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“Paga-se mal a um mestre

aquele que permanece aluno”.

(Friedrich Nietzsche)
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RESUMO
Dois experimentos hidroponicos independentes foram realizados com plantas de

aguapé (Eichhornia crassipes) a fim de avaliar sua capacidade de acumulacéo e
tolerancia a arsénio (As) (1), bem como a influéncia do As na absorcao de fosfato
(PO4*) e nitrato (NO3) pela planta (2). Em ambos os experimentos As foi adicionado
na solucdo nutritiva na forma de arsenato (AsO4*) nas concentracdes 0,0; 0,2; 2,0 e
20 mg.L™. No primeiro experimento (1) as plantas foram submetidas a trés tempos
de exposicdo ao metaloide, 0, 48 e 96h, sendo retiradas amostras vegetais e da
solugdo nutritiva, e medidos os parametros ecofisiolégicos (trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a e teor de pigmentos fotossintetizantes) em cada tempo.
Em geral, o teor de As na planta aumentou com o incremento desse elemento na
solucédo nutritiva, sendo retido preferencialmente na raiz, o que é confirmado pelo
baixo fator de translocacdo de As encontrado nas plantas. Diminuicdo significativa
na taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, clorofilas a e b e as razbes
FW/Fm e Fu/Fo ocorreu a partir de 48h para os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™. Os
individuos expostos ao tratamento de 0,2 mg.L? ndo apresentaram
comprometimento de suas fungdes ecofisiologicas, além de possuirem elevado fator
de bioacumulagao indicando que as plantas foram mais eficientes na remocéao de As
do meio quando submetidas a baixas concentracées. No segundo experimento (2)
foram analisadas somente amostras da solucao nutritiva, coletadas durante quatro
dias em intervalos que variaram entre minutos e horas. Valores decrescentes na
concentracdo do metaloide e de ambos os nutrientes foram observados no primeiro
dia, seguido por valores crescentes até o final do experimento, destacando-se o
tratamento de 20 mg.L™. O As diminuiu a absorcéo de PO,* e NO3 por E. crassipes
nas concentracdes de 2,0 e 20 mg.L™, provavelmente devido a diminuicdo da taxa
fotossintética, observada no primeiro experimento. No tratamento de 0,2 mg.L™ a
variagao dos nutrientes na solucdo nutritiva manteve um padrao semelhante ao
tratamento controle, sugerindo que nesta concentracdo As nao prejudicou a
absorcdo de nutrientes pela planta. A partir dos resultados do presente estudo é
possivel inferir que sob as condicbes experimentais impostas As acarreta

comprometimento metabodlico e prejuizo na assimilacdo de nutrientes em E.

XVi



crassipes a partir de 48 horas de exposicdo ao metaloide, para os tratamentos de
2,0 e 20 mg.L™.

Palavras-chave: Arsénio, Eichhornia crassipes, tolerancia.
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ABSTRACT
Two independent hydroponic experiments were performed with water hyacinth

(Eichhornia crassipes) in order to assess their ability to accumulation and tolerance
arsenic (As) (1), as well as the influence of the uptake of phosphate (PO.,*) and
(NO3) for the plant (2). In both experiments As was added in the form of arsenate
(AsO.*) in nutrient solution at concentrations 0,0; 0,2; 2,0 and 20 mg L™. In the first
experiment (1) plants were submitted to three times of exposure to the metalloid, O,
48 and 96h, being removed samples from plants and nutrient solution and measured
ecophysiological parameters (gas exchange, fluorescence of chlorophyll a and
content photosynthetic pigments) at each time. Overall the content from As in plants
increased with the increment of this element in the nutrient solution, being retained
preferentially in the roots over the leaves, which is confirmed by the low translocation
factor As found in plants. Significant decrease in net photosynthetic rate, stomatal
conductance, chlorophyll a and b and the F,/Fn, and F,/F, ratio occurred from 48h to
treatments 20, and 20 mg.L™. Individuals exposed to treatment of 0,2 mg L™ showed
no impairment of its ecophysiological functions, besides their high bioaccumulation
factor indicating that under the conditions of this study, the plants were more efficient
in removing As of the middle when exposed to low concentrations. In the second
experiment (2) was analyzed only samples of the nutrient solution, which were
collected for four days at intervals ranging from minutes to hours. The concentration
of metalloid and both nutrients exhibited decreasing values on day one, followed by
increasing values until the end of the experiment, mostly for the treatment of 20 mg.L
!, As decreased the absorption of PO,* and NO5 by E. crassipes in concentrations of
2,0 and 20 mg.L™, probably due to decreased photosynthetic rate observed in the
first experiment. In the treatment of 0,2 mg.L™ variation of nutrients in nutrient
solution remained similar standard to control, suggesting that this concentration As
not damaged uptake the nutrients by the plant. From the results of this study is
possible infer that under the experimental conditions imposed As causes metabolic
impairment and injury nutrient assimilation in E. crassipes from 48 hours of exposure
to the metalloid, to treatments 2,0 e 20 mg.L™.

Keywords: Arsenic, Eichhornia crassipes, tolerance.
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INTRODUCAO GERAL
O aumento da utilizacdo de recursos naturais pelo homem devido as

inovacdes tecnologicas e ao crescimento da populagcédo tem levado a introducéo e ao
acumulo de elementos traco no ambiente, limitando a disponibilidade de agua de
qualidade tanto para irrigagdo quanto para o0 abastecimento da populacéo
(Mukherjee et al., 2008). No ambiente, os elementos traco atuardo de acordo com
seu estado fisico-quimico e as condi¢cbes quimicas do meio, podendo degradar o
solo, destruir ecossistemas e reduzir a diversidade biolégica (Hao, et al., 2004).

O As é um elemento com carater toxico para organismos em geral, sendo
cancerigeno para humanos (Smith et al., 2002). Do ponto de vista quimico € um
metaloide, isto €, um elemento com propriedades intermédias entre as dos metais e
as dos nao-metais (Csuros e Csuros, 2000), ocorrendo naturalmente no ambiente
em diferentes estado de oxidagao, -3, 0, +3, +5 (Guimaréaes, 2006). Seu estado de
oxidacdo determina o potencial de contaminacédo (Jain e Ali 2000), sendo que a
ordem crescente de toxicidade desse elemento é: compostos de As®* organico <
compostos de As** organico < compostos de As®* inorganico < compostos de As>*
inorganico (USEPA, 2000). O As®*" inorganico é 60 vezes mais toxico que o As”*
inorganico (Mabuchi et al., 1979).

A contaminagdo dos ambientes por As ocorre em escala global e é relatada
em varios paises, como Argentina (Nicolli et al., 2011), Chile (Diaz, et al., 2011),
Bangladesh (Khan et al., 2010), Canada (Dushenko et al., 1995), Estados Unidos
(Durant et al., 2004), Espanha (Taggart, et al., 2009), Alemanha (Mkandawire e
Dudel, 2005) e Portugal (Marques et al., 2009).

No Brasil areas com elevadas concentracbes de As tem sido observadas
(Tab. 1) no Quadrilatero Ferrifero, MG, devido a oxidacdo natural da arsenopirita
presente nas rochas auriferas sulfetadas (Borba et al., 2003; Varejéo et al., 2011;
Borba et al.,, 2004 e Gongalves et al., 2007); no rio S&o Francisco, MG, devido ao
uso de fertilizantes no seu entorno e liberacédo de residuos domeésticos e industriais
sem tratamento (Rezende et al., 2011); Lagoa dos Patos, RS, devido a presenca de
um Porto e de uma fabrica de fertilizantes préximo ao ambiente lagunar (Mirlean et

al. 2003); Baia de Sepetiba, RJ, devido a descarga de residuos proveniente de uma
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usina metallrgica (Magalhdes et al., 2001) e Santana, AP, devido a minérios de

manganés (Mn) extraidos nos ultimos 50 anos (Figueiredo et al., 2007).

Tabela 1: Concentracéo de As em diferentes matrizes no Brasil.

Matriz Intervalo Unidade Local Referéncia
Sedimento 161-4709 mg/Kg Quadrilatero Ferrifero Borba et al. (2002)
Sedimento 2,34x102-0,3 mg/Kg Quadrilatero Ferrifero Varejéo et al. (2010)
Sedimento 1,86-309 mg/Kg Rio S&o Francisco Rezende et al. (2011)
Sedimento 6-697 mg/Kg Baia de Sepetiba Magalh&es et al. (2000)

MPS 21,7-51,5 mg/Kg Lagoa dos Patos Mirlean et al. (2003)

Agua 2x103-3 mg/L Quadrilatero Ferrifero Borba et al. (2004)

Agua < 5x103-0,2 mg/L Quadrilatero Ferrifero Gongalves et al. (2007)

Agua 5x1073- 0,2 mg/L Santana Figueiredo et al. (2007)

A resolucdo n° 357 de 17 de marco (Conama, 2005) estabelece limites
maximos de As na agua de acordo com sua utilizacdo. Nos corpos d’agua onde haja
pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo o limite maximo permissivel de
As é 1,4 x 10® mg.L™"; em 4guas destinadas ao consumo humano, irrigacdo de
frutiferas e hortalicas, aquicultura, recreagcdo com contato primario e a protecao de
comunidades aquaticas o limite méaximo é de 0,01 mg.L™* e, em &guas onde ocorra
lancamento de efluentes, o limite permitido é de 0,5 mg.L™.

A mobilidade do As no ambiente ocorre devido a uma combinagédo de
processos naturais como emissfes vulcanicas, atividades biolégicas, oxidacdo da
arsenopirita presente em rochas auriferas sulfetadas e dissolucdo de 6xidos de ferro
em ambientes reduzidos (Smedley e Kinniburgh 2005), bem como uma série de
atividades antropicas incluindo uso de inseticidas e herbicidas, residuos de
mineracao e industrias e conservantes de madeira (Azcue e Nriagu, 1994). O As é
encontrado na maioria das rochas, com concentragdes variando entre 0,5 e 2,5
mg/kg, embora em sedimentos argilosos a sua concentracdo possa alcancar 13
mg/kg. O seu elevado teor em solos superficiais e em sedimentos argilosos,
comparado com suas rochas originarias, pode refletir fontes externas do elemento
provenientes de erupc¢des vulcanicas e contaminacao (Adriano, 1986).

Macrofitas aquaticas tém demonstrado sua capacidade de capturar elementos
toxicos, atuando como barreiras biogeoquimicas no processo de remocdo do As,
que ocorre por meio da absor¢éo ou adsor¢édo do material particulado que adsorve
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esse elemento, e posteriormente € capturado pelas raizes das macrofitas ou por
meio da absorcdo direta de As pelas células radiculares. Segundo Rahman e
Hasegawa (2011) s&o propostos trés mecanismos para explicar a absor¢cdo de
espécies de As por macréfitas aquaticas, que variam de acordo com a espécie
quimica do metaloide - (a) absorcao ativa por meio de transportadores de absorcéo
de fosfato, (b) absorcdo passiva por meio de canais de aquagliceroporinas e (c)
adsorcao fisico-quimica na superficie da raiz.

Devido & similaridade estrutural entre arsenato (AsO,%) e fosfato (PO4>), o
AsO,> é absorvido por meio dos transportadores de captacéo do PO,* (Zhao et al.,
2009). Porém, esta espécie de As também pode ser absorvida por meio de
processos fisico-quimicos de adsorcdo em oéxidos de ferro presentes na superficie
radicular de E. crassipes (Robinson et al., 2006). O arsenito e as espécies metiladas
de As, acido dimetilarsinico (DMAA) e acido monometilarsénico (MMAA) sao
absorvidas pelas plantas pelo mecanismo passivo, por meio dos canais de
aguagliceroporinas (Zhao et al, 2009), que sdo canais de proteinas transmembrana
gue transportam agua, glicerol e pequenos solutos por meio da membrana celular.
Os diferentes mecanismos de absorcdo de As pelas plantas determinardo a
natureza da interacdo entre o As e 0s elementos necessarios a seu metabolismo.

Devido a isso macrdfitas aquaticas podem ser utilizadas na descontaminacao
de ambientes poluidos por meio da remocdo, imobilizacdo ou tornando menos
toxicos os elementos traco que estejam presentes no ecossistema (Accioly e
Siqueira, 2000). Varios estudos comprovam o potencial de macréfitas aquaticas
como fitorremediadoras de ambientes contaminados com As, tais como Oryza sativa
(Khan et al., 2010), Hydrilla verticillata (Xue e Yan, 2011), Brassica carinata (Irtelli e
Navari- 1zzo, 2008), Typha latifolia (Dushenko et al., 1995), Rorippa nasturtium-
aquaticum (Robinson et al., 2006) e Spirodela polyrhiza (Zhang et al., 2011).

As macrofitas possuem algumas caracteristicas que propiciam sua utilizacéo
como remediadoras, tais como rapido crescimento, elevada producédo de biomassa,
propagacéao facil e rapida, ampla distribuicdo e um sistema radicular fasciculado,
facilitando maior area de contato com o poluente (Guimardes, 2006). Eichhornia
crassipes, conhecida popularmente como aguapé, apresenta estas caracteristicas,

sendo relatada como hiperacumuladora de As (Snyder, 2006).



22

Esta espécie, nativa da Bacia Amazonica, € flutuante livre e devido a isso
possui uma mobilidade que promove maior contato com o poluente. Além disso,
sua reproducdo é predominantemente vegetativa, o que facilita sua disperséo.
Diversos estudos reportam que E. crassipes € eficiente na remocao de diferentes
elementos traco, como Cromo (Cr) (Paiva et al., 2009), Cobalto (Co), Cobre (Cu),
Manganés (Mn), Niquel (Ni), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn) (Soltan e Rashed, 2003),
Cadmio (Cd) (Toppi et al.,, 2007), Mercario (Hg) (Mendes et al., 2009) e As
(Alvarado et al.,, 2008). Porém, sao necessarias mais informacdes sobre a
influéncia de diferentes concentracdes e tempos de exposi¢cdo a As na capacidade
de absorcéo e tolerancia dessa espécie e qual a relacdo entre esses fatores e a
absorcdo dos nutrientes, especialmente fosfato (PO4>) e nitrato (NO3), essenciais
para o crescimento vegetal.

Desta forma, neste trabalho foram realizados dois experimentos conduzidos
separadamente e cada um correspondeu a um capitulo. No primeiro capitulo
intitulado “Bioacumulacdo e Alteracbes Ecofisiolégicas em Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms submetida a estresse por Arsénio”, analisou-se o0 acumulo e a
tolerancia de Eichhornia crassipes quando submetida a concentragdes e tempos de
exposicdo crescentes de AsO,>. O segundo capitulo intitulado “Efeitos do Arsénio
na absorcao de nitrato e fosfato por Eichhornia crassipes (Mart.) Solms” analisou a
influéncia do As na absorcdo de PO,> e NO3 por meio das suas determinacdes na
solucéo nutritiva onde as macrdfitas foram acondicionadas.

Assim, o objetivo geral desse estudo foi avaliar a capacidade de acumulo e
tolerancia de Eichhornia crassipes submetida a diferentes tempos e tratamentos de
AsO,* por meio das suas respostas ecofisiolégicas, bem como avaliar a influéncia

do As na absorcdo de PO, e NO3 pela espécie em questéo.
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CAPITULO 1

Bioacumulacéo e Alteracdes Ecofisioldgicas em Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms submetida a estresse por Arsénio

Resumo

Arsénio (As) é um contaminante critico para o ambiente, sendo liberado para
natureza por meio de processos geoquimicos e acdes antrépicas. Nesse trabalho a
eficiéncia da acumulacdo de As pela macrdéfita aquatica Eichhornia crassipes
(aguapé) foi analisada, bem como suas respostas ecofisiol6gicas. Exemplares de E.
crassipes foram expostos as concentragbes 0,0; 0,2; 2,0 e 20 mg.L'l de arsenato
(AsO,>), por 0, 48 e 96h, em um sistema hidropdnico. O actimulo do As nas plantas
foi diretamente proporcional ao incremento desse metaloide na solucdo nutritiva.
Andlise da absorcdo de Asindicou que a maior parte do metaloide acumulou-se nas
raizes, apesar de ter sido observada translocacdo para as folhas em todos os
tratamentos a partir de 48h. A bioacumulacdo do As foi maior nos individuos
submetidos ao tratamento de 0,2 mg.L™. Efeitos deletérios nas trocas gasosas (taxa
fotossintética liquida, condutancia estomatica, transpiracédo e concentracdo de COy)
e fluorescéncia da clorofila a (F./Fn, e F.J/Fo) acompanharam a concentracdo do
metaloide nas plantas para os individuos expostos aos tratamentos de 2,0 e 20
mg.L?, a partir de 48h. Foi observada diminuicdo na taxa fotossintética liquida,
sendo relacionada a diminuicdo na condutancia estomatica e transpiracdo, e
reducdo nas razbes F,/Fn e F./Fo. Os resultados indicam que a razao F,/Fq foi mais
eficiente para indicar estresse a As pela macrofita. Alteracdes no teor dos pigmentos
fotossintetizantes foram observados nas clorofilas a e b nos individuos expostos aos
tratamentos de 2,0 e 20 mg.L* a partir de 48h. Observou-se que as plantas
submetidas ao tratamento de 0,2 mg.L™ ndo mostraram comprometimento de suas
funcdes fisiologicas sugerindo que, sob as condigbes experimentais desse estudo,
E. crassipes foi mais eficiente em remover As do meio quando presente em baixas
concentragoes.

Palavras-chave: Eichhornia crassipes, parametros ecofisioldgicos, bioacumulacao.
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Abstract

Arsenic (As) is a critical pollutant to the environment, being released to nature
through geochemical processes and anthropogenic. In this study the efficiency of
accumulation by the aquatic macrophytes Eichhornia crassipes (water hyacinth) was
analyzed, and their ecophysiological responses. Specimens of E. crassipes were
exposed to concentrations 0,0; 0,2; 2,0 and 20 mg L™ arsenate (AsO,>), for 0, 48
and 96h, in a hydroponic system. The accumulation of As by plants was directly
proportional to the increase of this metalloid in nutrient solution. Analysis of As
uptake indicated that most of the metalloid is accumulated in roots, although
translocation for leaves has been observed all treatments of 0,2; 2,0 and 20 mg.L™
from 48h. Bioaccumulation As was higher in individuals treated with 0,2 mg.L™
Deleterious effects on gas exchange (carbon assimilation, stomatal conductance,
transpiration and internal carbon) and chlorophyll a fluorescence (F./Fn e F./Fo)
accompanied the metalloid concentration in plants for the individuals exposed to
treatment 2,0 and 20 mg.L™" from 48h. It was observed to decrease in carbon
assimilation, being related to the decrease in stomatal conductance and
transpiration, and reduction in F,/Fy, and F,/Fo ratio. This result indicated that the
F./Fo ratio was more effective than the F,/Fp, ratio in monitoring stress of As. Changes
in the photosynthetic pigments contents were observed at the chlorophyll a and b, in
individuals exposed to treatments 2,0 and 20 mg.L™ from 48h. It was observed plants
under treatment of 0,2 mg.L™ showed no impairment of their physiological functions
indicating that, under the experimental conditions of this study, E. crassipes is more
efficient to remove As in low concentrations.

Keywords: Eichhornia crassipes, ecophysiological parameters, bioaccumulation.
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1.1 Introducéo
O As é um elemento ubiquo encontrado na atmosfera, solos, rochas, aguas

naturais e organismos, sendo um dos contaminantes mais toxicos a saude humana
(Smedley e Kinniburgh, 2005). As ocorre em varios estados de oxidacdo, mas em
aguas naturais ele esta presente, em geral, na forma inorganica como arsenito
(AsO,") e arsenato (AsO,>) sendo o As*" a forma predominante em ambientes
anaerébicos e As®* predominante em ambientes aerdbicos (Gongalves et al., 2007).
Exposicdo prolongada a compostos inorganicos desse metaloide pode levar a
enfermidades tais como distarbios no sistema nervoso central e vascular periférico,
conjuntivite e cancer de pele (Barra et al., 2000). Formas organicas de As podem ser
produzidas pela atividade biologica, principalmente em aguas de superficie, mas
raramente sao importantes quantitativamente (Smedley e Kinniburgh, 2005).

Problemas ambientais relacionados ao As sdo resultado da sua mobilizagao
em condi¢Bes naturais, mas acgfes antropicas tém causado um incremento da
concentracdo desse elemento no meio (Smedley e Kinniburgh, 2005). Os corpos
d"agua séo os principais alvos de escoamento dos contaminantes, pois eles sao os
receptores finais de residuos pluviais, residenciais e comerciais (Dhote e Dixit,
2009). A contaminacdo por As é um dos maiores problemas do mundo moderno,
visto que este ndo é degradado por processos naturais, sendo necessaria sua
remocao do ambiente (Lasat, 2002).

Em locais com ocorréncia natural de As sua concentracdo em plantas
raramente excede 1mg.Kg' (Adriano, 2001), sendo relatado que concentracées
muito baixas podem ser benéficas para o crescimento vegetal (Gulz et al., 2005).
Porém, concentracfes elevadas de As podem desencadear uma sequéncia de
reacoes que conduzem a inibicho do crescimento, disfuncdo dos sistemas
fotossintético e respiratorio, diminuicdo nos teores de pigmentos e alteragcdo no
balanco de nutrientes (Reis, 2011; Garg e Singla, 2011).

Algumas espécies de plantas, conhecidas como hiperacumuladoras, tém a
capacidade de acumular elementos ndo essenciais em seu organismo, nao
apresentando danos aparentes (Paiva et al., 2009), como as espécies Eichhornia
crassipes, Salvinia herzogii e Pistia stratiotes (Souza et al, 2009a). As plantas

hiperacumuladoras conseguem acumular mais de 1000 mg.kg™ de Ni, Pb, Cu e As,
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100 mg.kg™ de Cd e 10.000 mg.kg™ de Zn e Mn na matéria seca (Marques et al.,
2009). Estudos realizados com Eichhornia crassipes submetida a elementos toxicos
relataram diminuicdo no teor de clorofilas a e b e carotenoides, diminuicdo da taxa
fotossintética e alteracdo nos parametros fotoquimicos (Reis, 2011; Paiva et al.,
2009).

As macrofitas aquaticas, ao absorverem As, utilizam diferentes estratégias
para tolerar a acdo tdéxica desse contaminante, seja por meio da sua
compartimentalizacdo em vacuolos a nivel celular (Vogeli-Lange e Wagner, 1990),
producdo de fitoquelatinas (Ruegsegger e Brunold, 1992), ligacdo dos metais as
paredes celulares (Kramer et al., 2000) e biotransformacdo para formas menos
toxicas (Zhang et al., 2011a). Além disso, em condicdes de estresse as macrofitas
podem gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) (Stoeva e Bineva, 2003). E bem
reportado que a geracdo de EROs ocorre por meio da converséo de As°* a As®" no
meio intracelular (Mascher et al., 2002). A fim de minimizar os efeitos prejudiciais
das EROs as macrofitas produzem varias enzimas e compostos que funcionam
como antioxidantes (Fornazier et al., 2002), tais como catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD), acido ascorbico, glutationa e carotenoides (Scandalios, 1993).

A fitotoxicidade a As depende de varios fatores, como sua concentracdo no
meio, forma quimica, via de absorcao e biodisponibilidade (Martinez-Sanchez et al.,
2011). O As é absorvido pelas macréfitas principalmente na forma de As®" e As®
(Gunes et al., 2008). A principal acdo téxica do As** esta relacionada & reacdo com
compostos sulfidrilicos de enzimas e proteinas (Zhang et al., 2011a) e a do As’* por
competir com o fosfato em processos celulares (Mishra e Dubey, 2007). Porém, o
principal mecanismo responsével pelo dano celular causado por esses ions € o
estresse oxidativo devido as reacdes de oxidacdo e reducdo que ocorrem a nivel
celular (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002).

A realizac&o de experimentos com cultura hidropdnica tem sido sugerida para
averiguar a absorgéo e tolerancia das plantas a elementos téxicos, bem como sua
eficiéncia na utilizacdo de nutrientes (Giri e Patel, 2012). Apesar de muitos estudos
com hidroponia serem realizados a fim de entender melhor a interacdo entre os
organismos e 0s contaminantes, sao escassos trabalhos em que as concentracdes

de elementos toxicos utilizadas reflitam os diferentes graus de contaminagdo que
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podem ser encontradas no ambiente. Por isso, no presente estudo buscou-se
simular a fitotoxicidade a As abrangendo as diferentes condicdes de estresse que
podem ser encontradas no meio, sendo adicionado na solugdo experimental
concentracbes de As que se assemelham aos teores permissiveis pela legislacao,
as encontradas no ambiente quando a fonte de As é natural e quando a fonte é

oriunda de atividades antrépicas.

1.2 Obijetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de absorc¢éo e tolerancia de
Eichhornia crassipes a concentragcbes crescentes de As em diferentes tempos de
exposicao, usando como parametro as respostas ecofisioldgicas (trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a e teor dos pigmentos fotossintetizantes) e os fatores de

bioacumulagao e translocagéo.

1.3 Hipotese

Visto que esta espécie € relatada como hiperacumuladora, espera-se que E.
crassipes utilize seus mecanismos fisiologicos para manter suas funcdes
metabdlicas semelhantes a do tratamento controle, mesmo quando submetida a

diferentes concentracdes de As.

1.4 Material e Métodos

1.4.1 Material vegetal e tratamentos
Exemplares de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms foram coletados na Lagoa

do Campelo (fig. 1.1A), localizada a 21°39'01"S e 41°11'W, entre 0os municipios de
Campos dos Goytacazes e Sao Francisco de Itabapoana, RJ. Os individuos que
aparentavam ser jovens e saudaveis e com auséncia de estoldes foram
selecionados. Apds a coleta, os plantas foram acondicionadas em recipientes
plasticos (fig. 1.1B) e levadas para o Laboratorio de Ciéncias Ambientais (Centro de
Biociéncias e Biotecnologia — Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro). No laboratério as plantas foram lavadas com agua corrente para retirada da
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epifauna e do material adsorvido e pesadas (fig. 1.1C e D). O tamanho da raiz foi
padronizado em 10 cm.

Em casa de vegetacéo as plantas foram acondicionadas em recipientes com
8L de solucdo nutritiva (Fig. 1.2) contendo micronutrientes segundo Hoagland e
Arnon (1950) (MnS04.2H,0, ZnS04.7H,0, CuS04.5H,0, H3BO3 e NH;M07024.4H,0)
e macronutrientes segundo Smart e Barko (1985) (NH4;NOs, KH;PO4, KHCOs;,
NaHCO; CaCl,.2H,O e MgS0,.7H,0). Além de uma solugdo de Ferro + EDTA
preparada com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e cloreto férrico (FeCls).
Anterior a adicdo do metaloide na solucdo nutritiva, as macrofitas aclimataram
durante cinco dias e a solucéo foi renovada no mesmo dia da adicdo do As. O As foi
adicionado na forma de arsenato (AsO,”) diluido em meio acido (&cido cloridrico,
HCI — 0,5M) a partir da solugdo padréo Tritisol, Merck. Quatro tratamentos, incluindo
0 controle, foram utilizados sempre em triplicata e em trés tempos de exposicéao,
totalizando 36 individuos no experimento. As concentragdes utilizadas foram 0,2; 2,0
e 20 mg.L™ e os tempos de retirada das amostras vegetais e da solu¢do nutritiva
foram de 0, 48 e 96 horas ap0s adicdo do metaloide. Foram retiradas doze amostras
do material vegetal (raiz e folhas) e vinte e quatro amostras da solucao nutritiva
(duplicata) por tempo, para determinacao de As (item 1.4.4).

assipes acondicionada
em recipientes plasticos (B); Triagem (C); Pesagem (D).
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1.4.2 Sintomatologia visual das plantas
O registro fotografico da sintomatologia das plantas foi realizado utilizando-se

uma camera digital (Samsung ST64), nos tempos de 0, 48 e 96 horas de exposi¢cao
e nos tratamentos controle, 0,2; 2,0 e 20 mg.L™ de AsO,*.

1.4.3 Monitoramento da solug&o nutritiva
Os parametros pH, condutividade elétrica e O, dissolvido foram monitorados

na solugdo nutritiva durante todo o experimento, entre 8h00 e 12h00, em dias
alternados, utilizando-se trés potencibmetros da marca WTW: pH 3110,
condutividade 3110 e O; dissolvido 3110.

1.4.4 Determinacao do As
Para a determinac&o do As no tecido vegetal, as plantas foram separadas em

raiz e parte aérea (folhas) e posteriormente armazenadas em estufa a 60°C durante
1 semana. Apds secagem do material, este foi macerado com a utilizagdo do gral,
pistilo e nitrogénio liquido até a obtencdo do material em pd. No passo seguinte uma
massa de 0,2g de amostras de folha e raiz foram pesadas em duplicata e colocadas
em recipientes fechados de teflon para digestdo acida. O meio reacional consistiu



36

de perdxido de hidrogénio (H,O2) e uma mistura de 1:1 de acido sulfdrico e acido
nitrico (H.SO4:HNO3). O procedimento de digestdo foi realizado sob pressdo em
micro-ondas modelo Mars Xpress (CEM).

Um volume fixo de 20 mL da solugao nutritiva foi coletado em duplicada e
armazenado em tubo de ensaio com dedo frio para determinacdo do As. As
amostras foram acidificadas com 6 mL de HCI — 37% e aquecidas em bloco digestor
por 3 horas, a temperatura de 80°C.

Apés a digestdo, as amostras do material vegetal e da solugédo nutritiva foram
filtradas em provetas utilizando-se papéis de filtro quantitativo (Framex). A
determinacdo do As foi realizada por meio de Espectrofotometria de Emisséo
Atdmica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AES), utlizando-se o
equipamento Varian Liberty Series Il. O limite de detec¢cdo para As foi de 0,05
pg.mL™,

1.4.5 Determinacao do fator de bioacumulagcéo (FBA ) e do fator de
translocacao (FT)

O fator de bioacumulagao (FBA) foi calculado pela equacao (Zayed et al.,
1998a): FBA = Cp/CsoLucio, €m que, Cp. = concentracdo de As na planta em mg.kg’
! de MS; CsoLucio = concentragéo de As na solugéo, em mg.L™.

O fator de translocacédo (FT) foi calculado pela seguinte equacao (Zayed et
al., 1998b): FT = Cpa/Cg, em que, Cpa = concentracdo de As na parte aérea, em

mg.kg™ de MS; Cr = concentracdo de As na raiz, em mg.Kg™ de MS.

1.4.6 Medidas de trocas gasosas

As caracteristicas medidas foram taxa fotossintética liquida (A), condutancia
estomatica (gs), concentracdo de CO, subestomatica (C;) e transpiracdo (E). Esses
parametros foram medidos nos tempos de 0, 48 e 96 horas, entre 8h00 e 11h00. Em
cada planta foram medidas duas folhas, sempre saudaveis e intactas. A medicéao foi
realizada com um analisador de gas no infravermelho (IRGA), marca PP Systems,
UK , modelo CIRAS 2 e a intensidade luminosa utilizada foi de 2000 pumol de fétons.

cm2.s?t
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1.4.7 Medidas de fluorescéncia da clorofila a
As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram realizados entre 12h00 e

13h00 utlizado-se um fluorimetro modulado portatil, modelo FMS2 (Hansatech, UK).
Essa medida foi feita nas mesmas folhas utilizadas para as medidas de trocas
gasosas. O protocolo adotado foi adaptado de Genty e colaboradores (1989) e Van
Kooten e Snel (1990). As folhas foram mantidas no escuro durante 30 minutos com
o auxilio de uma pinca e, em seguida, expostas a uma luz de medicéo
(aproximadamente 6 pmol.m?.s* a 660 nm), seguida pela exposicdo & luz branca
actinica de alta intensidade (10.000 pmol.m?.s™), aplicada por 0,8 s.

Os seguintes parametros da emissao de fluorescéncia foram registrados e
analisados: fluorescéncia minima (Fy), fluorescéncia maxima (Fn), fluorescéncia
variavel (F,) e coeficientes de extin¢do: qP (quenching fotoquimico) e gN (quenching
ndo fotoquimico). As variaveis rendimento quantico maximo do fotossistema Il
(FJ/Fn) e taxa variavel de rendimento (F./Fp) foram calculadas de acordo com Van
Kooten e Snel (1990)

1.4.8 Pigmentos fotossintéticos

Vinte e quatro discos foliares (duplicata) foram retirados nos tempos de 0, 48
e 96 horas para quantificar as clorofilas a e b e carotenoides, utilizando as folhas em
que foram medidas as trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila a. Os discos
foram cortados e colocados em tubos de plastico com tampa contendo 5 mL do
reagente dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente organico e armazenados no
escuro. A leitura das amostras foi realizada apés cinco dias, em espectrofotdmetro
(UV-160%; UV - Visible Recording Spectrophotometer - Shimadzu) nos comprimentos
de onda 665, 649 e 480 nm. Os calculos para a determinagdo das concentracdes
dos pigmentos foram realizados de acordo com o procedimento descrito por
Wellburn (1994). O teor de clorofila total (a + b) e a razdo clorofila a + clorofila b/
carotenoides foram calculados. Todo o procedimento de laboratério realizou-se em
ambiente com baixa luminosidade para evitar possivel degradacdo dos pigmentos.

Os valores foram expressos em pmol cm .
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1.4.9 Andlise estatistica
Os dados foram analisados por meio da analise de variancia two-way

(ANOVA) utilizando o programa STATISTICA e as médias foram comparadas
usando teste de Tukey (p< 0,05).

1.5 Resultados

1.5.1 Aspectos visuais
Os aspectos visuais observados em individuos de E. crassipes submetidos a

diferentes concentracdes e tempos de exposicdo a AsO,> sdo mostrados na fig. 1.4
Plantas expostas aos tratamentos controle (Fig. 1.3A, E e I) e 0,2 mg.L™ (Fig. 1.3B, F
e J) ndo mostraram sintomas visuais de toxicidade ao longo do experimento. Os
individuos submetidos aos tratamentos de 2,0 (Fig. 1.3C, G e K) e 20 mg.L™ (Fig.
1.3D, H e L) mostraram sinais de toxicidade em 48 horas de exposi¢cao e, em 96
horas, entraram em senescéncia.

controle 0,2 mg.L? 2,0 mg.L? 20 mg.L*t

igura 1.3: Aspectos visuais de plantas de Eichhornia crassipes expostas a diferentes
tempos e tratamentos de AsO,%.
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1.5.2 Quantificagéo de As
A concentracdo de As na raiz e folha dos individuos de E. crassipes é

mostrada na figura 1.4. Observou-se incremento nos teores de As nas folhas a
medida que aumentava o tempo de exposicdo e a concentracdo do metaloide na
solucdo, acumulando até 1842 mg.kg™ na presenca de 20 mg.L™ de As, por 96 horas
(Fig. 1.4A). Por outro lado, na raiz esse padrao de absor¢do ocorreu somente para a
concentracdo de 20 mg.L™, sendo encontrado nesse tratamento, e em 96 horas de
exposicdo, o maior teor de As (2915 mg.Kg') do experimento. (Fig. 1.4B). Nos
tratamentos de 0,2 e 2,0 mg.L™ a concentracdo do As na raiz foi maior em 48 horas
de exposicdo ao metaloide, diminuindo em 96 horas. Verificou-se ainda, no tempo
de 96 horas, que o teor de As foi maior nas folhas em relacdo as raizes no

tratamento de 2,0 mg.L™.
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Figura 1.4: Média do teor de As em folhas (A) e raizes (B) de plantas de Eichhornia crassipes
expostas a diferentes tempos e tratamentos de AsO,”>. Letras mailsculas denotam diferencas
significativas no mesmo tratamento em diferentes tempos de exposi¢ao enquanto as letras
minusculas diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposi¢cdo. As barras representam
desvio padrao da média.

A reducao nos teores de As nas raizes e o aumento deste nas folhas sugere
que a medida que se aumentava a concentracdo do metaloide na solucdo nutritiva,
h&a maior absorcdo desse elemento por E. crassipes, 0 que pode estar associado a
maior translocacdo para a parte area. Nesse experimento, esse fato foi mais
evidente no tratamento de 2,0 mg.L™ de As, com o aumento do fator de translocacao
em 96 horas (1,44) (Fig. 1.5)
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Figura 1.5: Média do Fator de translocacéo (FT) de As em plantas de Eichhornia crassipes
expostas a diferentes tempos e tratamentos de AsO,>. Letras mailsculas denotam
diferencgas significativas no mesmo tratamento em diferentes tempos de exposicédo enquanto
as letras minusculas diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposi¢éo. As barras
representam o desvio padrao da média.

O teor de As na solugdo nutritiva foi expresso por meio do fator de
bioacumulacdo (FBA), que é um indice que demonstra a relacao entre o teor de As
na planta e na agua (Fig. 1.6). Observou-se que a planta foi mais eficiente em
remover As da solucdo nutritiva na menor concentracéo utilizada (0,2 mg.L™), sendo

seu FBA = 7825 em 96 horas de experimento. Observou-se reducdo desse fator a

medida que aumentou a concentragéo desse elemento em solugao, sendo o FBA
305 nas plantas expostas ao tratamento de 20 mg.L™ por 96 horas. Embora tenha
ocorrido diminuicdo na remocdo do As em concentracées mais elevadas (2,0 e 20
mg.L™) verifica-se que mesmo nesses tratamentos as plantas foram capazes de
absorver As da solucdo, acumulando grandes quantidades desse elemento em seu
tecido vegetal.
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Figura 1.6: Média do Fator de bioacumulagédo (FBA) em plantas de Eichhornia crassipes
expostas a diferentes tempos e tratamentos de AsO,>. Letras mailsculas denotam
diferencas significativas no mesmo tratamento em diferentes tempos de exposi¢cao enquanto
as letras mindsculas diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposicdo. As barras
representam o desvio padrao da média.

1.5.3. Trocas gasosas
As respostas da taxa fotossintética liquida (A), concentracdo subestomatica de

CO; (Cy), condutancia estomética (gs) e transpiracao (E) em plantas de E. crassipes
submetidas a AsO,*> sdo mostrados na figura 1.7.

Em geral, & medida que se aumentou a concentracdo e o tempo de exposi¢ao
das plantas ao metaloide a A diminuiu, sendo que, no tempo de 48 horas ja foi
observada a reducdo maxima desse parametro nos individuos expostos aos
tratamentos de 2,0 mg.L™ (1,6 pmol.m?.s™) e 20 mg.L™ (2,8 umol.m?.s™) (Fig. 1.7A).
No tratamento de 0,2 mg.L* houve reducdo da A nas plantas somente quando
expostas por 96 horas ao As (22 pmol.m?s?) e, os individuos isentos de
contaminagcdo mantiveram a A elevada ao longo do experimento, apresentando
valores entre 35 e 39 pmol.m?.s™,

Em relacdo ao C; o padréo inverso foi observado, sendo os menores valores
encontrados nas plantas controle e expostas a 0,2 mg.L™ de As (Fig. 1.7B). O C;nos
individuos controle variaram entre 268 e 270 umol.mol™, enquanto no tratamento de
0,2 mg.L™? os valores variaram entre 267 e 289 pmol.mol™. As plantas submetidas
aos tratamentos de 2,0 mg.L™ por 48 horas e 20 mg.L™ por 96 horas apresentaram
0s maiores valores de C; do experimento sendo de, respectivamente, 360 e 350

pmol.mol™.
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Nas plantas controle observou-se um aumento na ¢gs no decorrer do
experimento, enquanto que nos demais tratamentos houve a reducdo da gs com o
aumento do tempo de exposi¢cédo das plantas ao metaloide (Fig. 1.7C). O valor mais
elevado da gs foi observado nas plantas controle, no tempo de 96 horas (2102
mol.m?s™?) e o menor valor da gs foi observado em plantas submetidas a 2,0 mg.L™
de AsO,> por 96 horas (170 mol.m?s ). A variacdo na E das plantas nos diferentes
tempos de exposicdo e concentragdes de As ocorreu ho mesmo padréo da variacéo
da gs (Fig. 1.7D), sendo maior e menor valores encontrados em 96 horas de
experimento sendo de, respectivamente, 12,29 mmol.m?.s™ no tratamento controle e

2,7 mmol.m?.s™ no tratamento de 2,0 mg.L™.
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Figura 1.7: Média dos valores de taxa fotossintética liquida (A), concentragdo subestomatica de
CO; (B), condutancia estomética (C) e transpiragdo (D) em plantas de Eichhornia crassipes
expostas a diferentes tempos e tratamentos de AsO,*. Letras mailsculas denotam diferencas
significativas no mesmo tratamento em diferentes tempos de exposicdo enquanto as letras
minasculas diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposi¢do. As barras representam o
desvio padrao da média.
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1.5.4. Parametros da Fluorescéncia da Clorofila  a e Pigmentos

Fotossintéticos

Os valores referentes ao rendimento quantico maximo (F,/Fn,), taxa variavel de
rendimento (F./Fo), quenching fotoquimico (qP) e quenching nao fotoquimico (qNP)
obtidos ao longo do experimento nos diferentes tratamentos de AsO,> sdo
mostrados na tabela 1.1.

Os parametros F,/Fn, F./Fo e gP tiveram o mesmo padréo de variacdo, sendo
observada a reducédo significativa em seus valores a partir de 48 horas para as
plantas expostas aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L'l. Para razéo F./F,, 0s menores
valores foram encontrados apdés 96 horas da adicdo do metaloide em plantas
submetidas aos tratamentos de 2,0 mg.L™ (0,5) e 20mg.L™ (0,34). Na razdo F,/Fo 0s
menores valores foram observados nas plantas expostas aos tratamentos de 2,0
mg.L™ (0,99) e 20 mg.L™ (0,51) no tempo de 96 horas. A reducdo maxima da razéo
F./Fo foi de 91% em relac&o aos individuos controle, enquanto a redu¢cdo maxima de
F./Fn foi de 61%. Os menores valores do gP foram observados para os individuos
expostos aos tratamentos de 2,0 mg.L™ (0,76) e 20 mg.L™ (0,86) em 96 horas de
experimento.

Em relacdo ao qNP observou-se aumento significativo nos seus valores no
tempo de 48 horas, para os individuos expostos aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™
de As, com posterior reducdo para os individuos expostos a esses mesmos
tratamentos, mas no tempo de 96 horas. O maior valor de qNP foi encontrado em
plantas expostas ao tratamento de 20 mg.L™ por 48 horas (0,29) e o menor valor foi
nos individuos submetidos aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ por 96 horas (0). As
plantas controle e submetidas ao tratamento de 0,2 mg.L™ apresentaram os maiores
valores para todos os parametros de fluorescéncia da clorofila a analisados, a

excecdo do gNP, que se mantiveram estaveis durante todo o experimento.
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Tabela 1.1: Média dos valores dos parametros de fluorescéncia da clorofila a em plantas de
Eichhornia crassipes expostas a diferentes tempos e tratamentos de AsO,>. Rendimento
quéantico maximo (F./F.), taxa variavel de rendimento (F./F,), quenching fotoquimico (qP) e
guenching nédo fotoquimicos (QNP). Letras mailsculas denotam diferencas significativas no
mesmo tratamento em diferentes tempos de exposicdo enquanto as letras mindsculas
diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposicao.

Tempo (h) Tratamento Fo/Fr F,/F gP gNP
controle 0,84 +0,01 Aa 5,43+0,48 Aa 0,98 + 0,018 Aa 0,09 + 0,013 Aa
0 0,2 mg/L 0,86 +0,008 Aa 5,96 +0,41 Aa 0,94 +0,037 Aa 0,1+0,041 Aa
2,0 mg/L 0,86 +0,008 Aa 6,21 +0,41 Aa 0,95+0,040 Aa 0,09 £ 0,036 Aa
20 mg/L 0,85+0,008 Aa 5,79+0,41 Aa 0,94 +0,049 Aa 0,12+ 0,065 Aa
controle 0,87 +0,01 Aa 6,55+0,38 Aa 0,97+0,01 Aa 0,06+0,03 Aa
48 0,2 mg/L 0,86 £0,01 Aa 6,23+0,35 Aa 0,97+0,01 Aa 0,08+0,02 Aa
2,0 mg/L 0,72+0,09 Bb 294+159 Bb 0,84+005 Bb 0,26+0,09 Bb
20 mg/L 0,68+0,13 Bb 2,56+1,24 Bb 0,86+0,01 Bb 0,34+0,04 Bb
controle 0,85+0,01 Aa 5,79+0,22 Aa 0,98+0,02 Aa 0,13+0,06 Aa
96 0,2 mg/L 0,84+0,01 Aa 5,12+0,53 Aa 0,98+0,01 Aa 0,06+0,04 Aa
2,0 mg/L 0,5+0,056 Cb 0,99+0,18 Bb 0,76+0,08 Bb 0,01+0,04 Aa
20 mg/L 0,34+0,01 Cb 0,51+0,03 Bb 0,86 +£0,01 ABb 0,02+0,18 Aa

A variacao no teor dos pigmentos fotossintéticos ao longo do experimento e
nos diferentes tratamentos é mostrada na tabela 1.2. O teor das clorofilas a e b e
clorofila total apresentaram reducao significativa a partir de 48 horas, para as plantas
submetidas aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L*. Os menores valores foram de,
respectivamente, 21 pmol cm™2, 8 umol cm™ e 29,63 pmol.cm™, registrados para o
tratamento de 20 mg.L™ no tempo de 96 horas. A reducdo maxima no teor de
clorofila a foi de 54% em relacdo as plantas controle, de clorofila b foi de 46% e
clorofila total de 52%. O teor de carotenoides, apesar de ndo apresentar diferenca
significativa, aumentou nos individuos expostos ao tratamento de 0,2 mg.L™ (10
pumol cm™) por 96 horas. O valor da razdo clorofila total/carotenoides reduziu
significativamente nos individuos expostos ao tratamento de 20 mg.L™ por 48 horas
(5,21) e 96 horas (3,61).
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Tabela 1.2: Média nos valores de pigmentos fotossintetizantes em plantas de Eichhornia
crassipes expostas a diferentes tempos e tratamentos de AsO,”. Letras mailsculas
denotam diferencas significativas no mesmo tratamento em diferentes tempos de exposicao
enguanto as letras minusculas diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposi¢ao.

Tempo (h) Tratamento [Clo a] [Clob] [Caro] [Clo totais] Clo(a +b)
umol.cm umol.cm pmol.cm pmol.cm (Caro)
Controle 34,98 +1,16 Aa 11,32+0,46 Aa 7,95 +0,44 Aa 46,30 +1,43 Aa 5,82 +0,45 Aa
0 0,2mg/L 39,48 +5,46 Aa 11,94+192Aa 8,37+053 Aa 51,42+7,35 Aa 6,14+0,51 Aa
2,0mg/L 41,71 +£2,26 Aa 12,87+0,75Aa 8,93+0,44 Aa 5458+3,01 Aa 6,11+0,14 Aa
20mg/L 36,89 +4,40 Aa 11,64+0,21 Aa 7,89x0,75 Aa 48,53+555 Aa 6,15+0,24 Aa
Controle 52,34+1,08 Ba 16,02+0,25Ba 9,48+1,81 Aa 6836+1,33 Ba 7,21+0,18 Aa
48 0,2mg/L 46,46 £1,10 Aa 13,79+0,09 Aab 9,54 +0,09 Aa 60,25+1,2 Aab 6,31 +0,07 Aab
2,0mg/L 33,57+3,21 Ab 11,25+1,49Ab 6,85+0,14 Aa 44,82+4,69 Ab 6,54 +0,56 Aab
20mg/L 36,54 £3,08 Ab 11,08 +0,24 Ab 9,14+0,17 Aa 47,62+3,32 Ab 5,21+0,46 Ab
Controle 45,91 +0,33 ABa15,57+0,58Ba 8,87+0,90 Aa 61,48+0,25 Ba 6,93+0,31 Aa
96 0,2mg/lL 42,98 +1,47 Aa 14,44+1,22Ba 10,30+0,09 Aa 57,42+0,25 Aa 5,57 +5,03 Aa
2,0mg/L  36,62+0,07 Ab 10,95+0,09Ab 8,10+0,04 Aa 47,57+0,02 Ab 5,87 +0,02 Aa
20mg/L 21,22+5,79 Bb 8,41+1,30 Ab 8,19+0,31 Aa 29,63+7,02 Bc 3,61+0,19Bb

1.5.5 Parametros Fisico-Quimicos
A figura 1.8 mostra a variacdo dos parametros fisico-quimicos medidos na

solucdo nutritiva durante a aclimatacdo e durante o experimento. O AsQ,* foi
adicionado no final da aclimatacéo (120 horas) porém os parametros fisico-quimicos
neste dia foram medidos antes da adicdo, exceto para o pH, que foi medido antes e
depois a fim de ser mantido na faixa de variagao na qual E. crassipes se desenvolve
em condi¢des naturais (6,5 — 7,5) (Lage-Pinto, 2008). Apds a adicdo do AsO4> o pH
tornou-se Acido nos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™, sendo ajustado entre 7,0 e 7,2
por meio da adicdo de hidroxido de sédio (NaOH).

Em relacdo ao pH da solucdo durante a aclimatacdo observou-se queda em
seus valores até o dia da adicdo do AsO,* (Fig. 1.8A). Ap6s a adicdo do metaloide
observou-se aumento do pH, exceto para o tratamento controle, que se manteve
estavel (Fig.1.8B). Observou-se menor valor de pH durante o experimento no
tratamento de 20 mg.L™ no primeiro dia de experimento (tempo 0) (7,10), e o maior
valor no ultimo dia de experimento (96 horas) para os tratamentos de 2 e 20 mg.L™
(7,37). Em geral, a diferenca significativa nos valores de pH foram observadas para

o tratamento de 20 mg.L™ entre o tempo 0 e os demais tempos. Todos os valores de
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pH foram maiores do que 7, mostrando que as solugbes nutritivas estavam
levemente alcalinas.

Em geral, os valores de O, dissolvido durante a aclimatagcdo apresentaram
uma leve diminuicdo até o dia da adicdo do AsO,* (Fig. 1.8C). Ap6s a adicédo do
metaloide os valores de O, dissolvido apresentaram queda acentuada até o final do
experimento (Fig. 1.8D). O menor valor de O, dissolvido durante o experimento foi
4,32 mg.L™* no dltimo dia de experimento (96 horas) para a concentracdo de 20
mg.L™, enquanto o maior valor foi 5,07 mg.L* no segundo dia de experimento (48
horas) para a concentracdo de 0,2 mg.L™. Ndo houve diferenca significativa entre
tempos e tratamentos para esse parametro.

Em relagdo a condutividade elétrica observou-se queda durante a aclimatacéo
(Fig. 1.8E). Ap6s a adicdo do metaloide observou-se aumento na condutividade
elétrica para os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ (Fig. 1.8F). Os valores menor (280
uS.cm™) e maior (1333 pS.cm™) foram encontrados no tltimo dia de experimento (96
horas) nos tratamentos, respectivamente, controle e de 20 mg.L™. Diferencas
significativas foram observadas entre os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ e entre
estes tratamentos e os tratamentos controle e de 0,2 mg.L'l nos tempos de 48 e 96

horas.
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Figura 1.8: Média dos valores de pH (A e B), O, dissolvido (C e D) e condutividade elétrica (E e F)

7,60 7.60
750 A = 750 | (B)
| 740 § 7.40
2 £ Lamez?
E 7.50 ¥ T7.30 e b '! -
£ 720 £ 720 I Sy
[ e T 710 pezoer = "
700 5 72 120 7 24 72 120
| _Tempo (horas) | — I R _Tempo fhoras)
—+— controde Az I As Az | —*— controle Aa Aa Az
m-omeh| pa | As Aa ||—®-o2men| Aa Aa ha
c4-imgl | Aa | Aa Aa || oA 2mef Aa Aa. _Aa
- 20mg/l | pa | ABa ABa ||~ -20mg/l | Aa Ba ABa
T, 5,60 a0
T ssn | (C) 3 540
v .
E = 'E- 5,40 4 £ 520
o B 530 o £ 500
- i
_: E 520 Z g 480
B ¥ s E v 480
;4 5,00 g @
490 i 420
y 24 T2
. Tempo (horas) . 120 . [ £
| —#— controle | Aa Az Aa | Seirow | Aa - Aa
|~ ®@—02mg | Az Aa Aa ~&-02mgl | Az : Az
|-a-amgt | Aa Aa Aa e .. - pa
;— M- 20mgil | Az Aa Aa = = 20mgfL Aa Aa
250 430 T
X (E) = (F) e
..E 410 E . 410 g ) x
""E' 370 ER- 370 -
i 1 e
= 330 g 330 = !
4 i 3
'E 290 E 250 +* — I
250 |} 250 — =
24 72 120 T2 120
| Tempo (horas) . Tempo l[hu«'asj
| —+— controle Aa Aa Aa | Contoke | Aa. : Aa
ST A aa |e-oae] pa | 0 s |
|--de- 2mg | Aa Aa Aa -4 2mgh | Ab | Ab |
== 20mgl | pa Aa pa |7 20me/ | Ac | Ac |

monitorados durante a aclimatacao e o experimento. Grafico F eixo secundario para o tratamento
de 20 mg.L™. Letras mailsculas denotam diferencas significativas no mesmo tratamento em
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1.6 Discussao
Um dos sintomas visuais da toxicidade de plantas a elementos traco € o

aparecimento de clorose em suas folhas, como reportado por varios autores
(Pestana, 2013; Paiva et al., 2009; Soltan e Rashed, 2003). No estudo realizado por
Soltan e Rashed (2003) com E. crassipes submetida a estresse por Cd, Co, Cr, Cu,
Mn, Ni, Pb e Zn variando entre 1 e 100 mg.L™ observou-se que nas concentracées
de 5 e 7 mg.L" as plantas apresentaram folhas amareladas ap6s 72 horas de
experimento e, em 168 horas, quase todas as folhas estavam mortas, com
senescéncia total das plantas em 192 horas de experimento.

Em um estudo realizado com E. crassipes submetida a estresse por Hg, com
concentracdes variando entre 0,5 e 10 mg.L?, observou-se que os individuos de
todos os tratamentos apresentaram sintomas visuais de toxidez. As injdrias nas
margens das laminas foliares dessas plantas foram caracterizadas como clorose e
necrose, sendo que a medida que a concentracdo de Hg em solucdo aumentou,
registrou-se maior proporcao de injurias nas plantas (Mendes et al., 2009). Ja no
estudo realizado com Cu (30 mg.L™) sinais de toxicidade como folhas amareladas e
murchas foram observados em Pontederia parviflora no 7° dia de experimento,
apesar de ainda apresentar capacidade de absorcdo do metal (Souza et al., 2009b).
Segundo Sing et al. (2005) e Souza et al. (2009b) a mudanca na coloracdo das
folhnas quando submetidas a estresse por elementos traco € sinal de reducdo na
absorcdo de nutrientes, e a persisténcia da exposi¢ao a tais elementos leva a morte
das plantas.

De acordo com o resultado obtido nesse estudo, referente ao acumulo de As
no tecido vegetal, notou-se que a absorcao do metaloide pela planta aumentou com
0 incremento deste elemento na solugao nutritiva, assim como a translocacéo para
as folhas. Resultados semelhantes foram obtidos em Lemna gibba (Mkandawire e
Dudel, 2004), Spirodela polyrhiza (Zhang et al., 2011b) e Lepidium sativum
(Robinson et al., 2003) cujas plantas apresentaram aumento no teor de As em seus
tecidos, a medida que se aumentava a concentracdo desse elemento no meio
externo. Segundo Martinez e Shu-Nyamboli (2011) a correlagéo positiva encontrada
entre as concentragfes de elementos toxicos nas plantas e no meio indica que as

macrofitas sdo boas indicadoras da concentracdo de elementos tragco no ambiente
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Em geral, no presente estudo, a concentracdo do metaloide foi maior na raiz
em detrimento das folhas, como observado para as concentracdes de Ferro (Fe),
Mn, Cu, Zn, Ni, Cr e Pb em estudo realizado por Campaneli e colaboradores (2010)
com a mesma espécie. Estudos sugerem a importancia das raizes como 6rgéo
preferencial de acumulo de metais, o que tem implicacdo direta ha manutencdo do
processo fotossintético, crucial para ganho de biomassa (Soltan e Rashed, 2003).
Aliado a isso a raiz fasciculada, caracteristica dessa espécie, possibilita elevada
adsorcdo de As em sua superficie de contato. Porém, em alguns casos, tem sido
verificado que espécies tolerantes acumulam maiores concentracdes de As na parte
aérea, como Pteris vittata (Ma et al., 2001) e Pisum sativum (Paivoke e Simola,
2001), indicando a existéncia de um mecanismo de compartimentalizacdo de As
diferente do encontrado nesse estudo.

O As possui baixa mobilidade nas plantas e, consequentemente, reduzida
translocacdo das raizes para as folhas, exceto para as plantas hiperacumuladoras
(Zzhao et al.,, 2009). Em geral, plantas hiperacumuladoras possuem fator de
translocacdo maior que 1 (Zhao et al., 2010). No presente estudo o fator de
translocacdo para a maioria dos individuos foi menor que 1, o que indica que as
plantas ndo translocaram As de forma eficiente para as folhas. Em diversas espécies
ocorre baixa eficiéncia de translocacdo de As das raizes para a parte aérea, como
observado para Crotalaria spectabilis e Cajanus cajan com retencdo de,
respectivamente, 97% e 75% do As absorvido em suas raizes (Arantes et al., 2009).

E possivel que elevadas concentracbes de As nas raizes ocorra devido a
capacidade de ligacdo do As a compostos da parede celular da raiz (Salt et al.,
1998) e reducdo na sua conducao via fluxo de agua pelo xilema (Stoeva et al.,
2005). Além disso, especula-se que o acumulo de As em raizes esteja relacionado
a complexacdo desse elemento a grupos tidis. E bem documentado que o arsenato,
ao entrar nas ceélulas, é prontamente reduzido a arsenito (Pickering et al., 2000; Xu
et al., 2007; Mathews et al., 2010), adquirindo alta afinidade por grupo tidis que, por
sua vez, sao responsaveis pelo sequestro do arsenito em vacuolos na raiz (Araujo,
2011). O sequestro de elementos téxicos em vacuolos reduz sua concentracao no
citoplasma, evitando os danos causados nos processos fisioldgicos e bioquimicos
das plantas (Prasad, 1995).
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Por outro lado, as plantas expostas ao tratamento de 2,0 mg.L™ no tempo de
96 horas apresentaram o teor de As mais elevado nas folhas em relacédo a raiz,
sendo seu fator de translocagdo maior que 1. E possivel que a absorcéo e acimulo
do metaloide nesse tempo e tratamento tenha sido muito elevado na raiz, excedendo
a capacidade de retencdo nesse 6rgdo, o que levou a translocacdo para a parte
aérea. Da mesma forma Sundberg-Jones e Hassan (2007) verificaram que o
acumulo de As em Typha angustifolia foi maior na parte aérea, acumulando mais
gue 64% do metaloide nas folhas e sementes. Neste estudo foi sugerido que a
tolerancia a As por T. angustifolia foi devido a mecanismos de desintoxicacéo
interna, como 0 aumento da sintese de tiois, tais como fitoquelatinas e por meio da
atividade de enzimas antioxidantes (Srivastava, 2007). Amostras de plantas do
presente estudo foram utilizadas por Alencar (2013) para determinacéo de enzimas
antioxidantes, sendo observado aumento da atividade de superoxido dismutase
(SOD) nos individuos submetidos aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ por 48 horas.
Esta enzima converte os radicais superoxidos (O;) a H,O2, que é menos toxico
(Resende et al., 2003).

Valores elevados do fator de bioacumulacdo em macréfitas podem sugerir
eficiéncia na bioindicacédo e remoc¢ao de ambientes aquaticos contaminados com As,
sendo que valores desse fator maior que 1000 indicam que a espécie €
hiperacumuladora (Zayed et al., 1998a). De modo geral E. crassipes tem
demonstrando grande capacidade de tolerar elementos tdxicos em seu organismo,
tais como As, Cr, Hg, Cu, Pb, podendo ser utilizada na remoc¢é&o desses poluentes
em areas contaminadas (Reis, 2011; Paiva et al., 2009; Mendes et al., 2009; Alves
et al., 2003; Axtell et al., 2003).

Baseado no fator de bioacumulacdo para definir espécies
hiperacumuladoras, no presente estudo E. crassipes demonstrou ser
hiperacumuladora de As para os tratamentos de 0,2 e 2,0 mg.L™, sugerindo que
essa espécie nao é eficiente na remocéo de elevadas concentracfes de elementos
toxicos, pois, quando exposta a 20 mg.L™ seu fator de bioacumulac&o foi menor que
400. Esses resultados estdo de acordo com o encontrado por Sundberg-Jones e
Hassan (2007), em que teores reduzidos de As nos tecidos de S. californicus (1,7 e
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7,6 mg.Kg™) foram relacionados com elevados valores do fator de bioacumulacédo
(1206 e 4927).

A exposicdo a concentracbes e tempos crescentes ao AsO,” resultou em
decréscimos significativos na taxa fotossintética liquida (A), como observado por
outros autores (Stoeva et al., 2005), o que pode estar relacionado a desorganizacao
da estrutura dos cloroplastos (Miteva e Merakchiysca, 2002), diminuicdo no teor de
pigmentos fotossintéticos (Lidon e Henriques 1991) e fechamento estomatico (Parys
et al., 1998). Em plantas de milho observou-se a reducéo de 23% da A em relacdo
aos individuos controle, quando expostas a 5 mg.dm™® de arsenato de sédio
(Na3zAsQ,) (Stoeva e colaboradores 2003/4). Segundo estes autores uma das razbes
para reducdo da A é a limitacdo estomatica promovida por alteracdes nas células
radiculares que, nesse estudo, foi relacionada a diminuicéo da transpiracao (E) (41 e
50%) e condutancia estomatica (gs) (33 e 50%). No presente estudo também foi
observada queda acentuada nos valores de E e gs a partir dos tratamentos de 2,0 e
20 mg.L™ no tempo de 48 horas. E provavel que o As tenha influenciado a absorcao
de fons e de agua devido a sua acdo inibitéria sobre a H*-ATPase mitocondrial
(Mylona et al., 1998), que atua no transporte unidirecional de ions.

Em relacédo a concentracdo subestomatica de CO, (C;) observou-se o padrao
inverso, com seus valores aumentando a partir de 48 horas de experimento, para os
tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™. Resultados semelhantes foram observados por
Paiva e colaboradores (2009) em E. crassipes submetida a estresse por Cr®* e Cr®*.
Pode ser estabelecida uma relacdo entre a gs e o C;, pois, valores decrescentes da
gs implicam no fechamento dos estdmatos da planta, o que levaria ao aumento da
concentragdo do Cj na sua camara subestomatica. Além disso, € provavel que tenha
ocorrido alteracdes na via bioquimica da fotossintese, uma vez que esse acumulo de
Citambém indica que ele néo esta sendo reduzido a carboidratos.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a também séo responséaveis por
limitar a A. Os valores de rendimento quantico maximo (F./Fy) e taxa variavel de
rendimento (F./Fo) expressam a eficiéncia de captura de energia de excitacdo pelos
centros de reacdo abertos do fotossistema Il (Baker, 1991), indicando a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (Rubin, 2006) e a atividade fotoquimica dos

cloroplastos (Oliveira et al, 2009). Os resultados encontrados nesse estudo mostram
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diminuicdo consideravel nas razées F./Fn, e F,/Fo n0o mesmo padrao da diminuicdo
da A, o que indica que a atividade funcional do fotossistema Il foi reduzida
(Georgieva e Yordanov, 1993). Segundo Bolhar-Nordenkampf e colaboradores
(1989) valores de F,/Fn, entre 0,75 e 0,85 indicam que o aparelho fotossintético esta
eficiente e, em relacdo a razdo F,/Fo seu valor pode variar entre 4 e 6 em plantas
saudaveis (Rohacek, 2002). E. crassipes também apresentou reducdo nos valores
de F./Fn e F./Fo quando submetida a Cr (Paiva et al., 2009) assim como plantas de
milho, quando submetidas a As (Stoeva et al., 2003/4).

Oliveira e colaboradores (2002) sugerem que a razao F,/Fo, em relacdo a razao
FJ/Fm, € melhor para discriminar pequenas diferencas no rendimento quéantico do
fotossistema Il, 0 que vai ao encontro ao que foi observado no presente estudo, para
os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™" a partir de 48 horas. Além disso, alguns estudos
nao reportam diferenca na razao F./F,, em plantas submetidas a elementos toxicos
(Souza et al, 2009b; Araujo, 2011; Nascimento, 2007).

O quenching fotoquimico (qP) denota a proporcdo de elétrons capturados
pelos centros de reacdo do fotossistema Il e convertidos em energia quimica. Essa
energia sera utilizada nos processos fotoquimicos da fotossintese, reduzindo o
NADP (Krause e Weis, 1991). Nesse estudo observou-se queda nos seus valores a
partir de 48 horas para os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™, o que indica que menos
energia estd sendo disponibilizada para a fotossintese. Segundo Genty e
colaboradores (1989) ha uma relacéo positiva entre gP e F,/F,, 0 que também foi
observado nesse estudo.

O quenching ndo fotoquimico (gNP) estad relacionado a dissipacdo néo
fotoquimica do excesso de energia de excitagdo no fotossistema Il (Krause e Weis,
1991). No presente estudo observou-se aumento do gNP somente nos individuos
expostos aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ por 48 horas, diminuindo em 96 horas
para ambos os tratamentos. E possivel que inicialmente a planta tenha aumentado o
gNP para dissipacdo de energia, a fim de proteger seu aparelho fotossintético,
porém seu estado senescente observado em 96 horas ndo permitiu que esse
processo se mantivesse.

Correlacdo positiva entre qNP e o teor de carotenoides é relatado para E.

crassipes (Lage-Pinto, 2008) indicando que a dissipacdo de energia pelas plantas
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nesse estudo € um provavel mecanismo para reducdo da energia sobre a cadeia
transportadora de elétrons. No presente estudo o teor de carotenoides ndo se
alterou ao longo do experimento. Vitdria e colaboradores (2010) observaram que
menos de 50% da variagao no gNP estava relacionada ao teor de carotenoides em
E. crassipes, sendo provavel que outros mecanismos estejam envolvidos na
dissipacédo de energia. E possivel que o teor de carotenoides no presente estudo
ndo tenha sido alterado devido as condi¢cdes experimentais, ndo havendo tempo
suficiente para o aparelho fotossintético de E. crassipes se proteger do estresse.
Vitoria e colaboradores (2010) sugerem que para esta espécie 0 mecanismo de
dissipacéo de energia seja uma adaptacéo vegetal em longo prazo.

A reducdo do teor de pigmentos fotossintéticos € um dos fatores internos mais
importantes que, em alguns casos, sdo capazes de limitar a A (Stoeva e Bineva,
2003). Segundo Lindon e Henriques (1991) o passo limitante no efeito de elementos
traco na A é a inibicdo da sintese de clorofilas. A agcdo de elementos toxicos
geralmente é acompanhada pelo aumento das EROs em plantas, perturbando seu
balanco e causando estresse oxidativo. Radicais ativos, especialmente o radical OH,
interagem com moléculas organicas, como o0s pigmentos, oxidando-os
(Schutzendubel et al., 2002). Além disso, a peroxidacao lipidica, resultado da acéo
das EROs, causa danos na membrana dos cloroplastos, inibindo a sintese de
clorofilas (Iti, 2013). Reducdo no teor de pigmentos quando expostas a elementos
toxicos sdo reportados para E. crassipes (Reis, 2011), Egeria densa (Pestana,
2013), Azolla caroliniana, Salvinia minima e Spirodela polyrhiza (Lizieri et al., 2012).

No presente estudo a reducdo no teor de clorofila a foi maior em relacdo a
clorofila b. Esses dados permitem concluir que a clorofila a é mais sensivel a acéo
do As, assim como observado no estudo realizado com Elodea densa exposta a Cu
(Maleva et al., 2012). A reducao no teor das clorofilas a e b devido ao estresse por
As é relatado para varias espécies como Pisum sativum e Pennisetum typhoides (lti,
2013), plantas de milho (Stoeva et al.,, 2003) e arroz (Rahman et al., 2007). O
tratamento de 0,2 mg.L™ n&o alterou o teor das clorofilas ao longo do experimento. E
reportado que baixas concentracdes de elementos traco podem estimular alguns

processos fisioldgicos nas plantas, como observado em Lemna trisulca exposta a
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baixas doses de Cd e Eichhornia crassipes exposta a Cr (Malec et al., 2010; Mishra
et al., 2009).

A manutencdo das proporgfes na razao clorofila total (a + b)/carotenoides é
indicador da resisténcia dos pigmentos a elementos toxicos (Maleva et al., 2012).
Segundo estes autores essa razdo € normalmente estavel, mas muda rapidamente
sob a acdo de fatores de estresse. Mudancas na propor¢cdo de pigmentos
fotossintéticos sao refletidas na atividade do aparelho fotossintético, afetando a taxa
de fotossintese, bem como o crescimento e producdo das plantas (Malec et al.,
k2010). Essa razdo se alterou ao longo do experimento, sendo reduzida
significativamente no tratamento de 20 mg.L no tempo de 96 horas, devido a
reducdo das clorofilas a e b, sugerindo que os pigmentos fotossintetizantes foram
mais um indicativo de estresse a As pela planta.

A manutencdo do pH na rizosfera € diretamente influenciada pela absorcéo
de ions pelas raizes das plantas, uma vez que o processo de extrusdo de H e OH é
estequiometricamente igual as respectivas concentracdo de cations e anions
absorvidos (Haynes et al.,, 1990). Uma vez que a absorcédo de anions geralmente
excede a absorcdo de cations pelas plantas é possivel que o aumento do pH
durante o experimento (apds a adicdo de As na solucao nutritiva) esteja relacionada
ao efluxo de OH’ devido a absorcdo de NO3z, SO4* elou PO,*. No estudo realizado
por Moorby e colaboradores (1985) foi observado que a liberacdo de OH" da raiz de
Brassica napus foi sensivel ao fornecimento de NOs, uma vez que plantas com
suprimento desse nutriente liberavam OH™ a fim de manter a eletro neutralidade da
membrana plasmatica. A figura 1.9 exemplifica a absorcdo de NOg3 pela célula
vegetal.
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Figura 1.9: Representacdo esquematica da rota de assimilacdo do nitrogénio nas raizes e
folhas de plantas. (NOs: nitrato; NO,: nitrito; NH4": aménio; GLN: glutamina; GLU:
glutamato; RN: redutase do nitrato; RNi: redutase do nitrito; GS: sintetase da glutamina;
GOGAT: sintetase do glutamato; T: transportador).

Fonte: Bredemeier e Mundstock, 2000. Adaptado pelo autor (2013).

Em relacdo a reducado do O, dissolvido, esta pode ser decorrente da liberacdo
de acidos humicos por E. crassipes (Mohedano, 2010) uma vez que ha o consumo
de oxigénio no processo de decomposicdo da matéria organica (Ferreira, 2005).
Além disso, a cobertura vegetal diminui a superficie de contato com a atmosfera,
reduzindo a difusdo do oxigénio do ar para a 4gua (Mohedano, 2010).

Visto que a condutividade elétrica é diretamente proporcional a concentracao
de fons em solucdo, este parametro aumentou nos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™

devido ao incremento de fons por meio da adicdo de AsO,> e NaOH. Porém a
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condutividade elétrica diminui nos tratamentos controle e de 0,2 mg.L™ devido,

provavelmente, a absorcéao ativa de ions pelas plantas nestes tratamentos.

1.7 Concluséo
Apesar de acumularem elevadas concentracdes de As em seus tecidos, as
plantas expostas aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ n&o foram tolerantes ao
metaloide, apresentando comprometimento das suas funcbes metabdlicas a
partir de 48 horas, o que refuta parcialmente a hipétese do estudo.
As plantas mostraram-se tolerantes a As somente quando expostas ao
tratamento 0,2 mg.L™, o que é confirmado pelo ndo comprometimento de
suas funcbes metabdlicas associado a seu elevado fator de bioacumulacéo, o
gue corrobora parcialmente a hipotese do estudo.
A reducdo no teor dos pigmentos fotossintetizantes, limitacdo estomatica e
diminuicdo na atividade funcional do fotossistema Il foram determinantes para
desencadear estresse a As por E. crassipes nos tratamentos de 2,0 e 20
mg.L™?, a partir de 48 horas.
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Anexo |: Peso seco dos individuos de Eichhornia crassipes (n=36).

Tempo (horas) Tratamento Peso seco (g)

controle 4,37

9,53

3,63

02mg.l” 5,19

6,31

0 3,63
2mg.Lt 3,20

7,78
10,41

20mg.L” 4,06

2,84

3,52

controle 3,25

3,57

6,84

02mg.l” 5,42

5,26

48 4,81
2mg.Lt 3,87

3,21

3,49

20mg.L” 12,12

11,6

20,71

controle 4,68

5,56

13,7

0,2mg.L" 3,64

96 6,45
4,32

2mg.L* 4,75

9,03

9,23

20mg.L” 2,94

811

5,28




Anexo lI: Variagao da intensidade luminosa na casa de vegetag&o.

Localizacdo dos baldes TO(pmol) T48 (umol) T96 (umol) T144(umol) T192 (umol)

Fila 1** 157 132 310 147 217
Fila 2** 106 133 314 143 125
Fila 3** 110 133 308 105 114
Fila 4** 128 134 320 150 153
Fila 6** 112 133 320 115 142
Fila 5** 111 132 370 116 138
Fila 7** 154 130 410 104 *
Fila 8** 113 130 409 120 *
Fila 9** 133 130 391 135 *
Fila 10** 165 129 440 130 *
Fila 11** 164 129 415 119 *
Fila 12** 165 131 394 127 *
Fila 13** 161 130 374 * *
Fila 14** 127 131 339 * *
Fila 15** 154 132 380 * *
Fila 16** 159 131 335 * *
Fila 17** 160 128 303 * *
Fila 18** 158 124 294 * *

** Cada fila foi composta por 2 baldes (2 individuos).

* Amostras de plantas retiradas.

Anexo lll: Teor de As (%) na Raiz e Folhas de Individuos de Eichhornia crassipes -
Média (n=36).

Tempo (horas) Tratamento Folha (%) Raiz(%)

0,2mg.L” 0 100
0 2,0mg.l-1 0,54 99,45
20 mg.L-1 0,24 99,76
0,2 mg.L" 4,4 95,6
48 2,0mg.L-1 16,3 83,7
20 mg.L-1 29,7 70,3
0,2mg.L” 8,9 91,12
9% 2,0mg.l-1 56,7 43,3

20mg.L-1 38,7 61,3
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Anexo IV: Teor de As em individuos de Eichhornia crassipes (raiz + folha) - Média
(n=36).

Tempo (horas) Tratamento  Planta (mg.Kg’l)
controle 00 Aa
0 0,2mg.l"  2587+829Aa
2,0mg.l-1 187,2+45,9 Aa
20mg.L-1 843,92+ 77,66 Ab
controle  20,86+4,57 Aa
48 0,2mgl" 747,64+152,70 Bb
2,0mg.l-1 3032,48+291,67 Bc
20mg.L-1  2851,90+ 104,14 Bc
controle  3,58+3,30Aa
96 0,2 mg.L'1 575,96 £ 166,39 Ba
2,0mg.L-1 2234,69 + 545,84 Cb
20mg.L-1  4756,94 + 525,81 Cc

Anexo V: Teor de As na solugéo nutritiva - Média (n=36) .

Tempo (horas) Tratamento Agua (mg.L'l)

controle 0,01+0,02 Aa

0 0,2mg.L" 0,15+0,02 Aa
2,0mg.l-1 1,7+0,11 Ab

20mg.L-1 14,17+0,32 Ac

controle 0,07 +0,069 Aa

48 0,2 mg.L'1 0,13+0,036 Aa
2,0mg.Ll-1 1,81+0,11 Ab

20mg.Ll-1 17,65+0,51Bc

controle 0,08+0,09 Aa

9% 0,2mg.l" 0,12+0,08 Aa
2,0mg.Ll-1 1,49+0,08 Ab
20mg.L-1 15,52+0,27Cc
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1200 | (A) I so | (B
1200 5000
g 1000 g 2000
W 300 (e
500 3000
400 2000
200 1000 _-—I"»-_,__ '-~-.___i
o 0 W S . v 4
48 96
Tempo (horas) Tempo (horas)
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Anexo VI: Média do Fator de bioacumulacdo (FBA) em folhas (A) e raizes (B) de
Eichhornia crassipes exposta a diferentes tempos e tratamentos de AsO,>. Letras
maiusculas denotam diferencas significativas no mesmo tratamento em diferentes
tempos de exposicdo enquanto as letras minusculas diferenciam os tratamentos no
mesmo tempo de exposi¢do. As barras representam o desvio padrdo da média.
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CAPITULO 2

Efeitos do Arsénio na Absorcdo de Nitrato e Fosfato por Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms.

Resumo
Este estudo avaliou a influéncia do arsénio (As), adicionado na solucao nutritiva sob

a forma de arsenato (AsO,*), na absorcdo de fosfato (PO,*) e nitrato (NOs)™ por
Eichhornia crassipes. AsO,> foi adicionado nas concentracées de 0,0; 0,2; 2,0 e 20
mg.L* e PO,*> e NO3 em uma Unica concentracéo sendo de, respectivamente, 0,95
e 3,0 mg.L™. Amostras da soluc&o nutritiva foram coletadas e analisadas ao longo de
quatro dias de experimento. A concentracdo do metaloide e de ambos 0s nutrientes
apresentaram valores decrescentes no primeiro dia, seguido por valores crescentes
até o final do experimento, principalmente para o tratamento de 20 mg.L™.
Provavelmente isso ocorreu devido ao efluxo dos anions para o meio, em razao das
diferencas de concentracdo entre 0 meio intracelular e a solucdo ou por processos
de dessorcdo. As afetou a absorcdo de PO, e NOj; por E. crassipes nas
concentracdes de 2,0 e 20 mg.L™, o que pode estar relacionado a diminuicdo na sua
taxa fotossintética liquida, observado no experimento do capitulo 1 realizado sob as
mesmas condicdes. Aliado a isso, AsOs> e PO,> sdo analogos quimicos,
competindo por absorcdo através do mesmo sitio ativo. O metaloide também pode
inibir a aquisicdo de N por meio da inibicdo da atividade de enzimas chave na
assimilacdo de NOj3 pelas plantas. Os individuos expostos ao tratamento de 0,2
mg.L™? ndo tiveram reducdo na absorcdo de nutrientes, assim como mantiveram
seus parametros ecofisiologicos semelhantes ao tratamento controle, observado no
capitulo anterior, sugerindo que nessa concentracdo As ndo desencadeou efeitos
toxicos nas plantas. Este estudo sugere que a sinalizacdo do estresse por As em
plantas pode ocorrer por meio do seu impacto na homeostase de elementos
essenciais.

Palavras-chave: Arsénio, fosfato, nitrato.
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Abstract
This study evaluated the influence of arsenic (As), added to the nutrient solution in

the form of arsenate (AsO,%), uptake of phosphate (PO,*) and nitrate (NO3) by
Eichhornia crassipes. AsO4> was added at concentrations of 0,0; 0,2; 2,0 and 20 mg
L and PO,* and NOjs in a single concentration being, respectively, 0,95 and 3,0
mg.L™. Nutrient solution samples were collected and analyzed along four days of the
experiment. The metalloid concentration and both nutrients presented decreasing
values on the first day followed by increasing values until the end of the experiment,
mostly for the treatment of 20 mg.L™. Probably this happened due to efflux of anions
to the medium, due to differences in concentration between the intracellularly and the
solution or by desorption. As affected absorption PO, and NO3™ by E. crassipes in
concentrations of 2,0 and 20 mg.L™, which may be related to a decrease in its net
photosynthetic rate, observed in the experiment of chapter 1 performed under the
same conditions. Allied to this, AsO,> and PO,> are chemical analogs, competing by
absorption for the same active site. The metalloid may also inhibit the acquisition of N
by inhibiting the activity of key enzymes in the assimilation NOgz™ by plants. Individuals
exposed to treatment of 0.2 mg L™ had no reduction in the absorption of nutrients, as
well as maintained their ecophysiological parameters similar to the control treatment,
observed in the previous chapter, suggesting that this concentration As did not cause
toxic effects in plants. This study shows that stress signaling the As in plants can
occur through their impact on the homeostasis of essential elements.

Keywords: Arsenic, phosphate, nitrate.



75

2.1 Introducéo
As é um contaminante em potencial amplamente distribuido no ambiente,

oriundo de fontes naturais e atividades antropicas. Esse metaloide é ndao essencial
para plantas, formando espécies inorganicas consideradas fitotoxicas (Wang et al.,
2002). A espécie inorganica arsenato (AsO,>) é predominante em ambientes
aerdbicos e preferencialmente absorvida pelas plantas (Garg e Singla, 2011),
enquanto o arsenito (AsO,") é dominante sob condicdes anaerébicas (Smith et al.,
1998). Quando o As ndo é destoxificado pela planta pode desencadear uma
sequéncia de reacbes que levam a inibicAo do crescimento vegetal (Stoeva e
Mineva, 2003), alteracdo dos parametros fisiolégicos (Nascimento, 2007) e
estimulacdo do metabolismo secundario (Garg e Singla, 2011). As plantas
respondem a toxicidade a As por uma variedade de mecanismos, incluindo
hiperacumulacdo (Ma et al., 2001), sistema de defesa antioxidante (Gang e Singla,
2011) e producéo de fitoquelatinas (Schmaoger et al., 2000).

Estruturalmente reconhecido como anélogo quimico do PO,*, o AsO,* utiliza
por meio da membrana plasmatica as mesmas vias de entrada nas células vegetais
(Irtelli e Navari-lzzo, 2008; Pickering et al., 2000) provocando, em algum grau, uma
alterac&o na absorcédo de PO, devido a supresséo do sistema de transporte PO,
IAsO,% de alta afinidade (Smith et al., 2010). O fésforo (P) é um nutriente essencial
para as plantas e um importante componente do metabolismo celular, possuindo
papel fundamental na transferéncia de energia e regulacdo metabdlica, além de ser
um constituinte estrutural de varias biomoléculas (Duff et al., 1994).

A competicdo intracelular PO,*/AsO,> pelos mesmos sitios de ligacdo
perturba o metabolismo vegetal, comprometendo a producdo de metabdlitos
intermediarios da respiracdo e fotossintese, alterando as membranas e danificando
as moléculas de ATP, DNA e RNA (Taiz e Zeiger, 1991). Ao substituir o PO,> na
molécula de ATP, o AsO,> (ADP-As) perturba fortemente o fluxo energético da
célula (Meharg, 1994).

A primeira evidéncia da competicdo entre AsO,> e PO,> em plantas foi
reportado por Asher e Reay (1979). Os autores reportaram que o PO,> foi o
potencial inibidor na absorcdo de AsO,> em mudas de cevada. Desde ent&o, varios

estudos tém corroborado a importancia da competicdo entre os anions em Oryza
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sativa (Wang e Duan, 2009), Pteris vittata (Santos et al., 2008), Salvinia natans
(Rahman et al., 2008), Glycine max (Milivojevic et al., 2006), Azolla caroliniana,
Salvinia minima e Lemna gibba (Guimaraes et al., 2012) e Eichhornia crassipes
(Low e Lee, 1990).

Apesar do AsO,* ser a espécie quimica dominante em ambientes aerdbicos,
processos quimicos e bioldgicos que ocorrem na rizosfera podem influenciar a
especiacdo de As, bem como seu mecanismo de absorcdo pelas plantas. Isso
ocorre devido a elevada atividade de microrganismos anaerdbicos nesse ambiente,
com elevado consumo de oxigénio, levando a reducdo de AsO,> a AsO," (Zhao et
al., 2009). AsO,” é absorvido pelas plantas por meio de canais de
aguaporinas/aquagliceroporinas (Bienert et al., 2007). Segundo Ma et al. (2008),
AsO," é absorvido pelas células das raizes de arroz por proteinas intrinsecas do tipo
nodulin26 (PINs), um subgrupo de aquaporinas, mas funcionalmente equivalente ao
grupo das aquagliceroporinas, podendo absorver moléculas neutras, como agua,
glicerol e ureia.

A toxicidade do AsO.," esté relacionada & sua elevada afinidade com grupos
sulfidrilas de enzimas e proteinas, como a glutationa (GSH) e fitoquelatinas (PCs), o
que altera a estrutura das proteinas ou interfere nos sitios cataliticos das enzimas,
levando a inibicdo da funcgé&o celular (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002). Ainda
segundo estes autores, na célula vegetal o AsO,> pode ser reduzido a AsO," por
meio de processos enzimaticos (arsenato redutase) ou ndo enzimaticos (glutationa)
sendo o AsO," complexado com tiéis, principalmente PCs (Pickering et al., 2000). E
provavel que o complexo As-PC seja sequestrado em vacuolos da raiz, onde o pH
acido (~5.5) é adequado para a estabilidade do complexo, sendo esse considerado
um possivel mecanismo de detoxificacdo de As (Zhao et al., 2009). A figura 2.1
ilustra os mecanismos de absorcédo de AsO,> e AsO," bem como sua especiacido

intracelular.
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Célula da raiz

Xilema
Citoplasma 4 'y
AS%_T:} AS{V} ................................ *AS{U]
GSH
AR As(lll)-PCs
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—/-;E%" As(lih-PCs
As(IlI) As(lll) » As(lll)— = As(lll)
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@ canais aguagliceroporinas

(:} efluxo arsenito/Si

(] transportador néo identificado de efluxo de arsenito
[ ] transportador As(lll}-PCs

AR arsenato redutase

Figura 2.1: Absorcao de arsenato (AsO,>) e arsenito (AsO,") e o metabolismo em raizes de
plantas. A espessura da linha refere-se a taxa de fluxo, com a linha tracejada indicando a
taxa mais lenta. Pontos de interrogacao indicam lacunas no conhecimento. GSH: glutationa;
GSSG: glutationa oxidada; PC: fitoquelatinas.

Fonte: Zhao et al., (2009). Adaptado pelo autor (2013).

AsO," também pode influenciar a assimilacdo de nutrientes essenciais para
as plantas, como a absorcdo de NOj3". O nitrogénio (N) participa da constituicdo de
moléculas de proteinas, coenzimas, acidos nucléicos, citocromos e clorofila, além de
ser um dos nutrientes mais relevantes para o aumento da producéo vegetal (Ferreira
et al.,, 2001). O N é absorvido pelas plantas na forma de NO3 e, uma vez no
ambiente intracelular, passa por processos de reducdo para ser assimilado pela
célula. O NO3 € primeiramente reduzido a nitrito (NO") pela acdo da enzima nitrato
redutase (NR) e, posteriormente no cloroplasto, o NO, é reduzido a aménio (NH4")

pela nitrito redutase (NiR) (Beevers e Hageman, 1969). A assimilacdo do NH;" é
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mediada por duas enzimas chaves, a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase
(GOGAT) (Melo et al. 2003) (Fig. 2.2).

pH=172
Vaciolo Plastideo
pH =535 Glutamina
/L.h GOGAT |
NH,*

NO5"

/ Hitrito
NO !
2 redutase
Nitrato
redutase

ﬂ— NO, —= N0,

Transportador_— [*
de nitrato —_— "\ Membrana

plasmatica
2H*
i
NO,

Figura 2.2: Absorcéo e assimilacao de nitrato (NO3’) na célula vegetal.
Fonte: http://www.dbi.ufla.br/Ledson/MPS/MPS2011/MAM/figl6 34.png.
Acessado em: 27 de maio de 2013.

Jha e Dubey (2004) observaram que o aumento no teor de AsO," no meio
levou a um declinio na atividade das enzimas responsaveis pela assimilacao de N,
NR, NiR e GS em plantas de arroz. Os resultados desse estudo sugeriram que a
inibicdo da atividade das enzimas, seguida pela diminuicdo da afinidade das
mesmas por seus substratos, levou a supressdo da assimilacdo de N e prejudicou o
crescimento de plantas de arroz. AsO,> também reduz a atividade das enzimas NR
e NiR, como observado no estudo realizado por Singh e colaboradores (2009) com
Pteris vittata e Pteris ensiformis, que também foi acompanhado pela reducéo no teor
de NOj3 do tecido vegetal.

Neste contexto, aguapé (Eichhornia crassipes) tem demonstrado ser um bom

modelo para estudo, possuindo caracteristicas que favorecem a absorcdo de
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elementos traco e nutrientes, como sua elevada producdo de biomassa, rapida
propagacéo, uma vez que sua reproducao pode ser vegetativa, e sistema radicular
fasciculado (Ebel et al., 2007). Além disso, é bem documentado na literatura a sua
capacidade de absorcdo de As (Giri e Patel, 2012; Pereira et al., 2011; Misbahuddin;
Fariduddin, 2002), porém sdo escassos 0s estudos que relacionam a influéncia do

As na absorcao de nutrientes essenciais por esta espécie.

2.2 Objetivo
O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do As na absorgéo de
PO,* e NO;3 por E. crassipes por meio de medidas realizadas na solucéo nutritiva

na qual as plantas foram acondicionadas.

2.3 Hipotese

Visto que diferentes espécies quimicas de As podem prejudicar o
metabolismo vegetal, comprometer a assimilacdo de nutrientes ou competir
diretamente pela absorcdo/adsorcdo de nutrientes essenciais espera-se que a
absorcdo de PO,* e NOs por E. crassipes diminua ao longo do experimento nas

diferentes concentracdes de AsO,* utilizadas.

2.4 Material e Métodos

2.4.1. Coleta das amostras
Espécimes de Eichhornia crassipes foram coletadas na Lagoa do Campelo (Fig.

2.3A), localizada a 21°39'01"S e 41°11'W, entre os municipios de Campos dos
Goytacazes e Sao Francisco de Itabapoana, RJ. Foram selecionados os individuos
gue aparentavam ser jovens e saudaveis e que ndo possuiam estoldes. Logo apoés a
coleta, as plantas foram acondicionadas em recipientes plasticos com agua da lagoa
(Fig. 2.3B) e levadas para o Laboratorio de Ciéncias Ambientais (Centro de
Biociéncias e Biotecnologia — Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro). No laboratério as amostras foram lavadas com agua corrente para retirada
da epifauna e do material adsorvido e pesadas (Fig. 2.3C e D). O tamanho da raiz foi

padronizado em 10 cm.
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Figura 2.3: Coleta e preparo das amostras: Lagoa do Campelo (A); Eichhornia
crassipes acondicionada em recipientes plasticos (B); Triagem (C); Pesagem (D).

2.4.2 Desenho Experimental
Apés a triagem os individuos foram levados para casa de vegetagdo, onde

foram acondicionados em recipientes com 8L de solugdo nutritiva contendo
micronutrientes segundo Hoagland e Arnon (1950) (Tab. 2.1) e macronutrientes
segundo Smart e Barko (1985) (Tab. 2.2). O PO,* e 0 NO5 foram adicionados nas
concentracdes de, respectivamente, 0,95 e 3,0 mg.L™. As solucdes de Fe + EDTA
foram preparadas separadamente (Tab. 2.2). O As foi adicionado na forma de
arsenato (AsO4>) diluido em meio acido (HCI - 0,5M) a partir da solucdo padrdo
Tritisol, Merck, apos 5 dias de aclimatacdo da macrdfita. Anteriormente a adicdo do
AsO,% a solucdo nutritiva foi renovada. As concentracdes de As adicionadas foram
0,2; 2,0 e 20 mg. L™, sempre mantendo o controle e em duplicata, totalizando 8
individuos (Fig. 2.4) que foram expostos durante 4 dias (96 horas) ao AsO,>.
Paralelamente, mantiveram-se dois conjuntos de trés recipientes com as respectivas
concentragfes experimentais de As na auséncia da planta, de forma a avaliar o

percentual de adsor¢cdo ocasionado pelo recipiente. As concentracbes de As
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estiveram abaixo de 0,05 pg.mLY, que equivale ao limite de deteccdo do

equipamento.

Tabela 2.1: Reagentes, seus respectivos pesos e diluicdes utilizados para a preparacgao da
solugdo estoque de micronutrientes.

Solucéo Reagentes PM Massa Volume de  Volume adicionado Concentragido
Estoque (mg) solugdo (mL) em 20 L (mL) adicionada (mg.L'l)
MnSO,. 2H,0 187 1190,5 17,00
ZnS0O,. 7TH,O 319 160,93 2,20
micronutrientes CuSO0O,. 5H,0 281 52,4 100* 285,7** 0,74
HsBO, 78 1972,48 28,17
NH;M0,04,. 4H,0 1146 121,11 1,73

*20mL de cada solugéo foram colocados em um baldo de 2L e completado com agua Milli-Q até

atingir o volume final.

** \Volume retirado de 2L da solucéo final.

Tabela 2.2: Reagentes, seus respectivos pesos e diluicdes utilizados para a preparagao da
solucéo estoque de macronutrientes e Fe + EDTA.

Solugdo Reagentes PM Massa Volume de  Volume adicionado Concentragdo
Estoque (mg) solugdo (mL) em 20 L (mL) adicionada (mg_L'l)
NH,NO, 80 161 1000 200 4,00
KH,PO, 136,1 136,1 1000 80 1,36
macronutrientes CaCl,.2H,0 146 9170 100 20 9,17
KHCO; 100 7700 500 20 7,70
MgS0,.7H,0 278 34000 500 20 34,00
NaHCO; 84 29200 500 20 29,20
Fe + EDTA EDTA 186,12 11910 400* 20%* 11,91
FeCls 161 5190 400* 20%* 5,19

*400mL de cada solucgéo foram colocados em um baldo de 1L e completado com agua Milli-Q até

atingir o volume final.

**\/olume retirado de 1L da solucao final.

Figura 2.4: Experimento conduzido em casa de vegetacdao.
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2.4.3 Monitoramento da solucao nutritiva
O pH, condutividade elétrica e O, dissolvido da solucdo nutritiva foram

monitorados durante todo o experimento, entre 8h00 e 12h00, em dias alternados,
utilizando-se trés potenciémetros da marca WTW: pH 3110, condutividade 3110 e
O, dissolvido 3110.

2.4.4 Dinamica de coleta da solucao nutritiva
Para a analise do As, PO,* e NO5™ aliquotas da soluc&o nutritiva comecaram a

ser coletadas imediatamente apés a adicdo do AsO,> (8h00). Foram realizadas
retiradas de minuto a minuto nos primeiros cinco minutos e depois de cinco em cinco
minutos até completar a primeira hora de experimento. Na segunda hora a retirada
foi realizada de dez em dez minutos e a partir da terceira hora as amostras foram
coletadas de meia em meia hora até a quinta hora. Apds 4 horas foi retirada as
amostras da nona hora, com o0 mesmo procedimento sendo realizado para coletar as
amostras da décima terceira hora, finalizando o primeiro dia de coleta, as 21:00
horas. Apds 12 horas foi realizada a coleta do segundo dia (25 horas) e as coletas
do terceiro (49 horas) e quarto dia (73 horas) foram realizados ap0s vinte quatro

horas da coleta anterior (Tab. 2.3).

Tabela 2.3: Dinamica da coleta de amostras da solugéo nutritiva para analise do teor de As,
PO,*, NO3.

Tempo (dias) Estratégia Experimental
Periodo experimental Unidade temporal da retirada N°  de retiradas Horério de coleta
0 0 1 8h
5' 1 5 8h05
55' 5 11 9h
2h 10' 6 10h
10 3h 30 2 11h
4h 30 2 12h
5h 30' 2 13h
9h 4h 1 17h
13h 4h 1 21h
20 25h 12h 1 9h
3° 49h 24h 1 9h
4° 73h 24h 1 9h
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2.4.5 Determinacdo do As, PO ,* e NOg’
Aliquotas de 20 mL da solucdo nutritiva foram coletadas em duplicada e

armazenadas em tubo de ensaio com dedo frio para determinacéo do As. A digestéo
foi conduzida em bloco digestor por 3 horas a temperatura de 80°C, apos adicao de
6 mL de HCI 37% (Merck). Apos a digestdo, as amostras foram filtradas em provetas
com auxilio de funil e papéis de filtro quantitativo (Framex). A determinacao do As foi
realizada por meio de Espectrofotometria de Emissdo Atémica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-AES), utilizando-se o equipamento Varian Liberty Series Il. O
limite de deteccéo para As foi de 0,05 pg.mL™

Aliquotas de 50mL (em duplicata) da solucdo nutritiva foram filtradas em
acetato de celulose com porosidade de 0,2 um para a determinacdo de PO,> e NOg

dissolvidos. A determinacéo foi realizada no Cromatégrafo de ions (Metrhon 844).

2.5 Resultados

2.5.1 Teor de As, PO ,* e NO,* na solug&o nutritiva

N&o houve diferenca significativa na variagdo do teor de As para 0s
tratamentos controle, 0,2 mg.L™ e 2,0 mg.L™* ao longo do experimento (Fig. 2.6A). O
teor do metaloide na solucéo nutritiva, quando adicionado a 0,2 mg.L™, teve valor
maximo de 0,14 mg.L? no primeiro dia de experimento (tempo 0), sendo
completamente absorvido pela planta 25 horas apés sua adicdo. Em relacdo ao
tratamento de 2,0 mg.L™ a maior concentracéo (1,2 mg.L™) foi observada no tempo
0 e a menor (0,7 mg.L™) a partir de 13 horas de experimento. Variacdo significativa
no teor de As foi observada no tratamento de 20 mg.L™, principalmente no final do
experimento. Concentracado elevada de As (13,45 mg.L™) foi observada no tempo 0,
com diminuicdo significativa (10,51 mg.L™) de 9 horas apés sua adicdo. A partir de
13 horas o teor de As no tratamento de 20 mg.L™ aumentou novamente, e se
manteve até o final do experimento.

A maior concentracdo de PO,> na solucdo nutritiva foi no tratamento de 20
mg.L" de AsO,%, variando entre 0,26 mg.L™ (tempo 0) e 0,72 mg.L™" (73 horas de

experimento) (Fig. 2.6B). Diferencas significativas no teor de PO,>, nesse

tratamento foram observadas a partir de 3 horas de experimento. As plantas
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absorveram totalmente o PO,> da solucdo nutritiva nos tratamentos controle e de
0,2 mg.L™* a partir de, respectivamente, 3 e 13 horas de experimento. Em geral, o
teor de PO,> no tratamento de 2,0 mg.L™ diminuiu (exceto para os tempos de 49 e
73 horas), sendo o menor valor (0,04 mg.L?) encontrado em 25 horas de
experimento.

A concentracdo do NO3z na solugcdo nutritiva foi menor nos tratamentos
controle e de 0,2 mg.L™ (Fig. 2.6C), com queda acentuada deste nutriente 13 horas
apos a adicdo do AsO,> para ambos os tratamentos sendo de, respectivamente, 0,2
e 0,1mg.L*, mas sem diferenca significativa em relagcdo aos outros tempos. Os
tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ apresentaram, em geral, pouca variacdo no teor de
NO3; até 13 horas de experimento, a partir da qual foi observado um aumento
acentuado no teor desse nutriente na solugdo nutritiva, sendo o maior valor para
ambos os tratamentos (0,62 mg.L™) observado em 73 horas de experimento. Vale
ressaltar que a diferenca significativa entre os tratamentos no mesmo tempo de
exposicao foi observada somente em 73 horas, entre os tratamentos de 2,0 e 20
mg.L™ e os tratamentos controle e 0,2 mg.L™.
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Figura 2.5: Média do teor de As (A), PO,> (B) e NO; (C) na solucdo nutritiva ao longo do
experimento. No gréfico A eixo secundério para o tratamento de 20 mg.L™.Letras maitsculas
denotam diferencas significativas no mesmo tratamento em diferentes tempos de exposi¢ao

enquanto as letras minusculas diferenciam os tratamentos no mesmo tempo de exposi¢ao.
As barras representam o desvio padrao da média.
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2.5.2 Parametros Fisico-quimicos
A figura 2.5 mostra a variagdo nos parametros fisico-quimicos medidos na

solucdo nutritiva durante a aclimatacdo e o experimento. O AsO,> foi adicionado no
final da aclimatacdo (96 horas), porém, os parametros fisico-quimicos neste dia
foram medidos antes da adicdo, exceto para o pH, que foi medido antes e depois a
fim de ser mantido na faixa de variagcdo na qual E. crassipes se desenvolve em
condi¢cbes naturais (6,5 — 7,5) (Lage-Pinto, 2008). Em funcdo da acidez do sistema
apos a adicdo do AsO,> o pH foi ajustado entre 7,0 e 7,2 por meio da adicdo de
hidroxido de sddio (NaOH).

Em geral, observou-se queda nos valores de pH durante a aclimatacao (Fig.
2.5A). Apos adicdo do AsO,* os valores de pH continuaram diminuindo para todos
os tratamentos (Fig. 2.5B), sendo o menor valor (6,72) encontrado no tratamento de
0,2 mg.L™" e no tempo de 96 horas e o maior valor (7,08) no tratamento controle, no
tempo de 48 horas, durante o experimento. Nao foi observada diferenca estatistica
nos valores de pH entre tratamentos e tempos ao longo do experimento.

Em geral, os tratamentos ndo apresentaram um padrdo na variacdo do O,
dissolvido durante a aclimatagéo (Fig. 2.5C). Apos a adicdo do metaloide observou-
se gueda do O, dissolvido em todos os tratamentos até o final do experimento (Fig.
2.5D). O menor valor durante o experimento foi observado em 96 horas, para o
tratamento de 0,2 mg.L™ (3,87 mg.L™) e o maior valor foi observado no tratamento
de 20 mg.L™ (4,47mg.L™Y), em 48 horas. N&o foi observada diferenca estatistica entre
tratamentos e tempos ao longo do experimento.

Os valores de condutividade elétrica aumentaram durante a aclimata¢do, mas
sem diferenca significativa entre tratamentos e tempos (Fig. 2.5E). Apés a adicao do
AsO,> observou-se aumento no valor da condutividade elétrica para os tratamentos
de 2,0 e 20 mg.L?, que se mantiveram até o final do experimento (Fig. 2.5F).
Diferencas significativas foram encontradas entre os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™,
assim como entre estes tratamentos e os tratamentos controle e de 0,2 mg.L'l em 48
e 96 horas. O menor e maior valor encontrado durante o experimento foi em 96
horas sendo de, respectivamente, 341 uS.cm™ para o tratamento controle e 1691
uS.cm™ para o tratamento de 20 mg.L™.
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2.6 Discusséo
Em geral, os valores crescentes de As, PO,> e NO5 observados na solugéo

nutritiva para os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ podem ter ocorrido via efluxo de
anions pela célula vegetal. A absorcdo de As pelas raizes seguida pela sua perda
via efluxo para o meio externo é relatado por Xu e colaboradores (2007), o que
também ocorre com PO,* (especialmente sob elevadas concentracdes no meio
como relatado por Mimura, 1999) e NO3™ (Crawford e Glass, 1998).

Microrganismos foram os modelos experimentais pioneiros em estudos sobre
os mecanismos de efluxo de As pela célula (Wysocki et al., 1997). Evidéncias
mostram que a reducéo intracelular de AsO,*, seguida pelo efluxo de AsO,", é uma
via comum em microrganismos, sendo um importante mecanismo de detoxificacdo
de As (Bhattacharjee e Rosen, 2007). Yang e colaboradores (2005) mostraram que
bactérias utilizam canais de proteinas para liberacdo de AsO," para o meio, ao invés
de bombas de ATP, o que é energeticamente mais eficiente. Além disso, na
presenca de AsO,%, que prejudica a sintese de ATP, um canal seria um mecanismo
mais robusto, pois funciona independente do APT, sendo conduzido por um
gradiente de concentracdo (Bienert et al., 2007). Por outro lado, Silver e Phung
(2005) demonstraram que o efluxo de AsO," em Escherichia coli ocorre com gasto
de energia, sendo mediado por uma ATPase.

Os mecanismos de efluxo de As em plantas ainda precisam ser mais bem
elucidados (Zhao et al., 2009). O efluxo de AsO,* e AsO," foi reportado pela
primeira vez por Xu e colaboradores (2007). Nesse estudo, diferentes mecanismos
para a extrusdo destas duas espécies quimicas de As foram observados. O efluxo
de AsO,® por raizes de tomate foi maior em plantas tratadas com —P em
comparacdo as plantas tratadas com +P. E provavel que isso tenha ocorrido, pois,
na auséncia de P plantas absorvem mais AsO,>, sugerindo que o efluxo de As é
ligado a um gradiente de concentracdo por meio da membrana plasmatica, sendo
um mecanismos passivo. Tal fato foi reiterado pelo efluxo de AsO,* e AsO," em
raizes de tomate carregados com AsO,” e transferidas para o meio livre de As.

Em relacdo ao efluxo de AsO,", a presenca de carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona (CCCP), um inibidor da fosforilacdo oxidativa que provoca a dissipagao da

forca motora de prétons por meio da membrana, inibiu significativamente o efluxo
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dessa espécie quimica pelas raizes de tomate, ao contrario do observado para o
AsO,*, indicando que o efluxo de AsO," é um processo ativo, dependente de
energia. Efluxo de As tem sido reportado por outras espécies de plantas, incluindo
Azolla caroliniana e Azolla filiculoides (Zhang et al., 2008) e Zea mays (Abbas e
Meharg, 2008).

Influxo e efluxo de PO,> s&o mecanismos essenciais para manutencdo da
homeostase desse nutriente em plantas (Raghothama, 2000). Segundo este mesmo
autor o efluxo ocorre por meio de canais de anions sob condi¢des nao limitantes de
PO,*, mas a ATPase também pode fornecer energia para conduzir esse transporte.
Em plantas de trigo o efluxo de PO,* quase neutralizou sua absorcéo (Cogliatti e
Santa Maria, 1990), sendo postulado que em concentracbes nao limitantes a
absorcdo de PO,* é controlada principalmente pela sua extrusdo. No estudo
realizado por Schjorring e Jensén (1984) o efluxo em leveduras com elevado teor de
P foi considerado um mecanismo para combater concentracfes toxicas deste
nutriente.

Segundo Crawford e Glass (1998) o efluxo de NOj3 pelas plantas é um
processo passivo, e sua taxa € diretamente proporcional ao aumento externo desse
nutriente. Macduff e Jackson (1992) realizaram experimentos para comparar o efluxo
de NOs e NH; em azévem (graminea) e trevo branco em plantas controle e
submetidas a estresse (exposicdo prolongada ao escuro e desfolhacdo). Foi
observado que o efluxo de NOs, ao contrario do efluxo de NH4;', aumentou
significativamente em ambas as espécies quando submetidas ao estresse. E
provavel que isso tenha ocorrido pois o N esta estritamente relacionado ao processo
fotossintético, uma vez que esta presente na constituicdo das moléculas de clorofila,
essenciais a todo processo de transformacdo de energia luminosa em quimica
(Lemos et al., 2008).

Segundo Carelli e colaboradores (1990) a assimilacdo do NO3™ € dependente
da atividade fotossintética das plantas uma vez que, na presenca de luz, a principal
fonte de elétrons para a reducdo desse anion sdo as reacoes fotoquimicas que
ocorrem nos cloroplastos. O poder redutor (NADH) produzido nos cloroplastos pode
ser transferido para o citoplasma, onde esta localizada a enzima nitrato redutase,

disponibilizando energia para os processos de reducdo e assimilacdo desse
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nutriente. No estudo realizado por Meneguelli-Souza e colaboradores (dados nao
publicados) sob as mesmas condicbes do presente experimento é observado
comprometimento dos processos fotoquimicos de E. crassipes através da diminuicéo
das razdes F./Fn, e F\/Fp, 0 que implica na redugcdo da assimilagcdo e absorcao de
NO3 pela planta.

No presente estudo, caso o efluxo tenha sido 0 mecanismo responsavel pelo
aumento das concentracdes de As, PO,> e NO3 na solucdo nutritiva é possivel que
ele tenha sido mediado por canais aquaporinas por meio da difusdo, que ocorre
qgquando a concentracdo intracelular de ions excede a do meio externo. Estudo
realizado por Meneguelli-Souza et al. (dados ndo publicados) sob as mesmas
condicbes experimentais do presente estudo, mostrou comprometimento das
funcdes fisioldgicas de E. crassipes quando submetida aos tratamentos de 2,0 e 20
mg.L?, o que possibilita inferir que a planta ndo teria condicées para realizar o efluxo
de ions por meio de um processo dependente de ATP. Além disso, elementos traco
em geral produzem radicais livres de oxigénio (EROs) que atacam principalmente as
membranas plasmaticas (Palma et al., 2002). E possivel que o aumento da
concentracdo e do tempo de exposicdo ao metaloide tenha levado a producéo de
EROs, gque alteraram a permeabilidade da membrana plasmatica, comprometendo a
absorcado de nutrientes pelas plantas e/ou facilitando a difusdo dos ions para o meio.

A adsorcdo fisico-quimica € um mecanismo alternativo para acumulacao
desses ions em plantas, sendo um processo inicialmente rapido e reversivel (Giri e
Patel, 2012). E bem reportado que 6xidos de Fe (placas de Fe) na superficie das
raizes adsorvem AsO,> (Robinson et al., 2006; Garnier et al., 2010) e PO,> (Liu et
al., 2004; Rahman et al., 2008). Em um estudo com plantas de arroz foi observado
que a adsorcdo de AsO,> em placas de ferro foi maior em plantas com -P em
relacdo as plantas com +P (Liu et al., 2004). Hossain e colaboradores (2009)
estudando o efeito sinérgico e/ou antagdnico de AsO,>, PO,> e Fe?" em plantas de
arroz observaram que a adicéo de Fe* no meio reduziu o efeito toxico do metaloide
nas plantas, bem como aumentou a producdo dos graos. O efeito da aplicacdo do
PO,> foi oposto, resultando em elevado teor de AsO,> nas plantas. Ambos os
estudos indicam que ha competicdo por adsorcdo na placa de Fe entre AsO,> e
PO.%.
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S&0 escassos os dados sobre a adsor¢cdo de NO3™ na superficie de plantas.
Fried e colaboradores (1965) sugeriram a adsorcdo desse nutriente em raizes de
arroz. Caso o NOj3™ tenha sido de fato adsorvido, é provavel que tenha sido nos
resquicios de sedimento nas raizes. Brix (1987) estudando a eficiéncia da rizosfera
de plantas de zonas Uumidas no tratamento de aguas residuais observou que a
remocao de N foi, principalmente, devido a adsor¢cdo em particulas do sedimento.

O processo inverso da adsorcdo é a dessor¢cdo, sendo determinado pelas
propriedades do adsorvente e do adsorbato (soluto). Varios fatores sdo relevantes
no processo de adsorcdo — dessorgdo, como a estrutura do soluto, pH, temperatura
e 0 grau de agitacdo do meio (Ziolli e Jardim, 1998). A dessorcdo de NOj3 ocorre
principalmente em pH neutro (Li, 2003) enquanto a dessorcdo de As e PO,* sdo
maiores em pH acido (Impellitteri, 2005; Barrow, 1984). Caso tenha ocorrido a
dessorcdo dos anions no presente estudo, € possivel que ela tenha sido maior para
NO3 devido ao pH do meio, que se manteve proximo a 7,0.

Dessorcdo de AsO4> em placas de Fe de raizes de arroz foi observada com o
aumento de PO,> na solucdo (Hossain e colaboradores 2009). Apesar do aumento
de AsO,* e PO,* na solucdo nutritiva ocorrerem ao mesmo tempo no presente
estudo, a concentracdo do metaloide foi maior, sugerindo que o PO,> foi
preferencialmente adsorvido pelos 6xidos de Fe na superficie das plantas, caso esse
processo tenha ocorrido. Segundo Lambkin e Alloway (2003) anions de PO,> s&o
menores que anions de AsO,*> e tém uma carga mais elevada, possibilitando ao
PO,% se ligar mais fortemente a éxidos.

Comparando a concentracdo de As, PO,> e NOs foi observado que nas
concentracdes de 2,0 e 20 mg.L™" de AsO,* houve aumento no teor de PO4> e NO3’
na solucdo nutritiva, sugerindo que o metaloide influenciou a absorcdo desses
nutrientes. No estudo realizado sob a mesmas condi¢cdes ambientais, abordado no
capitulo anterior, observou-se redugdo na transpiracdo das plantas expostas aos
tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™?, indicando comprometimento na absorcéo de 4gua e
ions pelo sistema radicular na presenca do metaloide. Aliado a isso, é reportado na
literatura a relacdo antagénica entre a absorcdo de AsO,> e PO,> em diferentes
espécies de plantas (Liu et al, 2004; Rosa et al, 2006; Tu et al., 2004), uma vez que

sdo analogos quimicos.
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Wang e Duan (2009) observaram que plantas de arroz tratadas com solucéo
deficiente em P acumularam mais As em relacdo aquelas tratadas com elevado teor
de P em solucéo. Tu e colaboradores (2004) sugerem que P desempenha um papel
chave na desintoxicacdo de As em Pteris vittata, uma vez que a adicdo de P na
solucdo reduziu a concentracdo de AsO,> nas raizes da planta. AsO, também
pode influenciar a aquisicdo de PO,> por plantas. Plantas de arroz expostas a
AsO," reduziram seus estoques de fosfato e alteraram a atividade de enzimas
fosfoidroliticas (Mishra e Dubey, 2007). Nesse mesmo estudo foi sugerido que a
diminuicdo na concentracdo de PO,> esta relacionada & reducdo na atividade de
fosfatases, uma vez que enzimas fosfoidroliticas regulam o fornecimento de fésforo
inorganico para varias partes de crescimento das plantas. Segundo Tripathi e
colaboradores (2007) a toxicidade de AsO,' em células de planta pode ser devido a
sua ligacdo a grupos sulfidrilas de proteinas/enzimas, afetando sua atividade.

Na literatura ha relatos que elementos traco, quando presentes no solo,
reduzem a absor¢cédo de N pelas plantas e a atividade das enzimas assimiladoras
desse elemento (Dubey e Pessarakli 2002). Os mesmos autores relataram que
plantas crescendo em solos contaminados com Pb, Cd e Cu apresentaram reducao
na concentracdo de N em suas folhas e na absorcdo de NOj3’, assim como alteracao
nas atividades de enzimas-chave na assimilagdo de N. Reducao no teor de NOj3’ foi
observado em Pteris vittata e Pteris ensiformis quando submetidas a As (Singh et
al., 2009). Nesse estudo, a presenca de As na solugdo nutritiva resultou na
diminuicdo da atividade da NR e NiR nas raizes, rizomas e folhas de P. ensiformis e
P. vittata, com intensificacdo desse efeito quando a concentracdo de As foi maior.
Resultado semelhante foi observado no estudo realizado por Jha e Dubey (2004)
com plantas de arroz.

Apesar de, no presente estudo, As influenciar a obtencdo de PO,> e NO3
pela planta, a absorgéo dos nutrientes foi maior que a do metaloide nos tratamentos
de 2,0 e 20 mg.L}, o que pode estar relacionada a capacidade de E. crassipes
absorver e tolerar As em seus tecidos. E possivel que a rapida absorcdo de As em
concentragbes elevadas interfira nos mecanismos de tolerancia de E. crassipes,
promovendo saturacdo dos mecanismos de absor¢do do metaloide. Além disso, a
maior afinidade do PO,* pelo sistema de absorcdo P/As pode ter contribuido para
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sua maior absorcdo. Segundo Meharg e Macnair (1994) P é preferencialmente
absorvido pelos transportadores de P/As em comparagdo com o seu analogo toxico.
Wang e colaboradores (2002) em um experimento com P. vittata, também relataram
que o PO,* tem maior afinidade pelo sistema de absorcdo por meio da raiz em
comparagao com o AsO,>.

Vale ressaltar que a concentragéo de 0,2 mg.L™ ndo interferiu na absorcéo de
ambos 0s nutrientes, uma vez que a variacdo de PO,> e NOs observada nesse
tratamento foi semelhante ao do tratamento controle. Relacionando este trabalho
com um estudo anterior realizado sob as mesmas condi¢cdes experimentais por
Meneguelli-Souza e colaboradores (dados nao publicados) observa-se que E.
crassipes manteve suas funcdes metabolicas quando exposta a 0,2 mg.L™ de AsO43,
nao apresentando sinais de toxicidade, o que nao ocorreu para os individuos
expostos aos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L'l.

E reportado na literatura a habilidade das plantas em alterar o pH da rizosfera
durante seu crescimento (Nye, 1981). A acidificagdo ou alcalinizagédo da rizosfera é
influenciada pela absor¢cdo de nutrientes pelas raizes das plantas, tendo como
principal forca motriz para o equilibrio cation-anion a manutencdo do balanco de
cargas durante a absorcdo de ions. A fim de manter sua neutralidade elétrica,
plantas excretam ions H" e OH™ por meio das raizes para o meio, em quantidades
gue sao estequiometricamente iguais aos respectivos excessos de céation a anions
absorvidos (Haynes, 1990).

A queda do pH apo6s a adicdo do AsO,> (durante o experimento) pode estar
relacionada a assimilagdo de NH;", visto que a absor¢do desse nutriente pelas
raizes de plantas causa a acidificacdo do meio, através da extrusdo de um fon H*
por molécula de NH," absorvida (Raven e Smith, 1976) . Isso ocorre devido a reacéo
de assimilacdo do NH,;" em que o equivalente ao jon H" produzido no meio
intracelular pode ser liberado para solucdo externa, a fim de balancear a carga da

membrana plasmatica.

NH4+ —» NH; + H*
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Além disso, é possivel que tenha ocorrido a absor¢do preferencial de NH;" em
detrimento do NOj3; devido ao estresse que a planta se encontrava (Cruz et al.,
2006). Isso ocorre, pois a exigéncia energética para a assimilagdo de NO3™ € maior
que a do NH;", em razdo deste ndo precisar ser reduzido para incorporacdo em
aminoacidos (Bredemeier e Mundstock, 2000). A assimilacdo de N € um processo
com elevado gasto energético, ocorrendo a transferéncia de 2 elétrons por NOjz
reduzido a NOy, 6 elétrons por NO, convertido a NH;" e 2 elétrons e 1 ATP por
molécula de NH;" convertida a glutamato (Bloom et al., 1992).

E possivel que a diminuicdo do O, dissolvido no experimento tenha ocorrido
devido a decomposicao de acidos organicos excretados pelas macrofitas (Brylinsky,
1977). Diminuicdo do O, dissolvido também foi reportado por Azevedo e
colaboradores (2008) devido a decomposicdo da matéria organica liberada por
Eichhornia azurea. Sabendo-se que a condutividade elétrica é diretamente
proporcional a concentracdo de ions em solucédo, a elevacdo do seu valor apos a
adicdo do AsO,> nos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™" era esperado, uma vez que
estes tiveram um incremento na concentracdo de ions por meio da adicdo do
metaloide e de NaOH.

Crespo (2003) encontrou um amplo intervalo de variacdo para os valores de
pH, O, dissolvido e condutividade elétrica na lagoa do Campelo (Tab. 2.4). No

presente estudo, os valores de tais parametros estédo inseridos nesse intervalo,.

Tabela 2.4: Intervalo da variacdo nos parametros fisico-quimicos da Lagoa do Campelo.

pH 0, dissolvido (mg.L ™) Condutividade elétrica (uS.cm %)
6,5-9,7 4-160 107,7 - 4239

2.7 Concluséo

+ Os tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™ reduziram a absorcéo de PO,> e NO3 por
E. crassipes ao longo do experimento, o que corrobora parcialmente a
hipotese do estudo.

« O tratamento de 0,2 mg.L™ ndo influenciou a absorcdo de PO,* e NO3 por E.
crassipes ao longo do experimento, o que refuta parcialmente a hipétese do
estudo.
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Concluséo Geral

E possivel inferir que sob as condi¢Bes experimentais impostas nesse estudo
E. crassipes mostrou-se hiperacumuladora de As somente quando exposta a
concentracdo de 0,2 mg.L™, o que foi relacionado ao ndo comprometimento dos
seus parametros ecofisiolégicos e da absorcdo de PO, e NO3, que se mantiveram
semelhantes aos tratamentos isentos de contaminacdo durante o experimento.
Aliado a isso, as plantas apresentaram elevada remoc¢éo do metaloide do meio nesta
concentracdo, indicando que esta espécie € eficiente na remediacdo de As em
ambientes com baixa contaminag¢do. Por outro lado, E. crassipes nao apresentou
hiperacumulacéo de As nos tratamentos de 2,0 e 20 mg.L™" a partir de 48 horas de
experimento, observado por meio do comprometimento de seus parametros
ecofisiologicos e da absorcédo de PO,* e NOs. As plantas ndo foram eficientes na
remocao de As da solucdo nutritiva nestas concentragdes, mostrando a limitacdo do
uso de E. crassipes na remediacdo de ambientes altamente impactados. Ha uma
relacdo de causa e consequéncia entre a manutencdo dos parametros
ecofisiolégicos nas plantas e a absorcdo de PO,> e NOj, essenciais a seus
processos metabdlicos. Porém é complexo o estabelecimento de qual fator
influenciou negativamente o outro, supondo que tal processo tenha ocorrido em

sinergia.
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Consideracdes Finais

Experimentos hidropdnicos possuem importancia indiscutivel no entendimento
dos problemas de contaminacdo ambiental, uma vez que é possivel simular as
condi¢cdes do meio por meio de ensaios controlados. Porém, na hidroponia a reacao
das plantas varia de acordo com as condicdes impostas, 0 que acarreta em
respostas pontuais acerca de determinado estresse. Portanto, a fim de compreender
a resposta das plantas a condigbes variantes em um ambiente dinamico, €
necessario simular diferentes tipos de contaminacdo. No presente estudo buscou-se
o entendimento da tolerancia de E. crassipes a As quando submetida a estresse
agudo (fontes antrépicas) e crénico (fontes naturais). As condicdes do meio, como a
concentragdo de nutrientes, também influenciam a reacdo das plantas a
contaminagdes. Lagoas costeiras, classificadas em geral como ambientes eutrdéficos,
se assemelham as condicdes de PO, e NOj utilizados nesse experimento. E
possivel que haja competicdo entre nutrientes e As por absorcao nas plantas nestes
ambientes, diminuindo sua eficiéncia na remog¢ao do metaloide. Experimentos que
avaliem a influéncia do As na absorcao de nutrientes podem atuar como modelos
(mantendo as devidas propor¢cOes) para ambientes costeiros, uma vez que a
liberacdo de residuos industriais e domeésticos, bem como a lixiviagdo do solo com
diferentes usos no seu entorno, possibilita a liberacdo de elementos toxicos nestes
sistemas. As plantas inseridas nesse ambiente podem ser mais tolerantes aos
efeitos toxicos do As, 0 que permite que elas permanecam mais tempo no meio. Em
contrapartida, ambientes mesotréficos e oligotroficos, como represas e rios, podem
favorecer a absor¢cdo de As pelas plantas, mas estas serdo mais sensiveis a seus
efeitos deletérios, diminuindo sua permanéncia no meio. Por isso, é essencial que
programas de remediacdo de As levem em consideracdo o estado trofico do
ambiente e o ciclo de vida da espécie, uma vez que 0 manejo das plantas varia de
acordo com tais condi¢cdes. A toxicidade a As encontrada nos individuos de E.
crassipes nesse estudo ocorreu, possivelmente, pois ndo houve tempo suficiente
para o aparelho fotossintético das plantas se protegerem do estresse, ou as defesas
ativadas provavelmente ndo foram suficientes para evitar danos causados pelo

metaloide.



