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RESUMO: Organismos bioacumuladores de metais, como as macréfitas aquaticas,
auxiliam no estudo das condicdes ambientais. Estes organismos expostos a
poluentes ambientais, como 0s metais, podem apresentar alteracdes anatdomicas e
fisiologicas. A depender do tipo ecologico da planta (flutuante ou emersa), local e
periodo do ano (seco ou chuvoso) podem ocorrer variagbes na ecofisiologia,
modificacdes na anatomia e na concentracdo de metais nos tecidos vegetais. Esta
pesquisa teve como objetivo avaliar a influéncia do tipo ecologico da macrofica
(Eichhornia crassipes, flutuante e Eichhornia azurea, emersa) na capacidade de
acumulo de metais e nas respostas ecofisiolégicas e anatbmicas. Foram realizadas
analises de: fluorescéncia da clorofila a (apenas para Eichhornia crassipes),
conteudo de pigmentos fotossintéticos, avaliacdes anatbmicas (microscopia optica) e
quantificacdo de metais (Cd, Cu, Cr e Zn) nas duas espécies de macrofitas em
diferentes periodos (seco e chuvoso) nos rios Paraiba do Sul e Itabapoana. Os
pigmentos fotossintéticos apresentaram maiores teores no periodo seco, quando
foram encontradas menores concentracfes de metais, com excecdo do Cr, nos
tecidos vegetais. Os dados de microscopia mostram que as espécies do rio Paraiba
do Sul apresentaram maior comprometimento anatébmico que as espécies do rio
Itabapoana e plantas do tipo ecoldgico distintos apresentaram diferentes estratégias
anatbmicas frente a presenca de metais: a espécie emersa (Eichhornia azurea)
investiu mais em cristais (oxalato de calcio e areia) e producdo de compostos
fendlicos que a espécie flutuante (Eichhornia crassipes). A analise multivariada por
componentes principais (PCA) considerando as concentracdes de metais mostra
gue o periodo do ano (seco/chuvoso) e local de coleta foram preponderantes ao tipo
ecolégico para a formacdo dos grupos.

Palavras—chave: fluorescéncia da clorofila a; anatomia vegetal, espécies

biomonitoradas.
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ABSTRACT: Bioaccumulators Bodies metals such as macrophytes, assist in the
study of environmental conditions. These organisms exposed to environmental
pollutants, such as metals, may have anatomical and physiological changes.
Depending on the type of ecological plant (rooted or free), location and time of year
(dry or wet) variations in Ecophysiology, changes in anatomy and concentration of
metals in plant tissues may occur. This research aimed to evaluate the influence of
ecological type (free or embedded) in capacity and accumulation of metals in
ecophysiological and anatomical responses (E. crassipes, E. azurea and free,
rooted) analyzes included: chlorophyll a fluorescence (for E. crassipes only), pigment
contents, anatomical reviews (optical microscopy) and quantitation of metals (Cd, Cu,
Cr and Zn) in two species of macrophytes in different periods (dry and wet) in the
Paraiba do Sul rivers and Itabapoana. Photosynthetic pigments showed higher levels
in the dry season, season when lower concentrations of metals in plant tissues were
found. microscopy data show that the species of the Paraiba do Sul river showed
higher anatomical impairment to the species of plants and river Itabapoana type
showed distinct ecological strategies against different anatomical presence of metals:
the entrenched species (E. azurea) invested more in crystals (sand and calcium
oxalate) and phenol compounds that produce free species (E. crassipes).
Multivariate principal component analysis (PCA) shows that the period of the year
(dry / wet) and place of sampling influenced more in the concentrations of metals in
the tissues of roots and shoots of the individuals who ecological type.

Keywords: chlorophyll a fluorescence; plant anatomy; biomonitoras species.



1. Introducéo

As macrofitas aquaticas constituem grande parte dos vegetais aquaticos que
apresentam ainda algumas caracteristicas de vegetais terrestres como a presenca
de cuticula, aumento dos tecidos responsaveis pela captura de gases e 0 aumento
da capacidade de transpiragéo (Clemens, et al., 2001; Pompéo & Moschini-Carlos,
2003). Porém, a readaptacdo destes organismos ao ambiente aquatico causou
modificacbes em diferentes niveis fisioloégicos, anatdmicos e estruturais. As
modificacdes anatdbmicas que proporcionaram ou facilitaram o regresso destes
vegetais ao meio aquatico foram: diminuicdo dos tecidos de sustentacdo; reducao
dos estdmatos (ausentes ou nao funcionais); cloroplastos posicionados na parte
superior das folhas; e folhas com cuticulas finas para promover a troca de gases
com o meio liquido (Pompéo, 2001).

Podem ser encontradas macréfitas com diferentes tipos ecoldgicos (Esteves,
1998; Pompéo & Moschini-Carlos, 2003). A categorizacdo quanto aos tipos
ecoldgico baseia-se no habito ecoldgico de cada espécie (Figura 1), sem levar em
consideracdo o0s aspectos taxonémicos (Esteves, 1998), sendo estes vegetais
agrupados quanto ao seu local de ocorréncia:

e Macrdéfitas aquaticas emersas: plantas enraizadas no sedimento

apresentando folhas acima da lamina de agua; Exemplo: Eichhornia azurea.

e Macrofitas aquaticas flutuantes: plantas que se desenvolvem flutuando
livremente no espelho de 4gua; Exemplo: Eichhornia crassipes

e Macrofitas aquaticas submersas enraizadas: plantas enraizadas crescendo
submersas; Exemplo: Egeria densa

e Macrofitas aquaticas submersas emersas: plantas que apresentam raizes
pouco desenvolvidas, flutuando submersas; Exemplo: Utricularia e
Ceratophyllum

e Macrofitas aquaticas com folhas flutuantes: plantas enraizadas
desenvolvendo-se com folhas flutuantes na lamina de agua; Exemplo:
Nymphaea

Os tipos ecoldgicos estdo distribuidos de maneira organizada, formando um

gradiente em direcdo ao interior do corpo hidrico conforme observa-se a partir das



margens: presenca das macrofitas emersas, seguida pelas de folhas flutuantes até

as submersas enraizadas no interior do corpo hidrico (Figura 1).

Macréfitas
submersas

Macréfitas enraizadas

submersas
livres Macrofitas

flutuantes

1
Macrofitas 1
emersas ,j * '

Macroéfitas com
folhas fluluantes

W

Figura 1: Tipos ecoldgicos de macrdfitas aquaticas, adaptadas de Esteves, 1998.

Estes vegetais apresentam adequacGes morfoldgicas e fisiolégicas que o0s
tornam consideravelmente plasticos e apropriadas para propagacdo em ambientes
aquaticos.

Estes organismos agem como armazenadores de nutrientes, tendo influéncia
nas caracteristicas fisico-quimicas dos corpos hidricos (Pagioro & Thomaz, 1999).
Macrdfitas sédo fontes de matéria organica para os herbivoros e detritivoros, sendo
responsaveis muitas vezes por até 50% da matéria organica dos ambientes em que
se encontram por meio dos processos de decomposi¢cédo e ciclagem de nutrientes
(Bianchini Jr. et al., 2002).



A producdo primaria das macrdfitas aquéticas depende de uma soma de
fatores condicionantes, dentre eles se destacam: disponibilidade de carbono
inorganico e nutriente, temperatura, radiacao fotossinteticamente ativa, velocidade
de corrente, variagdo do nivel de agua, salinidade e densidade de individuos
(Camargo et al., 2003; Henry-Silva & Camargo, 2005; Milne et al., 2006). Estes
fatores podem atuar em conjunto sob condi¢cdes naturais e influenciar a fotossintese
das macrofitas em escalas diarias e sazonais (Sand-Jensen, 1989).

A temperatura determina a velocidade de reacdes quimicas destes vegetais
(Kirk, 1994). Temperaturas elevadas beneficiam a produc¢éo primaria por intensificar
as reacOes metabolicas (Carr et al., 1997). A radiacdo fotossinteticamente ativa é
importante por controlar a taxa fotossintética destes organismos. A fotossintese
aumenta com a radiacdo até o nivel de saturacdo (Coshy et al.,1984), porém, a
fotossintese pode ser dificultada em alta radiacédo (Platt et al., 1980). Em condicdes
ambientais préximas aos limites suportados pelas espécies, a fotossintese apenas é
suficiente para sua sobrevivéncia.

A relevancia das macrofitas aquaticas esta vastamente d na literatura
(Esteves & Camargo, 1986; Horne & Goldman, 1994; Thomaz & Bini, 1998;
Bianchini Jr. et al., 2002; Henry-Silva & Camargo, 2003), sendo amplamente
utilizadas como espécies biomonitoras da qualidade da agua em ambientes |6ticos e
|énticos (Pedralli, 2003).

O biomonitoramento € a avaliacdo das respostas biolégicas expressas por
organismos que refletem um ambiente e a presenca ou ndo de poluentes (UNEP,
1991; WHO, 1996). Esta avaliacdo estima o nivel de polui¢cdo por meio da analise de
parametros como as concentracfes dos poluentes nos tecidos de espécies
acumuladoras ou bioindicadoras (Sartorio, 2011).

O termo bioindicador é utilizado para designar espécies que refletem os
primeiros efeitos da contaminacdo de seu habitat (Adams, 2002) e a avaliacéo
utilizando estas espécies é baseada na capacidade destes organismos de
bioacumular poluentes ambientais (Ravera et al., 2003). As macrdfitas aquéticas sao
utilizadas no controle da qualidade da agua, em estudos para monitorar metais e

outros poluentes dos corpos hidricos e sedimentos (Zhu & Sikora, 1995).



A utilizacdo de macrofitas em programas de biomonitoramento é comum em
ambientes IGticos e |énticos, porém € recomendado que para tal, sejam utilizadas as
espécies de tipo ecoldgico submersos enraizado e/ou flutuantes enraizado (Stein,
2011). Estas espécies devem apresentar as caracteristicas propostas por Brito
(1983) tais como: serem fixas, acumuladoras de poluentes, abundantes e
conhecidas taxonomicamente, resistentes a manipulacdo e transporte, de fécil
manutencao e coleta.

Os metais ocorrem naturalmente no ambiente, no entanto, o crescimento de
atividades industriais aliado ao despejo de efluentes domésticos tem colaborado
significativamente para o aumento de suas concentragdes (Cooker & Matheus,
1983). Alguns metais como o Zn e o Cu possuem funcao biolégica conhecida sendo
considerados micronutrientes essenciais ao metabolismo dos organismos aquaticos.
Por outro lado, elementos como Cr e Cd ndo possuem funcgéo biolégica conhecida,
sendo toxicos para a maioria dos organismos, mesmo quando presentes em baixas
concentracdes (Pereira & Ebecken, 2009).

Os metais em ambientes aquaticos podem ser oriundos de fontes naturais ou
antropogénicas. Os metais de fontes naturais tém origem em fenbmenos como
intemperismo de rochas litogénicas, vulcoes e fontes termais (Ebrahimpour &
Mushrifah, 2008). As fontes antropogénicas podem ser pontuais, como esgoto
industrial e doméstico; ou difusas como deposicdo atmosférica e agrotdxica. Porém,
uma maior atencdo deve ser atribuida a fontes difusas, ja que estas irdo afetar a
qualidade das aguas por muitos anos, mesmo depois do controle das fontes
pontuais (Suschka et al., 1994). Os metais podem estar presentes no meio aquatico
na forma particulada (em suspenséo ou sedimento) e/ou dissolvida (Shi et al., 1998;
Shrivastava et al., 2003; Lokeshwari & Chandrappa, 2007).

Os metais em um corpo hidrico podem sofrer variagBes temporais de acordo
com a fracéo (particulada ou dissolvida) em que se encontram. Pode-se relacionar
as maiores concentracfes de metais na fracao particulada a presenca de atividades
antropicas (Admiraal et al., 1995; Carvalho, 1997; Salomao, 1997; Figueiredo, 1999).
As variacdes temporais sdo aquelas nas quais 0os metais sofrem oscila¢cdes em sua
concentracdo de acordo com a sua associacdo ao material particulado em

suspensao (MPS) (Salomao, 1997). Levando-se em consideracdo as variagdes



temporais existem dois grupos de metais na forma particulada sendo o primeiro
metais que apresentam maior concentracdo nos corpos hidricos no periodo
chuvoso, sendo estes provenientes da erosdo do solo e transportados através do
escoamento superficial da bacia de drenagem e o segundo metais que apresentam
a maior concentragdo no periodo seco, devido a influéncia da proporgcdo entre
efluentes domésticos e volume de agua do corpo hidrico.

A precipitacdo pluviométrica tem um papel fundamental na concentracdo de
metais no MPS (material particulado em suspenséo, ou seja, presente na coluna
d’agua), quando ela cai diretamente no corpo hidrico ela causa a diluicdo dos
elementos presentes na coluna d’agua. Quando a precipitacdo ocorre em toda a
bacia de drenagem, ela interage com o solo e as rochas ali presentes, alterando
assim a composicdo quimica da agua (Berner & Berner 1996). O fluxo de elementos
pode variar entdo em escala temporal, de acordo com os periodos do ano (chuvoso
e seco), ocorrendo uma maior entrada aléctone no periodo chuvoso, em razdo do
maior escoamento superficial.

Para os metais na fracdo dissolvida, as maiores concentracfes sao
encontradas no periodo chuvoso, pois estes elementos, tém sua origem na lixiviagdo
dos solos, através do escoamento superficial e sub-superficial (Guilherme et al.,
2005). J& no periodo seco pode-se observar a menor concentragao destes metais na
coluna d’agua, pois estes elementos estariam sendo precipitados e depositados no
sedimento do corpo hidrico (Salomé&o, 1999).

Os organismos bioacumuladores auxiliam no estudo da qualidade ambiental
dos corpos hidricos (Gratao et. al., 2005). Em macréfitas aquaticas, por exemplo, a
concentracdo de metais pode ser mais elevada do que no ambiente em que elas se
encontram (Samecka-Cymerman & Kempers, 2007). Estes organismos podem
acumular metais e algumas espécies apresentam reacdes de fitotoxicidade,
prejudicando assim o seu desenvolvimento (Dhir et al., 2008; Li et al., 2008),
enquanto outras podem facilmente crescer na presenca de metais.

A presenca de ions metalicos que sdo incomuns a uma ceélula vegetal pode
levar a condicdo de estresse e causar efeitos deletérios sobre o metabolismo. Isto
pode acontecer devido entre outras coisas a intervencdo nOS pProcessos

fotossintéticos, como a substituicdo do Mg nas moléculas de clorofila por outros ions



bivalentes (Kipper et al.,, 1998), levando a alteragbes nos parametros de
fluorescéncia da clorofila a e diminuicdo da abertura estomética (Paiva et al., 2009),
além da interferéncia na atividade das enzimas do ciclo de Calvin (Prasad, 1995).

Para conseguir sobreviver em condicdbes de estresse, as plantas
desenvolveram algumas estratégias cuja principal funcdo é combater o estresse
causado pela presenca de metais que podem ser téxicos aos seus tecidos,
diminuindo assim os possiveis danos causados por estes elementos. De uma forma
geral, o principal meio de tolerancia das plantas aos metais consiste em tornar estes
elementos menos reativos e/ou imobilizados em 6rgdos ou compartimentos celulares
onde ndo causam tantos prejuizos ao metabolismo (Clemens, 2001). Os metais
podem entrar nas células vegetais por sistemas de transporte existente nas
membranas celulares (Haider et al., 1983) e dentro da célula se distribuir entre
varios compartimentos intracelulares mas em geral estes metais vao se alojar no
vacuolo central das células vegetais (Clemens, 2001).

A analise da variacdo dos parametros da fluorescéncia é bastante comum
para avaliacdo da toxidade de poluentes e a inibicdo de acdes biolégicas como a
fotossintese (Babu et al., 2005). Esta técnica permite avaliar de maneira simples,
sensivel, rapida e ndo invasiva a acdo do carreamento de elétrons no fotossistema Il
(FSII), fornecendo assim dados sobre os processos fotoquimicos que ocorrem nas
membranas dos tilacéides dos cloroplastos (Rohacek, 2002; Yusuf, et al., 2010).

Quando as moléculas de clorofila absorvem a energia luminosa (denominada
fétons), elas conseguem alterar suas configuracdes eletrdnicas e passam do estado
basal para um estado de mais alta energia (estado excitado). O estado excitado é
muito instavel e dura pouco tempo (aproximadamente de 8 a 10 nanosegundos).
Sendo assim, as moléculas de clorofila tendem a dissipar esta energia absorvida por
meio de algumas vias conhecidas: dissipac¢do fotoquimica (utilizagcdo da energia
luminosa para os processos fotoquimicos da fotossintese) e dissipacdo nao
fotoquimica (principalmente calor) (Maxwell & Johnson, 2000).

O rendimento da fluorescéncia da clorofila a representa o nivel de excitacdo
da energia luminosa que estad contida no sistema de pigmentos. Este sistema é
responsavel pela fotossintese e fornece condigdo para mensurar a inibicdo/dano no

processo de transferéncia de elétrons do FSIlI (Bolhar- Nordenkampf et al., 1989). A



presenca de elevadas concentracbes de metais nos tecidos vegetais pode alterar a
eficiéncia destes processos, e efeitos especificos de um determinado metal na
fotossintese pode variar entre espécies (Heckathorn et al., 2004).

A fluorescéncia emitida pelas clorofilas do complexo antena do FSIl pode ser
dividida em dois componentes constantes e um variavel.Os componentesconstantes
sdo a fluorescéncia minima (FO) e fluorescéncia maxima (Fm), o componente
variavel é a fluorescéncia variavel (Fv). Entdo, através destes componentes se torna
possivel determinar o rendimento quantico do FSII, que é gerado através da razao
Fv/IFm. Esta razdo expressa a capacidade do sistema em transformar energia
luminosa em energia quimica (Van Kooten & Snel, 1990).

Os efeitos dos metais sobre a fluorescéncia da clorofila a podem ser
observados através dos disturbios que estes elementos causam no FSIlI, levando a
diminuicbes da razado Fv/Fm e da dissipacao fotoquimica assim como ao aumento
da dissipacéo nao fotoquimica (Paiva et al., 2009).

A absorcdo e o acumulo de metais em macrofitas aquaticas também pode
acarretar na deterioracao da clorofila a (Perales-Vela et al., 2007), levando a queda
da eficacia fotossintética (Upadhyay & Panda, 2005).

Alteracdes anatdmicas também sdo observadas com o acumulo de metais em
plantas (Maluga, 1964; Porto, 1981; Karataglis, 1992; Neumann et al., 1995; 1997,
Santos, 2000). Modificacbes no tamanho ou na morfologia celular em plantas séo
efeitos comuns da toxidez de metais. No entanto, o tipo e a intensidade de tais
efeitos dependem da espécie quimica do metal, da sua concentracao e do tipo de
metal em questdo (Barcel6 & Poschenrieder, 1999). Reduc¢des no didametro dos
vasos do metaxilema das raizes foram observadas nos individuos de Brassica
juncea que cresceram em ambientes impactados por metais (Sridhar et al., 2005).
Segundo os mesmos autores, 0s metais também podem se depositar nas paredes
celulares do xilema e floema, o que afeta a translocacdo de agua e outras
substancias na planta.

A determinacdo da concentragdo de metais, estudos anatdomicos e
ecofisiolégicos de macrofitas aquaticas de diferentes tipos ecoldgicos podem refletir
as condicdes do ambiente em que elas se encontram. Frente ao exposto este

trabalho surgiu a partir dos seguintes questionamentos:



1) Existe diferenca na concentracdo de metais em espécies filogeneticamente
proximas, mas de tipos ecoldgicos distintos (flutuante ou emersa)?

2) Caso haja diferenca na concentracdo de metais destas espécies isso ira se
refletir em alteracdes na ecofisiologia e anatomia destas espécies?

3) O grau de antropizacdo do ecossistema (rios mais ou menos poluidos)
interfere no desempenho das macroéfitas (capacidade de acumulo de

metais e metabolismo fotossintético)?

Para responder a estas perguntas foram utilizados como modelo de estudos
duas espécies de Eichhornia (E. crassipes — flutuante) e (E. azurea — emersa) e dois
rios que diferem quanto a poluicdo: rio Paraiba do Sul (mais antropizado) e rio

Itabapoana (menos antropizado).

2. Hipdteses

1) A espécie E. azurea (emersa) apresentara maior concentracdo de metais
que a espécie E. crassipes (flutuante). Independente do periodo do ano

(seco/chuvosa) ou do rio de origem.

2) As espécies do rio Paraiba do Sul apresentardo maior concentracdo de
metais e maior comprometimento anatémico e fotossintético que espécies

do rio Itabapoana.

3. Objetivo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia do tipo ecologico (flutuante
ou emersa) na capacidade de acumulo de metais e nas respostas ecofisiolégicas e
anatdbmicas das espécies E. crassipes (flutuante) e E. azurea (emersa originarias

dos estuarios do RPS e do RI em diferentes periodos (seco e chuvoso).



3.1 Objetivos especificos

e Avaliar os parametros fisico-quimicos da agua dos rios Paraiba do Sul
e Itabapoana,

e Avaliar as variacfes ecofisiologicas e anatbmicas de diferentes tipos
distintos ecoldgicos de macrofitas em diferentes periodos nos RPS e
RI.

e Avaliar as concentracdes de metais (Cd, Cu, Cr e Zn) na parte aérea e
raizes das espécies E.crassipes e E.azurea em diferentes periodos
nos RPS e RI.

4. Material e métodos

4.1. Areade estudo

4.1.1. Rio Paraiba do Sul (RPS)

O RPS é formado pelo encontro dos rios Paraitinga e Paraibuna. Este rio
nasce na serra da Bocaina - SP e desagua em Atafona — RJ, tendo como percurso
total 1.150 Km (CEIVAP, 2010). A bacia do RPS banha trés estados S&o Paulo,
Minhas Gerais e Rio de Janeiro (CEIVAP, 2010). No Estado do Rio de Janeiro, este
rio estende-se por 37 municipios sendo importante para a populacao fluminense, por
ser a Unica fonte de abastecimento para 12 milhdes de pessoas (INEA, 2010).

Este rio também ¢é utilizado pelo sistema hidroenergético, tendo ao longo de
seu leito diversos reservatérios utilizados para a geracéo de energia elétrica. Sendo
assim, o Norte do Estado do Rio de Janeiro, a jusante de todos estes impactos
citados sofre as consequéncias do uso da agua do RPS: agua destinada ao
abastecimento publico da regido metropolitana do estado, alto crescimento na
demanda de energia elétrica e a destinacao final de rejeitos domésticos, industrial,
provenientes da agricultura entre outros (INEA, 2010).

Segundo os dados do CEIVAP (2010), um bilhdo de litros de esgotos
domeésticos, praticamente sem tratamento, sdo despejados diariamente no RPS,
além de contaminantes como metais, que acabam por contaminar todos o0s

compartimentos do RPS, sejam abioticos (Molisani et al., 1999; Salomé&o et al., 2001;
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Carvalho et al., 2002) ou bioticos (Lage-Pinto et al., 2008; Campaneli et al., 2010;
Vitoria et al., 2010; Vitdria et al., 2011).

4.1.2. Rio Itabapoana (RI)

O RI tem seu curso entre osestadosde Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Espirito Santo. Este rio nasce com a confluéncia do rio Preto e Sdo Joao,
na serra do Caparadé - MG e entdo segue cerca de aproximadamente 250 km
servindo de limite entres os estados do RJ e ES desaguando no oceano Atlantico na
localidade de Barra do Itabapoana, distrito do municipio de S&o Francisco do
Itabapoana (RJ).

A Bacia Hidrografica desse rio abrange uma area de drenagem de 4.875 Kmz?
incluindo 18 municipios nos trés Estados e apresenta quatro usinas hidrelétricas de
pequeno porte (Pequena Central Hidrelétrica - PCH) em seu percurso (PCH Pedra
do Garrafao, PCH Pirapetinga, PCH Calheiros e Usina Hidrelétrica do Rosal).

A degradacdo das aguas deste rio se deve ao lancamento de efluentes
domésticos sem tratamento e do carreamento de fungicidas e herbicidas das
atividades agricolas. Outro grave problema vem da agroindudstria (usinas de cana de
acucar) que colaboram para elevar os indices de poluicdo deste corpo hidrico

despejando diretamente seus rejeitos no rio.

4.2. Material vegetal e periodo amostral

Foram estudadas as espécies Eichornnia azurea Kunth e Eichornnia
crassipes (Mart.) Solms da familia Pontederiaceae. Esta familia € composta pelas
espécies popularmente denominadas como aguapés, representadas no Brasil
especialmente pelos géneros Heteranthera, Pontederia e Eichhornia, sendo esta
Gltima a que apresenta maior importancia e ocorréncia (Klein & Amaral, 1988).

A espécie E. azurea (emersa e emersa), esta particularmente localizada nas
planicies do continente sul-americano, agregada aos ambientes das bacias

Amazobnica, do Paraguai e do Parana (Barret, 1978; Bianchi et al., 2000; Alves dos
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Santos, 2002). Pode ser encontrada em diversos tipos de habitats, como lagoas
permanentes, temporarias e rios (Pott & Pott, 2000).

A espécie E. crassipes (flutuante e emersa), € cosmopolita, nativa da
Ameérica do Sul, e foi introduzida em diversas regidées do mundo, tornando-se uma
espécie invasora de ambientes aquaticos (Holm et al., 1969). Possui alta taxa de
crescimento que pode estar relacionada as modificacdes provocadas pelas
atividades antropicas que criam condi¢cdes propicias a sua proliferagcdo, como a
eutrofizacdo antrépica do ecossistema. Sua propagacao indesejada pode acarretar a
diminuicdo de uso dos ecossistemas aquaticos, causando a rarefacdo do oxigénio
na agua e reducdo da producdo pesqueira (Pieterse & Murphy, 1990; Petr, 2000;
Vereecken et al., 2006).

Individuos de E. azurea (Figura 4 A) e de E. crassipes (Figura 4 B) foram
amostrados nos meses de novembro de 2012 (periodo chuvoso) e maio 2013
(periodo seco), em trés pontos na foz do RPS (Ponto 1: 41° 1'52,56”’0 e
21°37°12,43"S, Ponto 2: 41°2°34,98"0 e 21°37°23,45"S, Ponto 3: 41°2°54,58"0 e 21°
37°48,03”) em Atafona distrito de Sdo Jodo da Barra, RJ e trés pontos na foz do Rl
(Ponto 1: 40°58°24,61”0 e 21°17°6,05”S, Ponto 2:40°58°38,32°0 e 21°17°6,05"S,
Ponto 3: 40°58°50,57"0 e 21°16'52,51”S) em Barra do Itabapoana distrito de S&o
Francisco do Itabapoana, RJ (Figura 2). Em todos os pontos houve a disponibilidade
de coleta de ambas as espécies de macrofitas aquaticas. Os mesmos individuos
coletados de cada periodo, rio e ponto foram utilizados para todas as analises

realizadas neste estudo.
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Rio Itabapoana

Rio Muriaé

Rio Paraiba do Sul

Figura 2: Locais de coleta das macrofitas aquaticas: Rio Paraiba do Sul (RPS) em Atafona distrito
de S&o Jodo da Barra, RJ e Rio Itabapoana (RI) em Barra do Itabapoana distrito de Sdo Francisco
do Itabapoana, RJ.

Figura 3: Pontos de amostragem das macréfitas aquaticas: A — Pontos do rio Paraiba do Sul em
Atafona distrito de S&o Jodo da Barra, RJ e B — Pontos do rio Itabapoana em Barra do Itabapoana
distrito de Sao Francisco do Itabapoana, RJ.
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Quinze individuos de cada espécie (0os mesmos avaliados quanto a fluorescéncia
da clorofila a para E. crassipes) foram coletados in situ e trazidos para o Laboratorio
de Ciéncias Ambientais (LCA — UENF), secos a 60 °C e macerados em conjunto em
graal e pistilo, formando uma amostra homogénea para posterior quantificacdo de

metais em triplicata (item 5.5) (n=15).

Figura 4: A — Foto da macrdfita aquatica Eichhornia azurea Kunt (flutuante emersa) e B — Foto da
macréfita aquatica Eichhornia crassipess (Mart.) Solms (flutuante emersa).

4.3. Determinacdo da vazao e dados fisico — quimicos da agua

Os dados fisico-quimicos (temperatura - °C, oxigénio dissolvido — OD (mg/L),
condutividade elétrica - uyS.cm™ e pH) foram determinados no campo, colocando os
eletrodos diretamente na agua do rio nos pontos de coleta e depois feita a média
aritmética para parametro fisico-quimico. As analises foram feitas entre 10:00h e
12:00 h. Foram utilizados os seguintes equipamentos portateis: Oximetro (Horiba),
Condutivimetro (WTW) e pHmetro (Instrutherm pH -720).

4.4. Analises Ecofisioldgicas
4.4.1. Fluorescéncia da clorofila a
Quanto a fluorescéncia da clorofila a (item 4.4.1), foram avaliadas duas folhas de

quinze individuos de E. crassipes (n = 15) em cada periodo e rio. Os individuos de

E. crassipes foram coletados, trazidos a margem dos rios e depositados em
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recipientes de polietileno com &gua do local de coleta para aclimatacdo por 30
minutos. (Figura 5). Estas medi¢cdes nao foram feitas medidas em E. azurea devido
ao habito fixo da espécie.

As medidas foram feitas no periodo de 12:00h as 14:00h, com a utilizacdo do
fluorimetro modulado portatil (FMS2, Hansatech, UK). Foram feitas medidas na
regido central da superficie adaxial de folhas completamente expandidas e
saudaveis (emersas de necrose ou ferimentos).

As folhas usadas para as medidas foram pré-adaptadas no escuro por 30
minutos com pingas proprias do fluorimetro (Figura 4 D) e posteriormente expostas a
luz modulada de baixa intensidade por 5 segundos (aproximadamente 6 pmol.m2.st
a 660 nm). Em seguida, as folhas foram submetidas a um pulso de 0,8 segundos de
luz actinica saturante (10.000 umol.m=2.s!), adaptado de Genty et al. (1989) e Van
Kooten e Snel (1990).

A

: -.d- R E > -
? D) .'/ P e - : - \ <
Figura 5: A e B — Saida de campo realizada no rio Paraiba do Sul; C — Aclimatacdo dos individuos
de Eichhornia crassipes para realizacdo de medidas ecofisidlogicas; D — Aclimatacdo das folhas ao
escuro com clipes foliares para o acompanhamento da cinética de emissdo de fluorescéncia da
clorofila a e E e F — Utilizagdo no campo do fluorimetro modulado portatil (FMS2, Hansatech, UK).

(Acervo pessoal)

4.4.2. Concentracédo de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos (item 4.4.2) foram extraidos de fragmentos

retirados do limbo foliar de cinco individuos (duas folhas por individuo) de cada
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espécie (n=10). Dez discos foliares medindo 0,50cm? cada de ambas as espécies,
foram cortados em tiras e colocados em tubos plasticos com rosca (um disco em
cada tubo) com capacidade para 15 mL, contendo 5 mL de DMSO (Dimetilsulféxido)
envolvidos em papel aluminio (para minimizar a exposicao a luz).

ApGs cinco dias em contato com os discos foliares, uma aliquota de 1,0 mL de
DMSO de cada amostra foi submetida a leituras em espectrofotometro UV/VIS
(Shimadzu modelo UV-1800) nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm
(Wellburn, 1994) para a determinagcdo da concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos segundo Wellburn (1994):

[Clorofila a] (ug / mL) = 12,19A665 — 3,45A649
[Clorofila b] (ug / mL) = 21,99A649 — 5,32A665
[Carotendides] (ug / mL) = (1000A480 — 2,14 [Clorofila a] — 70,16 [Clorofila b]) /220

Onde A = absorbancia

4.5. Microscopia Optica

Para a microscopia optica (item 4.5) foram coletados em maio de 2013 dois
fragmentos do limbo foliar e zona de absorcao das raizes de dois individuos de cada
espécies nos mesmos pontos das analises anteriores (n= 2).

Os fragmentos de ambas as espécies foram coletados e pré-fixados no
campo em temperatura ambiente, em solu¢do aquosa contendo glutaraldeido 2,5 %,
paraformaldeido 4,0 % e tampdao cacodilato de sédio 0,05 M em pH 7,2.

Este material foi conduzido ao Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da
UENF (LBCT) onde as amostras foram lavadas trés vezes em tampao cacodilato
0,05 M e o material foi pés-fixado por 1h em uma solucao de tetréxido de ésmio 1 %
com tampao cacodilato 0,05 M em pH 7,2, a temperatura ambiente. Apés trés
lavagens de 45 min no mesmo tampdo foi realizada a série crescente de
desidratacdo com acetona: 50 %, 70 %, 90 %, 100 % e duas vezes em acetona
super seca 100 %, por 1 h cada etapa (Bozzola & Russel, 1992).

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

48 horas para a polimerizagao e obtencao dos blocos (Bozzola & Russel, 1992).
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ApGs a infiltracdo e inclusédo do material, foram retirados cortes ultrafinos (70
— 90 nm) em ultramicrétomo Reichert, com auxilio de faca de diamante. Os cortes
foram coletados em laminas de vidro. As seccdes foram coradas com azul de
toluidina 1% por 5 minutos. As laminas foram seladas com Etelan® e observadas em

microscopia de campo claro (Axioplan ZEIS).

4.6. Determinagdo da concentracdo de metais em material vegetal

A extragdo dos nutrientes inorganicos do material vegetal (raizes e folhas) foi
realizada a partir de 0,5 g (peso seco) de amostra macerada (Figura 6). Inicialmente,
as amostras foram colocadas em tubos de teflon (X-press) nos quais foram
adicionados 8 mL de acido nitrico (HNO3) acrescidos de 2 mL de &cido fluoridrico
(HF) concentrado. Os extratos foram mantidos em repouso overnight em
temperatura ambiente e em seguida, levados ao microondas, modelo Mars X-press
(CEM), por 40 minutos (15 min -Ramp e 25 min -Hold) a temperatura de 175 °C e
poténcia de 1600W. Apos o resfriamento (30 min), foram adicionados 12 mL de
acido Borico (H3BO3) saturado para neutralizacdo do HF e os tubos foram levados
novamente ao microondas por 25 minutos (15 min- Ramp e 10 min — Hold) a 170 °C.
Apods o resfriamento (30 min), o extrato final foi filtrado em papel Whatman 40 e
completado com HNOz 0,5 N a um volume final de 30 ml com em baldo volumétrico.
A determinagdo dos metais Cd, Cu, Cr e Zn foi realizada posteriormente no
equipamento ICP-OES (Varian-720ES).
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Figura 6: A — Amostra de raiz (E. crassipes), macerada e armazenada em recipiente plastico; B —
Balanca de precisdo (Shimadzu AY 220), onde foram pesados 0,5 g de amostra (peso seco); C — As
amostras foram colocadas em tubos de teflon (X-press); D — Extratos mantidos em repouso overnight;
E — Amostras levadas ao microondas modelo Mars X-press (CEM) e F — Determinacdo dos metais
(Cd, Cu, Cr e Zn) foi realizada posteriormente no equipamento IPC-OES (Varian-720ES).

4.7. Analise estatistica

Os dados de concentragcdo de metais foram submetidos ao teste Kruskal-
Wallis no programa Statistica 7.0. Para as analises ecofisiologicas (fluorescéncia da
clorofila a e pigmentos fotossintéticos) médias foram comparadas usando o teste de
Tukey (ps 0,05). Foi realizada analise multivariada por componentes principais
(PCA) para verificar a ordenacédo dos diferentes conjuntos amostrais em grupos a
partir dos parametros avaliados (quantificagdo dos metais Cd, Cr, Cu, Zn e
somatorio dos metais nas raizes e parte aérea dos individuos). O software PC-ORD
versdo 4 (MJM Software Design, Gleneden Beach, OR USA) foi utilizado para a

confeccéo da PCA.
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5. Resultados

5.1. Parametros fisico-quimicos da agua

A tabela 1 mostra a variacdo nos parametros fisico-quimicos e vazdo do RPS
e RI a medidos no campo nos periodos chuvoso e seco. A condutividade elétrica
apresentou maiores valores médios durante o periodo seco sendo: 104,5 uS.cm te
97,1 uS.cm™no RPS e RI, respectivamente (Tabela 1).

Quanto ao pH da &gua, foi observada uma tendéncia a neutraliidade no
periodo seco, sendo de 7,5 para o Rl e 7,2 para o RPS. No periodo chuvoso o pH
variou entre 6,5 e 6,6 (Tabela 1). O oxigénio dissolvido indicou valores médios mais
elevados durante o periodo chuvoso em ambos os locais de coleta e 0 RPS
apresentou sempre os maiores valores médios. A vazao do RPS | mostrou uma
marcante diferenca sazonal atingindo valores de 1500 m3.s no periodo chuvoso e
664 m3.s! no periodo seco, os valores de vazdo do Rl foram menores e menos
alterado pela sazonalidade que o RPS em funcgéo de estarem ~114 Km a jusante do
reservatério do distrito de Rosal, Bom Jesus do Itabapoana — RJ.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da 4gua medidos nos rios Paraiba do Sul e Itabapoana em dois
periodos: chuvoso (novembro/2012) e seco (maio/2013). As medidas de temperaturas, condutividade
elétrica, pH e oxigénio dissolvido foram feitas in situ. As medidas de vazéo foram cedidas por Pitter
Pimenta Viana (mestre em Ecologia e Recursos Naturais/UENF)

Rio Paraiba do Sul Rio Itabapoana

Periodo Chuvoso Periodo Seco Periodo Chuvoso Periodo Seco

Temperatura da

agua (°C) 27,3 23,5 28,5 255
Condutividade

(uS.cm™) 80,8 1045 91,4 97,1

pH 6,5 7,2 6,6 7.5

OD (mg.L?) 7,1 6,5 6,2 54

Vazao (m3_s'1) 1500 664 17,66 15,2

5.2. Fluorescéncia da clorofila a

O rendimento quantico maximo (Fv/Fm), ndo apresentou diferenca estatistica

entre os periodos e rios, tendo seus valores médios variado entre 0,83 e 0,88
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(Tabela 2). O rendimento quéantico variavel (Fv/IFO) também n&o apresentou
diferenca estatistica entre os rios. Porém, diferiu estatisticamente (p<0,05) entre os
periodos, sendo os maiores valores médios obtidos nos periodos chuvosos do RPS
e seco no RI (Tabela 2).

Os valores médios do quenching fotoquimico (gP) apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) quando se compara os rios somente no periodo chuvoso,
neste periodo os individuos do RPS apresentam valores médios maiores que os do
RI (Tabela 2 ). Para este parametro foram observados maiores valores médios no
periodo seco de ambos os rios. Porém, os valores de gP se mantiveram entre 0,87 e
1 para todas as plantas analisadas.Para o quenching nao fotoquimicos (qNP)
também foi verificado um padrdo sazonal com maiores valores no periodo chuvoso
(Tabela 2). Este parametro variou entre 0,01 e 0,14 (Tabela 2). Pode se observar
aumento de gNP quando ocorreu reducdo de gP nas plantas do rio Itabapoana no
periodo chuvoso.

5.3. Pigmentos fotossintéticos

Foram verificadas diferencas significativas para os teores de clorofila a
(p<0,05) quando comparamos os periodos, sendo observados maiores valores no
periodo seco para ambos 0s rios e espécies (Tabela 3). Para a clorofila b, foi
observada a mesma tendéncia sazonal foi mais evidente em ambas as espécies no
RPS. Maiores valores de clorofilas totais também foram observados no periodo
seco.

Os carotendides apresentam a mesma tendéncia das clorofilas b. Porém, esta
tendéncia foi comum a ambos os rios. Para a raz&o clorofilas totais /carotenoides os
maiores valores foram encontrados no periodo chuvoso, com excecdo de E. azurea

no RI. Esta variagao sazonal foi mais bem marcada no RPS.
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Tabela 2: Parametros de fluorescéncia de clorofila a avaliados em plantas de E. crassipes no RPS e RI
nos municipios de S&o Joao da Barra e Séo Francisco do Itabapoana: A — Fv/Fm, rendimento quantico
maximo do fotossistema II; B — Fv/FO, rendimento quantico variavel e C — gP, quenching fotoquimico e
D - gNP, quenching ndo fotoquimico. As letras mailsculas comparam os rios e as minUsculas os
periodos. Letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05).

Rio Paraiba do Sul (RPS) Rio Itabapoana (RI)
Parametros de
fluorescéncia Periodo Chuvoso Periodo Seco Periodo Chuvoso Periodo Seco
Fv/Fm 0,855 Aa 0,856 Aa 0,855 Aa 0,852 Aa
Fv/FO 6,3 Aa 6,0 Ab 5,9 Aa 6,2 Ab
qP 0,97 Ab 0,98 Aa 0,92 Ab 0,97 Aa

qnP 0,07 Ba 0,06 Ab 0,08 Aa 0,06 Ab
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Tabela 3: Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos de E. crassipes e E. azurea provenientes do RPS e RI nos periodos chuvoso (novembro de 2012) e seco
(maio de 2013). Letras mailsculas comparam as espécies, letras mindsculas comparam os rios, Y e Z representam comparagdo entre os periodos de um mesmo
rio (onde Y > Z). Letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05)

rio Paraiba do Sul rio ltabapoana
E. crassipes E. azurea E. crassipes E. azurea
Pigmentos Periodo Chuvoso Periodo Seco Periodo Chuvoso Periodo Seco Periodo Chuvoso Periodo Seco Periodo Chuvoso Periodo Seco
Chloa (nmol/crf) 394 AaZ 48,3 AaY 40,1 AaZ 43,8 AaZ 35,9 AaZ 43,85 AaY 31,2 AbZ 39,61 AaY
Cﬂnb(nmnucr?\} 11, 0 AaZ 14,8 AaZ 12,9 AaZ 14,7 AaZ 12,0 AaZ 12,49 AaZ 12,6 AaZ 12,74 AaZ
Caro (nmolicrf) 8, 5 AaZ 10,8 AaZ 8,5 AarZ 11,7 AbZ 8,5 AaZ 10,99 AaZ 11,4 AaZ 16,76 AaZ
Chlo ab 3, 4 AaZ 3,2 AaZ 3,0 AaZ 3,2 AaZ 3,3 AaZ 3.62 AaZ 2,5 AaZ 38 AaZ
Chlo(a + b)/Caro 5, 8 AaY 3,27 AaZ 6,3 AaY 32 AaZ 57 AaZ 521 AaZ 4.0 AaZ 511 AaZ

Total Chlo 50, 5 AaZ 64,1 AaY 52,9 AaZ 84,1 AaZ 48,7 AbZ 56,34 AaY 43,8 AbZ 52,35 AbY
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5.4. Concentragcdo de metais no material vegetal

A concentracdo total de metais nas raizes foi sempre superior a da parte
aérea para ambas as espécies, rios e periodos (Tabela 4). Foi observada maior
concentracdo de metais na parte aérea e raizes de E. azurea no periodo chuvoso,
e maior concentracdo de metais em ambos o0s 0Orgdos para E. crassipes no
periodo seco, mas apenas no RI.

A distribuicdo quantitativa para os metais nas amostras de raizes de E.
crassipes e E. azurea no RPS e RI durante os periodos seco e chuvoso foram
semelhantes: Zn > Cr > Cu > Cd. Para as amostras de parte aérea, a distribuicéo
quantitativa dos metais muda em relacdo a distribuicdo das raizes, sendo: Zn >
Cu > Cr > Cd em ambas as espécies, periodos e rios.

Levando em consideracdo a translocacdo dos metais das raizes para a
parte aérea observamos que existe uma tendéncia quantitativa: Cu > Zn > Cr >
Cd, exceto para E. azurea oriunda do RPS que translocou maior quantidade de
Zn que de Cu. Para Cd foi observado que em ambas as espécies do RPS houve
uma maior translocacdo deste metal no periodo seco, no rio Itabapoana essa
tendéncia se repete somente para E. azurea uma vez que nao foi detectado este
metal na espécie E. crassipes.

Quando comparamos as espécies em um mesmo rio e periodo,
observamos que para metais como o Cu e o Zn foi encontrada maior
concentracdo nas raizes de E. azurea no periodo chuvoso e o metal Cr foi

observado em maior quantidade nas raizes de E. crassipes no periodo seco.



Tabela 4: Quantificacdo de metais (Cd, Cr, Cu e Zn) em E. crassipes e E. azurea provenientes do RPS (S&o Jodo da Barra) e Rl (S&o Francisco do
Itabapoana) em novembro/2012 (Periodo Chuvoso) e maio/2013 (Periodo Seco). Letras mailsculas comparam as espécies, letras mindsculas comparam o0s
rios, Y e Z comparam as estacdes (onde Y < Z). Todos os dados para raiz e parte aérea foram diferentes significativamente. Letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05)

Rio Paraiba do Sul (RPS) Rio Itabapoana (RI)
E.crassipes E. azurea E. crassipes E.azurea
Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo
Chuvoso Periodo Seco Chuvoso Periodo Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco

orgdo Metais
Cd 16 Aaz 140 Aaz 190 AaZz 100 Aaz 030 Abz 020 Abz 050 AbY 0,20 Abz
Cr 27,4 AaZ 276 AaZ 254 AaYy 180 Baz 191 Bbz 244 AaZ 298 AaY 122 Bbz

N

5 Cu 149 Baz 167 AaZz 206 AbY 143 Aaz 135 BbZ 133 AaZ 212 AaY 112 AbZ
Zn 708 BaY 61,4 Abz 81,3 AaY 568 Baz 524 BbZ 735 AaY 628 AbY 483 BaZ
x 1147 AaZ 1072 AaZ 1292 AaY 90,1 AaZz 853 BbZ 1114 AaY 1143 AaY 719 BbZ

. Cd 020 AaZ 010 Aaz 010 AaZ 010 AaZz - - 010 Aaz - - 0,10 Aaz

kS Cr 120 BbZ 380 AaY 460 AaY 08 BbZ 1,60 AaZz 330 AaY 090 AbZ 210 AaY

@ Cu 7,70 Baz 620 Aaz 840 AaY 29 Bbz 670 BbZ 730 AaZz 7,50 BbZ 610 AaY

g Zn 290 AaY 187 BbZ 31,1 Aaz 293 AaZ 215 AaZz 270 Baz 290 AaY 151 AbZ

X 382 AaY 288 AaZ 443 AaY 330 AaZ 298 AaZz 37,8 Bay 374 AaY 234 AbZ
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A andlise dos componentes principais (PCA) nas raizes explicou 79, 27%
da variancia total da concentracdo de metais dos individuos de ambos os
periodos rios e espécies. O primeiro componente principal (PC1) explicou 65,12%
e 0 segundo (PC2), 14,15% (Figura 7). Foram formados dois grupos que
apontaram um padrao sazonal de respostas da concentracdo de metais. As
amostras do periodo chuvoso se localizaram abaixo da PC2 e as do periodo seco
acima. Foi observado que no rio Itabapoana na seca se formaram dois grupos
levando em consideragdo as espécies (E. crassipes e E. azurea). O agrupamento
dos dados foi diretamente influenciado pelas concentracbes de Cu e somatorio

dos metais na PC1 e concentragéao de Cd e Zn na PC2
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Figura 7: Espagco de ordenagdo gerado pela andlise dos componentes principais. Foram
considerados as concentra¢des de metais (Cd, Cr, Cu e Zn) nas raizes de ambas as espécies
rios e periodos. Simbolos cheios: E. azurea, simbolos vazios: E. crassipes. Os simbolos
(Periodo chuvoso, RPS, E. crassipes),A (Periodo chuvoso, RPS, E. azurea),{ (Periodo
chuvoso, RI, E. crassipes), ¢ (Periodo chuvoso, RI, E. azurea),O (Periodo seco, RPS, E.
crassipes),® (Periodo seco, RPS, E. azurea),d (Periodo seco, RI, E. crassipes) e B (Periodo
seco, RI, E. azurea).
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Para as folhas a analise multivariada por componentes principais (PCA) foi
feita utilizando-se as concentracdes dos metais (Cd, Cr, Cu e Zn) (Figura 8). Pela
analise dos componentes principais para folhas foi possivel explicar 81,40% da
variancia total da concentracdo de metais na dos individuos de ambos os
periodos rios e espécies, no primeiro componente principal (PC1) foi possivel
explicar 67,15% e no segundo (PC2) 14,25%.

Assim como na Figura 7 (anterior) houve separacdo em funcédo da
sazonalidade. As amostras do periodo chuvoso se localizaram a direita da PC2 e
as do periodo seco a esquerda. Assim como para raizes (Figura 7) foram
formados dois grupos bem divididos que apontaram padrdo sazonal de respostas.
Foi observado que no periodo seco em ambos 0s rios podemos separar grupos
levando em consideracdo as espécies (E. crassipes e E. azurea). O agrupamento
dos dados foi diretamente influenciado pelas concentragdes de Zn e Cu, na PCl e
pela concentracdo de Cr na PC2.
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Figura 8: Espaco de ordenacdo gerado pela andlise dos componentes principais. Foram
considerados as concentra¢gBes de metais (Cd, Cr, Cu eZn) na parte aérea de ambas as espécies
rios e periodos. Simbolos cheios: E. azurea, simbolos vazios: E. crassipes. Os simbolos A
(Periodo chuvoso, RPS, E. crassipes), A (Periodo chuvoso, RPS, E. azurea), < (Periodo
chuvoso, RI, E. crassipes 4 (Periodo chuvoso, RI, E. azurea), O (Periodo seco, RPS, E.
crassipes), ® (Periodo seco, RPS, E. azurea), O (Periodo seco, RI, E. crassipes) e B (Periodo
seco, RI, E. azurea).
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5.5. Anatomia Vegetal

Foram realizadas observagdes ao microscopio 6ptico de individuos de E.
azurea e E. crassipes do RPS e RI (lamina foliar e zona de absorcao das raizes)
provenientes das coletas do periodo chuvoso, uma vez que neste periodo foram
observadas maiores concentracdes de metais nos tecidos vegetais.

Seccdes transversais revelaram que em ambas as espécies a lamina foliar
apresenta-se anfiestomatica, com estdbmatos do tipo paracitico. A superficie
adaxial e abaxial das folhas de ambas as espécies apresentam-se unisseriadas,
com células em formato tabular, revestidos por fina camada de cuticula (Figura 9
A e B, Figura 10 Ae D).

Em E. azurea, o mesofilo diferencia-se em parénquima palicadico e
parénquima lacunoso, porém com parénquima palicddico em ambas as faces,
mesofilo isolateral. O parénquima palicadico € formado por 2 a 5 estratos na face
adaxial, e por 1 a 3 estratos na face abaxial. Enquanto em E. crassipes, 0
mesofilo apresenta-se dorsiventral diferenciado em parénquima palicadico,
composto por 3 a 8 estratos na face adaxial, e parénquima lacunoso na face
abaxial formado por 1 a 4 estratos. Em ambas as espécies ocorrem a presenca
de aerénquima, um parénquima com grandes espacos intercelulares preenchidos
por ar, destacando-se o0 aerénquima mais proeminente das espécies do rio
Paraiba do Sul que os das espécies do rio Itabapoana (Figura 9 A e B, Figura 10
AeD).

Nota-se também, em E. azurea, espécie do tipo ecoldgico enraizado, a
presenca de iniameros idioblastos no parénquima palicadico e lacunoso em
ambos o0s rios, sugerindo a presenca de compostos fendlicos em seus vacuolos.
Em tecidos foliares de E. crassipes nao foi observado esta substancia em nenhum
dos locais de estudo (Figura 9 A e B, Figura 10 A e B).

SeccOes transversais das zonas de absorcdo das raizes evidenciaram a
presenca de epiderme unisseriada (Figuras 11 e 12) e subjacentes a epiderme
foram observadas uma zona de células com paredes espessas e suberificadas, a

exoderme.
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Figura 9: Seccdes transversais de folhas de E. azurea coletadas em diferentes
rios do Norte Fluminense na estacédo chuvosa: A, C e E — individuos oriundos do
rio Paraiba do Sul e B, D e F — individuos oriundos do rio ltabapoana. A e B —
lamina foliar; C e D — epiderme adaxial e E e F — epiderme abaxial. Onde: * indica
aerénquima, A vacuolo com compostos fendlicos, <\ feixe vascular e <<

estdmatos.
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Figura 10: Secg0es transversais de folhas de E. crassipes coletadas em diferentes rios do Norte
Fluminense na estacdo chuvosa: A, B e C — individuos do RPS e D, E e F — individuos do RI. A
e D — |amina foliar; B e E — epiderme adaxial e C e F — epiderme abaxial.

A epiderme das raizes de E. crassipes e E. azurea coletadas no RPS
(Figuras 11 e 12) apresentaram acentuado aspecto concavo de suas paredes
periclinais externas e estrutura mais desorganizadas quando comparadas as
espécies do RI (Figuras 11 C e F, Figura 12 C e F). Tal desorganizacdo se
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reproduz nas camadas corticais mais externas, inclusive a exoderme, com células
de formato irregular mais evidentes nas coletas oriundas do rio Paraiba do Sul.

Em E. azurea de ambos os rios foram observados cristais de oxalato de
calcio e de areia, distribuidos pelo cértex, com predominancia destes cristais nas
camadas corticais subjacentes a epiderme. N&o foram encontrados cristais no
parénquima cortical de E. crassipes coletados em ambos os rios (Figura 11 C e F,
figural2 C e F).

Em ambas as espécies e rios foram observados aerénquima na regido
cortical. Juntamente ao aerénquima foram observados cristais de rafide,
comumente encontrados em tecidos que apresentam arranjo frouxo, auxiliando as
células na formacéo estrutural destes tecidos (Figura 11 B e Figura 12 D). Em E.
azurea, plantas provenientes do rio Itabapoana apresentaram o aerénquima mais
desenvolvido quando comparadas as provenientes do rio Paraiba do Sul,
engquanto em E. crassipes néo foi observado diferenca entre os rios coletados.

Nas camadas corticais mais internas, subjacentes ao aerénquima, nota-se
um decréscimo do tamanho celular, aumento da organizacdo e formatos mais
isodiamétricos, com estratos de 2 a 6 camadas de células até alcangar a dltima
camada do cortex, endoderme, distinguindo-se das demais pela presenca de
espessamento na parede periclinal face ao cortex.

No cilindro vascular, observa-se o periciclo subjacente a endoderme, com
apenas 1 camada de células contornando completamente o cilindro vascular.
Células do xilema séo facilmente reconhecidas pelo grande limen celular, assim
como grupos de células do floema, distribuidos externamente ao xilema.
Distinguem-se as duas espécies pela presenca de parénquima medular
observado em E. crassipes, porém, ndo havendo distincdo entre os rios coletados
(Fig 11 A e D).
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Figura 11: Seccdes transversais da zona de absor¢cdo de raizes de E. azurea coletadas em
diferentes rios do Norte Fluminense na estagéo chuvosa: A, B e C — individuos oriundos do RPS
e D, E e F — individuos oriundos do RI. A e D — feixes vasculares; B e E — Feixes vasculares e
endoderme e C e F — Epiderme, endoderme, cristais de areia, cristais de oxalato de célcio e

compostos fendlicos.
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Figura 12: Seccoes transversais da zona de absorcdo de raizes de E. crassipes coletadas em
diferentes rios do Norte Fluminense na estacdo chuvosa: A, B e C — individuos oriundos do RPS e
D, E e F — individuos oriundos do RI. A e D — Feixes vasculares; B e E — Feixes vasculares e

endoderme e C e F — Epiderme e endoderme.
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6. Discussao

A razdo Fv/IFm (rendimento quantico maximo) fornece indicativos do nivel
de estresse ao qual uma espécie vegetal pode estar submetida. Variagbes médias
entre 0,75 e 0,85 + 0,03 seriam indicativos de bom funcionamento do aparato
fotossintético (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). Os resultados dos valores
médios de Fv/Fm encontrados para E. crassipes de ambos os rios e periodos
estdo dentro da faixa supracitada, sugerindo que estas plantas estdo saudaveis.
Este fato € corroborado pelos valores do quenching fotoquimico (gP), que indica a
proporcao de energia que é empregada em reacdes fotoquimicas da fotossintese.
Nos resultados encontrados neste estudo, o quenching fotoquimico apresenta
valores muito préximos a 1, demonstrando que os centros de rea¢cdo estavam em
sua maioria abertos e dissipando energia na forma fotoquimica. Isto aconteceu
também nos individuos de E. crassipes do rio mais antropizado (Paraiba do Sul),
sugerindo que esta espécie é capaz de manter o rendimento quantico maximo
(Fv/IFm) e o gP (quenching fotoquimico) das plantas dentro de uma faixa 6tima.

Estes resultados corroboram com Lage-Pinto et al. (2008), que obtiveram
meédias de Fv/Fm variando entre 0,78 e 0,82 e o gP variando entre 0,86 e 0,99 em
E. crassipes estudadas no alto, médio e baixo rio Paraiba do Sul e rio Imbé. Estes
autores sugerem que apesar do médio e alto rio Paraiba do Sul estarem mais
propensos a maior estresse ambiental proveniente de um maior volume de
efluentes de industrias contaminados com metais. Sendo assim os individuos de
E. crassipes nao apresentaram reducdo na razdo Fv/Fm em funcdo de ajustes
ultraestruturais dos tilacoides e dissipacao térmica (qNP) de energia.

Paiva et al. (2009) trabalharam com a referida espécie em casa de
vegetacdo simulando condicdes de estresse metalico em experimentos
hidropbnicos. No experimento de Paiva et al. (2009), os individuos foram expostos
a Cr*3 em diferentes concentraces (1 e 10 mM) e isto ndo alterou os valores do
parametro Fv/Fm a 1mM de Cr*3,

Outros estudos corroboram com este resultado sugerindo que as
diferencas na razdo Fv/IFm somente sdo encontradas em individuos com

exposicdo a elevadas concentracbes maiores de metais, e isso é devido a
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capacidade destes organismos em acumular poluentes metalicos em suas raizes
(Paiva et al., 2009; Campaneli et al., 2010), evitando assim a translocagao destes
elementos para as folhas. Esta estratégia é apontada como uma forma de nao
comprometer a integridade e funcbes primarias da folha como a fotossintese
(Soltan & Rashed, 2003).

Estudos realizados por Oliveira et al. (2002), sugerem que a razao Fv/FO,
em relacdo a razdo Fv/Fm, € melhor para discriminar pequenas diferencas no
rendimento quantico do FS Il. A faixa sugerida para individuos considerados
saudaveis para esta razdo esta entre 4 e 6 (Rohacek, 2002), o que contempla
nossos dados.

O quenching ndo fotoquimico gNP esta relacionado a dissipacdo nao
fotoquimica do excesso de energia de excitacdo no FS Il (Krause & Weis, 1991).
No presente estudo observou-se aumento mais proeminente do qNP na estacao
chuvosa do rio Itabapoana corroborando com os resultados de gP, que foram
menores para a mesma estacdo e rio, mostrando assim que existe uma
competicdo entre as vias de dissipacdo de energia do FS II.

Os metais podem afetar as fases iniciais da sintese de pigmentos ou
causar a destruicdo dos mesmos (McNulty & Newman, 1961), resultando assim
na reducao do conteudo de clorofilas a e b e de carotenoides (Kaur et al., 2008).
Variacfes nos pigmentos fotossintéticos como as clorofilas e os carotendides séo
indicadores eficientes de estresse em plantas superiores (Hendry & Price, 1993;
Sinha et al., 2009). Individuos de Eichhornia submetidos a estresse por Cd
diminuem o conteudo de clorofilas a, b e clorofilas totais (Mishra et al., 2007). Em
estudos com alfafa (Medicago sativa) expostos a Zn foi observada a diminuicéo
do contetudo de clorofila (Porter & Sheridan, 1981). O excesso de Cu também
pode promover a reducdo da concentracao de clorofila, como ja foi verificado em
folhas de trigo (T. aestivum) (Elefteriou & Karataglis, 1989).

Na literatura € relatada a diminuicdo no teor das clorofilas em plantas de
diferentes espécies expostas a metais (Sharma & Sharma, 1993; Samantaray et
al., 2001). Reducdes nos teores de clorofila total foram bem documentados em

estresse por Cr e em geral, a clorofila a foi mais sensivel ao estresse metalico do
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que a clorofila b (Vajpayee et al., 2000; Panda & Choudhury, 2005; Sinha et al.,
2005; Paiva et al., 2009), como foi corroborado pelo presente trabalho.

Boonyapookana et al. (2002) relataram que a diminuicdo na fotossintese
das plantas, pode ser promovida pelo aumento da concentracdo de metais na
solucdo nutritiva, e esta diminuicdo da fotossintese esta associada com
alteracdes bioquimicas que causam a inibicao de sintese da clorofila.

E possivel que algum outro agente externo, que tenha em sua composic&o
quimica algum dos metais analisados, possa ter sido carreado com a precipitacéo
pluviométrica maior no periodo chuvoso (mesmo periodo de maior deteccdo de
metais menor concentracdo dos pigmentos). Estes agentes externos chegando
dentro do corpo hidrico (como, por exemplo, os herbicidas utilizados na
agricultura que é muito comum no Norte fluminense) tenha contribuido para o
aumento das concentracBes de Cu e Zn e consequentemente o declinio dos
teores de pigmentos (Burken & Schnoor, 1996).

A manutencdo das proporcBes na razdo clorofila a/b apresentam um
indicador da resisténcia dos pigmentos a elementos toxicos (Maleva et al., 2012).
Sugerimos entdo que os individuos de ambas as espécies do rio RPS estariam
sendo mais afetadas pelos metais levando em consideragdo 0s pigmentos
fotossintéticos e concentracao de metais detectados nos individuos.

As raizes de Eichhornia séo os locais preferenciais de acumulo de metais,
corroborando com o que a literatura ja descreveu para esta e outras espécies
(Vesk & Allaway, 1997; Oliveira et al., 2001; Vitéria et al., 2001; Soltan & Rashed,
2003; Jayaweera et al., 2008; Campanelli et al., 2010).

Pesquisas ressaltam a importancia das raizes como o6rgao preferencial de
acumulo de metais como uma estratégia vegetal para evitar que o metal chegue a
parte aérea e prejudique o funcionamento do aparato fotossintético (Soltan &
Rashed, 2003). As raizes destas espécies sao fasciculadas, favorecendo grande
adsorcdo dos metais pela maior area de contato.

Levando em consideragcdo o tipo ecologico das macrofitas aquaticas, foi
observado que a diferenca entre espécies ndo influencia na capacidade de
acumulo de metais em seus tecidos. Milne et al (2011) também determinaram

valores bastante similares de metais nas duas espécies de macréfitas deste
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estudo (E. crassipes e E. azurea). A variacdo na concentracdo de metais
observada por Maine et al 2011 ocorreu apenas em funcéao do local de coleta das
espécies, assim como ocorreu no presente trabalho.

Levando em consideracdo a sazonalidade em um ecossistema dinamico
como sdo os rios tropicais (Silveira, 2004), podemos inferir que a mudanca
causada pelas condi¢Bes climéaticas que modificam os ambientes Iéticos onde se
encontram estes organismos preponderam sobre o tipo ecoldgico, deixando as
espécies estudadas equiparadas quanto ao acumulo de metais.

Foi observado também que existe uma maior translocacao das raizes para
a parte aérea de metais que podem favorecer o metabolismo fotossintético como
o Cu e o Zn (nutrientes essenciais). JA metais como o Cr conhecido por sua
toxicidade foi encontrado em concentracdes maiores que o Cu nas raizes e nao
translocados para a parte aérea, sugerindo que existe uma selecdo com relagédo
ao metal translocado.

MacFarlane e Burchett (1999) relataram que no transporte de metais das
raizes para a parte aérea das plantas, os metais conseguem ser imobilizados por
meio de armazenamento em paredes celulares e vacuolos, ou por ligacdo a
fitoquelatinas (proteinas de ligacdo de metais) e conseguem reter estes ions nas
raizes para evitar danos no aparato fotossintético.

Quando levamos em consideracdo o rio, observamos que os individuos
coletados no RPS apresentam maiores concentracdes de metais em seus tecidos
comparados com individuos da mesma espécie e periodo do RI, isso pode ser
correlacionado com o maior impacto que no RPS. O rio Paraiba do Sul é fonte de
abastecimento e despejo de efluentes de muitos municipios dos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro passando por importantes polos industriais
do pais, sua agua é responsavel pela maior parte da producdo do PIB (Produto
Interno Bruto) do pais.

A capacidade que as macrofitas aquaticas possuem de acumular metais é
consequéncia das interacdes destes organismos com varios fatores como
adsorcao, absorcdo, interacdo com sitios metabodlicos e estocagem (Valitutto,
2004). A importancia desses mecanismos no acumulo de metais das macrofitas

7

ndo depende somente das condi¢cdes ambientais, mas também é estritamente
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ligado as caracteristicas biolégicas, como o tipo ecolégico destas plantas
(Valitutto, 2004).

No presente estudo foi verificada variagdo sazonal de metais nas plantas.
Outros estudos indicam que existe variacdo temporal nas concentracdes de
metais nas amostras de E. crassipes (flutuante) proveniente do Baixo RPS com
maior acumulo de Cu durante o periodo seco (Campanelli et al., 2010). Porém,
outros estudos na mesma regido com o material particulado em suspensao
mostraram maior concentracdo deste elemento no periodo chuvoso (Saloméo,
1997; Carvalho et al., 1999). Isto corrobora com os resultados do presente estudo,
no qual foram encontradas maiores concentracdes deste elemento no periodo
chuvoso na espécie E. azurea (emersa).

A bacia do baixo Paraiba do Sul e bacia do rio Itabapoana tem sua
economia ligada principalmente a agricultura da cana-de—acucar, e nestas
monoculturas sdo utilizados agrotoxicos a base de Cu. A melhor bioindicacéo da
qualidade ambiental neste caso foi feita pela espécie de tipo ecoldgico enraizado,
pois a espécie flutuante, pode migrar com o fluxo do rio e néo estar refletindo a
condi¢cado ambiental do local onde foi coletada.

AlteracOes na estrutura do corpo vegetal também sdo descritas na literatura
relacionada a metais, os resultados de anatomia vegetal obtidos neste estudo
indicaram a presenca de aerénquima mais proeminente em individuos do rio
Paraiba do Sul. O aerénquima pode se desenvolver através da morte celular.
Com a decomposicdo das células mortas surge a deficiéncia de oxigénio e isto
provoca a producado de etileno (que estimula o desenvolvimento do aerénquima)
pelo estimulo anaerdbico (Fahn, 1982). A exposicao de plantas aquaticas a
metais também pode levar os individuos a um aumento do aerénquima, pois
elementos metélicos como o Cd podem estimular a producao do hormdnio etileno
em espécies vegetais e consequentemente o aumento do aerénquima nestes
individuos (Chen & Kao, 1995; Toppi et al., 1998), como visto nos individuos do
rio Paraiba do Sul embora nesta pesquisa nao tenha sido feita a quantificacédo de
etileno.

O aerénquima é constituido de um grande espaco intercelular, onde o ar

armazenado. Esta estrutura é muito comum em plantas aquaticas como o aguapé
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(Eichhornia) e plantas que vivem em regides alagadas como Lavoisiera
francavillana. A presenca do aerénquima nos diferentes 6rgéos esté relacionada a
manutencdo da maior eficiéncia de trocas gasosas (Coan et al., 2002), os
individuos do rio Paraiba do Sul apresentam aerénquima maior que os individuos
do rio Itabapoana, isto poderia estar relacionado a maior concentracdo de metais
nos individuos do rio Paraiba do sul uma vez que tal estrutura pode potencializar
as trocas gasosas.

Apenas a espécie E. azurea (emersa) apresentou em seu mesofilo
estruturas que possivelmente sdo compostos fendlicos (compostos quimicos
utilizados pelos vegetais como quelante de metais). A formacdo de compostos
fendlicos e a sua ligacdo intracelular em plantas submetidas a Al *3como forma de
desintoxicacao ja foi descrita na literatura (Kidd et al., 2001). Individuos de tipo
ecolégico enraizado podem estar mais sujeitos a contaminac¢des pontuais e por
estarem fixos permanecem susceptiveis a contaminacado, tendo que apresentar
uma forma mais eficaz de desintoxicacdo por metais.

A maior quantidade de compostos fendélicos observados neste estudo na
espécie E. azurea de ambos os rios também foi verificado por Schitzendibel et
al. (2001) em raizes de Pinus sylvestris L., apds a exposi¢cao destes individuos a
metais, sugerindo que a producdo de tais substancias provavelmente é uma
estratégia de protecdo da planta contra o estresse metalico. Sabe-se que a
producdo destes compostos pode estar relacionada ao acumulo de metal, estas
substancias, especialmente taninos, sado descritos como quelantes de metais
(Lavid et al. 2001).

A epiderme das raizes de ambas as espécies do rio Paraiba do Sul
apresentou caracteristicas mais desorganizadas comparadas com a epiderme dos
individuos do rio Itabapoana. Isto poderia estar ocorrendo em funcdo dos
individuos do rio Paraiba do Sul serem mais expostos a poluentes metalicos. Pela
epiderme ser o tecido com maior contato e responsavel pela entrada das
substéancias para dentro do individuo sofrem os primeiros sintomas de estresse.
Eleftheriou et al. (1993) observaram que os efeitos mais intensos da toxicidade
causada por metais no sistema radicular ocorrem nas paredes celulares da

epiderme das células das raizes.
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Eleftheriou et al. (1993) também relataram alteracdes morfologicas em
raizes de individuos submetidos a estresse metalico. Segundo esses autores, em
raizes mantidas sob condicdbes de estresse ocorreram alteracfes
morfoestruturais, além de danos nas células epidérmicas e em células internas do
cortex, que podem se destacar, distorcer e até mesmo colapsar.

A presenga dos tricomas em plantas submetidas a tratamento com metais
é vastamente discutida na literatura, sendo os tricomas descritos como estruturas
da epiderme que podem acumular e/ou secretar metais, tendo em vista que estas
células fazem parte do tecido mais externo da folha (Salt et al. 1995; MacFarlane
& Burchett, 1999; Klpper et al., 2000; Psaras et al., 2000; Lavid et al., 2001). Os
resultados deste estudo sugerem que individuos de tipo ecoldgico enraizado
possuem estratégias aclimatativas (maior quantidade de tricomas e compostos
fendlicos) diferentes de individuos de tipo ecoldgico flutuante quando em
ambientes que possam estar contaminados por metais.

Foram observados também a presenca de cristais de réfide (oxalato de
calcio) acumulados no parénquima das células das raizes da espécie E. azurea
(emersa) de ambos os rios, 0 mesmo nao foi observado nas raizes da espécie E.
crassipes (flutuante). A presenca de cristais de oxalato de célcio também foi
verificada por Mazen e Maghraby (1998) em experimento com E. crassipes
expostos a metais.

Os cristais, geralmente, ocorrem com maior frequéncia em plantas que
estdo submetidas a estresse, podendo ser considerados como produtos finais do
metabolismo celular e também podem funcionar como meio de remocdo do
excesso de oxalato de célcio, acumulando em quantidades toxicas no interior da
célula (Franceschi & Horner, 1980). O metal juntamente com o Ca, pode se
acumular no vacuolo formando cristais, como observado por Lavid et al. (2001)
em Nymphaea. Mazen & El Maghraby (1997/1998) também observaram que a
exposicao de Eichhornia crassipes (Mart) Solms aos metais Cd, Pb, Sr promoveu
a formacdo de cristais de oxalato de célcio (rafides). Os metais podem ser
complexados nos cristais, impedindo que um dano maior seja causado as plantas.
Estes resultados sugerem que individuos de tipo ecologico séssil possuem

estratégias de protecdo contra toxicidades diferentes de individuos de tipo



39

ecologico emersa, uma vez que estes individuos estdo mais propensos a

contaminagdes pontuais.
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7. Conclusao

Durante o periodo de estudo, as mudancas nas caracteristicas fisico-
quimicas do rio Paraiba do Sul e rio Itabapoana ndo afetaram o desempenho
fotoquimico de E. crassipes.

Os pigmentos fotossintéticos foram sensiveis a presenca de metais nos
individuos sendo a clorofila a o pigmento mais susceptivel a danos por estresse
ambiental.

O periodo do ano (seco/chuvoso) e local de coleta influenciaram mais nas
concentracfes de metais nos tecidos das raizes e parte aérea dos individuos que
o tipo ecoldgico. Isto refuta a hipdétese de que a espécie de tipo ecoldgico
enraizado (E. azurea) apresentara maior concentracdo de metais
independentemente do local de coleta e periodo do ano.

Individuos do rio Paraiba do Sul apresentaram exoderme e epiderme com
alteracbes morfoldgicas e células desorganizadas com relagdo aos individuos do
rio Itabapoana o que confirma a hipétese de que as espécies do rio Paraiba do
Sul apresentaram maior comprometimento anatdémico que as espécies do rio
Itabapoana.

Plantas do tipo ecoldgico distintos apresentaram diferentes estratégias
anatbmicas para a protecdo conta o estresse metalico, a espécie emersa (E.
azurea) investiu mais em cristais (oxalato de célcio e areia) e producdo de

compostos fendlicos que a espécie flutuante (E. crassipes).
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