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coletadas no final do periodo seco de 2006 evidenciando os cloroplastos. Rio
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RESUMO

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a (Fo, Fm, Fv, FW/Fm, FW/Fo, v € NPQ), as
concentragcées dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b),
carotendides (Caro), Clo a/b, Clo (a + b)/(Caro), clorofilas totais (Clo Totais)) e as
alteracées anatdmicas e ultraestruturais foram estudadas para avaliar condicdes de
estresse em Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (aguapé) ao longo do rio Paraiba do Sul
(RPS), no sudeste do Brasil. Os dados foram obtidos no final dos periodos seco e
chuvoso durante dois anos em quatro ambientes: 1) rio Imbé (Campos dos Goytacazes
— RJ), considerado o controle por apresentar menor aporte antropogénico; 2) baixo RPS
(Campos dos Goytacazes — RJ); 3) médio RPS (Volta Redonda — RJ) e 4) alto RPS
(Sao José dos Campos — SP). Os valores de Fy variaram de 212 a 318; F, de 979 a
1.736; F, de 760 a 1.418; F,/F, de 0,77 a 0,84; F,/F, de 3,46 a 5,39; qy de 0,019 a 0,036
e NPQ de 0,025 a 0,045. Os coeficientes de dissipagdo nao-fotoquimicos (gqn € NPQ)
das plantas foram mais elevados nas regides mais industrializadas do RPS (médio e
alto) em ambos os periodos. Entretanto, os valores de F,/F, indicaram que aguapé nao
apresentou estresse. A concentragdo de Clo a variou de 0,020 a 0,048 umol.cm?, Clo b
de 0,006 a 0,020 umol.cm™, Caro de 0,007 a 0.016 pmol.cm™ - A relacdo Clo a/b de 2,1
a 3,5, Clo (a + b)/(Caro) de 3,3 a 4,8 e Clo Totais de 0,026 a 0,068. Foi verificada
correlagcao positiva entre a concentracao de pigmentos carotendides e as variaveis de
dissipacdo nao-fotoquimica (gn € NPQ) no aguapé. Através de microscopia éptica,
variagbes no tamanho das células da epiderme do limbo e peciolo, além de uma
reducdo no numero de camadas de células do cortex interno da zona de absor¢ao da
raiz de aguape, foram observadas nas plantas do médio RPS no segundo ano de
estudo. A microscopia eletrénica de transmissao demonstrou que o volume do estroma
aumentou nos cloroplastos de aguapé do médio RPS, sendo que esta alteragao
persistiu independente dos periodos de coleta. Neste local os cloroplastos apresentaram
uma desorganizacao dos tilacéides e auséncia de graos de amido. Apesar de as plantas
de aguapé do médio e alto RPS terem apresentado algumas alteragcdées anatébmicas e
ultraestruturais em comparag¢ao com o controle, a integridade das células, cloroplastos e
membranas das organelas foram mantidas, o que sugere que estas plantas ndo estejam

submetidas a condi¢des drasticas de estresse.

Palavras Chave: Fluorescéncia da Clorofila a, Macréfitas Aquaticas, Concentracdo de
Pigmentos Fotossintéticos, Microscopia, Estresse Ambiental.
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ABSTRACT

Chlorophyll a fluorescence parameters (Fo, Fm, Fv, FJ/Fm, FJ/Fo, gv and NPQ),
photosynthetic pigments concentration (chlorophyll a (Chl a), chlorophyll b (Chl b), total
carotenoids (Caro), Chl a/b, Chl (a + b)/(Caro) and total chlorophylls (Chl total)) and
anatomical and ultrastructural alterations were studied to assess the stress conditions in
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (water hyacinth) along the Paraiba do Sul river
(PSR), an important river in southeastern Brazil. The data were obtained at the end of
the dry season and at the end of the wet season by two years in four sities: 1) Imbé river
(Campos dos Goytacazes — RJ), the control; 2) lower PSR (Campos dos Goytacazes —
RJ); 3) medium PSR (Volta Redonda — RJ) e 4) and upper PSR (Sao José dos Campos
— SP). Values of Fy ranged of 213 - 318; F, 979 - 1.736; F, 760 - 1.418; F,/F, 0,77 -
0,84; F.,/Fy 3,46 - 5,39; gy 0,019 - 0,036 and NPQ 0,025 - 0,045. Non-photochemical
dissipation coefficients (QN and NPQ) from plants were the biggest in the most
industrialized region of the PSR (medium and upper) in both seasons. However, F,/Fn,
showed a high maximum quantum yield for all samples, suggesting that the plants were
not stressed. Values of Chl a ranged of 0,020 - 0,048 pymol.cm™, Chl b 0,006 - 0,020
umol.cm™, Caro 0,007 - 0.016 pmol.cm™, Chl a/b 2,1 - 3,5, Chl (a + b)/(Caro) 3,3 - 4,8
and Chl total 0,026 - 0,068. Results demonstrated a correlation among total carotenoids
concentrations and non-photochemical dissipation parameters (QN and NPQ) on water
hyacinth. Through optical microscopy, variations in the size of the cells of the epidermis
of limbo and petiole, and a reduction in the number of layers of cells in the cortex of the
internal area of the root absorption of water hyacinth were observed in plants of medium
RPS in the second year of study. Transmission electron microscopy showed that volume
of the chloroplast stroma increased in the medium of water hyacinth PSR, and this
amendment persisted independent periods of collection. In this place the chloroplasts
showed non-stacking grana and lack of starch grains. While plants of the medium and
upper RPS have made some anatomical and ultrastructural changes compared with
control, the integrity of cells, membranes of chloroplasts and organelles were maintained,

which suggests that these plants are not subjected to conditions of drastic stress.

Key words: Chlorophyll a Fluorescence, Aquatic Macrophytes, Concentration of
Photosynthetic Pigments, Microscopy, Environmental stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fontes Poluidoras

As demandas crescentes da populagdo, aliada ao desejo da maioria das
pessoas ha obtencdo de um padrdo de vida mais elevado, vém resultando em uma
poluicdo global em escala massiva (Vérésmarty et al., 2000).

O desenvolvimento econdmico e social de qualquer pais depende da
disponibilidade de agua de boa qualidade e da capacidade de conservacao e
protecdo dos mananciais. Uma das causas fundamentais do aumento no consumo
de agua, e da rapida deterioragcdo da sua qualidade é o aumento da populagéao
mundial e da taxa de urbanizacdo. No Brasil, segundo o levantamento do IBGE
(Brasil em Sintese — 2006), cerca de 81,25% da populagao brasileira esta localizada
em areas urbanas. Nestas regides, os principais problemas relacionados aos
sistemas hidricos sao decorrentes do excesso da carga poluidora, doméstica ou
industrial, langada no meio hidrico, bem como do aumento da demanda de agua, o
que reduz as vazbes e favorece as contaminagdes (Cunha et al, 2003). Esta
combinacdo provoca o0 aumento da poluicdo de origem organica e quimica,
contaminando os rios com esgoto doméstico e/ou industrial. Assim, a agua retirada
dos mananciais retorna aos mesmos poluida, prejudicando o proprio abastecimento
e a sustentabilidade da populagédo e do ambiente.

Em ecossistemas aquaticos léticos, as fontes poluidoras mais importantes
incluem os efluentes domésticos, a fundicdo de metais nao-ferrosos, a fabricacdo de
ferro e aco, o descarte de lodo de esgoto e a deposicao atmosférica (Guilherme &
Marchi, 2004). Alguns insumos agricolas ou subprodutos usados com finalidade
corretiva ou nutricional na agricultura também representam fontes de contaminacao
(Férstner & Wittmann, 1983, Guilherme & Marchi, 2004).

1.2. Rios Paraiba do Sul e Imbé
1.2.1. Rio Paraiba do Sul

A bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul (RPS; Fig. 1) possui
aproximadamente 1.145 km de extensé&o e esta localizada entre os paralelos 20 26’
e 23°38’ Sul e os meridianos 41°00’ e 46°30’ Oeste. Esta bacia possui uma area de
55.400 km? estendendo-se pelos estados de Sdo Paulo (13.900 km?), Rio de
Janeiro (20.900 km?) e Minas Gerais (20.700 km?), abrangendo 180 municipios - 88



no estado de Minas Gerais, 53 no estado do Rio de Janeiro e 39 no estado de Sao
Paulo. A area desta bacia corresponde a aproximadamente 0,7 % da area do pais e,
cerca de 6% da regido sudeste do Brasil. Por estarem situadas ao longo do eixo Rio-
Sao Paulo, dois dos estados de maior producao industrial e consumo do pais, ao
longo de seu trajeto, as aguas do RPS séao utilizadas para irrigacéo e abastecimento
de varias cidades (dentre elas Rio de Janeiro e Campos dos Goytacazes), que
langam seus dejetos industriais e urbanos no canal fluvial na maioria das vezes, sem
tratamento prévio (Bizerril et al., 1998).

Com relagéao a cobertura vegetal da bacia e uso do solo, 70% de sua area é
formada por pastagens; 27% por culturas, reflorestamento e outros; o restante €
formado por florestas nativas (Mata Atlantica), remanescentes em regides como a
Serra dos Orgdos e os Parques Nacionais da Serra da Bocaina e do ltatiaia (Bizerril
et al., 1998; CEIVAP, 2001).

O regime hidrolégico do rio Paraiba do Sul apresenta um periodo de aguas
baixas que vai de julho a outubro, com as vazdes minimas ocorrendo com maior
freqiéncia em setembro. O periodo de aguas altas do rio vai de dezembro a marco,
sendo que as maiores vazdes ocorrem em fevereiro (Bizerril et al., 1998).

O RPS é dividido em trés trechos (Fig. 1) (CEIVAP, 2001):

* Porcao Superior (Alto Paraiba) - Localizada exclusivamente no Estado de
Sao Paulo, com destaque para as seguintes cidades: Cunha, Paraibuna, Jacarei,
Sao José dos Campos, Taubaté, Guaratingueta, entre outras;

* Porcdo Média (Médio Paraiba) - Localizada nos Estados do Rio de Janeiro e
Minas Gerais, com destaque para as seguintes cidades: Resende, Volta Redonda,
Barra Mansa, Barra do Pirai, Valenga, Petrépolis, Juiz de Fora, entre outras;

* Porgao Inferior (Baixo Paraiba) - Localizada nos Estados de Minas Gerais e
Rio de Janeiro, com destaque para as seguintes cidades: Além Paraiba, Iltaocara,
Nova Friburgo, Carangola, Uba, Cataguases, Muriaé, Itaperuna, Campos dos
Goytacazes e S4o Jodo da Barra, onde o RPS encontra o oceano.



Ao de Janero

Area A — Alto RPS
Area B — Médio RPS

Area C — Baixo RPS

Figura 1. Bacia do rio Paraiba do Sul. Fonte: http://www.ceivap.org.br .

Ha diversos fatores que contribuem para a degradacdo da qualidade das
aguas do RPS, tais como: a disposicao inadequada do lixo; desmatamento
indiscriminado com a conseqlente erosdo e assoreamento do rio; retirada de
recursos minerais para a construcéo civil sem a devida recuperagdo ambiental; uso
indevido e nao controlado de agrotéxicos; ocupacao desordenada do solo; pesca
predatdria, entre outros (CEIVAP, 2001).

O setor industrial da bacia do RPS se concentra principalmente no alto RPS
(Sao José dos Campos e Jacarei) e médio RPS (Volta Redonda e Resende), sendo
gue os principais representantes sdo os setores metallrgico, quimico, alimenticio e
de papel (Malm, 1986; FEEMA, 2007). No médio RPS, o quadro é agravado
principalmente pelo seu grande parque industrial (siderurgia e metalurgia). Como
consequéncia, ja foi verificado que essa porcao do RPS apresentou concentracdes
criticas de alguns metais pesados (Pb, Cu, Cr e Zn) no material particulado em
suspensdo (Malm, 1986). Estudos recentes nesta porcdo do RPS ndo séao
encontrados para se estabelecer comparacéo ao longo do tempo.



Na sua porcao inferior (baixo RPS) a atividade industrial é reduzida, tendo
como destaque as industrias de acucar e de alcool (Bizerril et al., 1998). Carvalho et
al. (1999) caracterizam a bacia do baixo RPS como de baixo grau de contaminacao
por metais pesados quanto a matéria particulada e os sedimentos. O setor
agropecuario desta regido € dominado pela cultura da cana-de-acucar e pela
pecuaria extensiva. Outra forma importante de uso dos solos é a urbanizagao.

Gimeno-Garcia et al. (1996) estudaram a incidéncia de metais pesados como
impurezas de fertilizantes e pesticidas aplicados aos solos agricolas, tendo
encontrado que as adicdes mais significativas foram de Mn, Zn, Co e Pb. Os
fertilizantes minerais e organicos, bem como os corretivos de solo contém Zn,
frequentemente como impureza (Kiekens, 1990). Ovalle et al. (1997) sugerem que
praticas agricolas como queima, colheita, aradura, adubacéao e irrigagdo nas areas
de cultivo de cana-de-agucar sao, junto com o esgoto doméstico, importantes fontes
antrépicas de nutrientes para os cursos d’agua da regido do RPS.

1.2.2. Rio Imbé

O rio Imbé nasce na serra que possui 0 mesmo home no municipio de Santa
Maria Madalena (RJ), desenvolvendo um percurso total de 70 km até sua
desembocadura na Lagoa de Cima a qual esta situada no municipio de Campos dos
Goytacazes (RJ) (SEMADS, 2001).

O rio Urubu nasce na Serra do Quimbira tendo seu curso cerca de 40 km de
extensdo. Juntos, rio Imbé e rio Urubu drenam uma area de 986 km?2 alimentando a
Lagoa de Cima. Por meio do canal Ururai, a Lagoa de Cima escoa suas aguas para
a Lagoa Feia. O complexo hidrico rio Imbé-Lagoa de Cima-rio Ururai compde a
bacia hidrografica da Lagoa Feia (SEMADS, 2001).

A regido drenada pelo rio Imbé situa-se no municipio de Santa Maria
Madalena (cerca de 10.500 habitantes) e abrange uma porcao rural (pouco
habitada) do municipio de Campos dos Goytacazes. Ao contrario do rio Paraiba do
Sul, as aguas do rio Imbé e de seus afluentes apresentam um aporte reduzido de
dejetos antropogénicos (Pedrosa et al., 1999).



1.3. Metais Pesados

Em uma bacia de drenagem, a dispersao do material sélido eventualmente
contaminado por metais pesados (grupo de elementos quimicos que apresentam:
alta densidade, e relativa toxicidade — Baird, 2002) se da geralmente em funcao das
condicdes hidraulicas que controlam diferentes processos: (1) distribuicao de acordo
com o tamanho e densidade da particula; (2) processo de mistura, no qual
sedimentos sdo adicionados ao sistema fluvial e (3) estocagem e armazenamento
em planicies inundaveis, leito do rio, lagos, reservatérios e estuarios (Foster &
Charlesworth, 1996). Assim, a poluicdo de um rio pode ser gradativamente reduzida
devido as chuvas e a entrada de afluentes menos contaminados. Carvalho et al.
(1999) estudando a variacdo sazonal de metais pesados no baixo RPS encontraram
uma variabilidade temporal que permitiu agrupar os metais pesados estudados em
dois grupos distintos quanto a sua concentracdo: (1) metais que aumentam a sua
concentracdo com o aumento do fluxo d’agua (Fe e Cu); (2) metais pesados que
diminuem a sua concentragdo com o aumento do fluxo d’agua (Zn, Cr, Mn).

Do ponto de vista biolégico, alguns elementos-traco (ex.: Cu, Zn, Co e Mn)
sdo considerados essenciais. Entretanto, mesmo os elementos essenciais podem,
sob condi¢des especificas, causar impactos negativos em ecossistemas terrestres e
aquaticos, constituindo-se, assim, em contaminantes ou poluentes de solo e da agua
(Guilherme & Marchi, 2004).

Estudos realizados na regido do baixo RPS indicaram sazonalidade nas
concentracdes de metais pesados nas fracdes dissolvidas e particuladas,
observando-se concentracbes mais elevadas nas fragdes dissolvidas durante o
periodo seca. Uma relacédo direta entre estas concentracées e a concentracdo de
carbono também foi estabelecida, indicando ser a matéria organica um importante
fator na dinamica dos metais pesados na referida regido de estudo (Salomao, 1999).

Goncalves (2003) verificou que existe diferenca na concentracdo de metais
pesados (Al, Mn, Fe, Cd, Cr, Cu e Pb) nas fracdes dissolvida e particulada do
estuario do RPS. Cerca de 99% das concentracfes desses metais estiveram
associadas a fracao particulada. Foi possivel observar também algumas variagdes
temporais em relagdo aos dois periodos de vazao fluvial (alta e baixa), bem como o
fluxo destes metais nas referidas fragcdes. Os elementos Cr, Cd e Pb apresentaram
uma distribuicdo sazonal, com concentracfes médias mais elevadas no periodo de

baixa vazdo do rio. Por outro lado, Al, Fe e Mn tiveram suas concentracdes



aumentadas no periodo de cheia. Durante a alta vazdo as concentra¢ées de Cr, Cd
e Pb no particulado estiveram abaixo do limite de deteccdo médio utilizado no

estudo.

1.4. Plantas Aquaticas como Filtros Biologicos

Algumas espécies de plantas desenvolveram diferentes estratégias de
tolerancia para crescer em ambientes ricos em metais pesados. Muitas plantas
absorvem e acumulam metais pesados em concentracdes relativamente altas sem
sofrer danos (Gupta & Goldsbrough, 1991; Neumann et al., 1994). Alguns desses
mecanismos estratégicos tém sido sugeridos: 1) produgdo de compostos que se
ligam facilmente a ions metalicos como aminoacidos (Reilly, 1972), acido citrico
(Thurman & Ranking, 1982), acido malico (Brookes et al, 1981) e fitoquelatinas
(Ruegsegger & Brunold, 1992); 2) deposicao de metais em vacuolos ou excrecao por
glandulas especificas (Fernando & Fernando, 1994); 3) sintese de metabdlitos
associados a estresse (Neumann et al., 1994).

Estas estratégias tém conduzido cientistas, engenheiros e gestores a se
interessarem pela toxicidade e tolerancia de plantas a metais. Desta forma, vem
sendo avaliado o papel das plantas aquaticas no fluxo biogeoquimico de metais,
bem como o uso dessas plantas como filtros biolégicos para despoluicdo das aguas
e biomonitoramento dos niveis de metais no ambiente (Chua, 1998; Soltan, 1999;
Vesk et al., 1999; Soltan & Rashed, 2003).

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (aguapé) (Fig. 2) é uma das plantas que
atrai consideravel interesse pela sua habilidade de crescer em aguas poluidas e ser
capaz de tolerar e acumular ions de metais pesados (Gopal, 1987; Soltan, 1999;
Vesk et al., 1999; Zhu et al., 1999; Lu et al,, 2004). Esta estratégia é conhecida
como hiperacumulagao, um termo criado por Brooks et al. (1977) para descrever
plantas que acumulam mais que 1.000 pg Ni g em massa seca de suas partes

aéreas.
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Figura 2. Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (aguapé).

Aguapé é uma monocotiledénea pertencente a familia Pontederiaceae, uma
pequena familia de ampla distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 10 géneros e
cerca de 30 espécies. No Brasil, ocorrem 5 géneros e cerca de 20 espécies, sendo
um grupo bem representado no Pantanal Matogrossense (Souza & Lorenzi, 2005).
Encontradas apenas em ambientes aquaticos, os géneros presentes no Brasil sédo
Eichhornia, Hydrothrix, Reussia, Pontederia e Heteranthera. Esta familia apresenta
caracteristicas como: folhas pecioladas, com bainha larga que envolve o caule na
base, formato sagitado ou ovalado e em certos casos com peciolo inflado;
inflorescéncia em geral em um racemo simples, espiciforme, protegida na base por
uma bainha foliar espatacea; apresentam flores azuis, roxas ou brancas, vistosas,
radiais ou zigomorfas, hermafroditas e perianto composto por seis elementos, todos
corolinos; androceu composto de 6 estames (também 3 ou 1), epipétalos,
freqientemente de tamanhos diferentes; ovario supero, tricarpelar, trilocular ou
unilocular, 6vulos numerosos ou apenas um, fruto seco, capsular, semente com
abundante endosperma (Souza & Lorenzi, 2005).

As plantas de aguapé sao utilizadas para diferentes fins: producao de alcool,
metano, e também como biofertilizante; é usada como planta ornamental, com
potencial para confeccdo de seda sintética (rayon); é usada na india para fabricacdo
de papel e papeléo; a inflorescéncia nova e o broto tenro sdo usados como alimento
humano; e o amido tem potencial para biscoitos, bolos, etc. (Pott & Pott, 2000;
Lhano, 2002). Segundo Gopal (1987) o cultivo deve ser realizado em agua rica em



nutrientes a sol pleno e em aguas rasas, pois suas raizes podem retirar nutrientes do

fundo.

1.5. Metabolismo Fotossintético
Caso os mecanismos de tolerancia a metais pesados nao sejam prontamente
eficientes, a planta pode ter seu metabolismo comprometido, como pode ser
verificado no caso especifico do metabolismo fotossintético. As moléculas de
clorofila quando absorvem a energia luminosa (fétons) alteram, temporariamente, as
suas configuragdes eletrbnicas passando do estado basal (Clo a) para o estado
excitado (Clo a”). Este estado excitado é muito instavel e de curta duracdo. Desta
maneira, estes pigmentos fotossintéticos, necessitam dissipar a energia proveniente
da luz, podendo fazé-lo por meio de trés vias principais (Maxwell & Johnson, 2000):
» Dissipacao Fotoquimica (Ph): é a utilizacdo da energia luminosa para os
processos fotoquimicos da fotossintese (doacdo do elétron proveniente da
molécula de &agua para um aceptor denominado NADP* (Nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfato no estado oxidado).
» Fluorescéncia (F): emissdao de radiacdo na regiao do visivel (vermelho e
vermelho distante).
» Dissipacao Nao-Fotoquimica (D): é a producao de calor na forma de radiacao
infravermelha.

Estes processos ocorrem em competicao, o aumento na eficiéncia de um,
resultard no decréscimo no rendimento dos outros dois (Maxwell & Johnson,
2000). Condicdes de estresse, como a presenca de metais pesados na planta,
alteram a eficiéncia destes processos. Uma medida eficaz para se avaliar as
condicbes de estresse € a medida do rendimento quantico do FS;. Assim,
alteracoes na fluorescéncia emitida pela clorofila a podem mostrar a auséncia ou
a presenca de comprometimentos no processo fotossintético (Maxwell & Johnson,
2000).

A avaliacdo da eficiéncia fotoquimica do fotossistema (FS;) é obtida por
meio dos parametros da fluorescéncia da clorofila a. O rendimento da
fluorescéncia da clorofila a revela o nivel de excitagdo da energia no sistema de
pigmentos que dirige a fotossintese e fornece subsidios para estimar a inibicao ou
o dano no processo de transferéncia de elétrons do FS; (Bolhar- Nordenkampf et

al., 1989). Além disso, € uma técnica rapida, nao-destrutiva e sensivel,



constituindo importante avango em estudos fisioldgicos e relacionados a ecologia
de plantas (Krause & Weis, 1991).

Existe um consenso geral de que o FS; é susceptivel a alguns tipos de
estresse, incluindo os metais pesados (Ouzounidou et al., 1997; Pandey et al.,
1999). A fotossintese é tipicamente diminuida pelos niveis elevados de metais
pesados, mas efeitos especificos de um dado metal na fotossintese variam entre as
espécies (Heckathorn et al., 2004).

A substituicdo dos ions de Mg®* nas moléculas de clorofila por certos metais
pesados toxicos, tais como Cu, Zn, Cd ou Hg tém sido observada em fanerégamas
submetidas a estresse por metais pesados, resultando em queda da taxa
fotossintética (KUpper et al.,1996). Entretanto, em baixas concentracbées alguns
metais pesados, como Fe, Zn e Cu, sao essenciais para as plantas, pois fazem parte
de uma série de reacdes catalisadas por enzimas e reacdes redox de transferéncia
de elétrons (Zenk, 1996).

Condicoes extremas de estresse causadas por metais pesados, podem afetar
0s eventos no sistema tilacéide, além do conteudo de clorofila (Mocquot et al., 1996;
Patsinkka et al., 2002) e as reacbes de fixacdo do carbono (Angelov et al., 1993),
interferindo na eficiéncia da fotossintese e inativando o FS; e a cadeia de transporte
de elétrons que daria origem ao ATP e NADPH, (Krause & Weis, 1991; Krupa et al.,
1993). Deste modo podem-se aplicar os sinais de fluorescéncia emitidos pela
clorofila a in vivo, como forma de contribuir para desvendar e monitorar os efeitos de
estresses ambientais na fotossintese (Andrews et al.,, 1995; Oliveira et al., 2002;
Costa et al., 2003).

Os principais parametros observados nas medi¢cdes da fluorescéncia da
clorofila a sao: fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia méaxima (F,), fluorescéncia
variavel (F,), rendimento quantico maximo do FSy (F./Fm), quenching fotoquimico
(ge) e quenching nao-fotoquimico ().

O Fo representa a fluorescéncia com todos os centros de reacao “abertos” e
refere-se a emissdo de fluorescéncia pelas moléculas de clorofila a do complexo
coletor de luz do FS; (Krause & Weiss, 1991). O F,, indica o0 momento da completa
reducéo da quinona A (Qa) a partir da incidéncia de um pulso de luz saturante. A
diferenca entre F,, e Fy resulta na fluorescéncia variavel (F,). Quando uma planta
esta com seu aparelho fotossintético intacto, a razao F./Fn, deve variar entre 0,75 e
0,85, e a queda nesta razéo reflete a presenca de dano no centro de reagédo do FSy
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(Bjérkman & Demming, 1987; Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). O quenching
fotoquimico (ge) indica a proporcéo dos centros de reacao do FS; que estdo abertos,
enquanto o quenching nao-fotoquimico (gn) refere-se ao nivel de fluorescéncia
maxima (Fm) no qual a eficiéncia fotoquimica esta no maximo e a dissipacao térmica
estda no minimo (Maxwell & Johnson, 2000).

De acordo com Hendry & Price (1993), variagdes na taxa total de clorofila e
de carotendides sao bons indicadores de estresse em plantas superiores. Mishra et
al. (2007) verificaram que plantas de aguapé intoxicadas com Cd diminuiram o
conteudo de clorofilas a, b, clorofilas totais com o aumento das concentracbes de
Cd. Porter & Sheridan (1981) documentaram a diminuicao do conteudo de clorofila e
a queda na taxa de fotossintese como sintomas da toxicidade por Zn em alfafa
(Medicago sativa). Elefteriou & Karataglis (1989) observaram que o excesso de Cu
promove a reducdo da concentracao de clorofila e modificacées ultraestruturais nos
cloroplastos de folhas de trigo.

1.6. Anatomia e Ultraestrutura

Aliados aos dados de fluorescéncia e quantificagdo de pigmentos, estudos
anatdmicos e ultraestruturais podem ser empregados como parte das investigacdes
das alteracdes causadas por metais pesados em plantas. Vitéria et al. (2004), em
experimentos realizados com plantulas de rabanetes submetidas a estresse por Cd,
observaram uma proliferacdo das células do cambio vascular da radicula com 24
horas de exposicao a 0,5 mM de CdCl,. Apds 72 horas, sob mesma concentragao,
houve uma intensa proliferagao celular e perda da organizacao das células da regiao
do cambio. Quando a concentracdao de CdCl, foi aumentada (1 mM), foi observado
por estes mesmos autores mais camadas de células corticais. Também foi
constatado um aumento de pélos radiculares nas plantulas de rabanete expostas ao
CdCl,. Ainda de acordo com Vitéria et al. (2004), no mesofilo das folhas de plantulas
de rabanete tratadas com CdCl, (1 mM/24h), foi observado que o formato dos
cloroplastos se apresentavam de forma alterada e as paredes celulares se
apresentavam mais finas que o controle. Em microscopia eletrdnica de varredura as
células da epiderme das plantulas de rabanete expostas ao CdCl, (1 mM/48h) se
apresentavam plasmolisadas e os estébmatos fechados em relacdo ao controle
(Vitdria et al., 2004).
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Mahmood et al. (2005), estudando a anatomia de aguapé submetida a
estresse por despejos de uma industria téxtil, observaram que houve uma
significativa redugdo do crescimento e tamanho das células das plantas,
supostamente devido as condicbes estressantes do meio, por este conter metais
pesados e outros materiais toxicos. Foram observados também uma grande
quantidade de cristais de rafide (oxalato de calcio) acumulados no parénquima das
células das raizes, rizoma, peciolo e folhas. O papel dos cristais de oxalato de calcio
também foi estudado por Mazen & Maghraby (1998) em um experimento que avaliou
a tolerancia de plantas de aguapé aos seguintes metais: Cd, Pb e Sr. Os resultados
mostraram que estes metais podem ser complexados nos cristais, impedindo que
um dano maior seja causado as plantas.

Algumas modificagdes ultraestruturais também podem ser observadas em
plantas submetidas a estresse por metais pesados, tais como: condensacédo do
citoplasma devido ao aumento da densidade da matriz, reducdo das cristas
mitocondriais, aumento dos vacuolos, plasmélise severa, alta condensacdao de
cromatina (Liu & Kottoke, 2004), rompimento do envelope nuclear, plasmalema e
membrana mitocondrial (Stoyanova & Chakalova, 1990), e desorganizagdo da
estrutura dos cloroplastos (Molas, 2002). Vitéria et al. (2006) verificaram que plantas
de rabanete crescidas em 0,25 ou 1TmM de CdCl, exibiam alteracbes nas suas
organelas. Observou-se também a desorganizagao dos tilacoides e estroma quando
comparadas com as plantas controle, que exibiram cloroplastos com formato eliptico
e arranjo tipico dos grana e estroma. Entretanto, algumas plantas podem ser
tolerantes e acumular metais pesados em seus tecidos.

No RPS varios estudos vém sendo desenvolvidos pelos pesquisadores do
LCA (Laboratério de Ciéncias Ambientais — UENF) quanto a anélises de sedimentos,
material particulado em suspensao (MPS) e ecotoxicologia (contaminagcées em
figado e musculo de peixes). Entretanto, estudos que avaliam os efeitos da poluicao
na vegetacao ainda sao incipientes. Apesar da existéncia de trabalhos relacionando
aguapé a poluentes ambientais, a maioria dos estudos é conduzida em laboratério e
visa principalmente avaliar a capacidade de acumulacdo de metais pesados nesta
espécie. E indiscutivel a contribuicdo de tais estudos. Porém, sdo necessarias
avaliacoes sobre as condicoes fotossintéticas e celulares destas plantas em
condicdes naturais. Além disso, o RPS, por sua importante funcao socio-econémica
e pela antropizacao que sofre, representa um importante sistema a ser estudado.
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Desta forma, este estudo contribui com informacdes ecofisiolégicas, anatdmicas e
ultraestruturais de aguapé em condicées naturais no RPS e rio Imbé. Estas
informagdes poderdo auxiliar na compreensdo da situagdo atual dos rios, assim
como poderdao dar indicativos de situacdes de risco para a biota associada, haja
vista que esta pode acumular metais pesados em seus tecidos e estes, tornarem-se

uma via importante desses elementos na cadeia alimentar.

2. HIPOTESES DE TRABALHO
1- Plantas de aguapé que se desenvolvem em regides sujeitas a
descargas de diferentes poluentes ambientais ao longo do RPS (baixo,
médio e alto RPS) apresentam estresse quanto ao seu rendimento
fotossintético (ecofisiologia) quando comparadas com as do rio Imbé
(controle);

N
1

O efeito dos poluentes ao longo do RPS (baixo, médio e alto RPS)
promove alteracbes anatbmicas e ultraestruturais nas plantas de
aguapé comparado ao rio Imbé;

w
1

Alteracbes anatbémicas e ultraestruturais nos cloroplastos se refletem
na diminuicao da eficiéncia fotoquimica em aguapé ou vice-versa;
4- Ha efeito temporal e espacial no rendimento fotossintético nesta

espécie.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente estudo foram investigar as respostas
ecofisiologicas, modificacdes anatbmicas e ultraestruturais em plantas de aguapé
provenientes de ambientes sujeitos a descargas de diferentes contaminantes
ambientais (baixo, médio e alto RPS), quando comparadas as amostras procedentes

de um ambiente com menor aporte de material antropogénico (do rio Imbé).

Os objetivos especificos foram:

1) Determinar os parametros fisico-quimicos da agua dos diferentes
ambientes de estudo;

2) Determinar as variacoes ecofisiolégicas (emissao de fluorescéncia da
clorofila a e concentracao dos pigmentos fotossintéticos) em plantas de
aguapé do baixo, médio e alto RPS nos periodos seco e chuvoso
durante 2 anos;

3) Verificar possiveis alteragdes anatdmicas de tecidos da folha foliar,
peciolo e da raiz (zona de absorcao) e ultraestruturais do limbo foliar
em plantas de aguapé, no estadio fenol6égico jovem, provenientes do
baixo, médio e alto RPS, quando comparadas ao rio Imbé nos periodos

seco e chuvoso durante 2 anos.
4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de Estudo

O presente estudo foi conduzido em quatro pontos: rio Imbé (21°47.75"S;
41°33.37"W - municipio de Campos dos Goytacazes - RJ); baixo RPS (21°45.28"S;
41°19.34"W - municipio de Campos dos Goytacazes - RJ); médio RPS (22°28.93"S;
44°04.70"W - municipio de Volta Redonda — RJ) e alto RPS (
45°55.49"W - municipio de Sao Jose dos Campos - SP) (Fig. 3).

23°11.22"S;
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Figura 3. Pontos de coleta: 1- rio Imbé, ponto controle, localizado em Campos dos
Goytacazes (RJ), 2- Baixo RPS - Campos dos Goytacazes (RJ), 3- Médio RPS -
Volta Redonda (RJ), 4- Alto RPS -Sao José dos Campos (SP). Seta = sentido do
fluxo dos rios.

O rio Imbé se situa as margens da serra do Imbé e seu entorno € ocupado por
vegetacao ciliar e areas de criacdo de gado em pequena escala. O aporte de esgoto
doméstico é muito reduzido se comparado as demais regides. O ponto de coleta foi
proximo a foz da Lagoa de Cima (Fig. 4).

O municipio de Campos dos Goytacazes possui area total de 4.032 km2 e seu
principal acesso € pela BR-101. Apresenta uma populacdo em torno de 426.000
habitantes e densidade populacional de 105 hab./km? (IBGE, 2006). Sua atividade
industrial é reduzida, tendo como destaque as industrias de acucar e de élcool
(Bizerril et al., 1998). Ao longo de sua costa, no Oceano Atlantico, ha um forte pélo
de exploracao de petréleo e gas natural, na plataforma continental, pela Petrobras.
O local de coleta das plantas de aguapé no baixo RPS foi na regido central do
municipio (Fig. 5). Pequenas industrias, residéncias e um trafico intenso de veiculos

compdem esse trecho do RPS.
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Figura 4. Local de coleta no rio Imbé (retangulo). A seta indica o sentido do fluxo do
rio.

=k

B liaps | Satsite

?I\‘F cWl:vSI\.-.} _ I

I 2 et

M Pk -~ PO b odoi bigsaigbpe b 108 ot {301 TikrFela s - ‘f?

Figura 5. Local de coleta na porcao do baixo RPS. A seta indica o sentido do fluxo
do rio.

Conhecida como a "Cidade do Ag¢o", Volta Redonda apresenta sua economia
baseada principalmente na industria, com destaque para a Companhia Siderurgica
Nacional (CSN), a maior siderdrgica da América Latina. Apresenta uma populagao
de aproximadamente 255.000 habitantes e densidade populacional de 1.404

hab./km2. Volta Redonda € hoje a maior cidade da regido Sul Fluminense e a terceira
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maior do interior do estado do Rio de Janeiro (IBGE, 2006). O local onde foram
realizadas as coletas se situa no bairro Volta Grande Il (Fig. 6). O acesso ao rio se
deu por uma horta cultivada por aposentados da CSN, as margens do RPS. O seu
entorno é margeado por bairros residenciais e uma area de descarte de rejeitos da
CSN.

A cidade de Sao José dos Campos € um importante tecnopdlo de material
bélico, metalirgico e sede do maior complexo aeroespacial da América Latina.
Importantes multinacionais e centros de ensino e pesquisas também estdo
instalados nesta cidade. Sua populacao é de aproximadamente 595.000 habitantes,
apresentando uma densidade populacional de 540 hab./km2. Sdo José dos Campos
€ a sétima maior cidade do estado de Sao Paulo e 302 do Brasil (IBGE, 2006). O
local onde foram realizadas as coletas se situa no bairro Urbanova | pr6ximo a uma
vila de pescadores (Fig. 7). Seu entorno € margeado por bairros residenciais,

campos de golfe, futebol e uma universidade privada.

do rio.
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Figura 7. Local de coleta na porcéao do alto RPS. A seta indica o sentido do fluxo do
rio.

4.2. Coleta do Material Vegetal e Dados Fisico-Quimicos

A macrdfita aquatica Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (aguapé) foi coletada
no final dos periodos seco (setembro/outubro) e chuvoso (marco) por dois anos (12
coleta - seco 2005; 22 coleta - chuvoso 2006; 32 coleta - seco 2006 e 42 coleta -
chuvoso 2007) em quatro ambientes distintos: 1) no rio Imbé (Campos dos
Goytacazes — RJ), considerado o controle por apresentar menor aporte
antropogénico; 2) a regiao do baixo RPS (Campos dos Goytacazes — RJ); 3) médio
RPS (Volta Redonda — RJ) e 4) alto RPS (Sao José dos Campos — SP) (Fig. 3).

Para a coleta das plantas foi utilizado canoa ou barco (dependendo da regiao
de coleta). As plantas foram acondicionadas em bacias com agua do proéprio rio
ainda na embarcagdo e posteriormente, na margem do rio, foram efetuadas as
tomadas dos dados na planta. No local delimitado para a coleta foi montado um
laboratério de campo onde foram obtidos os seguintes dados fisico-quimicos:
temperatura ambiente (°C), temperatura da agua (°C), oxigénio dissolvido na agua
(mg/L) (Oximetro - Horiba), condutividade elétrica da agua (uS.cm™ - Condutivimetro
- WTW), pH da agua (pHmetro Instrutherm pH -720). Amostras de agua do rio foram
coletadas em duas garrafas de 2 litros nos mesmos locais onde as plantas de
aguapé foram coletadas. Estas foram armazenadas ainda no campo em caixa de

isopor com gelo durante o transporte ao laboratério, onde entdo foram analisadas
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quanto a alcalinidade (Mettler DL 21 - Tritrator) e o material particulado em
suspensao (MPS) foi determinado e expresso em g (Balanca analitica - Sartorius
Basic).

4.3. Fluorescéncia da Clorofila a e Concentracao dos Pigmentos
Fotossintéticos

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas no campo entre
8h30min — 9h30min utilizando-se um fluorimetro modulado portatil (MINI-PAM -
Walz, Alemanha). As medi¢cbes foram feitas apés 30 minutos de adaptagdo (com
auxilio de pincas) das folhas (intactas e completamente expandidas, n=10) ao
escuro e posteriormente expostas a uma luz vermelha modulada de baixa
intensidade (aproximadamente 6 umol. m?.s™ no comprimento de 660 nm) seguida
de um pulso de 0,8 segundos de luz actinica saturante (10 000 pumol.m?s™),
adaptado de Genty et al. (1989) e van Kooten & Snel (1990).

Foram registrados e submetidos a andlise os seguintes parametros da
emissdo de fluorescéncia: Fy (fluorescéncia minima), Fn, (fluorescéncia méaxima), F,
(fluorescéncia variavel) F./Fn (rendimento quéantico potencial do fotossistema 1), ge
(dissipacao fotoquimica), qn (dissipacdo nao-fotoquimica) e NPQ (dissipacdo néo-
fotoquimica). Na figura 8 é possivel verificar as principais variaveis utilizadas na
determinacao dos parametros de fluorescéncia da clorofila a.
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Figura 8. Nomenclatura usada para caracterizar os principais parametros da
fluorescéncia da clorofila a; LM = luz modulada e PS = pulso saturante (adaptado de
Schreiber et al., 1994).

O rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (FS;) foi determinado e
calculado ap6s 30 minutos de adaptacao das folhas ao escuro, como F,/Fn, = (Fr, -
Fo)/Fm, onde Fy é a fluorescéncia minima, excitada pela luz vermelha modulada de
baixa intensidade, e Fn, € a fluorescéncia maxima obtida pela aplicacao do pulso de
luz actinica saturante. No modelo MINI-PAM (Walz, Alemanha), estes coeficientes
de dissipagcao sao assim expressos:
ap = (F'm - F)/(F'm - Fo)

Se gn = 1- gr
an = (Fm - F'm)/(Fm - Fo)
Onde:

F é a fluorescéncia monitorada pelo aparelho;
F’'m € a fluorescéncia maxima (adaptado a luz)

O coeficiente de dissipacdo nao-fotoquimica de Stern-Volmer foi calculado
pelo aparelho como NPQ = (F, - F'n)/F'm (Bilger e Bjérkman, 1990), neste ndo é
incluido o parametro F’y (fluorescéncia minima - adaptada a luz) para a realizacao do
calculo.
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A taxa variavel da fluorescéncia representada por F,/Fp foi calculada
posteriormente (F./Fo = F/F'/[1 = FJ/Fr]).

No terco médio das mesmas folhas utilizadas para a realizagdo das medidas
de emissdo da fluorescéncia da clorofila a foram retirados dois discos (0,95 cm? de
area total) para determinacdo da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos,
utilizando o método de extracdo com o solvente organico Dimetilsulféxido (DMSO)
como proposto por Hiscox & Israelstam (1979). Os discos foliares foram fatiados em
pequenos pedacos, colocados em tubos plasticos com rosca de capacidade para 15
mL contendo 5,0 mL de DMSO. Os mesmos foram transportados em caixa
abrigados da luz, para o Laboratério (LCA)

Apos 5 dias em contato com os discos foliares, uma aliquota de 1,0 mL do
DMSO foi submetida a leitura em um espectrofotometro (UV-160A ; UV — Visible
Recording Spectrophotometer — Shimadzu - LCA), nos comprimentos de onda de
480, 649 e 665 nm (Wellburn, 1994). Os valores obtidos nas leituras foram utilizados
para a determinacao do conteldo dos pigmentos.

Foram utilizadas as seguintes equacdes, de acordo com o proposto por
Wellburn (1994):

[Clorofila a] (ug.mL™") = 12,19A665 — 3,45A649

[Clorofila b] (ug.mL™) = 21,99A649 — 5,32A¢65

[Carotendides] (ug.mL™) = (1000A4g0 — 2,14 [Clorofila a] — 70,16 [Clorofila b])/220
[Clorofila a] / [Clorofila b]

[Clorofilas totais] / [Carotendides]

Todo o procedimento de leitura em laboratério foi realizado em ambiente com
baixa luminosidade. A concentracdo dos pigmentos foi convertida em pmol.cm™
como proposto por Hendry & Price (1993). Os dados de pigmentos sao referentes as
seguintes coletas: 22 (chuvoso 2006); 32 (seco 2006) e 4% (chuvoso 2007).
Problemas logisticos impossibilitaram a determinagcdo das concentragdes dos

pigmentos fotossintéticos referentes a 12 coleta (periodo seco de 2005).
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4.4. Microscopia

4.4.1. Pré-fixacao, Fixacao e Desidratacao

Fragmentos de lamina foliar (3 mm x 5 mm), peciolo (2 mm x 3 mm) e zona de
absorcao da raiz (7 mm de comprimento) foram coletadas em triplicata e pré-fixadas
ainda no campo em temperatura ambiente, em uma solucdo aquosa contendo
glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 4,0 % e tampao cacodilato 0,05 M em pH 7,2.
O material foi trazido ao laboratério (LBCT) onde as amostras foram lavadas trés
vezes no mesmo tampao e o material foi pds-fixado por 1 h em uma solucdo de
tetroxido de ésmio 1 % com tampao cacodilato 0,05 M em pH 7,2, a temperatura
ambiente. Apés trés lavagens de 45 min no mesmo tampao procedeu-se a série
crescente de desidratacdo com acetona: 50 %, 70 %, 90 %, 100 % e duas vezes em
acetona super seca 100 %, por 1 h cada etapa (Bozzola & Russel, 1992).

4.4.2. Infiltracao e Inclusao do Material

Apés a desidratacao, os fragmentos foram submetidos a etapa de infiltracao
na qual a acetona foi substituida gradualmente pela resina ep6xi (Epon 812). As
amostras em resina pura foram colocadas em formas e levadas a estufa (60° C) por

48 horas para a polimerizacao e obtengao dos blocos (Bozzola & Russel, 1992).

4.4.3. Microscopia Optica

Com um ultramicrétomo (Reichert Ultracut S) foram retirados cortes semifinos
com aproximadamente 0,7 ym de espessura, com auxilio de faca de diamante, no
sentido transversal. As se¢des foram coradas com azul de toluidina 1,0 % por 1
minuto. As lAminas foram seladas com Entelan® e observadas em microscopia de

campo claro (Axioplan ZEISS).

4.4.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao

Apébs a infiltracdo e inclusdo do material descritas no item 4.4.2, foram
retirados cortes ultrafinos (70 — 90nm) em ultramicrétomo Reichert, com auxilio de
faca de diamante. Os cortes foram coletados em grades de cobre de 300 mesh.

A contrastacao de rotina foi realizada com acetato de uranila 5,0 % por 20 min
e solucao de citrato de chumbo por 5 min em temperatura ambiente. O material foi
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observado e fotografado com o auxilio do microscopio eletrénico de transmissao
ZEISS — TEM 900, a uma aceleracao de voltagem de 80 KV.

4.5. Analise Estatistica

Primeiramente, foi feita uma analise descritiva (média e erro padrao) dos
dados referentes a fluorescéncia da clorofila a e as concentracdées dos pigmentos
fotossintéticos. A normalidade e homogeneidade das amostras foram testadas.

Para os dados de fluorescéncia da clorofila a (Fo, Fm, Fv, Fv/Fm, Fv/Fo, Qp, On €
NPQ) foi realizada uma ANOVA multifatorial onde se avaliou os efeitos isolados dos
fatores: local (rio Imbé, baixo RPS, médio RPS e alto RPS), periodo de coleta (seco
e chuvoso) e ano de estudo (12 e 2° ano), além das interacdes entre fatores através
do teste F e teste de Tukey (p < 0,05) (Zar, 1996).

Os dados analisados para as concentracoes de pigmentos fotossintéticos
foram submetidos a ANOVA two-way e Teste de Tukey (p < 0,05) para detectar
diferencas entre os locais (rio Imbé, baixo RPS, médio RPS e alto RPS) e periodos
(seco e chuvoso).

Foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre os
parametros NPQ: [Caro] (Carotendides) para os periodos: chuvoso/2006, seco/2006
e chuvoso/2007. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Toda a
andlise estatistica e confec¢do dos graficos foram realizadas através do programa
Statistica 6.0.

5. RESULTADOS

5.1. Parametros Fisico-Quimicos

A tabela 1 mostra as variagées nos parametros fisico-quimicos nos locais de
coleta durante os dois anos de avaliagdes. Para a grande maioria dos parametros o
padrdao se manteve em fungdo do periodo para os dois anos. Como exemplo, é
possivel citar as temperaturas do ar e da agua, que em geral estiveram mais
elevadas no periodo chuvoso. A maxima temperatura do ar obtida foi de 32,6°C no
baixo RPS no periodo chuvoso de 2007 e a minima (20,4°C) no periodo seco de
2005 no rio Imbé.

A condutividade elétrica e pH em geral foram maiores nos periodos secos,
apesar de existirem excec¢des. Em relacdo a condutividade da agua, observou-se
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uma ampla variagdo entre os locais e periodos estudados, sendo o menor valor
encontrado no periodo chuvoso de 2006 no rio Imbé (21,5 uS.cm™) e o maior no
periodo seco de 2005 no alto RPS (151,0 pS.cm™). E importante ressaltar que no
RPS a condutividade elétrica sempre foi em média trés vezes superior ao valor da
condutividade para o rio Imbé.

Assim como observado na condutividade elétrica, as variagdes de pH também
indicaram um menor valor no rio Imbé (variando entre 6,53 e 5,59) quando em
comparacdo com RPS, cuja variacao obtida foi de 6,32 (alto RPS) a 7,76 (baixo
RPS). Apesar de alguns valores de pH superior a 7,0, a grande maioria dos valores
de pH mostrou-se levemente &cido.

Para o parametro oxigénio dissolvido nao foi possivel observar um padrao de
comportamento em funcao da época de coleta, apesar das variacdes nao terem sido
tdo acentuadas entre os locais e periodos de coleta. A maxima variagao esteve entre
3,93 mg.L" (alto RPS no periodo chuvoso de 2007) e 11,80 mg.L™" (médio RPS no
periodo chuvoso de 2006). Quando se compara o oxigénio dissolvido no alto e
médio RPS nos periodos chuvosos de 2006 e 2007, observa-se que no ano de 2006
os valores estiveram mais elevados.

A alcalinidade foi maior no periodo seco do primeiro ano de coleta e no
periodo chuvoso do segundo ano. O rio Imbé apresentou valores cerca de 4 vezes
menores de alcalinidade do que os pontos de coleta no RPS.

Para o MPS foi encontrado um comportamento inverso ao observado para
alcalinidade; os maiores valores no primeiro ano de coleta foram no periodo chuvoso
e no segundo ano, no periodo seco. O MPS teve seu valor maximo evidenciado no
médio RPS no periodo chuvoso de 2006 (50,0 mg.L™") e o minimo no rio Imbé no
periodo chuvoso de 2007 (6,9 mg.L™).
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Tabela 1. Valores dos parametros fisico-quimicos ambientais e da agua para o rio Imbé e trés pontos do rio Paraiba do Sul
(baixo, médio e alto) no final do periodo seco (setembro/outubro) de 2005 e 2006 e no final do periodo chuvoso (margo) de
2006 e 2007. MPS — Material Particulado em Suspensao, RPS — rio Paraiba do Sul.

(mg.L™)

rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
R . , periodo . periodo . periodo . periodo
qu 2006 2006 2006 2006
B aoaio) 23,0 28,1 20,4 31,5 24,3 30,0 21,0 31,2
e .
© Tempera}‘jg)‘ da agua 20,4 26,1 208 296 25 4 277 225 27,6
-o . yg s
o C%ng‘éfa(‘sg ‘z'rf]??)ca 274 215 76,0 53,4 102,0 126,4 151,0 120,3
S pH da agua 6,25 5,59 7.76 7,00 6,86 6,84 6,72 6,47
T Ox'ge'(‘r'ﬁgDL'i?°'V'd° 5,74 4,82 6,87 5,53 5,40 11,80 5,40 11,60
Alcalinidade (mEq.L") 0,108 0,082 0,407 0,337 0,395 0,349 0,544 0,411
C°“Ce“(trr:5?i‘?1)de MPS 8,8 22,0 13,2 38,0 11,6 50,0 7.2 29,0
rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
R Celne , periodo , periodo . periodo . periodo
Parame}rqs fisico periodo chuvoso periodo chuvoso periodo chuvoso periodo chuvoso
quimicos seco 2006 2007 seco 2006 2007 seco 2006 2007 seco 2006 2007
£ Bt 24,8 32,6 26,0 25,0 23,0 25,9 21,0 22,0
5 .
© Tempera;&,‘g)‘ da agua 205 33,4 24,0 25,0 23,0 25,0 218 220
-o . . s4 s
o C%’f;gﬁf?ﬁé ‘;'r‘;?{ ')Ca 285 23,0 86,3 50,5 81,0 57,2 98,0 103,0
X pH da agua 6,30 6,53 7,10 6,46 6,40 7,02 6,32 6,95
2 _pridaagua.
Oxigetie Dissolvido 6,50 7,72 6,55 6,20 4,60 5,69 4,50 3,93
Alcalinidade (mEq.L") 0,071 0,161 0,372 0,427 0,240 0,348 0,299 0,475
Concentragao de MPS 26,6 6,9 8,5 36,0 32,0 8.3 30,9 15,8
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5.2. Parametros da Fluorescéncia da Clorofila a e Pigmentos Fotossintéticos

Os resultados da ANOVA Multifatorial (Tab. 2) indicaram que os parametros
Fo, Fm, Fv, v € NPQ da fluorescéncia da clorofila a exibiram interacdo entre os
fatores ano e local e entre os fatores periodo e local (exceto F,). Quanto as razdes
FW/Fm e F./Fo, estas foram as Unicas onde se encontrou interacdo entre os trés
fatores estudados (ano x periodo x local).

A tabela 3 apresenta as médias encontradas para os parametros de
fluorescéncia da clorofila a. Considerando todo o periodo de estudo, os valores de Fy
variaram de 212 a 318; F,, de 979 a 1.736; F, de 760 a 1.418; F,/F,, de 0,77 a 0,84;
Fv/Fo de 3,46 a 5,39. Para qy de 0,019 a 0,036 e NPQ de 0,025 a 0,045 (Apéndice
1). Em linhas gerais, no primeiro ano de coleta ndo houve diferencas significativas
entre os diversos locais para os dois periodos de coleta (exceto NPQ — Fig. 9 A).
Entretanto, no segundo ano de coleta, de forma geral, os parametros Fn, F,, F./Fm €
F./Fo exibiram valores mais elevados no alto e médio RPS.

Os parametros NPQ e gy foram superiores no alto RPS durante o periodo
seco do segundo ano de estudo (Fig. 10 A e B). No periodo chuvoso, gy foi inferior
para o baixo RPS, enquanto que NPQ né&o diferiu entre os pontos de coleta (Fig. 10
E e D). De modo geral os valores de Fy no segundo ano foram inferiores no alto
RPS.

Em geral, ndo houve variacao temporal para os parametros de fluorescéncia
da clorofila a no primeiro ano de coleta. No segundo ano, o baixo RPS exibiu
maiores valores de F,, F./Fn, F/Fo no periodo chuvoso (Tab. 3). O rio Imbé
apresentou valores mais elevados de gy no periodo chuvoso (Fig. 10 E) e 0 médio
RPS exibiu maior média de Fy no periodo seco (Tab. 3).

Quando se comparou 0 mesmo periodo entre os dois anos de coleta para
cada local (ex.: periodo seco 2005 x periodo seco 2006) ndo se constatou diferencas
significativas para F./Fm, qn, € NPQ (Tab. 3 e Apénd. 1). Os parametros Fo, Fy € Fy,
por sua vez, mostraram maiores valores no segundo ano, tanto para o periodo seco
quanto para o chuvoso em todos os locais. Com relacdo ao parametro F,/Fq
observou-se maiores médias no periodo chuvoso do segundo ano de coleta para o
médio e alto RPS, assim como no periodo seco para o alto RPS (Tab. 3).
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Tabela 2. Resultados da ANOVA multifatorial (*p < 0,05) realizada para os parametros de fluorescéncia da clorofila a determinados em
aguapé provenientes do rio Imbé e de trés pontos do rio Paraiba do Sul (RPS). IM = rio Imbé; BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP =
alto RPS; Fq = fluorescéncia inicial; F, = fluorescéncia maxima; F, = fluorescéncia variavel; F./Fn, = rendimento quantico potencial do
FSy; Fu/Fo = taxa variavel de rendimento; gy = dissipag¢ao nao-fotoquimica e NPQ = dissipacao nao-fotoquimica.

Fo Fm Fv Fu/Fm Fu/Fo aN NPQ

Efeito F p F P F p F p F p F p F p
Ano (05/06 x 06/07) 341,21 =0,05* 781,15 =0,05* 547,26 =0,05* 152 =0,05* 23,88 =<0,05* 1,516 0,220 0,653 0,420
Periodo (Seco x Chuvoso) 20,26 <0,05* 0,02 0,885 1,35 0,248 13,4 =0,05* 15,989 =0,05* 0,887 0,348 0,025 0,874
Local (IM, BP, MP e AP) 3,50 <0,05* 4243 <£0,05* 42,37 <0,05* 22,0 <0,05* 24,331 <0,05* 5,720 <0,05* 7,404 <0,05*
Ano*Periodo 0,00 0,984 0,00 0,952 0,00 0,949 0,4 0,541 0,173 0,678 4,500 =0,05* 0,486 0,487
Ano*Local 5,31 <0,05* 422 <0,05* 594 <0,05* 48 <0,05+ 5909 <0,05*+ 5387 <0,05+ 4,869 <0,05*
Periodo*Local 6,95 <0,05* 3,98 <0,05* 2,37 0,074 1,3 0,264 1,702 0,169 7,993 <0,05* 5,054 <0,05*
Ano*Periodo*Local 1,76 0,157 1,90 0,133 2,59 0,056 42 <0,05* 3,070 <0,05* 0,557 0,644 0,101 0,959




Tabela 3. Parametros de fluorescéncia da clorofila a (média * erro padrao) determinados em aguapé no rio Imbé e em trés pontos no
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rio Paraiba do Sul (RPS) no periodo de 2005 a 2007. As letras A, B e C comparam os diferentes locais dentro de cada periodo de coleta
no ano. Letras a e b comparam os periodos dentro de cada local no mesmo ano de coleta. As letras Y e Z comparam o periodo entre os
anos (seco 2005 com seco 2006; e chuvoso 2006 com chuvoso 2007). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05;
ANOVA — multifatorial e teste de Tukey). Fo = fluorescéncia inicial; F, = fluorescéncia maxima; F, = fluorescéncia variavel; F,/Fn =
rendimento quéantico potencial do FSy;; F,/Fo = taxa variavel de rendimento. IM = rio Imbé; BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP = alto
RPS; SE = seco e CH = chuvoso.

Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Local Periodo Fo Fm Fy Fu/Fm Fu/Fo
SE/2005 218,6 + 5,33 AaZ 979,0 +34,19BaZ  760,0 + 29,81 AaZ 0,78 +0,004 AaY 347 0.1 AaY
@ ° CH/2006 219,7+395AaZ  1060,8+ 19,31 AaZ 841,1+2145AaZ  0,79+0,006 AaY 385,02 AaY
% 5p SE/2005 222,0+5,13AaZ  1053,6 + 27,00 ABaZ 831,6+2341AaZ  0,79+0,003AaY 374,01 AaY
9 CH/2006 224,4+6,71 AaZ  1062,4 +20,55AaZ 838,0+2275AaZ  0,79+0,008 AaY 378,02 AaY
% " SE/2005 252,8+7.47AaZ  1181,8+47,39AaZ 929,0+5357AaZ  0,78+0,014AaY 371,03 AaY
> CH/2006 2154 +479AaZ  11292+2550AaZ 913,8+23,15AaZ  0,80+0,003AaY 425,01 Aaz
AP SE/2005 2454 +4,43AaZ  1187,4+6,68AaZ 9420 + 3,91 AaZ 0.79+0,002AaY 384401 AaZ
CH/2006 212,0+7,00AaZ 11546 +2445AaZ 9427+2367AaZ  0,82+0,006 AaY 449 402 AaZ
Local Periodo Fo Fm Fy Fu/Fm Fv/Fo
B SE/2006 2917 + 10,50 ABaY 1398,9+35,08BaY 1107,2+3868BaY 0,79+0,010BCaY 386 02 BCaY
@ CH/2007 308,20 + 440 AaY  1398,2+27,55BaY  1090,0+2826CaY 0,77 +0,006 BaY 355,01 CaY
% 5P SE/2006 320,8 + 6,56 AaY ~ 14256 +43,94BaY  1104,8+44,39BbY 0,77 +0,008 CbY 346 4 0.2 CbY
9 CH/2007 294,1+8,08 ABaY 1546,2+2558 AaY 1252,1+26,63BaY 0,81 +0,0056AaY 429 02 BCaY
% P SE/2006 318,0+10,35ABaY 1736,1 +40,90 AaY 1418,0+3891AaY 0,82+0,006 ABaY 450+ 02 ABaY
& CH/2007 283,5+525ABbY 1623,1+38,39 AaY 13396 + 42,10 ABaY 0,82+0,007 AaY 476+ 0,2 ABaY
AP SE/2006 2864 +847BaY  1671,6 +31,47 AaY 13852+27,84AaY 0,83+0,004AaY 486,01 AaY
CH/2007 263,1 +4,08 BaY  1678,1 + 13,76 AaY 14150+ 11,55 AaY 0,84 + 0,001 AaY

5,39 + 0,1 AaY
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Figura 9 - Parametros de fluorescéncia da clorofila a (NPQ e qn) e concentracdo de carotendides (umol.cm? ) determinados em
aguapé provenientes do rio Imbé e de trés pontos do rio Paraiba do Sul (RPS) periodo seco de 2005 e chuvoso de 2006. IM = rio Imbé;
BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP = alto RPS; NPQ = dissipacao nao-fotoquimica; qn = dissipacao nao-fotoquimica. Letras a, b e
¢ comparacao entre os locais de coleta. ANOVA Multifatorial e Tukey (p < 0,05) para NPQ e gy € ANOVA Two-way e Tukey (p < 0,05)
para carotendides (n=10).
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Figura 10 - Parametros de fluorescéncia da clorofila a (NPQ e qn) e concentracdo de carotendides (umol.cm® ) determinados em
aguapé provenientes do rio Imbé e de trés pontos do rio Paraiba do Sul (RPS) periodo seco de 2006 e chuvoso de 2007. IM = rio Imbé;
BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP = alto RPS; NPQ = dissipacédo nao-fotoquimica; qn = dissipacado nao-fotoquimica. Letras a,b e c
comparacao entre os locais de coleta. ANOVA Multifatorial e Tukey (p < 0,05) para NPQ e gy € ANOVA Two-way e Tukey (p < 0,05) para
carotenoides (n=10).
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A tabela 4 apresenta os resultados da ANOVA two-way realizada para os
parametros de pigmentos fotossintéticos analisados no segundo ano de coleta. Houve
interacao significativa dos fatores periodo e local para [Clo b], [Caro], clo a/b e Clo (a +
b)/(caro). Verificou-se efeito isolado dos fatores periodo e local para [Clo a] e [Clo
Totais].

As concentracdes de pigmentos fotossintéticos determinados em aguapé e suas
relacdes sdo apresentadas na tabela 5. Considerando todo o periodo de estudo, os
valores de [Clo a] variaram de 0,020 a 0,048 pmol.cm™, [Clo b] de 0,006 a 0,020
umol.cm™, clo a/bde 2,1 a 3,5, Clo (a + b)/(caro) de 3,3 a 4,8 e [Clo Totais] de 0,026 a
0,068 [Caro] de 0,007 a 0.016 umol.cm™ (Apéndice 2).

No primeiro ano de coleta todos os parametros apresentaram maiores valores no
alto e médio RPS, com excegdo da razdo Clo (a + b)/(caro) que nao diferiu
significativamente entre os diferentes ambientes. No segundo ano, os parametros [Clo
a), [Clo b], [Caro] e [Clo Totais] exibiram maiores concentragées no rio Imbé e valores
intermediarios no alto RPS. Com relagcao a razao clo a/b, no periodo seco os valores
foram mais elevados no médio e alto RPS e no periodo chuvoso os valores foram
menores no baixo RPS. No periodo chuvoso, a razao Clo (a + b)/(caro) mostrou
maiores € menores valores no alto RPS e rio Imbé, respectivamente. No periodo seco,
os valores desta razao foram superiores no baixo RPS.

Nao foi observada variacdo temporal para [Clo a], [Caro] (carotendides —
Apéndice 2) e [Clo Totais]. No rio Imbé e baixo RPS, verificaram-se maiores valores de
[Clo b] e Clo (a + b)/(caro) no periodo seco. A razao clo a/b foi superior no periodo
chuvoso no rio Imbé e baixo RPS. Quando se comparou o periodo chuvoso entre os
dois anos de coleta constataram-se maiores valores de [Clo a], [Clo b], [Caro] e [Clo
Totais] no segundo ano para o rio Imbé e baixo RPS. No baixo RPS, houve maior razéo
clo a/b no primeiro ano de coleta. Nao se verificou diferenca significativa para Clo (a +
b)/(caro) entre os anos (Tab. 5).

Na figura 11 s&o mostrados os resultados da correlacdo de Pearson entre os
parametros de dissipacdo nao-fotoquimica (gn e NPQ) e as concentragbes de
pigmentos carotendides nos periodos: chuvoso/2006, seco/2006 e chuvoso/2007.
Apenas a correlacdo entre NPQ e carotendides durante o periodo seco/2006 nao foi
significativa (p>0,05). Para as demais correlagbes os valores de r foram superiores a
0,40, com os maiores valores de correlacao ocorrendo no periodo chuvoso do segundo
ano de coleta (r = 0,51).
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Tabela 4. Resultados da ANOVA two-way mostrando diferengas significativas (*p < 0,05) para as concentracoes de pigmentos
fotossintéticos determinados em aguapés provenientes do rio Imbé e de trés pontos do rio Paraiba do Sul (RPS) nos periodos: seco
de 2006 e chuvoso de 2007. IM = rio Imbé; BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP = alto RPS

[Clo a] [Clo b] [Caro] Clo (a + b) [Clo Totais]
-2 -2 -2 Clo a/b 2
umol.cm umol.cm umol.cm (Caro) pgmol.cm
Efeito F P F P F P F P F p F p
Periodo (Seco x Chuvoso) 5,158 < 0,05* 28,041 <0,05* 0,231 0,632 71,34 <0,05* 33,716 <0,05* 10,763 <0,05*
Local (IM, BP, MP e AP) 10,888 < 0,05* 9,468  <0,05* 19,661 < 0,05* 28,83 <0,05* 12,014 <0,05* 10,108 < 0,05*
Periodo*Local 1,842 0,147 4,741 < 0,05 3,623 < 0,05 9,80 < 0,05 8,928 < 0,05 2,582 0,059
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Tabela 5. Concentracdes de pigmentos fotossintéticos determinados em aguapé (média * erro padrdo) provenientes do rio Imbé e
trés pontos no rio Paraiba do Sul (RPS) no periodo de 2006 a 2007. As letras A, B e C comparam os diferentes locais dentro de cada
periodo de coleta no ano. Letras a e b comparam os periodos dentro de cada local no mesmo ano de coleta. As letras Y e Z
comparam o periodo entre os anos (chuvoso 2006 com chuvoso 2007). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05;
ANOVA - one-way (12 ano) e two-way (2° ano) e teste de Tukey). [Clo a] = clorofila a; [Clo b] = clorofila b; Clo a/b = relagao clorofila
a/b; Clo (a + b)/(Caro) = relagao clorofila (a + b)/(Caro), [Clo Totais] = clorofilas totais; IM = rio Imbé; BP = baixo RPS; MP = médio
RPS; AP = alto RPS; SE = seco e CH = chuvoso.
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Figura 11. Correlacdo de Pearson entre os parametros NPQ: [Caro] umol.cm™ e gu:
[Caro] ymol.cm™? determinados em aguapé provenientes do rio Imbé e de trés
pontos do rio Paraiba do Sul (RPS) para os periodos: (A) chuvoso/2006, (B)
seco/2006 e (C) chuvoso/2007. NPQ = dissipacao nao-fotoquimica; qy = dissipacao
nao-fotoquimica e [Caro] pmol.cm® = concentracdo de carotendides. Valores
significativos para p < 0,05 (n=40).
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5.3. Analises Anatomicas e Ultraestruturais

5.3.1 — Microscopia Optica (MO)

Observacoes ao microscépio éptico foram conduzidas em plantas de aguapé
(limbo, peciolo e raiz) provenientes de todas as quatro coletas durante o periodo de
estudo. Abaixo sdo apresentados os resultados por ano de coleta (primeiro ano —
periodos: seco de 2005 e chuvoso de 2006; e segundo ano de coleta — periodos:
seco de 2006 e chuvoso de 2007).

5.3.1.1 Primeiro Ano de Coleta

As imagens mostraram que a epiderme adaxial da folha é unisseriada, com
células retangulares constituidas de paredes delgadas (Fig. 12 e 13). Observou-se a
presenca de estbmatos com camara sub-estomatica tanto na epiderme adaxial (Fig.
12 e 13) quanto na epiderme abaxial (Fig. 14 e 15), indicando que esta espécie é
anfiestomatica. O mesofilo de aguapé apresenta-se composto por feixes vasculares
colaterais que sao intercalados por regides de parénquima lacunoso, com
aerénquima (Fig. 12 e 13). No periodo seco de 2005 registrou-se maior turgidez das
células do parénquima e localizacao periférica dos cloroplastos de plantas coletadas
na porcao do médio RPS (Fig. 12C, 14C). Entretanto, as células epidérmicas
mantiveram a turgidez, independente do local de coleta. Na coleta seguinte (periodo
chuvoso de 2006) as células parenquimaticas provenientes do médio RPS néao
apresentaram alteracdes morfoldgicas quanto a turgescéncia. O que pbde ser
verificado foi um padrao similar de células levemente plasmolisadas em todas as

amostras (Fig. 13C).
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Figura 12 — Secc¢do transversal do limbo foliar de aguapé evidenciando o feixe vascular (fv),
parénquima palicadico (pp), aerénquima (aer), epiderme adaxial (ead) e estdmato (seta). Microscopia
optica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do periodo seco de 2005. A - rio Imbé, B - baixo RPS,
C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.

. : B 7 E=
Figura 13 — Secc¢do transversal do limbo foliar de aguapé evidenciando o feixe vascular (fv),
parénquima palicadico (pp), aerénquima (aer), epiderme adaxial (ead) e estdmato (seta). Microscopia
optica. Barra = 20 um. Coleta realizada no final do periodo chuvoso de 2006. A - rio Imbé, B - baixo
RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.
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Da mesma forma que o limbo foliar, os peciolos mostraram apenas uma
camada de células epidérmicas (unisseriada) retangulares com parede celular
delgada. Esta parte da folha ndo exibiu variagdes quanto a turgidez das células nos
sistemas fundamental e vascular. Entretanto, foi possivel verificar que as plantas
provenientes do médio e alto RPS apresentaram reducdo no tamanho das células
epidérmicas do peciolo (Fig. 16).

Na zona de absorcdo da raiz de aguapé evidenciou-se a medula, vasos
metaxilematicos, cortex interno (4 a 5 camadas de células), trabéculas e amplos
espacos de ar (Fig. 17 e 18). Nao houve diferencas nitidas entre os diferentes
ambientes analisados nos dois periodos de coleta. E possivel observar a presenca
de cristais de oxalato de calcio no feixe vascular das raizes (Fig. 17 e 18).

aer

Figura 14 — Seccgéao transversal do limbo foliar de aguapé evidenciando epiderme abaxial (eab),
aerénquima (aer) e estbmato (seta). Microscopia Optica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do
periodo seco de 2005. A - rio Imbé, B - baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do
Sul.
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Figura 15 — Seccédo transversal do limbo foliar de aguapé evidenciando epiderme abaxial (eab)
aerénquima (aer) e estbmato (seta). Microscopia Optica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do
periodo chuvoso de 2006. A - rio Imbé, B - baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba

do Sul.

Figura 16 — Secgéo transversal do peciolo de aguapé evidenciando aerénquima (aer) e epiderme (e).
Microscopia éptica. Barra = 20 um. Coleta realizada no final do periodo seco de 2005. A - rio Imbé, B
- baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.
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Figura 17 — Seccéao transversal da zona de absorgcédo da raiz de aguapé evidenciando aerénquima
(aer), trabécula (tr), xilema (x), medula (me), cértex interno (ci) e cristais de oxalato de célcio (seta).

Microscopia éptica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do periodo seco de 2005. A - rio Imbé, B
- baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.

Figura 18 — Seccéao transversal da zona de absorgcédo da raiz de aguapé evidenciando aerénquima
(aer), trabécula (tr), xilema (x), medula (me), cértex interno (ci) e cristais de oxalato de célcio (seta).
Microscopia éptica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do periodo chuvoso de 2006. A - rio
Imbé, B - baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.
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5.3.1.2. Segundo Ano de Coleta

A turgidez nas amostras do médio RPS encontradas no periodo seco de 2005
(Fig. 12) ndo se repetiu no periodo seco de 2006 (Fig. 19). Células levemente
plasmolizadas foram observadas no parénquima palicadico. A epiderme, no entanto,
apresentou células mais delgadas quando comparadas as plantas provenientes do
médio RPS (Fig. 19C) com os demais ambientes estudados no periodo seco de
2006. O mesmo foi observado para limbo de aguapé proveniente do alto RPS no
periodo chuvoso de 2007 (Fig. 19 e 20). Verificou-se que o limbo de aguapé do rio
Imbé do periodo chuvoso de 2007 apresentou acumulo de compostos fendlicos em
células globosas (Fig. 20 A, setas).

As figuras 21 e 22 apresentam cortes transversais da zona nao-meristematica
das raizes de aguapé coletadas no periodo seco de 2006 e chuvoso de 2007.
Observa-se a presenca de vasos do metaxilema, cortex interno e as trabéculas que
delimitam os espagos de ar. A presenga de cristais de oxalato de calcio e/ou
polimeros de natureza fendlica foi evidente no feixe vascular. No periodo seco de
2006 constatou-se reducao do numero de camadas de células do cértex interno de

aguape proveniente do médio RPS (Fig. 21C).

c aer EF n;_?k . =

Figura 19 — Seccdo transversal do limbo foliar de aguapé evidenciando o feixe vascular (fv),
parénquima palicadico (pp), aerénquima (aer), epiderme adaxial (ead) e estdmato (seta). Microscopia
optica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do periodo seco de 2006. A - rio Imbé, B - baixo RPS,
C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.
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Figura 20 — ecgé transversal do limbo folla de éguap " idioblastos (setas),
parénquima paligadico (pp), aerénquima (aer), e epiderme adaxial (ead). Microscopia Optica. Barra =
20 pm. Coleta realizada no final do periodo chuvoso de 2007. A - rio Imbé, B - baixo RPS, C - médio

RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.

= 7 : B - - I ) =
Figura 21 — Seccéo transversal da zona de absorgdo da raiz de aguapé evidenciando aerénquima
(aer), trabécula (tr), xilema (x), medula (me), cértex interno (ci) e cristais de oxalato de célcio (seta).
Microscopia optica. Barra = 20 um. Coleta realizada no final do periodo seco 2006. A - rio Imbé, B -
baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.
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Figura 22 — Seccéo transversal da zona de absorgédo da raiz de aguapé evidenciando aerénquima
(aer), trabécula (tr), xilema (x), medula (me), cértex interno (ci) e cristais de oxalato de célcio (seta).
Microscopia éptica. Barra = 20 ym. Coleta realizada no final do periodo chuvoso 2007. A - rio Imbé, B
- baixo RPS, C - médio RPS, D - alto RPS. RPS: rio Paraiba do Sul.

5.3.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A figura 23 apresenta a MET das células do limbo foliar de aguapé do rio
Imbé coletadas nos periodos seco e chuvoso do primeiro ano de coleta. As
organelas ocuparam posicdo marginal e os cloroplastos exibiram estrutura tipica,
com formato de elipse. Observa-se a integridade das membranas dos tilacéides,
com o empilhamento caracteristico dos mesmos. Foi possivel visualizar abundante
presenca de gréos de amido.

No periodo seco de 2005, a MET dos cloroplastos de aguapé revelou uma
desorganizacdao da membrana interna para o médio e alto RPS (Fig. 24 B, B1,B2, C,
C1 e C2). As células de aguapé proveniente do médio RPS mostraram uma
diminuicdo do empilhamento dos tilacéides, nao se formando os granum. O que se
observou foi a disposicdo dos tilacoides de forma linear e alongada indo de um
extremo ao outro da organela. Apesar desta alteracdo na disposicao, pode ser
verificado que os sistemas de membranas permaneceram integros. As imagens de
ultra-estrutura das células de aguapé coletado no alto RPS evidenciam uma
situagdo intermediaria entre as imagens do rio Imbé e do médio RPS. Nestas
plantas, as pilhas tilacoidais sdo mantidas, assim como no rio Imbé. Porém, pode
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ser observado um afrouxamento entre os sistemas de membrana do granum, sendo
que os tilacéides estdo mais espacados entre eles do que em uma situagdo normal
(plantas do rio Imbé). Os cloroplastos do baixo RPS se assemelham aos do rio Imbé
(foto ndo mostrada). Nos cloroplastos das plantas do médio RPS observou-se um

volume maior de estroma (Fig. 24 B, B1 e B2).

Figura 23 — Microscopia Eletrénica de Transmisséo de limbo foliar de aguapé coletadas no
rio Imbé nos periodos seco de 2005 e chuvoso de 2006, mostrando varias organelas. A —
aumento 7.000x, B — aumento 12.000x, C e D — aumento 50.000x. % — Gr&os de amido no
cloroplasto. €— nucleo celular. =) — plastoglébulo . +— mitocéndria.
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Figura 24 — Microscopia Eletrénica de Transmissao de limbo foliar de aguapé coletadas no
final do periodo seco de 2005 evidenciando os cloroplastos. Rio Imbé (A, A1 e A2), médio
RPS (B, B1 e B2) e alto RPS (C, C1 e C2). A, B e C — aumento de 12.000 x, A1, B1 e C1 —
aumento de 85.000x, A2, B2 e C2 — aumento de 140.000 x. RPS — rio Paraiba do Sul. % -
Grao de amido. —) — Plastoglébulos.

Na figura 25 sdo mostradas as imagens da segunda coleta (periodo chuvoso
de 2006) evidenciando cloroplastos com graos de amido para plantas provenientes
de todos os locais amostrados. Apenas nesta coleta foram visualizados graos de
amido nas amostras do médio RPS (Fig. 25 C). A integridade das membranas
internas dos cloroplastos (tilacéides — Fig. 25 F) das amostras do baixo RPS foi
mantida, assim como pdde ser visualizado para as plantas do rio Imbé (Fig. 25 E).
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Figura 25 — Microscopia Eletrdnica de Transmissao de limbo foliar de aguapé coletadas no
final do periodo chuvoso de 2006 evidenciando os cloroplastos. Rio Imbé (A e E), baixo RPS
(B e F), médio RPS (C), alto RPS (D e G). A, B, C e D — aumento 12.000x. E e F — aumento
50.000x. G — aumento 30.000x. RPS — rio Paraiba do Sul. %- Graos de amido.

A figura 26 mostra as imagens da terceira coleta (periodo seco de 2006). Nos
cloroplastos das plantas do alto RPS € grande a presenga de plastoglobulos,
possivelmente corpusculos de lipideos (Fig. 26 D, setas). Em todas as imagens os
cloroplastos apresentaram os tilacéides integros. Graos de amido foram
evidenciados na maioria das amostras, com excecao das folhas provenientes do
médio RPS (Fig. 26 C e G), que também apresentaram o estroma mais inchado que
os cloroplastos de plantas coletadas nos demais locais.
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Figura 26 — Microscopia Eletrénica de Transmissao de limbo foliar de aguapé coletadas no
final do periodo seco de 2006 evidenciando os cloroplastos. Rio Imbé (A e E), baixo RPS (B
e F), médio RPS (C e G), alto RPS (D e H). A, B, C e D — aumento 12.000x. E — aumento
30.000x. F, G e H—aumento 20.000x. RPS — rio Paraiba do Sul. % - Graos de amido.
—> - Plastoglébulos.

Na figura 27 (A e E) pode ser observado que as plantas de aguapé do rio
Imbé apresentaram um acumulo de plastoglébulos (Fig. 27 E). Plastoglébulos
também foram observados em plantas provenientes do médio e alto RPS. Além da
presenga dos plastoglébulos foi verificado também o aumento do volume de estroma
e afrouxamento dos tilacéides nas plantas provenientes do rio Imbé, médio e alto

RPS. As plantas do rio Imbé apresentaram grande quantidade de graos de amido.
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Figura 27 — Microscopia Eletrénica de Transmissao de limbo foliar de aguapé coletadas no
final do periodo chuvoso de 2007 evidenciando os cloroplastos. Rio Imbé (A e E), baixo
RPS (B e F), médio RPS (C e G), alto RPS (D e H). A, B, C e D — aumento 7.000x. E, G e
H — aumento 85.000x. F — aumento 50.000x. RPS — rio Paraiba do Sul; Y - Grdos de
amido. — - Plastoglébulos.

A figura 28 ilustra a ultraestrutura das mitocondrias de folhas de aguapé
(periodo seco de 2005). Aparentemente ndo ha diferenca ultraestrutural entre as
organelas encontradas em plantas do rio Imbé e do médio RPS, sendo possivel
visualizar as cristas com formato normal (mais eliptico) e integras (Fig. 28 A e B). Ja
nas amostras do alto RPS (Fig. 28 C), as cristas se mostram mais alongadas, mais
arredondadas e a membrana da organela, apesar de integra, apresenta um
distanciamento entre a membrana interna e externa. Entretanto, nas analises das
demais coletas ndo foram observadas variagdes nas mitocdndrias (imagens nao

mostradas).
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Figura 28 — Microscopia Eletrénica de Transmisséo de limbo foliar de aguapé coletadas no
final do periodo seco de 2005 mostrando mitocéndrias. Rio Imbé (A), médio RPS (B) e alto
RPS (C). Aumento de 50.000 x. RPS - rio Paraiba do Sul.
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6. DISCUSSAO

6.1.Parametros Fisico-Quimicos

Os valores encontrados para as temperaturas do ar e da agua neste estudo,
refletem a variacdo temporal que ocorre durante o ano. Estes dados podem ser
explicados em parte pelo fenémeno do ciclo hidrolégico, que é um fenémeno global de
circulacao fechada da agua entre a superficie terrestre e a atmosfera, impulsionado
fundamentalmente pela energia solar associada a gravidade e a rotacdo da terra. A
titulo de exemplo, durante todo o periodo de estudo, as médias mensais da radiacao
solar (W.m™) incidente no municipio de Campos dos Goytacazes (Anexo 1) atingiram os
valores mais elevados no periodo de novembro a marco, ao passo que 0S menores
valores ocorreram de abril a setembro. Estes dados acompanhados das médias
mensais de temperatura e vazdo do RPS na sua porcao inferior (Anexos 2 e 3) reforcam
a variacao temporal encontrada para este municipio. Barbosa et al. (2005) verificaram
que o alto RPS mostrou um comportamento climatolégico esperado durante o periodo
de 1962 a 1992, apresentando 0os meses mais quentes e chuvosos entre dezembro e
fevereiro, enquanto que de junho a agosto ocorreram as temperaturas mais baixas,
assim como as pluviosidades médias.

De acordo com estudos publicados pela FEEMA (1991), na cidade de Volta
Redonda o periodo chuvoso ocorre de outubro a marco com a umidade relativa do
ar inferior a 77% nos meses de agosto e setembro (periodo seco).

A temperatura minima registrada no periodo seco de 2005 no rio Imbé foi
possivelmente devida ao dia nublado quando a coleta de dados foi realizada, uma
vez que, segundo o Instituto Nacional de Meteorologia (InMet), dos pontos de coleta,
este é o de temperatura média anual mais elevada. Nos demais dias de coleta ao
longo dos dois anos, o tempo sempre esteve ensolarado. Sendo assim, as
temperaturas no alto RPS no periodo seco de 2005 e 2007 (21°C) estdo de acordo
com o esperado, uma vez que este € o ponto de coleta com menor média anual de
temperatura.

Os maiores valores de condutividade elétrica foram observados no periodo
seco no RPS e estes se apresentaram em média trés vezes superior ao valor da
condutividade para o rio Imbé. Isto pode ser explicado pela geologia do local nos
trechos do RPS. O maior valor de condutividade elétrica no periodo seco se deve a
maior disponibilidade de ions na dgua em funcdo da menor entrada de agua pelos
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afluentes e chuvas nesta época do ano. Saloméo (1999) em estudos realizados na
regiao do baixo RPS verificou sazonalidade nas concentracoes de metais pesados
nas fracdes dissolvidas e particuladas, sendo que as concentragdes mais elevadas
nas fracoes dissolvidas foram encontradas no periodo seco.

Os menores valores de pH encontrados no rio Imbé podem ser explicados
pelo aporte de acidos humicos e fulvicos provenientes da vegetacdo que se
desenvolve no seu entorno.

Apesar do parametro oxigénio dissolvido nao ter apresentado um padrao de
comportamento temporal, quando se compara o oxigénio dissolvido no alto e médio
RPS no periodo chuvoso de 2006 e 2007, observa-se que no ano de 2006 os
valores foram mais elevados. Como os valores encontrados em ambos os pontos no
periodo chuvoso de 2006 nao se repetiram em nenhuma outra situagao, é possivel
que isto tenha sido devido a alguma alteracdo pontual e que esta ndo seja a
realidade destas por¢des do RPS quanto a solubilidade de oxigénio. Dois fatores
poderiam levar ao aumento do oxigénio dissolvido: aumento na conveccao das
correntes do RPS e aumento na quantidade de fitoplancton. A primeira possibilidade
€ a menos provavel, uma vez que o volume de agua é relativamente grande e néo
ocorre repetibilidade do fenbmeno no mesmo periodo do ano no ano seguinte. O
aumento da quantidade de fitoplancton pode ocorrer em fungdo do aumento da
quantidade de nutrientes disponivel no rio. Isto pode ocorrer através de maior aporte
de esgoto, residuos industriais ndo téxicos ou maior lixiviagdo, fenbmenos possiveis
de terem ocorrido em uma determinada época no trecho alto-médio RPS. Valores de
oxigénio dissolvido acima de 4,0 sao indicativos de condicdes ideais para
organismos aerobicos. Em apenas uma coleta (periodo chuvoso de 2007 no alto
RPS) o valor esteve abaixo do limite supracitado (3,93). Durante esta coleta foi
relatado a presenca de peixes mortos trazidos pelo RPS (pescador Vladimir,
comunicacao pessoal), possivelmente devido também a diminuicdo do oxigénio
dissolvido disponivel na agua. Sugerimos que esta diminuicdo pode ter sido
ocasionada por um aporte de esgoto doméstico maior que o habitual, ou ainda, pela
manuten¢do do gramado de campos de golfe e futebol que margeiam esta regido do
alto RPS.

Os dados de MPS revelaram variagao temporal esperada durante o primeiro
ano de coleta. Carvalho et al. (1999) verificaram que os valores de MPS tendem a

aumentar no periodo chuvoso, quando maior volume de aguas revolve o fundo dos
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rios permanentemente e o escoamento superficial carreia maior quantidade de
materiais para a calha fluvial. O mesmo nao foi observado no segundo ano (exceto o
baixo RPS), provavelmente devido as intervengdes promovidas nas barragens que
podem ter causado reducao na vazao durante o periodo chuvoso.

De acordo com Marengo & Alves (2005), a reducéo sistematica nas vazoes e
cotas do Paraiba do Sul podem ser causadas por: (a) efeitos antropogénicos de uso
da agua para abastecimento e geragao de energia (barragens e acudes), (b) desvio
de rios para usos na agricultura e que pode aumentar a evaporacéao, (c) mudancgas
gradativas no regime e distribuicdo de chuvas na bacia decorrentes de mudancgas
climaticas regionais. Nas regides do alto e médio RPS as vazbes do rio sdo
controladas pelas barragens Paraibuna, Paraitinga, Santa Branca, Jaguari, Funil e
Santa Cecilia, que estao localizadas nos Estados de Sao Paulo e Rio Janeiro. A
derivacdo das aguas do sistema Light-Guandu na Barragem de Santa Cecilia,
situada a 382 km a montante da foz, abastece aproximadamente 80% da populacéo
metropolitana do Rio de Janeiro e causa uma reducao significativa na vazao média
local, que no periodo de 1988 a 1993 caiu de 292 m®.s™ para 175 m®s™. Na regido
do baixo RPS a vazao apresenta grande variacdo. No periodo de 1995 a 2006 as
vazdes minima e maxima foram de 115 e 4.624 m®.s™, respectivamente, com valor
médio variando de 438 a 968 m®.s™' (Anexo 4) (Muehe & Valentini, 1998; Figueiredo,
1999; LCA — Base de Dados).

6.2. Fluorescéncia da Clorofila a e Pigmentos Fotossintéticos

As plantas avaliadas em todos os locais exibiram variacbes quanto aos
parametros ecofisiolégicos analisados. Os parametros de fluorescéncia da clorofila a
apresentaram interagdes significativas entre os diferentes fatores analisados,
indicando que as tendéncias ndo foram as mesmas durante o periodo de estudo.
Dessa forma, as diferencas entre os distintos locais para os parametros Fo, Fm, Fy, On
e NPQ dependeram do periodo ou ano de coleta, enquanto que para as razées F./Fn,
e F./Fo as diferencas dependeram do periodo e ano de coleta.

Quando analisados os dados de fluorescéncia da clorofila a quanto a variacéao
espacial constatou-se que no primeiro ano de coleta ndo houve diferencas
significativas entre os distintos ambientes de estudo. Também n&o foi observada
variagdo temporal. Contudo, algumas tendéncias foram evidenciadas, apesar da
auséncia de diferencas estatisticamente significantes. No que diz respeito a resposta
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fotoquimica, os valores de Fo encontrados no rio Imbé e baixo RPS foram similares
entre os periodos analisados. Estes ambientes apresentam menor aporte de material
antropogénico e sao geograficamente mais proximos (ambos em Campos dos
Goytacazes). Entretanto, quando se observa os valores médios encontrados para Fy
verifica-se que ha uma tendéncia de aumento desses valores nas regidées do meédio
e alto RPS no periodo seco.

Os valores de Fy representam a emissao de fluorescéncia da clorofila a
produzida pela excitacado do complexo coletor de luz (LHC,), antes da transferéncia
da energia até o centro de reagéo do FS; (Krause & Weiss, 1991). H4 um consenso
ao considerar que Fo € obtida quando os centros de reacdo do FS; encontram-se
“abertos”, o que significa dizer que o aceptor primario de elétrons, Quinona A (Qa),
esta completamente oxidado (Krause & Weiss, 1991; Baker & Rosenqvist, 2004). O
aumento nos valores de Fo pode resultar de algum dano no centro de reacao do FS
(Ouzounidou, 1997), que reduz a habilidade para transferir energia do LHC,, para o
centro de reacdo. Deste modo, a tendéncia de aumento observada nos valores de Fy
nas regides mais industrializadas no periodo seco pode ser indicativa de uma maior
concentragédo de poluentes no rio neste periodo do primeiro ano de coleta.

Campaneli et al. (submetido) trabalhando com essa planta no mesmo periodo
e localidades, encontraram maiores concentragées de Cu e Zn (Anexos 5 e 6) em
raizes provenientes do médio e alto RPS no periodo seco. Ralph & Burchett (1998)
detectaram um aumento dos valores de Fo em condigbes controladas quando
Halophila ovalis foi exposta a altas concentracdes de Cu e Zn, mas observaram uma
diminuicdo nos valores de F, nestas condicoes. No presente estudo, houve
tendéncia de aumento de Fy nos locais com maiores concentragcdes de metais no
periodo seco do primeiro ano, entretanto, ndo se verificou reducédo de Fp, como foi
observado por Ralph & Burchett (1998). O parametro F, sinaliza o momento de
completa redugdo do pool de plastoquinona e é considerado proporcional ao
conteudo de clorofila total das amostras (Miranda et al., 1981). Entretanto, os
resultados deste trabalho nao apresentaram relacdo de F, com o conteludo de
clorofilas totais das amostras.

Em geral, os parametros gy € NPQ apresentaram uma tendéncia de aumento
nas plantas de aguapé provenientes do médio e alto RPS. Os quenchers da
fluorescéncia, gy e NPQ, representam a fracao de energia absorvida, tais como a
excitacdo de pigmentos fotossintéticos, que é dissipada como calor ou energia



52

térmica (infra-vermelho). Deste modo, sugere-se que o aumento destes parametros
nos ambientes sujeitos a maior contaminacdo ambiental poderia manter o
rendimento quantico potencial (F./F,) das plantas dentro de uma faixa 6tima.
Segundo Bolhar-Nordenkampf et al. (1989), quando uma planta ndo esta submetida
a estresse, a razédo F,/F, deve estar entre 0,75 e 0,85. Como as médias de F,/Fn,
variaram entre 0,78 e 0,82 no primeiro ano de estudo, assumimos que as plantas de
aguapé nao sofreram estresse no primeiro ano de coleta. Este fato é corroborado
pelos valores de dissipacao de energia na forma fotoquimica (gp), que no geral ficou
em torno de 1 (dados ndo apresentados).

No segundo ano de coleta, de maneira geral, as variacdes espaciais
ocorreram para os parametros Fn, F,, F\/Fm e F./Fo, sendo que, os valores mais
elevados foram obtidos no médio e alto RPS. A fluorescéncia variavel (F,) representa
o fluxo de elétrons do centro de reagdo do FS; até a plastoquinona (PQH,). Os
valores mais elevados de F, nestes ambientes sdo em fungédo dos elevados valores
de Fn, visto que F, = F, - Fo. Os valores da razao F,/F,, expressam a eficiéncia de
captura da energia de excitacao pelos centros de reacao abertos do FS) (Krause &
Weiss, 1991; Baker, 1991; Bacarin & Mosquin, 2002), ou seja, indica a eficiéncia
fisiologica do aparelho fotossintético (Gongalves et al, 2001) e a atividade dos
cloroplastos (Bacarin & Mosquin, 2002; Sayed, 2003; Bron et al., 2004), sendo
usados como indicador do desempenho fotossintético. Apesar de o médio e alto RPS
estarem sujeitos a um maior aporte de dejetos e rejeitos industriais, as plantas de
aguapé nao apresentaram queda no rendimento quantico potencial (F./Fr). No que
se refere a razao F,/Fy, esta se mostrou mais sensivel que a razao F,/F,, uma vez
que detectou pequenas diferencas entre os ambientes estudados. Mallick & Mohn
(2003) estudando o efeito de metais pesados na microalga Scenedesmus obliquus
concluiram que a razdo F./Fo pode ser usada como uma poderosa ferramenta em
pesquisas que relacionam estresse a metais. Oliveira et al. (2002) relataram elevada
correlacdo entre ambos os parametros em um estudo sobre o resfriamento na
atividade fotossintética em plantulas de café (Coffea arabica L.). Os autores
demonstraram que o valor maximo de F./F, reduziu 6% em relagdo ao controle
enquanto que para F./Fo, essa reducao foi de 20%, sugerindo que este Ultimo
parametro seja mais sensivel as variagcoes de temperatura.

A manutencdo dos valores de F,/F, pelo aguapé ao longo do periodo de
estudo pode ser atribuida em parte a sua capacidade de acumular grandes
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quantidades de metais em suas raizes (Soltan, 1999; Vesk et al, 1999 Lu et al.,
2004; Campaneli et al. submetido). Esta estratégia evita que os metais se acumulem
nas folhas e causem danos a fotossintese. A regulacdao da absorcdo de metais
pesados pela raiz, o acimulo neste 6rgao e a baixa translocacao para a parte aérea
preserva a integridade e fungdes primarias das folhas evitando o comprometimento
da fotossintese. Assim, esses mecanismos do sistema radicular podem contribuir
para a tolerdncia de algumas espécies de plantas a metais pesados (Verkleij &
Parest, 1989; Arduini et al., 1996).

Os parametros gy € NPQ durante o periodo seco do segundo ano
apresentaram resultados similares aos de Fn, F,, F//Fn e F./Fo. Deste modo, é
possivel sugerir que o aumento na dissipacao de calor nas regides do médio e alto
RPS seja outra forma de evitar que algum dano seja provocado no aparelho
fotossintético de aguapé. A dissipacdo nao-fotoquimica constitui o principal
componente gerador do declinio da fluorescéncia da clorofila a (Krause & Weis,
1991). Os valores encontrados para ambos 0s quenchings nao-fotoquimicos (gn e
NPQ) revelaram que as plantas de aguapé tém uma tendéncia de aumentar a
dissipacdo nao-fotoquimica na medida que os ambientes tornam-se mais
antropizados.

As diferengas sazonais encontradas no baixo RPS durante o segundo ano
para os parametros F,, F./Fn, F,/Fo refletem a evidente variacdo temporal do
ambiente (radiacao solar, pluviosidade, temperatura e vazao — Anexos 1, 2 e 3)
encontrada neste trecho do RPS. O maior volume de agua no periodo chuvoso
provavelmente teve um efeito diluidor na concentracdo dos xenobibticos (entre eles
0s metais pesados), associado com uma elevada luminosidade durante este
periodo. Isto pode ter promovido maiores valores nestes parametros. Os elevados
valores de gy encontrados para as plantas do rio Imbé durante o periodo chuvoso do
segundo ano podem ser atribuidos a algum agente quimico ainda desconhecido ou
ao excesso de radiagao solar (Anexo 1). A variacao temporal encontrada no rio Imbé
para o parametro Fy pode ser devida a deposicao atmosférica de mercurio, visto que
na regiao de Campos dos Goytacazes ha plantio intensivo de cana-de-agucar, onde
se utiliza defensivos agricolas que contém este elemento. Tal contaminante ja foi

detectado no rio Imbé (Carvalho, comunicagdo pessoal’).

' Dr. Carlos Eduardo Veiga de Carvalho, Professor do Laboratério de Ciéncias Ambientais da Universidade
Estadual do Norte Fluminense.
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Quando analisados os parametros de fluorescéncia da clorofila a de aguapé
em fungdo da variacao temporal, constata-se que apenas os parametros Fo, F € Fy
foram significativamente diferentes, com as maiores médias ocorrendo no segundo
ano de coleta. Os resultados obtidos por Campaneli et al. (submetido) (Anexos 5 e
6) podem em parte explicar o aumento no parametro Fy, visto que nas regides do
médio, baixo e alto RPS, as concentragdes de Cu e Zn foram mais elevadas nas
raizes. Conforme foi demonstrado por Ralph & Burchett (1998), um aumento dos
valores de Fy ocorreu em fungédo da exposicao de Halophyla ovalis aos metais Zn e
Cu em condicbes controladas. Os valores mais elevados da fluorescéncia variavel
(Fv) neste segundo ano sdo resultantes principalmente dos elevados valores de F,.
Estes elevados valores de F, podem estar relacionados com o aumento do
conteudo de clorofilas totais, conforme foi visto por Miranda et al. (1981). Esta
relacdo nao foi constatada, provavelmente devido ao numero amostral insuficiente.
Também é possivel que os menores valores de F,, encontrados durante o primeiro
ano possam indicar protecao do aparelho fotossintético contra o excesso de energia
de excitagdo por meio do fechamento dos centros de reacdo do FS; (Campbell et al.,
2003; Pospisil, 1997).

Os parametros da concentracao dos pigmentos fotossintéticos analisados em
aguapé durante o segundo ano de estudo indicaram que as tendéncias nao foram as
mesmas durante o periodo de estudo. Desse modo, as diferencas entre os distintos
locais para os parametros [Clo b], [Caro], clo a/b e Clo (a + b)/(caro) dependeram do
fator periodo de coleta, enquanto que para [Clo a] e [Clo Totais] ndo dependeram do
periodo de coleta.

De forma geral, os parametros [Clo b], [Clo a], [Caro], clo a/b e [Clo Totais]
apresentaram valores mais elevados nas regides do médio e alto RPS durante o
primeiro ano de estudo. Isto pode ser devido ao fato das plantas de aguapé terem
absorvido maiores concentragcdes de metais pesados nestas porcoes do RPS em
relacdo ao controle, conforme demonstrado por Campaneli et al. (submetido). Mishra
et al. (2007) verificaram que plantas de aguapé intoxicadas com Cd aumentaram o
conteudo de clorofilas a, b, clorofilas totais e carotendides em concentracdes de 0,1
ug.mL " para 24 e 48h de exposicdo. Entretanto, quando o tempo de exposicdo e a
concentracdo das solucdes de Cd foram ampliados houve uma queda nos valores
das concentracbes destes pigmentos (exceto carotendides). Hu et al. (2007)

verificaram que baixas doses de Cu estimulam a elevagdo dos conteudos de
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clorofilas, carotendides e proteinas em aguapé. A degradagdo de pigmentos
fotossintéticos (Clorofila a, b e clorofilas totais) é rotineiramente observada em
plantas expostas a elevadas concentracées de metais pesados (Stobart et al., 1985;
Rai et al., 1995a). Deste modo, é possivel que as concentracées de metais pesados
encontrados nas amostras de aguapé durante o periodo chuvoso possam ter
estimulado um aumento dos valores destes pigmentos.

No segundo ano de estudo os maiores valores de [Clo a], [Clo b], [Caro] e [Clo
Totais] encontrados na regiao do rio Imbé se comportaram diferentemente dos
valores encontrados no ano anterior. Isto foi devido possivelmente as altas
concentracdes de Mn (Anexo 7) encontradas no limbo de aguapé no periodo seco.
Também é possivel que algum outro agente xenobidtico (como, por exemplo, 0s
herbicidas triazinicos) tenha contribuido para o aumento nos valores desses
pigmentos. A absorcdo de compostos organicos como herbicidas pelas plantas é
afetada pelas propriedades quimicas do composto, pelas condicdes ambientais e
pelas caracteristicas da espécie vegetal (Burken & Schnoor, 1996). Deste modo,
estes xenobidticos, em maiores concentracbes podem ter contribuido para o
aumento do conteludo destes pigmentos nas plantas. Esta seria uma forma de
manter o seu aparelho fotossintético funcionando em melhores condigdes, como
discutido anteriormente.

As variacdes nas concentragbes de clorofila a e b refletiram-se diretamente
nos valores da razao clorofila a’b. Segundo Goncalves et al. (2001) isto constitui um
bom indicador de alteracdes ambientais. Ambas as clorofilas sdo componentes das
membranas dos cloroplastos e ocorrem na razdo de aproximadamente 3:1
(Lichtenthaler et al., 1981). As razbes encontradas neste trabalho variaram entre
2,1:1 e 3,5:1. Quando avaliada a relacao clo a/b no segundo ano de estudo verificou-
se gque no periodo seco, tanto o rio Imbé quanto o baixo RPS foram as regiées que
apresentaram os menores valores para esta razdo. Observando-se os valores de
[clo b] neste mesmo periodo constata-se que estes se apresentam mais elevados
neste ambientes, contribuindo com a queda dos valores de clo a/b. Segundo
Seybold & Egle (1937) plantas expostas a elevados fluxos de fétons fotossintéticos
(FFF) apresentam as razdes clorofila a/b em torno de 3,2 a 4,0 e plantas crescendo
em ambientes com reduzidos FFF possuem razdes de clorofila a’b em torno de 2,5 a
2,9. A queda nestes valores se deve em parte, ao aumento de clorofila b em

ambientes mais sombreados ou com baixa disponibilidade luminosa, o que acaba
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conduzindo a uma diminuicao desta razdo. Portanto, € possivel sugerir que estes
menores valores observados para a razao clo a/b no rio Imbé e baixo RPS podem
ser reflexo da menor radiagdo solar (Anexo 1) a que estas plantas estiveram sujeitas
no periodo seco do segundo ano de estudo. Isto também ajudaria a explicar a
variacao ocorrida nos parametros [clo b] e Clo (a + b)/(caro) no rio Imbé com as
maiores médias ocorrendo no periodo seco e para o parametro clo a/b no rio Imbé e
baixo RPS com as maiores médias no periodo chuvoso (maior radiacao solar). Outro
fato que deve ser considerado é o habito livre desta planta flutuante, o que impede
inferéncias seguras a cerca de onde elas estavam dias antes do momento de coleta,
apesar destas formarem bancos relativamente fixos proximos a margem dos rios, e
no caso do rio Imbé, em ambientes sombreados pela mata ciliar.

Hendry et al. (1987) verificaram que a degradacdo de clorofila pode estar
relacionada a ocorréncia de estresse ambiental. Assim, alteragcdes na razao clorofila
a/lb em aguapé também podem estar relacionadas com a concentragcdo dos
poluentes despejados no RPS. Em &guas poluidas por metais, plantas aquaticas
agem como bioabsorventes. Neste contexto, macréfitas flutuantes sao
particularmente usadas na reducao e monitoramento de metais pesados, ja que elas
formam bancos e atingem o equilibrio com o meio que as circunda dentro de um
curto periodo (Muramoto & Oki, 1983; Rai et al., 1995b; Maria et al, 2001).
Entretanto, o aumento na relacao clorofila a/b observado nas plantas provenientes
do médio e alto RPS sugerem que elevadas taxas de radiacdo solar possam ter
influenciado esta relacdo. Segundo Ito ef al. (1996), as clorofilas a e b sao
interconvertidas no ciclo das clorofilas e formam complexos de clorofila-proteina que
sao importantes na regulacao e organizagao do FS;,.

Quando analisada a concentracao de carotendides no segundo ano de coleta
verificou-se que os maiores valores ocorreram no periodo seco nas plantas do rio
Imbé e alto RPS. Estes valores elevados indicam que neste periodo (baixa
luminosidade, portanto menor efeito fotoinibitério) possa ter havido a concentracao
de contaminantes ambientais. No caso do alto RPS a explicacdo seria 0 aumento
nas concentracées dos materiais de origem antropogénica despejados neste trecho
do RPS que induziram um aumento deste pigmento. J& no caso do rio Imbé, por
este teoricamente estar livre de contaminantes, era esperado valores inferiores aos
encontrados, 0 que nos leva a sugerir que possa de fato ter havido uma

contaminacdo ambiental de origem desconhecida (possivelmente um agente
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xenobibtico). Outro fato que pode ter contribuido para esse aumento € a herbivoria
causada por insetos observada nesta ultima coleta nas plantas do rio Imbé.

Carotendides sao reconhecidos como importantes antioxidantes, tanto in vivo
quanto in vitro. Eles podem interagir com oxigénio singleto e radicais livres,
prevenindo processos potencialmente letais, tais como peroxidacdo de lipidios.
Mishra et al. (2007) verificaram que plantas de aguapé intoxicadas com Cd
aumentaram o conteldo de carotendides quando elevadas concentragdes deste
metal foram utilizadas, mostrando que estas plantas podem se adaptar a mudancas
na concentracdo deste metal através do ciclo das xantofilas. Muitas plantas mostram
grandes diferencas no nivel absoluto de carotendides e habilidade para sintetizar
zeaxantina em resposta a condicdes de estresse (Kenneth et al.,, 2000). No entanto,
€ importante ressaltar que os fotossistemas Il sdo fotoprotegidos pelo mecanismo de
dissipacao de energia dependente do ciclo das xantofilas (Demmig-Adams & Adams,
1996; Gilmore, 1997; Merzlyak & Solovchenko, 2002). Este mecanismo é controlado
por feedback sendo ativado quando a folha esta sob niveis excessivos de luz, ou
sujeitas a concentracbes elevadas de metais pesados, contribuindo com a
dissipacao do excesso de energia luminosa absorvida na forma de calor. O aparelho
fotossintético € capaz de uma reorganizacao dinamica em resposta as mudancas de
intensidade e qualidade de luz (Ohtsuka et al. 1997).

As xantofilas tém grande importancia na protecao do aparelho fotossintético
devido a sua acdo na dissipacdo da energia térmica que evita a formacédo do
oxigénio singleto no centro de reagao do FS; (Silva, 1998; Gongalves et al., 2001;
Merzlyak & Solovchenko, 2002; Burns et al., 2003). Aumento nas concentracdes
destes pigmentos foi verificado quando plantas de aguapé foram expostas a
elevadas concentracées de metais pesados (Hu et al., 2007; Mishra et al., 2007).
Sob condicbes de estresse tais como excesso de energia luminosa, a violaxantina é
convertida rapidamente em zeaxantina, liberando na forma de calor o excesso de
energia que chega aos fotossistemas (Demmig-Adams & Adams, 1996). Assim, os
maiores teores de carotendides encontrados em aguapé no médio e alto RPS no
periodo chuvoso do primeiro ano de estudo e nas amostras das plantas do rio Imbé
no segundo ano de estudo, podem ser indicativos de um mecanismo protetor da
planta contra os efeitos de poluentes no ambiente, excesso de energia luminosa ou
herbivoria.

De maneira geral, neste estudo foi verificada uma correlacao positiva entre o
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conteudo de pigmentos carotendides e os parametros de dissipacao nao-fotoquimica
(gn € NPQ) no aguapé. Assim, € possivel que esta planta se utilize deste mecanismo
para evitar o comprometimento do aparelho fotossintético e manter o rendimento do

processo.

6.3. Analises Anatomicas e Ultraestruturais

6.3.1. Microscopia Optica (MO)

Os dados obtidos neste trabalho indicaram que o padrdo anatémico do
mesofilo de aguapé apresenta-se composto por feixes vasculares colaterais que sao
intercalados por regides de parénquima clorofiliano frouxo, com lacunas de ar
corroborando os resultados de Mahmood et al. (2005). Segundo estes autores o
mesofilo de aguapé é diferenciado em parénquima palicadico e parénquima
lacunoso. A camada de parénquima palicadico esta presente tanto na parte superior
(com 5 a 7 camadas de células), abaixo da epiderme adaxial, quanto na parte
inferior (com 2 a 3 camadas de células), acima da epiderme abaxial. O parénquima
lacunoso consiste de grandes espacos de ar envolvidos por células com paredes
celulares delgadas e cheias de cloroplastos (Mahmood et al., 2005). A presenca de
lacunas de ar nos diferentes érgdos esta relacionada a manutencdo da maior
eficiéncia de trocas gasosas (Coan et al., 2002), além do auxilio na flutuacdo da
planta, representando adaptacdes ao ambiente aquéatico.

No geral as plantas de aguapé apresentaram células parenquimaticas
levemente plasmolisadas (exceto no médio RPS no periodo seco de 2005). Segundo
Van Steenis (1957) e Sculthorpe (1967), as plantas aquaticas normalmente
apresentam grandes variacdes fenotipicas, incluindo modificagdes nas estruturas
caulinares e foliares. Assim, muitas plantas tém seu desenvolvimento diretamente
associado as variagées do ambiente em que se encontram. Possivelmente variagdes
no ambiente de coleta do médio RPS no periodo seco de 2005 (Fig. 12 C) possam
ter levado a alteragcdes na turgescéncia, que nao se repetiram nas demais coletas.

Plantas de aguapé do médio RPS apresentaram reducdo no tamanho das
células da epiderme adaxial no periodo seco de 2006 (Fig. 19 C). Isto sugere que
neste periodo as plantas de aguapé deste trecho do RPS poderiam estar expostas a
algum agente estressante a que outras amostras néo tiveram contato. Mahmood et

al. (2005) verificaram reducgao significativa no tamanho das células da epiderme
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adaxial e abaxial em folhas de plantas de aguapé submetidas a rejeitos de industria
téxtil. Do mesmo modo, foi possivel verificar que as amostras de plantas de aguapé
provenientes do médio e alto RPS apresentaram reducado no tamanho das células
epidérmicas do peciolo assim como as células epidérmicas do limbo foliar no
periodo seco de 2005. Mahmood et al. (2005) também verificaram reducdao no
tamanho das células epidérmicas do peciolo de aguapé sob condigdes de estresse.

Verificaram-se idioblastos nas amostras de limbo provenientes do rio Imbé
(Fig. 20 A) durante o periodo chuvoso de 2007. Estas células sdo comuns em folhas
de Pontederiaceae e segundo Gonzalez (2002) podem conter compostos fenélicos
(tanino). Os compostos fendlicos, assim como os cristais de oxalato de calcio séo
interpretados como estratégia de defesa que as folhas dispéem contra herbivoria
(Turner, 2001; Volk et al. 2002). Os compostos fendlicos e cristais sdo comumente
encontrados nas folhas de macréfitas aquaticas, juntamente com esclereides e
células amiliferas (Sculthorpe, 1985; Gonzales, 2002). Apenas na ultima coleta,
plantas provenientes do rio Imbé apresentaram herbivoria em relacao as plantas de
aguapé dos demais pontos de coleta, representando assim uma condicdo de
estresse.

As raizes (zona de absorcdo) apresentaram grandes espagos de ar com
trabéculas e particoes (aerénquima) de células parenquimaticas. Stutzel (1988)
inferiu que as espécies que formam o parénquima cortical com aerénquima sao
aquelas que crescem em solos encharcados ou ambientes alagados, o que pode ser
confirmado com os resultados obtidos no presente trabalho. A principal fungéo de
um tecido aerenquimatoso altamente compartimentalizado em plantas aquaticas é a
estabilidade mecanica (Williams & Barber, 1961). Esses autores sugerem que nesse
tecido fica preservado o minimo de oxigénio requerido de um ambiente aquatico,
pobre em oxigénio, e que os canais de ar nas partes aéreas das plantas aquaticas
suprem o oxigénio das raizes.

No presente estudo, verificou-se a presenca de estruturas que possivelmente
sao cristais de oxalato de calcio no feixe vascular das raizes de aguapé (Fig. 17, 18,
21 e 22). Cristais de oxalato de célcio e compostos fendlicos foram reportados como
uma forma de mitigar a toxicidade de metais em plantas, incluindo macréfitas
flutuantes (Rauser, 1999).

A zona de absorcdo das raizes das plantas coletadas no médio RPS no
periodo seco de 2006 apresentou uma reducdo do numero de camadas de células
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do cortex interno. Mahmood et al. (2005) observaram reducdo no numero de
camadas de células parenquimaticas do cértex interno das raizes de plantas de
aguapé crescidas em rejeito de industria téxtil. Isto sugere que no trecho do médio
RPS as plantas de aguapé possam estar sofrendo um maior aporte de substancias

nocivas (xenobio6ticos) em relagao ao controle.

6.3.2. Microscopia Eletrénica de transmissao (MET)

No geral, as folhas de aguapé provenientes do rio Imbé apresentaram maior
quantidade de grdos de amido, indicando a eficacia do processo fotossintético
nestas plantas. Além disso, as organelas ocuparam posicdo marginal, sugerindo
integridade do vacuolo (Fig. 23 A e B). Também foi possivel observar que os
cloroplastos exibiram sua estrutura tipica, com formato de elipse (Fig. 23 A). Nas
micrografias obtidas nota-se o estroma e a integridade das membranas dos
tilacéides, com o empilhamento caracteristico dos mesmos.

No presente estudo, o volume do estroma aumentou nos cloroplastos de
aguapé do médio RPS (Fig. 24 B, B1e B2; 26 C e G; 27 C), sendo que esta
alteracao persistiu independente dos periodos de coleta (seco ou chuvoso). O
aumento do volume do estroma é uma caracteristica tipica de plantas em resposta
ao estresse (Rangel et al., 2002; Borges et al., 2004; Vitoria et al., 2004; Vitéria et
al., 2006). Plantas de rabanete (Raphanus sativus L.) tratadas com 1.0 mM CdCl,
exibiram cloroplastos mais inchados devido ao aumento no volume do estroma
(Vitéria et al., 2004). O mesmo foi observado em plantas estressadas que nao
cresceram em presenca de metais pesados, tal como cloroplastos de maracuja em
resposta ao metil jasmonato (Rangel et al., 2002) e os cloroplastos de plantulas de
arroz expostos a clorato (Borges et al., 2004).

No geral, as plantas de aguapé provenientes do médio RPS nao apresentaram
graos de amido, independente do periodo de coleta. Estes dados sugerem que haja
uma menor eficacia do processo fotossintético em funcdo do aporte de material
antropogénico neste trecho do RPS. Molas (2002) observou que os cloroplastos de
plantas couve (Brassica oleracea) tratadas com Ni (II) - Glu ndo continham graos de
amido.

No periodo chuvoso do segundo ano de coleta, observou-se que as plantas de
aguapé do rio Imbé sofreram algum tipo de estresse que levou ao acumulo de
plastoglébulos dentro dos cloroplastos (Fig. 27 E). Plastoglébulos também foram
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observados em plantas provenientes do médio e alto RPS. Estas estruturas em geral
contém corpos lipidicos produzidos pelos plastidios (Lichtenthaler, 1968). Tem sido
proposto que, assim como os corpos lipidicos formados pelo reticulo endoplasmatico
(Fernandez & Staehelin, 1987), plastoglébulos podem ser envolvidos por uma
monocamada lipidica reforcada com proteinas (Kessler et al.,, 1999; Smith et al.,
2000). Durante a senescéncia, o numero de plastoglébulos aumenta com a
degradacao dos tilacoides. O numero de plastoglébulos também aumenta em
plantas sujeitas as condicbes ambientais que aumentem o estresse oxidativo no
aparelho fotossintético. Isto inclui o aumento das concentracées de CO. (Sallas et
al., 2003), aumento nas concentracées de ozbnio (Britvec ef al., 2001), exposicao a
complexos organicos Ni(ll)-Glutamato (Molas, 2002), infeccao viral (Hernandez et al.,
2004). Outra possivel causa da grande presenca de plastoglébulos nas folhas de
aguapé do rio Imbé poderia ser em funcao da herbivoria sofrida por estas plantas
neste periodo. Deste modo, é possivel inferir que as plantas estudadas no final do
periodo chuvoso de 2007 sofreram algum dano que levou ao aumento da sintese de
plastoglobulos como mecanismo de defesa.

7. CONCLUSAO

e Os resultados obtidos através dos parametros de fluorescéncia da clorofila a
para as plantas de aguapé permitem concluir que durante o periodo de
estudo, as atividades antropicas que alteram as caracteristicas fisico-
quimicas do RPS nao afetaram o seu desempenho fotoquimico, visto que o
rendimento quantico maximo do FS; (F./Fm) apresentou-se dentro dos limites
aceitaveis para uma planta sadia. Desta forma, nao se confirmou a hipétese
de que aguapé apresente sinais estresse quanto ao seu rendimento
fotoquimico quando sujeito a diferentes cargas de poluentes ambientais ao
longo do RPS. Também ndo confirmamos a hip6tese do efeito temporal e
espacial no rendimento fotossintético de aguapé.

e O uso da razédo F,/Fy permite uma melhor discriminagcdo das diferengas no
rendimento quéantico do FS; em plantas de aguapé que a razao F,/Fy,.

e Os resultados da dissipacdo nao-fotoquimica (gn € NPQ), revelaram que as
plantas provenientes das regides do médio e alto RPS dissipam mais energia
na forma de calor durante o periodo seco quando comparados com o
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controle. Apesar disso, ndo houve variacdo temporal entre os periodos de
coleta. Isto sugere que os locais de coleta foram mais importantes que o
periodo e/ou ano de estudo.

Os carotendides apresentaram correlacdo positiva com os parametros de
dissipacao nao-fotoquimica (qn € NPQ), sugerindo que as plantas de aguapé
quando se deparam com algum tipo de estresse ambiental, seja ele fisico
(intensidade luminosidade), quimico (exposicao a rejeitos de origem antropica
ex.: metais pesados e pesticidas) ou biolégico (herbivoria), podem ativar o
ciclo das xantofilas como forma de evitar que a planta sofra algum tipo de
dano no seu aparelho fotossintético.

Os dados de microscopia confirmaram a hipétese de que os efeitos dos
poluentes promovem alteracées anatbmicas e ultraestruturais em aguapé ao
longo do RPS. Apesar de as plantas de aguapé do médio e alto RPS terem
apresentado algumas alteracdes anatébmicas (MO) e ultraestruturais (MET)
mais aparentes que o controle, estes ndao ocorreram de maneira drastica, pois
a integridade das células, cloroplastos e membranas das organelas foram
mantidas.

O médio RPS foi a porcdo do rio onde as plantas apresentaram os
sintomas/indicacbes de maior exposicdo a xenobiodticos. Entretanto, as
alteracoes ecofisiologicas, anatbmicas e ultraestruturais apresentadas
parecem ser suficientes para a manutencdo do processo fotoquimico em
aguapé. Assim, rejeitamos a hipétese de que as alteracdes estruturais em

aguapé se refletem na reducéao da eficiéncia fotoquimica e/ou vice versa.
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Apéndice 1. Parametros de fluorescéncia da clorofila a (média * erro padrao)
determinados em aguapé no rio Imbé e em trés pontos no rio Paraiba do Sul (RPS)
no periodo de 2005 a 2007. As letras A, B e C comparam os diferentes locais dentro
de cada periodo de coleta no ano. Letras a e b comparam os periodos dentro de
cada local no mesmo ano de coleta. As letras Y e Z comparam o periodo entre 0s
anos (seco 2005 com seco 2006; e chuvoso 2006 com chuvoso 2007). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA — multifatorial e teste de

Tukey). qn = dissipacdo nao-fotoquimica e NPQ = dissipacao nao-fotoquimica. IM
rio Imbé; BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP = alto RPS; SE = seco e CH

chuvoso.

Parametros de fluorescéncia da clorofila a

an

NPQ

0,019 + 0,001 AaY

0,025 + 0,003 BaY

0,022 + 0,000 AaZ

0,029 + 0,001 AaY

0,026 + 0,002 AaY

0,030 + 0,002 ABaY

0,020 + 0,002 AaY

0,032 + 0,004 AaY

0,029 + 0,002 AaY

0,037 + 0,002 ABaY

0,028 + 0,002 AaY

0,040 + 0,002 AaY

0,031 + 0,002 AaY

0,045 + 0,003 AaY

0,021 + 0,001 AaY

0,033 + 0,001 AaY

anN

NPQ

0,023 + 0,001 ABbY

0,035 + 0,002 ABaY

0,036 + 0,003 AaY

0,042 + 0,004 AaY

0,021 + 0,001 BaY

0,027 + 0,002 BaY

0,019 + 0,002 BaY

0,029 + 0,004 AaY

0,025 + 0,002 ABaY

0,034 + 0,002 ABaY

0,026 + 0,001 ABaY

0,036 + 0,001 AaY

0,033 + 0,002 AaY

0,044 + 0,003 AaY

Local Periodo
5 SE/2005
o CH/2006
2 SE/2005
S BP
9 CH/2006
2 SE/2005
S MP
- CH/2006
SE/2005
AP
CH/2006
Local Periodo
5 SE/2006
o CH/2007
2 SE/2006
S BP
9 CH/2007
2 SE/2006
S MP
& CH/2007
SE/2006
AP

CH/2007

0,027 + 0,001 ABaY

0,035 + 0,001 AaY
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Apéndice 2. Concentracdes de pigmentos carotenodides determinados em aguapé
(média * erro padrdo) provenientes do rio Imbé e trés pontos no rio Paraiba do Sul
(RPS) no periodo de 2006 a 2007. As letras A, B e C comparam os diferentes locais
dentro de cada periodo de coleta no ano. Letras a e b comparam os periodos dentro
de cada local no mesmo ano de coleta. As letras Y e Z comparam o periodo entre os
anos (chuvoso 2006 com chuvoso 2007). Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p < 0,05; ANOVA — one-way (1° ano) e two-way (2° ano) e teste de
Tukey). [Caro] = carotendides. IM = rio Imbé; BP = baixo RPS; MP = médio RPS; AP
= alto RPS; SE = seco e CH = chuvoso.

Concentracédo dos pigmentos carotendides

% Local  Periodo prEgif:Or]]ﬁ'Z
8 1B CH2006 0,009 +0,001 BZ
S Bp  CH2006 0,007 +0,001 BZ
& Mp CH2006  0,013+0,001 AY
~ AP CH2006  0013+0,001 AY
Local Periodo prL%igorL'Z
- SE/2006 0,016 + 0,001 Aa
g CH/2007 0,016 + 0,001 AaY
3 8p SE/2006 0,011 £0,001 Ba
§ CH/2007 0,011 0,001 BaY
§ e SE/2006 0,011 +0,001 Ba
N CH/2007 0,013 + 0,001 BaY
AP SE/2006 0,016 + 0,001 Aa
CH/2007 0,013 + 0,001 BaY
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10. ANEXOS
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Anexo 1.Radiagao solar média mensal no periodo de janeiro de 2005 a maio de
2007 para o municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro (Fonte dos
dados: Estacdo Evapotranspirométrica do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias, Universidade Estadual Norte Fluminense, PESAGRO-RIO).
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Anexo 2. Temperaturas médias mensais e pluviosidade total mensal no periodo de
janeiro de 2005 a maio de 2007 para o municipio de Campos dos Goytacazes, Rio
de Janeiro (Fonte dos dados: Estagdo Evapotranspirométrica do Centro de Ciéncias
e Tecnologias Agropecuérias, Universidade Estadual Norte Fluminense, PESAGRO-
RIO).
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Anexo 3.Vazio média mensal (m*.s™") na regido do baixo RPS no periodo de janeiro
de 2005 a maio de 2007. (Fonte: Laboratério de Ciéncias Ambientais, Universidade
Estadual do Norte Fluminense).

Anexo 4. Série histérica da vazdo (m*.s™) na regido do baixo RPS nos anos de 1995
a 2007. N = numero amostral. (Fonte: Laboratério de Ciéncias Ambientais,
Universidade Estadual do Norte Fluminense).

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Minima 200 300 470 288 215 264 115 117 271 237 326 207 124,
Méaxima 1.800 2.600 2.340 1.200 1.530 1.686 1.433 2.121 4.624 3.130 3.997 2.480 4.936
Média 530 968 928 618 634 724 438 527 840 957 1.074 709 988
N 12 12 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 18
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Anexo 5. Concentracdes de Cu (mg/Kg de matéria seca) em tecidos de aguapé coletados em quatro pontos (rio Imbé, baixo, médio e
alto RPS) nos periodos seco de 2005 e 2006 e chuvoso de 2006 e 2007. Letras maiusculas (A, B...) representam a estatistica para o
mesmo periodo do ano entre os diferentes pontos de coleta. Letras minusculas (a, b...) — comparacao entre as partes da planta em um
mesmo ponto de coleta e mesmo periodo do ano. Y e Z - comparagao entre periodo seco e chuvoso do mesmo ano de coleta para um
mesmo ponto de coleta (Tukey 5%). RPS — rio Paraiba do Sul. Periodo seco (setembro e outubro). Periodo chuvoso (marco).

Cu rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
Partes do periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo
vegetal 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006
g Limbo foliar 7,00 £ 0,38 8,00 + 0,51 7,00 £ 0,23 15,0 £2,35 11,0+£0,48 13,0 £ 0,00 7,00 + 0,38 14,0 £1,29
8 CbY BcY Bbz AaY AcZ AcY Bbz AbY
()
©
e Peciolo foliar 8,00 £ 0,28 7,00 £0,17 7,00 £ 0,24 8,00 + 1,08 11,0 £ 0,03 11,0 £ 0,55 7,00 0,21 11,0 £ 0,55
S CbY CcY Cby BCbY BcY AcY AbZ AcY
Raiz jovem 12,0 £ 0,04 10,0 £0,00 24,0+1,14 15,0 £ 0,51 27,0+0,16 20,0 + 0,51 18,0 £ 0,24 22,0 + 0,00
Cay CbY AaY Baz AbY AaZ Baz AaY
Raiz adulta 13,0+ 0,15 14,0 £ 0,51 29,0 +1,72 14,0 £ 0,45 35,0 £ 0,58 17,0 £ 0,51 19,0 £ 0,07 17,0 £ 0,51
DaY AaY BaY AaZ AaY AbZ CaY AbZ
Cu rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
Partes do periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo
vegetal 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007
© . .
ko] Limbo foliar 10,7 £ 0,29 6,50 + 0,69 12,8 £ 0,01 12,4 + 0,57 18,8 £2,12 11,4 + 0,51 8,60 + 1,24 11,3+1,33
3 BecY Bbcz BbY AbY AbY AcZ BbcY AcY
()
©
2  Peciolo foliar 10,4 +0,98 3,61 0,28 14,0 +£0,50 10,6 +£0,63 16,2+0,70 8,40 + 0,63 5,40 + 0,53 6,50 + 0,55
& BaY CeZ AbY AbZ AbY ABcZ CeY BcY
A
Raiz jovem 13,0 £ 0,54 8,00 + 0,96 28,1+ 2,07 17,8 +1,15 29,5+1,03 17,2 + 0,61 11,8 £0,44 18,3 +1,67
BaY BabzZ AbY AaZ AaY AbZ Bbz AbY
Raiz adulta 13,0 £1,00 10,3 £1,00 50,8 + 8,83 19,7 £ 1,04 32,3 +1,00 27,8 1,00 22,8 + 1,01 26,9 +1,15
BaY CaY AaY BaZz ABaY AaZ BaZ AaY

Campaneli et al. (submetido)
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Anexo 6. Concentracdes de Zn (mg/Kg de matéria seca) em tecidos de aguapé coletados em quatro pontos (rio Imbé, baixo, médio e
alto RPS) nos periodos seco de 2005 e 2006 e chuvoso de 2006 e 2007. Letras maiusculas (A, B...) representam a estatistica para o
mesmo periodo do ano entre os diferentes pontos de coleta. Letras minusculas (a, b...) — comparacao entre as partes da planta em um
mesmo ponto de coleta e mesmo periodo do ano. Y e Z - comparacao entre periodo seco e chuvoso do mesmo ano de coleta para um
mesmo ponto de coleta (Tukey 5%). RPS — rio Paraiba do Sul. Periodo seco (setembro e outubro). Periodo chuvoso (marco).

Zn rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
Partes do periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo
vegetal 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006
© Limbo foliar 41 £ 3,72 27 £ 0,80 38 £ 3,19 36 £ 0,93 53 £ 5,68 58 + 0,81 34 +2,82 52 +0,38
2 ABbY Ccz ABcY BdY AbY AcY Bbz AdY
o
()
o ; . 44 + 2,07 25+0,70 30 + 3,50 30 £ 0,55 94 +1,94 59 +1,96 46 £ 2,80 92 + 0,00
g  Peclolofoliar BbY Coz CoY CoY AbY BeZ BbZ AcY
Raiz iovem 46 + 2,16 56 + 0,93 91 + 3,57 64 +1,87 300 + 11,02 138 £ 3,29 135 +£ 4,37 166 + 1,64
I DbZ CbY caY CbZ AaY Baz Baz AbY
Raiz adulta 108 +2,35 67 £ 0,93 73 +3,16 78 0,51 417 £ 34,76 113+ 1,64 131 £1,33 228 + 2,85
BaY Daz BbY Caz AaY BbZ BaZ AaY
Zn rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
Partes do periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo
vegetal 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007 2006 >huvoso 2007
S | imbo foliar 38,1+2,93 35,3 +0,68 434 +225 56,2 +1,12 122 £ 6,01 50,5 + 3,79 42,1 +4,40 44,4 +4,82
2 BcY BdY Bbz AbY AdY Adz BecY ABcY
[&]
()
©
9 Peciolo foliar 40(,)6 + 1,30 50,6 +3,13 57,3+0,38 76,3 +1,25 315 16,93 1540 + 39,4 45,2 +1,34 76,2 +4,75
S cZ BeY BbZ BbY AcZ AcY BCcZ BeY
2,
Raiz iovem 69,8 +3,30 71,4 £5,23 98,7 + 8,06 202 + 8,87 467 + 58,4 3289 49,5 101 £4,10 271 +16,8
] BbY CbY BaZ BaY AbZ AaY BbZ BaY
Raiz adulta 88,8 £ 2,00 117 £ 1,00 115+1,28 211 £4,74 961 £ 21,0 2666 + 237 134 £0,16 199 + 5,26
BaZ BaY BaZ BaY AaZ AbY BaZ BbY

Campaneli et al. (submetido)
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Anexo 7. Concentracdes de Mn (mg/Kg de matéria seca) em tecidos de aguapé coletados em quatro pontos (rio Imbé, baixo, médio e
alto RPS) nos periodos seco de 2005 e 2006 e chuvoso de 2006 e 2007. Letras maiusculas (A, B...) representam a estatistica para o
mesmo periodo do ano entre os diferentes pontos de coleta. Letras minusculas (a, b...) — comparacao entre as partes da planta em um
mesmo ponto de coleta e mesmo periodo do ano. Y e Z - comparacao entre periodo seco e chuvoso do mesmo ano de coleta para um
mesmo ponto de coleta (Tukey 5%). RPS — rio Paraiba do Sul. Periodo seco (setembro e outubro). Periodo chuvoso (marco).

Mn rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
Partes do periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo
vegetal 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006 2005 chuvoso 2006
© Limbo foliar 1841 + 58,2 1025+ 12,5 220+ 11,5 471 £ 9,46 225+ 1,33 433 + 0,00 337 £5,69 556 + 4,47
2 AbY AcZ Bcz CbY Bcz DdY BeY BdY
o
()
° . . 2824 + 152 1520 + 58,4 339 + 8,81 518 + 8,69 355 + 3,83 659 + 5,00 423 + 18,8 864 + 17,3
g  Peclolofoliar AbY AbZ BbZ DoY BeZ CeY BeZ BeY
Raiz jovem 1108 + 74,9 1560 + 18,9 595 +72,9 637 £ 31,0 1189 + 197 1968 + 47,3 2911 £32,0 2063 = 0,00
] Bbz BbY CaY CbY Bbz AaY AbY AbZ
Raiz adulta 20807 + 646 3558 + 0,00 639 + 23,6 2773 £ 67,6 6361 + 899 1039 + 52,7 4777 + 97,8 4883 + 94,6
AaY BaZ Caz Cay BaY Dbz BaY AaY
Mn rio Imbé Baixo RPS Médio RPS Alto RPS
Partes do periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo periodo seco periodo
vegetal 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007 2006 chuvoso 2007
© Limbo foliar 1015+ 18,2 687 + 15,8 287 +124 552 + 5,60 449 + 6,10 225+ 10,1 375 + 33,1 328 £+10,8
% AcY AcZ Cdz BcY BbY Dbz BCbY CbY
[&]
()
© . . 1506 + 27,2 1742 £+ 114 452 + 11,5 755+ 16,0 948 + 46 489 + 6,20 726 + 14,1 627 = 30,0
g  Peciolofoliar AcZ AbY Dcz BoY BbY BbZ Cby BbZ
2,
Raiz iovem 3014 £ 69,8 1997 + 98,9 875+ 34,3 2561 £ 321 2449 + 238 1210 £ 14,9 905+ 11,3 2392 + 74,7
] AbY AbZ Bbz AbY AaY Baz Bbz AbY
Raiz adulta 6746 + 286 6608 + 325 1242 + 39,5 6981 £ 103 2673 £ 48,0 1719 £ 285 4363 + 284 4691 + 974
AaY AaY Daz AaY Caz BaY BaY AaY

Campaneli et al. (submetido)



