Eichhornia crassipes E METAIS: AVALIACOES IN LOCO E
EXPERIMENTAIS DAS RESPOSTAS ECOLOGICAS,
FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM RIOS FLUMINENSES.

MARIA ANGELICA DA CONCEICAO GOMES

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO — UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES — RJ
Outubro de 2016



Eichhornia crassipes E METAIS: AVALIACOES IN LOCO E
EXPERIMENTAIS DAS RESPOSTAS ECOLOGICAS, FISIOLOGICAS
E BIOQUIMICAS EM RIOS FLUMINENSES.

MARIA ANGELICA DA CONCEICAO GOMES

“Tese apresentada ao Centro de Biociéncias e
Biotecnologia, da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtencdo do titulo de

Doutor em Ecologia e Recursos Naturais”.

Orientadora: Prof.Dr2. Angela Pierre Vitoria

Coorientadora: Prof. Dr2. Marina Satika Suzuki

Campos dos Goytacazes
Outubro de 2016

II



Eichhornia crassipes E METAIS: AVALIACOES IN LOCO E
EXPERIMENTAIS DAS RESPOSTAS ECOLOGICAS, FISIOLOGICAS
E BIOQUIMICAS EM RIOS FLUMINENSES.

MARIA ANGELICA DA CONCEICAO GOMES

“Tese apresentada ao Centro de Biociéncias e
Biotecnologia, da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtencdo do titulo de

Doutor em Ecologia e Recursos Naturais”.

Aprovada em 14 de outubro de 2016
Comissa@o Examinadora:
\—'DQ%AMVA/%

Dr.2 Ligia Ribas Macabu (Doutora em Ecologia e Recursos Naturais) —
Porto do Agu Operagdes S.A.

/f—/,z,/’:'\ﬂ}/ /" 4 5 / e 4 }
Prof. Marcos Sarmet Salomao (Doutor em Ciéncias) — UENF/LCA
7! ; - 24 :
TUMALZ&M/W
7

Prof®. Claudete Santa Catarina (Doutora em Biotecnologia) —
UENF/LBCT

Prof2. Mirina Satika_Suzuki (Doutora em Biociéncias) — UENF/LCA
(Co-orientadora
Cet

dJ
Prof3. Dr2. Angela Pierre Vitoria (Doutora em Biologia e Producgao
Vegetal) — UENF/LCA (Orientadora)




FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do Centro de Biociéncias e Biotecnologia
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
653 /2016

Gomes, Maria Angélica da Conceicéo

Eschhomia crassipes e metais: avaliagoes in loco e experimentais das
respostas ecolégicas, fisiologicas e bioquimicas em rios fluminenses. /
Maria Angélica da Conceigdo Gomes. -- Campos dos Goytacazes, 2016.

ix, 102, [2] f. : il

Tese (Doutorado em Ecologia e Recursos Naturais) — Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de Biociéncias e
Biotecnologia. Laboratério de Ciéncias Ambientais.

Area de concentragzo: Ecologia de organismos

Orientador: Vitoria, Angela Pierre

Bibliografia: f. 13-26; 51-60; 77-85; 89-90

1. Hiperacumuladora 2. Cromo 3. Rendimento fotossintético
4. Antioxidantes I. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro Il Titulo

581.7
G633e




“Quando vocé é bom com os outros, é melhor para vocé mesmo”.

(Felipe Aquino)

v



DEDICATORIA

Aos meus pais,

José Reis e Maria Anita.



AGRADECIMENTOS

Principalmente a Deus, que nos deu o dom da vida, fruto de sua imensa
bondade. A Nossa Senhora e a Sdo José a quem tantas vezes recorro nos
momentos de dificuldades;

Agradeco aos meus pais José Reis e Maria Anita, pela educacdo que
me deram, fruto de muito sacrificio, e por entenderem que almejo algo melhor
para nos;

Agradeco a professora Angela Pierre Vitéria pela orientacéo.

Agradeco a Professora Marina Satika Suzuki, pela paciéncia e amizade
durante todos esses anos de orientacao e co-orientacao;

A professora Cristina Maria Magalhdes de Souza pelos ensinamentos e
pelas contribuicbes para o enriguecimento deste trabalho e para minha
formacao;

A professora Claudete Santa Catarina pelos conselhos, amizade e
colaboracédo com o com estudo de poliaminas;

Ao Victor Aragdo pela dedicacdo e auxilio nas avaliacbes do contetudo
de poliaminas;

Ao Marcelo Almeida por auxiliar com as metodologias para
determinacao da concentragdo de metais;

Aos técnicos e professores do Laboratério de Ciéncias Ambientais;

Ao Gerson por todo apoio durante os trabalhos de campo;

Ao Jorge e a sua querida avo por acolher a mim e a Andresa com tanto
carinho em sua casa durante os trabalhos no rio Pomba,;

A Téassia e Vivian por ajudar na triagem e lavagem das plantas no
laboratorio e por todo apoio que me concederam.

A Andresa Bizzo pela amizade e parceria desde os trabalhos de
mestrado.

Ao Fabricio Porto pela dedicacdo e imensa ajuda nos trabalhos de
laboratorio e andlise estatistica. Muito, muito obrigada!!!

A Tatiane e Milena pela amizade e conselhos que me ajudaram a ndo
desistir.

A Rachel Hauser Davis por todas as colaboracdes em artigos e

também pela amizade.
VI



A todas amigas e amigos que colaboraram para minha formacao
profissional e pessoal;

Muito obrigada a todos que rezaram por mim!!!

VI



SUMARIO

AGRADECIMENTOS. ... e e e e e e e anans VI
LISTA DE FIGURAS. ...ttt et e e et e e e e e nnnreeee s X
LISTADE TABELAS......ccc ettt e enneeee s Xl
1 11V [ PP Xl
AB S T R A T e e e e et e an X1
CAPITULO 1 ittt 1
1. INTRODUGAQO GERAL .....cvveveeeeeeeeeeeeeeete et sae e eaeeae s 1
1.1. Metais e ecossistemas aqUALICOS ...........ceeviieeeiiiiiiiiiee e

I O o] 1 [0 PR

1.3. SAZONANAAAE. ... .oii e aaae 4
1.4. Macroéfitas aqUALICAS € MELAIS .......uveiiiieeeiiiiiiiiiiie e 6
1.5. FItOrre@mMEMIAGAD .......uuuuuiuiiiiiiiiitiiiiiiii e 8
1.6. Toxicidade nas plantas Por MELAIS ..............uuuuuiuumiiimmiiiiiiiiiiieeaaees 10
1.7. Producédo de poliaminas em resposta ao estresse por metal.................... 11
2. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e s r e e e e e e e e e anes 12
2.1. ODJELIVOS QEIAIS......cceeiieeiiiiie e e e e e e e e e e e e e eeaanns 12
3. APRESENTACAO DA TESE......ociiiieceeceee et 13
o  Capitulo L INtrOQUGEO ......uueeiieieeeeeiiieiieie e e e e e e 13

e Capitulo Il. Fotossintese e metais em Eichornia crassipes: variacao sazonal
e espacial €M r0S trOPICAIS ....uuuuiieeeeeeieiiiice e e e e e e e eeeanns 13

e Capitulo Ill: Aumento da assimilacdo de C em Eichornia crassipes exposta a
Cr3*: influéncia dos rios de origem, poliaminas e alteracdes ultraestruturais para

a resposta ecofiSIOIOQICA ..........eiiii i 13
e Capitulo IV. Discussao e conclusao geral.............cceeeieeeeeeeiiiiiiiiiie e, 13
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccviiiiiiiiiieecteeee e 13

CAPITULO Il FOTOSSINTESE E METAIS EM Eichornia crassipes:

VARIAC;AO SAZONAL E ESPACIAL EM RIOS TROPICAIS ......cccooveviieeeeeen, 27

RESUMO ...ttt ettt e e ettt e e e et e e e e e nar e e e e e annaeeeas 28

1. INTRODUGAO ..ottt ettt 29

2. MATERIAL E METODOS ..ottt 30

2.1. Material vegetal, periodo de amostragem, e locais de estudo .................. 30

2.2. Determinacao da concentragao de metais em E. Crassipes............cceeeue. 33
VII



2.3. Determinacdo da concentracdo de metais no material particulado em

S U] 01T 0 ST (o B PP PPPPPPP 34
2.4. Controle da qualidade ... 34
2.5. MedicOes eCOfiSIOIOQICAS.........cceiiiiieiieie e 35
2.5.1. TIOCAS QASOSAS ...uuuiiuinieiiieeetiieeetineeetreeeta e e et e e e et e e eet e e eea e e eaneeesneeennnaaes 35
2.5.2. Fluorescéncia da clorofila a............uueiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 36
2.6. ANAIISES ESTALISTICAS ....cce oo e oo 36
3. RESULTADOS ...t e e e e e e e et e e e e e e eees 36
3.1. ConCentragao A€ MELAIS.........cceeeeee e 36
3.2, TTOCAS JASOSAS ... .cceieiirrriiiiiaeeeeeetee e e e e e e et e ee s e e e e et e eensa e n e e e e e eeennnns 41
3.3. Fluorescéncia da clorofila a..........ccooeeeeeieeiii 42
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiiiieeeeceeeeeeeee e, 51

CAPITULO Ill: AUMENTO DA ASSIMILACAO DE C EM Eichornia crassipes:
INFLUENCIA DOS RIOS DE ORIGEM E POLIAMINAS PARA A RESPOSTA

ECOFISIOLOGICA. ..ottt ettt 61
RESUMO ....eeiiiiie ettt ettt e e e e e e st e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e s annnnenees 62
1. INTRODUGAOQ ...ttt en e, 63
2. MATERIAL E METODOS ..ottt 64
2.1. Material vegetal e locais de coleta ... 64
2.2. CondiGOES EXPEINMENTAIS ......ceeeeeeeeee e 65
2.3. Determinacao da concentracdo de Crtotal ..........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 65
2.4. Controle da qualidade .............ccooiiiiiiiiiiiii e 66
2.5. Mensuracao de troCas JASOSAS........uuuuiiieeeeeiiriiiiiiiieeeeeeeeeeeeruaa e eeeseeennnns 66
2.6. POlaMINGS ..o 66
2.8. ANAIISES eStatiStiCAS ......ccee e e e 67
3. RESULTADOS ... e e e e e e e e e e e e e e e eees 68
3.1. CoNCENLraGaO A€ CIOMO ...ccoeeeeeeeeee e 68
3.2, TTOCAS QASOSAS ... ceeeeeereriitieaeeeeeeeeeett e e e e e e e et e et b e e e e e e e e eeeeaanneeeeeeeennnes 68
3.3. Concentracao de POlIAMINGS ........ccouuuuiiiiiee e 70
3.4 DISCUSSAD ...ttt 73
A, CONCLUSOES ..ottt 76
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiiiiececeeeeeee e, 77
CAPITULO IV ottt sttt 86
1. DISCUSSAQD GERAL ....ooviiiiieiiieiteieieteee sttt 86
2. CONCLUSOES ...ttt 88

10



3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....c.ooueiieeeeeeeeeeeeee e, 89

Anexo do Capitulo Il: Fotossintese e metais em Eichornia crassipes: Variacao
sazonal e espacial €m oS troPICAIS ..........ccvivviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 91

Anexo do Capitulo 1ll: Aumento da assimilacdo de C em Eichornia crassipes
exposta a Cr3*: influéncia dos rios de origem e poliaminas para a resposta
[<To0) {157 0] [0 o | o¥= USSP 93

Apéndice do Capitulo II: Fotossintese e metais em Eichornia crassipes:
Variacdo sazonal e espacial €m rioS tropiCaIS.........evveeeeeieeeviiiiiiie e e 94

Apéndice do Capitulo Ill: Aumento da assimilacdo de C em Eichornia crassipes
exposta a Cr3*: influéncia dos rios de origem e poliaminas para a resposta
[<To0] {157 0] [0 o | o¥= U 96

VIII



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO Il: FOTOSSINTESE E METAIS EM Eichornia crassipes:
VARIACAO SAZONAL E ESPACIAL EM RIOS TROPICAIS

Figura 1. Localizacao dos rios Paraiba do Sul (RPS), Muriaé e Pomba. ......... 32

Figura 2. Espaco de ordenacdo dos componentes principais (PCA) em raizes
(A) e folhas (B) de Eichhornia crassipes. Concentra¢gdes de metais (Fe, Cr, Cu,
Mg, Mn e Al) no rio Paraiba do Sul = triangulo, Muriaé = quadrado e Pomba =
circulo. Estacéo seca = preto. Estacdo chuvosa =cinza .......ccccccccceeevieeeeennnnn, 40

Figura 3. Média e desvio padrdo dos parametros de trocas gasosas. A =
Assimilagéo de COz2 (A); gs = condutancia estomatica (B), Ci = carbono interno
(C) e E = transpiracdo (D) em Eichhornia crassipes dos rios Paraiba do Sul
(RPS), Muriaé (MR) e Pomba (PR) em agosto de 2012 (periodo seco = preto )
e fevereiro de 2013 (periodo chuvoso = cinza ). Letras mailsculas =
comparacao entre 0s rios no mesmo periodo. Letras minUsculas = comparacao
entre os periodos N0 Mesmo rio (P £ 0.05).N=10. .......cueeeieeeeiiiiiiiiiiiieieeeeeeees 42

CAPITULO Ill: AUMENTO DA ASSIMILACAO DE C EM Eichornia crassipes
EXPOSTA A Cr3*: INFLUENCIA DOS RIOS DE ORIGEM E POLIAMINAS
PARA A RESPOSTA ECOFISIOLOGICA.

Figura 1. Média com desvio-padrdo de A = Assimilacdo de CO:2 (A); gs =
condutancia estomética (B), Ci = carbono interno (C) e E = transpiracéo (D) em
Eichhornia crassipes dos rios Paraiba do Sul (RPS), Muriaé (MR) e Pomba
(PR) nos dias 0, 4 e 8 de exposicdo 1 mM Cr*3. Linhas cheias = controle.
Linhas pontilhadas = 1mM Cr20s. Letras em itdlico = tratamento controle.
Letras mailsculas = comparacdo entre 0s tratamentos no mesmo tempo.
Letras minUsculas = compara¢do do tempo para 0 mesmo tratamento.XYZ =
comparacgao entre os rios, no mesmo tempo e tratamento. (p<0,05). N =6. ... 70

Figura 2. Concentracgédo de poliaminas (ug g* PF) nas folhas (A, B, C, G, H, |,
N,O e P) e nasraizes (D, E, F, J, L, M, Q, R, S) de E. crassipes nos dias 0, 4 e
8 de exposicdo ao tratamento controle e 1mM de Cr20s3. PUT — Putrescina,
SPD - Espermidina, SPM — Espermina. Linhas cheias: tratamento controle e
linhas pontilhadas: 1mM de Cr20s. Letras mailsculas comparam entre 0s
tratamentos, mesmo tempo e rio. Letras mindsculas comparam no tempo e no
mesmo tratamento. XYZ comparam entre 0s rios, mesmo tempo e tratamento. *
indica maior concentragcdo de poliaminas entre folhas e raizes. (Manova).
(P<0,005). N=5. FM= massa fresca. Letras em italico representam o tratamento
(00] 01 (0] =PSRRI 72

IX



LISTA DE TABELAS

CAPITULO II: FOTOSSINTESE E METAIS EM Eichornia crassipes:
VARIA(;AO SAZONAL E ESPACIAL EM RIOS TROPICAIS

Tabela 1. Média dos parametros fisico-quimicos da agua coletada nos rios
Paraiba do Sul, Muriaé, e Pomba em agosto de 2012 (estacdo seca ) e
fevereiro de 2013 (eStaCao ChUVOSA). ......cccevviveiiiiiiiiie e 32

Tabela 2. Concentracbes de metais nas litologias dominantes na bacia de
drenagem do complexo rio Paraiba do Sul (RPS) (Fonte: RadamBrasil, 1983).
......................................................................................................................... 33

Tabela 3. Médias (+ desvios padrdes) da recuperacdo de metais (%) em folhas
de macéd material de referéncia padréo de 1515 e de recuperagéo de metal (%)
em referéncia sedimentos estuarinos material padréo 1646a, ambos fornecidos
pelo Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (EUA). limites ICP-OES
(Varian-720 ES, Alemanha) de deteccdo (ug g?) para material vegetal e
RS T0 |10 01T 01 (0 1S PP 35

Tabela 4. Média (+ desvio-padrao) da concentracdo de Al, Fe, Mg, Mn, Cr, Cu
em raizes e folhas de E. Crassipes e material particulado em suspensao (MPS)
dos rios Paraiba do Sul, Muriaé e Pomba, Brasil, em agosto de 2012 (estacao
seca) e fevereiro de 2013 (estacdo chuvosa). Letras mailusculas comparam
entre 0s rios na mesma estacdo. Letras minUsculas comparam entre as
estacdes no mesmo rio. * indica diferencas significativas nas concentracdes de
metais entre raizes e parte aérea (P < 0.05), plantas N=12; MPS N=3). ......... 38

Tabela 5. Média (+ desvio-padréao) dos parametros de fluorescéncia da clorofila
a de Eichhornia crassipes oriundas dos rios Paraiba do Sul, Muriaé e
Pomba em agosto de 2012 (estagcédo seca) e fevereiro de 2013 (estacéo
chuvosa). Fv/Fm = rendimento quantico maximo do fotossistema IlI; Fv/FO
= taxa varidvel da fluorescéncia minima; gP =quenching fotoquimico; gNP
=quenching ndo fotoquimico; NPQ = quenching ndo fotoquimico. Letras
mailsculas comparam entre 0s rios ha mesma estacdo. Letras minusculas
comparam entre as estacdes no mesmo rio (P<0.05). N=15............ceeeeereenns 43

Tabela 6. Concentracbes de metais em E. Crassipes na regido norte
fluminense verificadas por outros autores. Estacao seca (ES); Estacédo chuvosa

13



CAPITULO lll: AUMENTO DA ASSIMILACAO DE C EM Eichornia crassipes
EXPOSTA A Cr3: INFLUENCIA DOS RIOS DE ORIGEM E POLIAMINAS
PARA A RESPOSTA ECOFISIOLOGICA.

Tabela 1. Concentracédo de Cr total (ug/g™t) em folhas e raizes de Eichhornia
crassipes dos rios Paraiba do Sul, Muriaé e Pomba, nos dias 0, 4 e 8 de
exposicdo a Cr3'. Letras mailsculas= comparacdo entre 0s tratamentos
(mesmo tempo e rio). Letras mindsculas a e b = comparacao entre os tempos
(mesmo tratamento e rio). Xxyz = comparam entre os rios (mesmo tempo e
tratamento). (P<0,005). N=6........cooouiiiiiiii e e e 68

X1



RESUMO

A presenga de metais em diversos ecossistemas tem aumentado em
funcdo de atividades antrépicas. Eichhornia crassipes (aguap€) é uma
macrofita aquatica hiperacumuladora de metais que tem sido amplamente
estudada. Entretanto, os mecanismos ecoldgicos, anatdmicos, fisioloégicos e
bioguimicos que a capacitam a tolerar e crescer na presenca de metais ainda
nao estao totalmente elucidados. Frente ao exposto, esta tese teve como
objetivos determinar 1) a presenca de metais no material particulado em
suspensao (MPS) e em raizes e parte aérea de Eichhornia crassipes de trés
rios do norte do estado do Rio de Janeiro (porcdo do baixo Paraiba do Sul,
Muriaé e Pomba), assim como aspectos da ecofisiologia desta espécie (parte
gque compdem o Capitulo Il) e 2) investigar o envolvimento das poliaminas e
ultraestrutura foliar (dados em colaboracdo) na aquisicio de C e na
capacitacédo de tolerancia a Cr3* por esta espécie em experimentos realizados
com individuos coletados nestes trés rios (parte que compdem o Capitulo III).
Para tanto, no Capitulo Il foram aferidas as trocas gasosas e a fluorescéncia da
clorofila a dessas macrofitas nos trés rios durante a estacdo seca e chuvosa de
2012 e 2013. Amostras de raizes e parte area de Eichhornia crassipes e de
MPS coletados nestas campanhas de campo tiveram suas concentracoes de
Al, Fe, Mg, Mn, Cr, Cu determinadas. No Capitulo Ill, 1 mM de Cr3 foi
adicionado experimentalmente em Eichhornia crassipes proveniente dos trés
rios. Posteriormente foram quantificados em raizes e parte éareas as
concentracdes de Cr3* e as poliaminas (putrescina, espermidina e espermina),
além de aferidas as trocas gasosas. Os dados do Capitulo Il mostram que
houve variacdo sazonal da presenca de metais nas matrizes avaliadas.
Independente do rio, na estacdo chuvosa a assimilacdo de C foi maior.
Entretanto, ndo foi observada variacdo sazonal para a etapa fotoquimica da
fotossintese ou na concentracdo de metais no MPS que justificassem a
reducdo da assimilacdo de C na estacao seca, sugerindo limitacdo da abertura
estomatica na estacdo seca. A partir dos dados do Capitulo Ill, ndo foram
obtidas evidéncias de que as alteragcbes nas concentracdes de poliaminas
tenham contribuido para a melhoria do processo fotossintético na presenca de

Cr*3. Possivelmente, as variacdes ultraestruturais (dados em colaboracéo)
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foram as maiores envolvidas nesta resposta. Os dados apresentados nesta
tese contribuem para a melhor compreensdo da fisiologia de Eichhornia
crassipes, um reconhecido modelo vegetal para estudos ecoldgicos e de

tolerancia a metais.

Palavras-chave: Hiperacumuladora, cromo, rendimento fotossintético,

antioxidantes.

XII
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ABSTRACT

Eichhornia crassipes AND METALS: IN LOCO AND EXPERIMENTAL
EVALUATION OF ECOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
RESPONSES IN RIVERS OF RIO DE JANEIRO STATE.

The presence of metals in several ecosystems has increased due to
anthropogenic activities. Eichhornia crassipes (water hyacinth) is a metal
hyperaccumulator aquatic macrophyte that has been broadly studied. However,
ecological, anatomical, physiological and biochemical mechanisms that enable
to tolerate and grow in the presence of metals are not yet completely
elucidated. It has been suggested that Polyamines are involved in the
maintenance of photosynthetic activity under abiotic stress. Thus, this thesis
aimed 1) to evaluate the presence of metals in Eichhornia crassipes and
suspended particulate matter (SPM) of the three rivers in northern Rio de
Janeiro State (the lower Paraiba do Sul, Muriaé and Pomba), as well as
physiological and ecology aspects of this species (Chapter II) and 2) to
investigate the polyamines involvement in the acquisition of C and the training
of tolerance to Cr3* by this species in experiments with individuals collected in
these three rivers (Chapter Ill). Therefore, in Chapter Il, gas exchange and
chlorophyll a fluorescence of this species were measured in the three rivers
during the dry and rainy season. Roots and shoots of Eichhornia crassipes and
SPM were collected from the rivers and Al, Fe, Mg, Mn, Cr, Cu concentrations
were determined. In Chapter Ill, Cr3* was added experimentally in Eichhornia
crassipes plants taken from the three rivers. Subsequently, polyamines
(putrescine, spermidine and spermine) and Cr3* concentrations were quantified
in roots and shoots and gas exchange were measured. Field data show that
there was seasonal variation in the presence of metals in all evaluated matrices.
Regardless of the river, the assimilation of C was higher in the rainy season.

However, there was no seasonal variation for the photochemical step in

17



photosynthesis or in the concentration of metals in the SPM to justify the
reduction of C assimilation in the dry season. The experimental data reiterated
our preview data of increased in C assimilation in the presence of Cr3*.
However, there were no evidences that changes in polyamine concentrations
contributed to the improvement of the photosynthetic process. The data
presented in this thesis contribute to a better understanding of physiology in
Eichhornia crassipes, a recognized model for ecological studies and tolerance

to metals.

Keywords:  Hyperaccumulator, chrome, photosynthetic  performance,

antioxidants.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Metais e ecossistemas aquaticos

Metais sdo frequentemente caracterizados e distinguidos dos nao-metais
por suas propriedades fisicas como a capacidade de conduzir calor e
resisténcia elétrica diretamente proporcional a temperatura, maleabilidade e
ductilidade (Housecroft & Sharpe 2008). O limite da densidade de um metal é
caracterizado em um intervalo de 3,5 a 7 g cm=3 (Duffus, 2002), e pertencem ao
grupo de transicdo e ndo transicdo da tabela periddica (Chaves et al., 2014).
De acordo com Thapa et al. (2012), os metais sdo elementos com uma
densidade especifica de pelo menos cinco vezes maior que a da agua em
temperatura de 1 a 4 °C (Chaves et al.,, 2014). Os metais sdo elementos
eletropositivos e tendem a doar elétrons formando cations (Baird, 2002). A
toxicidade de um metal esta relacionada a sua espécie, que consiste na forma
guimica na qual esse elemento se encontra (Baird, 2002).

Os metais litogénicos ou de fontes primarias sdo mais estreitamente
relacionados com a rocha matriz e, quando presentes no solo, permanecem
ligados aos componentes originais, enquanto aqueles provenientes de fontes
antropogénicas se associam de forma menos estavel ao solo (Alloway, 1995).
O aumento continuo da area de solos e ecossistemas aquaticos contaminados
por metais € uma grande preocupacdo em todo o mundo (Pandey & Singh,
2015). As fontes de metais podem ser naturais ou de atividades antropogénicas
comumente denominda de fonte secundaria (Yao et al., 2014; He et al., 2015).
As fontes naturais incluem o vulcanismo e intemperismo e as fontes de
atividades antropogénicas os efluentes industriais, esgotos domeésticos,
praticas agricolas e mineracdo (Molisani et al., 1999; Yao et al., 2014). A
contaminagdo por metais tem sido acelerada na sociedade moderna devido a
industrializagéo e a intensificagdo da agricultura (He et al., 2015).

Os metais presentes no material abiotico dos rios podem estar na forma
particulada em suspensdo, no sedimento de fundo, na forma coloidal ou

dissolvida, sendo constantemente redistribuidos entre os diferentes



compartimentos aquaticos durante o transporte fluvial (Shi et al., 1998; Peng et
al., 2009).

Os metais sdo encontrados em todos os compartimentos do ambiente
(agua, ar, solo) (Jitar et al., 2015). No entanto, os ambientes marinho e de agua
doce tendem a concentrar maior quantidade de metais em comparacdo a
atmosfera e o solo, devido ao ciclo da agua que favorece o transporte de
sedimentos e sua eliminacéo (Jitar et al., 2015). Por exemplo, a concentracéo
de metais em um rio pode aumentar em fungéo de fontes difusas (fertilizantes,
defensivos agriculas, etc.) e/ou de fontes pontuais (residuos de estacdo de
tratamento de esgoto, pequenas fabricas etc.) (Belluta et al. 2014, Jitar et al.,
2015)

A concentracdo de metais em um corpo hidrico € influenciada por diversos
fatores como o clima, geologia, tipo e uso de solo da bacia de drenagem, biota,
pluviosidade, entre outros (Silva, 2008). Em geral, os metais nos sistemas
aguaticos se associam ao material particulado em suspensdo que é
transportado ou decantado, podendo assim, incorporadas nos sedimentos
(Harguinteguy et al., 2016). Em alguns casos, mais de 99% dos metais que
entram em rios podem ser armazenados no sedimento em varias formas de
ligacdo (Huang et al., 2012). Os metais encontram-se associados as particulas
sob diversos mecanismos de ligacao: (l) adsorvidos a sitios de trocas catibnicas
(i) co-precipitados com 6xi-hidroxidos de ferro e manganés, carbonatos e sulfetos
(iiiy complexados com matéria organica e (iv) incorporados a rede cristalina de
minerais detriticos, sendo essa Ultima considerada de menor importancia na
mobilidade dos metais (Forstner & Whittmann, 1981). Com a variacdo das
caracteristicas fisico-quimicas da &agua, os metais presentes no sedimento
podem ser remobilizados para agua e tornar-se disponiveis para 0s organismos
(Peng et al., 2009; Huang et al., 2012). Os sedimentos atuam como
reservatorios de contaminantes em todos os sistemas aquaticos (Singh et al.,
2005). Adicionalmente, os metais armazenados nos sedimentos tém o potencial
de servir como fontes futuras de poluicdo (Varol & Sen, 2012). O sedimento
pode ser ressuspendido pelas chuvas, quando ocorre tempestades, trafegos de
barcos, dragagem corretiva e através de mudancas fisico quimicas geradas, os
metais podem ser liberados para a coluna d’ agua onde eles podem ameacar o

ecossistema aquatico (Je et al., 2007). A biodisponibilidade dos metais e a sua



acumulacdo nos organismos aquaticos dependem tanto de fatores abioticos
(concentracao de metal, pH, complexacdo com outros elementos, temperatura,
condutividade, etc.), quanto de fatores bibticos (h&bitos alimentares, troca de
ions na superficie, atividade metabdlica, etc.) (Allen et al., 1980; Mariji¢ et al.,
2006). Os metais tendem a se acumular em sedimentos, solos, agua (Miretzky
et al., 2004) e organismos vivos (Fu & Wang, 2011). Um dos principais metais
poluentes que tem causado preocupacdo em funcdo de seu aumento de
concentracdo nos ecossistemas aquaticos é o cromo (Cr), que sera abordado a

seqguir.

1.2. Cromo

A descoberta do cromo (Cr) ocorreu no final dos anos 1700 (Barnhart,
1997). O mineral crocoite contendo cromato de chumbo (PbCrO4) foi
descoberto em uma mina de ouro na Sibéria e foi usado primeiramente como
um pigmento (Barnhart, 1997). Inicialmente o Cr ficou conhecido como chumbo
vermelho da Sibéria, contudo, em 1798 o quimico Francés Nicholas Louis
Vauquelin conseguiu isolar o Cr, e intrigado com a gama de cores que este
elemento poderia produzir, ele nomeou o cromo a partir da palavra grega
(chroma) que significa cor (Emsley, 2011).

O Cr é o vigésimo primeiro elemento mais abundante da terra e o sexto
mais abundante metal de transicdo (Mohan et al., 2006). O principal minério de
Cr € o cromita férrico (FeCr 204) e outras fontes incluem crocoite (PbCrO 4), e
oxido de cromo, Cr203 (Silva et al.,2012). O cromo pode ser detectado em
diversos estados de oxidagdo (Cr°*, Crl*, Cr2*, Cr3*, Cr*, Cr°, Crf*) (Zayed et
al., 1998; Santos et al., 2009; Augustnowicz et al., 2010).

O Cr é um metal encontrado no ecossistema como resultado da
intemperizacdo da crosta terrestre e deposicdes de residuos de industrias
metallrgicas (producdo de aco e metais) (Castilhos et al., 2001) e industrias
quimicas (pigmentos, galvanoplastia, curtumes e outros) (Kotas & Stasicka,
2000; Saha & Orvig, 2010). Entre todos os estados de oxidacdo do Cr, Cr¥* e
Cré* sdo as mais estaveis em ambientes aquaticos e terrestres (Augustynowicz
et al., 2010;. Santos et al, 2009; Zayed et al, 1998), embora eles diferem em
termos de mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade (Panda e Choudhury,

2005). Por exemplo, sabe-se que o Cr esta presente como ions trivalentes com



um pH entre 4,0 e 8,0 (de Barros, 2001) e que a reducdo de Cr®* para Cr3* é
favorecida abaixo de pH 7 (Martins, 2009) e que a transformacéo de Cr3* para
Crb* geralmente ocorre a um pH acima de 8. De um modo geral, a oxidagdo de
Cr3* a Crb* é um processo muito lento no pH acima de 5 (Eary & Rai, 1987).

Em sistemas aquaticos, o Cr existe principalmente nos estados de
oxidacdo de cromo hexavalente Cré* e cromo trivalente Cr3* (Imai & Gloyana,
1990; Green et al., 2012). O Cr3 é o estado de oxidacdo mais estavel do
cromo e tem menos mobilidade do que os compostos de Cré* (Mohan et al.,
2006; Urrutia et al., 2008). Todavia, tanto Cr3* quanto Cr®* em elevadas
concentracfes sdo toxicos para plantas e animais (Sreeram et al., 2004). A
principal descarga de Cr®* no ambiente ocorre através de residuos provenientes
da industria de metal (Sreeram et al., 2004). O Cr3*é um nutriente necessario
para manutencdo de atividades metabdlicas em animais, mas pode ser um
contaminante extremamente téxico ja que € muito estreita a faixa entre a sua
necessidade e toxicidade para este elemento (Prochnow et al.,, 2012). Nos
humanos, doses farmacoldégicas de Cr®* podem auxiliar no tratamento de
diabetes e doencas relacionadas, ja o Cré é um carcinégeno humano (Lay &
Levina, 2012).

O conhecimento dos processos biolégicos que afetam a mobilidade,
distribuicdo e especiacdo quimica do Cr no ambiente fisico e quimico é
essencial a fim de elaborar uma estratégia de remediacao eficiente (Zayed et
al., 2003). E sabido que fatores abidticos como sazonalidade, composicédo da
bacia de drenagem e atividades antropogénicas alteram a concentracdo de Cr

no ambiente.

1.3. Sazonalidade

As variacbes sazonais, simultaneamente a atividades agricolas e
escoamento de aguas pluviais e despejo de esgotos in natura interferem na
distribuicAo de metais no ecossistema aquatico (Ouyang et al., 2006; Li &
Zhang 2010; Xue-Feng et al., 2013). Na estacdo chuvosa, o fluxo de agua nos
ros aumenta, o que produz a diluicAo de contaminantes como 0s metais
(Papafilippaki et al., 2008; Varol et al., 2013). No entanto, alguns metais de
origem litologica, nesse periodo de predominio de processos de escoamento

superficial dos solos, podem ter a sua concentracdo aumentada nos rios



durante a estacao chuvosa tais como Al e Fe (Fonseca et al., 2013). Metais de
origem de atividades antropogénica chegam continuamente aos rios, entretanto
as primeiras chuvas tendem a carrear o que foi liberado por varias fontes
incluindo deposicdo atmosférica para calha do rio enquanto que os metais
litogénicos sdo encontrados em maiores concentragcdes nos rios ao final da
estacdo chuvosa porque precisam de um tempo para que a agua e outros
compostos reajam liberando-os (Fonseca et al., 2013).

Na estacdo seca, alguns metais, especialmente os de fonte de
atividades antropogénicas como esgoto sanitario ou rejeitos industriais, tendem
a aumentar suas concentracdes nos rios devido a reducdo do volume e fluxo
d’agua (Li & Zhang, 2010; Varol et al., 2013). O principal processo que parece
regular a variacdo sazonal sédo os efeitos de diluicdo causados pela alteracao
na fonte do material particulado em suspensédo (entrada por escoamento ou
entrada industrial) (Saloméo et al., 2001).

No sedimento, a concentracdo de metais geralmente é maior na estacao
seca do que na chuvosa (Ma et al., 2015). No entanto, quando a coluna d’agua
passa por alguma perturbacdo, por exemplo, durante o aumento da vazao, ou
mudancas fisico quimicas, os metais podem ser liberados ou dessorvidos do
sedimento e passam para a coluna d’agua (Ma et al., 2015).

A variacdo sazonal da temperatura da 4gua dos sistemas aquaticos
também influencia a disponibilidade dos metais através da atividade biolégica
(Li & Zhang, 2010). Adicionalmente, os metais dessorvidos dos sedimentos e
materiais particulados em suspensédo sdo potencialmente toxicos para a biota
(Ma et al., 2015). Assim, a sazonalidade também interfere na fisiologia
fotossintética das plantas devido as mudancas na concentracdo de metais
disponiveis, na intensidade da radiacdo solar, precipitacdo, temperatura,
fotoperiodo e umidade do ar (Bonal et al., 2008; Bauerle et al., 2012). As
variacbes na temperatura e intensidade da radiacdo solar sdo uma das
principais causas de variacOes sazonais na fotossintese e evapotranspiracéo
(Bonal et al., 2008). Adicionalmente, o fotoperiodo no verdo com 2 horas de luz
solar a mais do que no inverno, com temperaturas e déficit de pressao de vapor
(DPV) mais elevados (Ribeiro et al., 2009) também podem interferir na
fisiologia das plantas (Bauerle et al., 2012).



1.4. Macréfitas aquaticas e metais

As macrofitas aquaticas sdo vegetais que durante sua evolucéo
retornaram do ambiente terrestre para o aquatico e sdo classificadas em
diferentes tipos ecologicos: emersas; com folhas flutuantes; submersas
enraizadas; submersas livres e flutuantes (Esteves, 1998).

As macrofitas aquaticas representam o componente mais importante da
estrutura fisica de muitos sistemas aquaticos (Declerck et al.,, 2011).
Entretanto, durante muitos anos as macrofitas aquaticas foram consideradas
de pouca importancia para o metabolismo dos ecossistemas aquaticos
(Esteves, 1998). Com o aprofundamento do conhecimento, particularmente
apos estudos efetuados nas regides tropicais, ficou evidenciado que nos
ecossistemas aquaticos, as macrdfitas contribuem para a producdo primaria
formando uma parte fundamental da estrutura trofica (Esteves, 1998;
Harguinteguy et al., 2014). Dentre as interacdes das macrofitas aquaticas com
0 ecossistema podemos citar: o fornecimento de abrigo para 0s peixes,
invertebrados aquaticos e outros animais selvagens (Vardanyan & Ingole,
2006), o favorecimento da biodiversidade (Boyd, 1970; Barko et al., 1986),
grande capacidade de absorcéo de poluentes, alteracdo do movimento da agua
(fluxo e intensidade de impacto das ondas), alteracdo da qualidade da agua
pelo fluxo regular de oxigénio e pela ciclagem de nutrientes e metais (Dhote &
Dixit, 2009), entre outros.

As macréfitas aquaticas vivas ou mortas agem como biofiltradoras de
contaminantes e poluentes tanto em zonas Umidas naturais como em tanques
de tratamento de aguas residuais oriundas de industrias ou de areas urbanas
(Rai, 2009; Deng et al.,, 2013). As macrofitas aquaticas sdo particularmente
importantes em estudos de poluicdo por metais, uma vez que a analise destas
plantas pode dar uma indicacdo da qualidade do ambiente e da agua (Shafi et
al., 2015).

O potencial das macrdfitas aquaticas para remocdo de metais tem sido
bastante relatado (Cheng, 2003; Weis & Weis, 2004). Entretanto, o potencial de
fitorremediacdo de diferentes espécies de plantas aquéticas depende do nivel
de tolerancia destas a toxicidade por metais (Sood & Ahluwalia, 2009). Muitas
espécies sao diferentes quanto a capacidade de acumular diferentes elementos

nas raizes, caules e folhas (Kumar et al., 2008). Além disso, dentro de um



mesmo género ou espeécie existe uma diferenca de potencial de acumulacao de
metal que esta relacionado a idade da planta e aos fatores ambientais como
seus locais de origem, a composi¢cdo quimica inicial do metal no ambiente e
concentracbes do metal, temperatura, pH, salinidade e a interagcdo de
diferentes metais pesados (Sood & Ahluwalia, 2009).

As macréfitas aquaticas senescentes também podem reter metais a
partir da adsorcado desses elementos nas suas estruturas ou da imobilizacao
microbiana (Weis & Weis, 2004). O uso de plantas aquéticas secas para a
remocao de metais como material biossorvente simples tem vantagens em sua
alta eficiéncia no tratamento de efluentes devido ao seu baixo custo,
conservagao, transporte, manuseio e auséncia de risco de contaminacdo
ambiental (Miretzky et al., 2006).

Elevadas concentracdes de metais que normalmente sao toxicas para
outros organismos podem ser toleradas por algumas espécies de macrdfitas
aguaticas (Mishra e Tripathi, 2009) como, por exemplo, as dos géneros
Eichhornia, Lemna, Azolla, Salvinia, Spartina e Typha (Lesage et al., 2007; Dhir
et al., 2009; Dhir e Srivastava, 2011). Embora, as macrofitas apresentem
mecanismos de tolerancia a metais (Marchand et al., 2010), alguns sintomas
de toxicidade podem ocorrer (Yang & Ye, 2009). Dentre os sintomas de
toxicidade por metais estdo incluidos as alteracfes ultraestruturais, inibicdo da
fotossintese, alteracdo da capacidade de respiracdo (Zhou et al., 2008),
aumento do volume do estroma nos cloroplastos (Lage-Pinto et al., 2008),
necrose, perda de pélos e reducdo do crescimento radicular (Rajkumar et al.,
2009), a reducédo de pigmentos fotossintéticos (Paiva et al., 2009), alteracdo da
atividade de enzimas antioxidantes (Dhir et al., 2009) e alteracdo na absorcéo
de nutrientes (Burzynski & Zurek, 2007).

Apesar dos beneficios gerados pelas macréfitas aquaticas, sob
condicbes favoraveis essas plantas possuem habilidade de colonizar muito
rapidamente ambientes aquaticos podendo causar prejuizo aos multiplos usos
dos mesmos (Peixoto, at al.,, 2005; Silva et al., 2012). As proliferacdes
indesejadas desses vegetais podem proporcionar condi¢cdes desfavoraveis
para outras especies, que deixam de exercer uma pressao competidora sobre

ela (Thomaz & Bini, 2003). O crescimento excessivo de algumas macrofitas



pode comprometer importantes atividades como a pesca, a havegacao e 0

potencial de producao hidroelétrica (Tundisi &Tundisi, 2008).

1.5. Fitorremediacéo

A fitorremediacdo vem da palavra grega fito que significa planta e a
palavra remedium latina que significa equilibrio ou remediacdo que descreve a
capacidade das plantas em remover, transformar ou estabilizar contaminantes
do ar, &gua, sedimentos, ou solos (Yaapar et al., 2008; Gomes et al., 2016). As
plantas podem ser utilizadas para fitorremediacdo de metais através de
diferentes processos fisiologicos que permitem a tolerancia e a capacidade de
absorcdo desses elementos (Pilon-Smits, 2005). A rizofiltracéo,
fitoestabilizacdo, fitoextracdo, fitovolatilizagdo, fitotransformagcdo, sao o0s
diferentes meios de fitorremediacéo (Halder & Ghosh 2014).

A rizofiltracdo € um processo utilizado por meio de macréfitas aquaticas
em ecossistemas aquaticos (Dushenkov & Kapulnik, 2000; Dhir et al., 2009;
Rai, 2009; Olguin et al., 2012). No entanto, outros autores relatam que a
rizofiltracdo € um processo utilizado por plantas aquaticas e terrestres que
usam de um biofiltro formado por microrganismos em suas raizes para
absorver, concentrar e precipitar contaminantes como 0s metais pesados a
partir da agua (Salt et al., 1995; Monferran et al., 2012).

Eichhornia crassipes tem um crescimento rapido e elevada capacidade
de incremento da biomassa, além de um sistema radicular bem desenvolvido e
fiboroso (Liao & Chang 2004). Adapta-se facilmente a diferentes condicdes
aquaticas e desempenha um importante papel na extracdo e acumulagédo de
metais (Liao & Chang 2004). Assim, E. crassipes é considerada ideal para
utilizacdo na rizofiltracdo de metais, bem como outros elementos toxicos a
varios organismos aquaticos (Liao & Chang 2004). Em um estudo sobre
fitorremediacdo de metais pesados por E. crassipes em Taiwan foi verificado
gque esta espécie € capaz de absorver elevadas concentragdes de Cu, Zn, Ni,
Pb e de acumular esses elementos principalmente nas raizes (Liao & Chang
2004). A concentracdo dos metais acumulados nas raizes de E. crassipes foi

cerca de 3 a 15 vezes maior do que na parte aérea (Liao & Chang 2004).



A fitoestabilizacdo consiste na utilizacdo de plantas para imobilizar, por
meio de atividades biolégicas, metais, da agua, solo, sedimento ou lodo (Ghosh
& Singh, 2005). Isto ocorre através da absor¢do e adsor¢cao ou precipitacdo nas
raizes, reduzindo ou eliminando o risco para o ambiente, biota, e para a saude
humana (Ghosh & Singh, 2005; Ruttens et al., 2006; Abreu & Magalhaes, 2009;
Islam et al., 2013). Na fitoestabilizacdo, os metais sdo incorporados a lignina da
parede vegetal ou aos humus do solo, precipitando os metais sob formas
insolaveis (Mothé, 2012). Em uma pesquisa sobre o desempenho comparativo
da biocumulacao de metais por Typha domingensis, Phragmites australis
(macrdfitas aquaticas enraizadas) foi verificado que essas espécies podem ser
utilizadas para fitoestabilizacdo de Hg e As em sedimentos (Bonanno, 2013).

Na fitoextragdo ocorre a absorgdo de metais e outros contaminantes de
solos, sedimentos ou agua e a translocacdo dos elementos para parte aérea
das plantas (Van Nevel et al., 2007). A fitoextracdo depende de plantas que
translocam grandes quantidades de contaminantes para a parte aérea
(Robinson et al.,, 2006). Em estudo sobre fitoextracdo de Cd por Ipomoea
aguatica em solucédo hidropénica foi verificado que essa planta é promissora na
fitoextracdo de Cd, pois tem elevada capacidade de translocacdo desse metal
para a parte aérea (Wang et al., 2008).

Fitovolatilizagdo consiste na remocdo de substancias, como metais, a
partir do solo ou de agua com a liberacdo para a atmosfera através da
transpiracdo, por vezes, como um resultado de fitotransformacdo para
substancias mais volateis e/ou menos poluentes (Ghosh & Singh, 2005;
Vardanyan et al., 2008; Cathrine & Navab, 2014). Polypogon monspeliensis &
considerada uma espécie vegetal apropriada para fitorremediacdo de agua e
solo contaminados por arsénio (As), tanto a fitoextracdo quanto por
fitovolatilizacdo (Ruppert et al., 2013). No entanto, as formas mais toxicas de
As (arsenamina e trimetilarsenio) ndo foram fitovolatilizadas (Ruppert et al.,
2013).

A fitotransformacdo ou fitodegradacdo refere-se a captacdo de
contaminantes e nutrientes da agua, sedimento ou solo e a sua modificacdo
quimica como um resultado direto do metabolismo da planta, muitas vezes
resultando em sua inativacdo, degradacdo do contaminante, ou imobilizacéo
(Pivetz, 2001; Tangahu et al., 2011; Vaziri et al., 2013; Pures et al., 2014).



Algumas espécies de plantas tém a capacidade de converter o Cré*a Cr3* com
a finalidade de reduzir os efeitos da fitotoxidade, uma vez que o Cr3* é menos

movel e menos téxico do que o Cré* (Sen et al., 1987., Shanker et al., 2005).

1.6. Toxicidade nas plantas por metais

As plantas durante o seu ciclo de vida sdo expostas a uma variedade de
estresses ambientais (Gill & Tuteja, 2010). Assim, as plantas desenvolveram
estratégias para tolerar as condi¢des adversas e seus efeitos negativos (Liu et
al., 2007). A interacao direta de metais com componentes celulares pode iniciar
uma variedade de respostas metabolicas levando ao final uma mudanca no
desenvolvimento das plantas que pode culminar com a morte ou toleréncia das
mesmas (Hayat et al., 2012).

Alguns metais sao considerados nutrientes essenciais, pois sdo
necessarios para o desenvolvimento adequado dos organismos (Taiz & Zaiger,
2009; Sinha et al.,2009; He et al., 2015). Metais como o Zn, Cu, Fe, Mg, Co,
Mn sdo essenciais para manter as fungdes celulares normais da maioria dos
organismos (He et al., 2015). Entretanto, a presenca desses metais em
excesso pode causar toxicidade (Clemens, 2006). Em contraste com 0s metais
essenciais, 0s metais toxicos tais como o Cd, Pb, Hg podem perturbar as
funcbes celulares através da competicdo com metais essenciais nos seus
locais de ligacao e / ou através da alteracdo do estado redox de células (He et
al., 2015). A exposicao de organismos a altas concentracfes de metais tdéxicos
podem prejudicar as suas funcdes celulares, crescimento, reproducéo e pode
levar a morte (He et al., 2015).

Os metais em elevadas concentracdes podem interferir no crescimento,
inibir o desenvolvimento das raizes e alterar: a anatomia das plantas, a
producdo de metabdlitos secundarios, o balanco hidrico, as trocas gasosas,
absorcdo de nutrientes, o funcionamento dos cloroplastos e consequente
inibicAo da biossintese de clorofila, além de alterar atividades enzimaticas
(Sharma et al., 2005; Maksymiec, 2007; Nagajyoti et al., 2010; Hemen, 2011,
Kumar et al., 2012).

A fotossintese € um dos principais processos fisioldégicos severamente
afetado pelo estresse gerado por metais (Dhir et al., 2009). Isto pode ocorrer

pela alteracdo das funcdes da membrana do cloroplasto e componente da

10



cadeia de transporte de elétrons (Sytar et al., 2013). Os metais podem também
inibir a biossintese de clorofila a e b nas plantas (Rai et al., 2004) ou provocar a
degradacdo dos pigmentos fotossintéticos através da peroxidacao lipidica
(Somashekaraiah, 1992). Os carotendides, pigmentos acessorios da
fotossintese, que também atuam na protecado contra a foto-oxidacao podem ter
a sua concentracdo reduzida a depender da concentracdo do metal (Rai et al.,
2004). A reducao dos pigmentos fotossintéticos por metais ocorre através da
inibicdo da atividade de enzimas envolvidas na biossintese da clorofila (Assche
& Clijsters, 1990). A substituicdo do ion Mg central da molécula de clorofila por
outro metal prejudica a recepcdo de luz e resulta no colapso da atividade
fotossintética (Prasad & Strzalka, 1999; Kupper et al., 2002).

Enzimas do ciclo de Calvin podem ter sua atividade inibida, resultando
em acumulo de ATP e NADPH. Isto interfere na transferéncia de elétrons e
aumenta o gradiente de prétons transtilacoidal (Siedlecka & Krupa, 2004).
Elevadas concentracbes de metais afetam o fotossistema Il (FSII) que é um
complexo constituido por varias proteinas e esta localizado nos tilacoides das
plantas com atuacdo na regulacdo do processo fotossintético (Barber, 2002;
Maksymiec et al., 2008).

Estudos comprovaram que o Cr interfere nos parametros de trocas
gasosas: assimilacdo de carbono (A), condutancia estomética (gs), carbono
interno (Ci) e evapotranspiracdo (E) (Venay et al., 2007; Rodriguez et al., 2012).
A variacdo das trocas gasosas depende da concentracdo e do metal as quais
as plantas sdo expostas. Pesquisas realizadas com E. crassipes exposta a Cr3*
(Paiva et al., 2009) e As (Pereira et al., 2011) mostraram maior assimilacédo de
carbono em comparagcdo com as plantas controle. Os mecanismos que
capacitam esta melhoria fotossintética ainda ndo estdo completamente
compreendidos, mas é possivel que moléculas como as poliaminas estejam
envolvidas, uma vez que conferem estabilidade aos fotossistemas na presenca

de metais (Hussain et al., 2011).

1.7. Producé&o de poliaminas em resposta ao estresse por metal
As poliaminas (PAs) sdo compostos alifaticos de nitrogénio, de baixo
peso molecular (em torno de 100 g/mol) com dois ou mais grupos amino e

presente em todos os organimos vivos (Groppa & Benavides, 2008). Elas
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possuem cargas positivas em seus atomos de nitrogénio, facilitando a sua
interacdo com moléculas de DNA, RNA e fosfolipidios (Baron & Stasolla, 2008).

Sintese de PUT pode ocorrer via arginina-descarboxilase ou ornitina
descarboxilase em cianobactérias, algas microscopicas, e macréfitas aquaticas
(Schweikert & Burritt, 2015). As atividades de ambas as enzimas parecem ser
dependentes do estado de desenvolvimento e das condicdes ambientais as
guais os vegetais e algas sao expostos (Schweikert & Burritt, 2015).

Estudos mostram o importante papel das PAs em varios processos
biolégicos associados ao crescimento e desenvolvimento da planta sob
condicbes de estresse bidticos e abidticos (Kaur-Sawhney, 2003; Nayyar &
Chander 2004; Kusano et al., 2008). As PAs também estdo envolvidas na
regulacdo génica, estabilizacdo da proliferacdo celular, na modulacdo da
sinalizagdo celular e da membrana, além da modulacdo da atividade de certos
conjuntos de canais i6nicos (Kusano et al., 2008). A concentracdo de PAs nas
plantas varia de acordo com a espécie, 6rgdos e tecidos, além da fase de
desenvolvimento (Kuznetsov et al., 2007). As PAs estdo associadas a estresses
abidticos (Alcazar et al., 2011; Bitrian et al., 2012), e seu teor pode ser alterado
em resposta a exposicao a metais (Sharma & Dietz, 2006; Hussain et al., 2011).
Adicionalmente, é sabido que as poliaminas atuam nos cloroplastos e no FSilI,
e que o centro de reagdo do FSII € rico em espermina (SPM) (Navakoudis et al.,
2003). As PAs exercem um papel positivo na fotossintese das plantas em
resposta a varios estresses ambientais (Shu et al., 2012). Em alguns casos,
sao verificadas a participacdo das PAs em plantas sob estresse por metais ou
lesbes oxidativas (Mandal et al., 2016).

A poluicdo em ecossistemas aquaticos exige respostas aclimatativas
das macrofitas aquaticas. Assim, o conhecimento dos processos fisioldgicos
gue conferem tolerancia ao estresse ambiental deve ser aprofundado com

vistas a viabilizar a manutencdo desses ecossistemas.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais
Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia sazonal e espacial

(rios Paraiba do Sul, Muriae e Pomba) na ecofisiologia (estudos conduzidos no
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campo) e nas respostas fisiolégicas a Cr®* (estudos conduzidos em casa de

vegetacado) em Eichornnia crassipes para responder a seguintes questdes:

3. APRESENTACAO DA TESE
Visando alcancar os objetivos propostos, esta tese esta apresentada da

seguinte maneira:

e Capitulo I. Introducéo

e Capitulo Il. Fotossintese e metais em Eichornia crassipes: variacao
sazonal e espacial em rios tropicais

e Capitulo Ill: Aumento da assimilacdo de C em Eichornia crassipes
exposta a Cr3': influéncia dos rios de origem, poliaminas e alteracdes
ultraestruturais para a resposta ecofisiologica

e Capitulo IV. Discusséo e concluséo geral
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CAPITULO II: FOTOSSINTESE E METAIS EM Eichornia crassipes:
VARIACAO SAZONAL E ESPACIAL EM RIOS TROPICAIS

27



RESUMO

Eichhornia crassipes é uma macrofita aquatica hiperacumuladora de metais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a variagdo sazonal e espacial dos parametros
ecofisiolégicos (trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a) e a concentragéo
de metais (Cr, Cu, Fe, Mg, Mn e Al) em raizes e parte aérea de E. crassipes e
no material particulado em suspensao (MPS) em trés rios tropicais (baixo
Paraiba do Sul, Muriaé e Pomba) para responder se: 1) Existe variacdo
sazonal e espacial na concentracdo de metais no MPS e em E. crassipes? 2)
E. crassipes reflete as variacbes do MPS? 3) E. crassipes estd sob estresse
fotossintético em funcdo das concentracdes de metais? 4) Existe variacao
sazonal da fotossintese em E. crassipes? Variacfes sazonais e espaciais na
concentracdo de metais no MPS e em E. crassipes foram encontradas. O
padrao de distribuicdo dos metais no MPS e nas raizes foi similar nos trés rios
(AlI>Fe>Mg>Mn>Cr>Cu). O valor de Fv/Fm manteve-se proximo a 0.85 e gP
acima de 0,89, sugerindo auséncia de estresse fotossintético. A assimilacdo de
carbono foi maior no periodo chuvoso em todos os rios (cerca de 30 % maior
no baixo Paraiba do Sul e Muriaé, e cerca de 50% maior no rio Pomba). Os
dados sugerem que a distribuicdo quantitativa de metais no MPS pode ser
avaliada a partir de amostras de raizes de E. crassipes (e vice-versa), mas néo
da parte area. Embora a etapa fotoquimica da fotossintese seja insensivel a
variacdo sazonal, a assimilacdo de carbono foi fortemente influenciada pela

sazonalidade.

Palavras-chave: macrofita aquatica flutuante livre, hiperacumuladora, trocas

gasosas, fluorescéncia da clorofila a.
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1. INTRODUCAO

Os metais sdo poluentes importantes dos ecossistemas aquaticos e
causam riscos ambientais persistentes que podem prejudicar seriamente a
salude humana e ecolégica (Periafiez et al., 2009; Rai, 2009; Naseri et al.,
2015). As fontes de metais podem ser naturais ou de atividades
antropogénicas: as naturais incluem o vulcanismo e intemperismo e as de
atividades antropogénicas como os efluentes industriais, esgotos domeésticos,
praticas agricolas e mineragdo (Yao et al., 2014). As concentracfes de metais
dos rios podem variar sazonalmente em diferentes compartimentos: agua (Yao
et al., 2014; lori et al.,, 2015), material particulado em suspensdo (MPS)
(Camapanelli et al., 2010), e plantas aquaticas (Eid et al., 2012; Vitoéria et al.,
2015). Na estacao chuvosa, a diluicdo da concentracdo de metais pela entrada
de 4gua das chuvas é maior, mas por outro lado ocorre a ressuspensao do
sedimento, aumento do aporte de materiais oriundos do solo e escoamento
superficial e maior disponibilidade de metais disponiveis na coluna d’agua
(Saloméo et al., 2001; Carvalho et al., 2002; Eggleton & Thomas, 2004;
Beltrame et al., 2009).

As plantas aquéticas tém a capacidade de absorver e bioconcentrar
metais a partir dos sedimentos ou da coluna d’agua através de diferentes
mecanismos como a imobilizacdo dos metais no vacuolo das células e
retencdo preferencial de metais nas raizes (Shanker et al., 2004; Miretzky et
al., 2006; Mishra et al., 2008; Diwan et al., 2010; Mallec et al., 2011). Alguns
metais como Zn, Cu, Fe, Mg e Mn sado considerados nutrientes essenciais as
plantas, pois s@o necessérios para o desenvolvimento adequado desses
organismos (Taiz e Zaiger, 2009; Sinha et al.,2009). Entretanto, a presenca
desses metais em excesso pode causar toxicidade (Tuzen, 2003; Clemens,
2006). Elevados niveis de metais, que normalmente sdo toxicos para a maioria
dos organismos, podem ser tolerados por algumas macroéfitas aquaticas
(Lesage et al., 2007; Dhir et al., 2009; Mishra e Tripathi, 2009; Dhir e
Srivastava, 2011). No entanto, apesar de possuir mecanismos de tolerancia a
metais (Marchand et al., 2010), alguns sintomas de toxicidade podem ocorrem
nas macrofitas aquaticas (Yang e Ye, 2009). Dentre os sintomas de toxicidade
estdo incluidas alteracdes ultraestruturais, inibicdo da fotossintese, necrose

foliar, reducao do crescimento radicular, alteracdo na absor¢éo de nutrientes,
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entre outros (Burzynski e Zurek, 2007; Paiva et al., 2009; Rajkumar et al.,
2009).

Eichhornia crassipes, Pontederiaceae, € uma macrofita aquatica flutuante
com distribuicdo pantropical (Heywood, 1993) conhecida por tolerar e crescer
em corpos d' agua poluidos e lagos eutrofizados e muito utilizada em
fitorremediacdo (Mishra e Tripathi, 2009; Malar et al., 2015). Enquanto a
presenca de metais ndo essenciais prejudica a fotossintese na maioria das
espécies, E. crassipes apresenta aumento da assimilacdo de carbono na
presenca de Cr3* (Paiva et al., 2009), o que ratifica seu metabolismo
diferenciado e potencial como fitorremediadora.

No Brasil, o rio Paraiba do Sul (RPS) é o maior e mais importante rio da
regido sudeste, a regido mais industrializada do pais, e recebe cerca de 207
toneladas de esgoto doméstico e industrial diariamente (Fukurozaki & Seo,
2014). Alguns dos afluentes do RPS, como os rios Pomba e Muriaé também
possuem histérico de contaminacdo ambiental, mas de diferentes fontes
antropogénicas, como extracdo e beneficiamento de rochas ornamentais
(Huguenin, 2006; Almeida & Souza, 2008; Do Nascimento & Naime , 2009).

Frente ao exposto, o presente trabalho determinou a concentracdo de
metais (no material particulado em suspensédo e em E. crassipes) e avaliou a
atividade fotossintética de E. crassipes nos rios Paraiba do Sul, Pomba e
Muriaé, tendo como objetivo responder as seguintes questdes: 1) Existe
variagcdo sazonal e espacial na concentracdo de metais do MPS e de E.
crassipes? Caso isso ocorra, 2) E. crassipes reflete as variagdes do MPS? 3)
individuos de E. crassipes estdo sob estresse fotossintético em funcao das
concentracfes de metais? 4) existe variacdo sazonal da fotossintese em E.

crassipes?

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, periodo de amostragem, e locais de estudo
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms foi coletada em agosto de 2012
(estacéo seca) e fevereiro de 2013 (estacao chuvosa) (Figuras 1, 2 e 3 do

Anexo do Capitulo 1) . Os individuos de E. crassipes foram coletados em trés
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pontos em cada rio, distantes cerca de 500 m. Verificou-se nos dias de coleta
gue a morfologia das plantas dos trés rios era um pouco diferentes. As plantas
do rio Paraiba do Sul pareciam mais adaptadas ao ambiente poluido, as
plantas do rio Muriaé eram mais vigosas e as plantas do rio Pomba tinham
folnas mais danificadas (Figuras 1, 2 e 3 do Anexo do Capitulo II). O rio
Paraiba do Sul tem extensdo aproximada de 1,180 km e € utilizado para fins
domésticos e industriais, como fonte de abastecimento e receptor de efluentes
(Marengo & Alves, 2005), percorrendo trés dos estados mais industrializados
do Brasil (Marengo & Alves, 2005; Ovalle et al., 2013). Os rios e municipios de
coleta estdo situados no estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil: 1) rio
Paraiba do Sul (baixo RPS), municipio de Campos dos Goytacazes (S:
21°76°03°, W: 41°28’15°); 2) rio Muriaé, municipio de Cardoso Moreira, (S:
21°49'00°, W: 41°63'26°); e 3) rio Pomba, municipio de Santo Anténio de
Padua (S: 21°53’63°, W: 42°15’55°) (Figura 1, Tabela 1). O rio corre na direcao
leste-oeste, e flui para o Oceano Atlantico (Molisani et al., 2005). Seus
principais afluentes sdo: o Rio Dois Rios, o Rio Muriaé e o Rio Pomba. O rio
Muriaé € um importante afluente da margem esquerda do RPS com
aproximadamente 300 Km de extensdo (Vargas & Damiance, 2003; Prado et
al., 2005; Araujo et al., 2010). O rio Pomba percorre 290 km no sentido sudeste
até a sua confluéncia com o RPS (Guedes et al., 2012). No municipio de Santo
Antonio de Padua-RJ, onde foram feitas as coletas de amostras do rio Pomba,
150 km a montante do ponto de coleta do RPS, a principal atividade econémica
€ a extracdo e beneficiamento de rochas ornamentais (Moreira et al., 2005;
Vieira et al., 2006).
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Figura 1. Localizacdo dos rios Paraiba do Sul (RPS), Muriaé e Pomba.

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua dos rios em estudo

podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Média dos parametros fisico-quimicos da agua coletada nos rios Paraiba do
Sul, Muriaé, e Pomba em agosto de 2012 (estacdo seca ) e fevereiro de 2013
(estacéo chuvosa).

Rios
Paraiba do Sul Muriaé Pomba
Parametros Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso
Tempera;?g daagua 544 29,1 233 295 257 28
Condutividade 67,2 70,5 62 631 62 608
(MS,cm™)
pH 6,2 6,7 6,7 6,8 6,4 6,6

O complexo do RPS, que engloba o rio Pomba e Muriag, é formado
principalmente por rochas gnaisses bandados e migmatitos (RadamBrasil,
1983) (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracdes de metais nas litologias dominantes na bacia de drenagem do
complexo rio Paraiba do Sul (RPS) (Fonte: RadamBrasil, 1983).

Microclina gnaisse mg/g® Migmatitos mg/g*!

Al203 140 167
Fe20s3 20 5
FeO 35 45
MnO 0,6 0,6
MgO 17 13
Cr 26 12
Cu 20 12

2.2. Determinacéo da concentracdo de metais em E. crassipes

A concentracao de metais (Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Al) foi determinada em
72 individuos de E. crassipes, 36 coletados na estacdo seca e 36 na estacdo
chuvosa. Em cada ponto de coleta (Figura. 1) foram coletados 4 individuos de
E. crassipes totalizando 12 amostras em cada rio. Os individuos foram levados
para o laboratério e lavados com agua deionizada para remoc¢do do material
aderido. Posteriormente, os individuos foram divididos em raizes e parte aérea
e colocados em estufa de circulacéo de ar a 60 °C por 4 dias. ApGs a secagem,
o material vegetal (amostra) foi macerado e em seguida foi realizada a digestao
acida para quantificacdo de metais. Trés réplicas de cada uma das amostras
foram digerida e analizadas. A digestao acida para extracdo de metais (Cr, Cu,
Fe, Mg, Mn, Al) foi realizada por 15 horas em bombas de teflon a partir de 0,5 g
de amostra seca acrescida de 10 mL de &cido nitrico (65% HNOs3) e 4 mL de
acido fluoridrico (48% HF). Posteriormente, as bombas foram aquecidas em
bloco digestor a 130°C por cerca de 6 horas. Apés o resfriamento (30 min),
foram adicionados 10 mL de solucdo a 4% de &cido bodrico (H3BOs3) para
neutralizagdo do HF e as bombas foram levadas novamente ao bloco digestor
por 1 hora a 80 °C. O extrato final foi filtrado em papel Whatman 40 e o volume
final foi completado para 20 mL em baldo volumétrico usando acido nitrico
(HNO3 0,5 N) (Baseado em Filgueiras et al., 2000). As determinagbes dos
metais Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Al foram realizadas em um ICP-OES (Varian-
720ES) (Adaptado, Hoenig et al., 1998). Os valores foram expressos em mg g

ou ug gt de matéria seca.
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2.3. Determinacdo da concentracdo de metais no material

particulado em suspensao

Vinte litros de agua de cada rio foram coletados para a determinacdo da
concentracdo de metais no material particulado em suspensédo. O volume total
de 4gua de cada rio foi filtrado em filtros de nitrato celulose 0,45 um (Sartorius
stedim biotech), 18 filtros foram obtidos na estacao seca (6 para cada rio) e 18
na estacdo chuvosa. Apos a filtragem, os filtros foram secos em estufa com
circulacdo e renovacao de ar (Marconi — MAO35- Brasil) por 1 dia a 60°C e
pesados em balanca analitica (Shimadzu - AY220 - Japao). Para a digestao
acida destes filtros, os mesmos foram recortados em pequenos fragmentos e
individualmente acondicionados em tubos de teflon (X-press) onde foram
adicionados 4,5 mL de HNO3 (65%), acrescido de 2 mL de HF (48%) e 2 mL de
HCl (37%). Os extratos foram mantidos em repouso por 15 horas em
temperatura ambiente e em seguida, levados ao Microondas, (CEM, modelo
Mars X-press, USA) por 40 minutos (15min - Ramp e 25min - Hold) a 175 °C e
poténcia de 1600w (adaptado de EPA 3052, 1995). Apés o resfriamento (30
min), foram adicionados 6 mL de HsBOs (4%) e os tubos foram levados
novamente ao microondas por 25 minutos (15min- Ramp e 10 min — Hold) a
170°C. Apos o resfriamento (30 min), o extrato final foi filtrado em papel
Whatman 40 e acrescido de &cido nitrico (HNOs 0,5 N) em baldo volumétrico
até volume final de 20 mL. A determinacdo dos metais foi realizada em ICP-

OES (Varian-720ES- Alemanha). Os resultados foram expressos em ug g e
mg gL

2.4. Controle da qualidade

Toda a vidraria foi previamente limpa com Extran (5%) durante 24
horas, seguida por mais 24 horas em HCI (5%) e novamente mais 24 horas em
HNO3 (5%). Apds este periodo, trés lavagens com agua deionizada foram
conduzidas. Reagentes de grau analitico foram utilizados em todos o0s
procedimentos (Merck). Brancos foram determinados para todos os
experimentos (em triplicata, para cada conjunto de 40 amostras). O coeficiente
de variacdo maximo obtido entre as triplicatas foi sempre inferior a 10%. Para

certificacdo da completa digestdo das amostras vegetais, a recuperagdo de
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metais em material padrédo de referéncia, folha da maca 1515 fornecido pelo
Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia (EUA) foi realizada (Tabela 3).
Para certificagcdo do processo de digestdo do MPS, a exatiddo e precisao
testada para metais no Material de Referéncia de sedimentos estuarinos 1646a
foi aferida (Tabela 3). Os limites de deteccdo ICP-OES (Varian-720ES-

Alemanha) para amostras vegetais e de MPS sédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Médias (+ desvios padrfes) da recuperagdo de metais (%) em folhas de maca
material de referéncia padrdo de 1515 e de recuperacdo de metal (%) em referéncia
sedimentos estuarinos material padrdo 1646a, ambos fornecidos pelo Instituto Nacional de
Padrbes e Tecnologia (EUA). limites ICP-OES (Varian-720 ES, Alemanha) de deteccao (ug g4)
para material vegetal e sedimentos.

Cr Cu Fe Mg Mn Al

Recuperacao padrdo vegetal 97+8 99+5 94+6 964 98+4 906

Recuperacao padrdo sedimentos 96+5 95+4 90+6 935 905 968

ICP-OES limite de deteccao
plantas

ICP-OES limite de deteccéo
sedimento

0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3

0,5 0,6 0,8 0,8 0,3 1

2.5. Medicdes ecofisioldgicas

2.5.1. Trocas gasosas

Para as avaliacbes de trocas gasosas, o total de 10 individuos de E.
crassipes foram coletados em 3 pontos de cada rio, em cada estacdo (seca e
chuvosa) (n = 10). Os individuos foram coletados de barco e trazidos para a
margem, onde permaneceram em recipientes de polietileno com agua do local
de coleta por pelo menos cerca de 20 minutos antes das medic¢des. Todas as
medidas ecofisiolégicas foram feitas a partir destas coletas. As medidas foram
realizadas entre 9:00 e 10:30 horas utilizando-se um analisador de géas
carbonico infravermelho (IRGA) portatil, de circuito fechado, modelo Ciras 2
(PP Systems, UK), com camara foliar calibrada para 380 ppm de CO2, sob
intensidade luminosa artificial de 2000 ymol de fétons m2 s e umidade de
80% (Paiva et al., 2009). Os parametros aferidos foram: assimilacdo de
carbono (A), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs) e carbono interno

(Ci). Os resultados foram expressos em pmol m2 s,
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2.5.2. Fluorescéncia da clorofila a

Para as avaliagbes de fluorescéncia da clorofila a, o total de 15
individuos de E. crassipes foram coletados em 3 pontos de cada rio (n = 15) em
cada estacao (seca e chuvosa). As medicOes foram realizadas entre 12:00-
14:.00 horas usando um fluorémetro portatii de luz modulada (FMS2,
Hansatech, UK). As folhas foram previamente adaptadas ao escuro durante 30
min utilizando clipes de folha, e, em seguida, exposta a um fraco feixe de luz
modulado (aproximadamente de 6 mmol de m2 s'a 660 nm), seguido pela
exposicdo (0,8 s) de alta intensidade (10000 pmol m?2 s1) de luz branca
actinica, de acordo com Genty et al. (1989). As variaveis determinadas foram:
(1) rendimento quéantico maxima de FSIlI (Fv / Fm); (2) rendimento quantico
variavel do PSIlI Fv / FO; (3) extingdo fotoquimica (qP); e (4) extingdo nédo
fotoquimica (PNQ).

2.6. Analises estatisticas

As concentracfes de metais foram submetidas a analise de variancia
multivariada (MANOVA) através do software STATISTICA versdo 7.0 (P <
0.05). As trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram submetidas ao
teste de Kruskal-Wallis através do software STATISTICA verséo 7.0 (P < 0.05).
Andlise multivariada dos componentes principais (PCA) foi realizada para
verificar a ordenacao dos conjuntos dos metais (Al, Fe, Mg, Mn, Cr, Cu) nas
raizes e parte aérea de E. crassipes dos rios em questdo. O software utilizado
para realizacdo da PCA foi PRIMER 6 & PERMANOVA.

3. RESULTADOS
3.1. Concentracdo de metais

Maiores concentracdes de metais foram verificadas nas raizes de E.
crassipes quando em comparacdo com a parte aérea, independente do rio e da
estacdo, com excecdo do Mg (Tabela 4). As concentragcdes de metais nas
raizes de E. crassipes dos trés rios seguiram 0 mesmo padrao:
Al>Fe>Mg>Mn>Cr>Cu, com excecdo do Cu>Cr na estacdo chuvosa no rio
Muriaé. Na parte aérea, a distribuicdo quantitativa dos metais teve alteracdo em
relacdo as raizes: Mg>Al>Fe>Mn>Cu>Cr. Todos 0s metais apresentaram

variacbes sazonais nas raizes e parte aérea de E. crassipes em todos 0s rios.
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Entretanto, maior frequéncia de variacdo foi verificada nas raizes. Cobre (rios
RPS e Muriaé) e Cr (rio RPS) foram quantificados em maiores concentracdes
nas raizes de E. crassipes na estacao chuvosa, enquanto Al e Mg (RPS e rio
Pomba) e Fe (todos os rios) foram detectados em maiores concentracdes na
estacdo seca. A distribuicdo quantitativa para os metais no MPS para os trés
rios foi a mesma encontrada para as raizes: Al>Fe>Mg>Mn>Cr>Cu, com
excecdo do rio Pomba na estagdo seca, onde o Mn (6,71 mg g') foi maior que
o Mg (2,56 mg g?) e o Cu (135,28 ug g*) foi maior que o Cr (32,02 ug g?)
(Tabela 4). No MPS do rio Pomba na estacdo seca foram encontradas as
maiores concentracdes de Cu (135,8 ug g1), Fe (154,46 mg g*) e Mn (6,71 mg
g?) em comparagdo com os demais rios. O Unico elemento a ndo apresentar

variacédo sazonal foi o Al.
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Tabela 4. Média (+ desvio-padrédo) da concentragdo de Al, Fe, Mg, Mn, Cr, Cu em raizes e folhas de E. Crassipes e material particulado em
suspensdo (MPS) dos rios Paraiba do Sul, Muriaé e Pomba, Brasil, em agosto de 2012 (estagdo seca) e fevereiro de 2013 (estacdo chuvosa).
Letras mailsculas comparam entre os rios na mesma estacdo. Letras mindsculas comparam entre as estacées no mesmo rio. * indica diferencas
significativas nas concentragdes de metais entre raizes e parte aérea (P < 0.05), plantas N=12; MPS N=3).

Rios
Paraiba do Sul Muriaé Pomba
Seco Chuwoso Seco Chuwvoso Seco Chuwoso

Raiz

Al (mgg™" 36,84 + 7,56 Aa* 25,81 * 6,68 Bb* 38,42 + 6,67 Aa* 33,86 + 7,19 Aa* 42,99 + 558 Aa* 24,25 + 4,73 Bb*
Fe (mgg') 27,16 * 7,24 Ba* 15,92 + 4,46 Ab* 26,36 + 6,35 Ba* 13,66 + 3,09 Ab* 36,3 + 7,98 Aa* 21,42 + 5,74 Ab*
Mg (mgg™) 737 £ 1,65 Aa 3,02 + 0,88 Bb 5.297 + 0,64 Ba 4,87 += 1,13 Aa 8,46 + 0,83 Aa 3,71 + 1,06 Bb
Mn (mgg') 202 % 0,57 Cb* 2,95 + 0,80 Aa* 5,04 + 1,22 Aa* 2,38 = 0,69 Ab* 3,28 = 0,72 Ba* 1,85 + 0,47 Bb*
Cr (mgg') 30,33 + 8,34 Ab* 42,83 + 11,62 Aa* 25,91 = 4,42 Aa* 19,82 + 5,15 Ca* 33,38 + 7,11 Aa* 27,11 + 5,67 Ba*
Cu (mgg) 17,82 + 4,51 Bb* 31,08 = 6,21 Ba* 17,08 + 2,25 Bb* 61,40 + 8,26 Aa* 23,33 + 3,38 Aa* 23,49 + 2,08 Ca*
Parte

aérea

Al (mg 9‘1) 2,7 £ 0,71 Aa 1,92 =+ 0,53 Aa 527 + 1,54 Aa 2,29 + 0,64 Aa 4,99 + 1,29 Aa 254 + 0,71 Aa
Fe (mgg") 272 = 07 Aa 0,61 =+ 0,16 Aa 3,34 + 0,77 Aa 0,58 + 0,16 Aa 314 + 09 Aa 1,42 + 04 Aa
Mg (mgg) 744 £ 1,34 Ba 5,22 + 0,43 Bb* 8,63 = 0,66 Ba* 7,88 + 1,66 Aa* 9,15 + 0,56 Aa 6,47 + 1,48 Bb*
Mn (mgg') 053 % 012 Ab 0,91 * 0,24 Aa 1,11 + 0,23 Aa 0,52 + 0,14 Aa 1,16 = 0,24 Aa 0,49 * 0,14 Aa
Cr (mgg) 496 = 1,34 Aa 2,09 + 0,52 Ba 4,29 + 1,17 Ba 10,05 + 2,48 Aa 3,09 + 0,76 Ca 529 + 1,49 Ba
Cu (ugg") 594 % 128 Aa 9,26 + 1,02 Ba 7,38 + 1,36 Ab 18,88 * 3,80 Aa 7,34 + 1,99 Aa 11,23 + 1,70 Ba
MPS

Al (mgg") 131 * 26 Aa 121 + 26,32 Aa 154 + 45 Aa 152 + 13 Aa 129 + 18 Aa 164 = 8 Aa
Fe (mg 9‘1) 73 = 15 Ba 81 + 22,47 Ca 84 = 40 Bb 115 + 1 Aa 154 + 16 Aa 1117 + 3 Bb
Mg (mgg') 300 % 0,62 Aa 3,33 £ 0,74 Aa 5 + 2 Aa 3,90 + 0,34 Aa 2,56 + 0,35 Aa 1,47 %= 0,12 Ab
Mn (mg g‘1) 2,02 + 0,57 Ba 1,43 = 0,71 Aa 2,72 £ 1,98 Ba 1,78 = 0,03 Aa 6,71 £+ 0,21 Aa 1,15 + 0,06 Ab
Cr (mgg') 41,83 = 12,72 Bb 68,31 * 9,66 Ba 64,00 + 10,92 Aa 71,71 + 1,38 Ba 32,02 + 8,24 Bb 105,48 £+ 3,07 Aa
Cu (mgg) 39,93 + 7,37 Ba 24,91 =+ 13,03 Aa 45,76 + 32,66 Ba 28,77 + 0,62 Aa 135,28 + 2,10 Aa 34,22 + 1,50 Ab
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A PCA para a concentracdo de metais em E. crassipes mostra a
formacdo de grupos em fungédo da distribuicdo espacial principalmente na
estacdo chuvosa (Figura 2), excecdes feitas para as amostras de raizes no rio
Pomba. A PCA para a concentracdo de metais nas raizes de E. crassipes
explicou 66,6% dos resultados (Figura 2A). Na estacdo chuvosa (simbolos
cinza) houve separacao espacial das amostras do RPS e Muriaé, o mesmo nao
acontecendo no periodo seco. As amostras do rio Pomba n&o seguiram este
padrdo, ndo tendo sido possivel separar as amostras em funcdo da
sazonalidade. Os metais que mais contribuiram para a variancia da PC1 foram
o Al e o Fe. As amostras de parte aérea (Figura 2B) ficaram mais claramente
separadas na analise das componentes principais quanto aos rios de origem do
gue as das raizes na estacdo chuvosa, podendo ser verificado o grupo com as
amostras do rio Pomba na estacdo chuvosa. A PCA para a parte aérea
também evidenciou separacdo espacial e sazonal das amostras. A PC1l
separou as amostras quanto a sazonalidade, com valores positivos para as
amostras da estacdo seca e valores predominantemente negativos para
estacdo chuvosa. Os metais que mais contribuiram para a variancia da PC1
foram o Mg e Cu. Somente na PC2 para a estacdo seca houve uma separacéo
espacial entre as amostras do RPS em comparacdo com as amostras dos

demais rios.
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Figura 2. Espaco de ordenacdo dos componentes principais (PCA) em raizes (A) e
folhas (B) de Eichhornia crassipes. Concentracdes de metais (Fe, Cr, Cu, Mg, Mn e Al)
no rio Paraiba do Sul = triangulo, Muriaé = quadrado e Pomba = circulo. Estacéo seca
= preto. Estacdo chuvosa = cinza



3.2. Trocas gasosas

Os valores de A, gs e E de E. crassipes foram maiores na estacao
chuvosa do que na seca nos trés rios (Figura 3). A de E. crassipes do RPS e
rio Muriaé foi cerca de 30% maior na estacdo chuvosa em compara¢do com a
estacdo seca, enquanto que nos individuos do rio Pomba, A aumentou cerca
de 50% (Figura 3A). A gsem E. crassipes dos trés rios foi cerca de 40% maior
na estacao chuvosa em comparacdo com a estacédo seca (Figura 3B). Ci foi o
parametro com menor variacdo sazonal, tendo sido cerca de 10% maior na
estacdo seca nos rios Muriae e Pomba e ndo apresentando variacdo sazonal
nas plantas do RPS (Figura 3 D).
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Figura 3. Média e desvio padrao dos parametros de trocas gasosas. A = Assimilagdo de CO:2
(A); gs = condutancia estomatica (B), Ci = carbono interno (C) e E = transpiragdo (D) em
Eichhornia crassipes dos rios Paraiba do Sul (RPS), Muriaé (MR) e Pomba (PR) em agosto de
2012 (periodo seco = preto ) e fevereiro de 2013 (periodo chuvoso = cinza ). Letras mailsculas
= comparacao entre 0s rios no mesmo periodo. Letras mindsculas = comparagdo entre o0s
periodos no mesmo rio (p < 0.05).N=10.

3.3. Fluorescéncia da clorofila a

Diferente dos valores de trocas gasosas, 0s parametros de fluorescéncia
da clorofila a em E. crassipes apresentaram menor variagdo sazonal ou
espacial: Fv/Fm variou entre 0,82 e 0,85; Fv/Fo variou entre 4,76 e 5,77; qP
variou entre 0,89 e 0,98; e gNP e NPQ entre 0,05 e 0,13 (Tabela 5).
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Tabela 5. Média (+ desvio-padrédo) dos parametros de fluorescéncia da clorofila a de Eichhornia crassipes oriundas dos rios Paraiba do Sul, Muriaé
e Pomba em agosto de 2012 (estacao seca) e fevereiro de 2013 (estacdo chuvosa). Fv/Fm = rendimento quantico maximo do fotossistema Il; Fv/FO
= taxa variavel da fluorescéncia minima; gP =quenching fotoquimico; gNP =quenching nado fotoquimico; NPQ = quenching ndo fotoquimico. Letras
mailsculas comparam entre os rios na mesma estacao. Letras mindsculas comparam entre as esta¢cdes no mesmo rio (P< 0.05). N=15

Rios
Paraiba do Sul Muriaé Pomba

Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso
F/Fm 0,8 + 0,02 Ab 09 + 0 Aba 0,84 + 0,02 Ab 0,9 + 0,01 Aa 0,82 + 0 Aa 0,8 + 0,02
F/Fo 48 + 056 Ab 55 + 0,6 Aba 5,14 + 0,59 Ab 58 + 0,56 Aa 481 + 0,9 Aa 56 + 0,79
gP 1 + 003 Ba 09+ 0 Ab 0,98 + 0,01 Aa 1 + 0,02 Ab 0,89 + 0,1 Bb 0,9 + 0,03 Ba
gNP 0,1 £+ 009 Aa 0,1+ 0 Ba 0,05 + 0,03 Bb 0,1 £+ 0,02 Ba 0,06 + 0 Bb 0,1 £+ 0,04 Aa
NPQ 01+ 011 Ab 01 + 0 Ba 0,05 + 0,02 Ab 0,1 + 0,02 Ba 0,11 + 0,1 Ba 0,10 + 0,04 Aa
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4. DISCUSSAO

Variaghes sazonais e espaciais na concentracdo de metais do MPS e
nos individuos de E. crassipes foram encontradas, respondendo positivamente
nossa primeira questdo. O verdo do ano de 2013 (Anexo do Capitulo II)
(estacéo chuvosa do presente estudo) apresentou menor pluviosidade do que a
média dos verdes dos anos anteriores (INMET, 2015). Em 2012 teve inicio uma
escassez hidrica na regido sudeste do Brasil que vem se agravando até os dias
atuais. Essa anomalia pode ter influenciado no padréo de sazonalidade mais
discreto para metais. Dentre os trés rios avaliados, 0 RPS € o mais estudado e
os dados de sua vazdo mostram que a amplitude de variacdes entre estacao
seca e chuvosa no ano de 2012/2013 foi menor que nos anos anteriores (Fev
12: 2,202 m3s?, Fev 13: 1,875 m3s, Ago 12: 565 m3s?, e Ago 13: 417 m3s,
dados do Laboratorio de Ciéncias Ambientais, UENF; Ovalle et al., 2013). As
variagdes espaciais nas concentragdes de metais nos rios estudados e na biota
associada tém como principais causas as intervenc¢des antropogénicas, uma
vez que o complexo do RPS, que engloba os rios Muriaé e Pomba, tem a
composicao litologica da bacia de drenagem semelhante (Radambrasil, 1983)
(Tabela 2). As elevadas concentragdes de Fe e Al nos trés rios séo devidas a
compostos de Al20s, Fe20s3 e FeO, presentes em maiores quantidades nas
litologias dominantes (gnaisse e migmatitos) na bacia de drenagem do RPS.
Em outros rios tropicais também sujeitos a antropizacdo, os valores destes
elementos estdo aquém dos encontrados no presente estudo: Rio Xanaes,
Cordoba, Argentina (Fe: 0,016 mg g* em Myriophyllum aquaticum,
Harguinteguy et al., 2013), Suquia , Argentina (Fe: 4,49 mg g~ Stuckenia
filiformis, Harguinteguy et al., 2014), Rio Negro, Brasil (Fe: 0,0038 mg g~ no
MPS, Alard et al., 2011), rio Cachoeira, Bahia, Brasil (Al: 1,13 mg g~ em raizes
de Eichhornia crassipes, Al: 0,53 mg g~!em plantas inteiras de Pistia stratiotes
e 1,13 mg g™! em raizes de E. crassipes, Klumpp et al., 2002), Trinity Brasil,
Texas, EUA (Al: 100 mg g* no MPS, Warnken & Santschi, 2009).

A tendéncia de diminuicdo da concentracdo de metal de fontes pontuis
antropogénicas (efluentes industriais e urbanos) com o aumento do fluxo de
adgua (estagdo chuvosa) é atribuida ao efeito de diluicAo das particulas de
origem antropogénica pela entrada de particulas originadas dos solos e de

particulas grosseiras ressuspensas dos sedimentos dos fundos dos rios
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(Goncalves & Carvalho, 2006; Carvalho et al., 1999). A maior concentracao de
metais na estagdo seca explicaria principalmente a dinamica dos elementos
oriundos de fontes antropogéncias pontuais, uma vez que estas fontes
poluidoras tendem a ser constantes o ano todo (ex., esgoto domeéstico e
industrial). Os elementos que compdem naturalmente a bacia de drenagem
tendem a ser carreados em maiores quantidades para os rios na estacdo
chuvosa. A utilizagéo de fertilizantes contendo diferentes concentragées de Pb,
Ni, Cr, Cu, Cd e Zn na agricultura, pode causar impactos aos recursos hidricos
das areas adjacentes (Angelotti-Netto et al., 2004). Nos rios Paraiba do Sul e
Muriaé maiores concentracfes de Fe foram encontradas no MPS na estacao
chuvosa, enquanto no rio Pomba, foram encontradas na estagdo seca. As
maiores concentracdes de Fe encontradas na estacdo seca no rio Pomba
podem estar ligadas a atividade de extracdo e beneficiamento de rochas
ornamentais que ocorrem durante todo o ano no entorno deste rio, gerando de
residuos abrasivos na forma de lama (Moreira et al., 2005; Vieira et al., 2006;
Manhaes & Holanda, 2008). Os residuos da producédo de rochas ornamentais
sdo aproveitados para o desenvolvimento de produtos ceramicos, cuja massa
padrdo é constituida por um alto teor de Fe203 (Moreira et al., 2005). Para a
extracao da argila para a confec¢do das ceramicas € necessaria a retirada da
cobertura vegetal e assim o solo, rico em Fe, fica mais exposto e passivel de
erosdo. Além disso, apés a remocao da argila, as particulas soltas do solo
podem promover 0 assoreamento dos recursos hidricos (Moreira et al., 2005).
O acumulo de particulas oriundas da extracédo de argila no rio pode ter sido um
dos fatores a contribuir para a maior concentracédo de Fe no MPS do rio Pomba
e nas raizes de E. crassipes. No MPS do rio Pomba foram encontradas
também maiores concentracdes de Cu e Mn na estacdo seca em comparacao
com os demais rios. Os elementos Cu, Fe, Mn, Ba, Pb, Cr, sdo encontradas em
extratos de teste de solubilizagdo de amostra de residuos de rocha granitica
ornamental (Manhdes & Holanda, 2008). Devido ao fluxo reduzido e menor
volume de agua na estacéo seca, 0s metais originados da extracéo de rochas
ou de outras fontes ficariam mais acumulados nesta estacéo.

Variacbes sazonais e espaciais na concentracdo de metais em E.
crassipes foram evidenciadas neste componente da biota dos rios estudados. A

PCA para raizes de E. crassipes mostrou a formacdo de grupos distintos de
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amostras com variacao sazonal no RPS e rio Muriaé. Entretanto, apesar desta
tendéncia ter sido observada nas amostras do rio Pomba, a formacdo de
grupos sazonais nao foi tdo evidente (ciculos cinzas e escuros, Figura 2A). Isso
pode ter sido causado pelo controle do fluxo de agua no rio Pomba através de
comportas de barragens e represas que existem nas hidrelétricas no municipio
de Cataguases, localizada 78 km a montante do municipio de Santo Antdnio de
Padua, onde foram coletados os individuos de E. crassipes (Vieira, 2013). A
distribuicAo sazonal das amostras na PCA das raizes foi fortemente
influenciada pela concentracdo de Fe, que como discutido anteriormente teria
sua concentracdo aumentada no rio Pomba pelas atividades de extracdo de
rochas e argila durante a estacdo seca. Na estacdo seca, a concentracao de
Fe nas raizes de E. crassipes do rio Pomba foi maior em comparacdo aos
demais rios. No entanto, a concentracdo de Fe nas raizes de E. crassipes do
rio Pomba seguiu 0 mesmo padrdo sazonal dos demais rios com menor
concentragdo na estagcdo chuvosa. Outros elementos como Cu e Cr nédo
apresentaram variacdo sazonal no rio Pomba, contribuindo para o resultado
encontrado da PCA das raizes. A PCA das amostras da parte aérea também
evidenciou um padréo sazonal e espacial de distribuicdo de metais. Os metais
que mais contribuiram para a distribuicdo das amostras foram o Mg e Cu. O
excesso de Mg (Brady et al., 2005) e Cu (Tanyolac et al., 2007) podem causar
toxicidade em plantas, embora esses metais sejam considerados nutrientes
para as plantas. A absorcdo e efluxo de metais nas células das plantas é
coordenado com o objetivo de manter a homeostase. Para isto, as plantas
codificam transportadores de metais que variam em suas especificidades,
padrées de expressdo e localizacdo celular para sistematizar a translocacao
destes elementos (Colangelo & Guerinot 2006). A translocacdo de metais para
a parte aérea é fortemente dependente da transpiracdo (Taiz & Zeiger, 2009),
mas também é influenciada por outros fatores como a espécie vegetal, 0 metal
e uma série de condigbes ambientais (Weis & Weis, 2004) como, por exemplo,
variacdo da condutividade, pH e solubilidade do metal (Weis & Weis, 2004; Irie
et al., 2008).

Em estudo conduzido em dois rios tropicais (Paraiba do Sul e
Itabapoana), a formacdo de grupos sazonais referentes a concentracao de

metais foi mais evidente em raizes de E. crassipes do que na parte aérea
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(Vitoria et al., 2015). Isto contradiz em parte os dados do presente estudo, uma
vez que as amostras de raizes das plantas do rio Pomba nao foram agrupadas
sazonalmente, mas se distribuiram num continuum entre estacdo seca e
chuvosa. Entretanto, os metais do MPS do rio Pomba apresentaram as maiores
diferencas sazonais na comparagcdo com 0S outros rios. Uma possivel
explicacéo seria a reduzida diferenca sazonal de transpiracao dos individuos de
E. crassipes do rio Pomba (Figura 3D). Isto reduziria a translocacdo dos metais
das raizes para a parte aérea na estacdo chuvosa nas plantas do rio Pomba
comparativamente as plantas dos outros rios, mantendo concentracoes
similares de metais nas raizes na estacao seca e chuvosa.

A distribuicdo quantitativa para os metais no MPS foi semelhante a
encontrada nas raizes de E. crassipes, assim como a mesma variagdo sazonal
para alguns elementos, demonstrando que variacdes no MPS sao refletidas
nas concentracdes das raizes desta espécie e respondendo positivamente a
segunda questéo. No entanto, a concentragdo de metais (Mn, Fe, Cu e Cr) no
MPS do presente trabalho foi maior em comparacdo ao material particulado
aderido nas raizes de E. crassipes do RPS e rio Imbé no estudo realizado por
Campaneli et al. (2010).

Na parte aérea a reproducibilidade da distribuicdo dos elementos no
MPS néo ocorreu, devido a retencéo preferencial da maioria dos elementos nas
raizes. Maiores concentracdes de metais nas raizes em comparacdo com as
folhas séo relatadas em varios estudos (Mishra & Tripathi, 2009; Paiva et al.,
2009; Campaneli et al.,, 2010; Oliveira, 2012; Vitoria et al., 2015). A
imobilizacdo de metais nas raizes € discutida como um meio de proteger o
aparato fotossintético contra danos causados por metais (Brune et al., 1995).
No presente estudo, apenas Mg esteve em maiores concentragdes na parte
aérea, 0 que € justificado pela seu papel importante na fotossintese como
atomo central da molécula de clorofila.

Na tabela 6 sdo mostradas as concentragfes de metais em raiz e parte
aérea de E. crassipes realizados por outros autores nos rios da regido sudeste.
Os valores de Fe, Mn, Cr e Cu foram diferentes em relagcdo ao presente
trabalho. Esse fato pode ter ocorrido por diversos fatores que incluem a vazéo
do rio, a utilizacdo do solo ao entorno da bacia de drenagem e construcdes de

barragens ao longo dos rios dentre outros.
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Tabela 6. Concentracdes de metais em E. Crassipes na regido norte fluminense verificadas por
outros autores. Estacdo seca (ES); Estacdo chuvosa (EC)

Rios Parte da Planta Al (mgg™) Fe(mgg') Mg(mgg") Mn (mgg? cr (uggh Cu (ug g
ES EC ES EC ES EC ES EC ES EC ES EC Referéncias
. . Raiz

27,6 27,4 16,7 14,9

Ba‘z‘gpsalf'ba ~ ~ _ Vitéria et al., 2015
Parte aérea 3,8 1,2 6,2 7,7
Raiz 24,4 19,1 13,3 13,5

ltabapoana _ _ _ Vitoria et al., 2015

Parte aérea

3,3 1,6 7,3 6,7

Baixo Paraiba Média da Planta

do Sul - 7,96 2,71 0,68 1,26 0,011 0,003 0,013 0,027
Médio Paraiba
do Sul 6,12 5,54 - 1,43 1,00 0,002 0,07 0,023 0,014 .
" Campaneli et al., 2010
Alto Paraiba 182
do Sul 2,78 2 ' 2,15 0,004 0,002 0,01 0,014
, _ 1,7 3,15 _ 3,16 2,03 0,002 0,003 0,012 0,009
Imbé
Raiz 142
Imbé 3 _ _ _ _ Paiva et al., 2009
Parte aérea 3
BaixoParaiba Raiz 579 Vitéria et al., 2011
do Sul Folha + peciolo - - - 2,44 h

Apesar das variagcdes sazonais e espaciais nas concentracoes de metais
na parte aérea de E. crassipes, ndo foram observados individuos sob estresse
fotossintético, o que responde nossa terceira questdo. Os parametros da
fluorescéncia da clorofila a (FW/Fm e Fv/Fo) no presente estudo se encontram
dentro dos limites de referéncia pré-estabelecidos para plantas nao
estressadas: 0.75 — 0.85 para Fv/Fm (Butler & Kitajima, 1975) e 4.0 — 6.0 para
Fv/Fo (Rohacek, 2002). A maior dissipagdo de energia na forma de gP (em
torno de 90%) evidencia que ndo houve necessidade de dissipacéo de energia
como calor (NPQ e gNP), o que sugere que as variagdes nas condicdes
ambientais ndo requereram ajustes fotoquimicos. A via de dissipacao térmica €
utiizada por E. crassipes como forma de manter seus rendimentos
fotoquimicos em condicfes satisfatorias para o processo fotossintético quando
a mesma necessita se ajustar a ambientes estressantes (Lage-Pinto et al.,
2008). E. crassipes é tolerante a metais e capaz de acumular ions metéalicos
sem sofrer danos que comprometam a sua fisiologia (Ndimele et al., 2011,
Gupta et al. 2012). Isto demostra a grande tolerancia desta espécie a metais,
uma vez que mesmo habitando rios poluidos, sua capacidade de ajuste térmico
para tolerar habitats contaminados por metais ndo precisou ser ativada.

VariacOes fotossintéticas sazonais e espaciais foram observadas em E.
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crassipes, com o0 maior valor de assimilacdo de carbono observada em
amostras da estacao chuvosa (Figura 3 A).

Na estacdo chuvosa também foi verificada maior taxa de condutancia
estomatica em E. crassipes dos rios em estudo. Com excec¢do de E. crassipes
do PRS o conteudo de carbono interno foi significativamente menor na estacao
chuvosa (Figura 3 B). As plantas reduzem a condutancia estomatica em
resposta a déficits de pressao de vapor entre a folha e a atmosfera, levando as
reducdes de produtividade (Zhao & Running, 2010). Ao reduzir a condutancia
estomatica, as plantas minimizam a perda de agua para atmosfera e mantém a
hidratacdo das células das plantas mesmo com o aumento do déficiti de
pressao de vapor (Ocheltree et al., 2014). No entanto, ao reduzir a taxa de
difusdo de CO: para a folha, a diminuicdo da concentracdo interna de CO:2
resultam na reducdo da eficiéncia da fixacdo de carbono (Ocheltree et al.,
2014).

A pressurizacdo interna e fluxo de gas convectiva em aerénquima ja
estdo bem estabelecidos como importantes para a adaptacdo de aeracdo para
muitas plantas aquaticas que crescem no alagado (Armstrong & Armstrong,
2009). Durante os periodos de seca, as plantas fecham os estdmatos para
evitar a perda de agua através da transpiracdo, mas a resultante diminuiu
condutancia estomatica afeta negativamente as trocas gasosas, causando
niveis de oxigénio intra-folha a subir e os niveis de dioxido de carbono a cair
(Klooster & Palmer-Young 2004). Os estdmatos de plantas fecham em resposta
a diminuicdo da umidade relativa da atmosfera (Xie et al., 2006). Esse
possivelmente é um mecanismo que impede a planta de perder o excesso de
agua, quando expostos a uma atmosfera seca (Xie et al., 2006). De acordo
com Bunce 1985, o fechamento dos estbmatos em elevado déficit de presséo
de vapor € uma funcéo da taxa de evaporacao a partir da superficie exterior da
epiderme. Quando a umidade em volta da folha é reduzida em poucos minutos
a condutancia estomatica reduz (Monteith, 1995; Oren et al, 1999). Talvez
devido a menor umidade relativa do ar na estacdo seca em comparagcdo a
estacdo chuvosa ocorreu a reducdo da condutancia estomatica nas folhas de
E. crassipes e consequente reducdo da assimilacdo de carbono na estacao

Seca.
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Maiores concentracbes de Cr e Cu na parte aérea durante a estacao
chuvosa néo tiveram efeito danoso no processo fotossintético, apesar do
aumento destes elementos ter sido consideravel: cerca de 50% no rio Muriaé
para Cr, e cerca de 40 a 60% considerando todos os rios para Cu. Isto sugere
gue mesmo com o0 aumento de suas concentracdes, na estacao chuvosa estes
elementos ainda estariam em concentracdes aceitaveis e/ou ideais para o
metabolismo vegetal. Cr é um elemento ndo essencial a fisiologia vegetal.
Entretanto, a depender da sua especiacdo quimica e concentracdo ele
promove um incremento na assimilacdo de carbono em E. crassipes (Paiva et
al., 2009) e estimula a atividade fotossintética (El-Bassam, 1978; Gonzélez et
al., 2014). O mecanismo fisiologico pelo qual a melhoria fotossintética ocorre
na presenca de Cr ainda ndo foi elucidado, mas alteracdo na propor¢cdo de
poliaminas (espermidina, espermina e putrescina) tem sido sugerida como um
eficiente mecanismo para estabilizar o fotossistema Il na presenca de metais e

outros fatores abibticos que possam ser estressantes (Hamdani et al.,2011).

5. CONCLUSOES

A distribuicdo quantitativa de metais no MPS pode ser avaliada a partir de
amostras de raizes de E. crassipes (e vice-versa), uma vez que ambos refletem
as variacfes sazonais e espaciais aos quais 0 ecossistema esta exposto.

Maiores concentracdes de Cr e Cu na parte aérea durante a estacdo
chuvosa néo tiveram efeito danoso no processo fotossintético, apesar do
aumento destes elementos ter sido consideravel, sugerindo que mesmo com o
aumento de suas concentracfes, na estacdo chuvosa estes elementos ainda
estariam em concentracfes aceitaveis e/ou ideais para o metabolismo vegetal.
No presente estudo, apenas Mg esteve em maiores concentragbes na parte
aérea, 0 que é justificado pela seu papel importante na fotossintese como
atomo central da molécula de clorofila.

Enquanto a assimilagdo de carbono em E. crassipes é fortemente
influenciada pela sazonalidade, a etapa fotoquimica da fotossintese €
insensivel a variacdo sazonal. A sazonalidade influenciou a assimilacdo de
carbono por E. crassipes possivelmente pela variacdo do déficit de presséao de

gue esta relacionado a abertura e fechamento dos estématos.
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CAPITULO IIl: AUMENTO DA ASSIMILACAO DE C EM Eichornia crassipes:
INFLUENCIA DOS RIOS DE ORIGEM E POLIAMINAS PARA A RESPOSTA
ECOFISIOLOGICA
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RESUMO

O Cr® néo é um nutriente essencial para as plantas. No entanto, estudos
relatam o aumento da assimilacdo de C em algumas espécies quando da
exposicdo a Cr3* e outros efeitos benéficos nestes organismos. O presente
estudo teve como objetivo elucidar se as poliaminas putrescina (PUT),
espermidina (SPD) e espermina (MPS) e alteracOes ultraestuturais foliares
(dados em colaboracdo) contribuem para maior assimilacdo de C em
Eichhornia crassipes. Esta espécie é hiperacumuladora de metais e tem se
mostrado um excelente modelo de estudo, uma vez que tolera ambientes letais
para outras espécies. Visando avaliar a influéncia do ambiente de origem das
plantas nas respostas, E. crassipes foi coletada em trés rios (baixo Paraiba do
sul - RPS, Muriaé e Pomba) e exposta experimentalmente a 1 mM de Cr203
(Cr3¥*) por quatro e oito dias. Trocas gasosas, poliaminas, e alteracdes
ultraestruturais foram aferidas em folhas e quantificado Cr em raizes e folhas
de E. crassipes. A concentracdo de Cr®' total em E. crassipes aumentou
conforme o tempo de exposicao ao metal. Com excecao de E. crassipes do rio
Pomba, os valores de assimilacdo de C aumentaram no quarto dia de
exposicdo a Cr3*. O contetido de PUT, SPM e SPD variaram em E. crassipes
apenas no oitavo dia de exposicdo ao Cr3* ndo explicando o aumento de
assimilacdo de C verificado no quarto dia. Alteracdes ultraestruturais foliares
(Apéndice) de E. crassipes expostas ao Cr*3, tais como, aumento do volume do
estroma, afrouxamento dos tilacoéides e presenca de plastoglobulos poderiam
ter conferido maior normalidade ao processo fotossintético ou promovido a

melhoria do fluxo de elétrons durante a fotossintese.
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Palavras-chave: macréfita aquatica flutuante livre, hiperacumuladora,
trocas gasosas, Pomiaminas.

1. INTRODUCAO

Os metais s&o importantes poluentes inorganicos, como resultado de
sua recalcitrancia e persisténcia no ambiente, alta toxicidade e acumulagcao
através da cadeia alimentar (Ferraz et al., 2005). O cromo (Cr) € um elemento
natural encontrado na crosta terrestre (Dheeba et al., 2014). O Cr é o0 vigésimo
primeiro elemento mais abundante na crosta terrestre e o sexto metal de
transicdo mais abundante (Barnhart, 1997). Cromo é um dos principais
poluentes em aguas residuais, resultantes de aplicacdes agricolas e industriais,
tais como galvanoplastia, curtimento de couro, e corante téxtil (Sreeram et al.,
2004., Rehman et al.,, 2008., Belay et al., 2010., Dheeba et al., 2014),
mineracao, refino de petréleo, e producdo de fitas magnéticas. (Gao & Xia
2011).

Cromo pode ser detectado em diversos estados de oxidacéo (Cr°*, Cri*,
Cr?*, Cr%, Cr*, Cr°, Crb) (zayed et al.,, 1998., Santos et al., 2009;
Augustnowicz et al., 2010). Entretanto, o Cr¥* e Cr% sdo as espécies que
causam maiores impactos ambientais, devido a sua estabilidade e ampla
distribuicdo em ambientes aquaticos (Ferraz et al., 2005). O Cr3* é reconhecido
como um nutriente essencial para os animais, e em baixas concentracoes é
usado como um suplemento nutricional (Zayed & Terry, 2003., Eastmond et al.,
2008). Em plantas, Cr € um elemento ndo essencial (Chatterjee et al., 2015) e
pode interferir no crescimento e o desenvolvimento, reduzindo a taxa de
germinacao, bem como o crescimento de raizes, caules e folhas (Allué et al.,
2014). Sua acdo maléfica também causa efeitos deletérios sobre a
fotossintese, relagbes hidricas e nutricdo mineral (Shanker et al., 2005,
Nagajyoti et al., 2010), além de gerar alteragcbes morfologicas (Rodriguez et al.,
2012., Daud et al., 2014). Entretanto, ja foram relatados efeitos benéficos do Cr
como propriedades antifingicas e estimulo ao crescimento (Barcel6 et al.,
1993), estimulo da sintese de clorofila e atividade fotossintética (El-Bassam,
1978) e aumenta a assimilagcdo de C (Paiva et al., 2009). Entretanto, até o
momento ndo estd elucidada qual seria sua funcdo no metabolismo vegetal
(Dixit et al., 2002., Ghosh e Singh, 2005).
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Alteracdes nas concentracdes de poliaminas totais (PAS) e na proporgao
entre as princiapais PAs (Zhang et al., 2010) tem sido descritas como
respostas a exposicdo a metais (Sharma e Dietz 2006). Poliaminas sé&o
compostos alifaticos de nitrogénio, de baixo peso molecular com dois ou mais
grupos amino presente em todos os organimos vivos (Groppa & Benavides,
2008). Elas possuem cargas positivas em seus atomos de nitrogénio,
facilitando a sua interacdo com moléculas de DNA, RNA e fosfolipidios (Baron
e Stasolla, 2008). Alguns dos genes envolvidos na biossintese de PAs séo
encontrados no cloroplasto o que sugere sua possivel relacdo com processos
fotossintéticos (Bortolotti et al., 2004). A interacao de proteinas com as PAs nos
tilacéides durante varios tipos de estresse (salinidade, ozbénio, metal, dentre
outros) confere maior tolerancia a planta (Hamdani et al., 2011). Ainda segundo
0s autores acima, elevadas concentracfes de PAs (5mM de Putrescina - PUT;
25 mM Espermina - SPM) causam perda significativa de atividade no
fotossistema Il (FS II), enquanto que baixas concentracdes, especialmente de
SPM (0,20 puM), estabilizam o FS II.

Eichhornia crassipes, macréfita aquéatica considerada hiperacumuladora
de metais, aumenta a assimilacdo de C quando exposta a Cr3*, e este
aumento nao esta relacionado ao teor de pigmentos (Paiva et al., 2009). A
hipétese desse trabalho é que PAs estariam envolvidas no aumento da
assimilagdo de C quando da exposicao a Cr®*. Neste sentido, plantas que
crescem em rios mais poluidos expressariam continuamente sua resposta
(fisioldgicas e/ou ultraestrutural) de tolerancia a metais.

O objetivo desse trabalho foi utilizar a espécie modelo E. crassipes
proveniente dos rios Paraiba do Sul, Muriaé e Pomba para responder as
seguintes questdes: 1) o rio de origem afeta a assimilacdo de C em plantas
expostas a Cr3*? 2) poliaminas influenciam na maior assimilacdo de C apds
exposicdo a Cr3*? 3) alteracdes ultraestruturais também estariam envolvidas na

melhoria da assimilacéo de C apos exposicdo a Cr3+?

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e locais de coleta
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms foi coletada em julho de 2013 em trés

rios no Estado do RJ, Brasil: porc¢éo inferior do rio Paraiba do Sul (baixo RPS),
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na regiao central do municipio de Campos dos Goytacazes (S: 21°76’03°, W:
41°28’15°); rio Muriaé, no municipio de Cardoso Moreira (S: 21°49°00°, W:
41°63'26°); e rio Pomba, localizado no municipio de Santo Antdnio de Padua
(S: 21°53'63°, W: 42°15’55°) (Figura 1 do Capitulo Il). Os individuos foram
coletados manualmente com auxilio de barcos em trés pontos diferentes de
cada rio e transportadas em caixas plasticas para o laboratério, onde foram
lavados em &gua deionizada para retirada de material aderido.

2.2. Condigdes experimentais

Trinta e seis individuos de cada rio foram acondicionados por 5 dias em
unidades experimentais contendo 5L de solugéo nutritiva com pH em torno de 6
(Hoagland e Arnon, 1950) em casa de vegetacdo com aeracao artificial. Apés
este periodo, foi adicionada solugdo concentrada de Cr203 (Cr®*) para
obtencdo de concentracéo final de 1 mM de Cr*3. Os tempos de exposicdo ao
Cr3* foram de 4 e 8 dias. Analises no tempo zero também foram conduzidas.
Para cada tempo/tratamento foram utilizados seis individuos (n=6). O mesmo

desenho experimental foi utilizado para os individuos dos trés rios.

2.3. Determinacéo da concentracédo de Cr total

ApoOs a afericdo dos dados de trocas gasosas (item 2.5) ao final dos
dias 0, 4 e 8 de exposicdo a Cr®, as plantas foram lavadas cuidadosamente
para a retirada do material adsorvido nas raizes. Posteriormente, os individuos
foram divididos em raizes e folhas e colocados em estufa de circulacdo de ar
(Marconi — MA035- Brasil) a 60 °C por 4 dias. Apds a secagem, o material
vegetal foi macerado e do material fino resultante foi feita a digestdo acida para
quantificacdo de metais. Trés réplicas de cada uma das amostras foram
digeridas e analisadas. A digestdo acida para extracdo de Cr total foi realizada
por 15 horas em bombas de teflon a partir de 0,5 g de amostra seca acrescida
de 10 mL de &cido nitrico (65% HNO3) e 4 mL de &cido fluoridrico (48% HF).
Posteriormente, as bombas foram aquecidas em bloco digestor a 130°C por
cerca de 6 horas. Apdos o resfriamento (30 min), foram adicionados 10 mL de
solucéo a 4% de acido borico (HsBOs) para neutralizagdo do HF e as bombas
foram levadas novamente ao bloco digestor por 1 hora a 80 °C. O extrato final

foi filtrado em papel Whatman 40 e o volume final foi completado para 20 ml em
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baldo volumétrico usando &cido nitrico (HNO3 0,5 N) segundo descrito por
Filgueiras et al., 2000. As determinagdes de Cr foram realizadas em ICP-OES
(Varian-720ES) (Adaptado, Hoenig et al., 1998). O limite de deteccédo para o Cr
foi 0,1 pug g*. Os valores foram expressos em pg g*' de matéria seca com

meédia e desvio-padrao.

2.4. Controle da qualidade

Toda a vidraria foi previamente limpa através de imercédo em Extran (5%)
durante 24 horas, seguida por mais 24 horas em HCI (5%) e novamente mais
24 horas em HNO3 (5%). Ap6s este periodo, trés lavagens com &gua
deionizada foram conduzidas. Reagentes de grau analitico foram utilizados em
todos os procedimentos (Merck). Brancos foram determinados para todos os
experimentos (em triplicata, para cada conjunto de 40 amostras). O coeficiente
de variacdo maximo obtido entre as triplicatas foi sempre inferior a 10%. Para
certificacdo da completa digestdo das amostras vegetais foi realizado o teste
de exatiddo e precisdo de metais em material certificado de folhas de maca de
referéncia 1515 fornecidos pelo Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia
(EUA).

2.5. Mensuracéao de trocas gasosas

A assimilacdo de carbono (A), transpiracédo (E), condutancia estomatica
(gs), e concentracdo de carbono interno (Ci) foram medidas entre 08:30 a 10:30
horas em uma folha jovem, completamente expandida e sem necrose de cada
individuo de E. crassipes nos dias 0, 4 e 8 de exposi¢cao a 1 mM Cr203 (n=6).
Um analisador de gas carbbnico no infravermelho (IRGA) portatil, de circuito
fechado (LI 6400, Li-Cor, USA) foi utilizado para as medi¢des. As condi¢des de
medi¢cdes de luz (PPFD), temperatura, CO2 e umidade relativa na camara

foram de 2000 umol m2s?, 25 + 2°C, 380 pmol.mol* e 75%, respectivamente.

2.6. Poliaminas

Nos dias 0, 4 e 8 de exposicdo a 1 mM Cr203, amostras de folhas e
raizes de E. crassipes foram coletadas (n=5) e transportadas em nitrogénio
liquido até o biofreezer (-70°C) para posterior avaliacdo do contetudo de
poliaminas (PAs). A metodologia para a determinagdo de PAs livres foi
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conduzida conforme descrito por Santa-Catarina et al. (2006). Amostras de 200
mg de massa fresca foram maceradas com 1,6 mL de &cido perclorico a 5%
(v/v), e mantidas no gelo por 1 h, em seguida foram centrifugadas a 20.000 rpm
por 20 min a 4 °C. O pellet sera ressuspendido em 200 pL de acido perclérico a
5%, centrifugado nas condi¢cdes ja citadas e os dois sobrenadantes, que
contém as PAs livres, serdao misturados.

Em seguida as PAs livres foram dansiladas. Para tanto, 40 pyL da
amostra contendo PAs foram misturados com 100 uL de cloreto de dansil (5
mg.mL* em acetona), 50 pyL de solugdo saturada de carbonato de sddio
(NaHCOs3) e 20 yL de 1,7- diaminoheptano (DAH), que foi utilizado como
padrdo interno. Apds a mistura, as amostras foram incubadas no escuro por 50
min a 70 °C. O excesso de cloreto de dansil foi removido pela a adicdo de 25
puL de solucdo de prolina com posterior incubacdo por 30 min no escuro em
temperatura ambiente. As PAs derivatizadas foram particionadas com 200 uL
de tolueno, e a fase apolar (orgéanica), que contém as PAs foi coletada, seca
sob jato de nitrogénio, e ressuspendida em 175 uL de acetonitrila absoluta.

A identificacdo e quantificacdo das PAs foi feita utilizando HPLC com
coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Acetonitrila 10%
em agua (pH 3,5 ajustado com HCI 1N) e acetonitrila absoluta foram utilizadas
como solventes A e B, respectivamente. A mudanca na propor¢cao de
acetonitrila absoluta (solvente B) em relacdo a acetonitrila 10% (solvente A)
definira o gradiente de corrida. O gradiente de acetonitrila absoluta (solvente B)
foi programado para 65% durante os primeiros 10 min, de 65 a 100% entre 10
e 13 min e 100% até 22 min com fluxo de 1 mL.min", a 40 °C. O detector de
fluorescéncia foi ajustado para excitacdo de 340 nm e emissdao em 510 nm.
Foram injetados 20 pL da solu¢do dansilada com cloreto de dansil. As areas e
tempos de retencdo de cada PA foram avaliadas por comparacdo com padrdes
de PUT, SPD e SPM.

2.8. Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos ao teste estatistico MANOVA (p< 0,05)
para deteccdo de diferencas da concentracdo de Cr total, trocas gasosas,
concentracédo de PAs para detectar diferengas entre rios, tratamentos e tempo

de exposicao a Cr.
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3. RESULTADOS
3.1. Concentragdo de cromo

A concentracdo de Cr total sempre foi maior nas raizes do que nas
folhas de E. crassipes (Tabela 1). Nas raizes de E. crassipes dos trés rios, a
concentragéo de Cr total aumentou significativamente no quarto e oitavo dia de
exposicdo a 1 mM de Cr203. Somente nas folhas de E. crassipes do baixo RPS
a concentracao de Cr total foi significativamente maior no quarto e oitavo dia de

exposicdo a 1 mM de Cr203 em comparagao ao tratamento controle.

Tabela 1. Concentragdo de Cr total (ug/gt) em folhas e raizes de Eichhornia crassipes dos rios
Paraiba do Sul, Muriaé e Pomba, nos dias 0, 4 e 8 de exposicdo a Cr3*. Letras mailsculas=
comparacao entre os tratamentos (mesmo tempo e rio). Letras mindsculas a e b = comparacao
entre os tempos (mesmo tratamento e rio). xyz = comparam entre 0s rios (mesmo tempo e
tratamento). (P<0,005). N=6.

Rios Tempo [Cr,O5] MM Folha Raiz
0 0 496 + 1,12 abx 21,53 + 2,47 acx
0 2,06 + 0,24 Bax 18,30 + 1,46 Bay
Paraiba do Sul 1 12,06 + 1,50 Aax 58,56 + 2,34 Abx
8 0 2,59 + 0,18 Bax 12,69 + 1,12 Bax
1 15,10 + 1,20 Aax 82,21 + 3,70 Aaz
0 0 2,64 + 0,75 Aaax 13,50 * 1,31 Aacx
4 0 1,40 + 0,17 Aax 8,07 + 1,35Baz
Muriaé 1 3,45 + 0,31 Aax 63,41 + 9,34 Abx
8 0 1,88 + 0,29 Aax 12,42 + 1,03 Bax
1 529 + 0,34 Aaz 92,59 + 11,30 Aay
0 0 2,54 + 0,47 Aax 16,54 + 2,71 Aacx
4 0 3,71 + 0,22 Aabx 23,23 + 2,50 Bax
Pomba 1 6,67 + 1,32 Aax 60,72 + 9,94 Abx
8 0 476 + 0,98 Aabx 17,25 + 1,10 Bax
1 7,94 + 1,65 Aaz 129,50 + 9,77 Aax

3.2. Trocas gasosas

Os valores dos parametros de trocas gasosas variaram em funcao da
presenca de 1 mM de Cr203, do tempo de exposicao e dos locais de coletas dos
individuos (Figura 1). Os valores de A em E. crassipes do baixo RPS e do rio
Muriaé, respectivamente 31,5 e 23,5 pmol CO2 m™2s™%, foram maiores no quarto
dia de exposicdo a 1mM de Cr203 em comparacao as plantas controle (28,5 e
18,6 umol CO2 m™2s™1, respectivamente) (Figura 1A e B). O mesmo néo foi

observado em E. crassipes do rio Pomba, que no quarto dia de exposicao a
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1mM de Cr203 ndo apresentou diferenca significativa entre controle e
tratamento (Figura 2C).

Em E. crassipes do baixo RPS e do rio Muriaé foi verificada a reducao
dos valores de Ci (233,1 e 299,5 umol CO2 m™2s™1) no quarto dia de exposicdo
a 1mM Cr203 em relacéo as plantas controle (261, 6 e 311,4 pumol CO2m™2s™,
respectivamente), enquanto que em E. crassipes do rio Pomba néo foi
verificada diferenga significativa entre os tratamentos (311,7 e 310, 8 umol CO:2
m~2s71) (Figura 1D, E e F). Com excecdo de E. crassipes do rio Pomba, os
valores de E no quarto dia de exposi¢cdo a 1mM Cr203 foram mais elevados em
relacdo as plantas expostas ao tratamento controle (Figura 1G, H e 1). O valor
de E em E. crassipes do baixo RPS foi maior (7,55 CO2m™s™) no quarto dia
de exposicdo a 1mM Cr203 em comparagdo com 0s outros dois rios. Somente
em E. crassipes do rio Pomba (Figura 1M) os valores de gs foram reduzidos
significativamente no quarto dia de exposicdo a 1mM Cr203 (2,45 CO2m™2s™)
em relacéo ao tratamento controle (2,97 CO2m=s™).
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Figura 1. Média com desvio-padrao de A = Assimilacdo de CO:2 (A); gs = condutancia

estomatica (B), Ci = carbono interno (C) e E = transpiracdo (D) em Eichhornia crassipes dos
rios Paraiba do Sul (RPS), Muriaé (MR) e Pomba (PR) nos dias 0, 4 e 8 de exposi¢cdo 1 mM
Cr+3, Linhas cheias = controle. Linhas pontilhadas = 1mM Cr.0s. Letras em itdlico = tratamento
controle. Letras mailsculas = comparagéo entre os tratamentos no mesmo tempo. Letras
mindsculas = comparacao do tempo para 0 mesmo tratamento.XYZ = comparacgao entre 0s rios,
no mesmo tempo e tratamento. (p<0,05). N = 6.

3.3. Concentracao de poliaminas

Aumento de PUT foi verificado principalmente no oitavo dia de exposi¢ao

aCr®* a partir de 1 mM de Cr20s. O teor de PUT (Figura 2A e B) aumentou no

oitavo dia de exposi¢cdo a 1 mM de Cr203 nas folhas de E. crassipes do baixo

RPS e rio Muriaé, enquanto que nas plantas do rio Pomba (Figura 2C) nao

houve variacdo significativa ao longo do tempo. Os valores de SPD foram

reduzidos no quarto dia de exposicdo ao Cr 3* nas raizes e nas folhas de E.

crassipes do RPS e rio Muriaé, enquanto que somente nas raizes de E.

crassipes do rio Pomba n&o houve reducéo significativa dos valores.
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Os valores de SPM foram menores no quarto dia de exposicdo a Cr3*,
excecdo feita as folhas e raizes de E. crassipes do rio Muriaé. Nas raizes, a
menor concentracdo de SPM (Figura 2Q) foi verificada no baixo RPS e rio

Pomba no quarto e oitavo de exposicdo a 1 mM de Cr20s.
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Figura 2. Concentracdo de poliaminas (ug g PF) nas folhas (A, B, C, G, H, I, N,O e P) e nas
raizes (D, E, F, J, L, M, Q, R, S) de E. crassipes nos dias 0, 4 e 8 de exposi¢ao ao tratamento
controle e 1mM de Cr20s. PUT — Putrescina, SPD — Espermidina, SPM — Espermina. Linhas
cheias: tratamento controle e linhas pontilhadas: 1mM de Cr20z. Letras mailsculas comparam
entre os tratamentos, mesmo tempo e rio. Letras mindsculas comparam no tempo e no mesmo
tratamento. XYZ comparam entre 0s rios, mesmo tempo e tratamento. * indica maior
concentracdo de poliaminas entre folhas e raizes. (Manova). (P<0,005). N=5. FM= massa
fresca. Letras em italico representam o tratamento controle.
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3.4. DISCUSSAO

E possivel que o aumento da assimilacéo de C no quarto dia de exposi¢éo
ao Cr3 tenha sido auxiliado por outros compostos metabdlicos ou alteracdes
enzimaticas ou ultraestruturais.

A assimilacdo de C em E. crassipes exposta a 1ImM Cr203 foi afetada a
depender do rio de coleta, com plantas dos rios Muriaé e baixo RPS
apresentando maiores valores e plantas do rio Pomba ndo mostrando diferenca
entre controle e tratamento de exposi¢édo ao Cr3*. A diferenca na resposta de E.
crassipes do rio Pomba pode estar relacionada a atividades de extracdo e
beneficiamento de rochas ornamentais que ocorrem durante todo o ano nesta
regido e que geram residuos abrasivos na forma de lama (Moreira et al., 2005;
Vieira et al., 2006; Manhaes & Holanda, 2008). Adicionalmente, nas raizes do
do controle (quarto dia) de E. crassipes do rio Pomba foi verificada maior
concentracéo de Cr total em comparacdo as raizes de E. crassipes dos demais
rios. Possivelmente, o fato das plantas do rio Pomba estarem sujeitas
constantemente aos residuos da extracdo e beneficiamentos de rochas pode
ter alterado suas respostas em relacdo as plantas do demais rios no momento
da exposicdo ao Cr3*. Imagens da MET (Apéndice 1 do Capitulo Ill) mostram
que nas folhas de E. crassipes do rio Pomba h&a maior desorganizacéo entre os
tilacéides em relacdo as E. crassipes dos demais rios. Apesar dos rios Muriaé e
baixo RPS também apresentarem histérico de poluicdo, possivelmente a
poluicdo desses rios (mais relacionada a deposi¢cdo de esgotos domésticos e
industriais) cause menor dano fisioldgico, ou talvez possam representar um
“pré-tratamento” para rusticidade para estes individuos.

A exposicdo de plantas ao Cr3* pode causar alteracdes na fixacdo de
CO2, transporte de elétrons, fotofosforilacdo oxidativa e atividades de
enzimaticas (Shanker at al., 2005). Cromo e outros metais presentes em
esgotos domesticos e industriais causam aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). A intensificacdo desta producdo degrada
proteinas e pigmentos localizados nos tilacoides (Sharma & Dubey, 2005.,
Sharma et al.,, 2012., Jaji¢ et al., 2015). Dhir et al. (2009) verificaram em
Salvinia natans diminuicdo significativa da atividade da ribulose-bisfosfato
carboxilase oxigenase (RUBISCO) induzida pela exposicdo a aguas residuais

ricas em Cr, e sugerem que este resultado possa ser explicado pela
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substituicdo de Mg?* no sitio ativo das subunidades RUBISCO por ions
metélicos. Embora o Cr possa afetar a fotossintese causando a reducéo da
produtividade e até resultar na morte de plantas (Oliveira, 2012), o aumento
dos valores de assimilacdo de C em E. crassipes também ja foi constatado
(Paiva et al., 2009). Em baixas concentracdes de Cr3* (2.0 a 8.0 mg I™%) foram
verificados aumento de carotendides e clorofila a e b em E. crassipes coletadas
no rio Parand, sul do Brasil (Gonzalez et al., 2014) sugerindo que 0 aumento
dos pigmentos seja uma possivel causa para o0 aumento da assimilacdo de C.
Entretanto, Paiva et al. 2009 ndo verificaram o aumento dos pigmentos
fotossintéticos como causa para a melhoria fotossintética apés a exposicao a
Cr3*,

A fotossintese pode ser afetada por uma variedade de estresses bioticos
e abidticos (Mittler, 2006) que culminam no aumento da producdo de EROs.
Estas EROs sédo degradadas a partir da atividade de moléculas antioxidantes
(enzimaticas ou ndo) (Gonzalez et al., 2015 , Vitoria et al., 2001), conferindo
resisténcia ao estresse oxidativo (Panda & Choudhury, 2005; Gill & Tuteja,
2010). Neste sentido, moléculas antioxidantes poderiam estar envolvidas nesta
resposta.

O envolvimento das PAs, moléculas antioxidantes ndo enziméticas, foi
investigado no presente estudo e ndo foram verificadas variacbes de
concentracdo destas moleculas no quarto dia de exposicdo a Cr, tempo em que
houve aumento da assimilacdo de carbono. O contrario é relatado na literatura
cientifica, onde o aumento do teor de PAs enddgeno ocorre para reverter 0s
efeitos prejudiciais e melhorar a tolerancia das plantas a varios estresses
ambientais (Navakoudis et al., 2003). A acdo das PAs tem sido relacionada a
protecdo do aparelho fotossintético através da restauracdo da atividade
fotoquimica (Hamdani et al., 2011), restauracéo do teor de clorofila, transporte
de elétrons e transferéncia de energia entre FSIl e FSI (loannidis & Kotzabasis,
2007). Em nosso estudo o aumento significativo do contetdo de PUT ocorreu
nas folhas no oitavo dia de exposicdo ao Cr3*. Semelhante ao nosso resultado
o conteudo de PUT aumentou em Helianthus annus apds a exposic¢do de 0,5 e
1 mM de Cd?* somente apds o sétimo dia de exposicdo ao metal (Groppa et al.,
2008). Alguns dos genes envolvidos na biossintese das PAs sao encontrados

no cloroplasto (Bortolotti et al., 2004), o que sugere a sua possivel relagdo com
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processos fotossintéticos. Em plantas de cevada cultivadas em solos com Cr3*
foi verificado aumento significativo de PUT nas folhas no sexto dia de
exposicao ao metal (Hauschild, 1993). Em estudo com Hordeum vulgare L. e
Brassica napus L. foi verificado aumento de PUT apds, respectivamente, 24 e
48 horas de exposicdo a 100 pg/mL Cré* com declinio de PUT posteriormente
(Jacobsen et al., 1992). As PAs exdgenas também atuam como agente protetor
do aparelho fotossintético, principalmente, a SPM em baixas concentracfes
(0.25 pum) (Subhan & Murthy, 2001). Ja foi verificado que baixas concentracfes
de SPM exdgena (<1.00mM) podem melhorar ou restaurar a perda da atividade
fotoquimica tanto in vivo como in vitro (Subhan &. Murthy, 2001).
Adicionalmente, o metabolismo das PAs mediante estresse por metais depende
do composto ou ion metalico e das espécies das plantas (Groppa et al., 2003).
Em nosso estudo, a razdo PUT / (SPD + SPM) aumentou nas folhas de E.
crassipes no quarto dia de exposicdo ao Cr3 dos trés rios. O aumento do
contetido de PUT e reducao do conteudo de SPD e SPM também foi verificado
em plantas de pepino submetidas a Cu?* (Zang et al., 2010). O estresse por Ni
também aumentou PUT e reduziu a concentracéo do contetdo de SPD e SPM,
reduzindo a razéo (SPD + SPM) / PUT nas folhas de Hydrocharis dubia (Zhao
et al., 2008). O contrario, aumento de SPD e SPM e reducdo de PUT, é
confirmado como uma propriedade de tolerancia de plantas a estresse
osmotico, estresse por baixa temperatura e tambem por exposicdo a metais
(Bouchereau et al., 1999). No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos
na atuagdo das PAs ainda n&o sdo totalmente elucidados, principalmente
porque as concentracdes totais das PAs e as razfes entre PAs individuais
variam entre as espécies de plantas e dentro dos tecidos das plantas (Marina et
al., 2008).

Diferente do observado para as PAs, alteracbes na ultraestrutura foliar
(Apéndice 1 do Capitulo IIl) poderiam ter contribuido para o aumento do
rendimento fotossintético de E. crassipes do RPS e rio Muriaé no quarto dia de
exposicdo ao Cr®*, respondendo positivamente nossa terceira pergunta. As
alteracdes estruturais encontradas nos cloroplastos das folhas sugerem auxilio
na protecdo do aparato fotossintético, o que pode ser confirmado pela
presenca de graos de amido, refletindo bom funcionamento fotossintetico

mesmo quando a planta esteve exposta a Cr3*, Os individuos de E. crassipes
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no quarto dia de exposicdo ao Cr3* tiveram maior presenca de plastoglébulos
quando comparados aos individuos controle, 0 que sugere resposta ao
estresse oxidativo. Plastoglébulos tem como funcdo a biossintese de corpos
lipidicos e sdo subcompartimentos de armazenamento dos tilacoides, contendo
substancias como carotendides, plastoquinonas e tocoferol (vitamina E) que
atuam na protecdo do aparato fotossintético contra os radicais livres (Austin et
al. 2006). No presente estudo foi verificado também aumento do volume de
estroma nas plantas expostas a Cr3*, alteracdo comum em plantas submetidas
a estresse (Bernal et al., 2006; Rangel et al.,, 2002). Em estudo com E.
crassipes, individuos de rios de regifes mais industrializadas mostraram maior
volume do estroma do que individuos de rio de regido mais preservadas (Lage-
Pinto et al.,, 2008). O mesmo foi observado em cloroplastos de plantulas de
arroz expostos a clorato (Borges et al., 2004). Desorganizacdo das membranas
dos tilacoides nos cloroplastos foi observado em individuos no quarto dia de
exposicdo a Cr3*. Lage-Pinto et al. (2008) também observaram o afrouxamento
e desorganizacdo das membranas do tilacéides em plantas mais expostas a
poluentes. Estes autores descrevem esta estratégia como uma possivel forma
de otimizar o fluxo de elétrons durante a fotossintese. Nosso trabalho poderia
fazer uso da mesma explicacdo, uma vez que observamos respostas similares
na presenca de Cr3*. Entretanto o Cr3 reduziu o nimero de células de
parénquima palicddico em Pteris vittata (Su et al., 2005). De acordo com
Mangabeira et al., (2011), Cr3* e Crb* alteram as estruturas de cloroplasto e
ndcleos e a ultra-estrutura da membrana plasméatica em plantas. Deste modo,
possivelmente a concentracao do metal e o tempo de exposicdo modulam as
respostas ultraestruturais e, portanto, cuidados devem ser feitos na

generalizacao das respostas.

4. CONCLUSOES

Componentes ecolégicos, como a origem das plantas, sdo importantes
na determinacdo das respostas a Cr em E. crassipes e devem ser
considerados na avaliacdo de resultados envolvendo estresse bidtico por
exposicao a metais. A diferenca na resposta de E. crassipes do rio Pomba pode
estar relacionada a atividades de extracdo e beneficiamento de rochas

ornamentais que ocorrem durante todo o ano nesta regiao; adicionalmente, nas
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raizes do controle de E. crassipes do rio Pomba foi verificada maior
concentracéo de Cr total em comparagdo aos demais rios. Possivelmente, o
fato das plantas do rio Pomba estarem sujeitas constantemente aos residuos
da extracdo e beneficiamentos de rochas pode ter alterado suas respostas em
relacdo as plantas do demais rios no momento da exposicdo ao Cr3*. Os dados
prévios deste grupo de pesquisa de aumento da assimilagdo de C em resposta
a 1 mM de Cr em E. crassipes foram confirmados. Entretanto, diferente do
esperado, as PAs ndo mostraram relacdo direta com esta melhoria
fotossintética, sendo possivel sugerir que alteracdes ultraestruturais foliares
(Apéndice 1 do Capitulo IIl) (aumento do volume do estroma, afrouxamento dos
tilacéides e presenca de plastogldbulos) podem ter conferido maior
normalidade ao processo fotossintético, ou promovido a melhoria do fluxo de

elétrons na presenca de Cr.
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CAPITULO IV

1. DISCUSSAO GERAL

O presente estudo corroborou a plasticidade e elevada capacidade de E.
crassipes para hiperacumulacdo de metais. A plasticidade de E. crassipes para
viver em ambientes indspitos se deve, entre outros aspectos, a algumas
adaptacdes fisioldgicas e morfologicas do aparelho fotossintético (Paiva et al.,
2009, Hadad et al., 2011, Gonzélez et al., 2015). O rendimento fotossintético de
E. crassipes, avaliados pela razdo Fv/Fm, ndo foi afetado, apesar das raizes de
E. crassipes terem refletido as variacdes sazonais da concentracdo dos metais
avaliados, e dos trés rios (RPS e rios Muriaé e Pomba) terem recebido
diferentes concentracbes de poluentes (esgoto doméstico, agricolas,
industriais, e de pedreiras). No experimento com a concentracdo de 1mM de
Cr203 (152 mg/L) a assimilagédo de C de E. crassipes ndo foi negativamente
influenciada mesmo no oitavo de exposicdo ao metal. De acordo com o
CONAMA para a potabilidade da agua, o limite de concentracdo de Cr é de
0,05 mg/L. Concentracdes acima dos limites especificados podem ser toxicos
(potabilidade da agua, Portaria do ministério da saude 2914/2011). Se E.
crassipes foi capaz de tolerar a concentracdo de 152 mg/L de Cr3* por 8 dias e
ainda apresentar aumento da assimilacdo de C durante este periodo, nos
sugerimos que essa macrofita aquatica possa ser utilizada para fitorremediacéo
de ambientes contaminados por Cr. Esperava-se que E. crassipes do RPS
fosse mais tolerante ao Cr3* devido a regido de coleta (baixo RPS) receber
afluentes com historico de contaminacao, e ter o seu entorno mais populoso
em comparagdo ao entorno dos rios Muriaé (em Cardoso Moreira) e o rio
Pomba (em Santo Anténio de Padua). No entanto, no experimento com Cr3* foi
verificado que a capacidade de assimilar carbono e reter Cr nas raizes de E.
crassipes do RPS e rio Muriaé foi semelhante. Por outro lado, as plantas do rio
Pomba apresentaram desemplenho inferior em termos de assimilacao de C e
retencdo de Cr nas raizes. Dessa forma, os individuos de E.crassipes do RPS
e do rio Muriaé foram mais aptos a reterem Cr sem prejuizo das funcdes
fotossintéticas, sendo mais adequadas para trabalho de fitorremediacdo de Cr

no periodo de estudo.
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No Brasil, algumas areas contaminadas com Cr incluem aquiferos como
o Adamantina no municipio de Urania em S&o Paulo (Bertolo et al., 2009), rios
(Piracicaba, Doce, Paraibuna) da regido sudeste do estado de Minas Gerais,
areas de solos no estado de Mato grosso (Fachin et al., 2006), e solos
agricolas no cerrado goiano (Lemke-de-Castro et al., 2010). A presenca de Cr
em aguas subterrdneas est4 associada principalmente a contaminacdo de
origem antrépica, ligada a atividades como industrias de metal e de tratamento
de madeira, mineracao e processos de beneficiamento de metal, industrias de
manufaturas de pigmentos, de filmes fotograficos e de inibidores de corrosao,
industria de curtimento de couros dentre outras (Jord&o et al., 1997; Bertolo et
al., 2009). Na agricultura, de acordo com Lemke-de-Castro et al. (2010), o Cr3*
por vezes é utilizado em fertilizantes e essa pratica leva a contaminacdo do
solo. Sabe-se que os metais do solo podem ser lixiviados até o corpo hidrico
mais proximo e dessa forma a contaminacgdo por Cr pode ser estendida para a
biota aquética e fazer parte da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos.

Embora as macrdfitas aquaticas beneficiem os ecossistemas aquaticos
em alguns aspectos como no favorecimento da biodiversidade, fornecimento de
abrigo para biota aquatica, absorcdo de poluentes, ciclagem de nutrientes
(Esteves, 1998; Harguinteguy et al., 2014; Vardanyan & Ingole, 2006; Dhote &
Dixit, 2009), a proliferacdo inadequada de macrofitas aquaticas podem causar
danos aos multiplos usos dos recursos hidricos como a navegacédo, producao
de energia pelas hidroelétricas, recreacdo, dentre outros. No entanto, o
conhecimento da fisiologia, anatomia, ciclo de vida das macrofitas aquéticas e
as adaptacdes para tolerdncia a estresses ambientais contribuem para a
melhor adequacdo dos trabalhos de fitorremediacdo, uma vez que, essa
técnica causa menos perturbacdo dos ecossistemas do que a remediacao
microbiana ou fisico-quimica (Doran, 2009).

Até onde é de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo sobre
avaliacGes da capacidade hiperacumuladora de metais e tolerancia ao Cr3*em
E. crassipes dos rios Muriaé no municipio de Cardoso Moreira e Pomba no
municipio de Santo Antbnio de Padua. Estudos que relacionem a capacidade
de retencdo de metais relacionados a atividades socio-econdmicas dessas
regibes podem favorecer possiveis trabalhos de fitorremediacdo para essas

regidbes que dependem desses rios para 0 abastecimento publico.
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Adicionalmente, a fitorremediacao realizada de forma adequada pode auxiliar
na purificagdo da agua dos reservatorios antes que a mesma seja fornecida a
populacao.

Um estudo para avaliar a capacidade de E. crassipes em absorver o Cr3*
adicionado a agua de diferentes rios acondicionadas em unidades
experimentais, e a avaliacdo do efeito sinérgico do Cr3* com os poluentes de
cada rio pode ampliar o conhecimento da fitorremediacdo por E. crassipes

coletadas em diferentes regides.

2. CONCLUSOES

Aumento da assimilacdo de C foi observada para Eichhornia crassipes
na estacao chuvosa quando em comparacdo com a seca. Entretanto, a etapa
da fotossintese referente ao rendimento fotoquimico (avaliada pelos valores de
Fv/IFm) néo foi afetada pela sazonalidade. Em complementacéo a estes dados,
Eichhornia crassipes ndo esteve sob estresse fotossintético nas condicdes
ambientais estudadas durante as avaliagbes no campo, mesmo tendo sido
observadas variagOes sazonais e espaciais na concentracdo de metais no MPS
e nas raizes e parte areas de E. crassipes no RPS e rios Muriaé e Pomba.

A origem das plantas influencia na resposta de exposi¢cao a Cr. Assim,
este componente ecolégico deve ser considerado na avaliacdo de resultados
envolvendo estresse bibtico por exposi¢cdo a metais. Diferente do esperado, as
PAs ndo mostraram relacdo direta com a melhoria fotossintética na presenca
de Cr*3, sendo possivel sugerir que tal resposta fisiolégica possa ter sido
sustentada por alteracOes ultraestruturais foliares, tais como aumento do

volume do estroma, afrouxamento dos tilacoides e presenca de plastoglobulos.
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Anexo do Capitulo II: Fotossintese e metais em Eichornia crassipes:

Variagdo sazonal e espacial em rios tropicais

Figura 1. Foto do rio Paraiba do Sul (A) e das folhas de Eichhornia crassipes com as pin¢as

para posterior tomada de dados dos parametros da Fluorescéncia da clorofila a (B e C).
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Figura 2. Foto do rio Muriaé (A), das medidas dos pardmetros de trocas gasosas nas folhas de
Eichhornia crassipes (B) e das folhas de Eichhornia crassipes com as pin¢as para posterior

tomada de dados dos parametros da Fluorescéncia da clorofila a (C).

Figura 3. Foto do rio Pomba com Eichornia crassipes em sua margem direita (A), e de
Eichhornia crassipes coletadas para posterior triagem (B).
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Anexo do Capitulo lll: Aumento da assimilacdo de C em Eichornia
crassipes exposta a Cr3*: influéncia dos rios de origem e poliaminas para

a resposta ecofisioldgica

W(-‘:"J"lﬁ R

Figura 1. Fotos do experimento com Cr3*,
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Apéndice do Capitulo Il: Fotossintese e metais em Eichornia crassipes:
Variacdo sazonal e espacial em rios tropicais

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Chuva Acumulada Mensal X Chuva (Normal Climatolégica 61-90)
ITAPERUNA (RJ) - Para o Ano: 2012
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Figura 1. Dados de pluviosidade do ano de 2012 da estacdo de captacdo de dados em
Itaperuna que é préxima ao rio Paraiba do Sul em campos dos Goytacazes e Muriaé em

Cardoso Moreira.
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Figura 2. Dados de pluviosidade do ano de 2013 da estacdo de captacdo de dados em
Itaperuna que é proxima ao rio Paraiba do Sul em Campos dos Goytacazes e Muriaé em

Cardoso Moreira.

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Chuva Acumulada Mensal X Chuva (Normal Climatolégica 61-90)
RIO DE JANEIRO (RJ) - Para o Ano: 2013
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Figura 3. Dados de pluviosidade do ano de 2012 da estagdo de captacdo de dados no Rio de

Janeiro que abrange os trés municipios onde foram realizados os estudos
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Figura 4. Dados de pluviosidade do ano de 2012 da estagdo de captacéo de dados no Rio de

Janeiro que abrange os trés municipios onde foram realizados os estudos
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Apéndice do Capitulo Ill: Aumento da assimilacdo de C em Eichornia
crassipes exposta a Cr3: influéncia dos rios de origem e poliaminas para

a resposta ecofisiologica

Microscopia de transmisséao das folhas

Figura 1. Microscopia Eletrénica de Transmisséo de limbo foliar de E. crassipes oriundos dos
rios Paraiba do sul individuos controle (A) e individuos expostos a 1 mM de Cr*3 por 4 dias (B e
C), rio Muriaé individuos controle (D) e individuos expostos 1 mM de Cr*2 por 4 dias (E e F) e
rio Pomba controle (G e H) e individuos expostos 1 mM de Cr*3 por 4 dias ( I, J e K). Foi
evidenciado mitocondria (Mit), cloroplasto (Chl), estroma (Str) peroxissomos (Per), parede
celular (CW) graos de amido (Sta), compostos fendlicos (Ph) e desorganizacao dos tilacéides
(setas). Fonte: Andresa Lana Thomé Bizzo. Avaliagdes ecofisioldgicas e estruturais em
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms submetida a Cr*3. Dissertacdo de mestrado 67 p. 2015
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