonitoramento, metal pesado, alface
d’agua, poluicdo ambiental, morfoanatomia, sistema antioxidante.
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GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, Cynthia de. Morphoanatomical and physiological
characteristics in the evaluation of the bioindicator and phytoremediator
potential of Pistia stratiotes L. in the presence of cadmium, lead and arsenic.
2010. 163p. (Master in Agronomy/Plant Physiology) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG."

The intensive development of industrial and agricultural activities have
contributed significantly to the increase in environmental pollution by trace
elements, where aquatic ecosystems have been highly affected, restricting the
use of water resources. Among the most hazardous pollutants released into
aquatic ecosystems through industrial effluents are the trace elements cadmium
(Cd), lead (Pb) and arsenic (As), which can be readily introduced in the food
chain, representing high toxicity to animal and human health. Phytoremediation
has been indicated as an effective, low cost technique to recover aquatic
environments in order to reduce the impact of these pollutants. Several aquatic
plants have been used both in phytoremediation as well as the biomonitoring of
pollution by trace elements due to the plant tolerance and their capacity to
absorb and accumulate inorganic substances present in these systems. This is
made possible due to the strategies and mechanisms developed against
phytotoxicity of these elements, that is variable among different species and
different substances. Therefore studies on potential plant tolerance to these
pollutants becomes necessary, so that in the future they can be used as biological
filters in contaminated aquatic environments. From this perspective, the
objective was to evaluate the behavior of the Pistia stratiotes specie under
increasing concentrations of Cd, Pb and As. This was conducted through the
analysis of population, visual symptoms, internal root structure, antioxidant
enzyme activity system and content, accumulation, translocation and absorption
of trace elements, seeking an indication of this species for biomonitoring
programs and phytoremediation of effluents contaminated by the elements
studied. The experiments were conducted in a greenhouse at the Federal
University of Lavras, where plants were grown in 40% Hoagland & Arnon
nutrient solution which were previously and individualy exposed to different
concentrations of the three trace elements. Trace element accumulation analyses
were made by atomic absorption, the root anatomical analysis under light
microscopy. The growth and biomass, and the ascorbate peroxidase (APX),
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) antioxidant enzyme activity

* Guidance Committee: Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Adviser), Janice Guedes de
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were assessed. Visual symptoms were analyzed in situ and register by
photography. According to results, the species P. stratiotes concentrated
considerable levels of Cd, Pb and As in its tissues. However, toxic effects such
as chlorosis were observed at the higher Cd concentrations. The considered
effects of antioxidant system enzymes and structural alterations such as the
thickening of epidermis, exodermis and endodermis were detected in the roots,
according to the increase solution concentration of the studied elements. These
alterations function as adaptive strategies which permit species tolerance to these
elements. Therefore, P. stratiotes can be utilizing in the Cd contaminated aquatic
environments, due to its facility in the detection of toxic effects caused by this
element. Furthermore, this species presents promise potential to be used in
phytoremediation programs of Pb and As contaminated aquatic environments.

Key-words: phytoremediation, biomonitoring, heavy metal, water lettuce,
environmental pollution, morphoanatomy, antioxidant system.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

Em decorréncia da acdo antrépica, cada vez mais intensa devido a alta
demanda por produtos industrializados para o suprimento das necessidades da
crescente populagdo, os ecossistemas aquaticos tém sido impactados de diversas
maneiras, 0 que pode limitar a utilizacdo dos recursos hidricos, afetando todos 0s
Seres Vivos.

Entre as atividades responsaveis por estas alteracdes, destacam-se 0 uso
inadequado de fertilizantes e pesticidas, bem como o aumento das atividades
mineradoras e industriais (Melo et al., 2009). Esta grande dependéncia
tecnoldgica tem ocasionado a constante liberacdo de grande quantidade de
poluentes no ambiente aquético.

Os elementos-tragco cadmio (Cd), chumbo (Pb) e arsénio (As) sdo
exemplos destes poluentes. Dessa forma, ocorre entrada destes elementos
bioacumulativos na cadeia tréfica, podendo ainda representar alta toxicidade
sobre a biota aquatica (Zhou et al., 2008).

A recuperagdo dos ecossistemas aquaticos contaminados pode ser
realizada por processos quimicos, fisicos ou biologicos. Os agentes quimicos
responsaveis pela precipitacdo e reducdo, e agentes fisicos como membranas
artificiais, sdo tecnologias de alto custo, que podem ainda gerar residuos de
dificil eliminagdo. O método bioldgico, que utiliza plantas para a retirada de
contaminantes da agua, a fitorremediacdo, tem se mostrado uma alternativa
eficiente e de baixo custo (Sufie et al., 2007).

Para a implantacdo de um sistema de fitorremediacdo é necesséria a
identificacdo de plantas que desempenhem de forma eficaz a funcdo
fitorremediadora, justificando-se o estudo do comportamento das espécies frente
a contaminacdo por diferentes elementos. Para que uma espécie seja considerada

fitorremediadora, ela deve atender a alguns requisitos, tais como facil aquisicdo



e multiplicacdo, tolerancia aos poluentes e alta producdo de biomassa. Por outro
lado, se determinada espécie for capaz de extrair os poluentes, mas ndo de se
desenvolver adequadamente, apresentando sintomas de toxicidade, ela pode ser
utilizada no biomonitoramento da poluicdo destes sistemas, pelas mudangas
biolégicas nela ocorridas ou pela substdncia quimica por ela absorvida e
acumulada (Zhou et al., 2008).

Em geral, as plantas aquaticas sdo indicadas para estudos de
bioindicacdo por exibirem caracteristicas vantajosas a este tipo de avaliacédo,
como alta tolerancia a elementos-traco, facilidade de manipulagdo em
laboratérios e por permitirem a visualizacdo de sintomas causados pela
toxicidade dos poluentes ou por acimulo dos mesmos (Zhou et al., 2008).

A espécie Pistia stratiotes L. tem sido utilizada e indicada para remocao
de nitrogénio (N), fésforo (P) e sdlidos suspensos na éagua, melhorando a
qualidade dos sistemas aquaticos (Lu et al., 2010), e indicada como
bioacumuladora de cromo (Maine et al., 2004), demonstrando seu potencial uso
como fitorremediadora, contribuindo para a melhoria da qualidade da &gua.

Nesta perspectiva, o trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
bioindicador e fitorremediador de Pistia stratiotes submetida a contaminacéao
por Cd, Pb e As. Foram analisados dados populacionais, sintomas visuais,
estrutura interna radicular, atividade de enzimas do sistema antioxidante e o teor,
acumulo, translocacéo e absorcao dos elementos-trago, visando a indicagdo desta
espécie para programas de biomonitoramento e/ou fitorremediacao de efluentes

contaminados pelos elementos estudados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Contaminac&o por elementos-trago

Embora o termo elemento-traco ainda ndo tenha definicdo precisa, tem
sido utilizado em ciéncias biolégicas para denominar elementos quimicos que
ocorrem em organismos vivos em concentracdes menores do que 1000 mg.kg™
(0,1%), em analogia a sua denominagdo geoquimica, a qual indica elementos
presentes na crosta terrestre em concentragdes semelhantes. No entanto, nem
sempre um elemento considerado traco em biologia, é também considerado em
geoquimica, como por exemplo, o ferro (Fe), que apresenta-se na superficie
terrestre em concentragdes muito superiores as encontradas em materiais
bioldgicos (Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007). A designacdo elemento-traco
em biologia abrange, portanto, os metais pesados, que sdo aqueles que possuem
densidade atdmica superior a 6 g.cm® (Gardea-Torresdey et al., 2005) como o
cadmio (Cd) e o chumbo (Pb), bem como metaloides, como o arsénio (As).
Estes sdo elementos ndo-essenciais aos seres vivos, porém elementos essenciais
como 0 manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu) e ferro (Fe) também fazem parte
deste grupo de elementos (Padmavathiamma & Li, 2007).

A contaminacdo de ambientes aquaticos por elementos-traco tem sido
considerada um sério problema ambiental (Maine et al., 2004; Miretzky et al.,
2006; Mishra & Tripathi, 2008), pois além de inviabilizar o uso de recursos
hidricos, aumenta o risco de entrada destes elementos bioacumulativos na cadeia
trofica (Oliveira et al., 2001; Melo et al., 2009).

Estes elementos sdo introduzidos em ecossistemas naturais por meio da
acdo humana, como resultado de diferentes atividades industriais e agricolas, ou
por causas naturais devido a acdo de intemperismo sobre rochas que os contém
(Gabos et al., 2009). Efluentes industriais provenientes de atividades como

fundicdo, mineracdo, galvanoplastia, producdo de ceramica e vidro, bem como



residuos da industria téxtil, sdo fontes comuns de contaminacdo de corpos
d’agua com metais e metaldides traco (Keskinkan et al., 2003). Outras atividades
antrépicas como a utilizacdo de pesticidas e herbicidas na agricultura também
tém sido indicadas como causadoras de impactos ambientais a ecossistemas
aquaticos, por meio da contaminacao por elementos-traco (Melo et al., 2009).
Aguas residuais contendo elementos-traco solGveis sob a forma de ions
devem ser tratadas antes de serem lancadas no ambiente, bem como 0s corpos
d’agua poluidos por estes elementos devem ser depurados, com o intuito de
evitar riscos a salde humana e animal (Espinoza-Quifiones et al., 2009). Com
este objetivo, varios estudos com plantas aquaticas tém sido realizados, para que
possam ser utilizadas na remediacéo de ecossistemas aquaticos, evitando o fluxo

destes elementos na cadeia alimentar (Peng et al., 2008).

2.1.1 Cadmio (Cd)

O elemento-traco cadmio (Cd) estd entre os metais potencialmente mais
perigosos para a biosfera, apresentando-se na superficie terrestre na
concentracdo média de 0,1 a 0,2 mg.kg™ (Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007),
cujo valor méaximo permitido (VMP) de Cd total para lancamento de efluentes
em corpos d’4gua doce é de 0,2 mg.L™ de Cd (Brasil, 2005).

Este é um elemento ndo-essencial introduzido no ambiente por meio de
incineracdo, descarte de produtos residuais de industrias metallrgicas e
mineradoras, e principalmente como subproduto de fertilizantes fosfatados
(Toppi et al., 2007).

O Cd é considerado como um dos metais mais ecotoxicos, por provocar
efeitos adversos sobre processos bioldgicos de animais, plantas e seres humanos,
sendo ainda um elemento bioacumulativo. A contaminacdo de cadmio em
humanos e animais se da principalmente por alimentos e dgua contaminadas

com este metal, causando diversos problemas como dano renal, hipertenséo,



enfisema, baixa funcdo reprodutiva, deformacdo da estrutura éssea devido ao
efeito prejudicial ao metabolismo do célcio, e em casos mais graves alteracdes
cancerigenas (Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007).

Embora ndo seja essencial as plantas, os ions de Cd sdo prontamente
absorvidos pelas raizes e translocados para a parte aérea, afetando o
crescimento, processos fotossintéticos e a absorgdo de nutrientes (Misrha &
Tripathi, 2008).

De forma geral, o efeito do Cd em plantas é o enrolamento e clorose nas
folhas e reducdo no crescimento, podendo ocorrer ainda inibicdo da atividade de
diversas enzimas, como a da redutase do nitrato, ou ocasionando ainda danos ao
aparelho fotossintético e inibindo a fosforilacdo oxidativa mitocondrial. Por
outro lado, o Cd pode inibir ou estimular a atividade de varias enzimas
antioxidantes (Toppi & Gabbrielli, 1999).

2.1.2 Chumbo (Pb)

O Pb é um dos poluentes ambientais mais conhecidos, por sua
persisténcia no ambiente e por seu efeito nocivo aos ecossistemas e a salde
humana. No entanto, o Pb é considerado também um metal de grande utilidade,
sendo empregado de diversas maneiras nos processos industriais. A
concentracdo média deste metal encontrada na crosta terrestre é de 15 mg.kg™, o
que o coloca entre os elementos-trago relativamente mais abundantes (Kabata-
Pendias & Mukherjee, 2007). Seu VMP total para lancamento de efluentes
em corpos d’agua doce é de 0,5 mg.L ™ (Brasil, 2005).

As principais fontes de poluicdo por Pb sdo em decorréncia de suas
aplicacbes, como residuos de industrias mineradoras, siderdrgicas, aeronauticas,
téxteis, de fundicdo, refinarias de petréleo, de material fotografico, vidros,
ceramicas e explosivos, pelo uso do metal em revestimento e acabamento, uso

de compostos que o contém como fertilizantes e pesticidas e como aditivos em



tintas e gasolina, além de baterias (Sharma & Dubey, 2005; Lalhruaitluanga et
al., 2010). Desta forma, o metal traco pode ser lixiviado para a superficie e por
meio de fluxos de &gua, contaminar o solo e ecossistemas aquaticos (Sharma &
Dubey, 2005).

O Pb é um elemento-nédo essencial ao seres humanos, plantas e animais,
de facil bioacumulagdo em ambientes aquaticos, podendo ser prontamente
introduzido na cadeia tréfica (Kabata-Pendias, 2004; Bi et al., 2010).

Em humanos, a contaminacdo com Pb pode causar doencas crénicas no
sistemas renal e nervoso, com potencial cancerigeno (Bi et al, 2010). Na agua
para consumo humano, mesmo em baixas concentracGes, 0 Pb pode desencadear
anemia, encefalopatia e hepatite, podendo ainda ser acumulado nos musculos e
0ssos (Lalhruaitluanga et al., 2010).

Nas plantas, 0 excesso deste elemento pode causar 0 aparecimento de
cloroses, 0 escurecimento das raizes e a diminuigdo do crescimento, devido a
inibicdo da fotossintese, modificagdes hormonais e interferir na regulacdo da

nutricdo mineral (Romeiro et al., 2007).

2.1.3 Arsénio (As)

O As é um metaloide amplamente distribuido no ambiente, cujos niveis
médios encontrados na crosta terrestre e nos rios sdo de 0,5 a 2,5 mg.kg'1 e 0,11
a 9,4 ug.L?, respectivamente (Kabata-pendias & Mukherjee, 2007). E um
elemento ndo essencial e toxico as plantas e animais, podendo colocar em risco a
vida dos seres humanos. Sua incorporacdo na cadeia alimentar se da
principalmente por meio da absorcdo pelas plantas e contaminagdo da agua
(Zhao et al., 2009).

A contaminacdo de ambientes aquaticos por arsénio tem origem por
meio da acdo antrépica ou pela liberacdo de altos niveis deste elemento por

processos naturais. Entre as fontes de contaminagdo, destacam-se aquelas



ocasionadas pela atividade humana, via aplicacdo de produtos agricolas ou de
rejeitos de mineracdo (Folkes et al., 2001; Melo et al., 2009). Alguns insumos
agricolas contém compostos como o arsenato de chumbo (PbHAsO,) e o
arsenato de célcio (CaAsO,), que sdo facilmente lixiviados para 0s corpos
d’agua (Calzada et al., 1998). Os rejeitos da atividade mineradora, por meio da
drenagem 4cida, incorporam varios elementos tdxicos, como o arsénio, o
céddmio, o chumbo e o mercdrio, contaminando o meio ambiente, principalmente
os aquaticos (Mello et al., 2006), o que torna a mineracdo altamente impactante.

Os altos niveis de As originados por processos naturais sdo provenientes
da lixiviacdo de residuos minerais liberados pela acdo do intemperismo de
rochas magmaticas e sedimentares (Melo et al., 2009).

A toxicidez de As em plantas pode resultar em interrup¢do do fluxo
energético entre as células, por este elemento competir com o elemento fésforo

(P), devido as suas semelhancgas quimicas (Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007).

2.2 Fitorremediacao

A recuperacdo dos ecossistemas aquaticos contaminados pode ser
realizada por processos quimicos, fisicos, tidos como convencionais, ou por
meio de técnicas alternativas, como o0 método biol6gico (Keskinkan et al., 2003).

As técnicas de biorremediacao no tratamento de residuos toxicos sdo, em
geral, menos onerosas, do ponto de vista econdmico, do que os métodos
tradicionais de tratamento de residuos como destruicdo catalitica, adsorgdo por
membranas, complexacdo, oxidacdo ou reducdo, precipitacdo, filtracdo,
coagulagdo, evaporacdo e incineracdo (Singh & Fulekar, 2010). Além disso, as
técnicas convencionais demandam alto consumo de reagentes e energia,
possuem baixa seletividade provocando perdas na diversidade de organismos,

além de serem responsaveis pela geracdo de residuos de dificil descarte



(Lalhruaitluanga et al., 2010), o que néo é atribuido aos processos alternativos
de remediacéo por técnicas bioldgicas (Espinoza-Quifiones et al., 2008).

Entre as técnicas de biorremediacdo esta a fitorremediacéo, processo o
qual utiliza plantas e organismos a elas associados para a remogdo de poluentes
organicos e inorganicos do ambiente, processo que tem sido indicado como
eficiente e de baixo custo, podendo ser aplicado a grandes areas (Sufie et al.,
2007). Outra vantagem que € atribuida a fitorremediacdo, é por esta ser
considerada uma tecnologia ‘limpa’, por utilizar vegetais para a retirada de
contaminantes, ndo prejudicando outros organismos presentes nesses sistemas
(Pilon-Smith, 2005), sendo, portanto, um método ecologicamente viavel.

A fitorremediacdo pode ser realizada por meio de diferentes processos
como degradacdo do poluente na prépria planta ou na rizosfera, que neste caso
ndo se aplica aos poluentes inorganicos, ou por mecanismos como o de
fitoextracdo em que os poluentes sdo absorvidos e acumulados nas plantas.
Outros processos como a fitoestabilizacdo que reduz a biodisponibilidade dos
contaminantes, a fitovolatilizacdo dos poluentes, e a fitoestimulacdo da
biorremediagdo por outros organismos também sdo consideradas respostas
fitorremediadoras (Salt et al., 1998; Pilon-Smith, 2005).

No entanto, a técnica de fitorremediacdo também apresenta algumas
limitacdes tais como a necessidade da biodisponibilizacdo dos poluentes e a
dificuldade na escolha de espécies fitorremediadoras, as quais devem possuir
raizes capazes de alcancar estas substancias e serem tolerantes as mesmas,
estando ainda sujeitas a acdo dos fatores edafo-climaticos, que devem permitir o
seu crescimento e desenvolvimento adequados. Além disso, o processo de
fitorremediacdo é geral, considerado um tratamento de longo prazo, possuindo
outros complicadores como a necessidade de remocéao da biomassa extratora dos

contaminantes, no intuito de que estes ndo sejam repassados a cadeia trofica, e o



possivel impedimento a introducéo de vegetais em locais com elevadas taxas de
contaminacdo (Pires et al., 2003).

Apesar da existéncia dessas limitacGes, os efeitos benéficos da técnica de
fitorremediacdo a tornam um método alternativo que oferece boas perspectivas.
Porém, esta técnica ainda requer pesquisas multidisciplinares para a
identificacdo de espécies com possibilidade para utilizagdo em projetos de
descontaminacdo de solos e ambientes aquaticos, visando a superacdo das
restricdes existentes (Wolff et al., 2009).

Portanto, anteriormente a implantacdo de programas de fitorremediacéo,
¢ necessaria a escolha de plantas que apresentem maior potencial
fitorremediador, utilizando-se algumas caracteristicas indicativas para a sele¢cdo
como capacidade de absorcdo, acumulacdo e/ou metabolizacdo e tolerancia ao
poluente, alta taxa de crescimento e producdo de biomassa, que permita uma
facil colheita, quando for necesséria a remoc¢do da planta da area contaminada,
resisténcia a pragas e doengas, seja de facil aquisicdo ou multiplicacdo de
propdgulos e que tenha capacidade de desenvolver-se em ambientes
diversificados. Além da selecdo prévia da espécie a ser utilizada, é essencial que
todos os fatores negativos as plantas fitorremediadoras sejam controlados ou
corrigidos, para que elas possam expressar seu maximo potencial de remediacéo
(Salt et al., 1998; Pires et al., 2003).

Porém é vélido ressaltar que dificilmente uma espécie terd todas essas
caracteristicas agrupadas, contudo devera ser selecionada aquela que reunir o
maior nimero de pré-requisitos possiveis (Wolff et al., 2009).

Diversas plantas sdo capazes de acumular poluentes, em que a
concentracdo final dos mesmos em seus 6rgdos, é maior do que no meio
contaminado, o que é possivel devido as estratégias e mecanismos
desenvolvidos contra a fitotoxicidade desses elementos. Por isso, tornam-se

necessarios estudos visando o conhecimento da potencial tolerdncia destas
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plantas a estas substancias, a fim de que sejam futuramente utilizadas como

filtros biol6gicos para ambientes aquaticos contaminados (Miretzky et al., 2004).

2.3 Bioindicacéo

A andlise da matriz ambiental tem sido amplamente utilizada com o
intuito de se obter informag6es sobre os niveis de poluicdo de um determinado
local, processo conhecido como monitoramento ambiental. De forma anéaloga a
remediacdo, o monitoramento da poluicdo ambiental também pode ser realizado
por meio de técnicas fisicas, quimicas e bioldgicas (Niemi & McDonald, 2004).

A técnica de biomonitoramento pode ser empregada isoladamente ou
como alternativa complementar a outras técnicas em programas de
monitoramento da poluicdo ambiental, permitindo o melhor entendimento das
relacBes ecoldgicas envolvidas no processo. Porém, tem sido bastante utilizada
de maneira isolada, por apresentar diversas vantagens sobre analises quimicas e
fisicas, sendo capazes de integrar flutuacdes das concentragcdes de poluentes, por
meio do tempo, além de acompanhar o aumento destas concentragfes por meio
da bioacumulagdo. Outras vantagens seriam 0 baixo custo, praticidade e a
precisdo das andlises, pela alta sensibilidade do método que proporciona a
deteccdo de poluentes proximos ao limite minimo de deteccdo de outros
métodos (Azevedo et al., 2009).

O biomonitoramento é uma técnica cientifica de avaliacdo da poluicéo
ambiental por meio da analise de marcadores refletidos pelos organismos
indicadores, quando expostos aos poluentes. Os marcadores utilizados nessa
técnica podem ser a propria substancia poluente acumulada, ou alteragbes por
eles causadas nos organismos (Niemi & McDonald, 2004).

Desta forma, a bioindicacdo por meio do biomonitoramento, pode

oferecer informacgGes sobre potenciais e reais efeitos de toxicidade dos poluentes
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e demonstrar efeitos deletérios por eles ocasionados no ambiente (Zhou et al.,
2008).

Séo considerados indicadores ambientais e ecoldgicos de poluigdo, ou
bioindicadores, organismos ou popula¢Ges que sejam capazes de responder a
agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos com caracteristicas mensuraveis em sua
estrutura, composicdo ou fungdo. Portanto, suas principais fungfes séo as de
detectar e responder a perturbagdo ambiental seja ela de origem natural ou por
acdo antrépica (Niemi & McDonald, 2004).

Os bioindicadores podem ser classificados de acordo com seus
mecanismos de identificacdo da poluicdo, podendo ser caracterizados como
bioindicadores de acumulacdo, aqueles capazes de acumular concentracGes
relativamente elevadas do poluente, sem que o individuo seja lesado, ou como
bioindicadores de reacdo, em que neste caso o individuo possui susceptibilidade
ao poluente, apresentando alteragcGes em sua morfologia, citologia, entre outras
(Wolff et al., 2009).

Portanto, as caracteristicas esperadas de um bom bioindicador sdo: alto
potencial de acimulo de poluentes sem que ocorra morte, disponibilidade de
repeticdes para amostragem, o que exige abundancia de individuos no local
contaminado, ciclo de vida longo para que possibilite comparacGes entre
diferentes idades, altas taxas de propagacdo em laboratério e capacidade de se
manter vivo em ambiente aquatico. Além disso, um indicador ecoldgico de
poluigdo deve ainda ocupar posic¢des iniciais na cadeia trofica, apresentar relagéo
dose-efeito de facil visualizacdo e permitir a anélise microscopica de danos em
seus tecidos e células. Porém, a possibilidade de se encontrar um bioindicador
com todas estas caracteristicas € minima, logo, sendo indicado que 0 mesmo seja
escolhido em funcdo do objetivo do programa de monitoramento (Zhou et al.,
2008).
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Pelo fato de a qualidade da agua afetar diretamente a vida da populacdo
de ambientes aquaticos, individuos destes ecossistemas podem ser utilizados
como indicadores ecoldgicos de poluicdo. Portanto, organismos e populacdes
biolégicas em diferentes niveis troficos podem ser utilizados como
bioindicadores do efeito de um ou mais poluentes (Malik & Zeb, 2009).

Diversas plantas aquaticas tém sido utilizadas como bioindicadoras
ecoldgicas de poluicdo devido as vantagens apresentadas pela maioria destas
espécies, como alta tolerancia a poluicdo por elementos-traco, facilidade de
amostragem, individuos grandes e de facil manipulacdo em laboratorio.
Algumas das possiveis respostas mensuraveis destas plantas a exposicdo a
elementos poluentes como os elementos-traco sdo inibicdo da fotossintese e
fixacdo de nitrogénio, alteracdo da capacidade respiratoria e inibicdo do

crescimento (Zhou et al., 2008).

2.4 Plantas aquaticas
As plantas vasculares, visiveis a olho nu que se desenvolvem na agua e,
portanto, denominadas plantas aquéticas, podem ser sub-classificadas quanto ao
seu habito de desenvolvimento como: emersas as que apresentam a maior parte
do caule e das folhas acima da superficie da agua, também chamadas de
marginais, por se desenvolverem nas margens ou em locais rasos; emersas com
folhas flutuantes as que possuem a maior parte das folhas e do caule abaixo da
superficie da agua; flutuantes as que possuem raizes livres na agua e apresentam
folhas e flores acima da superficie da dgua e as submersas, que possuem a maior
parte das folhas e do caule abaixo da superficie da dgua podendo ser enraizadas
ou livres (Tanaka et al., 2002).
Diversas plantas aquaticas de diferentes grupos e familias foram
indicadas por meio de estudos como acumuladoras de quantidades relevantes de

elementos-trago em seus tecidos, podendo ser utilizadas em programas de
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fitorremediacdo ou no monitoramento da poluicdo de ambientes aquaticos por
estes poluentes (Peng et al., 2008).

A utilizac8o destas plantas na remog¢do e monitoramento da poluicéo de
recursos hidricos é altamente competitiva, quando comparada aos métodos
tradicionais (Maine et al., 2001; Miretzky et al., 2004). Esta forma de remogéo
de poluentes é possibilitada pela absor¢do radicular e acimulo destes elementos,
devido a tolerancia das espécies a estes poluentes, aliados a grande producéo de
biomassa e facil propagacéo, caracteristicas geralmente presentes na maioria das
espécies aquaticas (Miretzky et al., 2004).

Porém, vérias plantas aquaticas apresentam comportamentos especificos
guanto a sua capacidade e mecanismo de absorcdo de poluentes, portanto, sendo
necessarios, estudos que visem a identificacdo de qual 6rgdo acumula maior
quantidade de poluentes e seus mecanismos de tolerancia a estas substancias. A
andlise dos tecidos destas espécies podem ainda fornecer informagfes ao longo

do tempo, sobre a qualidade da agua (Baldantoni et al., 2005).

2.4.1 Pistia stratiotes L.

A espécie Pistia stratiotes, conhecida popularmente como alface d’agua,
flor-d’agua, erva-de-santa-luzia, lentilha-d’agua, mururé, golfo, mureré-pagé,
pagé ou pasta (Lorenzi, 1982), é uma planta aquatica flutuante, amplamente
distribuida por todo o mundo, cuja origem ainda ndo foi totalmente definida,
sendo atribuida a Africa ou América do Sul (Lorenzi, 1982; Cardoso et al.,
2005). E também considerada espécie ornamental, por auxiliar na estética de
ambientes aquaticos artificiais (Lorenzi, 1982).

Pistia stratiotes € uma espécie pertencente a familia Araceae, de porte
herbaceo, acaule, estolonifera, com propagacdo sexuada e assexuada por meio
de seus estoldes (Lorenzi, 1982), cuja via preferencial de reproducdo é a

vegetativa (Cardoso et al., 2005). Possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas,
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obtusas e densamente pubescentes, dispostas em rosetas, em que as radicais tém
0 peciolo maior e mais largo do que as outras, de coloracdo verde aveludada na
face adaxial e verde palida esbranquicada na face abaxial (Figura 1A). A
inflorescéncia é pequena e de cor branca e creme (Figura 1B), composta por
espadice cercada por uma espata pilosa, caracteristica das araceas, encontrando-
se no centro da roseta (Lorenzi, 1982; Coelho et al., 2005).

Por sua alta capacidade de reproducéo vegetativa e rapido crescimento, a
alface d’agua geralmente é responsavel pela formacdo de densos tapetes de
plantas sobre a superficie aquatica (Coelho et al., 2005), sendo considerada
como uma espécie daninha, afetando o aproveitamento econémico dos sistemas
aquaticos (Lorenzi, 1982).

A macroéfita aquética Pistia stratiotes tem sido utilizada para a remocéo
de mercurio de efluentes de mineracdo, por esta acumular o metal em suas raizes
(Skinner et al., 2007; Espinoza-Quifiones et al., 2009), indicada para remocao de
nitrogénio (N), fosforo (P) e sdlidos suspensos na dgua, melhorando a qualidade
dos sistemas aquaticos (Lu et al., 2010), e para o tratamento de esgoto urbano,
por sua elevada taxa de crescimento (Zimmels et al., 2006), demonstrando seu
potencial uso na fitorremediacdo, como medida mitigadora da contaminacéo de
efluentes, por sua capacidade de absorcdo e acimulo de poluentes (Skinner et
al., 2007).
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FIGURA 1 Pistia stratiotes L. A - Planta inteira; B - Detalhe da inflorescéncia
de Pistia stratiotes, UFLA, 2009.
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2.5 Crescimento clonal

O crescimento clonal ¢ denominado como um conjunto de atributos que
permitem a planta a producdo de descendentes geneticamente iguais, com
potencial para tornar-se independentes da planta-méae (Sosnova et al., 2010).

A reproducdo clonal de muitas espécies aquéticas tem sido considerada
como um fator positivo na alta producdo de biomassa, prerrequisito basico para
a indicacdo de uma espécie como fitorremediadora e/ou bioindicadora (Coelho
et al, 2005).

Plantas que se propagam vegetativamente sdo encontradas em todos 0s
tipos de habitat, e no ambiente aquatico esta via de reproducédo é predominante.
Porém em condicGes de estresse, esta via preferencial pode ser deslocada para a
via sexuada, no intuito de se evitar estas condi¢bes e obter maiores chances de

perpetuacdo da espécie (Coelho et al., 2005; Sosnova et al., 2010).

2.6 Anatomia radicular

Em contraste com as plantas terrestres, plantas aquaticas raramente tém
sido estudadas quanto a suas caracteristicas anatémicas especificas quando
presentes em corpos d’agua contaminados por elementos-traco (Mufarrege et al.,
2009).

Alteracdes na estrutura interna de raizes estdo associadas as exigéncias
ecoldgicas e fisioldgicas de espécies vegetais, como capacidade de absorcéo de
agua e nutrientes, podendo afetar a habilidade de sobrevivéncia das plantas em
ambientes aquéticos contaminados (Pilon-Smith, 2005; Mufarrege et al., 2009).

Visto que muitas plantas aquéticas respondem a contaminagdo por
elementos-traco por meio de modificacdes em sua estrutura interna (Zhou et al.,
2008), tornam-se necessarios estudos da anatomia destas plantas, como meio de

avaliar e elucidar possiveis mecanismos de tolerancia a estes poluentes, a fim de
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empregar tais plantas em programas de fitorremediacdo ou de monitoramento da
poluicdo ambiental (Mufarrege et al., 2009; Wolff et al., 2009).

2.7 Sistema antioxidante

A exposicdo de plantas a contaminagdo por elementos-trago podem
desencadear a producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais
superdxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, os quais podem causar a
peroxidacdo lipidica, danos ao DNA, alteracdo da homeostase de outros
elementos como o célcio (Ca) e esgotamento de grupos sulfidrilas. Os tecidos
danificados pelo estresse oxidativo provocam ainda aumento na producdo de
proteinas carboniladas e aldeidos reativos que podem causar a distor¢do das
camadas lipidicas de membranas (Tewari et al., 2008), modificando sua
atividade enzimaética e de transporte.

Porém, as plantas possuem mecanismos de combate a EROs tanto
enzimaticos como ndo enzimaticos, 0s quais compdem o sistema antioxidante,
responsavel por evitar ou reduzir os danos oxidativos (Sinha et al., 2005). As
vias enzimaticas de remocdo de EROs sdo compostas pela acdo de enzimas
como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX). Os antioxidantes ndo enzimaticos comumente encontrados sdo o acido

ascorbico, carotenoides, glutationa e tocoférois (Upadhyay & Panda, 2009).

2.7.1 Superoxido dismutase (EC 1.15.1.1)

Entre as enzimas que estdo envolvidas na exclusdo de EROs, a enzima
superdxido dismutase (SOD) pode ser considerada como uma enzima chave
(Sinha et al., 2005), por constituir a primeira linha de defesa do sistema
antioxidante (Gratéo et al., 2005).

Esta enzima é responsavel pela conversao de radicais superéxidos, que é

danosa a membranas, a peroxido de hidrogénio que sera removido pela catalase
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(CAT), o que demonstra a importancia da combinagdo das atividades da SOD e

da CAT para manutencao dos processos celulares (Chen et al., 2003).

2.7.2 Catalase (EC 1.11.1.6)

A enzima catalase (CAT) é responsavel por remover o peroxido de
hidrogénio formado espontaneamente ou pela dismutacéo do radical superoxido
por acdo da SOD (Gratéo et al., 2005).

A quebra de H,O, por meio da CAT pode envolver dois processos
distintos. Em um dos processos o0 H,O, pode reagir com grupos heme da enzima,
formando peréxido de ferro, que por sua vez, pode reagir novamente com outra
molécula de H,0, formando H,0 e O,, caso o peroxido de hidrogénio esteja em
altas concentracdes. Por meio de outro processo, o peréxido de ferro pode ser
reduzido por antioxidantes ndo enziméticos, como por exemplo, o acido
ascorbico (Chen et al., 2003).

2.7.3 Peroxidase do ascorbato (EC 1.11.1.11)

A peroxidase do ascorbato (APX) é a enzima do sistema
antioxidante responsavel pela oxidagdo de duas moléculas de ascorbato
para a reducdo uma molécula de H,0, em H,O (Sinha et al., 2005). O
ascorbato necessario a esta enzima € regenerado por meio da oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH) e sua subsequente regeneragéo pela glutationa

redutase (GR), no ciclo da glutationa-ascorbato (Asada, 1992).
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CAPITULO 2
POTENCIAL BIOINDICADOR DE Pistia stratiotes L. SOB
CONCENTRACOES CRESCENTES DE CADMIO
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1 RESUMO

A técnica de biomonitoramento tem sido amplamente empregada em
programas de monitoramento da poluicdo ambiental, devido a sua eficiéncia,
praticidade, alta sensibilidade e baixo custo. Diversas plantas aquaticas tém sido
utilizadas como bioindicadoras ecoldgicas de poluicdo por elementos-traco,
devido a sua capacidade de resposta a esta perturbacdo ambiental de forma
mensuravel. Em vista disso, tornam-se necessarios estudos visando o
conhecimento das respostas dessas plantas & contaminagdo de elementos-traco, a
fim de que sejam futuramente utilizadas como bioindicadoras. No presente
estudo Pistia stratiotes foi avaliada quanto ao seu potencial bioindicador da
poluicdo pelo elemento-traco cadmio (Cd), por meio da analise de dados
populacionais, sintomas visuais e pelo teor, acimulo, absorcéo e translocacdo de
Cd, visando sua indicacdo para programas de biomonitoramento de efluentes
contaminados pelo elemento estudado. Rosetas de P. stratiotes foram cultivadas
em solucdo nutritiva e submetidas aos tratamentos com Cd nas seguintes
concentraces: 0; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 mg.L™" por um periodo de 15 dias, apds o
qual foram realizadas a contagem do numero de rosetas filhas e inflorescéncias
da roseta mde, a determinacdo da biomassa aérea e radicular, o registro
fotogréfico para observagdes dos sintomas visuais e analise do teor de Cd na
parte aérea e sistema radicular por meio de espectrofotometria de absorcédo
atbmica. A planta concentrou teores consideraveis de Cd, principalmente nas
raizes, concentragdo esta que aumentou linearmente com o aumento do elemento
Cd na solugdo, bem como a translocacdo, acimulo e a absor¢do do elemento.
Foi observado decréscimo no surgimento de novas rosetas e na alocacdo de
biomassa por P. stratiotes com o aumento da concentracdo do elemento na
solucdo. P. stratiotes apresentou maior nimero de estruturas reprodutivas de
acordo com o aumento da concentragdo de Cd, demonstrando uma correlacéo
positiva entre esses fatores. Foi observado o surgimento de clorose proporcional
ao aumento da concentracdo de Cd em solugdo. Por sua fungéo de bioacimulo
ser de facil deteccdo, P. stratiotes pode ser utilizada no biomonitoramento de
ambientes aquaticos contaminados por Cd.

Palavras-chave: biomonitoramento, metal pesado, alface d’agua.
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2 ABSTRACT

The biomonitoring technique has been widely used in monitoring
environmental pollution programs due to its efficiency, convenience, high
sensitivity, and low cost. Several aquatic plants have been used as bioindicators
of environmental pollution by trace elements, due to their ability to measurably
respond to this environmental perturbation. As a result, studies aimed at
understanding plants response plants to trace element contamination become
necessary so that in the future such plants can be used as bioindicators. In the
present study Pistia stratiotes was evaluated for its bioindicator potential for Cd
trace element pollution. The evaluation of consisted, through the analysis of
population data, visual symptoms and the accumulated level of Cd, seeking the
plants indication for biomonitoring programs of Cd contaminated effluents.
Rosettes of P. stratiotes were grown in nutrient solution and submitted to
treatment with Cd at following concentrations: 0, 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 mg.L'l for
a period of 15 days, after which the number of daughter rosettes and mother
rosett flowers were counted. The determination of root and shoot biomass, the
photographic record for visual observations of symptoms as well as analysis of
Cd content in shoot and root system by atomic absorption spectrophotometry
were conducted. The plant concentrated considerable Cd levels, particularly in
the roots, which increased linearly with the increase in the solution. A linear
decrease in the emergence of new rosettes and biomass allocation of P. stratiotes
was observed with increasing solutions concentrations. P. stratiotes showed a
higher number of reproductive structures and according to the increase in Cd
concentration, showed a positive correlation between these factors. The
appearance of chlorosis proportional to the increase of the Cd concentration in
solution was observed. Because its bioaccumulation function is easy to detect, P.
stariotes can be wused in biomonitoring of Cd contaminated aquatic
environments.

Key-words: biomonitoring, heavy metal, water lettuce.
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3 INTRODUCAO

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos por elementos-traco tem sido
considerada um problema causador de grande impacto ambiental (Mishra &
Tripathi, 2008), pois pode inviabilizar a utilizacdo de corpos d’agua, além de ser
fonte de contaminacdo destes elementos bioacumulativos a toda cadeia tréfica.
Este € um problema crescente, devido a intensa e constante acdo antropica,
principal origem da contaminacdo por estes elementos.

O elemento-traco cadmio (Cd) é considerado como um dos metais mais
perigosos ao ambiente, devido a sua acdo tdxica aos animais, as plantas e seres
humanos, sendo ainda um elemento bioacumulativo. A contaminagédo de Cd em
humanos e animais se da principalmente por alimentos e agua contaminados
com este metal, provocando efeitos adversos nestes organismos (Bi et al., 2010).

Nos vegetais a contamina¢do por Cd em geral provoca uma série de
alteracBes no metabolismo fotossintético e na absor¢do de nutrientes, afetando
seu crescimento e desenvolvimento. Portanto este elemento é considerado néo
essencial as plantas, apesar de ser facilmente absorvido e translocado (Misrha &
Tripathi, 2008).

A avaliagdo da presenca de elementos-trago contaminantes em
ecossistemas aquaticos é realizada primeiramente pela analise visual das plantas,
pois estas apresentam sintomas de facil deteccdo, como manchas cloréticas e
necréticas nas folhas, coloragdo avermelhada, reducéo na biomassa e diminuicédo
do rendimento (Wolff et al., 2009).

A técnica de biomonitoramento da poluicdo ambiental tem sido
amplamente utilizada devido a sua eficiéncia, praticidade, alta sensibilidade e
baixo custo, na qual diversas plantas aquaticas tém sido utilizadas como
bioindicadoras ecoldgicas da poluicdo por elementos traco, devido a sua

capacidade de resposta a esta perturbacdo ambiental de forma mensuravel
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(Munteanu & Munteanu, 2005). Em vista disso, tornam-se necessarios estudos
visando o conhecimento das respostas dessas plantas a contaminacdo de
elementos-traco, afim de que sejam futuramente utilizadas como bioindicadoras.

A espécie Pistia stratiotes L., comumente conhecida como alface
d’agua, € uma planta aquética flutuante, com alta producgéo de biomassa e rapida
taxa de multiplicacdo pela via vegetativa e sexuada (Cardoso et al., 2005), que
tem sido apontada como espécie bioacumuladora de elementos-traco como o
cromo (Cr), sendo indicada para programas de bioindicacéo da poluicdo por este
metal (Maine et al., 2004). Porém, como a tolerdncia das plantas aos metais é
especifica para cada elemento, torna-se necessario o conhecimento do potencial
bioindicador desta espécie frente a contaminacdo por outros elementos-traco
comumente encontrados como poluentes de ecossistemas aquéticos.

Diante do exposto, este estudo objetivou verificar o potencial
bioindicador da espécie aquética P. stratiotes a contaminacéo por Cd, por meio
da analise de dados populacionais (biomassa, nimero de rosetas filhas e nimero
de inflorescéncias da roseta mée), sintomas visuais, concentracdo, acumulo,
translocacdo e absorcdo de Cd, visando sua indicacdo para programas de

biomonitoramento de efluentes contaminados pelo elemento estudado.

30



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

Para a realizacdo do experimento de diagnose visual, andlise
populacional, absorcdo e acimulo do elemento Cd, rosetas de P. stratiotes foram
coletadas em uma lagoa artificial, livre de suspeita de contaminacdo por Cd no
municipio de Lavras — MG (44° 55’ W; 21° 05" S). Ap0s a coleta, as plantas
foram lavadas em agua corrente a fim de eliminar particulas aderidas. Foram
selecionadas plantas livres de patégenos e uniformes quanto ao tamanho, as
quais foram posteriormente cultivadas em casa de vegetacdo do Departamento
de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde inicialmente
passaram por um periodo de aclimatizacdo, sendo cultivadas em bandejas
plasticas com capacidade para 20 L, contendo solucéo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) modificada, com 40% da forca idnica total, até a quinta geracéo
clonal de plantas, para a eliminagdo de residuos do elemento-trago que
porventura pudessem estar presentes nas plantas matrizes coletadas do ambiente.

O periodo de desenvolvimento de cada geracédo clonal foi de 15 dias.

4.2 Instalacéo do Experimento

Apds o periodo de aclimatizacdo, as plantas da quinta geracdo clonal
foram selecionadas quanto a uniformidade do tamanho e transferidas para
recipientes individuais, contendo 4 L da solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) como descrita para a aclimatizacdo, contendo concentracfes crescentes
de Cd na forma de Cd(NOs3), 4H,0.
Os valores das concentragdes de Cd utilizadas para os diferentes tratamentos
foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de Cd total para
lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (Brasil, 2005). Neste caso, 0

VMP segundo esta resolucéo é de 0,2 mg L™ de Cd.
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TABELA 1 Concentracdo de Cd na solugdo para cada tratamento.

Tratamento Concentracdes de Cd Percentual do VMP
(mg.L™) (%)
T1 (Controle) 0,0 0
T2 0,4 200
T3 0,8 400
T4 1,6 800
T5 3,2 1600

Foram eliminadas todas as estruturas reprodutivas das plantas antes da
imposicéo dos tratamentos. As plantas foram submetidas aos tratamentos por um
periodo de 15 dias, apds o qual, foram realizadas as andlises. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos com cinco repeticbes, com a parcela experimental composta por trés

rosetas.
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FIGURA 1 Rosetas de Pistia stratiotes. A - em aclimatizagdo; B — submetidas
aos tratamentos, dispostas em delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticGes e trés plantas por bandeja.

4.3 Crescimento clonal, nimero de estruturas reprodutivas e determinacao
da biomassa
O crescimento clonal foi determinado pela contagem do ndmero de

rosetas filhas ao final do periodo experimental. Para a determinacdo da
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biomassa, foi realizada a separacéo da parte aérea e sistema radicular, que foram
secas em estufa durante 72 horas, a 60°C até peso constante, sendo
posteriormente pesadas em balanga analitica. O nimero de inflorescéncias foi

contado ao final do experimento.

4.4 Diagnose visual
As alteragBes na morfologia externa foram observadas diariamente e

registradas ao final do periodo experimental, com auxilio de uma camera digital.

4.5 Andlise da bioconcentracdo, bioacumulo, translocagdo e absorcao de
cadmio

Para a determinacdo das concentragdes de Cd, foram utilizados 0,5 e 1,0
g de matéria seca de raizes e da parte aérea, respectivamente, obtidos no
processo de secagem para andlise de alocacdo da biomassa, que foram
posteriormente trituradas em moinho do tipo Wiley. Estas aliquotas foram
digeridas em 10 mL de HNOs p.a. e aquecidos em forno de microondas, durante
10 minutos, a pressdo de 0,76 MPa. Apds a digestdo, o extrato foi filtrado e seu
volume completado para 20 mL com agua destilada. A digestdo das amostras foi
feita segundo o protocolo do método 3051 A da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (USEPA, 1998).

A determinacdo da concentracdo de Cd nas amostras foi obtida por meio
de espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica em
forno de grafite utilizando o equipamento AAnalyst 800 da Perkin Elmer.

Cada bateria de andlise continha uma amostra em branco com a
finalidade de controle de qualidade do método de extracdo e determinacédo deste
elemento-trago. A amostra em branco foi obtida utilizando-se 0 mesmo
procedimento de digestao, porém contendo somente 0 HNOs. A partir da leitura

desta amostra, determinou-se o branco do método, que foi utilizado no célculo
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do limite de deteccdo do método (LDM), que por sua vez, foi utilizado para
calcular o limite de quantificacdo do método (LQM). Foram utilizados como
materiais de referéncia amostras da solugdo nutritiva acrescidas do elemento-
traco nas concentragdes representativas de cada tratamento.

O acumulo de Cd nos tecidos de P. stratiotes foi calculado com base nas
concentragdes encontradas e producdo de biomassa. Para os calculos de
translocacdo e absorcdo do Cd foram utilizadas as seguintes formulas:

Translocagdo do Cd:
(acmulo de Cd na parte aérea) / (acimulo total de Cd na planta) X 100
Absorc¢éo de Cd:

(actimulo total de Cd na planta) / (matéria seca das raizes)

4.6 Analise estatistica

As variaveis obtidas foram submetidas a analise de variancia e regressao
para o fator concentracGes de Cd na solugdo. A fim de verificar a diferenca entre
0s tratamentos para 0s pardmetros numero de rosetas filhas e nimero de
inflorescéncias da roseta mae, foram utilizadas barras correspondentes ao erro-
padrdo da média e realizada a comparacdo das médias pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento clonal, nimero de estruturas reprodutivas, biomassa e
diagnose visual

O aparecimento de novas rosetas foi detectado a partir do quinto dia no
tratamento controle e a partir do oitavo dia nos tratamentos com presenca de Cd,
esses dados demonstram um atraso de 60% no tempo de multiplicacdo das
plantas sob efeito desse elemento. No término do periodo experimental foi
observado maior nimero de rosetas no tratamento sem Cd (Figura 2), havendo
uma diminuicdo no numero de rosetas de acordo com o0 acréscimo na
concentracdo de Cd, demonstrando uma relagdo negativa entre esses fatores.
Porém ndo houve diferenca significativa para estes parametros entre as maiores
concentracdes testadas (1,6 e 3,2 mg.L™).

Foi observado maior nimero de estruturas reprodutivas (inflorescéncias)
nas rosetas méde de acordo com o aumento da concentracdo de Cd na solucédo
(Figura 2), provavelmente em resposta & condicdo de estresse induzido, na
tentativa de perpetuacdo da espécie.

Embora a via de reproducdo preferencial da espécie P. stratiotes seja a
vegetativa (Cardoso et al., 2005), em condicOes de estresse, como condicGes de
elevada densidade populacional, P. stratiotes tende a investir mais em
reproducdo sexuada (Coelho et al., 2005), fato que corrobora com os resultados
encontrados, em que as plantas encurtam o ciclo de vida como adaptacdo da
espécie para evitacdo dessas condigdes adversas.

Em relagdo a alocacdo de biomassa, 0 tratamento controle apresentou
maior crescimento de parte aérea e maior desenvolvimento de raizes. A
biomassa da planta diminuiu com o aumento da concentracdo de Cd na solucdo
(Figura 3). O tratamento T2 apresentou uma reducdo na biomassa das raizes de

13,54% em relacdo ao T1 (controle — auséncia de Cd). O decréscimo foi mais
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acentuado na parte aérea, 21,19% de reducdo. (FIGURA 3), provavelmente pelo
fato do Cd afetar a taxa fotossintética.

Foram detectadas cloroses nas folhas jovens, expostas as maiores
concentracdes de Cd (1,6 e 3,2 mg.L™), além da diminuig&o gradual do tamanho
das plantas de acordo com o aumento da concentracdo de Cd (Figura 4A). Estes
sdo considerados sintomas gerais de plantas a toxicidade por Cd (Zhou et al.,
2008).

O Cd interfere na absorcdo de nitrato e seu transporte das raizes para a
parte aérea, por inibicdo da atividade da redutase do nitrato. Por ser
quimicamente semelhante ao fon Fe*, o Cd também é apontado como
responsavel pela reducdo na absorcdo de Fe, provocando deficiéncia deste
elemento, prejudicando o processo fotossintético (Toppi et al., 1999), o que
consequentemente afeta a o crescimento, corroborando com os resultados
encontrados.

Portanto, a queda da taxa fotossintética ocasionada pela toxicidade do
Cd é devido ao fato deste elemento induzir a deficiéncia de Fe por competicdo
na absorcdo. Pelo fato de o Fe ser um elemento envolvido nas reacGes de
transferéncia de elétrons, como acontece nos citocromos e por também possuir
importante funcdo na sintese de clorofilas e proteinas no cloroplasto, sua
deficiéncia afeta diretamente a fotossintese, podendo provocar sintomas como

cloroses e reducdo da biomassa da parte aérea.
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®— - A : N° rosetas filhas

4 b —O— : & : N° de inflorescéncias da roseta mie

N° de rosetas filhas e inflorescéncias da roseta mae

Concentragdo de Cd na solugéo (mg . L'l)

FIGURA 2 Crescimento clonal e nimero de estruturas reprodutivas de Pistia
stratiotes, em funcgdo da concentracdo de Cd na solucdo (mg.L™).
As barras representam o erro-padrdo da média. Letras distintas
referentes a mesma linha de tendéncia indicam diferenca
significativa entre as médias nas concentracdes de Cd testadas na
solucdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 3 Biomassa da raiz (g.planta™), parte aérea e total de Pistia stratiotes,
em funcdo da concentragdo de Cd na solugdo (mg.L™). Biomassa
raiz (R2=0,96; p < 0,05; y = 0,3577 — 0,1134x + 0,0187x?), parte
aérea (R2=10,99; p < 0,05; y = 3,0567 — 0,8591x + 0,1764x?) e total
(R2=0,97; p<0,05; y =3,4171 — 0,9592x + 0,1904x2).
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FIGURA 4 Plantas de Pistia stratiotes submetidas a doses crescentes de
Cédmio. (A-0;0,4;0,8; 1,6 3,2 mg.L" de Cd; B-0e 0,4 mg.L™
deCd;C-0e0,8mg.L deCd;D-0e 1,6 mgL"deCd;E-0e
3,2 mg.L™ de Cd). Barra = 20 cm.

5.2 Bioconcentracao, bioacimulo, translocacao e absorcao de cadmio

Em todas as concentracfes testadas de Cd em solucdo, foram
encontradas concentragdes superiores ao limite de quantificagdo do método
(LQM), possibilitando a quantificagdo das concentragdes de Cd na raiz e na
parte aérea. O LQM calculado para o Cd foi de 0,064 mg.L™.
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A espécie P. stratiotes demonstrou aptiddo para a extracdo e acimulo de
Cd da solucdo nutritiva, concentrando e acumulando quantidades relevantes
deste elemento em seus tecidos, principalmente em seu sistema radicular (Figura
5 e 6), por este ser 0 6rgdo responsavel pela absor¢édo do poluente, podendo reté-
lo em grande parte em seus tecidos por meio de barreiras apoplésticas, no intuito
de se evitar que 0 mesmo seja translocado para a parte aérea afetando o processo
fotossintético e assim comprometendo o desenvolvimento da planta. Em todos
0s tratamentos com a presenca de Cd, o sistema radicular foi responsavel por
mais de 91% da concentracdo total do poluente (Figura 5B).

Em trabalhos realizados com diversas macrofitas aquaticas verificou-se
que a absorcdo de Cd pelas raizes é mais rapida do que a translocacdo para a
parte aérea, podendo contribuir para o maior acimulo do elemento no sistema
radicular (Maine et al., 2001). Porém, no presente estudo tanto a eficiéncia de
translocacdo quanto a eficiéncia na absor¢do aumentaram linearmente de acordo

com o aumento da concentracdo de Cd na solucéo (Figuras 7 e 8).
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MS) nas diferentes concentracdes de Cd em solucdo (mg.L™). A -
Concentragdo acumulada na parte aérea; B - Concentragdo
acumulada no sistema radicular.

1

42



1600 -

1400 4 —e— Raiz )
O Parte aérea Pras
- —v— Total e
3 o~ 1000 - s
: : P
2§ g0 )
2 e )
3 o 7/ - e )
< 2 600 - /
//
400
/
I T o
7 e
200 7 / O ..... .
/ -
0 - . | | I
0,0 0,4 0,8 s .

Concentragéo de Cd na solucéo (mg . L'l)

FIGURA 6 Bioacumulo de Cd em Pistia stratiotes (ug . planta™) nas diferentes
concentracdes de Cd em solugdo (mg.L™). Acimulo raiz (R? = 0,91;
p < 0,05; y = 84,2858 + 201,2071x), parte aérea (R2 = 0,99; p <
0,05; y = 8,6781 + 101,5784x) e total (R?2 = 0,95; p < 0,05; y =
92,9639 + 302,7855x).
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FIGURA 7 Eficiéncia na translocacdo de Cd (%) em Pistia stratiotes nas
diferentes concentracdes de Cd em solucdo (mg.L™).
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FIGURA 8 Eficiéncia das raizes de Pistia stratiotes na absor¢io de Cd (mg.g™)
nas diferentes concentracdes de Cd em solugdo (mg.L™).

Devido as altas concentracdes de Cd extraidas e acumuladas por P.

stratiotes, esta espécie pode ser indicada como boindicadora de Cd por
acumulagéo.
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6 CONCLUSOES

Diante do exposto, a espécie Pistia stratiotes submetida a concentracdes
crescentes de Cd apresentou alteraces morfoldgicas, diminuicdo no crescimento
clonal, aumento do nimero de estruturas reprodutivas, reducdo da biomassa,
aumento da eficiéncia de absorcao e translocagdo de Cd, bem como o aumento
do teor e acimulo de Cd nas plantas proporcionais ao aumento da concentracao
de Cd aplicada em solucdo. Por sua caracteristica bioacumuladora ser de facil
deteccdo, P. stratiotes pode ser indicada para utilizacdo no biomonitoramento de
ambientes aquéticos contaminados por Cd.
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CAPITULO 3
RESPOSTAS ESTRUTURAIS RADICULARES E ATIVIDADE DO
SISTEMA ANTIOXIDANTE DE Pistia stratiotes L. SOB
CONCENTRACOES DE CADMIO
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1 RESUMO

O cadmio (Cd) é um elemento traco téxico as plantas, capaz de causar
danos de membrana, mudancas estruturais e inibicdo de processos metabdlicos,
alterando seu o crescimento e desenvolvimento. A contaminagdo por Cd
estimula a formagdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs), podendo causar
danos oxidativos a biomoléculas. Porém, as plantas possuem um conjunto de
enzimas antioxidantes, capaz de combater as EROs. O bom funcionamento do
sistema antioxidante e alteracBes anatdbmicas como respostas plasticas ao
estresse ocasionado pelo metal, podem proporcionar tolerncia das espécies a
este poluente. Com isso, o presente trabalho objetivou avaliar a anatomia
radicular e a atividade das enzimas do sistema antioxidante peroxidase do
ascorbato (APX), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), em plantas de
Pistia stratiotes sob concentracdes crescentes de Cd, com o intuito de detectar
estratégias de tolerancia da espécie ao metal. Individuos de P. stratiotes foram
cultivados em solucdo nutritiva e submetidos a diferentes concentracbes de Cd:
0; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 mg.L™ por um periodo de 15 dias. Ao término do periodo
experimental, foram feitas avaliacbes da anatomia radicular e o ensaio da
atividade das enzimas antioxidantes APX, CAT e SOD. A atividade da SOD
aumentou em ambas as partes da planta com a presenca de Cd até a
concentracdo de 0,8mg.L™, por inducéo enziméatica como resposta & acdo toxica
deste elemento. Nas concentragfes mais altas, 0 Cd promoveu reducdo na
atividade desta enzima, indicando, possivelmente, que o estresse oxidativo
ultrapassou a capacidade de controle de EROs pela SOD, resultando em inibicéo
enzimética da mesma, ou por efeito inibitorio na via de sintese desta proteina. A
atividade da CAT e APX aumentou de acordo com o aumento da concentracédo
de Cd em ambas as partes da planta, conferindo tolerancia ao metal. Alteracdes
estruturais como espessamento de epiderme, exoderme e endoderme, foram
detectadas nas raizes de P. stratiotes de acordo com o aumento da concentracao
de Cd em solucdo. A porcentagem do cortex ocupada por aerénquimas nédo foi
afetada, permitindo a flutuacdo das rosetas, mesmo em concentracdes de Cd
mais elevadas. As modificacbes estruturais observadas funcionam como
estratégias adaptativas que permitem toleréncia de P. stratiotes a este metal.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, elemento-traco, potencial bioindicador,
anatomia radicular.
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2 ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a trace element toxic to plants, capable of causing
membrane damage, structural changes and inhibition of metabolic processes
altering plant growth and development. Cadmium contamination stimulates the
formation of reactive oxygen species (ROS), being able to cause oxidative
damage to biomolecules. However, plants possess a set of antioxidant enzymes,
capable of combating the ROS. The proper functioning of the antioxidant system
and morphological changes, such as plastic responses to stress caused by metal,
can provide species tolerance to this pollutant. Thus, this study aimed to evaluate
the ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) enzyme antioxidant activity in Pistia stratiotes plants under increasing
Cd concentrations, in order to detect species strategy tolerances to the metal.
Individuals of P. stratiotes were grown in nutrient solution and subjected to
different concentrations of Cd: 0, 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 mg.L™ for a period of 15
days. At the end of the trial period, assessments were made of the root anatomy
and the SOD, CAT and APX antioxidant enzyme activity was tested. The CAT
and APX activity increased with increasing Cd concentrations in the leaves and
roots. The SOD activity increased in both parts of the plant with the presence of
Cd until a concentration of 0.8 mg.L™, by enzyme induction in response to the
toxic action of this element. At higher concentrations, Cd promoted the SOD
activity reduction, possibly indicating that oxidative stress has exceeded the
control of ROS by SOD, resulting in its inhibition or causing an inhibitory effect
in its synthesis. The CAT and APX activity increased with increasing Cd
concentrations in both parts of the plant, providing tolerance to the metal.
Structural changes such as epidermal, exodermal and endodermal thickening
were detected in the P. stratiotes roots according to the increase of the Cd
concentration in solution. The size of aerenchyma was not affected, allowing the
floatation of the rosettes, even at higher Cd concentrations. The structural
changes observed may serve as adaptive strategies that may allow tolerance of
P. stratiotes to this metal.

Key-words: antioxidant enzymes, trace element, bioindicator potential, root
anatomy.
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3 INTRODUGCAO

Métodos que utilizam plantas para remocdo de elementos-traco da agua
tem se mostrado um processo alternativo de baixo custo quando comparado as
técnicas convencionais de remediacdo de areas contaminadas (Sufie at al., 2007).
Vérias plantas aquéticas tém demonstrado grande potencial para a utilizagdo em
programas de monitoramento ou remediacdo da poluicdo em ecossistemas
aquaticos, devido a atributos, como grande producdo de biomassa, facil
propagacdo e tolerancia a poluentes.

O elemento-trago cadmio (Cd) tem sido considerado como um dos
metais mais perigosos ao ambiente, devido a sua acdo toxica aos animais, as
plantas e seres humanos, sendo ainda um elemento bioacumulativo. A
contaminacdo de Cd em humanos e animais se da principalmente por alimentos
e agua contaminados com este metal, provocando efeitos adversos nestes
organismos (Bi et al., 2010).

Nos vegetais, a contaminacdo por Cd em geral provoca uma serie de
alteracbes no metabolismo fotossintético e na absor¢do de nutrientes, afetando
seu crescimento e desenvolvimento. Portanto, este elemento é considerado ndo
essencial as plantas, apesar de ser facilmente absorvido e translocado (Misrha &
Tripathi, 2008).

A exposicdo de plantas a contaminacdo por elementos-traco pode
desencadear a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais
superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, os quais podem causar a
peroxidacdo lipidica, alteracdo da homeostase de outros elementos como o
calcio (Ca) e esgotamento de grupos sulfidrilas. Os tecidos danificados pelo
estresse oxidativo provocam ainda aumento na producdo de proteinas

carboniladas e aldeidos reativos que podem causar a distor¢do das camadas
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lipidicas de membranas (Tewari et al.,, 2008), modificando sua atividade
enzimatica e de transporte.

Outro tipo de respostas dos vegetais relacionadas ao estresse ocasionado
por elementos-traco sdo alteragcBes na estrutura interna de raizes, que estdo
associadas as exigéncias ecoldgicas e fisiologicas de espécies vegetais, como
capacidade de absor¢do de agua e nutrientes, podendo afetar a habilidade de
sobrevivéncia das plantas em ambientes aquaticos contaminados (Pilon-Smith,
2005; Mufarrege et al., 2009).

Com isso, o presente trabalho objetivou avaliar a anatomia radicular e a
atividade das enzimas do sistema antioxidante peroxidase do ascorbato (APX),
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), em plantas de Pistia stratiotes
sob concentragdes crescentes de Cd, com intuito de detectar estratégias de

tolerancia da espécie ao metal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

A obtencdo das rosetas de P. stratiotes foi feita em uma lagoa artificial,
livre de suspeita de contaminacéo por Cd no municipio de Lavras — MG (44° 55’
W; 21° 05” S). Apds a coleta, as plantas foram lavadas em dgua corrente para a
eliminacdo de impurezas e selecionadas pelo tamanho e pelas boas condicdes
fitopatoldgicas. Posteriormente foram transferidas para casa de vegetacdo do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde
inicialmente passaram por um periodo de aclimatizacdo, sendo cultivadas em
bandejas plasticas com capacidade para 20 L, contendo solucdo nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950) modificada, com 40% da forca ibnica total, até a
quinta geracdo clonal de plantas, para a eliminagédo de residuos do elemento-
traco que porventura pudessem estar presentes nas plantas matrizes coletadas do

ambiente. O periodo de desenvolvimento de cada geracédo clonal foi de 15 dias.

4.2 Imposicao dos tratamentos

Apos o periodo de aclimatizacdo, as plantas da quinta geracdo clonal
foram selecionadas quanto & uniformidade do tamanho e transferidas para
recipientes individuais, contendo 4L da solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) como descrita para a aclimatizacdo, contendo concentragfes crescentes
de Cd na forma de Cd(NO3), 4H,0: 0; 0,4; 0,8; 1,6 € 3,2 mg.L'l de Cd. Os
valores das concentracdes de Cd utilizadas para os diferentes tratamentos foram
obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de Cd total para
lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (Brasil, 2005). Neste caso, 0
VMP segundo esta resolugéo é de 0,2 mg.L™ de Cd.

Foram montados experimentos distintos para as analises anatémicas e

para o ensaio das atividades enzimaticas.
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FIGURA 1 Rosetas de Pistia stratiotes submetidas aos tratamentos, dispostas
em delineamento inteiramente casualizado com cinco repetigdes e
uma planta por bandeja.

As plantas foram submetidas aos tratamentos por um periodo de 15 dias,
ap6s o qual, realizou as coletas para posteriores analises. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos com cinco repeticGes, com a parcela experimental composta por

uma roseta.

4.3 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Ao término do periodo experimental foram coletados no periodo da
manha, cerca de 1,5 g de matéria fresca de raizes e de folhas separadamente, 0s
quais em foram em seguida envolvidos por papel aluminio e acondicionados em

caixa de isopor, até a chegada ao laborat6rio onde o material foi mantido em
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freezer -86°C até o momento de sua utilizacdo no processo de extracdo
enzimatica.

Para a extracdo das enzimas SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC 1.11.1.6) e
APX (EC 1.11.1.11) foram utilizados 0,5 g de raizes e folhas, as quais foram
maceradas em nitrogénio liquido e 2 mL de tamp&o de extracdo contendo: 1,924
mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 mol.L™ e pH 7; 40 uL de MgCl,.H,0 0,5
mol.L™"; 20 uL de EDTA 0,1 mol.L™"; 8uL de DTT 0,5 mol.L™*; 16uL de PMSF
0,1 mol.L™ e 40 mg de PVPP. Apés o processo de maceracdo, o material foi
centrifugado a 14000 RPM, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante no qual
permaneceram as enzimas foi coletado e o pellet descartado. As amostras foram
mantidas a 4°C durante todo o procedimento (Bor et al., 2003 adaptado). O
mesmo extrato enziméatico foi utilizado para o ensaio da atividade das trés
enzimas analisadas.

Para o ensaio enzimatico da atividade da SOD foi utilizado o volume
final de 3 mL do meio de reacdo contendo: 1,5 mL de tampé&o fosfato de potassio
0,1 mol.L™ e pH 7,8; 30 puL de EDTA 0,1 mmol.L™"; 4,5 pL de Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) 50 mmol.L™%; 156 pL de metionina 0,25 mol.L™* e pH 7,8; 60
uL de riboflavina 100 pmol.L™ e 1,2295 mL de agua acrescidos a 20 pL do
extrato enzimatico. A reacéo foi realizada em uma camara com luz fluorescente
de 15 watts na qual foram expostos tubos de vidro contendo 0 meio de reacdo
por um periodo de 10 minutos. A atividade da SOD foi determinada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do NBT na presenga de luz.
Portanto, esta reagdo foi iniciada pela presenca da luz e paralisada pela auséncia
da mesma. Posteriormente, em uma sala escura foi feita a leitura do produto
formado por esta reacdo, a formazana azul, em espectrofotbmetro a 560 nm
(Giannopolitis & Reis, 1977 adaptado).

A atividade da CAT foi analisada com 1 mL de meio de reacdo

contendo: 160 pL de tampé&o fosfato de potéssio 0,1 mol.L™ e pH 7; 125 pL de
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H,O, 0,0125 umoI.L'l; 680 pL de &gua e 35 pL de extrato enzimatico. A
determinacdo da atividade enzimatica da CAT foi realizada por meio do
acompanhamento da queda na absorbancia, a 240 nm durante 1 minuto e 30
segundos, com intervalos de 30 segundos e o fator de extingdo de 0,0394 mM™
.cm™ (Azevedo et al., 1998 modificado).

Para a atividade da APX, foi utilizado 1 mL de meio de reagdo composto
por 160 pL de tampéo fosfato de potassio 0,1 mol.L™ e pH 7, 100 pL de H,0,
0,0125 mol.L™, 100 pL de &cido ascérbico 0,005 mol.L™ e 605 pL de agua
adicionados a 35uL de extrato enzimatico. A atividade da APX foi determinada
pelo acompanhamento da queda na absorbancia a 290 nm, durante dois minutos,
1

em intervalos de 30 segundos e com o fator de extin¢do molar de 2,8 mM™ .cm’
(Nakano & Asada, 1981 modificado).

4.4 Anatomia radicular

Foram coletadas raizes de uma planta de cada uma das cinco repeticGes
de cada um dos tratamentos, que em seguida foram lavadas em agua corrente
para a retirada de impurezas e fixadas em F.A.A. 709 - (formol 37%, acido
acético glacial p.a. e alcool etilico 70% na proporcao de 0,5:0,5:9), (Johansen,
1940) por um periodo de 72 horas e posteriormente conservadas em etanol 70°
G.L. (Jensen, 1962).

Cortes transversais foram feitos na regido pilifera das raizes das rosetas
filhas (crescidas sob contaminagdo por Cd), com o auxilio do micrétomo manual
Ranvier (micr6tomo de mesa), utilizando-se isopor como suporte. Em seguida,
as secgOes foram coradas com a mistura de azul de astra — safranina (safrablau),
seguindo-se 0s métodos descritos por Bukatsch, (1972) e Burger & Richter,
(1991). Foram montadas laminas semipermanentes em glicerina a 50% e feita a

lutagem com esmalte incolor.
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Foram obtidas fotomicrografias com auxilio de uma camera digital -
Canon PowerShot A620 8.0 megapixels, acoplada ao microscépio KEN-A-
VISION TT18, para a realizacdo das analise anatdbmicas no software de
medicdes Image Tool.

A espessura da epiderme, exoderme e endoderme foi avaliada a partir de
medicdes realizadas em cinco pontos distintos de cada fotomicrografia. Foram
obtidas cinco fotomicrografias para cada raiz analisada, perfazendo um total de
125 observacgdes por tratamento. Para a analise da porcentagem de aerénquimas
no cortex, foi determinada a area total do cdrtex segundo Pereira et al., (2009), e
0 somatorio das areas individuais dos aerénquimas. Neste caso foram analisadas
cinco fotomicrografias para cada raiz de cada repeticao, tendo sido realizadas no
total de 25 observacdes referentes a porcentagem de aerénquimas para cada

tratamento.

4.5 Analise estatistica

Para analise do comportamento da atividade das enzimas testadas e para
andlise das caracteristicas anatdmicas foram feitas analises de variancia e de
regressdo para o fator concentragdes de Cd na solucdo. Para a deteccdo de
diferencas entre os tratamentos foram colocadas barras representativas do erro-
padrdo da média e realizada a comparacgdo das médias pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Foi observado aumento significativo da atividade da enzima SOD, tanto
nas raizes quanto nas folhas de Pistia stratiotes, na presenca de Cd em solugdo
nas concentracdes iniciais (0,4 e 0,8 mg.L™), de acordo com o incremento de Cd
na solucdo. No entanto, nas concentracfes mais elevadas de Cd em solucéo (1,6
e 3,2 mg.L?), houve decréscimo em sua atividade, comportamento o qual

também foi verificado tanto em raizes, quanto em folhas (Figura 2).
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FIGURA 2 Atividade da enzima SOD (unidade de SOD g.MF™) do sistema
radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentragdes
crescentes de Cd em solugdo (mg.L™). As barras representam o
erro-padrdo da média. Letras distintas referentes a mesma linha de
tendéncia indicam diferenca significativa entre as médias nas
concentracdes de Cd testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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A elevacgdo da atividade da enzima SOD, na presenca do elemento Cd,
pode ter sido ocasionada pela formacdo de EROs induzida por este metal.
Porém, o decréscimo observado nas maiores concentracdes indica que
possivelmente 0 estresse oxidativo ultrapassou a capacidade de controle de
EROs pela SOD, resultando em inibicdo enzimatica da mesma, ou por efeito
inibitdrio na via de sintese desta proteina.

A contaminacdo por elementos-trago desencadeia a producdo de EROs
como foi constatado em diversos estudos com plantas aquaticas, inclusive com a
espécie P. stratiotes sob contaminacédo por cobre (Upadhyay & Panda, 2010) sob
concentragbes de cromo (Sinha et al., 2005), muitas vezes estimulando o
funcionamento do sistema antioxidante, porém em algumas situa¢@es o inibindo

(Toppi et al., 1999), como no caso de estresse oxidativo severo.
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FIGURA 3 Atividade da enzima CAT (umol H,O,.min".mg™.proteina) do
sistema radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracdes
crescentes de Cd em solugdo (mg.L™). As barras representam o
erro-padrdo da média. Letras distintas referentes a mesma linha de
tendéncia indicam diferenca significativa entre as médias nas
concentracdes de Cd testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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A atividade da enzima CAT em plantas de P. stratiotes aumentou de
acordo com o aumento da concentracdo de Cd em solucdo a partir da
concentracdo de 0,8 mg.L™ de Cd, em que sua maior atividade foi encontrada na
maior concentracdo do elemento na solucdo (Figura 3). Porém nas raizes este
aumento foi significativo somente nas maiores doses (1,6 e 3,2 mg.L™).

Estudos relataram que a contaminacdo por Cd resulta em estresse
oxidativo, porém diferentemente da maioria dos metais, este elemento parece
ndo agir diretamente na producdo de espécies reativas de oxigénio a partir das
reacOes de Fenton ou Haber-Weiss (Toppi et al., 1999), na qual é formado o ion
superoéxido, que podera ser combatido pela SOD (Resende et al., 2003).

Portanto, se 0 Cd nédo esta diretamente ligado a formacdo dos radicais
combatidos pela SOD, o decréscimo ocorrido pode ndo comprometer fatalmente
0 sistema antioxidante, fato que auxiliado pela maior atividade encontrada nas
maiores concentragdes pelas enzimas CAT e APX, podem contribuir para a
manutencdo do funcionamento do sistema antioxidante, devido a esta agdo
combinada de enzimas, possibilitando desta forma mais um mecanismo de

tolerancia da espécie a este metal.
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FIGURA 4 Atividade da enzima APX (umol ascorbato.min>.mL™.g* MF) do
sistema radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracGes
crescentes de Cd em solugdo (mg.L™). As barras representam o
erro-padrdo da média. Letras distintas referentes a mesma linha de
tendéncia indicam diferenca significativa entre as médias nas
concentracdes de Cd testadas na solucdo (mg.L™), pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Para a enzima APX, embora tenha sido observado pequeno decréscimo
da atividade nos tratamentos inicias com a presenca de Cd (0,4 e 0,8 mg.L™Y),
esta reducdo nao foi significativa, indicando que o estresse oxidativo ocasionado
por estas concentracfes provavelmente ndo foi suficiente para estimular o
aumento da atividade desta enzima (Figura 4). A partir da concentragdo de 1,6
mg.L™" a atividade da peroxidase do ascorbato, assim como a da catalase foi
aumentada com a exposi¢do crescente do elemento para as folhas, e nas raizes
este aumento s6 foi significativo na maior concentracdo testada (3,2 mg.L™).

A atividade das enzimas CAT e APX foi maior nas folhas do que nas
raizes, porém o comportamento dessas enzimas tanto nas folhas quanto nas

raizes foi semelhante. No entanto a atividade da enzima SOD nas raizes foi
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superior do que nas folhas, demonstrando 0 mesmo padrdo de comportamento
em ambos os 6érgdos analisados.

Pelo fato da SOD ser considerada a primeira linha de defesa do sistema
antioxidante, o decréscimo em sua atividade como foi constatado nas
concentragfes mais altas de Cd em solucdo, poderia resultar em uma menor
capacidade do sistema no combate a EROs. Porém a capacidade do sistema
antioxidante em combater os produtos gerados pelo estresse oxidativo depende
da acdo combinada das enzimas constituintes deste sistema (Chen et al., 2003),
fato também observado por meio deste estudo, visto que nas maiores
concentracfes de Cd, onde a atividade da SOD decresceu, houve um aumento na
atividade das enzimas CAT e APX, provavelmente no intuito de manter a acéo
do sistema antioxidante nestas concentracbes do metal, e pela inducdo da
producéo de tipos de EROs combatidas pela CAT e APX. Portanto, nas maiores
concentracbes de Cd, a acdo combinada da CAT e APX, aliadas ao aumento de
suas atividades tanto nas folhas quanto nas raizes de P. stratiotes, indicam boa
capacidade do sistema antioxidante da espécie em combater o estresse oxidativo

desencadeado pela acdo do metal.

5.2 Anatomia radicular

As raizes de P. stratiotes sdo compostas por epiderme unisseriada,
cortex, o qual pode ser dividido em externo, mediano e interno e cilindro
vascular (Figura 5). A espécie P. stratiotes apresenta no cortex externo
exoderme uniestratificada ndo lignificada e ndo suberizada, e no cértex mediano
camaras de ar, denominadas aerénquimas, neste caso, constitutivos, por se tratar
de uma planta aquatica, sendo necessarios ao suprimento de O, as raizes. A
endoderme é uniestratificada com presenca de estrias de Caspary e o periciclo

composto por uma Unica camada de células.
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Algumas espécies aquaticas da familia Eriocaulaceae (Coan et al., 2002)
e anfibias da familia Cyperaceae (Leite et al.,, 2009) também utilizam a
classificacdo do cortex como externo, mediano e interno.

Em geral espécies aquéaticas apresentam exoderme, nem sempre
lignificada ou suberizada, em alguns casos em substituicdo a epiderme, por esta
geralmente ser delgada nestas plantas e, portanto, normalmente rompida e por
fim eliminada caso ocorra o crescimento das raizes em didmetro. Porém, como
na maioria das espécies aquaticas o crescimento secundario é incipiente, a
epiderme persiste, sendo que a principal funcdo da exoderme em plantas
aquéticas é a mesma das plantas terrestres (Bona & Morretes, 2003), ou seja,

funcionando como uma barreira apoplastica.

FIGURA 5 Fotomicrografia de sec¢do transversal da zona pilifera da raiz de
Pistia stratiotes. (EP - epiderme; EX - exoderme; EN -
endoderme; CEX - cortex externo; CM — cortex Mediano; CIN —
cortex interno; CV - cilindro vascular; ARQ - aerénquima; P —
periciclo; X — xilema; F — Floema). UFLA, Lavras — MG, 20009.

64



A espessura da epiderme ndo foi alterada significativamente, exceto na
concentracdo mais alta, na qual o espessamento deste tecido foi superior ao
encontrado nos demais tratamentos. Este fato pode ter ocorrido em resposta a
toxicidade do elemento Cd nesta concentragdo, como forma de se evitar o
excesso deste elemento.

A espessura da exoderme e da endoderme foi aumentada
significativamente de acordo com o incremento da concentracdo de Cd na
solucdo (Figuras 6, 7 e 8). Foi observado também o aumento proporcional de
deposicdo de lignina e/ou suberina na exoderme de acordo com o aumento do
metal na solucdo, provavelmente em resposta a entrada de ions téxicos (Figura

7), como forma de impedimento ao transporte destes elementos.
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FIGURA 6 Espessura (um) de tecidos radiculares de Pistia stratiotes sob
concentracdes crescentes de Cd em solucdo (mg.L™). As barras
representam o erro-padrdo da média. Letras distintas referentes a
mesma linha de tendéncia indicam diferenca significativa entre as
médias nas concentracdes de Cd testadas na solucdo (mg.L™), pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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As alteracGes observadas na exoderme e endoderme podem funcionar
como estratégias adaptativas conferindo as plantas de P. stratiotes tolerancia ao
Cd, por formarem barreiras apoplasticas que dificultam a translocacdo do
elemento & parte aérea, reduzindo possiveis danos ao sistema fotossintético,
evitando que o crescimento e o desenvolvimento da espécie sejam prejudicados.

Os metais absorvidos pelas raizes sofrem transporte radial na raiz,
essencialmente via aposplasto, encontrando na exoderme e endoderme filtros de
difusdo e regulacdo. Dessa forma menores concentragcbes do poluente irdo
alcancar a parte aérea, 0 que reduz o efeito danoso as células fotossintéticas e

consequentemente o desenvolvimento vegetal (Soares et al., 2001).

FIGURA 7 Fotomicrografia de sec¢des transversais da zona pilifera de raizes de
Pistia stratiotes sob a contaminag&o por Cd. A - 0 mg.L™ de Cd; B
-0,4mg.L" de Cd; C-0,8mg.L" de Cd; D-1,6 mg.L™" de Cd: E -
3,2 mg.L™ de Cd. EP: Epiderme; EX: Exoderme. Barra = 30 pm.
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FIGURA 8 Fotomicrografia de sec¢des transversais da zona pilifera de raizes de
Pistia stratiotes sob a contaminag&o por Cd. A - 0 mg.L™" de Cd; B
-0,4 mg.L" de Cd; C-0,8 mg.L™" de Cd; D - 1,6 mg.L™ de Cd; E -
3,2 mg.L™" de Cd. EN: Endoderme. Barra = 30 pm.

A porcentagem de aerénquimas no cortex ndo apresentou diferencas
significativas com a presenca do metal (Figura 9) e ndo foram detectados danos
as estas camaras de ar (Figura 10), o que permitiu a flutuacdo normal das
rosetas, mesmo nas concentragdes mais elevadas de Cd, contribuindo para que
esta espécie tenha condicGes de se manter no ambiente aquatico, mesmo na
presenca deste poluente.
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FIGURA 9 Proporcdo de aerénquimas no cortex radicular de Pistia stratiotes
sob concentracdes crescentes de Cd em solucdo (mg.L™). As barras
representam o erro-padrdo da média. Letras iguais indicam auséncia
de diferenca significativa entre as médias nas concentragdes de Cd
testadas na solucdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 10 Fotomicrografia de seccOes transversais da zona pelifera de raizes
de Pistia stratiotes sob a contaminacao por Cd. A - 0 mg.L™ de Cd:;
B-0,4mg.L"deCd;C-08mg.L" deCd; D-1,6 mg.L" de Cd; E
-3,2mg.L™ de Cd. ARQ: Aerénquima. Barra = 50 pm.
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6 CONCLUSOES

O decréscimo observado para a atividade da enzima SOD em detrimento
a CAT e APX nas maiores concentracdes de Cd, sugerem que nestas
concentragfes tenha ocorrido a maior producdo do tipo de EROs combatidas
pela acdo conjunta da CAT e APX, demonstrando a capacidade do sistema
antioxidante de P. stratiotes no combate ao estresse oxidativo desencadeado pela
acao deste metal.

O espessamento da exoderme e da endoderme foi detectado
proporcionalmente ao aumento de Cd em solucdo, em resposta a entrada destes
ions, funcionando como barreiras apoplasticas.

A acdo combinada das enzimas do sistema antioxidante, mantendo a
atividade deste sistema e as modificacdes estruturais observadas nas plantas de
P. stratiotes submetidas a doses crescentes de Cd, contribui para a tolerancia da

espécie a contaminacao por este metal, como mecanismos adaptativos.
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CAPITULO 4
USO DE Pistia stratiotes L. COMO FITORREMEDIADORA DA
POLUICAO POR CHUMBO
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1 RESUMO

O chumbo (Pb) é um dos poluentes ambientais mais conhecidos, por sua
persisténcia no ambiente e por seu efeito nocivo aos ecossistemas e a saulde
humana. No entanto, o Pb é considerado também um metal de grande utilidade,
sendo empregado de diversas maneiras nos processos industriais, 0 que tem
provocado a contamina¢do de muitos corpos d’agua devido ao langamento de
efluentes poluidos por este metal. O Pb é um elemento néo essencial as plantas
gue pode ser absorvido causando vérios danos ao desenvolvimento vegetal,
como diminuicdo do crescimento, inibicdo da fotossintese e alteragdes
hormonais. Contudo, muitas plantas sdo capazes de absorvé-lo e acumula-lo em
seus tecidos, por possuirem mecanismos que permitem tolerdncia a este
elemento, sendo consideradas fitorremediadoras. Com isso, o objetivo deste
trabalho foi verificar o potencial fitorremediador de Pistia stratiotes frente a
contaminacdo por Pb, analisando-se dados populacionais, diagnose visual e a
bioconcentracdo, o bioacimulo, a translocacdo e absorcdo desse elemento em
seus tecidos, afim de fornecer subsidios para a indicacdo desta espécie para
programas de biorremediagdo. As plantas foram cultivadas em solugdo nutritiva
e submetidas a concentracdes crescentes de Pb: 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™ pelo
periodo experimental de 15 dias. Ao término deste periodo, foram feitas as
contagens do numero de rosetas filhas e inflorescéncias da roseta mée, a
determinacdo da biomassa das raizes e parte aérea, observagdo dos sintomas
visuais e analise do teor de Pb na parte aérea e sistema radicular por meio de
espectrofotometria de absorcdo atdmica. A planta concentrou teores linearmente
crescentes de Pb, principalmente no sistema radicular, de acordo com o aumento
da concentracdo do elemento na solugdo. N&o foi observada diferenga
significativa entre os tratamentos em relacdo ao numero de rosetas filhas. O
ntmero de inflorescéncias da roseta mée aumentou de acordo com o aumento da
concentracdo de Pb na solucdo. Foi detectado pequeno decréscimo na alocacédo
de biomassa por P. stratiotes com o aumento da concentracdo do elemento na
solucdo, embora o crescimento clonal ndo tenha sido afetado. Pelas
concentracdes consideraveis de Pb acumuladas nos tecidos de P. stratiotes, sem
gue sua capacidade reprodutiva e morfologia fossem alteradas, a espécie
apresenta potencial promissor na utilizacdo em programas de fitorremediacéo.

Palavras- chave: fitorremediacdo, metal pesado, planta aquatica
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2 ABSTRACT

Lead (Pb) is one of the best-known environmental pollutants, for his
persistence in the environment and its negative effect on ecosystems and human
health. However, Pb is also considered a widely used metal, being employed in
different ways in industrial processes, such use has led to the contamination of
many water bodies. Pb is a nonessential element to plants, but which can be
absorbed causing extensive damage to plant development, such as reduced
growth, photosynthesis inhibition and hormonal changes. However, many plants
are able to absorb and accumulate it in their tissues, because they have
mechanisms that allow tolerance to this element. Such plants are consideraed as
phytoremediators. Therefore, the objective was to investigate the
phytorremediator potential of Pistia stratiotes against Pb contamination,
analyzing population data, visual diagnosis and bioconcentration of this element
in the plant tissues in order to provide additional indication of this species for
bioremediation programs. The plants were grown in nutrient solution and
submitted to increasing Pb concentrations: 0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg.L'l for the
an experimental period of 15 days. At the end of this period, the number of
daughter rosettes and number and mother flowers were counted. The
determination of root and shoot biomass, visual observation of symptoms were
conducted. The Pb level analysis in shoot and root system was conducted by
atomic absorption spectrophotometry. The plant concentrated linearly increasing
lead levels, especially in the root system, according to the concentration of the
solution. There was no significant difference between treatments as to the
daughter rosetts number and the mother flower quantity. There was a slight
decrease in biomass allocation of P. stratiotes with increasing concentrations of
the solution, although the clonal growth was not affected. The considerable
concentrations of Pb accumulated in the of P. stratiotes tissues, without altering
its reproductive capacity and morphology, the species has a promising potencial
for use in phytoremediation programs.

Key-words: phytoremediation, trace element, aquatic plant
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3 INTRODUGCAO

A recuperagdo dos ecossistemas aquaticos contaminados pode ser
realizada por processos quimicos, fisicos ou biolégicos. Os agentes quimicos
responsaveis pela precipitacdo e reducdo, e agentes fisicos como membranas
artificiais, sdo tecnologias de alto custo, que podem ainda gerar residuos de
dificil eliminacdo. O método bioldgico, que utiliza plantas para a retirada de
contaminantes da agua, a fitorremediacdo, tem se mostrado uma alternativa
eficiente e de baixo custo (Sufie et al., 2007).

O chumbo (Pb) é um elemento-traco amplamente utilizado pela
humanidade (Sharma & Dubey, 2005), muitas vezes causando problemas a
salde humana por ser um residuo toxico. Atividades de mineracdo e fundicéo
sdo as principais fontes de Pb, além de fertilizantes, pesticidas e gasolina (Eick
et al., 1999), poluindo lagos, rios e oceanos através de deposicdo direta da
atmosfera ou do escoamento superficial do solo. Uma vez liberado, o Pb possui
um longo tempo de residéncia comparado com a maioria dos poluentes
(Alloway, 1993).

O Pb é um elemento ndo-essencial, porém possui alta taxa de absor¢éo e
acimulo em vegetais, com isso, sdo varios os estudos que tem demonstrado a
capacidade de vegetais acumularem concentracdes consideraveis deste metal em
seus Orgdos, principalmente na raiz (Sharma & Dubey, 2005), por se tratar de
um elemento pouco mobilizado para a parte aérea.

Diversas espécies aquaticas tem sido utilizadas como fitorremediadoras
de Pb. Porém, seus mecanismos e graus de tolerancia sdo variaveis de espécie
para espécie (Miretzky et al., 2004).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi verificar o potencial
fitorremediador de Pistia stratiotes frente a contaminacdo por Pb, analisando-se

dados populacionais, diagnose visual e a bioconcentracdo desse elemento em
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seus tecidos, a fim de fornecer subsidios para a indicacdo desta espécie para

programas de biorremediacao.

78



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

Para a realizacdo do experimento de diagnose visual, andlise
populacional, absorcdo e acimulo do elemento Pb, rosetas de P. stratiotes foram
coletadas em uma lagoa artificial, livre de suspeita de contaminacao por Pb no
municipio de Lavras — MG (44° 55 W; 21° 05" S). Ap0s a coleta, as plantas
foram lavadas em agua corrente a fim de eliminar particulas indesejadas.
Posteriormente, as plantas foram selecionadas quanto a sua qualidade
fitossanitaria e por uniformidade de tamanho. Depois de feita esta selecdo, as
rosetas foram cultivadas em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncia do
Solo da Universidade Federal de Lavras, onde inicialmente passaram por um
periodo de aclimatizacdo, sendo cultivadas em bandejas plésticas com
capacidade de 20 L, contendo solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
modificada, com 40% da forca ibnica total, até a quinta geracdo clonal de
plantas, para a eliminagdo de residuos do elemento-traco que porventura
pudessem estar presentes nas plantas matrizes coletadas do ambiente. O periodo

de desenvolvimento de cada geracao clonal foi de 15 dias.

4.2 Instalacdo do Experimento

Apds a aclimatizacdo, as plantas da quinta geracdo clonal foram
selecionadas quanto ao tamanho e transferidas para recipientes individuais,
contendo 4 L da solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) como descrita
para a aclimatizacdo, contendo concentracBes crescentes de Pb na forma de
Pb(NO3)s.
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Os valores das concentragdes de Pb utilizadas para os diferentes
tratamentos foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de Pb
total para lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (Brasil, 2005). Neste

caso, 0 VMP segundo esta legislacdo é de 0,5 mg L™ de Pb.

TABELA 1 Concentracdo de Pb utilizada na solucdo para cada tratamento.

Concentracdes de Pb Percentual do VMP
Tratamento

(mg.L™) (%)
T1 (Controle) 0,0 0
T2 0,5 100
T3 1,0 200
T4 2,0 400
T5 4,0 800

Foram eliminadas todas as estruturas reprodutivas das plantas antes da
imposicdo dos tratamentos. As plantas foram submetidas aos tratamentos por um
periodo de 15 dias, apds o qual, foram realizadas as analises. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos com cinco repeticbes, com a parcela experimental composta por trés

rosetas.

4.3 Crescimento clonal, nimero de estruturas reprodutivas e determinacéo
da biomassa

O crescimento clonal foi determinado pela contagem do nimero de
rosetas filhas ao final do periodo experimental. Para a determinacdo da
biomassa, foi realizada a separacéo da parte aérea e sistema radicular, que foram
secas em estufa durante 72 horas, a 60°C até peso constante, sendo
posteriormente pesadas em balanca analitica. O ndmero de inflorescéncias da

roseta mée foi contado ao término do periodo experimental.
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4.4 Diagnose visual
As alteragdes na morfologia externa foram observadas diariamente e

registradas ao final do experimento, com auxilio de uma camera digital.

4.5 Bioconcentracédo, bioaciimulo, translocacédo e absorcéo de chumbo

A fim de determinar as concentracdes de Pb, 0,5 e 1,0 g de matéria seca
de raizes e da parte aérea, respectivamente, obtidos no processo de secagem para
analise de alocacdo da biomassa, que foram posteriormente trituradas em
moinho do tipo Wiley. Estas aliquotas foram digeridas em 10 mL de HNO;
concentrado e aquecidos em forno de microondas, durante 10 minutos, a pressao
de 0,76 MPa. Apos a digestdo, o extrato foi filtrado e seu volume completado
para 20 mL com &gua destilada. A digestdo das amostras foi feita segundo o
protocolo do método 3051 A da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
(USEPA, 1998).

A determinac@o da concentracdo de Pb nas amostras foi obtida por meio
de espectrofotémetro de absorcdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica em
forno de grafite utilizando o equipamento AAnalyst 800 da Perkin Elmer.

Cada bateria de andlise continha uma amostra em branco com a
finalidade de controle de qualidade do método de extracdo e determinagdo deste
elemento-traco. A amostra em branco foi obtida utilizando-se 0 mesmo
procedimento de digestdo, porém contendo somente 0 HNO;. A leitura desta
amostra determinou o branco do método, que foi utilizado no calculo do limite
de deteccdo do método (LDM), que por sua vez, foi utilizado para calcular o
limite de quantificacdo do método (LQM). Como material de referéncia foram
utilizadas amostras da solugdo nutritiva acrescidas do elemento-traco nas

concentracOes representativas de cada tratamento.
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O actimulo de Pb nos tecidos de P. stratiotes foi calculado com base nas
concentracfes encontradas e producdo de biomassa. A eficiéncia de translocacéo
e absorcdo do Pb foram calculadas utilizando-se as seguintes férmulas:

Translocagéo do Ph:

(acimulo de Pb na parte aérea) / (acimulo total de Pb na planta) X 100

Absorcdo de Pb:

(acumulo total de Pb na planta) / (matéria seca das raizes)

4.6 Analise estatistica

Os valores dos dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
regressdo para a deteccdo de diferengas entre as crescentes concentracfes de Pb
na solugdo. A fim de verificar a diferenga entre os tratamentos para 0S
parametros ndmero de rosetas filhas e nimero de inflorescéncias da roseta mae,
foram utilizadas barras correspondentes ao erro-padrdo da média e realizada a

comparacdo das médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento clonal, nimero de estruturas reprodutivas, diagnose visual
e biomassa

O aparecimento de novas rosetas foi detectado a partir do quinto dia em
todos os tratamentos, indicando auséncia de atraso na taxa de multiplicacdo
evidenciando que o Pb ndo afetou a propagagdo vegetativa de P. stratiotes nas
concentracfes testadas. Porém o ndmero de inflorescéncias na roseta mae
apresentou aumento significativo de acordo com o aumento do metal na solugéo.
Este processo pode ter sido estimulado pelo inicio da sinalizacdo de estresse, na
tentativa de evitacdo desta condicdo a fim de perpetuar a espécie (Figura 1).

Em condicbes de estresse a espécie P. stratiotes tende a investir em sua
reproducdo assexuada em detrimento da via preferencial vegetativa (Coelho et
al., 2005), porém o estimulo a reducdo de investimento para a propagacdo
vegetativa provavelmente ocorrera em resposta a toxicidade do agente estressor,
0 que nao foi percebido neste caso.

Embora a reducdo da biomassa tenha sido pequena, ocorreu de forma
inversamente proporcional a concentracdo de Pb na solucdo. Do tratamento sem
Pb para a primeira concentracdo de Pb na solucdo houve queda de apenas 4,36 e
0,5% na alocacdo de biomassa das raizes e parte aérea, respectivamente (Figura
2).

N&o foram detectados sintomas de deficiéncias nas plantas em nenhuma

das concentraces testadas (Figura 3).
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N° de rosetas filhas e inflorescéncias da roseta mae
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FIGURA 1 Crescimento clonal e nimero de estruturas reprodutivas de Pistia
stratiotes, em funcfo da concentragdo de Pb na solucdo (mg.L™).
As barras representam o erro padrdo da média. Letras distintas na
mesma linha de tendéncia indicam diferenca significativa entre as
médias nas concentragdes de Pb testadas na solucéo (mg.L™), pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 2 Biomassa da raiz (g.planta™), parte aérea e total de Pistia stratiotes,
em funcéo da concentracdo de Pb na solugdo (mg.L™). Biomassa
raiz (R2 = 0,8838; p < 0,05; y = 0,2386 — 0,0217x), parte aérea (R?
=0,8831; p < 0,05; y = 2,2290 - 0,0911x) e total (R? = 0,8852; p <
0,05;y =2,4081 - 0,1127x).
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FIGURA 3 Plantas de Pistia stratiotes submetidas a doses crescentes de
Chumbo. (A -0, mg.L™ de Pb; B—0,5mg.L™ de Pb; C - 1,0 mg.L"
! de Pb; D — 2,0 mg.L™" de Pb; E — 4,0 mg.L™ de Pb). Barra = 30
cm.

5.2 Bioconcentracao, bioacumulo, translocacéo e absorcao de chumbo
Em todas as concentragdes testadas para o elemento Pb em solucéo,
foram encontradas concentragdes superiores ao limite de quantificacdo do

método (LQM), exceto para o tratamento controle. Portanto, na presenca Pb
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houve a possibilidade de quantificacdo de suas concentracBes na raiz e na parte
aérea de P. stratiotes. O LQM calculado para o Cd foi de 0,743 mg.L™.

A espécie P. stratiotes demonstrou alto potencial para a extracdo e
acumulo de Pb da solucdo nutritiva, concentrando e acumulando quantidades
consideraveis deste elemento em seus tecidos, principalmente em seu sistema
radicular (Figura 4 e 5), sem causar nenhum sintoma visual. Por este ser o 6rgéo
responsavel pela absorcdo do poluente, podendo reté-lo em grande parte em seus
tecidos por meio de barreiras apoplasticas, no intuito de se evitar que 0 mesmo
seja translocado para a parte aérea afetando o processo fotossintético e assim
comprometendo o desenvolvimento da planta. Em todos os tratamentos com a
presenca de Pb, o sistema radicular foi responsavel por aproximadamente 96%
da concentracdo total do poluente (Figura 4B), o que demonstra uma correlaco
linear positiva entre as concentragdes de Pb concentradas nas raizes e as
concentrages iniciais de Pb em solugédo.

Varios trabalhos realizados com diversas plantas aquaticas relataram que
a translocacdo de Pb para a parte aérea é baixa, contribuindo para o maior
acimulo do elemento no sistema radicular (Maine et al., 2001). Estes dados
corroboram com os resultados encontrados neste estudo, em que a eficiéncia de
translocacdo ndo apresentou correlacdo com o aumento das doses, além de
apresentar uma baixa porcentagem quando comparadas a outros elementos
fitoextraidos (Figuras 6).

Com relagdo a eficiéncia na absorcéo, foi observado que esta aumentou
linearmente de acordo com o aumento da concentracdo de Pb na solugéo (Figura
7), indicando que nas concentracdes testadas a planta ndo exibiu restricdes a

absor¢do e acimulo deste elemento.
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FIGURA 4 Concentracdes acumuladas de Pb em Pistia stratiotes (ug de Pb.g ™

MS). A: Concentracdo acumulada na parte aérea; B: Concentracao
acumulada no sistema radicular.
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Scott-Knott (p<0,05).
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6 CONCLUSOES

Devido a capacidade de P. stratiotes concentrar e acumular altos teores
de Pb em suas raizes, sem no entanto provocar danos morfoldgicos e diminuicao
no crescimento clonal, é uma espécie que satisfaz a um grande nimero de
requisitos de uma planta fitorremediadora, apresentando portanto, grande
potencial de indicacdo para programas de fitorremediacdo de ecossistemas

aquaticos poluidos por Pb.
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CAPITULO5
EFEITOS DA CONCENTRACAO DE CHUMBO SOBRE A
ESTRUTURA RADICULAR E SISTEMA ANTIOXIDANTE DE Pistia

stratiotes L.
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1 RESUMO

O chumbo (Pb) € um elemento-trago ndo essencial as plantas, capaz de
prejudicar o metabolismos das mesmas, podendo causar diminuicdo do
crescimento, mudancas estruturais e danos as membranas pela formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Porém as plantas podem desenvolver
mecanismos de tolerancia a este poluente, por meio de modifica¢fes anatbmicas
que impegcam a translocacdo desse elemento, evitando a inibicdo do processo
fotossintético e por meio da ativacdo de enzimas do sistema antioxidante,
combatendo as EROs. Diante do exposto, o presente estudo objetivou avaliar a
atividade das enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato (APX), catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD) e a anatomia radicular de plantas de Pistia
stratiotes sob concentragdes crescentes de Pb, visando a deteccdo de
mecanismos de tolerdncia da espécie ao metal, que contribuam para o seu
potencial fitorremediador. Individuos de P. stratiotes foram cultivados em
solucdo nutritiva e submetidos a diferentes concentracdes de Pb: 0; 0,5; 1,0; 2,0
e 4,0 mg.L™ por um periodo experimental de 15 dias. Ao fim desse periodo,
foram realizadas avaliagdes da anatomia radicular e o ensaio da atividade das
enzimas antioxidantes APX, CAT e SOD. A atividade da CAT, APX e SOD
aumentou em ambas as partes da planta com a presenca de Pb até a concentracdo
de 1 mg.L™", por inducdo enzimatica como resposta & acdo toxica deste
elemento. Nas maiores concentragdes, 0 Pb promoveu reducgdo na atividade das
enzimas, indicando, possivelmente, que o0 estresse oxidativo ultrapassou a
capacidade de controle de EROs por meio destas enzimas, resultando em
inibicdo enzimatica das mesmas, ou por efeito inibitério na via de sintese destas
proteinas. Alteracdes estruturais como espessamento de exoderme e endoderme,
foram detectadas nas raizes de P. stratiotes na presenca de Pb em solucdo. Essas
modificacGes estruturais podem funcionar como um mecanismo de plasticidade
morfolégica desses individuos a contaminacdo por esse elemento-traco,
contribuindo para a tolerancia da espécie frente a contaminacéao por Pb.

Palavras-chave: anatomia radicular, enzimas antioxidantes, planta aquatica,
elemento-traco.
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2 ABSTRACT

Lead (Pb) is a trace element not essential to plants and can affect their
metabolism, may cause reduced growth, structural changes and damage to
membranes by the formation of reactive oxygen species (ROS). However, plants
can develop tolerance mechanisms to this pollutant, by means of anatomical
changes that prevent the translocation of this element, preventing the inhibition
of the photosynthetic process and through the activation of the antioxidant
enzyme system by combating the ROS. In light of this, this study aimed to
evaluate the antioxidant enzyme activity of ascorbate peroxidase (APX),
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) and the root anatomy of the
Pistia stratiotes plants under increasing Pb concentrations, aimed at detecting
species tolerance mechanisms to the metal, which contribute to their potential as
a phytoremediators. Individuals of P. stratiotes were grown in nutrient solution
and subjected to different concentrations of Pb: 0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg.L'l
for a trial period of 15 days. At the end of this period, assessments were made of
the root anatomy and the activity of the antioxidant enzymes APX, CAT and
SOD. The CAT, APX and SOD activity increased in roots and leaves with the
presence of Pb concentrations of up to 1mg.L™ by enzyme induction as a
response to the toxic action of this element. At higher concentrations, Pb
promoted the reduction in enzyme activity, possibly indicating that oxidative
stress has exceeded the control of ROS by these enzymes, resulting in their
inhibition, or inhibitory effect in synthesis of these proteins. Structural changes
such as thickening of exodermis and endodermis, were detected in the roots of
P. stratiotes in the presence of Pb in solution. These structural changes can serve
as a mechanism for phenotypic plasticity of individuals due to contamination by
the trace element, contributing to the species tolerance to Pb contamination.

Key-words: root anatomy, antioxidant enzymes, aquatic plant, trace element.
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3 INTRODUGCAO

O elemento-tragco chumbo (Pb) tem sido considerado como um dos
metais mais perigosos ao ambiente, devido a sua acao tdxica a animais, plantas e
seres humanos, sendo ainda um elemento bioacumulativo. A contaminacéo de
Pb em humanos e animais se da principalmente por alimentos e agua
contaminados com este metal, provocando efeitos adversos nestes organismos
(Bi et al., 2010; Sharma & Dubey, 2005).

As principais fontes de poluicdo por Pb sdo em decorréncia de suas
aplicacfes, como residuos de industrias mineradoras, siderdrgicas, aeronauticas,
téxteis, de fundicdo, refinarias de petréleo, de material fotografico, vidros,
ceramicas e explosivos, pelo uso do metal em revestimento e acabamento, uso
de compostos que o contém como fertilizantes e pesticidas e como aditivos em
tintas e gasolina, além de baterias (Sharma & Dubey, 2005; Lalhruaitluanga et
al., 2010). Desta forma, o metal traco pode ser lixiviado para a superficie e por
meio de fluxos de agua, contaminar o solo e ecossistemas aquéaticos (Sharma &
Dubey, 2005).

O Pb é um elemento ndo-essencial ao seres humanos, plantas e animais,
podendo ser prontamente introduzido na cadeia tréfica (Kabata-Pendias, 2004;
Bi et al., 2010).

Nos vegetais, a contaminacéo por elementos-trago como o Pb, em geral
provoca uma série de alteragdes no metabolismo fotossintético e na absor¢do de
nutrientes, afetando seu crescimento e desenvolvimento, sendo portanto,
considerado um elemento néo essencial as plantas (Misrha & Tripathi, 2008).

A exposicdo de plantas a contaminacdo por elementos-traco pode
desencadear a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais
superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, os quais podem causar a

peroxidacéo lipidica, aumento na producédo de proteinas carboniladas e aldeidos
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reativos que podem causar a distorcdo das camadas lipidicas de membranas
(Tewari et al., 2008), modificando sua atividade enzimatica e de transporte.

Em resposta a contaminagdo por elementos-traco, 0s vegetais podem
apresentar alteragdes na estrutura interna de raizes, que estdo diretamente ligadas
as exigéncias ecoldgicas e fisiologicas, como capacidade de absorcéo de agua e
nutrientes, podendo afetar e adquirir tolerdncia a ambientes aquaticos
contaminados (Pilon-Smith, 2005; Mufarrege et al., 2009).

Com isso, o presente trabalho objetivou avaliar a estrutura interna
radicular e a atividade das enzimas do sistema antioxidante peroxidase do
ascorbato (APX), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD), em plantas de
Pistia stratiotes sob concentracdes crescentes de Pb, com intuito de detectar

estratégias de tolerancia da espécie a este poluente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

A obtencdo das rosetas de P. stratiotes foi feita em uma lagoa artificial,
livre de suspeita de contaminacdo por Pb no Municipio de Lavras — MG (44° 55’
W; 21° 05" S). Apos a coleta, as plantas foram lavadas em agua corrente para
eliminacdo de impurezas e selecionadas pelo tamanho e por boas condigdes
fitopatoldgicas. Posteriormente, foram transferidas para casa de vegetacdo do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde
inicialmente passaram por um periodo de aclimatizacdo, sendo cultivadas em
bandejas pléasticas com capacidade para 20 L, contendo solucdo nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950) modificada, com 40% da forca ibnica total, até a
quinta geracdo clonal de plantas, para a eliminagdo de residuos do elemento-
traco que porventura pudessem estar presentes nas plantas matrizes coletadas do
ambiente. O periodo de desenvolvimento de cada geracgdo clonal foi de 15

dias.

4.2 Imposicao dos tratamentos

Apdbs o periodo de aclimatizacdo, as plantas da quinta geracdo clonal
foram selecionadas quanto a uniformidade do tamanho e transferidas para
recipientes individuais, contendo 4 L da solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) como descrita para a aclimatizacdo, contendo concentracfes crescentes
de Pb na forma de Pb(NO;),: 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™ de Pb.
Os valores das concentracGes de Pb utilizadas para os diferentes tratamentos
foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de Pb total para
lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (Brasil, 2005). Neste caso, 0

VMP segundo esta resolucdo é de 0,5 mg L™ de Pb.
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Foram montados experimentos distintos para as analises anatdmicas e
para o ensaio das atividades enzimaticas.
As plantas foram submetidas aos tratamentos por um periodo de 15 dias, ap6s o
qual, foram realizadas as coletas para posteriores analises. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos com cinco repeti¢cGes, com a parcela experimental composta por

uma roseta.

4.3 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Ao término do periodo experimental foram coletados, no periodo da
manha, cerca de 1,5 g de matéria fresca de raizes e de folhas separadamente, 0s
quais foram em seguida envolvidos por papel aluminio e acondicionados em
caixa de isopor, até a chegada ao laboratorio onde o material foi mantido a
-86°C até 0 momento de sua utilizacdo no processo de extragdo enzimatica.

Para a extracdo das enzimas SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC 1.11.1.6) e
APX (EC 1.11.1.11), foram utilizados 0,5 g de raizes e folhas, as quais foram
maceradas em nitrogénio liquido e 2 mL de tampao de extracdo contendo: 1,924
mL de tampéo fosfato de potéssio 0,1 mol.L" e pH 7; 40 uL de MgCl,.H,0 0,5
mol.L™"; 20 pL de EDTA 0,1 mol.L™; 8 uL de DTT 0,5 mol.L™"; 16 uL de PMSF
0,1 mol.L™ e 40 mg de PVPP. Ap6s o processo de maceracdo, o material foi
centrifugado a 14000 RPM, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante no qual
permaneceram as enzimas foi coletado e o pellet descartado. As amostras foram
mantidas a 4°C durante todo o procedimento (Bor et al., 2003 adaptado). O
mesmo extrato enzimatico foi utilizado para o ensaio da atividade das trés
enzimas analisadas.

Para o ensaio enzimatico da atividade da SOD foi utilizado o volume
final de 3 mL do meio de reacdo contendo: 1,5 mL de tampé&o fosfato de potassio
0,1 mol.L™ e pH 7,8; 30 puL de EDTA 0,1 mmol.L™"; 4,5 pL de Nitro Blue
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Tetrazolium (NBT) 50 mmol.L™"; 156 pL de metionina 0,25 mol.L™ e pH 7,8; 60
uL de riboflavina 100 pmol.L™" e 1,2295 mL de agua acrescidos a 20 pL do
extrato enzimatico. A reacédo foi realizada em uma camara com luz fluorescente
de 15 watts na qual foram expostos tubos de vidro contendo 0 meio de reacdo
por um periodo de 10 minutos. A atividade da SOD foi determinada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do NBT na presenga de luz.
Portanto, esta reagdo foi iniciada pela presenca da luz e paralisada pela auséncia
da mesma. Posteriormente, em uma sala escura foi feita a leitura do produto
formado por esta reacdo, a formazana azul, em espectrofotdmetro a 560 nm
(Giannopolitis & Reis, 1977 adaptado).

A atividade da CAT foi analisada com 1 mL de meio de reacdo
contendo: 160 pL de tampé&o fosfato de potéassio 0,1 mol.L™ e pH 7; 125 pL de
H,0, 0,0125 pmol.L™"; 680 pL de 4gua e 35 pL de extrato enzimético. A
determinacdo da atividade enzimatica da CAT foi realizada por meio do
acompanhamento da queda na absorbancia, a 240 nm durante 1 minuto e 30
segundos, com intervalos de 30 segundos e o fator de extingdo de 0,0394 mM™
.cm™ (Azevedo et al., 1998 modificado).

Para a atividade da APX, foi utilizado 1 mL de meio de reacdo composto
por 160 pL de tampdo fosfato de potassio 0,1 mol.L™ e pH 7, 100 pL de H,0,
0,0125 mol.L™, 100 uL de &cido ascérbico 0,005 mol.L™ e 605 pL de agua
adicionados a 35 L de extrato enzimatico. A atividade da APX foi determinada
pelo acompanhamento da queda na absorbancia a 290 nm, durante dois minutos,
em intervalos de 30 segundos e com o fator de extincdo molar de 2,8 mM™ .cm™
(Nakano & Asada, 1981 modificado).

4.4 Anatomia radicular
Foram coletadas raizes de uma planta de cada uma das cinco repeticfes

de cada um dos tratamentos, que em seguida foram lavadas em agua corrente
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para a retirada de impurezas e fixadas em F.A.A. 709 - (formol 37%, acido
acético glacial p.a. e alcool etilico 70% na proporcao de 0,5:0,5:9), (Johansen,
1940) por um periodo de 72 horas e posteriormente conservadas em etanol 70°
G.L. (Jensen, 1962).

Cortes transversais foram feitos na regido pilifera das raizes das rosetas
filhas (crescidas sob contaminacdo por Pb), com o auxilio do micrétomo manual
Ranvier (micr6tomo de mesa), utilizando-se isopor como suporte. Em seguida,
as seccoes foram coradas com a mistura de azul de astra — safranina (safrablau),
seguindo-se 0s métodos descritos por Bukatsch, (1972) e Burger & Richter
(1991). Foram montadas laminas semipermanentes em glicerina a 50% e feita a
lutagem com esmalte incolor.

Foram obtidas fotomicrografias com auxilio de uma camera digital -
Canon PowerShot A620 8.0 megapixels, acoplada ao microscopio KEN-A-
VISION TT18, para a realizacdo das analise anatdbmicas no software de
medicOes Image Tool.

A espessura da epiderme, exoderme e endoderme foi avaliada a partir de
medicdes realizadas em cinco pontos distintos de cada fotomicrografia. Foram
obtidas cinco fotomicrografias para cada raiz analisada, perfazendo um total de
125 observagdes por tratamento. Para a analise da porcentagem de aerénquimas
no cortex, foi determinada a area total do cortex segundo Pereira et al. (2009), e
0 somatorio das areas individuais dos aerénquimas. Neste caso foram analisadas
cinco fotomicrografias para cada raiz de cada repeticéo, tendo sido realizadas no
total de 25 observacdes referentes a porcentagem de aerénquimas para cada

tratamento.

4.5 Analise estatistica
Foram realizadas analises variancia e de regressao para possibilitar o

estudo das caracteristicas analisadas. Para a deteccdo de possiveis diferencas
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entre os tratamentos foram colocadas barras representativas do erro-padréo da
média e realizada a comparacdo das médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

A atividade da enzima SOD néao apresentou diferenca significativa em
relacdo ao tratamento sem Pb, exceto na concentracéo de 1,0 mg.L™ nas folhas e
nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg.L™ nas raizes (Figural). Nestas concentragdes
de Pb, o sistema antioxidante pode ter sido estimulado pelo aumento na
formacdo de espécies reativas de oxigénio ocasionadas pela contaminacdo com
Pb, ou por este metal funcionar como um possivel sinalizador da sintese de
novas enzimas SOD.

Como os mecanismos de detoxificacdo de metais por meio do sistema
antioxidante sdo variados, é preciso estabelecer se a exposicdo aos elementos-
traco estd tendo efeito prejudicial ou servindo de estimulo do sistema
antioxidante. Portanto, essa diferenciacdo depende da quantidade de EROs
formada, pois se estiver sendo formada em baixos niveis, funcionard como
estimulante do sistema como resposta adaptativa, contudo em altas
concentragfes, pode iniciar o processo de morte celular ocasionando danos aos
tecidos e 0 aparecimento de sintomas visuais (Benavides et al., 2005).

Pelo aumento seguido de decréscimo, este trabalho sugere que nas
concentracdes iniciais de Pb este atua como um estimulante da atividade da
SOD, e ap6s estas concentracdes, sugere que o a producdo de EROs esteja

superior a capacidade desta enzima em combaté-los (Figura 1).
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FIGURA 1 Atividade da enzima SOD (unidade de SOD g.MF™) do sistema
radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracdes
crescentes de Pb mg.L™). As barras representam o erro-padrdo da
média. Letras distintas referentes & mesma linha de tendéncia
indicam diferenca significativa entre as médias nas concentracdes
de Pb testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

A atividade da enzima CAT ndo teve diferencas significativas nas folhas
exceto na concentragdo de 0,5 mg.L™ de Pb, na qual provavelmente deve ter
ocorrido o estimulo de sua atividade pela produgdo de EROs em decorréncia da
contaminacdo por Pb, seguida de decréscimo em sua atividade. Nas raizes, foi
observado o decréscimo na atividade da CAT nas maiores concentracfes de Pb
em solugdo (2,0 e 4,0 mg.L™") (Figura 2). Em ambos os casos a diminuicdo na
atividade da CAT deve ter ocorrido provavelmente pela produgdo de EROs ter

sido superior a capacidade de controle da CAT em combaté-los.
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FIGURA 2 Atividade da enzima CAT (umol H,0,.min".mg™.proteina) do
sistema radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracdes
crescentes de Pb (mg.L™). As barras representam o erro-padréo da
média. Letras distintas referentes & mesma linha de tendéncia
indicam diferenca significativa entre as médias nas concentracdes
de Pb testadas na solucdo (mg.L™?), pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

A APX ndo apresentou diferenca significativa em sua atividade nas
raizes (Figura 3). Nas folhas, a atividade da APX teve um aumento significativo
na primeira concentracéo de Pb testada (0,5 mg.L™), seguida de decréscimo em
sua atividade de acordo com o aumento na concentragdo de Pb na solucéo,
indicando que provavelmente acima da concentracéo de 0,5 mg.L™ de Pb ocorra
inibicdo enzimatica por formacéo excessiva de EROs.

Foram observados em estudos com plantulas de cevada sob
concentracbes de elementos-traco aumento da atividade da APX nas

107



concentracfes iniciais, seguido por decréscimo na atividade desta enzima de
acordo com o aumento da concentracdo do metal no meio de cultivo (Hegedus et
al., 2001), corroborando com os dados encontrados nesse experimento. Segundo
Toppi & Gabrielli (1999), a presenca de elementos-traco pode alterar a atividade
das enzimas antioxidantes tanto positivamente as estimulando, como de forma

negativa as inibindo.

APX
(pmol ascorbato. min™. mL™. g™ MF)

0,0 —— T T T T
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Concentracdo de Pb na solugdo (mg . L'l)

FIGURA 3 Atividade da enzima APX (umol ascorbato.min>.mL™.g* MF) do
sistema radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracGes
crescentes de Pb (mg.L™). As barras representam o erro-padréo da
média. Letras distintas referentes & mesma linha de tendéncia
indicam diferenca significativa entre as médias nas concentracdes
de Pb testadas na solucdo (mg.L™?), pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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Devido ao comportamento semelhante da atividade das enzimas
antioxidantes testadas, e devido a acdo destas em conjunto resultar capacidade
de defesa do sistema antioxidante (Chen et al., 2003), os resultados indicam que
0s mecanismos adaptativos desta espécie ao elemento Pb, provavelmente devam
ser outros, como por exemplo mecanismos de combate a EROs ndo enziméticos
(Upadhyay & Panda et al., 2010) ou adaptacGes estruturais que permitam a
plasticidade morfolégica desta espécie em ambientes de estresse ocasionado

pelo elemento Pb.

5.2 Anatomia radicular

Embora epiderme, exoderme e endoderme tenham aumentado em
espessura na presenca de Pb (Figuras 4, 5 e 6), provavelmente como resposta
indicativa de tolerAncia a este agente estressor, somente a exoderme
acompanhou de forma proporcional o crescimento de sua espessura com 0
aumento de Pb em solucéo.

Segundo Ederli et al., (2004) a endoderme é um dos principais locais de
acumulo de elementos-traco nas raizes e, 0 espessamento deste tecido pode
contribuir para a reducéo de sua translocacdo, confirmando assim, os resultados
encontrados nesse estudo, como visto no capitulo anterior (Capitulo 1V,

Figura6).
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FIGURA 4 Espessura (um) de tecidos radiculares de Pistia stratiotes sob
concentracdes crescentes de Pb (mg.L™). As barras representam o
erro-padrdo da média. Letras distintas referentes a mesma linha de
tendéncia indicam diferenca significativa entre as médias nas
concentracdes de Pb testadas na solucdo (mg.L™), pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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Pistia stratiotes sob a contaminac&o por Pb. A - 0 mg.L™ de Pb; B -
0,5 mg.L™" de Pb; C - 1,0 mg.L™* de Pb; D - 2,0 mg.L™ de Pb; E -
4,0 mg.L™" de Pb. EP: Epiderme; EX: Exoderme. Barra = 30 pm.
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FIGURA 6 Fotomicrografia de seccdes transversais da zona pilifera de raizes de
Pistia stratiotes sob a contaminago por Pb. A - 0 mg.L™ de Pb; B -
0,5 mg.L" de Pb; C - 1,0 mg.L" de Pb; D - 2,0 mg.L™ de Pb; E -
4,0 mg.L™" de Pb. EN: Endoderme. Barra = 30 um.
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FIGURA 7 Proporcdo de aerénquimas no cortex radicular de Pistia stratiotes
sob concentracdes crescentes de Pb (mg.L™). As barras representam
0 erro-padrdo da média. Letras iguais indicam auséncia de diferenca
significativa entre as médias nas concentragdes de Pb testadas na
solucdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

N&o houve diferenca nas porcentagens de aerénquimas em relacdo ao
cortex (Figura 7e 8), ndo afetando a capacidade de flutuacdo das plantas em
nenhumas das concentragdes testadas, contribuindo para a tolerancia da espécie

ao metal Pb.
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FIGURA 8 Fotomicrografia de seccGes transversais de raizes de Pistia stratiotes
sob a contaminagdo por chumbo. A - 0 mg.L™" de Pb; B - 0,5
mg.L™ de Pb; C - 1,0 mg.L™ de Pb; D - 2,0 mg.L™" de Pb; E - 4,0
mg.L™ de Pb. ARQ: Aerénquima. Barra = 50pm.
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6 CONCLUSOES

.....

Pb para todas as enzimas testadas, e portanto, perda da capacidade dos
antioxidantes enzimaticos em combater EROs produzidas nestas concentracdes
do metal, os resultados indicam que 0s mecanismos adaptativos da espécie P.
stratiotes ao elemento Pb, provavelmente possam ser mecanismos nhéo
enzimaticos de combate a EROs.

Porém, as alteracGes estruturais radiculares observadas como
espessamento da epiderme, exoderme e endoderme, conferem a espécie P.
stratiotes mecanismos de tolerdncia a contaminacdo por este metal, por
impedirem o fluxo total de Pb absorvido para a parte aérea, como forma de
protecdo a estes tecidos. Portanto, a espécie exibe um potencial promissor na

remediacdo de corpos d’agua contaminados com Pb.
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CAPITULO 6
POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE Pistia stratiotes L. NA
PRESENCA DE ARSENIO
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1 RESUMO

O arsénio (As) € um metaloide toxico e ndo essencial as plantas e
animais, podendo colocar em risco a vida dos seres humanos. Sua incorporagédo
na cadeia alimentar se da principalmente por meio da contaminacéo da agua, que
pode ser por origem natural ou por acdo humana. No entanto, a atividade
antrdpica tem sido a principal via de contaminacdo de ambientes aquéaticos por
este elemento. O comportamento de muitas plantas aquéaticas tem sido
amplamente estudado visando a identificacdo de possiveis extratoras deste
elemento- trago, mas pelo motivo de cada espécie possivelmente responder a
esta contaminacdo de maneira diferenciada, tornam-se necessarios os estudos
entre as diferentes espécies. Neste intuito, o presente trabalho objetivou estudar
as respostas populacionais, sintomas visuais, e a concentracdo, actmulo,
absorcdo e translocagdo de As em Pistia stratiotes visando a detecgdo do
potencial biorremediador desta espécie. Individuos de P. stratiotes foram
cultivados em solucdo nutritiva e colocados sob diferentes concentracdes de As:
0; 0,25; 0,5;1,0; 2,0e 4,0 mg.L'l por um periodo experimental de 15 dias. Ao
fim do periodo a que foram submetidos ao tratamento, foram realizadas
contagens de rosetas filhas e inflorescéncias da roseta mae, diagnose visual,
determinacdo da biomassa do sistema radicular e parte aérea e determinacéo do
teor de As concentrado na parte aérea e sistema radicular por meio de
espectrofotometria de absorcdo atdmica. As rosetas de P. stratiotes
concentraram e acumularam valores crescentes de As, principalmente em suas
raizes, de acordo com o aumento da concentracdo do elemento na solucdo. Nao
foi observada diferenca significativa entre os tratamentos em relagdo ao nimero
de rosetas filhas, inflorescéncias da roseta méde e alocagdo de biomassa na
presenca do metaloide em solucdo. Portanto, a espécie P. stratiotes demonstra
potencial para indicacdo em programas de fitorremediacdo de efluentes
contaminados pela a acdo deste elemento-traco, por esta ser uma espécie que
concentra teores relevantes de As em seus tecidos, sem que a alocacdo de
biomassa, capacidade reprodutiva e morfologia fossem alteradas, indicando
tolerancia e este metaloide.

Palavras-chave: biorremediacéo, metaloide, alface d’agua, poluigdo.
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2 ABSTRACT

Arsenic (As) is a toxic metalloid, non-essential to plants and animals,
which can endanger human lives. Its incorporation into the food chain occurs
mainly through water contaminated by natural or human action. However,
human activity has been the main route of contamination of aquatic
environments by this element. The behavior of many aquatic plants has been
extensively studied to identify possible trace elements extractors. However, do
to the each species possibily responding to this contamination differently,
interspecies studies become necessary. To this end, this study investigated the
population responses, visual symptoms, and the As concentration accumulated
in Pistia stratiotes aiming to detect the bioremediation potential of this species.
Individuals of P. stratiotes were grown in nutrient solution and put under
different As concentrations: 0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg.L'1 for an
experimental period of 15 days. At the end of the treatment period daughter
rosettes and mother rosette flowers were counted, visual diagnosis,
determination of root and shoot biomass and determination of the concentration
in the shoot and root system by means of atomic absorption spectrophotometry
was conducted. P. stratiotes rosettes accumulated increasing As levels, mainly
in their roots, according to the concentration of the solution. There was no
significant difference between treatments in the number of daughter rosettes,
inflorescences from rosette mother and biomass allocation in the presence of the
metalloid. Therefore, P. satrtiotes species shows potential for indication in
phytoremediation programs of effluents contaminated with As, for this is a
specie that concentrate significant levels of As in its tissues, without alteration in
the baiomass allocation, reproductive capacity and morphology, indicating
tolerance for this metalloid.

Key-words: bioremediation, metalloid, water lettuce, pollution.
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3 INTRODUCAO

A fitorremediacdo é processo o qual utiliza plantas para a remoc¢édo de
poluentes organicos e inorganicos do ambiente, processo que tem sido indicado
como eficiente e de baixo custo, podendo ser aplicado a grandes éareas (Sufie et
al., 2007). Outra vantagem que é atribuida a fitorremediacdo, é esta ser
considerada uma tecnologia ‘limpa’, por utilizar vegetais para a retirada de
contaminantes, ndo prejudicando outros organismos presentes nesses sistemas
(Pilon-Smith, 2005), sendo, portanto, um método ecologicamente viavel.

Diversas plantas aquaticas tém demonstrado grande potencial para a
utilizagdo em programas de fitorremediacdo da poluicdo em ecossistemas
aquaticos, devido a atributos, como grande producdo de biomassa, facil
propagacdo e tolerancia a poluentes, porém esta tolerancia é variavel entre
espécies e para os diferentes tipos de poluente (Oliveira et al., 2001), sendo
necessarios estudos do comportamento das espécies, para a determinacdo de seu
potencial fitorremediador, bem como a deteccdo de possiveis mecanismos de
tolerancia destas plantas aos poluentes.

O arsénio (As) é um elemento ndo essencial e téxico as plantas e
animais, podendo colocar em risco a vida dos seres humanos. Sua incorporagédo
na cadeia alimentar se da principalmente por meio da absorcédo pelas plantas e
contaminacgdo da dgua (Zhao et al., 2009).

A macroéfita aquatica Pistia stratiotes tem sido utilizada para a remocéo
de mercurio de efluentes de mineracdo, por esta acumular o metal em suas raizes
(Skinner et al., 2007; Espinoza-Quifiones et al., 2009), indicada para remocao
de nitrogénio (N), fosforo (P) e sdlidos suspensos na agua, melhorando a
qualidade dos sistemas aquaticos (Lu et al., 2010), demonstrando seu potencial
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uso na fitorremediacdo, como medida de reducdo da contaminacéo de efluentes,
por sua capacidade de absorcao e acimulo de poluentes (Skinner et al., 2007).
Com isso, 0 objetivo deste estudo foi verificar o potencial
fitorremediador da espécie aquéatica P. stratiotes & contaminagdo por As, por
meio da anélise de dados populacionais (biomassa, nimero de rosetas filhas e
nimero de inflorescéncias da roseta mae), sintomas visuais, concentragdo,
acumulo, translocagéo e absorcéo de As, visando sua indicacdo para programas

de fitorremediacdo de efluentes contaminados por este metaloide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo do material vegetal

Para a analise visual, populacional, absor¢éo e acimulo do elemento As,
rosetas de P. stratiotes foram coletadas em uma lagoa artificial, livre de suspeita
de contaminacdo por As no municipio de Lavras — MG (44° 55’ W; 21° 05 S).
Apos a coleta, foi feita a limpeza das plantas em agua corrente a fim de eliminar
particulas aderidas. Foram selecionadas plantas livres de patdgenos e uniformes
guanto ao tamanho, as quais foram posteriormente cultivadas em casa de
vegetacdo do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de
Lavras, onde inicialmente passaram por um periodo de aclimatizacdo, sendo
cultivadas em bandejas plasticas com capacidade para 20 L, contendo solucéo
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) modificada, com 40% da forca ibnica
total, até a quinta geragdo clonal de plantas, para a eliminacdo de residuos do
elemento-traco que porventura pudessem estar presentes nas plantas matrizes
coletadas do ambiente. O periodo de desenvolvimento de cada geracédo clonal foi
de 15 dias.

4.2 Instalacéo do Experimento

Apds o periodo de aclimatizacdo, as plantas da quinta geracdo clonal
foram selecionadas quanto & uniformidade do tamanho e transferidas para
recipientes individuais, contendo 4 L da solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) como descrita para a aclimatizacdo, contendo concentracfes crescentes
de As na forma de Na,HAsO, . 7H,0.
Os valores das concentracdes de As utilizadas para os diferentes tratamentos

foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de As total para
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lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (Brasil, 2005). Neste caso, 0

VMP segundo esta resolucéo é de 0,5 mg L™ de As.

TABELA 1 Concentragdo de As na solugdo para cada tratamento.

Tratamento Concentracdes de As Percentual do VMP
(mg.L™) (%)
T1 (Controle) 0,00 0

T2 0,25 50
T3 0,50 100
T4 1,00 200
T5 2,00 400
T6 4,00 800

Foram eliminadas todas as estruturas reprodutivas das plantas antes da
imposicdo dos tratamentos. As plantas foram submetidas aos tratamentos por um
periodo de 15 dias, apds o qual, foram realizadas as andlises. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos com cinco repeti¢fes, com a parcela experimental composta por trés

rosetas.

4.3 Crescimento clonal, nimero de inflorescéncias e biomassa

Ao final do periodo experimental foi determinado o crescimento clonal
por meio da contagem do ndmero de rosetas filhas e a determinacdo da
biomassa, por meio de secagem em estufa durante 72 horas, a 60°C, sendo
posteriormente pesadas em balanca analitica. O ndmero de estruturas
reprodutivas (inflorescéncias) também foi contado ao final do experimento.

4.4 Sintomas visuais

As alteraces morfologicas externas foram observadas diariamente e

registradas ao final do periodo experimental, com auxilio de uma cadmera digital.
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4.5Analise da bioconcentragdo e determinacao do bioacumulo, translocacéo
e absorcéo de arsénio

Para a determinacdo das concentracdes de As, foram utilizados 0,5 e 1,0
g de matéria seca de raizes e da parte aérea, respectivamente, obtidos no
processo de secagem para andlise de alocacdo da biomassa, que foram
posteriormente trituradas em moinho do tipo Wiley. Estas aliquotas foram
digeridas em 10 mL de HNO; p.a. e aquecidos em forno de microondas, durante
10 minutos, a pressao de 0,76 MPa. Apds a digestdo, o extrato foi filtrado e seu
volume completado para 20 mL com agua destilada. A digestdo das amostras foi
feita segundo o protocolo do método 3051 A da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (USEPA, 1998).

A concentracdo de As nas amostras foi obtida por meio de
espectrofotdbmetro de absorcdo atdmica com atomizacao eletrotérmica em forno
de grafite utilizando o equipamento AAnalyst 800 da Perkin Elmer.

Cada bateria de analise constou de uma amostra em branco com a
finalidade de controle de qualidade do método de extracdo e determinacédo deste
elemento-tragco. A amostra em branco foi obtida utilizando-se 0 mesmo
procedimento de digestao, porém contendo somente 0 HNOs. A partir da leitura
desta amostra, determinou-se o branco do método, que foi utilizado no célculo
do limite de deteccdo do método (LDM), que por sua vez, foi utilizado para
calcular o limite de quantificagdo do método (LQM). Foram utilizados como
materiais de referéncia amostras da solugdo nutritiva acrescidas do elemento-
traco nas concentragdes representativas de cada tratamento.

O actmulo de As nos tecidos de P. stratiotes foi calculado com base nas
concentragcfes encontradas e producdo de biomassa. A translocacédo e absorgéo

do As foram determinadas com a utilizacdo das seguintes férmulas:
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Translocagdo do As:
(acimulo de As na parte aérea) / (acumulo total de As na planta) X 100
Absorcdo de As:

(acmulo total de As na planta) / (matéria seca das raizes)

4.6 Analise estatistica

As variaveis obtidas foram submetidas a analise de variancia e regresséo
para o fator concentrac@es de As na solucdo. A fim de verificar a diferenca entre
0s tratamentos para os parametros numero de rosetas filhas e nimero de
inflorescéncias da roseta mae, foram utilizadas barras correspondentes ao erro-
padrdo da média e realizada a comparacgdo das médias pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento clonal, numero de inflorescéncias, biomassa e sintomas
visuais

Né&o foram detectadas diferencas significativas no crescimento clonal em
nenhum dos tratamentos, em que o aparecimento de novas rosetas foi detectado
a partir do quinto dia em todas as concentragcdes de As em solucdo estudadas
(Figura 1). O nimero de estruturas reprodutivas ao final do experimento também
ndo diferiu significativamente na presenca de As em solucdo, porém foi maior
do que no tratamento controle, o qual é representativo da auséncia do elemento
(Figura 1).

O maior numero de estruturas reprodutivas encontrado na presenca de
As € uma resposta a presenca deste elemento, provavelmente na tentativa de se
evitar o estresse ocasionado pela presenca do elemento, visando a perpetuacédo
da espécie. Porém, este pardmetro nao foi afetado pelas concentragfes crescentes
de As.

A capacidade reprodutiva pela via assexuada também ndo foi afetada,
demonstrando tolerancia das plantas as concentracdes de arsénio as quais foram
submetidas.

A via de reproducdo preferencial desta espécie é a vegetativa (Cardoso et
al., 2005), em que somente sob condigdes de estresse, como condigdes de
elevada densidade populacional, tende a investir mais em reproducdo sexuada
(Coelho et al., 2005). Portanto, 0 que pode sugerir a adaptabilidade desta espécie
a contaminagdo por As, por esta ndo ter investido em formas de escape de
acordo com a maior concentragdo do elemento na solugao.

Além disso, a reproducdo clonal inalterada sob concentracdes de As
pode ser considerada como um fator positivo na alta producéo de biomassa, pré-

requisito basico para a indicacdo desta espécie como fitorremediadora.
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FIGURA 1 Crescimento clonal e nimero de estruturas reprodutivas de Pistia
stratiotes, em funcdo da concentragdo de Pb na solucdo (mg.L™).
As barras representam o erro-padrdo da média. Letras distintas em
uma mesma linha de tendéncia indicam diferenca significativa entre
as médias nas concentragdes de As testadas na solugdo (mg.L™),
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A alocacdo de biomassa ndo foi afetada significativamente pelas
diferentes concentracfes de As em solucdo (Figura 2), apesar do menor valor de
biomassa da parte aérea (2,3992 g) e, portanto, da biomassa total (2,5777 g) ter
sido encontrados no tratamento de maior concentracdo do metaloide (4,0 mg.L
1
).

Néo foram detectados sintomas visuais de toxicidade do metaldide em
nenhuma das concentracbes de As estudadas (Figura 3), o que indica

adaptabilidade da espécie a presenca deste elemento.
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Alta producdo de biomassa e auséncia de sintomas de toxicidez sdo dois
pré-requisitos basicos para a classificacdo de uma espécie como
fitorremediadora (Pilon-Smith, 2005), confirmando que os dados encontrados
neste experimento, contribuem de maneira significativa para o potencial

fitorremdiador de P. stratiotes.
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FIGURA 2 Biomassa da raiz (g.planta™), parte aérea e total de Pistia stratiotes,
em funcdo da concentragdo de As na solugdo (mg.L™). Biomassa da
raiz (R?2 = 0,5416; p>0,05); parte aérea (R2 = 0,3131; p>0,05) e total
(R2=0,3499; p>0,05).
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FIGURA 3 Plantas de Pistia stratiotes submetidas a doses crescentes de Pb. (A
- 0mg.L" de As; B-0,25mg.L" de As; C-0,5mg.L™" de As; D
- 1,0 mg.L™" de As; E - 2,0 mg.L" de As; F — 4,0 mg.L" de As).
Barra = 30 cm.

5.2 Bioconcentracao, bioacumulo, translocacéo e absorcao de arsénio

As concentracdes de As em todos os tratamentos foram superiores ao
limite de quantificacdo do método (LQM), exceto para o tratamento controle, o
que possibilitou a quantificacdo em todas as concentragdes com a presenca do
elemento em solugéo. O LQM encontrado para o As foi de 7,711 mg.L™.

As raizes e parte aérea de P. stratiotes concentraram valores relevantes
de As, indicando seu alto potencial em extrair este elemento da solugdo (Figura
4). O sistema radicular foi responsavel por mais de 90% da concentracéo total de
As nas plantas (Figura 4B), como esperado, pelo fato de as raizes terem a funcéo
de absorver ions, e por esta absorcdo ser um processo mais rapido do que a
translocacdo dos elementos para a parte aérea. A concentracdo de As em P.
stratiotes aumentou de forma néo-linear de acordo com o aumento do metaldide

em solugdo, entretanto, ndo foi possivel a determinacéo do valor maximo de As
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concentrado nos tratamentos testados, necessitando o teste de concentracGes

superiores a estas para que este valor seja obtido.
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FIGURA 4 Concentracdes acumuladas de As em Pistia stratiotes (ug de As . g*
MS) nas diferentes concentracdes de As em solucdo (mg.L™). A -
Concentragdo acumulada na parte aérea; B - Concentragdo
acumulada no sistema radicular.
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O bioacimulo de As também aumentou de acordo com o incremento de
As na solucdo, tanto nas raizes quanto na parte aérea, de forma néo-linear
(Figura 5), em que somente para as raizes foi possivel a determinacédo do valor
méximo acumulado na concentracdo inicial de 2,0 mg.L™ de As na solucio
(758,6016g.planta™). Na concentracdo mais alta de As em solucéo (4,0 mg.L™)
o acumulo foi maior na parte aérea do que no sistema radicular, fato que pode ter
sido ocasionado pela maior concentracdo de As na solucéo aliada a eficiéncia na
translocacdo do elemento ter sido estatisticamente semelhante a dos tratamentos
com menor concentracdo do metaloide em solucéo (Figura 5).

Baldwin & Butcher (2007) ao estudarem o feito de As em Pteris vittata,
constataram maior acimulo de As na parte aérea do que na raiz, como
encontrado na Gltima concentracdo testada neste experimento, indicando que
esta seja uma boa adaptacdo da planta ao poluente, por se tratar de uma
vantagem o fato das folhas poderem ser removidas, permitindo a produgéo
adicional de tecido fotossintetizante, que por sua vez ira posteriormente também
acumular As.
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FIGURA 5 Bioactimulo de As em Pistia stratiotes (ug . planta™) nas diferentes
concentracdes de As em solugdo (mg.L™). Actmulo raiz (R? =
0,9087; p < 0,05; y = 114, 2233 + 509,7540x -91,2267x?), parte
aérea (R? = 0,9900; p < 0,05; y = 22,8482 + 486,1199x -59,1438x?)
e total (R? = 0,9688; p < 0,05; y = 137,1186 + 995,8182x -
150,3593x2).

Apesar da eficiéncia na translocacdo de As ndo ter sido afetada
significativamente pelo incremento do metaloide na solucdo, este parametro

aumentou de acordo com as concentrages de As na solugéo nutritiva (Figura6).
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FIGURA 6 Eficiéncia na translocagdo de As (%) em Pistia stratiotes nas
diferentes concentracdes de As em solugdo (mg.L™). Letras iguais
indicam auséncia de diferencas significativas entre as médias nas
concentracdes de As testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Com relacdo a eficiéncia de absorcdo das raizes de P. stratiotes, foi
observado um aumento nao-linear de acordo com o aumento da concentracéo de
As em solucdo (Figura 7), demonstrando uma correlagdo positiva entre a
absorcdo e exposicdo a maiores concentracdes deste poluente. Este fato indica

uma boa capacidade absortiva das raizes de P. stratiotes para o elemento As.
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FIGURA 7 Eficiéncia das raizes de Pistia stratiotes na absorgéo de As (mg.g™)
nas diferentes concentracdes de As em solucdo (mg.L™).
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6 CONCLUSAO

Devido as altas concentracfes de As absorvidas e concentradas por P.
stratiotes, sem que esta apresente diferencas significativas em seu crescimento
clonal e alocacdo de biomassa, esta espécie é indicada como fitorremediadora de
As, podendo ser utilizada na remediagdo de ecossistemas aquéticos poluidos por
este elemento.
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CAPITULO 7
ANATOMIA RADICULAR E ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES DE Pistia stratiotes L. SOB CONCENTRACOES DE
ARSENIO
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1 RESUMO

O arsénio (As) é um metaldide analogo ao nutriente fosforo (P), portanto
interferindo em sua absorcdo pelas plantas, ou se ligando competitivamente em
reacOes de fosforilacdo, provocando alteracdes no fluxo energético celular e
estrutura anatdmica de raizes. Além disso, como outros elementos-traco,
também pode desencadear a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
causando estresse oxidativo. No entanto, estudos sobre os efeitos da toxicidade
de As em plantas aquaticas permitem a determinacdo de sua tolerancia a este
elemento, fornecendo subsidios a potencial utilizagdo destas plantas como
depuradoras de ambientes aquaticos contaminados com este poluente. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar a estrutura interna radicular e
avaliar a atividade das enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato (APX),
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), em plantas de Pistia stratiotes
sob diferentes concentracdes de As, visando a detecgdo de mecanismos de
tolerdncia da espécie a este elemento, que viabilize a sua utilizacdo em
programas de fitorremediacdo de ambientes aquaticos contaminados por este
metaldide. Rosetas de P. stratiotes foram cultivadas em solucdo nutritiva e
submetidas aos tratamentos com As nas seguintes concentracées: 0; 0,25; 0,50;
1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™* por um periodo de 15 dias, ap6s o qual foram realizados os
ensaios da atividade enzimética da APX, CAT e SOD e avaliagdes da anatomia
radicular. A atividade das enzimas antioxidantes foi alterada na presenga de As
em ambas as partes da planta. Os resultados indicaram o aumento das atividades
enzimaticas na presenca do elemento, por sintese induzida das enzimas, como
resposta a toxicidade do poluente. Foram observados decréscimos nas atividades
enzimaticas da SOD e da APX nas maiores concentracdo de As, pela reducdo na
capacidade de controle de EROs ou por inibicdo da sintese enzimatica. Porém a
acdo combinada destas enzimas contribuiu para o ajuste do sistema antioxidante.
Com relacdo a anatomia radicular, a porcentagem de aerénquimas decresceu de
acordo com o0 aumento das concentracfes de As, sem, no entanto, afetar a
capacidade de flutuacdo das plantas. Também foram detectadas alteracdes
estruturais como espessamento de epiderme, exoderme e endoderme de acordo
com o aumento de As na solucdo, formando barreiras apoplasticas que
contribuem para tolerdncia a este metal, por evitar sua translocagdo. Pelo
desenvolvimento de mecanismos capazes de combater danos causados pelo As e
evitar sua translocacdo P. stratiotes apresenta potencial promissor para ser
indicada para programas de fitorremediagdo de ecossistemas aquaticos poluidos
por este elemento-traco.

Palavras-chave: potencial fitorremediador, sistema antioxidante, metal pesado,
anatomia vegetal.
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2 ABSTRACT

Arsenic (As) is a metalloid similar to the nutrient phosphorus (P), thus
interfering with the P absorption by the crops, or by competitively binding in
phosphorylation reactions, causing changes in cellular energy flow and root
anatomical structure. Moreover, like other trace elements, it can also trigger the
formation of reactive oxygen species (ROS), causing oxidative stress. However,
studies on the effects of toxicity to the aquatic plants allow the determination of
their tolerance to this element, providing support for the potential use of plants
for purification of aquatic environments contaminated with this pollutant. Thus,
the objective was to examine the root internal structure and assess the activity of
the antioxidant enzymes ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) in Pistia stratiotes plants under different
concentrations of As, seeking the detection of the species tolerance mechanisms
to this element, which facilitates their use in phytoremediation programs in
aquatic environments contaminated by this metalloid. P. stratiotes rosettes were
reared in nutrient solution and submitted to treatments with the following
concentrations: 0, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 and 4.0 mg.L™ for a period of 15 days after
which enzymatic activity tests for APX, CAT and SOD were carried out and
evaluations of the root anatomy were made. The activity of the antioxidant
enzymes was altered in the presence of As in both parts of the plant. The results
indicated an enzyme activity increase in the presence of the element, for
synthesis of enzymes induced in response to the toxicity of the pollutant.
Decreases were observed in SOD and CAT activity at the high As concentration,
by the reduction in the ability to control ROS or by inhibition of enzymatic
synthesis. But the combined action of these enzymes contributed to the
adjustment of the antioxidant system. In respect to the root anatomy, the
percentage of aerenchyma decreased according to the As concentrations, but did
not affect the plant float capacity. Structural changes were also detected such as
thickening of epidermis, exodermis and endodermis according to the increase of
As in solution, forming apoplastic barriers that contribute to tolerance to this
metal by preventing its translocation. For the development of mechanisms to
combat damage caused by As and prevent its translocation P. stratiotes has
promising potential to be suitable for phytoremediation programs in ecosystems
polluted by this trace element.

Key-words: phytoremediator potential, antioxidant system, heavy metal, plant
anatomy.
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3 INTRODUGCAO

A degradagdo ambiental, promovida principalmente pela agdo antrdpica,
tem gerado fortes impactos aos ecossistemas, principalmente ao aquético (Paiva
et al., 2002), por meio da contaminagdo de corpos d’agua por efluentes
industriais, urbanos ou agricolas. Entre as diversas formas de contaminagdo
destes ambientes, estd a contaminacdo por elementos-traco, a qual tem sido
motivo de grande preocupacdo de 6rgdos governamentais e ambientais por afetar
a vida de toda cadeia trofica (Oliveira et al., 2001).

O arsénio (As) é um metaldide analogo ao nutriente fésforo (P), que,
portanto, interfere na absorcdo deste elemento pelas plantas, se ligando
competitivamente em reacGes de fosforilagdo ou provocando alterag6es no fluxo
energético celular e estrutura anatdmica de raizes.

As plantas, quando submetidas a ambientes contaminados por
elementos-traco, apresentam uma série de distarbios fisioldgicos (Kabata-
Pendias, 2004), e estruturais (Mufarrege et al., 2009).

Neste caso, a anatomia radicular deve ser analisada com prioridade
devido ao fato das plantas absorverem diretamente, por meio das raizes, 0s
elementos-traco. Estes elementos podem ser retidos nos tecidos radiculares por
meio de barreiras apoplasticas, como a endoderme que pode dificultar a
translocacdo desse elemento para a parte aérea. Portanto, alteragdes como o
espessamento deste tecido, geram subsidios para uma maior tolerancia das
plantas aos poluentes, por proporcionarem assim, maior protecdo para os tecidos
fotossintéticos e dessa forma auxiliar na sobrevivéncia destas espécies.

Além disso, no intuito de se estudar diferentes mecanismos adaptativos
que resultem em tolerancia das espécies a elementos-traco, devem ser analisadas

as atividades das enzimas do sistema antioxidante.
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Vérias plantas aquaticas tém sido estudadas e sugeridas como
alternativas na remocéo de elementos-traco de ecossistemas aquaticos, entre elas
a planta aquatica Pistia stratiotes, a qual tem sido utilizada para a remogéo de
mercurio e cromo de efluentes de mineracdo, por esta acumular estes metais em
suas raizes (Skinner et al., 2007; Espinoza-Quifiones et al., 2009).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar a estrutura interna
radicular e avaliar a atividade das enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato
(APX), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD), em plantas de Pistia
stratiotes sob diferentes concentracdes de As, visando a deteccdo de
mecanismos de tolerAncia da espécie a este elemento, que viabilize a sua
utilizacdo em programas de fitorremediacdo de ambientes aquaticos

contaminados por este metaldide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

Para a realizacdo do experimento de diagnose visual, anélise
populacional, absorcdo e acimulo do elemento Cd, rosetas de P. stratiotes foram
coletadas em uma lagoa artificial, livre de suspeita de contaminacgdo por Cd no
municipio de Lavras — MG (44° 55’ W; 21° 05" S). Ap0s a coleta, as plantas
foram lavadas em agua corrente a fim de eliminar particulas aderidas. Foram
selecionadas plantas livres de patégenos e uniformes quanto ao tamanho, as
quais foram posteriormente cultivadas em casa de vegetacdo do Departamento
de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde inicialmente
passaram por um periodo de aclimatizacdo, sendo cultivadas em bandejas
plasticas com capacidade para 20 L, contendo solucéo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950) modificada, com 40% da forga idnica total, até a quinta geracao
clonal de plantas, para a eliminagdo de residuos do elemento-trago que
porventura pudessem estar presentes nas plantas matrizes coletadas do ambiente.

O periodo de desenvolvimento de cada geracdo clonal foi de 15 dias.

4.2 Imposicao dos tratamentos

Apdbs o periodo de aclimatizacdo, as plantas da quinta geracdo clonal
foram selecionadas quanto a uniformidade do tamanho e transferidas para
recipientes individuais, contendo 4 L da solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) como descrita para a aclimatizacdo, contendo concentracfes crescentes
de As na forma de Na,HAsQO, . 7H,0: 0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L? de As.
Os valores das concentraces de As utilizadas para os diferentes tratamentos
foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de As total para
lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (Brasil, 2005). Neste caso, 0

VMP segundo esta resolucéo é de 0,5 mg L™ de As.
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Para as analises anatdmicas e enzimaticas foram realizados experimentos
distintos.

O periodo experimental foi de 15 dias, ap6s o qual, foram realizadas as
coletas para posteriores andlises. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos com cinco repeticdes,

com a parcela experimental composta por uma roseta.

4.3 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Ao final do experimento procedeu-se a coleta para a realizacdo dos
ensaios enzimaticos da atividade das enzimas antioxidantes. Para esta andlise
foram coletados no periodo da manhd, aproximadamente 1,5 g de matéria fresca
de raizes e de folhas separadamente, que em seguida foram envoltos em papel
aluminio e acondicionados em caixa de isopor, até a chegada ao laboratério onde
posteriormente foram mantidos em freezer -86°C até o momento de sua
utilizacdo no processo de extracdo enzimatica.

Para a extracdo das enzimas SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC 1.11.1.6) e
APX (EC 1.11.1.11) foram utilizados 0,5 g de raizes e folhas, as quais foram
maceradas em nitrogénio liquido e 2 mL de tamp&o de extracdo contendo: 1,924
mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 mol.L™ e pH 7; 40 uL de MgCl,.6H,0
0,5 mol.L™®; 20 puL de EDTA 0,1 mol.L™%; 8 uL de DTT 0,5 mol.L™; 16 pL de
PMSF 0,1 mol.L™ e 40 mg de PVPP. Apés 0 processo de maceracao, o material
foi centrifugado a 14000 RPM, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante no qual
permaneceram as enzimas foi coletado e o pellet descartado. As amostras foram
mantidas a 4°C durante todo o procedimento (Bor et al., 2003 adaptado). O
mesmo extrato enziméatico foi utilizado para o ensaio da atividade das trés
enzimas analisadas.

Para 0 ensaio enzimético da atividade da SOD foi utilizado o volume
final de 3 mL do meio de reacdo contendo: 1,5 mL de tampé&o fosfato de potassio
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0,1 mol.L™ e pH 7,8; 30 puL de EDTA 0,1 mmol.L™"; 4,5 pL de Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) 50 mmol.L™; 156 pL de metionina 0,25 mol.L™* e pH 7,8; 60
uL de riboflavina 100 pmol.L™ e 1,2295 mL de agua acrescidos a 20 pL do
extrato enzimético. A reacdo foi realizada em uma camara com luz fluorescente
de 15 watts na qual foram expostos tubos de vidro contendo 0 meio de reacdo
por um periodo de 10 minutos. A atividade da SOD foi determinada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do NBT na presenga de luz.
Portanto, esta reacdo foi iniciada pela presenca da luz e paralisada pela auséncia
da mesma. Posteriormente, em uma sala escura foi feita a leitura do produto
formado por esta reacdo, a formazana azul, em espectrofotbmetro a 560 nm
(Giannopolitis & Reis, 1977, adaptado).

A atividade da CAT foi analisada com 1 mL de meio de reacdo
contendo: 160 pL de tamp&o fosfato de potéassio 0,1 mol.L™ e pH 7; 125 pL de
H,0, 0,0125 pmol.L™"; 680 pL de 4gua e 35 pL de extrato enzimético. A
determinacdo da atividade enzimatica da CAT foi realizada por meio do
acompanhamento da queda na absorbancia, a 240 nm durante 1 minuto e 30
segundos, com intervalos de 30 segundos e o fator de extingdo de 0,0394 mM™
cm? (Azevedo et al., 1998, modificado).

Para a atividade da APX, foi utilizado 1 mL de meio de reagdo composto
por 160 pL de tampdo fosfato de potassio 0,1 mol.L™ e pH 7, 100 pL de H,0,
0,0125 mol.L™, 100 uL de 4cido ascérbico 0,005 mol.L™ e 605 pL de agua
adicionados a 35 pL de extrato enzimético. A atividade da APX foi determinada
pelo acompanhamento da queda na absorbancia a 290 nm, durante dois minutos,
em intervalos de 30 segundos e com o fator de extingdo molar de 2,8 mM™* .cm™
(Nakano & Asada, 1981, modificado).
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4.4 Anatomia radicular

Para a andlise na estrutura interna radicular foram coletadas raizes de
uma planta de cada uma das cinco repeti¢Ges de cada um dos tratamentos. Apos
a coleta foi feita a remocdo de impurezas em &gua corrente e a fixacdo do
material vegetal em F.A.A. 709 - (formol 37%, acido acético glacial p.a. e alcool
etilico 70% na proporg¢do de 0,5:0,5:9), (Johansen, 1940) por um periodo de 72
horas e posteriormente conservadas em etanol 70° G.L. (Jensen, 1962).

Foram obtidos cortes transversais na zona pilifera das raizes das rosetas
filhas (crescidas sob contaminacdo por As), com o auxilio do micrétomo manual
Ranvier (micrétomo de mesa), utilizando-se isopor como suporte. Em seguida,
as seccOes foram coradas com a mistura de azul de astra — safranina (safrablau),
seguindo-se 0s métodos descritos por Bukatsch, (1972) e Burger & Richter
(1991). Foram montadas laminas semipermanentes em glicerina a 50% e feita a
lutagem com esmalte incolor.

Para o estudo da anatomia radicular foram feitas fotomicrografias com
auxilio de uma camera digital - Canon PowerShot A620 8.0 megapixels,
acoplada ao microscopio KEN-A-VISION TT18, que foram posteriormente
analisadas no software de medicGes Image Tool da UTHSCSA.

A espessura da epiderme, exoderme e endoderme foi avaliada a partir de
medicdes realizadas em cinco pontos distintos de cada fotomicrografia. Foram
obtidas cinco fotomicrografias para cada raiz analisada, perfazendo um total de
125 observagdes por tratamento. Para a andlise da porcentagem de aerénquimas
no cortex, foi determinada a area total do cortex segundo Pereira et al. (2009), e
0 somatorio das areas individuais dos aerénquimas. Neste caso foram analisadas
cinco fotomicrografias para cada raiz de cada repeticéo, tendo sido realizadas no
total de 25 observacOes referentes a porcentagem de aerénquimas para cada

tratamento.
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4.5 Analise estatistica

Foram realizadas analises de variancia e de regressdo para o fator
concentracbes de As em solucdo, para avaliagdo do comportamento das
atividades enzimaéticas testadas e para anélise das caracteristicas da estrutura
interna radicular. Para a deteccdo de diferencas entre os tratamentos foram
colocadas barras representativas do erro-padrdo da média e realizada a
comparacao das médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

A atividade da enzima SOD teve aumento significativo nas
concentragbes de 1,0 e 2,0 mg.L"' de As em solucdo nas folhas e na
concentracdo de 2,0 mg.L™ de As em relagdo as concentracdes inferiores a
estas, porém na concentracdo mais alta (4,0 mg.L™) foi observado um
decréscimo na atividade desta enzima, em que ndo houve diferenca significativa
guando comparada as concentracdes iniciais de As, tanto para as folhas quando
para o sistema radicular (Figura 1).

O aumento da atividade da SOD ocorrido nas concentracdes de 1,0 e 2,0
mg.L™ pode ser atribuido a uma maior produgdo de EROs nessas concentragdes
portanto, estimulando sua atividade enzimatica. No entanto na concentragéo de
4,0 mg.L", apesar de também ter causado estresse oxidativo pela maior
concentracdo de As, provavelmente tenha ocorrido o desbalango entre a
producdo de EROs e a capacidade de defesa antioxidante da SOD, fazendo com
gue sua atividade decrescesse nesta concentracdo de As.

Em diversos estudos foi observado o aumento da atividade da SOD em
plantas na presenca de metais-traco (Vitdria et al., 2001; Nascimento, 2007),
porém decréscimos em sua atividade também foram encontrados em varios
estudos realizados com plantas sob a contaminacao por elementos-traco (Ledn et
al., 2002; Polle et al., 2002). Portanto, a presenca de elementos-traco altera a
atividade das enzimas antioxidantes podendo inibi-las ou estimula-las (Toppi &
Gabbrielli, 1999). A inibicdo pode ser tanto pela quantidade limitada de enzima
disponivel para a quantidade de EROs a ser combatida, quanto por inibicdo em

sua sintese.
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FIGURA 1 Atividade da enzima SOD (unidade de SOD g.MF™) do sistema
radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracdes
crescentes de As (mg.L™). As barras representam o erro-padréo da
média. Letras distintas referentes & mesma linha de tendéncia
indicam diferenca significativa entre as médias nas concentracdes
de As testadas na solucdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

A enzima CAT no sistema radicular apresentou maior atividade na maior
concentracdo de As (4,0 mg.L™"). Nas folhas ndo foi observada diferenca
significativa para a atividade da CAT nas diferentes concentracGes de As em
solucdo, embora tenha sido observado aumento da atividade nas concentracdes
mais baixas de As (0,25 e 0,50 mg.L™) seguidas de decréscimo em sua atividade
nas concentracbes mais elevadas de As em solucdo (Figura 2). O aumento da
atividade da CAT na maior concentragdo observado nas raizes, pode ser
explicado pelo estimulo de sua atividade pela maior formacdo de EROs. O
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comportamento diferenciado da CAT nesta mesma concentracdo nas folhas e nas
raizes, provavelmente foi ocasionado por uma maior formacdo de EROs nas
raizes, devido ao fato deste 6rgdo concentrar e acumular maior quantidade de
As, provocando a maior formagéo dessas EROs em raizes do que nas folhas.
Estudos relatam maior concentracdo de elementos-trago nas raizes,
devido a existéncia de barreiras apoplasticas como a endoderme, que contribuem

para a menor translocacgao destes elementos para a parte aérea (Lux et al., 2004).
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FIGURA 2 Atividade da enzima CAT (umol H,O,.min".mg™.proteina) do
sistema radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracdes
crescentes de As (mg.L™). As barras representam o erro-padréo da
média. Letras distintas referentes a mesma linha de tendéncia
indicam diferenca significativa entre as médias nas concentracoes
de As testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).
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A atividade da APX aumentou significativamente nos tratamentos com
presenca de As em relacdo ao tratamento controle, em que sua maior atividade
foi encontrada na concentracdo de 2,0 mg.L™ nas folhas e nas concentracdes de
0,25 e 0,5 mg.L™" nas raizes. Apos estas concentracdes, ocorreu decréscimo na
atividade por inibicdo enzimética ou na sintese destas enzimas (Figura 3).

Pelo fato da atividade da APX nas raizes observadas nas maiores
concentragfes do metaldide ter apresentado decréscimo, provavelmente a
atividade da CAT tenha sido aumentada em detrimento & APX como mecanismo
compensatério (Vandenabeele et al., 2004), visto a necessidade do equilibrio das
enzimas CAT e APX, essencial ao controle de EROs (Bowler et al., 1991),
portanto conferindo sucesso ao ajuste do sistema antioxidante a contaminacao

por As, conferindo tolerancia a espécie P. stratiotes a este poluente.
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FIGURA 3 Atividade da enzima APX (umol ascorbato.min>.mL™.g* MF) do
sistema radicular e de folhas de Pistia stratiotes sob concentracdes
crescentes de As (mg.L™). As barras representam o erro-padréo da
média. Letras distintas referentes a mesma linha de tendéncia
indicam diferenca significativa entre as médias nas concentracoes
de As testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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O estimulo as enzimas do sistema oxidantes em P. stratiotes na presenca
de As, indica a possibilidade de controle do estresse oxidativo ocasionado pela
contaminacéo por este metaloide, indicando estratégias adaptativas de tolerancia

desta espécie a este elemento.

5.2 Anatomia radicular

A epiderme, exoderme e endoderme foram espessadas de acordo com o
aumento de As na solugdo (Figuras 4, 5 e 6).

Segundo Enstone et al. (2003) e Ramos et al. (2009) , aumentos na
espessura da epiderme, exoderme e endoderme em resposta a contaminacéo por
elementos-traco no meio de cultivo, funcionam como filtros no processo de
absorcdo destes poluentes, em que a endoderme e a exoderme constituem
barreiras apoplasticas que exercem a funcdo de protecdo contra estresses
ocasionados por estes elementos. Portanto, a proporcao da raiz ocupada por estas
barreiras apoplésticas é importante para a protecdo de seus tecidos internos
contra o efeito toxico dos elementos-traco, proporcionando as plantas
mecanismos de tolerancia a estes poluentes.

Ao estudar o feito de concentracdes crescentes de Zn em plantas de
Eucalyptus urophylla Ramos et al. (2009) observou aumento da espessura das
células epidérmicas da raiz de acordo com o aumento das concentragbes de Zn
fornecidas, como um mecanismo de protecdo contra a acdo toxica deste metal,
confirmando que este é um mecanismo adaptativo de plantas submetidas ao
estresse por elementos-trago, assim como os resultados encontrados nesse

experimento.
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FIGURA 4 Espessura (um) de tecidos radiculares de Pistia stratiotes sob
concentracdes crescentes de As (mg.L™). As barras representam o
erro-padrdo da média. Letras distintas referentes a mesma linha de
tendéncia indicam diferenca significativa entre as médias nas
concentragdes de As testadas na solugdo (mg.L™), pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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sob concentracBes crescentes de arsénio. A - 0 mg.L™ de As; B -
0,25 mg.L™" de As; C - 0,50 mg.L™ de As; D - 1,0 mg.L™" de As; E
- 2,0 mg.L" de As; F — 4,0 mg.L™" de As. EP: Epiderme; EX:
Exoderme. Barra = 15 um.

sob concentracdes crescentes de arsénio. A - 0 mg.L™ de As; B -
0,25 mg.L™" de As; C - 0,50 mg.L ™ de As; D - 1,0 mg.L™ de As; E
—-2,0mg.L" de As; F—4,0 mg.L™ de As. EN: Endoderme. Barra =
15 pm.
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A porcentagem de aerénquima no cértex diminuiu de acordo com o
aumento da concentracdo de As (Figuras 7 e 8), provavelmente em resposta a
toxicidez provocada por este elemento. Foi observada redugdo de
aproximadamente 36% da porcentagem de area do cOrtex ocupada por
aerénquima no tratamento sem As, para o tratamento de maior concentracéo de
As (4,0mg.L™) (Figura 7). No entanto, esta reducéo ndo foi suficiente para afetar
a flutuacdo das plantas, ndo comprometendo sua utilizacdo na remediacdo de
ambientes contaminados por As.

Estudos com plantas aquaticas sob concentragcdes crescentes de
elementos-traco revelam alteragcGes nos aerénquimas de acordo com 0 aumento
da exposicdo a estes poluentes (Souza et al., 2009; Santos, 2009), porém tem
sido relatada a desintegracdo de células seguida por aumento no tamanho dos
aerénquimas e portanto na area por eles ocupada no cortex, em resposta a
producéo de etileno pelo estimulo anaerébico (Chen & Kao, 1995; Souza et al.,
2009), ou por deshalango com a auxina, provocando também a producdo de
etileno, que por sua vez acelera a atividade de enzimas celulases levando a
formacdo de aerénquimas (Santos, 2009), contrariando os dados encontrados
neste trabalho. Alguns estudos sugerem ainda que EROs produzidas durante o
estresse oxidativo causado pelos elementos-traco podem ativar a morte celular
programada (Gratdo et al., 2005), o que contribuiria na formacdo de aerénquimas
lisigenos, como é o caso dos encontrados em P.stratiotes.

Portanto, a reducdo da area cortical com presenga de aerénquima neste
responsaveis pela formagdo do aerénquima, ocasionada possivelmente pela
toxicidade do elemento-traco arsénio, visto que a presenca de elementos-trago
altera a atividade de diversas enzimas como as do sistema antioxidante, redutase

do nitrato e celulases, as inibindo ou estimulando (Toppi & Gabbrielli, 1999),
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seja por inibicdo enzimatica das mesmas, ou por efeito inibitério na via de
sintese destas enzimas.

Porém, pesquisas devem ser conduzidas, posteriormente, para investigar
o efeito do As na formacdo de aerénquimas em P. stratiotes, avaliando-se as
enzimas envolvidas neste processo, visando a maior compreensdo desse efeito

ocasionado por este metaldide .
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FIGURA 7 Proporcdo de aerénquimas no cortex radicular de Pistia stratiotes
sob concentracdes crescentes de As (mg.L™). As barras representam
0 erro-padrdo da média. Letras distintas indicam diferenca
significativa entre as médias nas concentracfes de As testadas na
solucéo (mg.L™), pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 8 Fotomicrografia de seccGes transversais de raizes de Pistia stratiotes
sob concentracdes crescentes de arsénio. A - 0 mg.L™" de As; B -
0,25 mg.L™ de As; C - 0,50 mg.L™ de As; D - 1,0 mg.L™" de As; E
- 20 mg.L" de As; F — 4,0 mg.L" de As. ARQ: Aerénquima.
Barra = 50 pm.
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6 CONCLUSOES

A acdo combinada das enzimas do sistema antioxidante aliada a sua
capacidade de resposta aos estimulos fornecidos pela presenca de As no meio de
cultivo, indicam a capacidade de controle do estresse oxidativo ocasionado pela
contaminacéo por este metal6ide, como uma estratégia adaptativa da espécie P.
stratiotes, conferindo-lhe mecanismos de tolerancia a este elemento.

Embora a espécie P. stratiotes tenha reduzido a proporcdo de
aerénquima de acordo com o incremento da concentracdo de As em solucédo, este
fato ndo prejudicou a capacidade de flutuagdo das plantas, ndo afetando sua
adaptabilidade a ambientes contaminados por este metaldide. O espessamento da
epiderme, exoderme e endoderme funcionando como barreiras apoplasticas séo
consideradas mecanismos adaptativos que proporcionam tolerancia desta espécie
ao As.

Os mecanismos encontrados neste estudo contribuem para o potencial
fitorremediador de P. stratiotes na depuracdo de ambientes aquéticos

contaminados por As.
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