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EXTRATO

OLIVEIRA, Juraci Alves de, D.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
1998. Efeito do cadmio sobre a absorc¢ao, a distribuicao e a assimilaciao de
enxofre em aguapé (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) e salvinia
(Salvinia auriculata Aubl.)). Orientador: Jos¢ Cambraia. Co-orientador:
Marcelo Valle de Sousa. Conselheiros: Marco Antonio Oliva Cano e Claudio
Pereira Jordao.

A absor¢ao e a distribuicdo do caddmio (Cd) em niveis toxicos, assim como
os seus efeitos sobre a absor¢do, redugdo e assimilacdo do enxofre e algumas
variaveis de crescimento, foram estudadas em duas espécies aquaticas: Eichhornia
crassipes (aguap€) e Salvinia auriculata (salvinia). A salvinia sofreu maior
reducdo na taxa de crescimento relativo que o aguapé, estando essa reducdo
correlacionada diretamente com as concentragdes de Cd nos tecidos. Os Km para
absor¢do de Cd*" pelas duas espécies foram semelhantes, mas o Vmax foi maior
em salvinia. A absor¢do de Cd por salvinia e aguapé, elevada nas primeiras horas de
exposicao, decresceu rapidamente a seguir, permanecendo constante e baixa por
até 10 dias. A concentracdo de Cd nos tecidos de aguapé e salvinia aumentou com a
elevacdao do tempo de exposi¢dao, sendo maior em salvinia. O porcentual de Cd
retido nas raizes de aguapé decresceu com o aumento do tempo de exposi¢ao,
enquanto em salvinia sua distribui¢do entre sistema radicular e parte aérea nao
sofreu alteragdo. A adicdo de Cd a solu¢do nutritiva apenas no momento da
avaliagdo cinética da absor¢ao do sulfato resultou em reducdo do Km e aumento do
Vmax em aguapé, mas aumento do Km e nenhuma alteracdo do Vmax em salvinia.

Em presenga de Cd, a atividade da sulfurilase do ATP aumentou nas raizes e na
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parte aérea de aguapé¢; em salvinia, apenas nas folhas. A presenca de Cd ndo alterou
as concentragdes de tidis soliveis totais em aguapé e salvinia, mas as
concentragdes de cisteina aumentaram na parte aérea de aguapé e as concentragdes
de y-glutamilcisteina, no sistema radicular e na parte aérea de aguapé e salvinia. As
concentracdes de glutationa reduziram-se apenas no sistema radicular de aguapé,
acompanhado de aumento nas concentragdes de “outros tidis soluveis”, no sistema
radicular e na parte aérea. De modo geral, as plantas de aguapé apresentaram
maiores concentracdes de tidis do que a salvinia. Em presenca de Cd, a maior razao
Ages/ Aggo fo1 1,64 e 1,74 para folhas e raizes de aguapé, respectivamente, ¢ 1,68
para folhas e raizes de salvinia, o que sempre coincidiu com as maiores
concentracdes de Cd. A tolerancia ao Cd foi maior em aguapé, possivelmente por
apresentar menor absorc¢ao de Cd em relagdo a salvinia, tolerancia essa associada a
maior producdo de compostos tiolados relacionados com o mecanismo de

tolerancia.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Juraci Alves de, D.S., Universidade Federal de Vigosa, December
1998. Effects of cadmium on sulphur uptake, distribution and
assimilation in water hyacinth (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) and
salvinia (Salvinia auriculata Aubl.). Adviser: Jos¢ Cambraia. Co-adviser:
Marcelo Valle de Sousa. Committee members: Marco Antonio Oliva Cano and
Cléaudio Pereira Jordao.

Cadmium uptake and distribution at toxic levels and their effects on
sulphur uptake, reduction and assimilation as well as some growth variables were
studied in the aquatic species Eichhornia crassipes (water hyacinth) and Salvinia
auriculata (salvinia). Salvinia showed a greater reduction in the relative growth rate
than water hyacinth, and this reduction directly correlated with cadmium
concentrations in the tissues. The Km were similar for uptake of Cd*" in both
species, while the Vmax was greater in salvinia. The Cd uptake in both salvinia and
water-hyacinth was high at the first hours under exposure, but then it quickly
decreased and approximately maintained constant and low for 10 days. The Cd
concentration in the water hyacinth and salvinia tissues increased when the
exposure time was increased, being higher in salvinia. The Cd percent retained in
the water-hyacinth roots decreased with the increasing exposure time, whereas in
salvinia its distribution between the root system and the aerial part showed no
changes. The addition of Cd to the nutritive solution only when kinetically
evaluating the sulphate uptake led to either Km reduction and Vmax increase in
water hyacinth, however a Km decreasing and no Vmax changes in salvinia. In Cd

presence the activity of the ATP sulphurylase increased in the water hyacinth roots

X



and aerial part, while in salvinia this increase occurred only in the leaves. The Cd
presence did not change the concentrations of the total soluble thiols in both the
water hyacinth and salvinia, but the concentrations of cysteine increased in the
water hyacinth aerial part, and so did those of y-glutamylcysteine in the
water hyacinth and salvinia root systems and aerial parts. Glutathione
concentrations only reduced in the water hyacinth root system followed by
increase in the root system and aerial part concentrations of “other soluble thiols”.
In general, the water hyacinth plants presented higher thiol concentrations than
salvinia did. In Cd presence, the greater ratio Asgs/Aggo was 1.64 and 1.74 for the
water hyacinth leaves and roots respectively, and 1.68 for salvinia leaves and roots
which always coincided with higher Cd concentrations. Water hyacinth showed a
greater tolerance to Cd probably because presenting a lower Cd uptake in relation
to salvinia; this tolerance was associated with a greater production of those

thiolated compounds related to the tolerance mechanism.
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1. INTRODUCAO

A polui¢ao ambiental ¢ um dos principais problemas do mundo moderno, e
o entendimento dos seus efeitos sobre os organismos vivos tem envolvido
pesquisadores de todo o planeta. Dentre as varias formas de contamina¢ao do meio
ambiente resultante de diversas atividades industriais e agricolas, a com metais
pesados tem recebido muita atencdo por parte de pesquisadores e Orgaos
governamentais envolvidos no controle de poluicdo. Dos diversos problemas
ambientais, a polui¢do das dguas tem sido considerada um dos mais sérios.

Os metais pesados toxicos, além de constituirem formas bastante soluveis,
podem concentrar-se em sedimentos fluviais, tornando-se disponiveis para
organismos aquaticos e para o homem, dependendo das condigdes do meio
(SALOMONS ¢ FORSTNER, 1980). E o caso, por exemplo, do metal pesado
cadmio, que se liga preferencialmente as fragdes carbonicea e residual dos
sedimentos, de tal forma que reducdo acidental do pH da agua pode resultar na
liberagdo desse elemento, possibilitando sua conversao para formas biodisponiveis
(JORDAO et al., 1990).

A biodisponibilidade e a toxicidade da maioria dos metais estdo
diretamente relacionadas a concentracdo do metal na forma de ion livre na solucao
e ndo a sua concentracdo total. fons hidrogénio, assim como outros cations e
anions, podem também influenciar no efeito toxico de metais pesados nos
organismos aquaticos, por meio de varios tipos de interagdes competitivas. Dentre

esses outros fons, o Ca’* ¢ um dos mais importantes, podendo proteger o



organismo da absor¢ao do metal ou de sua expressdo toxica (CAMPBELL e
SOKES, 1985; KAWASAKI e MORITSUGU, 1987).

O cadmio foi escolhido para este estudo por constituir um problema
significativo em varios ambientes aquaticos, sendo toxico em quantidades tracos,
além de ser movel nas plantas. Sua persisténcia no ambiente e sua presenca em uma
variedade de formas quimicas complexadas e livres resultam em sua incorporacao
em ciclos bioldgicos, onde pode exercer efeitos toxicos a longo prazo (BAKER e
WALKER, 1989).

Viérios trabalhos t€ém sido conduzidos, a fim de estudar a capacidade de
macrofitas aquaticas em reter metais pesados de solugdes poluidas e os
mecanismos de tolerancia ao metal. Particularmente, o aguapé tem-se demonstrado
potencialmente importante na remog¢do de Cd da dgua (SELA et al., 1990; FETT et
al., 1994).

Outras plantas aquaticas, a semelhanca do aguapé, tém sido usadas em
processos de purificacdo de agua, manifestando também capacidade de remover
varios metais pesados da solucdo. Entretanto, segundo DUSHENKOV et al. (1995),
a eficiéncia da remog¢do de metal por algumas plantas ¢ baixa, devido ao seu
pequeno tamanho e lento crescimento radicular. Além disso, o alto conteudo de
agua dessas plantas poderia, posteriormente, complicar a secagem, a compostagem
ou a incineragao do material vegetal.

Outras plantas, como a salvinia, pela facilidade de manipulagdo
experimental e por se encontrar disseminada em todo o pais, t€ém sido utilizadas em
estudos de tolerancia ao Cd e como indicadoras bioldgicas da presenca e dos niveis
de metais pesados nos corpos d'agua (OUTRIDGE e HUTCHINSON, 1990 e
1991).

Em geral, os organismos vivos sdo seriamente injuriados por metais
pesados como Cd, Pb, Hg e Cu (FUJITA e KAWANISHI, 1986). Entretanto, varios
deles sdao resistentes ou toleram certas quantidades desses metais, pelo fato de
possuirem mecanismos de tolerdncia que lhes permitem desempenhar, dentro de
certa “normalidade”, suas fungdes metabodlicas.

O fendmeno de tolerdncia a metais pesados em plantas tem atraido a
atencdo de ecologistas, fisiologistas e bioquimicos (REDDY e PRASAD, 1990). A
tolerancia pode-se manifestar por um processo de exclusdo do metal pelas plantas,

0 que mantém baixos os niveis dos elementos toxicos na cadeia alimentar, ou por



um processo de inclusdo seguido de mecanismos internos de tolerancia aos
elevados niveis do metal. Esse processo ocorre mais comumente, conferindo as
plantas que os exibem utilizacdo potencial em estudos de desintoxicacdo e
despolui¢do de ambientes aquaticos (VAN STEVENINCK et al., 1992).

A tolerincia a metais pesados tem sido relacionada com a capacidade dos
organismos em sintetizar peptidios de baixo peso molecular, ricos em enxofre, que
participariam na complexa¢do desses metais (DE VOS et al., 1992; GRILL et al.,
1989; RUEGSEGGER et al., 1990; RUEGSEGGER ¢ BRUNOLD, 1992).

Este trabalho foi, pois, conduzido com a finalidade de avaliar a absorcao e
a distribuicdo do Cd em niveis toxicos, assim como os seus efeitos sobre a
absor¢ao, redugdo e assimilagdo do enxofre e algumas varidveis de crescimento em
duas espécies de plantas aquaticas: Eichhornia crassipes (Mart.) Solms e Salvinia

auriculata Aubl.



2. REVISAO DE LITERATURA

O metal pesado cadmio tem sido muito estudado nos tltimos anos, desde a
constatacdo de sua relagdo com uma severa doenga de “quebra de 0ssos”,
denominada “itai-itai” em Toyama, no Japao (KOBAYASHI, 1970). A ocorréncia
dessa doenga foi atribuida ao acumulo de niveis toxicos de Cd pela ingestdo
prolongada de arroz produzido em solos irrigados com &4gua contaminada
(FRIBERG, 1974).

As complexas reacdoes dos ecossistemas aquaticos em funcdo da
introdugdo de substancias toxicas sao governadas pelos seguintes fatores basicos:
natureza e concentragdo do poluente, tempo de exposi¢do, fatores ambientais do
sistema afetado, caracteristicas bioldgicas dos organismos expostos ¢ presenga de
outras substancias toxicas (MALM et al., 1988).

A FAO/WHO (1972) estabeleceu que a ingestdo maxima toleravel de
cadmio ¢ de 0,070 a 0,084 mg dia”, para um adulto de 70,0 kg (FOX, 1988). A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) considera como potavel a agua cuja
concentragdo de Cd ndo exceda a 5,0 ug L' (EPA, 1980). No Brasil, entretanto, a
concentragdo maxima permitida em &aguas destinadas a consumo doméstico,
recreagdo, irrigacdo de hortalicas e criacao de espécies destinadas a alimentagdo
humana ¢ de apenas 1 pug L' (BRASIL, 1986), isto &, 1/5 do valor admissivel pela
OMS. No rio Paraiba do Sul, em Itatiaia, RJ, entretanto, ja foram detectadas
concentragdes de até 3 ug L' (MALM et al., 1988).



Varios estudos t€ém mostrado que o Cd ¢ toxico mesmo em concentragdes
muito baixas e que ¢ muito lenta a sua eliminagdo pelo organismo humano
(FRIBERG et al., 1974), acumulando-se principalmente no figado e nos rins. Sua
presenca em niveis toxicos pode causar, no homem, problemas cardiovasculares,
calcificacdo dos rins (SALIM et al., 1992), hipertensdo (SCHROEDER, 1965) e
doencas dos ossos (WALDBOTT, 1973).

O cadmio ¢ um metal altamente toxico e sem funcdo bioldgica definida,
ocorrendo naturalmente como impureza dos minérios de Zn. E utilizado em grande
quantidade pelas industrias de produgdo de plésticos, pilhas, baterias, esmaltes,
borracha, vidro, tintas e lampadas fluorescentes, dentre varios outros produtos
(PAGE e BINGHAM, 1973). As principais fontes de contaminacdo de aguas
superficiais por Cd sdo efluentes industriais, metalurgicos, urbanos ou de
mineragdo, além da deposicao de particulas em suspensdo no ar (PEYTON et al.,
1976). Métodos convencionais de sua remoc¢ao do meio incluem troca idnica,
precipitagdo e floculacdo. Quando esse elemento estd em concentragdes muito
baixas, tais métodos de remog¢ao podem-se tornar ineficazes (DUSHENKOYV et al.,
1995).

A 4gua de descargas industriais contendo esse metal representa, pois,
ameacga para o ambiente aquatico e, conseqlientemente, para a cadeia alimentar. O
Cd na agua pode prejudicar a saide humana ndo s6 pelo seu consumo direto, mas
pelo consumo de peixes e outros animais aquaticos ou pelo consumo de produtos
agricolas irrigados com agua contaminada por esse metal.

Nas ultimas décadas tem surgido grande discussao acerca dos danos
potenciais causados pelos metais pesados quando despejados continuamente em
ambientes aquaticos. Usualmente, as avaliacoes desses danos baseiam-se em
analises quimicas e fisicas, sem levar em consideracao o impacto dos poluentes
sobre o meio ambiente (KOVACS e PODANI, 1986). Dessa forma, ¢ importante
monitorar ndo apenas a introducdo desses produtos no ambiente, mas também
analisar seus efeitos nas plantas, nos animais € no homem. No primeiro caso,
espécies capazes de acumular grandes quantidades de poluentes parecem ser as
mais apropriadas. Organismos vivos t€ém sido mais e mais usados na detec¢do dos
complexos efeitos da poluicdo ambiental. Um dos objetivos do programa “Man and
Biosphere” organizado pela UNESCO ¢ a selegdao de bioindicadores que possam

ser uteis na detec¢do do impacto ambiental dos poluentes no ar, no solo e na 4gua.



O referido programa preconiza que bioindicadores devem ser wusados
adicionalmente as medigdes de parametros fisicos e quimicos dos ecossistemas.

Na bioindicagdo direta, embora seja utilizado material bioldgico, o critério
de qualidade ambiental ¢ ndo-biologico. Nesse caso, as espécies devem ser capazes
de acumular concentracdes relativamente elevadas de dado poluente sem que o
bioindicador seja danificado. No caso da bioindicagdo indireta, critérios biologicos
como alteragdes morfoldgicas, citologicas, fisioldgicas e bioquimicas sao
utilizados para avaliar a qualidade ambiental (KOVACS e PODANI, 1986).

Nos estudos de bioindicagdo (direta ou indireta) em ambientes aquaticos,
as plantas devem integrar e monitorar rapidamente variacdes nas concentragdes dos
elementos na agua, fato esse que justifica a utilizagdo de macrofitas e outras
plantas como bioindicadoras (GUILIZZONI, 1991).

Plantas de aguapé tém recebido muita aten¢do recentemente, tanto pela
producdo de biomassa como pelo seu potencial uso em programas de protecao
ambiental. Essas plantas da espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms sao do
género Eichhornia e pertencentes a classe das monocotiledoneas, da familia
Pontederiaceae. Morfologicamente, sdo constituidas de um rizoma, do qual partem
as raizes e as folhas. O rizoma flutua logo abaixo da superficie da agua, protegido
por certo nimero de folhas. A base do peciolo das folhas normalmente dilata-se, e
as células do parénquima aerifero produzem grandes lacunas cheias de ar,
permitindo a flutuacdo das plantas (JOLY, 1976). Essas plantas tém a particular
capacidade de absorver e tolerar quantidades de ions de metais pesados muito
maiores, comparativamente, que a maioria dos organismos vivos (MURAMOTO e
OKI, 1983). De acordo com a literatura, ions de metais pesados absorvidos pela
planta acumulam-se em muito maior quantidade nas raizes do que em outros 6rgaos
(WOLVERTON e McDONALD, 1978; COOLEY e MARTIN, 1979).
Aparentemente, essas plantas apresentam, pois, grande potencial para serem
utilizadas na despoluicdo de ambientes aquaticos contaminados com metais
pesados.

O aguapé¢, além disso, tem sido considerado um dos mais promissores
candidatos ao papel de indicador biologico de niveis tragos de metais pesados em
sistemas aquaticos. Em experimentos de laboratério, essa planta tem demonstrado
grande capacidade para absorver e concentrar Cd, assim como outros metais

pesados como o mercurio, o chumbo e o niquel (WOLVERTON, 1975;



WOLVERTON e McDONALD, 1975). Essa planta foi usada com sucesso pela
“National Aeronautics and Space Administration/National Space Technology
Laboratories (NASA/NSTL)” para remover substancias organicas ¢ metais pesados
de residuos quimicos antes de sua descarga nos cursos d’agua (WOLVERTON et
al., 1977). Algumas cidades dos Estados Unidos, como San Diego, na California, e
Austin, no Texas, tém utilizado o aguapé no tratamento do esgoto doméstico, o que
revela a possibilidade de uso desse sistema em larga escala (COELHO, 1994).

O aguapé¢ (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) ¢ uma planta aquética,
nativa do Brasil, com raizes exuberantes que servem de “habitat” a microrganismos
que ajudam na degradacdo de matéria organica. Essa planta apresenta grande
capacidade de sobrevivéncia e absor¢ao de metais pesados de ambientes poluidos,
exercendo, pois, acdes filtrante e bioquimica. Assim, suas raizes sao capazes de
reter particulas soélidas, bem como absorver nutrientes (nitrogénio e foésforo),
metais pesados e outras substancias toxicas.

Outra vantagem desse vegetal ¢ que ndo apenas reduz o grau de
contaminagdo dos rejeitos industriais, como também concentra em seus tecidos os
materiais absorvidos. Naqueles casos em que as substancias poluentes sdao de valor
elevado, como o ouro, sua recuperacao a partir das plantas justifica sua reciclagem
na propria industria.

Outra espécie utilizada em estudos relacionados a polui¢do aquatica por
metais pesados € a salvinia. A Salvinia auriculata Aubl. € uma pteridofita aquatica
rizomatosa, em que cada individuo consiste de duas folhas flutuantes com 1,2 a
3,0 cm de largura, opostas e cobertas de pequenissimos pélos constituindo o
sistema de flutuacdo da planta, e uma folha submersa, que ¢ finamente dividida em
porcoes filiformes, que se assemelham a raizes, todas ligadas a um né central;
esporocarpos pedicelados; tricomas unidos pelo apice; e lamina glabra entre as
papilas ou com poucos tricomas esparsos. Outras plantas-filhas surgem
vegetativamente de meristemas localizados apical e lateralmente ao no. Essas
plantas poderiam ser utilizadas como indicadoras bioldgicas da presenca de metais
pesados ou em estudos de tolerancia a esses metais (OUTRIDGE e
HUTCHINSON, 1990).

Plantas aquaticas podem, dessa forma, ser utilizadas no tratamento de

aguas oriundas das mais diversas origens, desde aquelas provenientes de atividades



domésticas até aquelas que constituem cs efluentes industriais, ou atuar como
bioindicadoras de poluentes aquaticos.

A comercializacdao do processo de rizofiltragdo, isto €, o uso de raizes de
planta para absorver e concentrar metais pesados de efluentes poluidos, parece
depender de aspectos econdmicos e de vantagens técnicas. As plantas, além de
possibilitarem a descontaminacdo de ambientes poluidos com vérios tipos de
metais, podem ser aplicadas no tratamento de grandes volumes, mesmo que o metal
pesado esteja em baixa concentragdo (DUSHENKOV et al., 1995).

Redugdes de crescimento e de produgao de biomassa sdo respostas gerais
da toxicidade dos metais pesados nas plantas (LEPP, 1981) que interferem em
importantes processos fisioldgicos, como transpiracao, respiracao e fotossintese
(LEE et al., 1976; VAN ASSCHE et al., 1988).

Os efeitos da toxicidade do Cd nas plantas podem ser detectados,
visualmente, por meio de sintomas como clorose, necrose, epinastia € coloragdo
amarronzada das nervuras foliares (RAUSER, 1978). A fotossintese ¢ um dos
processos fisiologicos mais afetados por niveis toxicos de Cd. Ha inibigdes da
biossintese de clorofila (VAN ASSCHE e CLIJSTERS, 1990; BASZINSKY, 1986;
OLIVEIRA et al., 1994), da biossintese de proteinas do sistema de transporte de
elétrons (DE FILIPPIS et al., 1981; BASZINSKY et al., 1980), da fotofosforilagao
fotossintética (CLIJSTERS e VAN ASSCHE, 1985) e da reducdo da fixagdo de
CO, fotossintético pela inibicdo da enzima ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase-
oxigenase (STIBOROVA, 1988). Outras enzimas do ciclo de Calvin podem,
também, ser inibidas, como a desidrogenase do gliceraldeido 3-fosfato, a cinase da
ribulose 5-fosfato (HAMPP et al., 1973) e a anidrase carbonica (LEE et al., 1976).

A interferéncia dos metais pesados nas enzimas envolvidas na fotossin-
tese da-se por dois principais mecanismos de acdo: ligacdo a grupos funcionais,
principalmente grupos -SH, envolvidos na acdo catalitica e, ou, alteragdes na
integridade estrutural da enzima combinada com a substitui¢ao do metal essencial
pelo elemento toxico. Em relacdo a enzima ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase-
oxigenase, tem sido demonstrado que o Cd, em concentracdes muito baixas, liga-se
in vitro a sitios ativos da enzima e, também, provoca alteragao na estabilizagcdo da
estrutura quaternaria dessa enzima. Devido ser tal ligacdo de dificil dissociagao, a
enzima dissocia-se em suas subunidades e perde a atividade catalitica (STIBIROVA,

1988). Em excesso, o Cd inibe a atividade da rubisco na alga Laminaria



saccharina. Nesse caso, entretanto, o0 Cd ndo interage diretamente com a enzima in
vivo, mas inibe a sua sintese de novo (KREMER ¢ MARKHAM, 1982).

Em outros processos metabolicos, ao contrario, a capacidade enzimatica
pode ser aumentada significativamente, como resultado da sintese de novo ou pela
ativacdo de enzimas ja presentes, sob niveis elevados de metal pesado (VAN
ASSCHE e CLIJSTERS, 1990). Aumento na atividade da enzima peroxidase ¢
considerado resposta comum das plantas a absor¢do de quantidades toxicas de Cd
(LEE et al., 1976; VAN ASSCHE et al., 1988; OLIVEIRA ¢t al., 1994). Esse efeito,
associado ao aumento da atividade de outras enzimas hidroliticas (ribonuclease,
desoxirribonuclease e fosfatase acida) (LEE et al., 1976), tem sido usado para
caracterizar uma resposta prematura de senescéncia (VAN ASSCHE et al., 1988).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar as diferengas de
tolerancia a metais pesados entre diferentes espécies de plantas. MACNAIR
(1981) sugeriu trés tipos de mecanismos de tolerancia: (1) exclusdo do metal do
protoplasma pela sua ligacdo a parede celular; (2) transporte diferencial através das
membranas celulares; e (3) complexagdo e, ou, conversdao do metal pesado em
espécies de menor toxicidade ou ndo-toxicas.

A tolerancia a metais pesados parece depender, pelo menos em parte, do
decréscimo na absorcdo desses metais, pois o conteudo deles nos tecidos das
plantas tolerantes ¢, invariavelmente, menor do que nos das sensiveis. Isso,
provavelmente, se torna necessario porque, de modo geral, as enzimas citossolicas
das plantas tolerantes sdao tdo sensiveis aos metais pesados quanto as das plantas
sensiveis. Dessa forma, o(s) mecanismo(s) de tolerancia deve(m) incluir um
sistema capaz de manter a atividade quimica do metal pesado no citossol abaixo de
seu limite de toxicidade (ERNST et al., 1992).

Os metais pesados na forma idnica penetram nas raizes e movem-se,
apoplasticamente, num fluxo em massa pelo cortex até a endoderme. Na parede
radial da endoderme de raizes primarias, as estrias de Caspary constituem barreiras
efetivas ao movimento apopléstico desses metais, forcando-os a passar através da
membrana plasmatica (MARSCHNER, 1995).

Diferencas entre variedades ¢, ou, cultivares sensiveis ¢ tolerantes dentro
de uma mesma espécie tém sido atribuidas a diferencas na capacidade da parede
celular em ligar-se a esses metais pesados. A parede celular, por meio de suas

cargas elétricas negativas, adsorve diversos ions, reduzindo os efeitos de metais



pesados e, assim, protegendo o protoplasma (FOSTER, 1977). Entretanto, ndo esta
claro ainda se essa adsor¢ao ¢ suficiente para conferir tolerancia sob condi¢des de
concentracdes potencialmente toxicas. A influéncia da parede celular estd limitada
a uma faixa especifica de concentragdo de cada metal fitotoxico. Dependendo da
concentracdo do metal pesado, a presenga da parede celular parece nao influenciar
na toxicidade do metal. Assim, acima de certa concentragao do metal, a redu¢ao no
crescimento ocorre na mesma propor¢ao, tanto em espécie tolerante como
sensivel, o que parece ser reflexo da saturagdo dos sitios adsortivos da parede
celular (MACFIE et al., 1994). Um fator que pode influenciar a adsor¢do de metais
pesados nas parede celulares € o pH do meio. As cargas negativas da parede celular
sdo dependentes da ioniza¢ao de grupos quimicos de suas moléculas constituintes,
essa ionizagao, por sua vez, depende do pH da solucao circundante (VALLEE e
ULMER, 1972).

Viarios pesquisadores tém relacionado a tolerancia a metais pesados com a
capacidade dos organismos (animais, fungos e plantas) em sintetizar peptidios de
baixo peso molecular que participariam na complexacdo desses metais pesados.
Em animais e fungos sdo produzidas certas proteinas, denominadas
metalotioneinas, que, aparentemente, desempenham papel na desintoxicagdao de
metais pesados na célula. As plantas possuem, também, substancias similares com
capacidade de ligar metais pesados, reduzindo sua toxicidade citoplasmatica
(KNEER e ZENK, 1992), denominadas fitoquelatinas (GRILL et al., 1985). Esses
peptidios sdo ricos em cisteina e podem-se ligar a metais pesados por meio de seus
grupos sulfidrilicos (GRILL et al., 1987). Quimicamente, sdao poli(y-
glutamilcisteinil)glicinas com a estrutura geral (y-Glu-Cys),Gly (n=2-11)
(GEKELER et al., 1989). Essas fitoquelatinas sao sintetizadas a partir da glutationa,
em reacdo catalisada pela y-glutamil-cisteina dipeptidil transpeptidase ou
fitoquelatina sintase. Esta enzima requer a presenga de ions de metais pesados para
sua ativagdo, sendo o Cd** um dos seus principais ativadores (GRILL et al., 1989).
E interessante notar que as diferentes espécies de plantas expostas a metais
pesados essenciais ou nao produzem esses peptidios, ricos em grupos sulfidrilicos,
a partir de um mesmo precursor, que € a glutationa (DE VOS et al., 1992; GRILL et
al., 1989; RUEGSEGGER et al., 1990; RUEGSEGGER e BRUNOLD, 1992).

A glutationa, por sua vez, € sintetizada pela acdo das enzimas sintetase da

y-glutamilcisteina e sintetase da glutationa, com gasto de ATP (RUEGSEGGER et
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al., 1990; STEFFENS, 1990). A glutationa (GSH) ¢ um tripeptidio (y-Glu-Cys-Gly)
que parece estar envolvido em varios processos metabodlicos das células vegetais
(RENNENBERG, 1987, TUKENDORF, 1993). Constitui fonte enddgena de
enxofre reduzido, sendo importante na redugdo, no armazenamento € na
translocacdo do enxofre (SCHMIDT e JAGER, 1992). Desempenha papel na
protecdo de membranas bioldgicas contra a acdo de radicais livres (ALSCHER,
1989) e participa do mecanismo de tolerancia das plantas a vérios poluentes
gasosos (SMITH et al., 1990) e ions de metais pesados (GRILL et al., 1985).

STEFFENS (1990) observou que plantas expostas a niveis toéxicos de Cd
cresciam melhor quando eram supridas com altos niveis de sulfato. Com a maior
absor¢do de S, ele verificou mais intensa assimilagdo de sulfato e, conseqiiente-
mente, maior tolerdncia a altos niveis de metal pesado. Os grupos -SH, além de
importantes em reacdes de oxirreducao na célula, atuam na quelacdo de metais,
suprindo S para formar sulfetos nos complexos fitoquelatina-metal.

Devido a sua capacidade de se ligar a metais pesados, tem sido atribuido as
fitoquelatinas importante papel na homeostase e na desintoxicacdo desses metais
(GRILL et al., 1988; RAUSER, 1990; STEFFENS, 1990). Em diversas espécies, o
aumento na tolerancia a metais pesados tem sido relatado ser devido a elevacao nos
niveis de fitoquelatinas, precedida de aumento da atividade das enzimas envolvidas
em sua biossintese (STEFFENS et al., 1986; JACKSON et al., 1987), ou a uma
producdo mais radpida de moléculas mais longas de fitoquelatinas, que formariam
complexos mais estaveis com os metais pesados (DELHAIZE et al., 1989). Além
disso, aumento na tolerancia tem sido atribuido a acréscimo na incorporagdo de
ions sulfeto no complexo metal-fitoquelatina (REESE e WINGE, 1988; VERKLEIL]
et al., 1990), elevando-se a estabilidade e a quantidade potencial de metal ligado
por unidade de SH-fitoquelatina (STEFFENS, 1990).

A capacidade de a fitoquelatina se ligar ao Cd e a outros metais pesados €
fortemente dependente do pH, uma vez que os grupos sulfidrilicos podem-se
apresentar mais ou menos protonados. No entanto, a dissociacdo do complexo Cd-
fitoquelatina também depende do valor do pH do meio, da espécie de planta e do
tamanho da cadeia peptidica. Deslocamento de cerca de 50% do Cd que estava sob
a forma de complexo ocorreu em pH 4,4 em plantas de repolho e entre pH 5 ¢ 5,8
em plantas de fumo (WAGNER, 1984). HAYASHI et al. (1988) observaram
dissociacao de 50% do metal da glutationa (y-Glu-Cys-Gly), da (y-Glu-Cys),-Gly e
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da (y-Glu-Cys);-Gly, nos valores de pH 6,4, 5,4 e 4,9, respectivamente, indicando
que o aumento no comprimento da cadeia elevou a afinidade de ligagdo do Cd
(HAYASHI e NAKAGAWA, 1988).

O aumento de tolerdncia das plantas ao Cd, entretanto, ndo estd ligado
apenas a producao de fitoquelatinas, mas envolve também o seu giro metabdlico e a
taxa de transporte dos complexos fitoquelatina-Cd através do tonoplasto. Assim,
um sistema mais eficiente de transporte do complexo fitoquelatina-Cd para o
vacuolo resultaria em maior tolerancia das plantas (DE KNECHT et al., 1994).

Segundo VOGELI-LANGE e WAGNER (1990), as fitoquelatinas poderiam
ser consideradas como carregadores de metais pesados para o vactolo e ndo apenas
um sistema para complexacdo puramente citoplasmatico. Isso significa que a
capacidade de complexacgao das fitoquelatinas dependeria do giro metabodlico e nao
apenas de sua concentracdo na célula.

A participacao efetiva de fitoquelatinas nos processos de tolerancia
diferencial a metal pesado, entretanto, tem sido questionada por alguns
pesquisadores. Segundo DE KNECHT et al. (1992), as evidéncias de um papel das
fitoquelatinas nesses processos apresentadas até agora nao sdo convincentes. Em
diversos estudos, as plantas tolerantes ao Cd produziram mais fitoquelatinas que as
sensiveis (STEFFENS et al.,, 1986; JACKSON et al., 1987), dando suporte a
hipotese de participagdo das fitoquelatinas no processo de tolerancia. Entretanto,
em varios outros experimentos, tais diferencas ndo foram observadas (HUANG et
al., 1987; DELHAIZE et al., 1989; VERKLEIJ et al., 1990). Infelizmente, varias
comparacgdes entre plantas tolerantes e sensiveis t€ém sido feitas apos periodos de
exposi¢ao muito longos (semanas) ou sob concentragdes extremamente elevadas.
As aparentes diferencas na quantidade de fitoquelatinas ou na incorporagdao de
sulfeto 1abil podem nao ser boa indicacdo da sensibilidade das plantas expostas ao
Cd.

A producao de grande quantidade desse polipeptidio ligante de metal nao
confere, por si soO, tolerancia das plantas ao metal (JACKSON et al., 1989), mas
parece representar apenas parte do mecanismo de tolerancia. A incorporagdo de
varias moléculas de cisteina nas fitoquelatinas requer aumento na taxa de reducao
assimilatéria do sulfato em plantas expostas ao Cd (RUEGSEGGER et al., 1990).
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A maior parte do S absorvido € transportada para a parte aérea, onde se da a
redugdo, embora algumas espécies sejam capazes de reduzir parte do sulfato em
suas raizes (PATE, 1965).

O sulfato transportado para as células foliares pode ser incorporado em
compostos organicos via rota assimilatoria ou armazenado como sulfato livre nos
vacuolos. O sulfato vacuolar constitui, em alguns casos, at¢ 99% do S total, como
se observou em Lemna minor (SALYSBURY e ROSS, 1992). Além de aumentarem
a absor¢do, as plantas precisam manter elevada a atividade das enzimas sulfurilase
do ATP e adenosina 5’-fosfossulfato sulfotransferase (APSSTase), enzimas
fundamentais no processo de redu¢do assimilatoria do sulfato.

O primeiro passo na assimilagdo do S € a ativagdo do ion SO;™ por reagio
com o ATP. Nessa rea¢do, a enzima sulfurilase do ATP catalisa a substitui¢ao de
dois grupos fosfatos do ATP por um grupo sulfuril, formando adenosina
fosfossulfato (APS) e pirofosfato. Em seguida, a enzima APSSTase catalisa a
transferéncia do sulfato do APS para a glutationa-SH, formando a
glutationa— S — SO, . Segue-se a transferéncia de elétrons da ferredoxina para a
reducao do grupo tiossulfato e a incorporagdo/assimilagao do grupo —SH a orto-
acetil serina, resultando em acetato e cisteina. A cisteina, como primeiro produto
estavel formado, atua como precursor da sintese de todos os outros compostos
organicos sulfurados, sendo essencial para a sintese de proteinas (MARSCHNER,
1995).

A enzima sulfurilase do ATP, como descrito anteriormente, catalisa a
primeira reagao do processo de assimilacdo do sulfato inorganico (ADAMS e
JOHNSON, 1968). Essa enzima ¢ amplamente distribuida na natureza e parece ser
formada por um dimero assimétrico de 57 kD por subunidade (OSSLUND et al.,
1982). A atividade da enzima ¢ regulada tanto pela nutri¢do do S quanto do N. A
sulfurilase do ATP ¢ reprimida quando existe S suficiente para suportar um
crescimento 6timo, sendo desreprimida quando o S se torna limitante para o
crescimento (REUVENY e FILNER, 1977). Dessa forma, a assimilagdo do S
estaria sujeita a dois tipos de controle: um mecanismo de controle negativo, em
que o produto final, possivelmente um composto contendo S reduzido, atuaria no
sentido de reprimir a sintese da enzima; e um mecanismo de controle positivo, em
que os produtos da assimilagdo do N atuariam na desrepressao da sintese da enzima
sulfurilase do ATP (REUVENY e FILNER, 1977; ZINK, 1984).
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Recentemente, DE KNECHT et al. (1995) demonstraram uma relacao
direta entre a atividade da sulfurilase do ATP ¢ o aumento na concentracao de
fitoquelatinas, em plantas expostas a metais pesados.

Intensa sintese de fitoquelatinas provocada pela presenga de metal pesado
no meio de cultivo requerera, provavelmente, grandes quantidades de cisteina para
sustentar sua biossintese (STEFFENS, 1990), tornando-se imperativo o suprimento
adequado de sulfato para as plantas. Espera-se que haja, portanto, intima relacao
entre absorcao, reducdo e incorporagdo de enxofre e tolerancia das plantas a metais
pesados, assumindo que as fitoquelatinas sejam importantes componentes do

complexo mecanismo de tolerancia das plantas a metais pesados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao e adaptacao das plantas

Plantas aquaticas das espécies Eichhornia crassipes (Mart.) Solms e
Salvinia auriculata Aubl. foram coletadas na Estacdo de Piscicultura e na lagoa do
Belvedere da Universidade Federal de Vigosa, respectivamente, por serem locais
que nado recebem qualquer despejo de residuos laboratoriais ou de animais em
criacdo. Elas foram selecionadas quanto a uniformidade de tamanho e aspectos das
folhas e raizes, lavadas por 1 min em solucdo de hipoclorito de sddio 1% (v/v) e
em agua corrente e mantidas por 24 horas em agua desmineralizada, antes de
qualquer tratamento. Apds esse periodo, foram transferidas para recipientes de
polietileno (0,35 % 0,30 x0,17 m) com 10 L de solu¢dao nutritiva de Hoagland,
com 1/5 da forga i6nica original, pH 7, e colocadas em sala de cresci-mento com
temperatura e luminosidade controladas (25 +2°C, 230 UE s™ m?), sob fotoperiodo
de 16 horas, onde permaneceram por trés dias, tendo a solucdo nutritiva sido

trocada diariamente.
3.2. Escolha da solucio nutritiva
A escolha da solugdo nutritiva utilizada nos diversos experimentos foi feita

pela comparagdo de dois tipos de solugdes nutritivas comumente recomendadas: a
de HOAGLAND e ARNON (1950) e a de CLARK (1975). Em um primeiro ensaio
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foram utilizadas as solugdes conforme recomendadas por esses autores, com 1/5
da forga i6nica original e pH ajustado para 7,0. As solugdes nutritivas, apos a

diluicdo, apresentavam as seguintes concentragdes de nutrientes:

* Solucio de Hoagland e Arnon

N-NO,=28;, N-NH;=0,2; P=0,2; K=1,2; Ca=0,8; Mg=0,4;
S=0,4 (mmolL"); Mn=138; Zn=0,16; Cu=0,06; B=9,3;
Mo = 0,02; e Fe = 6,4 (umol L ™).

* Solucao de Clark

N-NO,=14;, N-NH;=0,18; P=0,01, K=036; Ca=0,52;
Mg=0,12; S=0,1 (mmolL"); Mn=1,4; Zn=04; Cu=0,1; B=3.8;
Mo =0,12; e Fe = 7,6 (umol L™).

No segundo ensaio, essas mesmas solugdes foram comparadas, tendo,
nesse caso, todo o N sido fornecido na forma de nitrato. Nos dois ensaios foram
colocadas plantas em numero suficiente para se atingir uma massa fresca de
aproximadamente 10 g por vaso contendo 500 mL de solugdo nutritiva. As
determinag¢des de pH, ap6s a homogeneizacao da solugdo, foram realizadas com a
utilizacdo de potenciometro, sendo uma no inicio dos ensaios e as demais em
intervalos de 6 h até completar 24 h.

Ambos os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com parcela dividida, no esquema fatorial 2 X2 x3 (espécies

vegetais X solugdes nutritivas X repeticoes).

3.3. Efeito do cadmio sobre a taxa de crescimento relativo

Apo0s o periodo de adaptacao, conforme descrito em 3.1, determinou-se o
peso da matéria fresca inicial, sendo as plantas imediatamente transferidas para
vasos de polietileno com 2 L da solugdo nutritiva anteriormente selecionada (item
3.2), ou seja, solugdo nutritiva de HOAGLAND e ARNON (1950) com 1/5 da forga

16nica, em pH 7, com todo o nitrogénio fornecido na forma de nitrato, contendo ou
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ndo Cd na forma de Cd(NOs),.4H,0, nas seguintes concentragdes (em pUmol L™): 0;
1,0; 2,5; 5,0; 10,0; e 20,0. As plantas foram selecionadas de modo que o peso da
matéria fresca em cada vaso fosse aproximadamente o mesmo. O peso de matéria
seca inicial foi estimado a partir de amostras de plantas tomadas do mesmo lote
daquelas utilizadas no experimento.

No quinto dia a partir do inicio dos tratamentos, a solucdo nutritiva foi
trocada e, no décimo dia, o material vegetal foi colhido. As plantas foram lavadas
em 4agua corrente por 1 min, em solugdo de HCI 0,1 mol L' por 1 min e, em
seguida, enxaguadas em agua desmineralizada por 1 min. Apds a elimina¢ao do
excesso de agua com papel absorvente, foram determinados os pesos de matéria
fresca das raizes e da parte aérea.

O material vegetal foi, entdo, colocado para secar em estufa convencional
a 80°C até a obtencdo de peso seco constante. Apds determinagdo do peso de
matéria seca, o material vegetal foi moido num almofariz elétrico (compartimento
de moagem em acgo inox) por 3 min, a fim de se obter um produto com textura
bastante fina. Esse material foi submetido a mineralizagdo por via imida, usando-se
uma mistura nitrico-perclorica (ALLAN, 1969). As concentragdes de cadmio nos
extratos minerais foram, entdo, determinadas por espectrofotometria de absorgao
atomica (PULIDO et al., 1966).

As taxas de crescimento relativo do sistema radicular e da parte aérea

foram calculadas, utilizando-se a equacao proposta por HUNT (1978):
Rw = (InW, - InW,)x1.000/(¢, - ¢,)
em que

Rw = taxa de crescimento relativo, em termos de matéria seca,

no periodo experimental (mg g’ dia’);

InW, e InW, = logaritmo neperiano do peso da matéria seca no final e no

inicio do experimento, respectivamente; €

t—to duragao do experimento (dias).
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O experimento foi montado no delineamento de blocos ao acaso, em um
total de quatro blocos, dentro do esquema fatorial 2 x 6 x4 (espécies vegetais x

niveis de Cd x blocos).

3.4. Determinacao do cadmio adsorvido e absorvido

Plantas das duas espécies, apos o periodo de adaptacao de trés dias, foram
lavadas e enxaguadas com 4agua desmineralizada por 5 min e, em seguida,
transferidas para vasos de polietileno com 500 mL de solugdo nutritiva de
HOAGLAND e ARNON (1950) com 1/5 da forga i6nica, em pH 7, com todo o
nitrogénio fornecido na forma de nitrato, sem calcio, contendo Cd nas
concentragdes de 5 ¢ 10 pmoles L', onde permaneceram por 30 min. Apds esse
periodo, as plantas foram retiradas e lavadas em dgua desmineralizada, sob agitacao
magnética por 30 segundos, e, entdo, transferidas para vasos contendo 500 mL de
solugdo 1,25 mmol L™ de Ca(NOs),. A solugio de Ca foi substituida, a cada 10 min,
por um periodo de 60 min. As solugdes coletadas a cada 10 min foram
concentradas em evaporador rotativo a 80°C, sendo as concentragdes de Cd, entdo,
determinadas por espectrofotometria de absor¢do atomica.

Ao final do periodo de dessorcao, as plantas foram lavadas, separadas em
parte aérea e sistema radicular ¢ secadas em estufa convencional a 80°C até a
obtencao de peso seco constante, sendo determinada a quantidade de Cd absorvida,
conforme descrito no procedimento analitico do item 3.3.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, em esquema

fatorial com trés blocos 2 x 2 x 6 (2 espécies x 2 concentragdes de Cd x 3 blocos).

3.5. Cinética de absorcao de cadmio

A cinética de absor¢ao de cadmio foi determinada sob duas formas de
exposicao das plantas ao cddmio. Plantas de aguapé e de salvinia, apos o periodo de
adaptacao de trés dias, foram transferidas para vasos de polietileno contendo 1 L de
solugdo nutritiva de HOAGLAND e ARNON (1950) com 1/5 da for¢a i6nica, em
pH 7, com todo o nitrogénio fornecido na forma de nitrato, com ou sem Cd na
concentra¢do de 5 pmoles L™, na forma de Cd(NO;),.4H,0, permitindo-se ou ndo o

contato das folhas com a solugdo nutritiva. Essas plantas foram mantidas em
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ambiente com temperatura e luminosidade controladas (25 +2°C, 230 UE s m?)
durante o ensaio de absorcdo de Cd. Aliquotas de 1 mL de cada vaso foram
retiradas, inicialmente, de 15 em 15 min durante a primeira hora e de 30 em 30 min
durante a segunda hora e, em seguida, de hora em hora até que a concentracao de Cd
da soluc¢do nutritiva se estabilizasse.

Ao final do ensaio, foram medidos os volumes das solucdes nutritivas
restantes e as plantas foram lavadas sucessivamente em dagua de torneira,
HC1 0,1 mol L' e em 4gua desmineralizada, por 1 min em cada etapa, e divididas
em raiz e parte aérea para determinacdo do peso de matéria seca, como
anteriormente descrito.

As concentragdes de Cd nas aliquotas coletadas foram, entdo,
determinadas por espectrofotometria de absor¢do atdmica, sendo os dados obtidos
utilizados para estimar os parametros cinéticos Km e Vmax por aproximacao
grafico-matematica, conforme sugerido por RUIZ (1985). O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, num total de quatro blocos, no fatorial

2 x 2 x4 (2 espécies x 2 formas de exposi¢do X 4 blocos).

3.6. Acumulo e distribuicdo de cadmio

Plantas das duas espécies, apos o periodo de adaptacao de trés dias, foram
transferidas para vasos de polietileno contendo 2 L de solu¢do nutritiva de
HOAGLAND e ARNON (1950) com 1/5 da for¢a i6nica, em pH 7, com todo o
nitrogénio fornecido na forma de nitrato e submetidas ao tratamento com Cd na
concentracdo de 5 pumoles L', por periodos de 12 horas, 3, 5 e 10 dias, tendo a
solucao nutritiva sido trocada diariamente, a fim de manter constante o valor de pH
e a concentracao de Cd.

Em outro experimento, as plantas foram expostas a solu¢des de cadmio
nas concentragdes de 1 e de 5 pmoles L™, por periodo de trés dias, impedindo-se
ou ndo que as folhas das duas espécies tivessem contato direto com a solucao
nutritiva.

Nos dois experimentos, transcorrido o periodo de exposigao, procedeu-se
a coleta do material vegetal. As plantas foram lavadas por 1 min em 4gua corrente,
em seguida por 1 min em solu¢do de HCI 0,1 mol L' e finalmente em 4gua

desmineralizada por 1 min. As plantas foram divididas em raizes e parte aérea e
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secadas em estufa a 80°C até peso constante, sendo determinados os pesos de
matéria seca.

As raizes e parte aérea foram maceradas em almofariz de porcelana apds a
aplicag¢do de nitrogénio liquido e, novamente, levadas a estufa a 80°C. Amostras de
matéria seca (aproximadamente 100 mg cada) foram digeridas num meio
constituido de 3 mL de HNO; concentrado e 1 mL de H,O, a 30% (p/v), em forno
de microondas, conforme a seguinte programacao: 7 min a 850 W, 3 min a 500 W,
2 min a 250 W e 10 min a 0 W. Esse procedimento foi realizado por duas vezes
para garantir a digestao total do material organico. A seguir, o material digerido foi
transferido para balao volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com agua
desmineralizada. A concentracdo de Cd nas amostras foi, entdo, determinado em
um espectrofotdmetro de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-AES).

Os experimentos seguiram o delineamento inteiramente casualisado, com
trés repeticdes por tratamento, segundo os esquemas fatoriais 2x 4 x3 (duas
espécies X quatro tempos de exposicdo X trés repeticdes) e 2%x2 x2 X3 (duas
espécies X dois niveis de Cd x duas formas de exposi¢cdo X trés repetigdes), nos

experimentos 1 e 2, respectivamente.
3.7. Efeito do cadmio sobre a absorc¢ao e a assimilacio de enxofre
3.7.1. Cinética de absorc¢ao de enxofre

Plantas das duas espécies, apds o periodo de adaptacdo, foram expostas a
solugdes de Cd nas concentragdes de 0 e 5 pmoles L', durante trés dias, em vasos
contendo 500 mL de solugao nutritiva de HOAGLAND e ARNON (1950) com 1/5
da forca i6nica, em pH 7, com todo o nitrogénio fornecido na forma de nitrato.
Vinte e quatro horas antes do ensaio de exaustdo, a solu¢ao nutritiva passou a ser
renovada de seis em seis horas, mudando-se a concentracdo de sulfato para 5
pumoles L'. No momento do ensaio propriamente dito, renovou-se novamente a
solu¢do nutritiva e metade das plantas recebeu tratamento com solu¢do de 5
umoles L' de Cd, adicionando-se, em seguida, 1 mL de solugio de N6123SSO4 com
atividade de 0,042 MBq mL™" a todos os vasos. O ensaio de esgotamento do sulfato

da solucdo nutritiva foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
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CLAASSEN e BARBER (1974). Ap6s a introducao das plantas na solugdo de
absor¢do, passou-se a coletar aliquotas de 1 mL de cada vaso, a intervalos de 15
min na primeira hora e 30 min na segunda hora e, a partir dai, a cada 60 min até que
houvesse equilibrio entre o influxo e o efluxo do anion sulfato. A quantidade de
radioatividade em cada aliquota, apds adicdo de 10 mL do coquetel de cintilagao
liquida, constituido de difenil oxaxol (PPO) (5 g L"), naftaleno (100 gL") e
dioxano (q.s.q. I L), foi, entdo, determinada em espectrometro beta de cintilagdao
liquida Beckman, modelo LS 6500. Ap6s o término do experimento, as raizes das
plantas foram destacadas, lavadas com agua destilada e secadas em estufa a 80°C,
até peso constante, para determinagao do peso da matéria seca. De posse desses
dados, estimaram-se os valores das constantes cinéticas Km e Vmax, mediante a
aproximac¢do grafico-matematica sugerida por RUIZ (1985). Os valores de Vmax
foram expressos com base no peso de matéria seca das raizes. O delineamento
experimental foi o modelo inteiramente casualisado, no fatorial 2 X2 x 2 x 3 (duas

espécies X dois meios de cultivo % dois meios de absor¢ao X trés repetigcoes).
3.7.2. Determinacio da atividade da enzima sulfurilase do ATP

Plantas das duas espécies, ap6s o periodo de adaptacao de trés dias, foram
transferidas para vasos de polietileno contendo 2 L de solu¢do nutritiva de
HOAGLAND e ARNON (1950) com 1/5 da forca i6nica, em pH 7, e com todo o
nitrogénio fornecido na forma de nitrato e submetidas a cadmio na concentragao de
5 pmoles L' por periodo de trés dias, tendo a solugdo nutritiva sido trocada
diariamente.

A enzima sulfurilase do ATP foi extraida segundo metodologia descrita
por SCHMUTZ e BRUNOLD (1982), com algumas modificacdes. Amostrasde 1 g
de peso de matéria fresca (folha ou raiz) foram colocadas em almofariz de
porcelana gelado e homogeneizadas em nitrogénio liquido. Em seguida, foram
adicionados 10 mL de tampdo Tris-HC1 0,1 mol L™, pH 8, contendo MgCl, 2 mmol
L', KC1 0,1 mol L' ¢ DTE (ditioeritritol) 10 mmol L', acrescidos de 0,1 mg de
PSMF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e 50 mg de BSA (soroalbumina bovina). O
homogenato foi filtrado através de quatro camadas de gaze e centrifugado a 10.000
g durante 15 min a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado para avaliacao da atividade

da enzima.
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A atividade da sulfurilase do ATP foi determinada com base na
metodologia descrita por ADAMS e JOHNSON (1968), com algumas
modificagdes. A 0,8 mL do meio de reagdao contendo 10 pmoles de MgCl,,
100 pmoles de solucdo-tampao Tris-HCI, pH 8,0, 2,5 pmoles de pCMB (p-
cloromercuribenzoato) e duas unidades de pirofosfatase foi adicionado 0,2 mL do
extrato enzimatico, seguido de incubag¢do a 37°C durante 5 min. Em seguida,
adicionaram-se ao meio reagente 0,5 mL de solucdo contendo 20 pmoles de
Na,MoO, (ou 40 pmoles de NaCl, no caso do branco) e 10 pmoles de ATP, sendo
feita nova incubagdo a 37°C. Apo6s 20 min, paralisou-se a reagdo com a adi¢ao de 1
mL de acido tricloroacético 10% (p/v) gelado. Apos centrifugacao a 5.000 g
durante 10 min a 4°C, pipetou-se uma aliquota de 0,2 mL do sobrenadante, a qual
foi adicionada ao meio reagente contendo 2,4 mL de H,O desmineralizada, 2 mL de
solu¢do de molibdato de amoénio 1% em H,SO4 1 mol L' e 0,4 mL de solucdo do
reagente de Fiske e Subbarow. A reacdo foi mantida por 30 min, a 37°C, no escuro,
sendo em seguida determinada a absorvancia em 660 nm.

O delineamento experimental foi o modelo inteiramente casualisado, no

fatorial 2 x 2 x 3 (duas espécies % dois niveis de Cd X trés repeticoes).

3.7.3. Determinacido de compostos tiolados

3.7.3.1. Extracao e determinacido da concentracio de compostos tiolados

totais

As plantas das duas espécies, conforme relatado no item 3.7.3, foram
submetidas aos tratamentos em solug¢do nutritiva contendo ou nao Cd na
concentragio de 5 pmoles L™, durante trés dias. Ao final do experimento, as plantas
foram lavadas sucessivamente em 4gua corrente, HCl 0,1 mol L’ 4gua
desmineralizada e secadas em papel absorvente, sendo, entdo, determinado o peso
da matéria fresca. Os tecidos foram imediatamente congelados em N, liquido e

mantidos a cerca de -20°C at¢ a realizagdo da etapa de extragdo.
Um grama de matéria fresca de cada parte da planta foi homogeneizado em

almofariz de porcelana, em N, liquido, adicionando-se a seguir, nesse recipiente, 5

mL de solu¢do contendo Tris-HCI 20 mmoles L', pH 8,0, sacarose 0,25 mol L™,
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ascorbato 1% (p/v) e 0,1 g de PVP (polivinilpirrolidona) (DING, 1994). Apds a
filtracdo através de quatro camadas de gaze e a centrifugacdo do homogenato a
10.000 g por 10 min a 4°C (MEUWLY e RAUSER, 1992), retirou-se uma aliquota
de 1 mL do sobrenadante, a qual foram acrescentados 2 mL do reagente de Ellman
(OBATA e UMEBAYASHI, 1986), constituido de DTNB [4cido 5,5’-ditio-bis (2-
nitrobenzoéico)] 0,375 mmol L' e solucdo-tampio fosfato 0,5 mol L (pH final
7,5). A concentragao de tidis soluveis totais foi determinada ap6s 15 min, a 37°C,
com base na absorvancia medida no comprimento de onda de 412 nm, utilizando-se
uma curva-padrao de cisteina (OBATA e UMEBAYASHI, 1993). O experimento foi
montado num delineamento inteiramente casualisado, no fatorial 2x 2 X 3 (duas

espécies x dois niveis de Cd X trés repeti¢des).

3.7.3.2. Extracio e determinacdo das concentrac¢des de cisteina, y-glutamil-

cisteina e glutationa

A extracdo de tidis para determinacdo dos teores de cisteina, Y-
glutamilcisteina e glutationa seguiu o procedimento preconizado por DING (1994),
modificado pela adicdo de PVP ao meio de extragdo. Cinco gramas de matéria
vegetal fresca foram homogeneizados em 10,0 mL de solucao contendo Tris-HCI
20 mmoles L, pH 8,0, sacarose 0,25 mol L, ascorbato 1% (p/v) ¢ 0,5 g de PVP,
em almofariz gelado. O homogenato foi filtrado por meio de quatro camadas de
gaze e centrifugado a 22.000 g por uma hora, a 4°C. O sobrenadante foi
imediatamente congelado em N, liquido e mantido a -20°C até a realizacdo das
determinacoes.

Para quantificacdo de cisteina livre, y-glutamilcisteina e glutationa, uma
aliquota de 80 PL do extrato bruto foi reduzida pela acao de 130 pL de CHES
[4cido 2(N-ciclohexilamino)-etanossulfonico] 0,1 mol L' (pH 9,3) ¢ 5 UL de DTT
(ditiotreitol) 40 mmoles L' por 20 min, & temperatura ambiente. Os ti6is foram
derivatizados em ambiente escuro pela adicao de 20 YL de monobromobimano 30
mmoles L' em acetonitrila por 15 min, 4 temperatura ambiente. A reagdo foi
paralisada pela adi¢ao de 165 PL de acido metanossulfonico 0,25% (v/v), seguida
por centrifugagdo a 6.000 g por 15 min. Aliquotas de 100 PL dos derivados bimano
de cisteina, y-glutamilcisteina e glutationa foram separadas por cromatografia

liquida de alta “performance” (HPLC), em coluna de fase reversa BondpakTM C18

23



10 pm (4,6 X250 mm) (“Waters Associates”), acoplada a uma pré-coluna. A
eluigdo foi feita com acido acético 0,25% (v/v) em agua (pH 3,9) contendo
metanol 11,5% (v/v), com gradiente de 0 a 10% de acetonitrila em acido
trifluoroacético 0,1% (v/v) por 20 min; o fluxo foi de 1 mL min’, & temperatura
ambiente. Apds eluicdo por 20 min, a coluna foi lavada, aumentando-se a
concentragdao de acetonitrila para 100% (v/v) em 10 min, mantendo-se também
essa concentragdo na coluna por mais 10 min antes de retornar as condigdes
iniciais. Apds 15 min de equilibrio, a préxima amostra foi injetada.

Misturas de cisteina, Y-glutamilcisteina e glutationa, em vérias
concentragdes, tiveram o mesmo tratamento de redugdo e derivatizagdo ¢ foram
usadas como padrao para determinagao dos seus teores nas amostras.

Os produtos derivatizados foram detectados fluorimetricamente em
comprimento de onda > 425 nm, apos excitacdo a 360 nm (MEUWLY e RAUSER,
1992).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualisado, no

fatorial 2 x 2 x 3 (duas espécies % dois niveis de Cd X trés repeti¢des).

3.7.3.3. Extrac¢ao e determinacio de compostos complexantes de Cd

Este procedimento de extracdo foi realizado segundo FUJITA (1986),
homogeneizando-se 5 g de matéria vegetal fresca em 30 mL de uma solugdo
contendo Tris-HCI 20 mmoles L™, pH 8, sacarose 0,25 mol L, ascorbato 1% (p/v)
e 0,5 g de PVP, em almofariz gelado. O homogenato foi filtrado por meio de
quatro camadas de gaze e centrifugado a 22.000 g por uma hora, a 4°C. O
sobrenadante obtido foi aplicado em coluna DEAE-celulose (2 X9 cm) pré-
equilibrada com solugdo-tampdo Tris-HCI 10 mmoles L', pH 8, a qual foi lavada
com 90 mL desta solucdo. Em seguida, o complexo foi eluido com 90 mL dessa
mesma solugido-tampao, porém contendo KCI 0,2 mol L, seguido da aplicagdo de
mais 90 mL do mesmo tampao contendo KC1 0,4 mol L. Fragdes de 3 mL foram
coletadas e analisadas para determinar a concentragdo de Cd, por
espectrofotometria de absor¢do atdmica, sendo a absorvancia determinada,
também, a 265 ¢ 280 nm. Fracoes ricas em Cd e com alta relacdo Acss/Aggy nNm

foram identificadas como contendo o complexo ligante de Cd (FUJITA, 1986).
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O perfil de elui¢do do ion Cd** livre foi determinado, também, aplicando-
se solugdo-padrao de Cd a mesma coluna, sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualisado, no

fatorial 2 x 2 x 3 (duas espécies x dois niveis de Cd X trés repeti¢des).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Escolha da solucio nutritiva

As solugdes nutritivas de HOAGLAND e ARNON (1950) e de CLARK
(1975) apresentam relagdo i6nica NO; / NH; de 14:1 e 7:1, respectivamente.
Essa relacdo ¢ considerada importante componente na manutencdo do pH das
solucdes nutritivas, uma vez que a absor¢do de ions NO; resulta na liberacao de
ions OH™ ou consumo de ions H e a de ions NH, , na liberagdo de ions H'
(RAVEN, 1986).

Nas duas solucdes nutritivas utilizadas, observou-se decréscimo rapido e
acentuado do pH, quer estivesse sendo cultivado aguapé ou salvinia (Figura 1). Nos
vasos com plantas de aguapé, o pH da solugdo nutritiva decresceu de 7 para 4,3, nas
duas solugdes, num periodo de 24 horas. O decréscimo de pH nas solucdes com
plantas de salvinia foi ainda mais pronunciado, praticamente atingindo o equilibrio
ap6s 12 horas e com valores finais de pH de 4,6 e 4,5, nas solugdes de Hoagland e
de Clark, respectivamente, apos o periodo de 24 horas. Nas duas espécies,
observou-se decréscimo de pH inicial mais rapido na solucao de Clark, mas que se
igualava a da solucao de Hoagland ap6s 24 horas. O decréscimo mais acentuado do
pH ocorreu nas primeiras seis horas, nas duas solugdes e espécies de plantas,
tendendo a estabilizagdo apds 24 horas e atingindo praticamente a estabilizagao

depois de 48 horas (dados nao apresentados).
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Aguapé

¥, =7,00-0396" VX -0,034°X R>=092

Y, =7,00-0,748 VX +0,040' X

Salvinia

Y =7,00-0,851"/X +0,071'X R® =0,98

T 6 ¥, =7,00-1,383"[X +0,176' X R*=098

4 T T T
0 6 12 18 24
Tempo (h)

Figura 1 - Decréscimo do pH nas solug¢des nutritivas de Hoagland ¢ Arnon (+) e
de Clark (e) em fun¢do do tempo, em cultivo de plantas de aguap¢ e
salvinia.
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Num segundo experimento, em que as solu¢des nutritivas foram
modificadas de modo a fornecer todo o nitrogénio na forma de nitrato, o
decréscimo de pH foi bem menos acentuado, principalmente no caso da salvinia
(Figura 2). O decréscimo nos valores de pH na solugdo de Hoagland, no periodo
sob andlise, foi sempre menor do que aquele na solug¢do de Clark, tanto em cultivo
com aguap¢ quanto com salvinia.

Como se pode observar na Figura 2, a modificagdo da composicao quimica
da solucdo de Hoagland e Arnon, que apresentava relagdo de ions NO; / NH; de
14:1, para conter apenas ions NO, , resultou em menor decréscimo de pH ao longo
do periodo de cultivo. Isso aconteceu porque cerca de 70% dos cations e anions
absorvidos pelas plantas foram representados por NH, ou NO; (VAN
BEUSICHEM et al., 1988). Assim, em principio, plantas supridas com NH,
caracterizam-se por apresentar alta relacdo cation-anion, ao contrario de plantas
supridas com NO,, que apresentam alta relacdo anion-cation. No primeiro caso, o
excesso de cations ¢ compensado por um aumento na excre¢ao de protons em
razdo aproximadamente eqiiimolar a quantidade absorvida de fons NH,
(MARSCHNER et al., 1991; RAVEN, 1986). No segundo caso, ao contrario,
durante a assimilagdo de ions NO, ocorre producdo aproximadamente eqiiimolar
de fons OH™ ou consumo de ions H' do meio externo (RAVEN, 1986).

Virios trabalhos tém demonstrado que o pH exerce influéncia
determinante na absorcao de Cd pelas plantas, conforme relatado por HATCH et al.
(1988) em quatro espécies vegetais. FETT et al. (1994), analisando o efeito do pH
sobre a absor¢do de Cd por plantas de aguapé, concluiram que em pH 7 ocorriam as
maiores taxas de acimulo de Cd e, em razdo disso, optou-se por manter o pH
proximo a esse valor no decorrer do experimento, utilizando a solucao nutritiva
modificada de Hoagland e Arnon durante o desenvolvimento dos experimentos,

uma vez que o decréscimo de pH foi menos pronunciado nessa solugao nutritiva.
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Aguapé

7 4

Y, =7,00-0,542"JX +0056' X  R*=092

¥, =7,00-0,965"VX +0,106 X R =089 1

Salvinia

¥, =7,00-0,335" VX +0,044' X R> =097

A

Z 61
5 ¥, =7,00-0914"JX +0139" X R =095
4 T ' :
0 6 12 18 24

Tempo (h)

Figura 2 - Decréscimo do pH nas solugdes nutritivas modificadas de Hoagland
e Arnon (+) e de Clark (o) em funcdo do tempo, em cultivo de plantas
de aguapé e salvinia.

4.2. Sintomas externos de toxidez do Cd
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Em baixas concentragdes de Cd, as plantas de aguapé nio apresentaram
sintomas de toxidez ou qualquer outra indicagdo de que o metabolismo estivesse
sendo alterado. Os sintomas de toxidez mais comumente observados nas
concentracdes mais elevadas foram acimulo de antocianinas nos peciolos e
estoloes, clorose internerval das folhas e escurecimento acentuado das raizes.
Além disso, observou-se reducdo na emissdo de novas raizes e folhas, nas
concentragdes de 10 e 20 pmoles L' de Cd. Esse sintoma, entretanto, ndo foi
considerado especifico para o Cd, uma vez que varias deficiéncias minerais podem
resultar nesse mesmo tipo de injuria (NEWMAN e HALLER, 1988).

Em salvinia, o escurecimento de folhas e “raizes” e a inibi¢ao da formacao
de novas plantas tornaram-se facilmente visiveis a partir do segundo dia nas
concentragdes de 10 e 20 pmoles L' de Cd e, a partir do quinto dia, na
concentragdo de 1 pmol L' de Cd. Altas concentragdes de Cd no sistema radicular
influenciaram nao somente o modo de crescimento radicular, como também
afetaram a morfologia (raio médio, coloracdo e desenvolvimento de pélos
radiculares) e a arquitetura radicular (nimero e comprimento de raizes laterais), o
que levou a inibicdo do crescimento e ao engrossamento e encurtamento das raizes
(BRECKLE, 1991). Os sintomas de toxidez observados decorreram,
possivelmente, de alteragdes em nivel de ultra-estrutura, conforme observados por
GUPTA e DEVI (1992), caracterizadas por rompimento da membrana plasmatica
devido a perda de elasticidade e a deposicdo de material opaco ao longo da lamela
média. O rompimento da membrana plasmatica parece ser um dos mais importantes
fatores, uma vez que a membrana atua como barreira regulatéria para o transporte
de moléculas vitais, sendo este o primeiro alvo de fitotoxicidade do Cd (GUPTA e
DEVI, 1992).

Sintomas similares de toxidez do Cd foram também relatados por
NUSSBAUM et al. (1988) em plantas de milho, cujas raizes apresentaram

escurecimento e perda de flexibilidade, quebrando-se facilmente.
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4.3. Efeito do Cd sobre a taxa de crescimento relativo

A taxa de crescimento relativo decresceu com o aumento da concentracao
de Cd na solugd@o nutritiva nas duas partes das plantas das duas espécies analisadas
(Figura 3). A anélise da correlagdo das concentragdes de Cd na raiz e na parte aérea,
com as respectivas taxas de crescimento relativo, apresentou os seguintes
coeficientes: -0,91 e -0,81, respectivamente para raiz e parte aérea de aguapé, e -
0,72 e -0,78 para raiz e parte aérea de salvinia, respectivamente. Esses dados
indicaram que a reducao da taxa de crescimento relativo se deveu a toxicidade do
Cd nesses tecidos vegetais. As plantas de aguapé apresentaram tolerancia ao Cd
significativamente maior do que as plantas de salvinia, em termos da reducao da
taxa de crescimento relativo. Na concentragdo de 2,5 pmoles L' de Cd, a reducdo
no crescimento relativo foi de 22% nas raizes e 18% na parte aérea de aguapé,
enquanto em salvinia atingiu redugdes de 71% nas “raizes” e 46% nas folhas,
evidenciando sua maior sensibilidade ao Cd. Apesar de o Cd ter afetado mais
pronunciadamente o crescimento relativo das raizes, os sintomas de toxidez foram
mais evidentes na parte aérea, principalmente nas plantas de salvinia. A raiz,
possivelmente por constituir a parte da planta que esta diretamente em contato com
o metal pesado, sofreu mais intensamente os efeitos toxicos do Cd sobre a taxa de
crescimento relativo nas duas espécies de plantas aquaticas, especialmente em
concentracdes mais baixas. Em concentragdes mais elevadas, esse padrdo
permaneceu em aguapé€, mas em salvinia os decréscimos na taxa de crescimento
relativo foram idénticos nas duas partes desta planta.

As plantas de aguapé retiveram o Cd nas suas raizes em concentragdes bem
mais elevadas que em suas folhas, o que pode explicar a maior diminui¢do na taxa
de crescimento relativo nessa parte da planta. Em salvinia, também a taxa de
crescimento relativo foi menor nas raizes do que na parte aérea, mas as diferencas
entre as partes da planta ndo foram tao intensas quanto em aguapé, talvez porque as
folhas, devido a grande superficie de contato com a solu¢do, podem absorver
quantidades significativas de Cd.

Acima da concentragdo de 5 pmoles L' de Cd, as plantas de salvinia

apresentaram decréscimo significativo da capacidade de sobrevivéncia, com a
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morte de cerca de 60% das plantas na concentracdo de 10 pmoles L' e morte de

todas elas a 20 pmoles L™ de Cd.
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Aspectos relacionados a diferenciagdo dessas espécies de plantas quanto a
tolerancia ao Cd devem ser analisados com cautela, uma vez que as plantas
apresentam muitas diferengcas anatomico-morfolégicas que podem levar a
conclusdes que nao exprimem a realidade dos aspectos da tolerancia diferencial.

A concentracdo de Cd elevou tanto na parte aérea como no sistema
radicular, a medida que se aumentou a concentra¢dao do ion na solucao nutritiva, nas
duas espécies de plantas (Figura 4). A concentragdao de Cd no sistema radicular de
ambas as espécies foi sempre maior do que na parte aérea, embora essa diferencga
fosse decrescendo com o aumento da concentragao do ion a partir de 10 pmoles L
' no meio de cultivo, especialmente em aguapé. Em salvinia, essa diferenca se
manteve até a concentragdo mais elevada estudada. Em concentragdes mais
elevadas de Cd (10 a 20 pmoles L"), ao que tudo indica, parece ter ocorrido
saturagdo dos sitios de ligagdo desse metal nas raizes de aguapé, uma vez que a
concentracdo de Cd nas raizes desta planta tendeu a estabilizacdo. Na parte aérea,
ndo se observou tendéncia a estabiliza¢do, mesmo na dose de 20 pmoles L™ de Cd.
Nas concentragdes de 10 e 20 pmoles L™ foram visiveis sintomas de toxicidade do
Cd nas folhas das plantas de aguapé e pareceu ocorrer aumento na translocagao do
Cd absorvido pelas raizes para a parte derea, passando a relacdo Cd na parte
aérea/Cd na raiz de 0,12 para 0,49 quando a concentragdo de Cd na solugdo nutritiva
passou de 1 para 20 pmoles L™

Em plantas de salvinia, entretanto, a concentracdo de Cd elevou-se
continuamente com o aumento das concentragdes de Cd na solucdo de cultivo,
tanto nas “raizes” como nas folhas, indicando incapacidade dessa planta em
controlar a absorcao ¢ a distribui¢ao do Cd.

O maior acimulo de Cd no sistema radicular tem sido atribuido ao contato
das raizes com a solu¢ao nutritiva e a ligacdo do Cd as cargas negativas das paredes
celulares do sistema radicular. A fragdo absorvida, uma vez que sofre limitagdes
para ser translocada para a parte aérea, em razao de possivel comple-xacao por
fitoquelatinas nas raizes, também contribui para um maior acumulo desse elemento
nestas partes das plantas (FUJITA e KAWANISHI, 1986).

Exposicao das plantas a niveis toxicos de Cd durante periodos de tempo

relativamente longos (mais de cinco dias), como os utilizados neste experimento,
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resulta em forte interferéncia sobre o crescimento das plantas, uma vez que sob tal
condi¢do a sintese de compostos ricos em grupos tiol, que poderiam complexar e
impedir a acdo do metal, cai rapidamente (DING et al., 1994). Nessa condigao, o
Cd poderia provocar danos as membranas, causar disturbios hormonais, alterar
a atividade de varias enzimas e inibir a fotossintese, resultando em eventual morte
das plantas (BARCELO e POSCHENRIEDER, 1990), como se observou em

salvinia.

4.4. Influéncia do tempo e da concentracio de Cd sobre as fra¢oes adsorvidas

e absorvidas deste elemento
4.4.1. Dessorcao de Cd em funcio do tempo

A taxa de dessor¢do de Cd por raizes de aguapé¢ e salvinia, tanto em plantas
expostas a 5 como a 10 pmoles L' de Cd, foi inicialmente rapida, mas decresceu
ao longo do tempo, atingindo um patamar em torno de 30 min (Figura 5). Ap6s 20
minutos de exposi¢io a solucdo de fons Ca*’, cerca de 79 e 86% do Cd adsorvido
nas raizes de aguapé¢ ja haviam dessorvido das plantas tratadas com 5 e 10 pmoles L
' de Cd, respectivamente. Nesse mesmo periodo de tempo, a dessor¢do pelas
“raizes” de salvinia j& havia atingido 91 e 92% do total, nas mesmas concentragdes
de Cd, respectivamente.

De modo geral, observou-se que, entre 30 e 40 min, a dessor¢do tinha sido
praticamente total (acima de 96%) do Cd presente nas raizes das duas espécies de
plantas. As raizes de salvinia adsorveram, em média, 4,2 vezes mais Cd do que as de
aguapé. Como a dessorcao foi avaliada com base no Cd presente na solugdao de
dessorcao e ndo pela andlise dos tecidos vegetais, ¢ possivel que essa maior
adsorcao de Cd pelas plantas de salvinia tenha sido devida, pelo menos em parte, a
uma efetiva participacdo das folhas no processo de retirada de Cd da solugdo de
cultivo e retengao nos tecidos foliares.

Como ja mencionado, a salvinia apresentava grande superficie de contato
de suas folhas com a solugdo de cultivo, possibilitando rapida adsorg¢ao/absor¢ao

de Cd e, por conseqiiéncia, também rapida dessor¢do na presenca de ions Ca*".
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Figura 5 - Dessor¢ao de Cd por raizes de plantas de aguapé e salvinia, expostas
a duas concentragdes do elemento, em fungao do tempo.

O tempo requerido para dessorcdo total (aproximadamente 96%) do Cd
adsorvido foi praticamente o mesmo nas duas concentragdes de Cd utilizadas, tanto
em aguapé como em salvinia. CATALDO et al. (1983), no entanto, observaram
menor tempo de dessor¢do nas concentragdes mais baixas de Cd na solugdo
externa, sendo de 30 min nas concentragdes abaixo de 0,05 pmol L ¢ de 90 min
em plantas de soja expostas a concentragdes maiores que 0,5 pmol L™,
indicando que, com o aumento da concentragdo, parece haver ocupacgao de sitios de
adsorcao de mais dificil acesso. Isso, entretanto, parece nao ser verdade para

aguapé e salvinia.

4.4.2. Efeito da concentracao de Cd sobre as fracoes adsorvida e absorvida

deste elemento

Em plantas de aguapé, tanto a fracdo adsorvida como a absorvida

aumentaram com a elevagao da concentragao de Cd na solugdo de cultivo (Quadro
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1). Esses aumentos ocorreram aproximadamente na mesma propor¢do, fazendo
com que a razdo entre Cd adsorvido/absorvido permanecesse essencial-mente
inalterada. E provavel que, mesmo na concentragdo mais elevada de Cd, ndo tenha
ocorrido saturagdo dos sitios de adsor¢ao do espaco livre de Donnan, uma vez que a
fracdo trocavel mais do que dobrou com a duplicagdo da concentracdao de Cd na
solucao de cultivo. Resultados semelhantes foram obtidos por FETT et al. (1994),
que demonstraram a enorme capacidade de acimulo de Cd apresentada por essas
plantas, que concentraram em seus tecidos mais que 2,29 mg de Cd trocavel por
grama de matéria seca.

Na concentra¢do de 5 pmoles L' de Cd, as plantas de salvinia adsorveram e
absorveram aproximadamente 3,8 vezes mais Cd do que as de aguapé, mantendo,
entretanto, a relagdo Cd adsorvido/absorvido aproximadamente igual aquela
apresentada por plantas de aguapé. Na maior concentragdo de Cd (10 pmoles L),
no entanto, a quantidade de Cd adsorvido em salvinia aumentou na mesma
proporcdo que em aguap€, mas observou-se drastica diminuicdo na quantidade
absorvida, fazendo com que a razdo Cd adsorvido/absorvido em salvinia atingisse
valor 3,1 vezes superior em relacdo ao aguapé. Isso, provavel-mente, se deveu aos

efeitos toxicos do Cd sobre o metabolismo daquela planta,

Quadro 1 - Adsor¢ao e absorcao de Cd por raizes de aguapé e salvinia expostas a
dois niveis de Cd durante 30 minutos

Cd adsorvido Cd absorvido Cd adsorvido/Cd absorvido
Cd 00000000000 OoOoOooooboooooono O0o00o00ooooooooaono
Aguapé  Salvinia Aguapé Salvinia Aguapé Salvinia
(umo L) (ug g MS)
5,0 2113 Aa' 832,9 Ab 86,3 Aa 328.4 Ab 2,5 Aa 2,5 Aa
10,0 471,7 Ba 1873,3 Bb 186,4 Ba 233,0 Bb 2,6 Aa 8,0 Bb

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas colunas, para cada
espécie, e minasculas nas linhas, para cada tratamento, nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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aparentemente muito mais sensivel que o aguapé. Nesse caso, o Cd provavelmente
agiria sobre os sistemas de transporte da membrana plasmatica, ocasionando forte
diminui¢ao na absor¢do desse metal, conforme relatado por GUPTA e DEVI
(1992). Como a adsorcdo ndo ¢ um fendmeno dependente de energia, a forte
diminui¢do na absor¢do de Cd resultou em grande aumento na relacio Cd
adsorvido/absorvido.

Provavelmente, elevando o tempo de exposicao das plantas de aguapé e de
salvinia, mesmo na mais baixa concentracao de Cd estudada, obter-se-ia aumento na
razdo Cd adsorvido/absorvido, uma vez que a adsor¢do, por certo, permaneceria
praticamente inalterada, mas nao a absor¢do, em razao dos danos fisiologicos que

ocorreriam com o aumento do tempo de exposi¢ao a esse metal pesado.

4.5. Absorc¢io de Cd

Em aguapé e salvinia, observou-se decréscimo acentuado dos niveis de Cd
na solucdo de cultivo nas primeiras 3 h de exposicdo, seguido de taxa
aproximadamente linear de decréscimo até 12 h (Figura 6). Em aguapé, o
esgotamento da solucdo nutritiva foi aproximadamente igual, tendo as folhas
contato ou ndo com a solu¢do nutritiva.

Em salvinia, no entanto, quando as folhas ndo mantiveram contato com a
solucdo de cultivo contendo o Cd, a remogao deste elemento foi comparativamente
menor do que quando as folhas contactaram a solug@o nutritiva, refor¢cando, assim,
a hipotese de participacao das folhas no processo de absorcao de Cd por plantas de
salvinia e aguapé.

Como foi colocado um numero suficiente de plantas para cobrir a area de
lamina d’agua dos vasos experimentais, no caso do aguapé, mesmo que o numero de
plantas tenha sido menor, a massa radicular foi bem maior do que em salvinia. Em
razdo disso, a remog¢do de Cd pelo sistema radicular de aguapé, apos 12 horas de
absor¢do, foi 33 e 64% maior do que em salvinia quando se permitiu ou ndo o
contato das folhas com a solu¢do nutritiva, respectivamente. Isso evidencia a

potencialidade do aguapé de remover Cd de 4guas poluidas com este metal.
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A absor¢dao de Cd por aguapé ou salvinia caracterizou-se por apresentar
uma fase rapida de absor¢ao com duracao de cerca de 3 horas, apos a qual se seguiu
outra fase, aproximadamente linear, que se prolongou até¢ 12 horas. Essa ultima
fase, geralmente, continuou por pelo menos 72 horas (O’KEEFFE et al., 1984).
Segundo FETT et al. (1994), essa fase de lenta absor¢do corresponde a absor¢ao
intracelular. Aparentemente, a capacidade de manter essa fase por tempo
prolongado depende da capacidade das raizes de sintetizar fitoquelatinas, as quais
tém sido identificadas em varias espécies de plantas (BARTOLF et al., 1980;
RAUSER, 1986; OBATA ¢ UMEBAYASHI, 1986), incluindo aguapé (FUJITA e
KAWANISHI, 1986) e Salvinia minima (OUTRIDGE et al., 1991).

A absor¢do de Cd, segundo CUTLER e RAINS (1974), ocorre em trés
etapas: uma adsor¢do reversivel a sitios de troca, seguida de uma ligacao
irreversivel a sitios de absor¢do e, finalmente, uma difusdo para dentro das células.
Em algumas plantas, no entanto, apesar de o componente mais importante ser
passivo, algumas vezes se detecta certa dependéncia dos processos metabdlicos,
especialmente em solugdes com baixas concentragdes de Cd (CATALDO et al.,
1983).

A partir das curvas de esgotamento (Figura 6) foram estimadas as
constantes cinéticas de absor¢ao (Quadro 2). Quando se permitiu o contato das
folhas com a solugdo nutritiva em que estavam mergulhadas as plantas, os valores
de Km foram estatisticamente iguais nas duas espécies aquaticas, mas a salvinia
apresentou Vmax quase 2,5 vezes maior do que o que o aguapé¢ apresentou. Quando
ndo se permitiu que as folhas tivessem contato com a solug@o nutritiva, além do
Vmax, a salvinia passou a apresentar maior Km que o aguapé. A perda de afinidade
do sistema de absor¢do de Cd, que ocorreu apenas na salvinia, talvez seja resultante
do efeito toxico do Cd sobre as “raizes” dessa espécie. E importante ressaltar que a
avaliacao de constantes cinéticas no caso de elementos minerais toxicos, como o
Cd, tem o complicador de o elemento interferir no metabolismo da planta e na
biossintese do sistema de transporte de ions. Assim, para se evitar tal efeito, optou-
se por avaliar a constante cinética em situacao fora do seu “steady state”, isto ¢, as
curvas de esgotamento foram obtidas sem o prévio equilibrio da planta para
concentracdo de Cd utilizada.

No caso do aguapé, o contato ou ndo das folhas com a solugdo nutritiva

contendo Cd ndo alterou os valores de Km e Vmax, indicando que as folhas ndo tém
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participagdo direta no processo de absor¢do. E interessante observar que nessa
espécie, em razao da presenca de estruturas que favorecem sua flutuagdo na agua e
da distribui¢do de suas folhas, mesmo em condi¢des naturais o contato das folhas
com a solu¢ao de cultivo ¢ minimo.

Nas plantas de salvinia, ao contrario, ao impedir o contato das folhas com a
solucdao nutritiva contendo Cd, observou-se decréscimo significativo no valor de
Vmax, decréscimo esse indicativo da forte participagdo das folhas no processo de
absorcao. Nesse caso, como a massa vegetal correspondente a essas partes da
planta ndo foi incluida no calculo dessa constante cinética, o valor de Vmax,
mesmo menor do que na outra condigdo experimental, ainda parece ter sido
superestimado. Tal participacao das folhas de salvinia no processo de absor¢ao de
Cd encontra forte suporte nos dados do Quadro 3.

Observou-se que as folhas de salvinia que mantiveram contato direto com a
solucao nutritiva contendo Cd realmente apresentaram concentragao de Cd muito
mais elevada do que aquelas que ndo mantiveram contato com essa solu¢do. Em
raizes, entretanto, tanto em aguapé como em salvinia as concentragdes de Cd nao
sofreram modificagdo significativa com a forma de exposicao das plantas a esse

metal.

Quadro 2 - Constantes cinéticas da absor¢do de ions Cd** em plantas de aguapé e
salvinia, permitindo-se ou nao o contato das folhas com a solucao

nutritiva
Contato das Km Vmax
folhas com a 0000000000000000 0000000000000000
solucdo nutritiva Aguapé Salvinia Aguapé Salvinia
-------------- (umol L") (umol h'g" MS)
Sim 4,04 Aa' 4,19 Ba 4,26 Ab 10,44 Aa
Nao 3,94 Ab 4,65 Aa 4,32 Ab 7,99 Ba

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas colunas, para cada
espécie, ¢ minlsculas nas linhas, para cada tratamento, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Quadro 3 - Concentracdo de Cd em plantas de aguapé e salvinia, permitindo-se
ou nao o contato das folhas com a solu¢ao nutritiva

Concentracdo de Cd na planta

Contato das 0000000000000 000000000000000000000
folhas com a Aguapé Salvinia
solucdo nutritiva OO0OO0O000O0O0OO0O0O0O0OO0OOO0 OO0OO00O0O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
(Mgg  MS)
Sim 105,6 Ab' 13,5 Ab 381,7 Aa 141,0 Aa
Nao 93,1 Ab 10,8 Ba 348,6 Aa 14,1 Ba

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas colunas, para cada parte
da planta, e mintusculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, nao
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

4.6. Acamulo e distribuicao de Cd

A absorcao de Cd, bastante elevada apos 12 horas de exposicao,
principalmente em salvinia, decresceu rapidamente com o tempo de exposicao das
plantas a esse elemento, tanto na raiz como na parte aérea das duas espécies
aquaticas analisadas (Figura 7). A absorcdo de Cd pelas raizes de aguapé, elevada
nas primeiras 12 horas, cai abruptamente e, ap6s trés dias, assume uma taxa de
decréscimo mais ou menos constante e baixa até 10 dias de exposi¢do. Observagao
semelhante foi feita por DELGADO et al. (1993), em que plantas de aguapé
apresentaram rapida absor¢ao de Cd em solugdes contendo 0,25; 0,50; ¢ 0,75 mg L
' desse metal, tendendo, posteriormente, a uma taxa constante de absor¢do durante
os 24 dias de exposicao das plantas. Convém ressaltar que a absor¢ao de Cd pelas
folhas de aguapé se deve, basicamente, ao Cd translocado das raizes. Essa absor¢ao
manteve-se baixa até os 10 dias de exposicao.

Em salvinia, ap6s o periodo inicial de intensa absor¢do, observou-se,
também, elevado decréscimo na absor¢do, a medida que se aumentou o tempo de
exposi¢ao, evidenciando os efeitos toxicos do metal sobre o processo de absorgao.

As folhas de salvinia, entretanto, no inicio apresentaram absorcao de
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Cd mais de 11 vezes superior as de aguapé. Nesse caso, provavelmente o cadmio
presente nas folhas se deveu ao processo de translocacao das raizes e parte
significativa foi devida a absorcao diretamente da solugdo nutritiva.

A concentracdo de Cd aumentou tanto nas raizes como na parte aérea das
duas espécies aquaticas em fun¢do do tempo de exposicao ao Cd (Figura 8). Em
aguapé, a concentragdo de Cd aumentou continuamente com o tempo de exposi¢ao
ao Cd, passando de 57 para 493 g g' de matéria seca nas raizes e de 6 para 122 g

g" de matéria seca nas folhas, entre 12 horas e 10 dias de exposigdo.
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Figura 8 - Concentragdo de Cd em raizes e parte aérea de plantas de aguapé e
salvinia, em fun¢ao do tempo de exposi¢cdo a uma solu¢ao nutritiva
contendo Cd na concentragdo de 5 pmoles L' (aguapé: raizes (®) e
parte aérea (*) e salvinia: “raizes” (@) e parte aérea (H)).
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Os aumentos nos teores de Cd em raizes e folhas de aguapé, entretanto,
ndo foram suficientes para provocar danos visiveis acentuados nas plantas, pelo
menos dentro do periodo de tempo analisado, contrariamente ao que ocorreu com a
salvinia. Elevacdo na concentracdo de Cd em plantas de aguapé em funcdo do
aumento do tempo de exposicao foi também verificada por DING et al. (1994).
Eles encontraram no sistema radicular de plantas de aguapé, mantidas em agua
contendo 2 mg L' de ions Cd*", concentra¢des de Cd da ordem de 21,2; 31,3; e
32,3 pg g' de matéria fresca de raiz apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢io,
respectivamente.

Em salvinia, o aumento na concentracdo de Cd foi semelhante ao que
aconteceu no aguapé, mas as concentracdes foram significativamente maiores,
tanto nas ‘“raizes” como nas folhas. As concentracdes mais elevadas de Cd
observadas nas raizes e folhas de salvinia, principalmente no décimo dia de
exposicao, possivelmente se deveu a incapacidade destas plantas em controlar a
aquisicao desse elemento. As plantas de salvinia apresentaram, durante todo o
periodo de exposi¢do, concentragdes de Cd bem maiores que as plantas de aguapé,
0 que certamente resultou na manifestagdo mais precoce dos sintomas de toxidez.

Cerca de 88% do Cd absorvido por plantas de aguapé acumulou-se nas
raizes apos 12 horas de exposi¢do, mas essa porcentagem decresceu com o
aumento do tempo de exposicdo para cerca de 70% (Figura 9). Em salvinia, a
distribuicdo do Cd absorvido, em comparacdo com o aguap¢, foi semelhante nas
duas partes da planta, provavelmente em razdo de uma participacdo efetiva das
folhas no processo de absorcao.

Em salvinia, no primeiro dia as raizes apresentavam porcentagem de Cd
ligeiramente superior a parte aérea, mas, apos trés dias de exposi¢dao, o Cd passou
a localizar-se preferencialmente na parte aérea. O aumento da participagao da parte
aérea na quantidade de Cd absorvido deveu-se, basicamente, ao maior crescimento
apresentado por essa parte da planta, uma vez que os efeitos toxicos do Cd foram
mais intensos nas raizes. Dessa forma, a parte aérea apresentou maior incremento
de peso de matéria seca do que as raizes, resultando, assim, em maior acimulo do
Cd absorvido naquela parte da planta.

O aumento no tempo de exposi¢do de plantas aquaticas ao Cd afetou nao

somente a quantidade de Cd absorvido, mas também a distribuicao subcelular
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Figura 9 - Distribuicdo porcentual de Cd absorvido nas duas partes das plantas
de aguapé e salvinia expostas a 5 pmoles L' de ions Cd*", em fun¢io
do tempo (aguapé: raizes (#) e parte aérea (+) e salvinia: “raizes” (m)
e folhas (e)).

desse metal. Em aguapé, o Cd nas raizes acumulou-se predominantemente na fragao
soluvel e nas paredes celulares, acimulo esse que aumentou com a elevagdo do
tempo de exposi¢ao das plantas ao Cd, especialmente na fragdo soluvel (FETT et
al., 1994).

Conforme ja relatado em ensaios anteriores, 0 aumento na concentracao
de Cd na solugdo nutritiva resultou também em aumento na concentracao desse
elemento nos tecidos das plantas. No entanto, como as plantas utilizadas neste
experimento eram de espécies bem diferentes, observou-se que a forma como elas
contactaram a solucdo nutritiva foi importante para absor¢do e acumulo de Cd
(Quadro 4).

Em aguapé, tanto nas folhas como nas raizes, independentemente da
concentragdo de Cd a que foram expostas, a forma de contato das plantas com a

solucdo de cultivo ndo afetou significativamente a sua absor¢ao, sendo obtidos
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quase que os mesmos valores, nas duas formas de contato, para cada concentracao
de Cd na solucao.

Em salvinia, ao contrario, a forma de exposi¢do das plantas ao Cd afetou
significativamente as concentracoes desse elemento na parte aérea, nas duas
concentracdes estudadas. Nas “raizes”, essas concentragdes foram essencialmente
as mesmas nos dois modos de exposi¢do relativos a cada uma das concentracoes
estudadas. Quando as folhas de salvinia tiveram contato com a solu¢do, entretanto,
as concentracdes de Cd nas folhas foram significativamente maiores que aquelas
apresentadas pelas folhas sem contato direto com a solucao. As concentragoes de
Cd, no primeiro caso, foram, em média, aproximadamente seis vezes maior do que

no segundo.

Quadro 4 - Influéncia da forma de exposic¢ao das plantas sobre a concentragao de
Cd na raiz e na parte aérea das plantas de aguapé¢ e salvinia submetidas
a1l e 5pmoles L' de fons Cd**, em solugdo nutritiva

Concentragao de Cd
0000000000000000000000000000000000000000000000

Contato das Aguapé Salvinia
Cd folhascoma 0OO0O0O0O00O0O0O00000 O000000O0OO0OOOOO
solucdo nutritiva Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
“(Mmol L)- (Mg g MS)
Sim 79,4 Aa' 9,5 Ab 56,1 Ab 45,3 Aa
1,0
Nao 82,8 Aa 9,5 Aa 63,6 Aa 7,5 Bb
Sim 186,8 Ab 23,3 Ab 388,1 Aa 221,5 Aa
5,0
Nao 191,7 Ab 25,8 Ab 385,5 Aa 36,2 Ba

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas colunas, para cada parte
da planta ¢ dose de Cd, e minasculas nas linhas entre espécies, para cada
tratamento e parte da planta, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste F,
a 5% de probabilidade.
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A distribui¢do do Cd absorvido nas duas partes das plantas de aguapé nao
foi influenciada significativamente pela forma de exposi¢do ao Cd (Quadro 5). Em
salvinia, entretanto, quando as folhas foram mantidas em contato com a solugdo de
cultivo, verificou-se expressiva participacao dessa parte da planta no acumulo de
Cd, o que pode ser resultado tanto da absorcdo direta pelas folhas como da
translocacao do Cd absorvido pelas “raizes”.

A primeira hipdtese adquire consisténcia quando ¢é comparada a
concentracdo de Cd nas folhas que contactaram a solugdo nutritiva com aquela de
folhas que ndo estavam em contato com a solu¢do de cultivo e que, nesse caso,
representava o Cd adquirido exclusivamente pelo processo de translocacdo
(Quadro 4).

Aparentemente, as plantas de salvinia sdo tdo eficientes em reter o Cd nas
“raizes” quanto o aguapé, uma vez que as raizes desta planta apresentaram

significativa retengao do Cd absorvido, como demonstrado no experimento em

Quadro 5 - Distribui¢do porcentual de Cd absorvido em raizes e ]?arte aérea de
plantas de aguapé e salvinia expostas a 1 € 5 pmoles L™ de ions Cd*",
em solucdo nutritiva por trés dias, permitindo-se ou ndo o contato
das folhas com a solucao de cultivo

Distribuicao do Cd
Contato das 00000000000000000000000000000
Cd folhas com a Aguapé Salvinia
solugdo nutritiva DO0DO00DO00O0O0C0ODO0 OO0OO0OO0O0OOO0OOO0OODOOO
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
- (mol L) - (%)
Sim 88,1 Aa' 11,9 Ab 56,2 Bb 43,8 Aa
1,0
Nao 84,2 Ab 15,8 Aa 92,9 Aa 7,1 Bb
Sim 82,4 Aa 17,6 Ab 52,8 Ab 472 Aa
5,0
Nao 85,8 Aa 14,2 Aa 85,3 Ba 14,7 Ba

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, para cada parte
da planta ¢ dose de Cd, e mintsculas nas linhas entre espécies, para cada
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tratamento e parte da planta, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste F,
a 5% de probabilidade.

que as folhas ndo tiveram contato com a solugdo nutritiva. Além disso, as plantas de
aguapé apresentaram sensivel redu¢do no aparecimento de sintomas de toxidez,
quando comparadas com as plantas cuja exposicao ao Cd foi feita pelo contato das
folhas com a solugao.

Além de varios fatores que afetam a absorcao, como a concentragdo do ion
em solugdo, a natureza e a concentracdo dos ions competidores, a presenga de
agente complexante, a taxa de agitacdo, o volume da solucdo, o pH e a massa do
sistema radicular (TURNQUIST et al., 1990), pode-se mencionar que a forma de
contato das folhas com a solugdo de cultivo contendo Cd, particularmente para o

caso de estudo com salvinia, afeta a absorcao desse metal.
4.7. Efeito do Cd sobre a absorcao e a assimilacao de enxofre
4.7.1. Cinética de absorc¢ao de enxofre

O cultivo das duas espécies durante trés dias em solugdo nutritiva contendo
Cd nao alterou significativamente o valor de Km para absor¢do de sulfato em
aguapé, quer o Cd estivesse ou nao no meio de absor¢ao (Quadro 6). Em salvinia,
entretanto, observou-se¢ um aumento médio de 41% no valor desta constante
cinética. Ao adicionar Cd ao meio de absor¢do, no momento da avaliagao das
constantes cinéticas, independentemente do cultivo das plantas na presenga ou nao
de Cd, observou-se uma redugdo de aproximadamente 14% no valor de Km em
aguapé. Em salvinia, no entanto, houve aumento da ordem de 20% nos valores de
Km, com a adicao de Cd ao meio de absorcao. Esse elemento, portanto, de algum
modo alterou a conformagdo do transportador de sulfato, supostamente em
simporte 2H +/ SO;” (CRAM, 1990), aumentando a afinidade do sistema de
transporte com o anion sulfato em aguapé¢, mas diminuindo-a em salvinia.

A diminui¢do do Km para absor¢ao do sulfato, no caso do aguapé, pode,
também, ser devida a biossintese de novo e a incorporacdo de uma permease de
sulfato na membrana plasmatica ou a um aumento na atividade da permease
constitutiva (LAUDENBACH e GROSSMAN, 1991).
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uadro 6 - Constantes cinéticas de absorgﬁo de sulfato de duas espécies de
p
plantas aquéticas na auséncia € na presenga de Cd

Constante cinética

Cd 0000000000000 000000000000000000
00000000ooooon Km Vmax
Meio de Meio de 000000000000000 0O00000000000000
cultivo absor¢ao Aguapé Salvinia Aguapé Salvinia
(Umol L") oo (pmol k' g’1 MS)
0 3 98 Aa' 35 Ab %0,88 Ba °0,78 Aa
0
5 23,95 Ba 22,89 Bb 21,51 Aa 10,85 Ab
0 %400 Aa 3 40 Ab %0,88 Bb 1,20 Ba
5
5 23,32 Bb 4,00 Ba 11,07 Aa 0,78 Ab

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas colunas, para cada dose
de Cd no meio de cultivo, € mintsculas nas linhas, para cada dose de Cd no meio
de absor¢do, e pela mesma letra sobrescrita e subscrita a esquerda para cada
dose de Cd no meio de absor¢do, para os valores de Km e Vmax, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Na auséncia de Cd no meio de cultivo, observou-se, em aguapé, aumento
no valor de Vmax de 72% quando as plantas foram expostas ao Cd apenas no
momento da avaliagdo da constante cinética. Quando as plantas foram cultivadas na
presenca de Cd, mas este elemento ndo estava presente no meio de absorg¢ao,
observou-se, entretanto, que o valor de Vmax foi aproximadamente o mesmo das
plantas-controle, que ndo receberam qualquer tratamento com Cd. Quando o Cd
estava presente no meio de cultivo e no meio de absor¢do, entretanto, verificou-se
um aumento de cerca de 22% no valor de Vmax em relag@o as plantas cultivadas em
meio com Cd e transferidas para meio sem Cd no momento da avaliagdo cinética.

Em salvinia, quando as plantas foram expostas ao Cd durante o cultivo ou
apenas no momento da avaliacdo da constante cinética, ndo se observou alteragao
significativa no valor de Vmax. Quando as plantas foram cultivadas na presenga de

Cd e este elemento também foi adicionado ao meio de absor¢do no momento da
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avaliacdo da constante cinética, observou-se redu¢ao no valor de Vmax de cerca de
35%.

Os aumentos de Vmax podem ser resultantes de uma crescente demanda de
enxofre para a sintese de compostos tiolados, determinada pelo mecanismo de
tolerancia ao Cd. As fitoquelatinas, peptidios ricos em cisteina, requerem
quantidades relativamente grandes de enxofre reduzido, que, por sua vez, depende
de um influxo crescente de ions SO, . Paralelamente, deve ocorrer aumento na
taxa de reducdo assimilatoria do sulfato em plantas expostas ao Cd. Assim, a
diferenciacao entre plantas tolerantes ou nao ao Cd poderia ser pela sua capacidade
de aumentar a assimilacdo de sulfato na intensidade requerida para a sintese de
fitoquelatina (RUEGSEGGER et al., 1990).

Nas plantas de aguapé que foram cultivadas com Cd, ao transferi-las para a
solugdo sem Cd ocorreu redugdo do valor de Vmax em relagao as plantas que foram
mantidas na solu¢do com Cd, ao passo que, em salvinia, ocorreu processo inverso,
ou seja, aumento do valor de Vmax.

Redugdes de Vmax indicam ter havido diminui¢do do numero de
transportadores (ALVES, 1984) pela redugdo na sintese de novo da proteina
transportadora (JENSEN e KONIG, 1982) e, ou, reducdo da area superficial de
membrana. A absor¢dao do sulfato pode ter sido alterada pela agdo toxica do Cd
sobre as proteinas ligantes desse anion, uma vez que evidéncias indicam o
envolvimento dessas proteinas no transporte do sulfato através da membrana, como
observado em cianobactérias (KANYO e CHRISTIANSON, 1991).

Aparentemente, tanto a absor¢do de ions SO; como a sulfurilase do ATP
sdo, provavelmente, componentes do sistema de aquisicdo de enxofre que se
mantém sob baixa atividade em condigdes normais, mas sao liberados quando o
requerimento de S aumenta. Um dos sinais responsaveis pela repressao de absorgao
de fons SO; parece ser a concentragio interna deste ion (DATKO e MUDD,
1984) ou um dos produtos de sua redu¢do, como a glutationa (HERSCHBACH e
RENNENBERG, 1991; LAPPARTIENT e TOURAINE, 1996).

Como o Cd afetou os valores de Km e Vmax diferentemente nas duas
espécies, isso pode estar relacionado com alteragdes anatomicas e celulares que
ocorrem no sistema radicular na presenga desse elemento, conforme salientaram
GUPTA e DEVI (1992). Deve-se ressaltar, porém, que os valores de Km e Vmax

podem variar consideravelmente entre espécies, com o estadio de desenvolvimento
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das plantas e com a concentracao de sulfato, nas solucdes de pré-tratamento e de
absorcao (JENSEN e KONIG, 1982).

4.7.2. Efeito do Cd sobre a atividade da sulfurilase do ATP

O aguapé apresentou atividade da sulfurilase do ATP significativamente
maior do que a salvinia, especialmente na parte aérea, exceto na raiz das plantas-
controle (Quadro 7). A presenca de Cd na solucdo nutritiva aumentou
significativamente a atividade da sulfurilase do ATP em plantas de aguapé,
alcancando acréscimos da ordem de 120 e 64%, na raiz e na parte acrea,
respectivamente. A atividade desta enzima na parte aérea de aguapé foi, em média,
3,5 vezes superior a da raiz.

Em plantas-controle de salvinia, a atividade da sulfurilase do ATP foi
aproximadamente igual nas duas partes da planta. Na presenca de Cd, entretanto,
observou-se aumento significativo na atividade da enzima apenas nas folhas, atin-
gindo um valor em torno de trés vezes maior que aquele apresentado pela planta-
controle. E interessante observar que, em plantas de milho expostas 4s mesmas
concentragdes de Cd aqui descritas, foi observado aumento de duas vezes nas
atividades da referida enzima em relagdo ao tratamento-controle (NUSSBAUM et
al., 1988).

Observou-se maior atividade da sulfurilase do ATP na parte aérea de ambas
as espécies, mas sempre se obteve certa atividade nas raizes, conforme relataram
ONAJOBI et al. (1973). Esses resultados sdo consistentes com o fato de que a
maior parte do sulfato absorvido pelas raizes ¢ translocada para a parte aérea, onde
¢ reduzido e, ou, assimilado, principalmente em aguapé (RENNENBERG, 1984;
MARSCHNER, 1995). Em salvinia, isso parece acontecer apenas na presenga de
Cd.

Esses resultados, comparados com os valores de Vmax para a absor¢ao de
sulfato sob idénticas condi¢des experimentais, indicam a existéncia de estreita
relacdo entre a absor¢do de sulfato e a atividade da enzima sulfurilase do ATP,
conforme proposto por CACCO et al. (1977). Parece existir um mecanismo

regulatério comum para as duas atividades, isto ¢, aumentando a quantidade de
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Quadro 7 - Efeito do caddmio sobre a atividade da enzima sulfurilase do ATP em
plantas de aguapé e salvinia expostas a 5 umoles L de ions Cd*

Atividade da enzima sulfurilase do ATP

Cd Aguapé Salvinia
Raiz Folha Folha/Raiz Raiz Folha Folha/Raiz
- (Mmol L") - (umol Pi h' g' MF)
0,0 4,0 Ba! 15,3 Ba 3,8 Aa 39 Aa 4,2 Bb 1,1 Bb
5,0 8,8 Aa 25,1 Aa 2,8 Ab 4,0 Ab 14,2 Ab 3,5Aa

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas colunas, para cada parte
da planta, e minusculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

sulfato absorvido, hd incremento na atividade da sulfurilase do ATP, que da inicio
ao processo de assimilacao do enxofre.

DE KNECHT et al. (1995) ralataram que o aumento da atividade dessa
enzima na presenca de metais pesados produz aumento na atividade de toda a rota
metabodlica de reducdo e assimilagdo do enxofre, resultando em aumento na
disponibilidade de substrato para a biossintese de fitoquelatinas, envolvidas no
mecanismo de tolerancia a esses metais. Tal aumento na atividade da sulfurilase do
ATP induzido pelo Cd, entretanto, parece ser reversivel, pois reducao nos niveis de
Cd na solugao nutritiva ¢ acompanhada por decréscimos na atividade da enzima até

atingir valores semelhantes aos das plantas-controle (NUSSBAUM et al., 1988).

4.7.3. Efeito do Cd sobre a concentraciao de tiois soluveis totais, cisteina,

y-glutamilcisteina e glutationa

A presenga de Cd na solucdo nutritiva ndo alterou significativamente as
concentragdes de tidis totais em raizes e folhas das duas espécies de plantas,
embora houvesse tendéncia de aumento nas raizes (+7%) e folhas (+22%) de
aguap¢ e de decréscimo nas folhas de salvinia ¢15%) (Quadro 8). Plantas de

aguapé apresentaram concentragdes maiores de tidis soluveis totais que as plantas
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de salvinia, nas duas partes das plantas analisadas, o que indica maior capacidade de
retencdo de Cd sem sofrer os efeitos toxicos deste metal pesado (FLORIJN et al.,
1993; DING, 1994).

A maior sensibilidade de plantas de salvinia, comparada com as de aguapé,
parece ter sido devido a sua incapacidade de sintetizar concentragdes
suficientemente elevadas de compostos tidlicos, principalmente na parte aérea.
Nesta parte da planta e na presenca de Cd, o aguapé apresentou concentracao de
tidis soluveis totais 99% maior do que a salvinia, o que, devido a maior massa
vegetal do aguapé, representa quantidades de compostos tidis soluveis totais
significativamente maiores do que plantas de salvinia. Portanto, j4 de inicio, ao ser
exposto ao Cd, o aguapé teria condi¢des de ser mais tolerante do que a salvinia.
Conclusdes semelhantes foram obtidas por RUEGSEGGER et al. (1990), ao
trabalharem com plantas de ervilha, consideradas sensiveis ao Cd, e de milho, que
apresentam certa tolerancia a este metal pesado.

As plantas expostas a niveis toxicos de Cd podem produzir e acumular
concentragdes mais elevadas de tidis solaveis (OUTRIDGE et al., 1991;
RUEGSEGGER e BRUNOLD, 1992; FLORIJIN et al., 1993; DING, 1994). Neste
experimento, no entanto, as concentragoes de tiois soliiveis totais praticamente nao
sofreram alteragcdo quando as plantas foram expostas ao Cd, pelo menos no nivel de
Cd na solucdo de cultivo e tempo de exposicao utilizados. Dados da literatura
corroboram esse resultado, indicando que nem sempre ha modificagdo na
concentragdo de tidis soluveis totais (TUKENDORF e RAUSER, 1990).

As concentragdes de tidis soluveis totais parecem ser influenciados por
alguns fatores, como: tempo de exposi¢do ao Cd (DING et al., 1994) e
concentracdo do metal pesado (TUKENDORF e RAUSER, 1990; GALLI et al.,
1996). Segundo a literatura, outros tipos de tidis, mais diretamente envolvidos na
sintese de fitoquelatinas, como a cisteina, a y-glutamilcisteina e a glutationa, ¢ que
teriam suas concentragdes alteradas apos exposicao da planta a niveis toxicos de
Cd. Geralmente, esses outros tidis ¢ que teriam relacdo com a tolerancia

diferencial ao Cd apresentada pelas plantas.

uadro 8 - Concentracoes de tidis soluveis totais em raizes e parte aérea de
¢ p
plantas de aguapé e salvinia expostas ou ndo a 5 pmoles L' de Cd
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Concentragao

Cd Aguapé Salvinia
Raiz Folha Raiz Folha
—(umol L) — (nmol SH g' MF)
0 150,7 Aa' 210,9 Aa 132,7 Aa 152,2 Ab
5 161,4 Aa 257.5 Aa 131,4 Aa 129,7 Ab

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas colunas, para cada parte
da planta, e mintsculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, nao
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Confirmando essa hipotese, verificou-se que plantas de aguapé expostas ao
Cd apresentaram as concentracdes de cisteina nas folhas significativamente mais
elevadas do que as plantas de salvinia (Quadro 9). As folhas de aguapé em presenga
do Cd apresentaram acréscimos da ordem de 81% nas concentragdes de cisteina,
em relacdo as plantas-controle, mas ndo se observou influéncia significativa sobre
esse valor nas raizes. A salvinia, no entanto, quando exposta ao Cd ndo sofreu
alteragdo significativa na concentracdo de cisteina, tanto na parte aérea como no
sistema radicular. Observou-se, apenas, ligeira tendéncia de aumento na
concentracdo de cisteina no sistema radicular, em comparacdo com as plantas-
controle.

Em plantas de milho expostas ao Cd na concentra¢do de 50 pmoles L™ por
quatro dias foi observado incremento na concentracdo de cisteina da ordem de
200% em relacdo as plantas-controle (RUEGSEGGER ¢ BRUNOLD, 1992). Os
acréscimos em concentragdes de cisteina observados aqui, apenas em folhas de
aguapé, induzidos por niveis toxicos de Cd, parecem ser requeridos em face de uma
crescente demanda deste aminodcido na Dbiossintese de fitoquelatinas.
Aparentemente, os mecanismos de tolerancia a metal pesado, além de maior
demanda por cisteina, parecem requerer maior absor¢ao de sulfato e maior
atividade de enzimas envolvidas na sintese deste aminoacido, como a sulfurilase do
ATP e outras enzimas, conforme relataram NUSSBAUM et al. (1988).
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A maior disponibilidade de cisteina, por sua vez, parece resultar em

aumento da biossintese de y-glutamilcisteina, importante precursor da biossintese

de fitoquelatinas (STEFFENS, 1990). De fato, neste experimento as concentragdes

de y-glutamilcisteina sofreram aumentos significativos em plantas de aguapé e

salvinia expostas ao Cd, tanto em raizes como em folhas (Quadro 10). O aumento

na concentracao de y-glutamilcisteina nas plantas expostas ao Cd foi, em média, de

0ito e cinco vezes em aguapé e salvinia, respectivamente.

Quadro 9 - Concentra¢des de cisteina em raizes e folhas de aguapé e salvinia

expostas ou ndo a 5 pmoles L' de Cd

Concentragao
Cd Aguapé Salvinia
Raiz Folha Raiz Folha
—(umol L") - (nmol SH g' MF)
0 7,8 Aa' 10,7 Ba 6,2 Aa 9,5 Aa
5 9,7 Aa 19,4 Aa 7,5 Aa 8,2 Ab

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, para cada parte
da planta, e minusculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Quadro 10 - Concentragdes de y-glutamilcisteina em raizes e folhas de aguapé e

salvinia expostas ou nao a 5 pmoles L™ de Cd
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Concentracao

Cd Aguapé Salvinia
Raiz Folha Raiz Folha
—(umol L") —- (nmol SH g' MF)
0 2,4 Ba' 25Ba  13Ba 1,4 Ba
5 14,3 Aa 226 Aa 6,6 Ab 7,7 Ab

1. As médias, seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, para cada parte
da planta, e mintsculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, nao
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

RUEGSEGGER e BRUNOLD (1992) observaram, também, grande
aumento em Y-glutamilcisteina, tanto em raizes como na parte aérea de plantulas de
milho tratadas com Cd, o que, segundo esses autores, poderia ser resultado da
maior atividade da enzima sintetase da Yy-glutamilcisteina e do aumento na
disponibilidade de cisteina. Esse aumento na disponibilidade de cisteina e de Y-
glutamilcisteina, assim como das atividades tanto da sintetase da y-glutamilcisteina
quanto da sintetase da glutationa, resultaria também em aumento na sintese de
glutationa, conforme relatado por STROHM et al. (1995). Isso € consistente com
outras observagoes, em que a exposicdo de raizes ao Cd elevou as atividades de
enzimas da reducdo assimilatoria de sulfato ¢ assimilacao em cisteina, de modo a
facilitar a sintese de fitoquelatinas a partir de seu precursor metabdlico, a
glutationa (RUEGSEGGER ¢ BRUNOLD, 1992; RUEGSEGGER et al., 1990), o
que esta de acordo com os resultados aqui obtidos.

As concentracdes de glutationa sofreram redugdo significativa apenas nas
raizes, sem alteracdo significativa na parte aérea de aguapé (Quadro 11). Em
salvinia, a presengca do Cd no meio de cultivo ndo alterou as concentragdes
encontradas em relagcdo as plantas-controle. OUTRIDGE et al. (1991), entretanto,
observaram queda nas concentracdes de cisteina e glutationa em plantas de
Salvinia minima expostas ao Cd sem, contudo, detectar alteracdo nas

concentracoes de
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Quadro 11 - Concentragdes de glutationa em raizes e folhas de aguapé e salvinia
expostas ou ndo a 5 pmoles L™ de Cd

Concentracao
Cd Aguapé Salvinia
Raiz Folha Raiz Folha
—(umol L") - (nmol SH g' MF)
0 126,4 Aa' 186,2 Aa 118,0 Aa 139,4 Ab
5 67,4 Ba 176,8 Aa 101,1 Aa 109,9 Ab

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, para cada parte
da planta, e minusculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

outros peptidios. Nas duas espécies aqui analisadas, independentemente do
tratamento aplicado, a concentragdo de glutationa constituiu na maior fragdo dos
tidis  soluveis totais. Acredita-se que esse tripeptidio localiza-se
predominantemente nas folhas (RAUSER, 1987; DE KOK e STULEN, 1993;
MARSCHNER, 1995), o que consubstancia os resultados aqui obtidos,
especialmente na presenga de Cd.

Decréscimos nas concentragdes de glutationa causados por niveis toxicos
de Cd foram, também, observados em espinafre (DE VOS et al., 1992;
TUKENDOREF, 1993), em Silene vulgaris (DE KNECHT et al., 1992) e em milho
(RUEGSEGGER ¢ BRUNOLD, 1992).

E interessante lembrar que em plantas de Silene vulgaris expostas ao Cd,
além da redugdo da concentragdo de glutationa, observou-se marcante aumento na
concentragdo de fitoquelatina (DE KNECHT et al., 1992), indicando um importante
papel deste tripeptidio na biossintese de fitoquelatinas. A queda no contetido de
glutationa induzida pelo Cd pode ter sido, entretanto, resultante da inibi¢do de uma
ou mais enzimas da biossintese da glutationa e, ou, da reducdo no transporte de
glutationa da parte aérea para as raizes pelo floema (GRILL et al., 1987; RAUSER,
1987). Como a inducdo da biossintese de fitoquelatina parece ser parte do

mecanismo de tolerancia ao Cd em células vegetais, a disponibilidade de glutationa
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pode ser importante elemento na adaptacao de plantas ao estresse provocado pelo
Cd (MENDUM et al., 1990).

As concentracdes de “outros tiois soltiveis” nas raizes e folhas de aguapé
expostas ao Cd tiveram aumentos médios da ordem de quatro e trés vezes,
respectivamente (Quadro 12). Em salvinia, aumento significativo na concentragao
de “outros ti6is soluveis” na presenca do Cd ocorreu apenas na “raiz”’. Uma vez que
essa fragdo denominada “outros tidis soluveis” representa indiretamente a
concentracao de fitoquelatina, conforme relatado por DE KNECHT et al. (1992),
essa diferenga entre as duas espécies provavelmente representa a tolerancia
diferencial delas ao Cd.

Como a biossintese e o acimulo de fitoquelatinas tém sido relatados como
um dos principais mecanismos de tolerancia de plantas a metais pesados (KNEER e
ZENK, 1992; MEUWLY e RAUSER, 1992), espera-se que altas concentracdes
desse peptidio ocorram em plantas mais tolerantes quando expostas ao metal

pesado.

Quadro 12 - Concentragoes de “outros tiois soluveis” em raizes e folhas de
aguapé e salvinia expostas ou ndo a 5 pmoles L™ de Cd

Concentragao
Cd Aguapé Salvinia
Raiz Folha Raiz Folha
— (Umol L") —- (nmol SH g' MF)
0 19,7 Ba' 12,5 Ba 6,5 Bb 2,0 Ab
5 70,0 Aa 38,7 Aa 16,1 Ab 3,8 Ab

1. As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, para cada parte
da planta, e minusculas nas linhas entre espécies, para cada tratamento, ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Além da concentracdo de Cd, o tempo de exposi¢ao das plantas ao metal
também afetou sensivelmente a indug¢dao da biossintese de peptidios capazes de
ligar Cd, conforme relatado por FETT et al. (1994), em plantas de aguapé. KROTZ
et al. (1989) observaram aumentos de 10 e 30% na quantidade de Cd ligado ao
complexo Cd-peptidio quando células de fumo foram expostas ao Cd por 4 e 36

horas, respectivamente.

4.7.4. Efeito do Cd sobre a producio e o acumulo de compostos

complexantes de Cd

A deteccdo da presenga desses complexos Cd-peptidio nas diversas
fracoes eluidas baseou-se na presencga de Cd e na razao de absorvancias a 265 e 280
nm. Os complexos organo-Cd apresentaram caracteristicamente baixa absorcao a
280 nm, devido a falta de aminodcidos aromaticos ¢ a alta absor¢do a 265 nm,
atribuida aos cromoforos metal-mercaptidio (FUJITA e KAWANISHI, 1986).
Portanto, aumento significativo na relagao Ayss/Agso, associado a presenca do metal
pesado, indica fortemente a existéncia desses complexos.

Extratos foliares de aguapé apresentaram, apos fracionamento em coluna
de DEAE-celulose, os perfis de distribuicao de compostos que absorvem no Aygs €
Ag e de Cd*, apresentados na Figura 10. Nesse perfil de distribui¢do, o pico
considerado mais importante no que concerne a compostos complexantes de Cd
foi aquele que ocorreu nos tubos 69 e 70. Nesse ponto, observou-se aumento
significativo na relacdo Aoss/Aog nas plantas tratadas com Cd, atingindo os maiores
valores na fracao 70, ou seja, 1,1 e 1,6, nas plantas-controle e tratadas com Cd,
respectivamente.

A andlise da distribui¢ao de Cd nesse mesmo extrato indicou apenas um
pico entre as fracdes 60 e 80, com um maximo na fracdo 70. O incremento na
razao Aes/ Aggo, portanto, coincidiu perfeitamente com o aumento da concentragao
de Cd nas fragdes correspondentes, indicando que, possivelmente, isso se deve a
presenca de compostos complexantes de Cd. Em raizes, obteve-se essencialmente
0 mesmo, apenas com picos mais elevados na razdo Ases/Asso € nas concentracoes
de Cd (Figura 11). O aumento na razao Ags/Aogo foi, também, significativo, sendo

obtidos os valores de 1,1 e 1,7, nas plantas-controle e tratadas com Cd,
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respectivamente. Isso indica maior participacdo dos compostos complexantes de

Cd na retengao de Cd nas raizes.
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Figura 10 - Perfis de distribuicdo dos complexos Cd-peptidio e de Cd em
coluna de DEAE-celulose de extratos de folha de aguapé cultivada
em solugdo nutritiva contendo 0 e 5 pmoles L' de ions Cd* (v, Ages;
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Figura 11 - Perfis de distribuicdo dos complexos Cd-peptidio e de Cd em
coluna de DEAE-celulose de extratos de raiz de aguapé cultivada em
solugdo nutritiva contendo 0 e 5 pmoles L' de ions Cd*" (v, Ags; @,
Azgo; u, Cd )

Os incrementos na razdao de Ays/Asgy observados neste trabalho sdo
semelhantes aqueles obtidos por FUJITA e KAWANISHI (1986) com aguapé, que
foi de 1,77 nos extratos de raizes.

Extratos foliares de salvinia apresentaram, apos fracionamento em coluna
de DEAE-celulose, os perfis de distribuicdo de compostos que absorvem no Aygs €
Ago e de fons Cd*, apresentados na Figura 12. Nesse perfil de distribui¢do, o pico
considerado mais importante, no que concerne a compostos complexantes de Cd,
foi aquele que ocorreu nos tubos 69 e 70. Nesse ponto, observou-se aumento
significativo na relagdo Aogs/Aggo, que atingiu os maiores valores na fragao 70, em
que foram 1,2 e 1,7, nas plantas-controle e tratadas com Cd, respectivamente.

A andlise da distribuicdo de Cd nesse mesmo extrato mostrou que parte
significativa do Cd foi1 eluida antes da adi¢do do tampao de elui¢do contendo KCl
0,4 mol L. Entretanto, as maiores concentra¢des de Cd também coincidiram com
0 maior incremento na razao de absorvancia a 265 e 280 nm. O incremento na
razao Ases/ Asso, portanto, coincidiu perfeitamente com o aumento da concentragdo
de Cd nas fragdes correspondentes, indicando que, possivelmente, isso se deve a
presencga de compostos complexantes de Cd.

Em raizes, obteve-se comportamento essencialmente semelhante, apenas
com picos mais elevados na razao Aws/Asg € nas concentragcdes de Cd. A razao
Ages/ Aggo foi de 1,2 e 1,7, nas plantas-controle e tratadas com Cd, respectivamente
(Figura 13). Isso indica maior participacao dos compostos complexantes de Cd na
retencdo deste elemento nas raizes.

A maior parte do Cd presente nos extratos de raizes e folhas de aguapé
expostas ao Cd eluiu no tampdo com KCI 0,4 mol L', mas pouco ou nenhum no
tamp@o puro ou com KCl apenas 0,2 mol L. Resultados similares foram, também,
obtidos por FUJITA (1985) em plantas de aguapé expostas ao Cd, em
concentragdes bem mais elevadas (26,7 pmoles L') do que as utilizadas neste

experimento.
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Figura 12 - Perfis de distribuicdo dos complexos Cd-peptidio e de Cd em
coluna de DEAE-celulose de extratos de folha de salvinia cultivada
em solugdo nutritiva contendo 0 e 5 pmoles L' de ions Cd* (v, Ages;

o, A280; u, Cd)
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Figura 13 - Perfis de distribuicdo dos complexos Cd-peptidio e de Cd em
coluna de DEAE-celulose de extratos de “raiz” de salvinia cultivada
em solugdo nutritiva contendo 0 e 5 pmoles L' de ions Cd*" (v, Ages;
e, Axgo; m, Cd).

O Cd de uma solugdo 10 pmoles L' aplicada a coluna de DEAE celulose
eluiu apenas com o tampao, sem necessidade de adicionar KCl. Isso foi tomado
como confirmagao extra de que a maior parte do Cd presente nos extratos de raizes
e de folhas estava presente na forma de complexo e nao na sua forma de ion livre.

Nos extratos de folhas e raizes de salvinia expostas ao Cd, entretanto,
embora a maior parte deste metal tenha sido eluida com a adi¢do do tampao com
KCI 0,4 mol L', parte significativa do Cd foi eluida com a adi¢do do tampao puro e
com KC1 0,2 mol L. Isso indica que parte do Cd absorvido ndo estava na forma de
complexo Cd-peptidio, possivelmente por uma incapacidade da planta em sintetizar
esses compostos na propor¢do requerida, o que pode ser resultante da agdo toxica
do Cd sobre a sintese desses peptidios ou devido a uma saturacdo do sistema
complexante de Cd.

Virios trabalhos tém relatado a participagdo da ligacdo do Cd a complexos
ligantes como garantia de tolerancia as células e plantas. Segundo RAUSER
(1990), mais de 80% do Cd celular estava complexado com fitoquelatinas em
células tolerantes, enquanto em células ndo-tolerantes ocorria pouca ligagao do Cd,
as quais cresciam pouco € morriam prematuramente. A formacdo desses
complexos ligantes de Cd possibilitam a sobrevivéncia das células tolerantes,
consistente com o papel das fitoquelatinas na desintoxica¢ao do metal.

O incremento na razdo de absorvancia Asys/Aqgy foi observada apenas nos
extratos das plantas que foram expostas ao Cd e coincidiu com o aparecimento dos
mais elevados teores de Cd detectados. Isso indica fortemente que o Cd esta
presente na forma de complexo Cd-peptidio e que a sintese deste peptidio foi
induzida pelo Cd, uma vez que ele foi detectado somente nas plantas expostas a
esse elemento, uma situacdo também encontrada em varias outras espécies de
plantas (DE KNECHT et al., 1994; MEUWLY e RAUSER, 1992).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A absor¢ao e a distribuicdo de cadmio (Cd) em niveis toxicos, assim como
os seus efeitos sobre a absor¢ao, a reducao e a assimilagao do enxofre e algumas
variaveis de crescimento, foram estudadas em duas espécies aquaticas: Eichhornia
crassipes (aguap€) e Salvinia auriculata (salvinia). Na presenca de niveis
crescentes de Cd, a salvinia sofreu maior reducdo na taxa de crescimento relativo
do que o aguapé, estando essa redug¢do correlacionada diretamente com as
concentragdes de Cd nos tecidos dessas plantas. A redugdo mais acentuada na taxa
de crescimento relativo ocorreu no sistema radicular das duas espécies.

A adsor¢do e a absor¢dao de Cd pelo aguapé, embora menor do que em
salvinia, aumentou proporcionalmente com a elevacao da concentragdo de Cd na
solucdo nutritiva, o que indica ndo ter ocorrido saturagdo dos sitios de adsorcao e
nem dano significativo no sistema de transporte de Cd nas membranas. A adsor¢ao
de Cd pela salvinia também aumentou com o incremento da concentra¢do de Cd na
solugdo nutritiva, mas a absor¢ao reduziu na maior concentracao de Cd, refletindo
os seus efeitos toxicos sobre o sistema de transporte na membrana plasmatica.

O contato das folhas de aguapé com a solugdo nutritiva contendo Cd nao
alterou os valores de Km e de Vmax de absor¢do de Cd, mas em salvinia
observaram-se redugao significativa no valor de Km e aumento no valor de Vmax.
Essa alteragdo observada em salvinia se deveu, provavelmente, a efetiva

participacao de suas folhas no processo de absorcao de Cd.
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A absor¢do de Cd por salvinia e aguapé, elevada nas primeiras horas de
exposicdo ao esse metal, principalmente em salvinia, decresceu rapidamente a
seguir, permanecendo baixa e aproximadamente constante por até 10 dias. As
concentragdes de Cd nos tecidos de aguapé e de salvinia aumentaram com a
elevagdo do tempo de exposi¢do ao Cd, principalmente em salvinia. O porcentual
de Cd retido nas raizes de aguapé decresceu com o aumento do tempo de
exposi¢ao, enquanto em salvinia a distribuicdo entre “raiz” e parte aérea
permaneceu aproximadamente constante.

O contato das folhas com a soluc¢ao nutritiva nao alterou a concentragao de
Cd em aguapé, mas, em salvinia, este elemento foi encontrado mais na parte aérea.
A distribui¢ao porcentual do Cd entre raiz e parte aérea nao foi alterada pela forma
de exposi¢ao das plantas de aguapé, mas o foi em salvinia, na qual se verificou
expressiva participacdo das folhas no acimulo de Cd.

Em presen¢a de Cd no meio de cultivo, o Km para absorcao do sulfato ndao
sofreu alteracdo em aguapé, mas aumentou em salvinia. Quando o Cd estava
presente apenas no meio de absor¢do ocorreu redugdo do valor de Km em aguapé,
mas aumento em salvinia. Nessa condi¢do, o valor de Vmax aumentou em aguapé,
mas, em salvinia, ndo ocorreu alteracao significativa. O aumento do valor de Vmax
pode ser resultante de uma crescente demanda de enxofre para a sintese de
compostos tiolados, determinada pelo mecanismo de tolerancia ao Cd, que foi
mais expressiva nas plantas de aguapé.

O aguapé apresentou maior atividade da sulfurilase do ATP do que a
salvinia, especialmente na parte aérea. Em presenca de Cd ocorreram acréscimos
significativos desta enzima nas raizes e na parte aérea de aguapé, mas em salvinia,
apenas na parte aérea.

A presenca de Cd na solucdo nutritiva ndo alterou significativamente as
concentracdes de tidis soluveis totais em raizes e parte aérea de aguapé e salvinia,
embora houvesse tendéncia de aumento em aguapé e decréscimo em salvinia. As
concentragdes de cisteina aumentaram apenas na parte aérea de aguapé, enquanto as
de y-glutamilcisteina o fizeram nas raizes e na parte aérea de aguapé¢ e de salvinia.
Ao mesmo tempo, observaram-se reducao nas concentragdes de glutationa nas
raizes e aumento nas de “outros tidis soluveis”, em aguapé e em raizes de salvinia,

respectivamente.
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Em presenga de Cd, a maior razdo de Ags/Aggo foi de 1,64 e 1,74 para
folhas e raizes de aguapé, respectivamente, ¢ de 1,68 para folhas e “raizes” de
salvinia, o que sempre coincidiu com os maiores teores de Cd. Em aguapé, o Cd
presente nos extratos de folha e de raiz estava, quase que exclusivamente, nas
fragdes em que foram obtidas as maiores razdes de Agss/Asgp. Em salvinia,
entretanto, parcela significativa do Cd distribuiu-se em diversas outras fragoes,
indicando que essa parte do Cd ndo estava na forma de complexo Cd-fitoquelatina.

Todos os resultados obtidos neste trabalho indicaram que as plantas de
aguapé¢ apresentam maior tolerancia ao Cd do que a salvinia. Essa maior tolerancia
foi demonstrada pelo menor efeito do Cd sobre a taxa de crescimento relativo
daquelas plantas. Associado a isso, 0 aguapé apresentou menores concentragdoes Cd
nos tecidos e, dessa forma, reduziu os efeitos toxicos desse metal. O aguapé
apresentou, também, maior concentracdo de compostos tiolados, principalmente os

complexantes de Cd, a expensas da maior absor¢do e da assimilagdo de sulfato.
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APENDICE

Quadro 1A - Andlise de variancia sumariada da alteragdo do pH no experimento
de escolha da solucgao nutritiva (ensaio 1)

Fonte de varia¢ao GL Quadrado médio
Espécie 1 0,507°
Solugdo nutritiva 1 0,85
Espécie % Solugdo nutritiva 1 0,09™
Erro A 8 0,14
Tempo 3 15,77,
Espécie x Tempo 3 0,45, .
Solucao nutritiva X Tempo 3 0,27
Espécie X Solugao nutritiva x Tempo 3 0,01™
Residuo 24 0,03

Parcela 6,85
CV (%)

Subparcela 3,10
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Quadro 2A - Andlise de variancia sumariada da alteragdao do pH no experimento
de escolha da solucao nutritiva modificada (ensaio 2)

Fonte de varia¢ao GL Quadrado médio
Espécie 1 2,56,
Solugdo nutritiva 1 4 25
Espécie X solugdo nutritiva 1 0,01™
Erro A 8 0 21
Tempo 3 4 95
Espécie x tempo 3 0 42
Solucao nutritiva X tempo 3 0 49
Espécie X solu¢do nutritiva X tempo 3 0,03™
Residuo 24 0,04

Parcela 7,65
CV (%)

Subparcela 3,23

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 3A - Analise de variancia sumariada das taxas de crescimento relativo do
sistema radicular no experimento de concentragdes crescentes de

Cd

Fonte de variacao GL Quadrado médio
Cd 5 5.595,13°
Espécie/Cd 0 pM 1 693 78
Espécie/Cd 1 uyM 1 107, 53r1S
Espécie/Cd 2,5 uM 1 2.543 99
Espécie/Cd 5 uM 1 2. 680 58
Espécie/Cd 10 uM 1 2.124, 54
Espécie/Cd 20 uM 1 1. 924 79"
Bloco 3 390,25"
Residuo 33 99,41
CV (%) 20,13
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Quadro 4A - Analise de variancia sumariada das taxas de crescimento relativo da
parte aérea no experimento de concentragdes crescentes de Cd

Fonte de varia¢ao GL Quadrado médio
Cd 5 5.501,90,
Espécie/Cd 0 uM 1 770,67
Espécie/Cd 1 uM 1 12,03™
Espécie/Cd 2,5 uM 1 477,417
Espécie/Cd 5 uM 1 3.596,37..
Espécie/Cd 10 uM 1 5.326,67,,
Espécie/Cd 20 uM 1 6.440,56
Bloco 3 562,77"
Residuo 33 161,10
CV (%) 20,90

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 5A - Analise de variancia sumariada das concentra¢des de Cd no sistema
radicular no experimento de concentragdes crescentes de Cd

Fonte de variacao

Quadrado médio

Cd 5 2.267.944,00
Espécie/Cd 0 uM 1 2 78r1S
Espécie/Cd 1 uM 1 52.754 01
Espécie/Cd 2,5 uM 1 31.255 01
Espécie/Cd 5 M 1 56. 032 13
Espécie/Cd 10 pM 1 901. 019 10
Espécie/Cd 20 uM 1 4.705.391 00
Bloco 3 14.822,44"
Residuo 33 4.312,84
CV () 11,357
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Quadro 6A - Andlise de variancia sumariada das concentragdes de Cd na parte
aérea, no experimento de concentragdes crescentes de Cd

Fonte de varia¢ao GL Quadrado médio
Cd 5 1.588.230,04
Espécie/Cd 0 uM 1 0,95™
Espécie/Cd 1 uM 1 1.468,82™
Espécie/Cd 2,5 uM 1 10.173,08"°
Espécie/Cd 5 uM 1 221.085,90 .
Espécie/Cd 10 uM 1 1.464.787,02 .
Espécie/Cd 20 uM 1 5.425.614,01
Bloco 3 7.690,60™
Residuo 33 2.521,29
CV (%) 13,60

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 7A - Analise de correlacdo entre as concentracdes de Cd nas raizes e na
parte aérea, com as respectivas taxas de crescimento relativo, no
experimento de concentragdes crescentes de Cd

Varidvel 2 (concentragio de Cd)

Variavel 1 (Taxa de crescimento relativo) Espécie
Aguapé Salvinia _
Raiz -0,9088™ -0,72117
Parte Aérea -0,8146™ -0,7794"

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 8A - Analise de variancia sumariada da dessor¢ao do Cd em fung¢ao do
tempo

Fonte de varia¢ao GL Quadrado médio
Espécie 1 14.606.950,01
Cd 1 5.890. 396 05
Espécie x Cd 1 2.170. 842 02"
Erro A 6 33.771 OO
Tempo 6 1.115. 944 03
Tempo X Espécie 6 411.362 08
Tempo x Cd 6 169.469 06
Tempo % Espécie x Cd 6 61.111 OO
Bloco 2 73. 874 80"
Residuo 48 1.311,50

Parcela 27,07
CV (%)

Subparcela 5,34

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 9A - Analises de variancias sumariada do Cd adsorvido e absorvido e da
razao do Cd adsorvido e absorvido no experimento do efeito da
concentragdo de Cd sobre as fragdes adsorvida e absorvida deste
elemento

Quadrado médio
Fontedevariagéo GL gogbboobuooboboobuoobbuoobuoobboobuooo

Adsorvido Absorvido_ Adsorvido/Absorvido
Espécie 1 3.069.99301"  62497,80° 2322
Cd 1 1.269.132,05” 15,047 23,77
Espécie x Cd 1 456.3740,03 28.650,50° 21,88
Bloco 2 10.058.40"™ 1.152,88" 0,13
Residuo 6 8.244.40 156,08 0.05
CV (%) 10,72 5,991 5.81

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 10A - Analise de variancia sumariada dos parametros cinéticos Km e
Vmax no experimento de absor¢ao de Cd, em funcao da forma de
exposicao das plantas a este elemento

Quadrado médio

Fonte de variacao GL 000000000000000000000
Km Vmax
Espécie 1 0,74 97,02
Forma de exposi¢do/Aguapé 1 0, 02ns 0 01:2
Forma de exposi¢do/Salvinia 1 0 42 12,01
Bloco 3 0, 01" 0,37nS
Residuo 9 0,04 0,32
CV (%) 4,77 8,43

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 11A - Analise de variancia sumariada da concentra¢do de Cd nas raizes
e na parte aérea no experimento de absor¢ao de Cd, em funcao do
tempo de exposi¢do a este elemento

Quadrado médio
000000000000000000000000

Fonte de variacao GL Concentragao de Cd
000000000000000000000000
Raiz Parte aérea

Espécie 1 111.546,30_, 41.570,80,
Tempo 4 175. 207 60 13.915 30
Tempo x Espécie 4 58.251 70 10.242 40
Residuo 20 64,03 25,00
CV (%) 6,20 10,60

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 12A - Anadlise de variancia sumariada da concentracao ¢ da distribui¢cao
porcentual do Cd nas raizes e na parte aérea no experimento de
absor¢do de Cd, em func¢do da forma de exposi¢do das plantas a
este elemento

Quadrado médio
0000000000000000000000000000000
Fonte de variagao GL Concentragao de Cd Quantidade de Cd (%)
000000000000000 O000000000000000
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Espécie 1 4477680 22.057.20" 106987 1.069.87
cd I 288552707 20.696,50" 83,78 83,78
Cd x espécie 1 69.523,60 11.448,50 17,89" 17,89"
Aguapé/Cd 1 pM 1 17,40" 0,001" 22,20" 22,20"
Aguapé/Cd 5 pM 1 114,70" 9,30™ 17,50 17,50
Salvinia/Cd 1 uM 1 86,20"  2142,10” 2017,00”"  2.017,00”
Salvinia/Cd 5 uM 1 10,00™ 5124,50 1576,30 1.576,30
Residuo 16 36,2 7,53 9,40 9,40
CV (%) 3,34 5,80 3,90 14,23

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 13A - Anadlise de variancia sumariada dos parametros cinéticos Km e
Vmax no experimento de cinética de absorcdo de sulfato

Fonte de variacao

Quadrado médio
GL 0000000000 000DO0O00OO0OoooO

Km Vmax
Espécie 1 1,83 0,20,
MC/Aguapé I 0,03" 015"
MA/MC (0 Cd)/Aguapé I 0.28"" 0,60
MA/MC (5 Cd)/Aguapé I 0.69"" 0,05".
MC/Salvinia I 350" 0,09
MA/MC (0 Cd)/Salvinia I 044" 0,01™
MA/MC (5 Cd)/Salvinia I 0.54 0.27
Residuo 16 0,03 0,01
CV (%) 4.96 9.90

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

MC = Meio de cultivo; MA = Meio de absorcao.
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Quadro 14A - Anadlise de variancia sumariada do efeito do Cd sobre a atividade da
enzima sulfurilase do ATP

Quadrado médio

Fonte de variacao GL 000000000000000000000
Raiz Parte aérea

Espécie 1 17,98, 364,54,

Niveis de Cd/Aguapé 1 33,42 143,67,

Niveis de Cd/Salvinia 1 0,04™ 149,80

Residuo 8 0,64 5,65

CV (%) 15,43 16,19

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 15A - Analise de varidncia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentracdes de tiois totais em plantas de aguapé e salvinia

Quadrado médio
000000000000000000000000000

Fonte de variacao GL Concentragao de tidis totais
000000000000000000000000000
Raiz Folhas

Espécie 1 1.728,72"™ 26.068,03
Niveis de Cd/ Aguapé 1 170,03™ 3.262,00™
Niveis de Cd/ Salvinia 1 2,29" 761,63™
Residuo 8 479,08 789,98

CV (%) 15,19 14,98

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 16A - Andlise de variancia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de cisteina em plantas de aguapé e salvinia

Quadrado médio
000000000000000000000000000

Fonte de variacao GL Concentragao de cisteina
000000000000000000000000000

Raiz Folhas

Espécie 1 10,32™ 116,44

Niveis de Cd/Aguapé 1 541™ 114,06

Niveis de Cd/Salvinia 1 2,50™ 2,38™

Residuo 8 2,58 6,53

CV (%) 20,59 21,40

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 17A - Analise de varidncia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de y-glutamilcisteina (YEC) em plantas de aguapé e

salvinia
Quadrado médio
000000000000000000000000000
Fonte de variacao GL Concentragao de YEC
000000000000000000000000000
Raiz Folhas
Espécie 1 57,12, 191,44
Niveis de Cd/Aguapé 1 210,51, 603,00,
Niveis de Cd/Salvinia 1 42,45 59,66
Residuo 8 0,99 3,05
CV (%) 16,17 20,36

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 18A - Andlise de variancia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de glutationa em plantas de aguapé e salvinia

Quadrado médio
000000000000000000000000000

Fonte de variacao GL Concentragao de glutationa
000000000000000000000000000

Raiz Folhas

Espécie 1 311,107 9.692,93

Niveis de Cd/Aguapé 1 6.150,40 134,43™

Niveis de Cd/Salvinia 1 430,11™ 1.298,01™

Residuo 8 366,47 271,83

CV (%) 18,32 10,77

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 19A - Analise de varidncia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de outros tiois soluveis (OTS) em plantas de aguapé

¢ salvinia
Quadrado médio
000000000000000000000000000
Fonte de variacao GL Concentragao de OTS
000000000000000000000000000
Raiz Folhas
Espécie 1 3.654,03 1.553,83,,
Niveis de Cd/Aguapé 1 3.398,64, 1.030,97
Niveis de Cd/Salvinia 1 140,17 5,04™
Residuo 8 52,59 16,53
CV (%) 25,19 28,51

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 1A - Analise de varidncia sumariada da alteragdo do pH no
experimento de escolha da solugdo nutritiva (ensaio 1)

Fonte de variagao GL Quadrado médio
Espécie 1 0,507
Solucao nutritiva 1 0,85
Espécie x Solugao nutritiva 1 0,09™
Erro A 8 0914**
Tempo 3 15,77,
Es&;écie x Tempo 3 045,
Solugdo nutritiva x Tempo 3 0,27
Espécie x Solugdo nutritiva x Tempo 3 0,01™
Residuo 24 0,03

Parcela 6,85
CV (%)

Subparcela 3,10
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Quadro 2A - Analise de varidncia sumariada da alteragdgo do pH no
experimento de escolha da solugdo nutritiva modificada (ensaio 2)

Fonte de variagao GL Quadrado médio
Espécie 1 2,56,,
Solucao nutritiva 1 4,25
Espécie x solugdo nutritiva 1 0,01™
Erro A 8 0,21,
Tempo 3 4,95 .
Espécie x tempo 3 0,42
Solugdo nutritiva x tempo 3 0,49
Espécie x solu¢do nutritiva x tempo 3 0,03™
Residuo 24 0,04

Parcela 7,65
CV (%)

Subparcela 3,23

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 3A - Analise de variancia sumariada das taxas de crescimento relativo
do sistema radicular no experimento de concentragdes crescentes

de Cd

Fonte de variacao GL Quadrado médio
Cd 5 5.595,13,
Espécie/Cd 0 uM 1 693,78
Espécie/Cd 1 uM 1 107,537
Espécie/Cd 2,5 uM 1 2.543,99 .
Espécie/Cd 5 pyM 1 2.680,58,
Espécie/Cd 10 uM 1 2.124,54 |
Espécie/Cd 20 uM 1 1.924,79
Bloco 3 390,25™
Residuo 33 99,41
CV (%) 20,13
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Quadro 4A - Analise de variancia sumariada das taxas de crescimento relativo
da parte aérea no experimento de concentragdes crescentes de Cd

Fonte de variagao GL Quadrado médio
Cd 5 5.501,90,
Espécie/Cd 0 uM 1 770 67
Espécie/Cd 1 uM 1 12,03™
Espécie/Cd 2,5 uM 1 477 41ns
Espécie/Cd 5 uM 1 3. 596 37
Espécie/Cd 10 uM 1 5. 326 67
Espécie/Cd 20 uM 1 6. 440 56
Bloco 3 562,77™
Residuo 33 161,10
CV (%) 20,90

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro SA - Andlise de varidncia sumariada das concentracoes de Cd no
sistema radicular no experimento de concentragdes crescentes de

Cd
Fonte de variacao GL Quadrado médio
Cd 5 2.267.944,00
Espécie/Cd 0 uM 1 2. 78"
Espécie/Cd 1 uM 1 52. 754 01
Espécie/Cd 2,5 uM 1 31.255 01
Espécie/Cd 5 uM 1 56. 032 13
Espécie/Cd 10 uM 1 901. 019 10
Espécie/Cd 20 uM 1 4.705.391, 100"
Bloco 3 14.822 44ns
Residuo 33 4.312,84
CV (%) 11,357
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Quadro 6A - Anadlise de variancia sumariada das concentragdes de Cd na parte
aérea, no experimento de concentracgoes crescentes de Cd

Fonte de variacao

Quadrado médio

Cd

Espécie/Cd 0 uM
Espécie/Cd 1 uM
Espécie/Cd 2,5 uM
Espécie/Cd 5 uM
Espécie/Cd 10 uM

1.588.230,04
0,95"
1.468,82™
10.173,08™
221.085,90"
1.464.787,02"

W9 U9 F= it e et et e (N

Espécie/Cd 20 uM 5.425.614,01
Bloco 7.690,60™
Residuo 3 2.521,29
CV (%) 13,60

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 7A - Analise de correlagdo entre as concentragoes de Cd nas raizes e na
parte aérea, com as respectivas taxas de crescimento relativo, no
experimento de concentracoes crescentes de Cd

Variavel 1 (Taxa de crescimento relativo)

Variavel 2 (concentragao de Cd)

Espécie

Salvinia

Raiz
Parte Aérea

-0,7211"
-0,7794""

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 8A - Analise de variancia sumariada da dessor¢ao do Cd em fun¢ao do
tempo

Fonte de variagao GL Quadrado médio
EiFécie 1 14.606.950,01
C 1 5.890.396, 05
Espécie x Cd 1 2.170.842,02™
Erro A 6 33.771 OO
Tempo 6 1.115. 944 03
Tempo x Espécie 6 411. 362 08
Tempo x C 6 169. 469 06
Tempo x Espécie x Cd 6 61.111 OO
Bloco 2 73. 874 80"
Residuo 48 1.311,50

Parcela 27,07
CV (%)

Subparcela 5,34

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 9A - Analises de variancias sumariada do Cd adsorvido e absorvido e
da razio do Cd adsorvido e absorvido no experimento do efeito da
concentragdo de Cd sobre as fracOes adsorvida e absorvida deste

elemento
Quadrado médio
Fonte de variagao GL
Adsorvido Absorvido Adsorvido/Absorvido

Espécie 1 3.069.993,01" 62.497,80" 23,22

Cd 1 1.269.132,05 15,94I: 23,77
Espécie x Cd 1 456.3740,03 28.650,50 21,88

Bloco 2 10.058,40™ 1.152,88 0,13"
Residuo 6 8.244,40 156,08 0,05

CV (%) 10,72 5,991 5,81

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 10A - Andlise de variancia sumariada dos parametros cinéticos Km e
Vmax no experimento de absor¢do de Cd, em fun¢do da forma
de exposi¢do das plantas a este elemento

Quadrado médio

Fonte de variagao GL

Km Vmax
Espécie 1 0,74 97,02
Forma de exposi¢do/Aguapé | 0,027 0,017
Forma de exposicao/Salvinia 1 0,42 12,01
Bloco 3 0,01™ 0,37™
Residuo 9 0,04 0,32
CV (%) 4,77 8,43

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 11A - Andlise de variancia sumariada da concentragdo de Cd nas
raizes e na parte aérea no experimento de absorcdo de Cd, em
func¢do do tempo de exposicao a este elemento

Quadrado médio

Fonte de variacao GL Concentracao de Cd

Raiz Parte aérea
Espécie 1 111.546,30,, 41.570,80,
Tempo 4 175.207,60 13.915,30_,
Tempo x Espécie 4 58.251,70 10.242.,40
Residuo 20 64,03 25,00
CV (%) 6,20 10,60

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 12A - Analise de variancia sumariada da concentracao ¢ da distribuicao
porcentual do Cd nas raizes e na parte aérea no experimento de
absorc¢ao de Cd, em funcdo da forma de exposi¢do das plantas a
este elemento

Quadrado médio

Fonte de variagao GL Concentragao de Cd Quantidade de Cd (%)
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Espécie 1 44.776,80"  22.057,20" 1069,87" 1.069,87"
Cd 1 288.552,70** 20.696,50** 83,78 83,78
Cd x espécie 1 69.523,60 11.448,50 17,89™ 17,89™
Aguapé/Cd 1 uM 1 17,40™ 0,001 22,20™ 22,20™
Aguapé/Cd 5 uM 1 114,70™ 9,30:i 17,502 17,50:i
Salvinia/Cd 1 uM 1 86,20™ 2142,10** 2017,00** 2.017,00**
Salvinia/Cd 5 uM 1 10,00™ 5124,50 1576,30 1.576,30
Residuo 16 36,2 7,53 9,40 9,40
CV (%) 3,34 5,80 3,90 14,23

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

ns Nao-significativo.

Quadro 13A - Andlise de variancia sumariada dos parametros cinéticos Km e
Vmax no experimento de cinética de absorcao de sulfato

Quadrado médio

Fonte de variacao GL

Km Vmax
Espécie 1 1,83 0,20,
MC/Aguapé 1 0,03™ 0,15,
MA/MC (0 Cd)/Aguapé 1 0,28, 0,60,
MA/MC (5 Cd)/Aguapé 1 0,69, 0,05,
MC/Salvinia 1 3,50, 0,09
MA/MC (0 Cd)/Salvinia 1 0,44, . 0,017
MA/MC (5 Cd)/Salvinia 1 0,54 0,27
Residuo 16 0,03 0,01
CV (%) 4,96 9,90

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

ns Néo-significativo.

MC = Meio de cultivo; MA = Meio de absorcao.
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Quadro 14A - Analise de variancia sumariada do efeito do Cd sobre a atividade
da enzima sulfurilase do ATP

Quadrado médio

Fonte de variagao GL

Raiz Parte aérea
Espécie 1 17,98, 364,54,
Niveis de Cd/Aguapé 1 33,42 143,67,
Niveis de Cd/Salvinia 1 0,04™ 149,80
Residuo 8 0,64 5,65
CV (%) 15,43 16,19

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 15A - Analise de varidncia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragoes de tiois totais em plantas de aguapé e salvinia

Quadrado médio

Fonte de variacao GL Concentracao de tiois totais
Raiz Folhas
Espécie 1 1.728,72™ 26.068,03
Niveis de Cd/ Aguapé 1 170,03™ 3.262,00™
Niveis de Cd/ Salvinia 1 2,29™ 761,63™
Residuo 8 479,08 789,98
CV (%) 15,19 14,98

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 16A - Anadlise de variancia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de cisteina em plantas de aguapé e salvinia

Quadrado médio

Fonte de variagao GL Concentracao de cisteina
Raiz Folhas
Espécie 1 10,32™ 116,44
Niveis de Cd/Aguapé 1 541% 114,06
Niveis de Cd/Salvinia 1 2,50™ 2,38™
Residuo 8 2,58 6,53
CV (%) 20,59 21,40

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 17A - Andlise de variancia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de y-glutamilcisteina (YEC) em plantas de aguapé

e salvinia
Quadrado médio

Fonte de variacao GL Concentracdo de YEC

Raiz Folhas
Espécie 1 57,12, 191,44
Niveis de Cd/Aguapé 1 210,51, 603,00,
Niveis de Cd/Salvinia 1 42,45 59,66
Residuo 8 0,99 3,05
CV (%) 16,17 20,36

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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Quadro 18A - Analise de varidncia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de glutationa em plantas de aguapé e salvinia

Quadrado médio

Fonte de variagdo GL Concentragao de glutationa
Raiz Folhas
Espécie 1 311,107 9.692,93"
Niveis de Cd/Aguapé 1 6.150,40 134,43™
Niveis de Cd/Salvinia 1 430,11™ 1.298,01™
Residuo 8 366,47 271,83
CV (%) 18,32 10,77

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.

Quadro 19A - Analise de varidncia sumariada do efeito do Cd sobre as
concentragdes de outros tidis soluveis (OTS) em plantas de
aguapé e salvinia

Quadrado médio

Fonte de variacao GL Concentracao de OTS

Raiz Folhas
Espécie 1 3.654,03,, 1.553,83 .
Niveis de Cd/Aguapé 1 3.398,64, 1.030,97
Niveis de Cd/Salvinia 1 140,17 5,04™
Residuo 8 52,59 16,53
CV (%) 25,19 28,51

** (P <0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* (P <0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns Nao-significativo.
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