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RESUMO

CRUZ, Michelle Barbeiro da. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abriOdé.
Macrofitas aquéticas cultivadas em aguas de drenagem &cida de mirarientadora:
Rosane Maria de Aguiar Euclydes. Co-orientadores: Jaime Wilson s/Efeito, Marilia
Cortin Ventrella e Décio Karam.

A mineracdo € apenas um dos caminhos pelos quais 0os metais sao liberados no
ambiente, sendo que a principal fonte de contaminagéo por metais tem sido as pilhas de
rejeitos e materiais estéreis. A presenca de minerais sulfetados em depdésitos de minério
é fonte de drenagem &cida de minas (DAM), a qual é reconhecida como poluente
multifator, sendo a importancia de cada fator dependente dos sistemas afetados. Os
principais fatores de poluicdo sdo pH, sais, ions metalicos e ndo-metalicos, além dos
processos de sedimentacdo. A presenca de metais pesados no meio ambiente € o
principal problema relacionado a drenagem acida de mina, pois pode afetar os sistemas
aquaticos de diversas formas, sendo que os efeitos podem ser categorizados como
quimicos, fisicos, biolégicos e ecoldgicos. A recuperacdo de ambientes contaminados
requer tecnologias, muitas vezes de custo elevado, entretanto a fitorremediagéo
apresenta-se como uma tecnologia eficiente e de baixo custo. Esta tecnologia pode ser
apicada in situ com a utilizacdo de espécies vegetais e microorganismos associados,
que degradam e sequestram elementos contaminantes presentes no meio. Devido a
inerente capacidade das espécies Eichhornia crassipes, Pistia steaBpiesdela
polyrrhiza de absorverem diferentes metais, é possivel que as mesmas sejam capazes de
absorver e acumular, simultaneamente, metais e arsénio presentes na agua de drenagen
acida, sem o possivel comprometimento do crescimento e do desenvolvimento das
plantas. O presente estudo teve como objetivos avaliar o acimulo de Cu, Fe, Mn, Ni, Zn
e As no tecido vegetal, além da tolerancia e o desenvolvimento de E. crassipes, P.
stratiotes e S. polyrrhiza expostas a sistema artificial de cultivo contendo solucdes
diluidas de drenagem acida de minas. Dentre as espécies estudadas, E. crassipes foi a
mais tolerante as referidas solucdes, seguida por S. polyrrhiza e, por fim, P. stratiotes.
No entanto, E. crassipes P. stratiotes se destacaram por apresentar sistemas
radiculares bem desenvolvidos e, desta forma, permitir acimulo substancial de metais
em suas raizes, favorecendo a rizofiltracdo. Porém, apenas E. crassipes apresentou
capacidade de sobreviver em solucdes contendo DAM sem que fosse registrado o
surgimento de danos severos na morfologia externa e anatomia, embora seu crescimento

tenha sido inibido com o aumento na concentragcao de DAM.



ABSTRACT

CRUZ, Michelle Barbeiro da. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2@Litic
macrophytes in acid mine drainage solutins, Adviser: Rosane Maria de Aguiar
Euclydes. Co-advisers: Jaime Wilson Vargas Mello, Marilia Contintréa and Décio
Karam.

Mining is one of the paths in which metals are released into the environment,
tailings piles and sterile materials are the main soofcmetal contamination. The
presence of sulfide minerais ore deposits is a source of acid mine drainage (AMD),
which is recognized as a multifactor pollutant, @adhfactor varies depending on the
systems affected. As main factors can be quptédsalts, metal and non-metallic igns
and sedimentation processes. The presehd¢eavy metals in the environmestthe
main problem relatetb acid mine drainage due to its effects on aquatic ecosystems.
The effects may be categorized as chemical, physical, biological and ecoldgieal
recovery of contaminated environments requires technologies, often expensive, however
the phytoremediatiors an efficient and low cost technology. It can be applieditu
using plants and microorganisms, which degrade and uptake contaminants.tbBeie
inherent ability of Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes and Spirodela polytwhiza
uptake different metals, it is possible that they are tbigptake and accumulate both
metals and arsenievithout compromising growth and plant development in solutions
with acid mine drainage. This study aimed to evaldate Fe Mn, Ni, Zn and As
accumulation, tolerance and development of three species of macrophyte (E. crassipes,
P. stratiotes and S. polyrrhiza) exposed to aqueous solutions containing acid mine
drainage. Among the studied speciEsgcrassipes was the most tolerémtacid mine
drainage solutions, followelly S. polyrrhiza, and finallyp. stratiotesE. crassipes and
P. stratiotes stood out for its well-developed root system that allows substantial metals
accumulationin their roots, benefiting rhizofiltration. But, onl. crassipes showed
ability to survive in solutions containing acid mine drainage without severe damages on
its morpholoy and anatomy, and growth was inhibited with increasing concentration of

acid mine drainage.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os metais sdo importantes para o desenvolvimento das sociedades modernas,
sendo utilizados como matéria-prima em diversos setores da industria. Porém o impacto
ambiental gerado na sua explotacao pode proporcionar alteracdes relevantes no solo, no
ar, na poluicdo sonora, no meio aquatico e na fauna e flora locais (Dias, 2001).

A atividade mineradora tem impacto pontual, isto é, afeta areas especificas,
entretanto, na maioria das vezes € capaz de provocar alteracfes de elevada intensidade,
mesmo em locais distantes de sua origem. A mineracdo € apenas um dos caminhos
pelos quais os metais sdo liberados no ambiente, sendo que a principal fonte de
contaminagdo por estes tem sido as pilhas de rejeitos e materiais estéreis (Salomons,
1995).

A presenca de minerais sulfetados em depdsitos de minério é fonte de drenagem
acida de minas (DAM), sendo que a pirita (Be@ pirrotita (FeS) e a arsenopirita
(AsFeS) os mais importantes sulfetos que ocorrem em corpos de minério aurifero. Com
a exposicao destes materiais na atmosfera, ocorre a oxidagéo dos sulfetos e a liberacao
de elementos potencialmente tdxicos para o meio ambiente.

O processo de geracdo de DAM decorre de um conjunto de rea¢des quimicas,
eletroquimicas e microbioldgicas, desencadeadas a partir da exposi¢cdo do material
sulfetado ao oxigénio e a agua (Sengupta, 1993). Como consequiéncia, verifica-se uma
série de reacdes que levam a producédo de acido sulfHki®,), decréscimo no pH e
aumento na solubilidade e do risco de lixiviagdo de elementos toxicos (Singer &
Stumm, 1970).

As reacdes envolvidas na oxidagdo da pirita, em presenca de agua e oxigénio,
para producdo de acido sulfurico, de acordo com Singer & Stumm (1970), sdo as

seguintes:
2 FeS (pirita) + 7Q + 2 O 2 FE* + 4 SQ* + 4 H' (1)
FE +% Q+H 11FE" + % HO 2)
Fe" + 3 HOl Fe(OH)} + 3 H' (3)
FeS+ 14 Fé" +8 HOI 15 Fé* +2 SQ% + 16 H' (4)

Inicialmente, a pirita € oxidada pelo oxigénio presente na agua, gerando o cation
ferroso (F&", sulfato e fons H(1). O cation ferroso é, entdo, oxidado a ferro férrico

(Fe*, reacdo relativamente lenta (2) que pode ser catalisada pela bactéria



Acidithiobacillus ferroxidans. Esta reacéo € a principal limitante da taxa de formacé&o de
aguas acidas. Com valores de pH acima de 3,0, pode haver precipitacdo de hidroxido
férrico (Fe(OH)) (3). Por outro lado, sob condi¢des com pH abaixo de 3,0, o ferro
férrico, em contato com a pirita ndo oxidada, é consumido pela oxidag¢éo do sulfeto (4),
por se tratar de um oxidante. Isto significa que o oxigénio somente é necessario para
iniciar a oxidagao da pirita.

Dentre os varios elementos que podem ser solubilizados e lixiviados no processo
de drenagem &cida, destacam-se o Fe, S e As, sendo que o Ultimo apresenta alta
toxicidade mesmo em baixas concentracdes (Duker et al., 2005).

O arsénio existe na natureza em diversas formas quimicas, incluindo espécies
organicas, como o ion monometilarsénico (MMA) e ion dimetilarsinico (DMA), e
inorganicas, como o As(lll) (arsenito) e As(V) (arsenato), sendo estas Ultimas espécies
consideradas as mais toxicas. As variedades de formas quimicas sdo resultados da
participacdo do arsénio em complexos biologicos, processos quimicos e algumas
aplicagdes industriais, como a manufatura de certos vidros, materiais semicondutores e
fotocondutores, entre outros (Anderson et al., 1986).

A DAM é reconhecida como poluente multifator e a importancia de cada fator
depende dos sistemas afetados. Os principais fatores de poluicdo sdo pH, sais, ions
metélicos e ndo-metalicos, além dos processos de sedimentacdo. O impacto em si é
amplamente controlado ndo somente pela natureza do lixiviado drenado das pilhas de
rejeito, mas pela capacidade tamponante da agua receptora e da sua diluicdo (Gray,
1997).

A presenca de metais pesados no meio ambiente é o principal problema
relacionado a drenagem acida de mina, pois esta afeta os sistemas aquaticos de diversas
formas, sendo que os efeitos podem ser categorizados como quimicos, fisicos,
biolégicos e ecoldgicos. O impacto como um todo na estrutura da comunidade € a
eliminacdo de espécies, diminuindo as interacdes na cadeia alimentar e, assim,
reduzindo significativamente a estabilidade ecologica (Gray, 1997). Consequentemente,
a saude humana, a fauna e a flora sdo comprometidas de maneira direta e indireta,
especialmente por meio da agua contaminada e, por esta razdo, a qualidade de aguas
superficiais e subterraneas merece atencado especial em areas propensas a contaminaca
(Deschamps, 2003; Duker et al., 2005).

A recuperacédo de ambientes contaminados requer tecnologias, muitas vezes de
custo elevado, entretanto a fitorremediacdo se apresenta como uma tecnologia eficiente

e de baixo custo. Esta tecnologia pode ser aplicada in situ com a utilizacdo de espécies
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vegetais e microorganismos associados, que degradam e sequestram elementos
contaminantes presentes no meio (Pilon-Smits, 2005; Mishra et al., 2008).

A drenagem acida de minas apresenta diversos metais pesados essenciais ou ndo
as plantas e que podem assumir um carater toxico dependendo da concentracéo e da
susceptibilidade da espécie exposta.

A concentracdo dos ions presentes na solucdo sera determinada a partir dos
processos de decantacdo, sedimentagdo, sorcdo, co-precipitacdo, troca catidnica,
fotodegradacao, biodegradacéo, atividade microbiana, fitoacumulacdo e absorcédo por
plantas. Porém, estes processos se dao simultaneamente, o que dificulta a explicacédo do
que realmente ocorre, ou quais rea¢des acontecem neste meio. As plantas aquaticas,
neste caso, contribuem proporcionando filtracdo, adsorcao, troca cationica, e processos
bioquimicos induzidos por microorganism@aranthanasis & Johnson, 2003; Sheoran
& Sheoran, 2006).

Diversas macréfitas aquéticas tém sido utilizadas para a remocao de metais
pesados de efluentes contaminados, existindo trabalhos abordando diferentes aspectos
como a remocédo (Miretzky et al., 2004; Hassan et al., 2007), a toxicidade dos metais
nas plantas (Drost et al., 2007), o uso das plantas como biofiltros para agua poluida
(Dunbabin & Bowmer, 1992) e o biomonitoramento de ambientes contaminados por
metais (Cardwell et al., 2002).

A fitorremediacéo pode ser classificada de acordo com as diferentes técnicas de
remocdo dos elementos téxicos, como: fitoextracdo, fitofiltracdo ou rizofiltracéo,
fitovolatilizacédo, fitodegradacéo e fitoestabilizacéo (Salt et al., 1998). A fitoextracdo e a
fitofiltracdo sd@o as técnicas mais desenvolvidas e empregadas na fitorremediacédo de
metais. A fitofiltracdo é eficiente e economicamente atrativa quando realizada em locais
com baixa concentracdo de contaminantes e grandes volumes de agua (Raskin et al.
1997).

A disponibilidade de elementos quimicos para as plantas depende de varios
fatores ambientais, tais como concentracdo no ambiente, fatores abidticos, tempo de
exposicao, especiacdo do elemento, periodo de amostragem, entre outros (Baldantoni et
al., 2004; Kumar et al., 2006; Mishra et al., 2008).

As macrofitas aquaticas diferem tanto na sua capacidade de absorver elementos
através dos tecidos da raiz, como na propor¢ao de elementos transferidos para as partes
aéreas (Baldantoni et al.,, 2004). A absorcdo pelas folhas pode ser significativa
(Guilizzoni, 1991; Peng et al., 2008), sendo que a acumulacdo dos elementos quimicos

nos tecidos varia entre as espécies.



As plantas aquaticas, por apresentarem plasticidade na sua adaptacao, podem ser
utilizadas para reduzir, ou até mesmo neutralizar, os efeitos da drenagem acida de mina
sobre as caracteristicas ¢ a composi¢do dos corpos d’dgua (Sheoran & Sheoran, 2006;

Manios et al., 2003).

Estudos demonstraram que as macrofitas aquaticas Eichhornia cra3sipes
stratiotese Spirodela polyrrhiza tém elevada taxa de crescimento e capacidade de
sobrevivéncia em condi¢des ndo favoraveis ao crescimento (Holm et al., 1969), como
em ambientes com altas concentracdes de elementos, além de acumular metais (Rai et
al., 1995; Maine et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Cardwell et al., 2002; Soltan &
Rashed, 2003; Miretzky et al., 2004; Olivares-Rieumont et al., 2007; Rahman et al.,
2007), sendo estas caracteristicas sdo desejaveis para as plantas com potencial para &
fitorremediacéo.

Eichhornia crassipes (Mart. e Zucc.) Solms é uma espécie de planta aquatica
monocotiledénea, da familia das Pontederiaceae, também conhecida por aguapé ou
jacinto d’agua. E uma macrofita aquatica flutuante livre perene, constituida de raizes,
rizomas, estoldes, peciolos flutuadores, folhas e inflorescéncias. Formam colonias
rapidamente devido a sua capacidade de reproducdo elevada, por meio de processos
vegetativos, e formacdo dos estolées. A reproducdo sexuada pode ocorrer por
autopolinizacéo, e as sementes séo liberadas dentro da 4gua no inicio da estagao fria, a
quais podem permanecer viaveis por um periodo minimo de sete anos. Por apresentar
facilidade de adaptacdo a diversos locais, essa espécie deixou de ser tipica da America
do Sul e, atualmente, tem sido encontrada em diferentes regiées do mundo como planta
invasora de dificil manejo e controle (Malik, 2007; Penfound & Earle, 1948; Holm et
al., 1969).

Pistia stratiotes Linn. (alfack&4gua) esta amplamente distribuida pelo mundo e
também é considerada planta daninha. E uma monocotiledonea pertencente a familia
Araceae, apresenta folhas grandes cor verde claro e pubescentes nos dois lados; estas s
desenvolvem em forma de rosetas, com formacao de raizes longas e fibrosas entre elas.
Apresenta reproducdo assexuada por meio dos estoldes, e também sexuada por meio de
producao de sementes (Holm et al., 1969; Sculthorpe, 1967).

Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden (lentilkdéaégua) pertence, atualmente, a
familia Araceae, subfamilia Lemnoideae. E uma pequena planta aquatica flutuante livre,
com até 10 mm de comprimento. Esta planta se resume a um talo achatado que flutua
sobre a agua, com formato de folha ovalada e globular, com duas a doze raizes

pendulares de até 3 cm de comprimento, e coifa conspicua. Normalmente presente na
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natureza como colbnias de trés ou mais talos; reproduzindo através de talo-filha,
originado de bolsos marginais presentes no lado oposto a regido nodal basal de cada talo
(Sculthorpe, 1967).

2. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas tem aumentado a preocupacdo publica com os danos
causados ao ambiente resultantes das atividades de mineracdo, em particular da
drenagem &cida de minas (DAM), a qual € uma das principais fontes de contaminacao
por metais no meio ambiente, podendo vir a causar problemas a saude humana. No
Brasil, os estudos sobre os problemas ambientais ocasionados pela contaminacéo
resultante da drenagem &cida de mina ainda sao incipientes, mas o problema tem sido
constatado principalmente em regides industriais e de mineragdo nos estados de Minas
Gerais e Séo Paulo.

Os estudos de remocdo de metais por plantas aquaticas ainda sao restritos a
poucas espécies, e focados na remocdo de apenas um a trés tipos de metais (Hassan e
al., 2007; Rahman et al., 2007; Mkandawire & Dudel, 2005; Miretzky et al., 2004;
Oliveira et al., 2001; Maine et al., 2000). Desta forma, existe grande necessidade de
informacfes sobre a absorcdo simultdnea de diferentes elementos que contaminam o

ambiente aquético, em especial aqueles provenientes da drenagem acida de mina.

3. HIPOTESE

Devido a capacidade das espécies E. crassipes, P. stratitpslyrrhiza de
absorverem diferentes metais pesados, € possivel que sejam capazes de absorver e
acumular, simultaneamente, metais pesados presentes na agua de drenagem acida, €

sejam tolerantes.

4. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como objetivos avaliar o acimulo de Cu, Fe, Mn, Ni, Zn
e As nos tecidos vegetais, além da tolerancia e desenvolvimento de trés espécies de
macrofitas aquaticas (Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes e Spirodela pdlyrrhiza

expostas em solucéo aquosa contendo solugdes diluidas de drenagem acida de minas.




5. MATERIAL E METODOS

Neste item serdo descritas as metodologias que foram comuns aos experimentos

realizados.

5.1. Producéo artificial de drenagem acida

As aguas acidas utilizadas nos experimentos foram provenientes de material
sulfetado, gerador de &aguas &cidas, elaboradas e produzidas no Laboratério de
Geoquimica, do Departamento de Solos, da Universidade Federal de Vigosa/UFV. A
drenagem acida de mina (DAM) foi gerada em escala piloto a partir de rejeito de
mineracdo de ouro (ParacatuMG) e agua destilada. Foram utilizadas colunas de
lixiviagdo, contendo uma camada de |& de vidro, seguida de uma camada de
aproximadamente 2 cm com brita de quartzo (< 8 mm). Sobre estas, uma camada
constituida por rejeito misturado com britas de quartzo e, na parte superior da coluna,
uma camada de 2 cm de britas de quartzo. A mistura de brita de quartzo eoo rejeit
tiveram como finalidade aumentar a macroporosidade e, consequentemente, facilitar a

lixiviagdo e a oxidagao do sulfeto.

5.2. Obtencédo de macrofitas aquaticas flutuantes livres

Exemplares das macréfitas aquéticas flutuantes livres (Eichhornia crassipes
Pistia stratioteg Spirodela polyrrhiza) foram coletados em lagoas do Horto Boténico,
pertencente ao Departamento de Biologia Vegetal (DBV/UFV), e foram cultivadas em
caixas de 40 litros, contendo solucdo nutritiva a ¥4 da forga idnica (Clark, 1975) sob
condicOes de casa de vegetacao.

Para a montagem dos ensaios, foram selecionados individuos com caracteristicas
e tamanhos similares (numero de folhas e peso fresco). Apés a selecdo, as plantas foram
lavadas em agua desionizada para remocao do excesso de residuos presentes nas raize

e nas folhas.
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Cultivo de macrdfitas aquaticas em solucao contendo drenagem acida de mina.

1C



Comportamento de macrofitas aquaticas em solucdo contendo drenagem acida de

mina.

RESUMO

A drenagem acida de mina (DAM) afeta os sistemas aquaticos devido ao seu baixo pH e
elevada concentracdo de contaminantes e micronutrientes, que podem se tornar toxicos,
resultando no comprometimento do ecossistema. Entre os elementos presentes na DAM
estdo o Cu, Zn, Mn, Ni, Fe e As. Devido a capacidade das espécies Eichhornia
crassipes, Pistia stratiote$pirodela polyrrhiza absorverem diferentes metais pesados,

€ possivel que as mesmas sejam capazes de absorver e acumular, simultaneamente, o¢
metais pesados presentes na drenagem acida, sem comprometer o0 crescimento e
desenvolvimento das plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento
de E. crassipes, P. stratioe$. polyrrhiza submetidas a drenagem acida de mina em
diferentes faixas de pH, assim como o acumulo de Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e As nos tecidos
vegetais. Para tanto, individuos das trés espécies foram submetidos, durante trés dias, a
meios contendo solucdes de DAM e Agua, com diferentes faixas de pH (2,5; 3,5; 4,5).
O delineamento experimental foi de blocos casualizados, com cinco repeticbes e sete
tratamentos no total E. crassipes se mostrou mais resistente as condicbes
proporcionadas pelo cultivo em solugdo contendo drenagem &cida de mina que as
demais espécies estudadas, que foram susceptiveis a baixos valores de pH e elevada
concentracdo de metais. Os teores de pigmentos fotossintéticos de E. crassipes foram
menos afetados que os de P. strati@es polyrrhiza, no entanto as trés espécies
tiveram decréscimos nos valores de biomassa seca quando submetidas a baixo pH e
drenagem acida de mina. O acumulo de metais e arsénio, presentes nos tratamentos
contendo drenagem acida de minandependente do pH -, foi significativo nas trés
espécies, com maior acumulo nas raizes de E. crasspedratiotes, o que caracteriza
essas espécies como potenciais para rizofiltracdo de ambientes aquéaticos contaminados.

Palavras-chave: fitorremediacdo, metal pesado, rizofiltragcdo, Eichhornia crassipes

Pistia stratiotes, Spirodela polyrrhiza
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Behavior of aquatic macrophytes in solution containing acid mine drainage.

ABSTRACT

The acid mine drainage (AMD) affect aqueous streams with due to the low pH and high
concentrations of contaminant and micronutrients that may become toxic, implicating in
ecosystem disturbance. Cu, Zn, Mn, Ni, Fe, and As are among the trace elements
present in AMD in high concentration. Due to the inherent capacity of E. crassipes, P.
stratiotes and S. polyrrhiza to uptake different metals, there is a possibility that those
plants are able to uptake and accumulate, simultaneously, heavy metals present in
AMD, without negative influence in growth and development. The aim of the present
work was to evaluate the development of E. crassipes, P. stratiotes and S. polyrrhiza
when exposed to AMD solutions in different pH ranges, as well as the uptake of Cu, Fe,
Mn, Zn and As. Three species of aquatic macrophytes were tested for survival and
removal of Cu, Fe, Mn, Ni, Zn and As, in AMD and water solutions with different pH
values (2,5; 3,5; 4,5) during three days in a green house experiment. Results revealed E.
crassipes as the most resistant to AMD hazard and low pH than the other studied
species. Photosynthetic pigments in E. crassipes were less affected, however all three
species had their dry biomass decreased by low pH and AMD. E. crassipes and P.
stratiotes accumulated significant amounts of heavy metal and arsenic in roots,
regardless the pH solution. That capacity characterizes those plants as potentials to

rhizofiltration technology in contaminated aquatic ecosystems.

Keywords: phytoremediation, heavy metal, rizofiltration, Eichhornia crassipes, Pistia

stratiotes, Spirodela polyrrhiza.
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1. INTRODUCAO

A drenagem acida de mina (DAM), com toda sua complexidade e seus efeitos
multifatores, afeta o0s sistemas aquaticos de diversas maneiras, resultando no
comprometimento da estrutura tréfica das comunidades que formam o ecossistema
aquatico e o equilibrio ecologico. Os efeitos podem ser severos a ponto de suprimir a
capacidade de recuperacdo do meio, em consequéncia as alteracdes quimicas (aumento
da acidez, solubilizacdo de metais e reducdo da capacidade tamponante do meio); fisicas
(alteracdes no substrato em funcédo da sedimentacdo, adsorcdo de metais e turbidez);
bioldgicas (alteracdo no comportamento biolégico e fisiolégico, além de morte de
espécies vegetais e animais); e ecoldgicas (modificacdo do habitat, redu¢do do nicho,
bioacumulacé@o de metais e alteragdes na cadeia trofica) (Gray, 1997).

O impacto da drenagem é&cida de mina é muito dificil de prever, devido a sua
variabilidade de composicdo e concentracdo de elementos quimicos, que podem variar
de acordo com a estacdo do ano e o meio que recebera o efluente (Gray, 1997).

Varios metais pesados presentes na DAM sdo micronutrientes essenciais para as
plantas, como o Cu, Zn, Mn, Ni e Fe, sendo o ultimo requerido em maior quantidade
(Kunze et al., 2002). Porém, estes elementos, quando em excesso no ambiente, podem
se tornar téxicos como os elementos nao essenciais (As, Cd, Pb e Hg) (Mishra et al.,
2008c; Liu et al., 2007).

Apesar das elevadas concentragbes de contaminantes, cada vez mais frequentes
nos ecossistemas aquaticos, tem se observado que algumas macrofitas aquaticas, tais
como Pistia stratiotes, Eichhornia crassipes, Lemna minor, Spirodela polyrrhiza,
Salvinia intermediae Typha domingensis, se desenvolvem espontaneamente nesses
ambientes (Zocche et al., 2010; Mishra et al., 2008abc; Miretzky et al., 2004). A partir
da selecdo de espécies de macrdfitas adaptadas a condicdes de estresse, pesquisa
podem ser realizadas visando a diminuicdo no impacto gerado pela DAM nos
ecossistemas aquaticos. A utilizacdo de diferentes técnicas de fitorremediacdo, como a
fitoextracdo e a rizofiltracdo, que podem ser opcdes de baixo custo para a recuperacéo
de ecossistemas aquaticos degradados pela DAM (Lasat, 2002; Dushenkov et al., 1995).

Devido a inerente capacidade das espécies E. crassipes, P. stmtites
polyrrhiza de absorverem diferentes metais do ambiente (Rai et al., 1995; Maine et al.,
2000; Oliveira et al., 2001; Cardwell et al., 2002; Soltan & Rashed, 2003; Miretzky et
al., 2004; Olivares-Rieumont et al., 2007; Rahman et al., 2007), € possivel que as
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mesmas sejam capazes de absorver e acumular, simultaneamente, os metais presentes n
drenagem acida, sem comprometer o desenvolvimento das plantas.

Portanto, este trabalho teve como objetivos avaliar o desenvolvimento e a
capacidade de acumulacdo de metais de Eichhornia crassipes, Pistia steatiotes
Spirodela polyrrhiza submetidas ao cultivo em solu¢des contendo drenagem &cida, ou

agua, em condi¢fes de pH diferentes.

2. MATERIAL E METODOS

Para a execucdo deste trabalho foram selecionadas as espécies Eichhornia
crassipes, Pistia stratiotesSpirodela polyrrhiza. Trés experimentos foram realizados
(um para cada espécie) em condicBes de casa de vegetacdo na Unidade de Crescimentc
de Plantas do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa
(DBV/UFV).

Os tratamentos utilizados nos experimentos estdo descritos na Tabela 1, assim
como as concentracdes dos metais e As presentes nos tratamentos e a grande variagac
entre eles. A selecdo destes elementos quimicos foi realizada a partir da informacéo
contida na Resolucdo do CONAMA® 1857/2005 (BRASIL, 2005), referente as

condig¢des e padroes de langamento de efluentes em corpos d’agua.

Tabela 1 — Tratamentos aplicados para analise de desenvolvimento e acumulo de
Eichhornia crassipes, Pistia stratioteSpirodela polyrrhiza, os respectivos valores de

pH e concentracdes dos metais e As no inicio do periodo experimental.

Tratamentos Concentrac&o (mg L)

Meio® pH Cu Fe Mn Ni Zn As

25 117 123,12 21,65 1,39 7,08 6,02
DAM? 3,5 1,09 25,18 19,67 1,30 6,69 0,83

45 0,62 1,67 17,91 1,14 5,58 0,25

2,5 K 0,77 0,11 - 0,025 0,24

Agua 3,5 - 0,72 0,05 - 0,010 0,22

4,5 - 0,82 0,04 - 0,010 0,24

Controle 6,5 - 0,71 0,15 - 0,017 0,23
CONAMA 5-9 10 15,0 1,0 2,0 5,0 0,5

1 - Todos os tratamentos continham solugdo nutritiva de Clark (897&)a forca idbnica; 2 Drenagem
acida de mina; 3 Média entre as concentracdes dos trés experimentoahdixo do limite de detecgéo.
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O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados, com cinco
blocos e sete tratamentos. Vasos com capacidade para 10 L foram usados como parcela
experimental. Cada parcela experimental constava de dois individuos de E. cassipes
P. stratiotes. O experimento com S. polyrrhiza foi realizado em vasos de 0,5 L, onde 0,5
g da espécie foram colocados para a analise do desenvolvimento. Os recipientes foram
revestidos com sacos plasticos resistentes para evitar a contaminagdo dos vasos.

Para os tratamentos foram determinados trés valores de pH (2,5; 3,5; 4,5), os
quais foram obtidos com a adicdo de NaOH ou HCI nas solucdes até que o valor do pH
determinado se mantivesse constante. Durante os ensaios, o pH das solu¢des foi medido
diariamente e corrigido quando necessério, de acordo com o0s tratamentos, utilizando
NaOH (hidréxido de sédio) e HCI (4cido cloridrico), ambos a 1 ritol L

A duracdo de cada experimento foi de 72 h. Ao final desse periodo, foram
registradas as alteracdes morfolégicas ocorridas nas folhas das trés espécies por meio de
registro fotografico. Discos de 0,59 tom superficie foliar das plantas foram coletados
para determinagcdo de clorofila total e carotendides, conforme protocolo descrito por
Wellburn (1994), utilizando-se o dimetilsuféxido (DMSQO) como extrator.

Posteriormente, as plantas foram recolhidas e lavadas durante um minuto em
agua desionizada e separadas em partes (raiz, peciolo e Ellcaassipes; raiz e folha
— P. stratiotes; e planta intei&S. polyrrhiza). As plantas foram colocadas em sacos de
papel devidamente identificados e postas para secar em estufa de circulacao forcada a
65 °C, até atingir massa constante. Em seguida, o material vegetal foi finamente
triturado em moinho Willey, e 0,3 g do material moido foi adicionada a frascos
contendo 10 mL de solucdo &cida nitrico:perclérico (3:1), sendo mantidos em pré-
digestao a temperatura ambiente pelo periodo de 24 h (Tedesco et al., 1995). Apos essa
fase, os frascos foram colocados em chapa aguecedora, com temperatura gradualmente
elevada a 180 °C, permanecendo assim até a completa digestdo da matéria organica.

Apos o resfriamento, as amostras foram filtradas e diluidas até o volume de 25
mL com agua desionizada. Os extratos vegetais e as amostras de agua iniciais e finais
foram analisados para Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e As utilizando-se espectrometria de emissao
atomica com Plasma Indutivamente Acoplad€P-OES (MODELO-3300 DV, Perkin
Elmer Optima, EUA), no Laboratorio de Espectrometria Atdmica, do Departamento de
Solos (DPS/UFV).

A partir da quantidade de elementos quimicos acumulados nas plantas de E.
crassipese P. stratiotes, foi calculado o indice de translocacdo, de acordo com
Abichequer & Bohnen (1998), segundo a equagao:
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IT (%) = [elemento] na parte aérea | 1
[elemento] na planta inteira

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas com o controle pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Também foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson, a 5%, entre os
nutrientes acumulados na biomassa seca total das plantas submetidas ao cultivo em

solugdes com drenagem &cida de mina.

3. RESULTADOS

3.1. Sintomas de toxicidade

Foi possivel visualizar danos fitotoxicos mais intensos nas plantas submetidas a
drenagem &cida do que nas que foram cultivadas apenas em agua, em diferastes faix
de pH, ou seja, os danos foram intensificados devido a composicdo quimica da
drenagem acida (Figuras 1, 2 e 3).

As plantas deEichhornia crassipes se mostraram mais tolerantes as solucdes
contendo DAM do que as demais espécies estudadas (Figuras 1, 2 e 3). Injurias
acentuadas foram visualizadas em E. crassipes nos tratamentos em que as plantas foram
cultivadas em solugdes com o pH 2,5, tanto em agua quanto em solu¢Bes contendo
DAM. Nestes tratamentos as folhas mais velhas foram afetadas com surgimento de
murcha seguida de necrose das bordas, aumentando em direcdo ao centro da folha. As
folhas mais jovens, presentes préximas a base, permaneceram sadias durante o periodo
de exposicao devido ao curto periodo experimental (Figura 1).

Os individuos de Pistia stratiotes foram sensiveis tanto a acidez do meio quanto
a exposicdo a DAM. Poucas horas apds o inicio da exposicdo aos tratamentos, as
plantas mostraram sinais de murcha e clorose, com rapida evolucdo para necrose, na
solucdo com DAM. As plantas que estavam apenas em agua, nas diferentes faixas de
pH, tiveram menor porcentagem de danos (Figura 2). Os danos se desenvolveram da
margem superior do limbo em direcdo ao centro. Na Figura 2 (D e F) observa-se que a
clorose nas folhas foi intensificada quando cultivadas em solucdo contendo drenagem
acida.

No que se refere a Spirodela polyrrhiza, foi observado resultado semelhante aos
obtidos com E. crassipes, com efeitos mais acentuados em faixa de pH mais baixa (2,5),

inclusive com desenvolvimento de necrose (Figura 3B). No tratamento Agua pH 2,5
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(Figura 3C) individuos ndo sofreram injurias, porém, caso o0 tempo de exposi¢cdo ao
tratamento fosse prolongado, provavelmente os sintomas de fitotoxicidade (clorose e
necrose) se intensificariam. No tratamento com solu¢cdo de DAM em pH 3,5, apds trés
dias de exposicao, as plantas apresentavam pequenas manchas cloréticas nas margen:
da folha, mostrando lento desenvolvimento da clorose, possivelmente devido a
concentracdo dos metais no meio. A partir de valores de pH superiores a 3,5 os

individuos de S. polyrrhiza ndo apresentaram danos visuais representativos.
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Figura 1 — Efeito sobre o desenvolvimento de plantas de Eichhornia crassipes quando
cultivadas em meio aquoso com diferentes faixas de pH, contendo ou ndo drenagem
acida de mina (DAM), apos trés dias de exposi¢édo. Setas brancas indicam lesdes. Barra

=5cm.
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Figura 2 — Efeito sobre o desenvolvimento de plantas de Pistia quando cultivadas em
meio aquoso com diferentes faixas de pH, contendo ou ndo drenagem acida de mina

(DAM), apés trés dias de exposicdo. Setas brancas indicam lesdes. Barra =5 cm.

18



DAM pH 4,5

Figura 3 — Efeito sobre o desenvolvimento de plantas de Spirodela polyrrhiza quando
cultivadas em meio aquoso com diferentes faixas de pH, contendo ou ndo drenagem
acida de mina (DAM), apés trés dias de exposi¢cao. Seta branca indica clorose. Barra = 2
cm.
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3.2. Teores de pigmentos fotossintéticos

Na quantificacdo da clorofila total para E. crassipes, houve diminuicdo nos
teores quando do cultivo em meios mais acidos, porém, com a comparagdo das médias,
os tratamentos DAM - 3,5 e DAM - 4,5 apresentaram maiores valores no teor clorofila
total. Para o teor de carotenoides, o resultado foi semelhante, com maiores teores nas
plantas cultivadas nos tratamentos DAM -3,5 e DAM - 4,5.

Os teores de clorofila total e carotenodides para P. stratiotes foram afetados
significativamente quando em meio mais acido (Figura 4), como resultado da intensa
clorose e necrose das folhas, porém, pode-se observar que a partir dos tratamentos de
pH 3,5 houve aumento no teor de clorofila total e carotendides. No entanto, apenas o
tratamento Agua em pH 4,5 se assemelharou ao controle para o contetido de clorofila
total, enquanto que para carotendides, os tratamentos Agua - 3,5 e DAM e Agua - 4,5,
nao apresentaram diferencas em relacéo ao controle.

Para S. polyrrhiza o teor de clorofila total foi maior nos tratamentos com pH
acima de 3,5, assim como para carotenoides (Figura 4). Nos meios com pH 2,5 estas
variaveis foram afetadas, e foi possivel observar que ndo houve diferenca estatistica as
entre os meios. Nao houve diferenca no teor de clorofila total entre as plantas expostas a
DAM e agua, no pH 3,5.
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Spirodela polyrrhiza.
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3.3. Produtividade

A produtividade das plantas foi afetada quando expostas as faixas de pH mais
acidas, causando reducdes nesta variavel (Figura 5). Em pH 2,5 os individuos das trés
espécies apresentaram decréscimos na produtividade, da ordem de 32% (DAM) e 16%
(dgua) para E. crassipes; 40% (DAM) e 53% (agua) para P. stratiotes; e 42% (DAM) e
55% (4gua) para S. polyrrhiza.

Para tratamento com pH igual ou superior a 3,5 solugbes, as redugdes foram
menores, porém mais intensas nos individuos expostos a DAM, comprovando as
observacdes visuais discutidas nas Figuras 1, 2 e 3. Nesta situacao, a produtividade de
E. crassipes reduziu 27% (DAM) e 10% (Agua); P. stratiotes, 37% (DAM) e 30%
(Agua); e S. polyrrhiza, 20% (DAM) e 11% (Agua).

Na faixa de pH 4,5, as reductes foram abaixo de 20%, exceto para P. stratiotes

guando exposta a DAM, a qual teve reducéo de 28% em sua produtividade.
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3.4. Nutrientes

Os resultados de acumulo e indice de translocacgéo (%) de Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e
As mostrados nas Figuras 6, 7 e 8, devendo ser considerado que, de acordo com 0s
resultados de sintomatologias (toxicidade), as plantas de P. stratiotes dos tratamentos
DAM e Agua - 2,5, e DAM - 3,5 morreram, assim como os individuos de S. polyrrhiza,
nos tratamentos DAM e Agua - 2,5. Portanto, os valores obtidos nesses tratamentos se
devem aos elementos acumulados pelos 6rgaos vegetais mortos. As médias e o teste de

comparacao (Tukey) encontram-se apresentados na Tabela 2.

3.4.1. Cobre (Cu)

O cobre foi acumulado em maior quantidade nas plantas cultivadas em solucéo
contendo drenagem acida (Figura 6), que, naturalmente, apresenta maior concentracao
desse metal. Para E. crassipes, apesar do maior acumulo total de Cu em DAM com pH
4,5 (290,40 mg KJ), a translocacdo para as folhas foi mais eficiente nos tratamentos
com Agua, ja para o peciolo, o efeito foi contrario, com maior translocagio nas plantas
submetidas a DAM (Figura 6). Tanto para E. crassipes quanto para P. stratiotes, o
acumulo total de Cu estava diretamente relacionado com o aumento no pH da solucéo
de cultivo. Para S. polyrrhiza o maior acumulo de Cu foi em DAM - 3,5 com
diminuigc&o no pH 4,5.

Em E. crassipesP. stratiotes a absorcdo de Cu apresentou correlacao negativa
com a absorcdo de Fe e As. Porém, em P. stratiotes o acumulo de Cu apresentou
correlacdo positiva com o acumulo de Mn, Ni e Zn quando as plantas foram expostas a
DAM (Tabela 3).
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3.4.2. Ferro (Fe)

O acumulo de ferro nas trés espécies foi inversamente proporcional ao pH da
solugéo (Figura 7), sendo que as concentracdes foram maiores para os tratamentos de
DAM. Este resultado pode ser atribuido a concentracdo de ferro inicial nas solucdes
(Tabela 2), pois nos tratamentos de DAM, a concentracdo de Fe diminuiu com o
aumento do pH, enquanto que em tratamento com Agua a concentragdo se manteve,
independente do pH. O maior indice de translocacdo para E. crassipes foi observado no
peciolo das plantas submetidas a DAM - 2,5 (13,84 %), com reducdo deste indice nos
demais tratamentos. Nas folhas os maiores indices de translocacdo ocorreram nos
tratamentos com Agua, independente do pH (Figura 7). Para P. stratiotes, o acimulo foi
mais significativo na biomassa morta, assim como em S. polyrrhiza, que apresentou
diferenca no acumulo de ferro somente entre o tratamentb 225 e o Controle.

De acordo com a analise de correlacdo de Pearson, o Fe apresentou alta

correlacdo com o acumulo de As na biomassa seca total das trés espécies estudadas.
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3.4.3. Manganés (Mn)

O acumulo de manganés nas trés espécies estudadas foi maior nos tratamentos
contendo DAM (Figura 8) em relacéo aos tratamentos com Agua. Para E. crassipes, 0
maior acimulo ocorreu nas plantas submetidas a BAVS (1249,61 mg K9, porém
o indice de translocacdo foi maior nos tratamentos com agua. A translocacdo para a
parte aérea desta espécie diminuiu gradualmente com o aumento do pH do meio. O
acumulo de manganés por P. strati@&s polyrrhiza foi maior nos tratamentos DAM
e agua 4,5. A quantidade de manganés translocado para as folhas de P. stratiotes foi da
ordem de 70% em DAM 4,5 e 77% em agua4,5; as plantas crescidas em agua pH
6,5 (Controle) apresentaram o menor indice em relacdo aos demais tratamentos (18,6%)
(Figura 8).

Para o acumulo de Mn, foi observada alta correlagdo com a absorcdo de Ni e Zn
em P. stratiotes, enquanto que para as demais espécies a correlacdo, para todos 0s

elementos analisados, néo foi significativa a 5% de probabilidade (Tabela 3).
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3.4.4. Niquel (Ni)

Concentragfes de niquel s6 foram observadas em tratamentos contendo DAM
(Figura 9). Para E. crassipes foi observado maior acimulo (50,0 g eka
translocacao de niquel para a parte aérea em pH 2,5 (61,7%). O peciolo foi o 6érgdo para
o qual houve maior translocacao deste elemento. Para P. stratftgmlyrrhizao
actmulo foi diretamente proporcional ao aumento do pH com indice de Translocag&o
emP. stratiotes de 89% no tratamento DAN,5.

Do acumulo de Ni, houve correlacdo positiva com Zn, Cu e Mn para P.
stratiotes, enquanto que S. polyrrhiza observou-se apenas correlacéo significativa com o
Zn (Tabela 3).
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3.4.5. Zinco (Zn)

Os maiores valores de acumulo de Zn foram encontrados nos tratamentos
contendo DAM, para todas as espécies (Figura 10). Para E. crassipes, ndo houve
diferenca significativa entre a variacdo de pH em DAM. Nas demais situacdes, o
acumulo de zinco foi proporcional ao aumento do pH. O zinco translocado para a parte
aérea de E. crassipes foi maior para o peciolo, chegando a atingir um valor maximo de
58,8% no tratamento DAM 2,5. O indice de Translocacgéo, tanto para peciolo quanto
para folha dessa espécie, foi reduzido gradativamente com o aumento do pH. Para P.
stratiotes o indice de translocacdo exibiu comportamento semelhante, com maior
translocacao para a folha quando cultivadas em solu¢gées com DAM, com decréscimo
no indice com o aumento do pH.

O Zn apresentou alta correlacdo com o acumulo de Cu, Mn e Ni em P. stratiotes
enguanto a correlacéo foi negativa com o Fe. Ja para S. polyrrhiza a corfeiajé

apenas com o acumulo de Ni.
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3.4.6. Arsénio (As)

Maior acumulo de arsénio (Figura 11) foi observado nos tratamentos com DAM,
sendo que o aumento do pH diminui a absor¢do de As para as trés espécies avaliadas.
Vale salientar que P. stratiotesS. polyrrhiza apresentaram elevada absorcdo pela
biomassa morta. E. crassipes acumulou (5965,74 rity &granslocou arsénio em
maior quantidade para o tratamento com DARLS5 (5,3%). Entretanto, a translocagéo
de As foi pequena e a maior parte do metaldide permaneceu acumulada nas raizes de E.
crassipes.

Nas trés espécies de macrofitas estudadas foi observada alta correlacdo com a

absorcéo de Fe, enquanto que para Cu a correlacdo foi negativa (Tabela 3).
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Figura 11 — Acumulo e indice de translocacdo (%) de arsénio (As) em Eichhornia
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Tabela 2- Acumulo dos metais no inicio e ao final do periodo de exposicdo de Eichhornia crassipes, Pistia stGpiiaidsla polyrrhiza aos

meios de crescimento.

Cobre (Cu) (mg Kg?)

Meio pH Eichhornia crassipes Pistia stratiotes Spirodela polyrrhiza
Folha Peciolo Raiz Total Folha Raiz Total Total
DAM** 2,5 11,87 ab* 19,10 ab 56,96 ¢ 87,93 b 12,18 b 2,02¢ 14,20 ¢ 92,20 ¢
3,5 13,93 a 25,05 a 220,33 b 259,31 a 82,88 a 32,92b 115,80 b 380,15 a
45 1,39 cd 11,62 b 277,39 a 290,40 a 60,41 a 158,08 a 218,49 a 186,85 b
Agua 2,5 6,66 cb 0,29 ¢ 23,08 d 30,02 ¢ 0,00b 0,00c 0,00c 0,35d
3,5 12,80 a 0,51c 18,28 d 31,59¢c 0,00b 0,00c 0,00c 3,50d
45 0,00d 0,68 c 30,76 cd 31,44c 0,00b 0,00c 0,00c 7,30 d
Controle 6,5 15,37 a 0,18 ¢ 32,90 cd 48,45 c 0,03 b 0,00 c 0,03 ¢c 2,65d
Ferro (Fe) (mg Kg?)
Folha Peciolo Raiz Total Folha Raiz Total Total
DAM 2,5 832,42 a 3688,15 a 23149,28 a 27669,84 a 11288,46 a 19499,96 a 30788,42 a 39928,80 a
3,5 82,71b 163,43 b 3620,53 b 3866,68 b 4907,52 b 9040,03 b 1394755 b 1348,65 b
4,5 35,87 b 78,53 b 3073,49b 3187,89 b 368,09 ¢ 1219,23c 1587,32 ¢ 1711,65b
Agua 2,5 46,71 b 40,41 b 884,21 b 971,33 b 127,01 c 45,12d 172,13 d 1432,80 b
3,5 97,55 b 48,64 b 1162,82 b 1309,00 b 268,18 ¢ 181,57 d 449,75d 1054,30 b
45 5497b 65,83 b 2025,66 b 2146,45b 208,88 ¢ 2269,84 ¢ 2478,72 ¢ 861,55 b
Controle 6,5 62,68 b 49,61 b 950,96 b 1063,25 b 139,89 c 991,41 c¢c 1131,30¢c 612,95 b
Manganés (Mn) (mg Kg%)
Folha Peciolo Raiz Total Folha Raiz Total Total
DAM 2,5 517,75 a 542,71 a 189,15 b 1249,61 a 153,29 ¢ 118,29 bc 271,58 b 548,00 bc
3,5 169,98 ab 302,52 ab 182,34 b 654,84 bc 311,32 b 29,20 cd 340,52 b 501,60 bc
4,5 168,88 ab 284,05 ab 270,18 a 723,11 bc 423,60 a 185,54 b 609,14 a 1812,75 a
Agua 2,5 157,35 ab 171,22 b 23,26 ¢ 351,84 bc 0,00 e 0,00d 0,00c 105,70 ¢
3,5 143,37 b 111,71 b 32,09c¢c 287,17 ¢ 17,20 e 0,00d 17,20 ¢ 661,60 bc
45 164,13 ab 286,81 ab 124,85 b 654,79 bc 28,56 e 3,19d 31,74 c 1236,10 ab
Controle 6,5 200,12 ab 308,51 ab 442,48 a 951,12 b 93,66 d 406,49 a 500,14 a 1026,75 ab

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo testeyd@ad ukvel de 5 % de probabilidade; ** DAM: drenagem acida de mina.

37



Tabela 2- Continuacéo

Niquel (Ni) (mg Kg))

Meio pH Eichhornia crassipes Pistia stratiotes Spirodela polyrrhiza
Folha Peciolo Raiz Total Folha Raiz Total Total
DAM 2,5 11,08 a 2391 a 15,03 a 50,02 a 6,64 c 5,18 b 11,82 b 4,10b
3,5 2,26 b 8,38 b 23,17 a 33,81b 16,77 b 3,10b 19,87 b 10,95 b
45 1,43 b 9,83 b 22,94 a 34,20 b 26,69 a 24,32 a 51,01 a 46,85 a
Agua 2,5 0,00 b 0,00c 0,00b 0,00c 0,00d 0,00 b 0,00c 0,00 b
3,5 0,00 b 0,00c 0,00b 0,00c 0,00d 0,00 b 0,00c 0,00 b
4,5 0,00 b 0,00 c 0,00b 0,00 c 0,00d 0,00 b 0,00 c 0,00 b
Controle 6,5 0,00 b 0,00 c 157b 1,57 ¢ 0,00d 0,00 b 0,00 c 0,00 b
Zinco (Zn) (mg Kg?)
Folha Peciolo Raiz Total Folha Raiz Total Total
DAM 2,5 79,88 a 185,28 a 110,39 cd 375,56 a 73,05¢ 47,60 b 120,65 cd 71,30 ¢
3,5 27,76 b 119,14 b 237,49 ab 384,39 a 174,87 b 24,650 199,52 bc 249,85 b
4,5 28,73 b 128,35 b 259,70 a 416,78 a 251,87 a 173,67 a 425,53 a 695,85 a
Agua 2,5 21,05b 49,57 c 53,72d 124,35 ¢ 8,64 € 1,68 ¢ 10,32 e 22,00¢c
3,5 26,87 b 46,36 C 81,73d 154,96 bc 30,64 de 0,00c 30,64 de 159,05 bc
45 2251b 60,83 c 166,14 bc 249,48 b 53,02 cd 7298 b 126,00 cd 164,60 bc
Controle 6,5 23,17 b 50,49 ¢ 181,43 abc 255,09 b 44,34 cd 249,18 a 293,52 b 105,60 ¢
Arsénio (As) (mg Kg")
Folha Peciolo Raiz Total Folha Raiz Total Total
DAM 2,5 20,83 a 311,46 a 5633,44 a 5965,73 a 1076,19 a 2829,83 a 3906,02 a 1163,80 a
3,5 0,61b 0,00 b 172,64 b 173,25 b 88,99 b 262,32 b 351,32 b 22,80b
4,5 0,00 b 0,00 b 132,01 b 132,01 b 0,00 c 42,15b 42,15¢c 42,60 b
Agua 2,5 0,00b 0,00 b 2,63b 2,63b 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c
3,5 0,02b 0,00b 0,04 b 0,06 b 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c
45 0,00 b 0,00 b 1,10b 1,10 b 0,00 c 0,00 c 0,00c 0,00 c
Controle 6,5 0,64 b 2,08b 0,00b 2,72b 0,00c 0,00c 0,00 c 0,00 c

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamenteeptdode Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade; * DAM: drenagem déadaina.
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Tabela 3 - Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os metais concentrados nos
orgaos de Eichhornia crassipes, Pistia strati@eSpirodela polyrrhiza que se
desenvolveram em drenagem &cida de mina (DAM).

E. crassipes
Cu Fe Mn Ni Zn As
Cu -
Fe -0.94 -
Mn -0.71 0.74 -
Ni -0.66 0.75 0.60 -
Zn 0.32 -0.29 0.08 0.08 -
As -0.93 0.99 0.69 0.75 -0.27 -
P. stratiotes
Cu Fe Mn Ni Zn As
Cu -
Fe -0.85 -
Mn 0.88 -0.72 -
Ni 0.92 -0.76 0.97 -
Zn 0.92 -0.80 0.98 0.98 -
As -0.77 0.93 -0.57 -0.59 -0.65 -
S. polyrrhiza
Cu Fe Mn Ni Zn As
Cu -
Fe -0.69 -
Mn -0.36 -0.35 -
Ni 0.04 -0.56 0.45 -
Zn 0.15 -0.66 0.48 0.98 -
As -0.69 0.99 -0.35 -0.55 -0.66 -
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4. DISCUSSAO

Durante o periodo de exposicdo aos tratamentos, os sintomas de toxicidade
foram registrados nas folhas das trés espécies de macrofitas estudadas. A sintomatologia
foi caracterizada pela ocorréncia de murcha, com evolucdo para necrose foliar, a qual
resulta na morte das células do mesofilo.

A fitotoxicidade apresentada pelas plantas pode ser atribuida, particularmente, a
dois aspectos: ao pH acido e a presenca de ions metélicos na solugdo com efeito nocivo
para as células da planta, resultando em altera¢cdes morfoldgicas, fisiolégicas e murcha
das plantas (Soltan & Rashed, 2003). Na drenagem &cida, as concentracdes dos
elementos quimicos vao variar de acordo com a composicdo do depdsito de minério,
sendo que a carga de metais que € carreada para o ambiente caracteriza fator mais
importante do que a acidez (Sheoran & Sheoran, 2006; Mishra et al., 2008a).

De modo geral, as plantas de E. crassipes foram as mais resistentes em relacéo
as demais espécies, quando cultivadas em pH mais acido, independente das solucdes
onde as plantas cresceram. Por outro lado, P. stratiotes se mostrou mais sensivel a
DAM e valores de pH abaixo de 3,5. Pra S. polyrrhiza o comportamento foi
intermedidrio, e as plantas apresentaram sensibilidade aos meios com pH 2,5.

Os metais Cu, Zn, Mn, Fe e Ni sdo micronutrientes essenciais para as plantas.
Porém, em concentracdes muito elevadas, tais elementos podem ser considerados
toxicos, da mesma maneira que os elementos ndo essenciais como Cd, Hg, Pb e As
(Kunze et al., 2002; Zhang et al., 2002).

As plantas apresentam diversos mecanismos para responder, combater e superar
as adversidades ambientais com reducédo da fitotoxicidade por meio de mecanismos que
variam desde adaptacado, limitacdo de absorcdo, desintoxicacdo e/ou até mesmo a
resisténcia genética (Salt et al., 1998).

Com a reducdo da area foliar os efeitos da toxicidade sobre a producdo de
pigmentos fotossintéticos foi prejudicada, em especial nos tratamentos contendo
drenagem acida. No entanto, E. crassipes apresentou os maiores teores de clorofila total
e carotenoides quando submetida a drenagem acida em pH acima de 3,5. Marschner
(1995) relatou que o aumento na producdo de pigmentos fotossintéticos pode estar
relacionado a elevada concentracdo, no meio, de elementos que sdo essenciais para a
sintese desses produtos, como o ferro (Keller & Hammer, 2004). Portanto, € possivel
que a composicdo da DAM tenha estimulado a producédo de pigmentos fotossintéticos

para E. crassipes. Quando plantas de Lemna polyrrhyza foram submetidas ao Zn, Ni e
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Pb, houve acréscimo no teor de clorofila em 48 h de exposi¢cdo, porém apos este
periodo, este teor diminuiu (Sharma & Gaur, 1995). Da mesma maneira, em Lemna
minor tratada com 0,05 mg'Lde C§*, a producéio de pigmentos fotossintéticos foi
estimulada, porém acima dessa concentracdo, as plantas passaram a apresentar
decréscimo neste aspecto (Hou et al., 2007). No entanto, a maior parte dos trabalhos
relata a diminuicdo no teor de clorofila quando plantas aquéticas sdo expostas a metais
pesados, como o Fe, Cu, Zn, Cd, Cr, Ni e Pb (Mishra & Tripathi, 2008; Gardea-
Torresdey et al., 2005; Manios et al., 2003; Sharma & Gaur, 1995).

Apesar dos aumentos nos teores de clorofila total e carotendides em plantas de
E. crassipes submetidas a DAM, ndo houve aumento na produtividade, ou seja, o
acréscimo na producado de clorofila ndo resultou, necessariamente, em maior producdo
de fotoassimilados. Independente do teor de pigmentos, o periodo de 72 h de exposi¢ao
nao foi suficiente para serem observadas alteracdes significativas na produtividade das
trés espécies de macrofitas estudadas. A curva de crescimento para estas espécies, emn
condi¢cdes normais de cultivosolucdo de Clark (1975) e pH entre 5,0 e-6r8sultou
na produtividade média para E. crassipes de 6,73djanpara P. stratiotes de 4,01 g
m?/dia e para S. polyrrhiza, 0,43 d/ia. Desta forma, pode-se afirmar que a reducéo
na produtividade das plantas expostas aos meios de cultivo acidos e DAM, foi o
resultado da perda de raizes e da morte do tecido foliar, e ndo a inibicdo no
desenvolvimento da planta.

A sensibilidade de P. stratiotesS. polyrrhiza a acidez e as solu¢cdes de DAM
resultaram na morte dos individuos submetidos ao estresse. Nao obstante, verificou-se o
acumulo dos metais estudados em quantidades significativas nos tecidos mortos das
plantas. Weis & Weis (2004) relataram gue tecidos senescentes podem se tornar detritos
e fontes de elementos contaminantes, e afirmaram que a concentracdo de metais
aumentou em plantas mortas e nos detritos durante a sua decomposicao, especialmente
pela adsorcao e pela imobilizacdo dos contaminantes pelos microorganismos.

A ordem da concentracdo dos elementos presentes nas solu¢cdes contendo DAM
foi: Fe > Mn > As > Zn > Ni > Cu. Enquanto que nas trés espécies estudadas, observou-
se a seguinte ordem de acumulo dos elementos: Fe > As > Mn > Zn > Cu > Ni.

Varios fatores podem afetar a absorcdo e a distribuicdo dos metais nas plantas.
Entre eles podem ser citadas as propriedades fisico-quimicas dos contaminantes
(solubilidade, peso molecular, coeficiente de particdo), a temperatura, as propriedades
do meio (matéria organica, pH, dureza), e as caracteristicas das plantas (sistema

radicular, area foliar). Além disso a remoc¢do dos metais pode ser limitada pela
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disponibilidade para a planta, com base na solubilidade e difusdo do elemento pela raiz
(Clemens et al., 2002; Lombi et al., 2001).

Apesar do aumento da concentracdo de todos os metais na biomassa seca das
trés espécies em relacdo aos devidos controles, foi observado que Cu, Mn, Ni e Zn
mantiveram ou aumentaram suas concentracdes nas solucdes apds a exposicdo das
macrdfitas aquaticas a DAM, enquanto que apenas Fe e As apresentaram reducao das
suas concentracdes nas solugdes. Soltan & Rached (2003) atribuiram o aumento da
concentracdo de metais na solucdo, ap0s a exposicdo de plantas aquaticas, a liberacao
dos metais que estavam presentes na matéria morta das plantas na solucao.

A remocdo de metais do meio aquético pelas macrofitas aquéaticas pode
apresentar trés diferentes padrdes: (a) exclusdo, onde os metais sdo impedidos de entrar
na planta, e ficam aderidos a superficie das raizes; (b) restricdo, os metais ficam
acumulados nas raizes, mas a translocacdo para a parte aérea € limitada ou nula; (c)
acumulacéo, quando os metais se concentram nas partes das plantas (Mishra & Tripathi,
2008; Prasad, 2001).

E. crassipes acumulou maior quantidade de Fe, Mn, Ni e As em pH 2,5, quando
estes elementos apresentavam maior concentracdo e disponibilidade para serem
absorvidos pelas plantas. A solubilidade de metais normalmente tende a aumentar com a
diminuicdo do pH, em especial para Fe e Mn (Salt et al., 1995). Cobre e zinco foram
mais absorvidos em pH acima de 3,5 nas trés espécies. Pistia steaSopedyrrhiza
nao sobreviveram em pH 2,5, porém, acumularam quantidades significativas de Fe, Mn,
Ni e As na matéria morta das plantas. Para que um elemento seja removido do meio &
necessario que haja absorcdo ou adsorcdo superficial - combinacdo de processos
guimicos como quelacao, troca ibnica e adsorcéo especifioa ocorre independente
da atividade bioldgica das plantas (Breteler et al., 1981; Rai et al., 1995; Salt et al.
1995.

Entre os elementos estudados, o Fe foi acumulado em maior quantidade pelas
trés espécies. Resultado semelhante foi obtido por Mishra & Tripathi (2008), que
observaram maior acumulo de Fe em E. crassipes, P. stratit@eolyrrhiza, quando
expostas a solucdes que continham concentracdes crescentes de ferro. Ao quantificar os
metais acumulados nas partes das plantas de E. cras$lpetratiotes (parte aérea e
raiz), observou-se que Fe, Cu, Ni, Zn e As estavam concentrados em maior quantidade
nas raizes. Possivelmente grande parte do Fe quantificado estava presente na forma de
placas de ferro nas raizes e ndo como Fe acumulado (Rai, 2009; Hansel et al., 2001;
Vesk et al., 1999). A formacao de placas de ferro é uma adaptacdao fisiologica de plantas
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aguaticas, as quais translocam oxigénio da parte aérea para as raizes através do
aerénquima, e consequentemente libera oxigénio na rizosfera. Neste estado oxidativo
das raizes ocorre a oxidacao do ferro presente no meio aquético, formando o precipitado
de (hidr)oxido de ferro na epiderme da raiz (Hansel et al., 2001; Green & Etherington,
1977). Com a formacédo da placa de ferro, pode-se inferir que o Cu, Ni, Zn e As
aderiram a placa, uma vez que estes foram encontrados em maior quantidade nas raizes.
Estudos tém confirmado que a placa de ferro € capaz de formar uma barreira que
imobiliza e restringe a absorcdo de elementos fitotoxicos, tais como Zn, Cu, Cd, Pb, Ni

e As (Taggart et al., 2009; Panich-Pat et al., 2004; Batty et al., 2000; Vesk et al., 1999;
Otte et al., 1989; Taylor & Crowder, 1983).

A translocacgdo para a parte aérea de E. crassipes foi mais significativa para Mn,
demonstrando mobilidade, visto que esse elemento ndo foi contido pela placa de Fe
formada nas raizes (Karanthanasis & Johnson, 2003). Contudo, os elementos Cu e Fe
foram os que menos se translocaram nas plantas. Dushenkov et al. (1995) afirmou que
plantas aquéticas séo ineficientes na translocacdo de metais para a parte aérea e poden
apresentar riscos na recontaminacdo do meio, porém sdo altamente eficientes no
processo de rizofiltracao.

A absorcdo de metais € aumentada com a producdo de tiois, fitoquelatinas,
surfactantes, ou combinacdes de metais no meio aquéatico que podem exercer sinergismo
ou antagonismo com a absorcdo. Quando os ions metalicos sdo absorvidos pela raiz,
podem ser acumulados ou exportados para a parte aérea. O transporte para a parte aére:
ocorre por meio do xilema apés atravessar a estria de Caspary, que divide a endoderme
da epiderme, formando uma barreira impermeabilizante. O movimento dos metais
ocorre via simplasto, portanto o transporte dos ions pela endoderme é limitante para o
translocacao até a parte aérea. As células xilematicas apresentam elevada capacidade de
troca catidnica que retardam o movimento de céations metalicos, e neste caso, complexos
quelantes, acidos organicos e fitoquelatinas facilitam essa passagem (Weis & Weis,
2004; Salt et al., 1995).

Entre os elementos estudados nesta pesquisa, 0 As € o Unico que nao participa de
funcdes metabdlicas nas plantas e representa elevado risco de toxicidade mesmo em
baixas concentracdes (Sharma & Sohn, 2009). Porém, pode ser acumulado por espécies
vegetais por ser quimicamente similar ao fésforo, e ser absorvido indevidamente (Pilon-
Smits, 2005). O acumulo de arsénio nos tecidos das trés espécies apresentou forte
correlagdo com a absorcédo de Fe, evidenciando sinergismo entre os dois elementos,

como relatado por Rahman et al. (2008) com Salvinia natans. Robinson et al., (2006)
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também obteve o mesmo resultado com diversas espécies de plantas aquaticas, e
Rahman et al. (2007) quando avaliaram S. polyrrhiza submetida a concentracoes de Fe e
As. Essa correlacdo positiva pode ser resultado da incorporacédo do As nos oxidos de Fe

presentes na superficie das raizes (Chen et al., 2005; Blute et al., 2004).

5. CONCLUSAO

E. crassipes se mostrou mais tolerante aos efeitos da drenagem é&cida de mina
que as demais espécies estudadas, que foram susceptiveis aos baixos valores de pH €
elevada concentracdo de metais. Os teores de pigmentos fotossintéticos de E. crassipes
foram menos afetados que os de P. strate&golyrrhiza, no entanto as trés espécies
tiveram decréscimos nos valores de biomassa seca quando submetidas a baixo pH e
drenagem acida de mina.

O acumulo de metais e arsénio, presentes nos tratamentos contendo drenagem
acida de mina- independente do pH - foi significativo nas trés espécies, com maior
acumulo nas raizes de E. crassipPs stratiotes, o que caracteriza essas espécies como
potenciais para rizofiltracdo de ambientes aquaticos contaminados.

Entre as trés espécies estudadas, E. crassipes demonstrou mais capacidade de
sobreviver e acumular os metais presentes nas solucfes contendo drenagem &cida de

mina, independente do pH.
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CAPITULO I

Efeito de drenagem &cida de mina sobre o acumulo e nas caracteristicas morfo-

anatébmicas de Eichhornia crassipes Spirodela polyrrhiza.
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Efeito de drenagem acida de mina sobre o acumulo e nas caracteristicas morfo-

anatdmicas de Eichhornia crassipes Spirodela polyrrhiza.

RESUMO

Ecossistemas aquaticos sao receptores de efluentes altamente contaminantes, que poden
levar a acidificacdo e ao aumento na concentracdo de metais. Apesar da natureza
multifator da drenagem acida de mina (DAM), seu impacto no ecossistema aquatico
pode ser minimizado pela capacidade tamponante do corpo receptor. Eichhornia
crassipese Spirodela polyrrhiza apresentam plasticidade em termos de adaptacédo a
diversos ambientes. Desta maneira, este trabalho teve o objetivo de avaliar a capacidade
de E. crassipes S. polyrrhiza em acumular metais presentes na DAM e avaliar os
efeitos toxicos sobre o crescimento e caracteristicas morfo-anatémicas. Individuos das
duas espécies foram submetidos, durante 12 dias, a solu¢cdes contendo diluicdes de
DAM em agua (0%, 25%, 50%, 75% e 100%). Eichhornia crassifg@spolyrrhiza

tiveram seu desenvolvimento comprometido com o aumento da porcentagem de DAM
nas solucdes, com reducdes de 30% e 46% na biomassa seca, respectivamente. O teor
de pigmentos fotossintéticos em S. polyrrhiza apresentou reducdes a partir de 25% de
DAM na solucado, enquanto que E. crassipes ndo apresentou efeitos nesta variavel. As
duas espécies acumularam os metais avaliados (Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e As). Eichhornia
crassipes acumulou Cu, Fe, Mn e As proporcionalmente a porcentagem de DAM na
solucéo. Spirodela polyrrhiza teve variacdes no acumulo dos metais devido a morte de
individuos apds a exposicdo a DAM. Eichhornia crassipes translocou a maior parte de
Mn, Ni e Zn absorvidos, enquanto que os demais metais, Cu, Fe e As, foram
acumulados nas raizes. Os efeitos morfo-anatémicos em S. polyrrhiza incluem a necrose
nas folhas e danos na epiderme da raiz, contudo sem efeitos nas células do parénquima e
do cilindro vascular; em E. crassipes houve o aumento das lacunas do aerénquima e no
namero de idioblastos contendo compostos fendlicos nas folhas e nas raizes, no entanto
neste Ultimo ocorreu 0 aumento no comprimento das lacunas do aerénquima e
diminuicdo na regido medular. Entre as espécies estudadas, apenas E. crassipes foi
capaz de sobreviver em solugdes contendo DAM sem apresentar danos severos em sua
morfologia, porém, teve desenvolvimento inibido com o aumento da porcentagem de
DAM. Sugere-se que E. crassipes pode ser utilizada como planta rizofiltradora em
ecossistemas aquaticos receptores de DAM.

Palavras-chave:rizofiltracdo, metais, diluicdo, morfo-anatomia, Eichhornia crassipes,

Spirodela polyrrhiza.
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Acid mine drainage effects on anatomical characteristics of Eichhornia crassipes

and Spirodela polyrrhiza.

ABSTRACT

Aquatic ecosystems are final receiver of effluents with high amounts of contaminants,
which may lead to acidification and increase of toxic elements concentration. Despite
the multifactor nature of acid mine drainage (ADM), its impact in aquatic environment
can be diminished by receptor’s buffering effect, further the AMD origin and volume

that can be altered through production control and dilution. Eichhornia crassipes and
Spirodela polyrrhiza shows plasticity on adapting in many aquatic environments, and
possibly survive and develop in acid solutions with different metal concentration. In this
way, the work objective was to evaluate E. crassipes and S. polyadupaaity to
accumulate metals present in AMD solutions, and its effect over growth characteristics
and anatomical features. Therefore, both species where exposed, throughout twelve
days, to solutions with AMD dilution in water (0%, 25%, 50%, 75% and 100%). E.
crassipes S. polyrrhiza had their growth affected with AMD percentage increase in
solutions, and consequently more acid pH, with 30% and 46% reductions on dry weight
biomass, respectively. Photosynthetic pigments content, in S. polyrrhiza, decreased
when exposed to solution with AMD 25%, while E. crassipes did not showed harmful
effects over this variable. Both species accumulated the studied elements (Cu, Fe, Mn,
Ni and Zn); E. crassipes accumulated Cu, Fe, Mn and As proportionally to AMD
percentage in solution; S. polyrrhiza had metal accumulation variations due to some
specimen death when exposed to AMD. E. crassipes translocated to aerial parte most of
Mn, Ni and Zn absorbed, while Cu, Fe and As were located in roots. Among AMD
effects over S. polyrrhiza anatomy are foliar necrosis and root epidermis injure, without
harm on cortex and vascular cylinder; when E. crassipes was exposed to AMD
aerenchyma size and the amount of phenolic compounds idioblast increased in leaves,
and in roots the aerenchyma size also increased but the pith reduced. Among the two
species, E. crassipes showed capacity to survive in AMD solutions without harmful
effects on its morphology, but growth was inhibited through AMD percentage
augmentation in water. In this way, E. crassipes may be used in rhizofiltration

technique in aquatic systems contaminated with AMD.

Keywords: rhizofiltration, metals, dilution, morpho-anatomy, Eichhornia crassipes,
Spirodela polyrrhiza.
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1. INTRODUCAO

O efeito da drenagem acida de mina (DAM) sobre a qualidade das aguas
superficiais e lencbis freaticos tem sido um grave problema em vérios paises. A DAM é
o resultado da oxidacdo e hidrélise de minerais sulfetados na presenca de agua e
oxigénio, com producdo de acido sulfarico e liberacdo de diversos metais pesados e
poluentes. O lixiviado apresenta baixo pH, com elevadas concentracdoes de ferro e
sulfato, e outras variedades de metais que dependem da composicdo do minério
(Valente & Gomes, 2009; Gray, 1998; Mello & Abrah&o, 1998).

Ecossistemas aquaticos sdo o0s receptores finais de efluentes altamente
contaminantes (Dhote & Dixit, 2009), que podem levar a acidificacdo, salinizacao,
aumento da concentracdo de varios elementos considerados toxicos e também a
intensificacdo de processos de sedimentacdo no meio (Kanoun-Boulé et al., 2009; Gray,
1998). O impacto da DAM em sistemas aquaticos € considerado complexo devido a
natureza multifator do impacto gerado (Gray, 1997), entre esses fatores, a carga de
metais descarregada no meio aquatico € o de maior relevancia, com efeitos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas da agua e a biota (Sheoran & Sheoran, 2006; Mishra et
al., 2008a).

Apesar da natureza multifator da drenagem acida, o impacto do lixiviado pode
ser amenizado pela capacidade tamponante do corgoote€®rpos d’agua com baixa
capacidade tamponante sdo mais afetados do que aqueles que apresentam maior dureza
no qual o principal impacto podera ser a sedimentacéo (Gray 1997).

Plantas aquaticas vém sendo utilizadas para auxiliar na recuperacdo de meios
contaminados devido a sua intensa capacidade de absorcdo e rapido crescimento
(Miretzky et al., 2004), com consequente melhora da qualidade da agua e diminui¢édo
dos danos causados ao ambiente aquético (Rai et al., 1995), dentre estas a Eichhornia
crassipese Spirodela polyrrhiza, as quais apresentam répido crescimento e sao
acumuladoras de diversos elementos (Miretzky et al., 2004; Hasan et al., 2007; Mishra
& Tripathi, 2008), no entanto, quando expostas a meios com concentracdes elevadas de
alguns elementos, podem surgir efeitos negativos sobre o seu crescimento e
metabolismo, além de modificacdes morfo-anatémicas (Mahmood et al., 2005; Souza et
al., 2009).

Estas espécies apresentam plasticidade na adaptacdo a diversos ambientes
(Dhote & Dixit, 2009; Malik, 2007; Miretzky et al., 2004), e possivelmente sobrevivem

e se desenvolvem em solugbes com elevada acidez e variada concentracdo de metais.
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Desta maneira, essa pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar a capacidade de
Eichhornia crassipesSpirodela polyrrhiza de acumular metais presentes na drenagem
acida de mina, e avaliar os efeitos toxicos da drenagem com base em parametros de

crescimento e anatdmicos.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento foram selecionadas as edpiébiesrnia
crassipe® Spirodela polyrrhiza, submetidas aos tratamentos descritos na Tabela 1, em
condicOes de casa de vegetacado na Unidade de Crescimento de Plantas do Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigcosa (DBV/UFV).

Tabela 1- Tratamentos aplicados em Eichhornia crassfgsirodela polyrrhiza apés
diluicdes na drenagem acida de mina (DAM) - %-vA/0s respectivos valores de pH e

concentracdes dos metais no inicio do periodo experimental.

Concentracéo (mg LY

Tratamento pH : .

Cu Fe Mn Ni Zn As

0% DAM + 100% agua 53+0,4 0,024 0,720 0,096 0,003 0,025 -
25% DAM + 75% agua 4,2+0,2 0,110 2,713 2,162 0,115 0,917 -
50% DAM + 50% agua 34+0,2 0,188 4,081 3,906 0,217 1,699 -
75% DAM + 25% agua 32+0,2 0271 6,317 5934 0,333 2,568 -
100% DAM + 0% agua 32+0,3 0,350 7,681 7,598 0,431 3,348 -

Todos os tratamentos continham soluc&o nutritiva de Clark (19%%jaaforca ibnica’ concentracéo de
As abaixo dos limites de deteccéo.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados com trés
repeticdes. Dois individuos de E. crassipes foram dispostos em cada vaso com
capacidade para 10 L, e 3 g de S. polyrrhiza em vasos de 0,5 L, revestidos com sacos
plasticos resistentes para evitar contaminacédo do recipiente.

Ap6s 12 dias foram coletados discos de 0,59 aas folhas que se
desenvolveram durante o experimento, para determinacdo de clorofila total e
carotendides conforme protocolo descrito por Wellburn (1994), utilizando-se o
dimetilsufoxido (DMSQO) como extrator.

Para o estudo das alterac6es morfo-anatdmicas de E. crassipes, foram coletadas

amostras de folhas que se expandiram no decorrer do experimento, e de raizes que se
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desenvolveram ap0s a exposicdo das plantas as solu¢cdes de tratamentd. Par
polyrrhiza, coletou-se plantas do tratamento controle e plantas com injurias expostas
aos tratamentos.

As amostras foram lavadas em agua corrente, fixadas eng,FH#0k 48 horas, e
mantidas em etanol 70% até o momento da preparacdo de laminas histolégicas, de
acordo com as técnicas de microscopia descritas por Johansen (1940).

O restante do material vegetal foi lavado durante um minuto, em &gua
desionizada e separado em partes (raiz, peciolo e folha, para E. crassipes). Os materiais
foram colocados em sacos de papel devidamente identificados, e postos para secar em
estufa de circulacdo de ar forcada a’65até atingir massa constante. Em seguida, o
material vegetal foi finamente triturado em moinho Willey. Fragdes do material foram
adicionadas a frascos contendo 10 mL de solugéo acida nitro:perclorica (3:1) e mantidos
em pré-digestdo a temperatura ambiente por periodo de 24 h (Tedesco et al., 1995).
Posteriormente a essa fase, os frascos foram colocados em chapa aquecedora, com
temperatura gradualmente elevada a 180 °C, permanecendo nesta temperatura até
completa digestdo da matéria organica.

O As acumulado em E. crassipes foi quantificado utilizando-se metodologia
mais apurada, devido a presenca do metaldide em concentracbes muito baixas nas
solugdes. Desta forma, para a analise de arsénio (As) acumulado em E. crassipes, 1 g de
amostra de cada parte da planta foi adicionada em tubos de TFM Teflon, juntamente
com 10 mL de HN@e 3 mL de HCI concentrados, sendo em seguida submetidas a
irradiacdo de micro-ondas. O programa utilizado foi de 10 minutos para atingi€ 80
800W de poténcia, e 5 minutos de digestdo com temperatura e pressao constantes. Apos
o resfriamento a temperatura ambiente, em capela, 5 mL das amostras foram
transferidas para frascos de vidro em placa aquecedora e adicionados 2 p8Ogle H
para evaporacdo de HN@ 200°C.

ApOs o resfriamento as amostras foram filtradas e diluidas até atingir o volume
de 25 mL com agua desionizada. Os extratos vegetais e as amostras de agua finais
foram analisados para seis metais (Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e As) utilizando-se de
espectrometria de emissao atdbmica com Plasma Indutivamente Acepl@ROES
(MODELO-3300 DV, Perkin ElImer Optima, EUA), no Laboratorio de Espectrometria
Atdmica, do Departamento de Solos (DPS/UFV).

Por meio da quantidade de metais acumulados na parte aérea e na raiz de E.
crassipes, foi calculado o Fator de Translocacado dos metais, de acordo com Mishra et
al., (2008b), empregando a seguinte equacéao:
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o=concentracao do elemento na parte a¢é

Fator de Translocaca = .
Concentragao do elemento na raiz

A andlise do tecido epidérmico foi possivel empregando-se a técnica de
diafanizacdo. Amostras das folhas fixadas em fpAéram submetidas a solugéo de
hidroxido de sodio a 10% por 2 horas, lavadas em agua e, posteriormente, colocadas em
hipoclorito de sddio (20%) até o clareamento (Johansen, 1940). O material foi corado
com Safrablau. As laminas semi-permanentes foram montadas em gelatina glicerinada e
analisadas.

Para a confeccao das laminas histologicas, os fragmentos de folhas e raizes das
plantas cultivadas nos tratamentos 0% e 100% DAM, foram incluidos em metacrilato
(Historesin, Leica Instruments), e realizados cortes transversais em micrétomo rotativo
(RM 2155- Leica), com espessura de Q. Posteriormente, foram corados em azul
de Toluidina e Lugol (O’Brien & McCully, 1981) ¢ montadas em Permount®. As
imagens anatbmicas das laminas foram capturadas utilizando-se microscopio Optico
(modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical) com sistemBRHidto, e camera digital
acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.), no
Laboratorio de Anatomia Vegetal, DBV/UFV.

Apés a captura das imagens, realizou-se a analise micromorfométrica para
caracterizacdo das possiveis alteracdes na estrutura dos 6rgaos vegetativos selecionados
resultantes da exposicdo a DAM. Para a obtencdo das medidas lineares e contagem dos
estdbmatos foram utilizados os programas Image Pro-Plus, versdo 4.1 para Windows
(Media Cybernetics), e AnatiQuanti 2.0, aplicados no laboratério de Anatomia Vegetal,
DBV/UFV.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi aplicada a andlise de
regressao para descrever a resposta da biomassa seca as diluicdes em drenagem &cid

para as duas espécies, assim como para o acumulo de metais.
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3. RESULTADOS

3.1. Producéo de biomassa seca

O desenvolvimento de E. crassipesS. polyrrhiza foi comprometido pelo
aumento da porcentagem de DAM no meio aquoso (Figura 1). A reducao na biomassa
seca total de E. crassipe$. polyrrhiza foi de 30% e 46%, respectivamente, apds doze
dias de exposicdo as solucbes. Os efeitos observados no crescimento das espécies
podem estar associados ao aumento da acidez nas solu¢des e a concentracdo dos metai
quantificados. A redugcdo na biomassa seca de S. polyrrhiza ocorreu em funcdo da
intensa necrose identificada nas folhas dos individuos expostos a DAM, demonstrando
sensibilidade da espécie quando exposta a ambientes com pH acido ou a maior
disponibilidade de metais nas solugcdes. Ao dividir a biomassa seca total de E. crassipes
em partes (folha, peciolo e raiz) observou-se que a reducdo mais significativa de
biomassa ocorreu nas raizes (30%), quando se avaliou os efeitos entre os tratamentos
0% e 100% de DAM (Figura 1).

Eichhornia crassipes

f = 4,6891*exp(-0,0036*x)
Folha RZ=0,9336
/3 Peciolo

N Raiz
3 -

Biomassa seca (g)

% DAM

Figura 1 — Resposta ao cultivo em diferentes diluicbes de drenagem éacida de mina

(DAM) na biomassa seca de Eichhornia crassipes.
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Figura 2 — Resposta ao cultivo em diferentes diluicbes de drenagem &acida de mina

(DAM) na biomassa seca de Spirodela polyrrhiza.

3.2. Teor de pigmentos fotossintéticos

O efeito deletério da exposicdo das macrofitas a DAM foi observado apenas em
S. polyrrhiza. Houve reducéo no conteudo de clorofila total e carotendides. O efeito da
DAM sobre estas variaveis, e para esta espécie, foi significativo a partir da concentracéo
de 25% de DAM adicionado a agua, com surgimento de necroses nas folhas dos
individuos com consequente diminuicdo da area foliar fotossinteticamente ativa. Para E.
crassipes, apesar da diminuicdo no peso seco das folhas, ndo houve diferencas nos
teores de clorofila total e carotendides entre os individuos expostos a DAM e aquelas

plantas que se desenvolveram em agua.
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Figura 3 — Efeito de diluicbes de drenagem acida de mina sobre os teores de

carotendides e clorofila total de Eichhornia crassipes.
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Figura 4 - Efeito de diluicbes de drenagem &cida de mina sobre os teores de

carotendides e clorofila total de Spirodela polyrrhiza.
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3.3. Nutrientes

3.3.1. Eichhornia crassipes

Nas plantas de E. crassipes o acumulo de cobre (Cu) foi proporcional a
concentracdo da solucéo (Figura 5). Nos meios contendo drenagem &cida observou-se
que o acumulo foi maior nas raizes, enquanto que no tratamento controle (0% de DAM),

o Cu acumulado na raiz foi menor que o da parte aérea (folha e peciolo).

O célculo do Fator de translocacéo (FT) demonstra que valor > 1 significa que
houve translocacao para a parte aérea, enquanto que valor < 1, expressa o acumulo de
metais na raiz. Em E. crassipes houve translocacdo de Cu para a parte aérea no
tratamento controle, enquanto que nos demais tratamentos o valor diminuiu com o
aumento da concentracdo de DAM, consequentemente com 0 aumento da concentragao
nas raizes (Tabela 2 e Figura 5).

O acumulo de ferro (Fe) em todos os tratamentos foi mais intenso nas raizes de
E. crassipes do que na parte aérea, com maior concentracdo nas raizes das plantas
submetidas as diluicbes de DAM (Figura 5), principalmente para as concentracdes 75 e
100%. O Fe acumulado na parte aérea foi semelhante para as plantas de todos os
tratamentos, isto evidencia que a translocacdo para a parte aérea é limitada,
independente da concentracédo de Fe no meio (Tabela 2).

Entre os metais estudados em E. crassipes, 0 manganés (Mn) foi translocado em
maior quantidade para a parte aérea, mantendo niveis semelhantes nas raizes em todos
os tratamentos (Figura 5 e Tabela 2). Apesar das concentragcdes crescentes de Mn nas
solucdes, notou-se que ndo houve aumento no acumulo de Mn quando da maior
concentracdo desse metal.

A concentracdo de niquel (Ni) nas solucdes foi proporcional a diluicdo da
drenagem acida. O acumulo de Ni em E. crassipes, apesar de maior nas plantas expostas
aos tratamentos contendo drenagem &cida, ndo apresentou diferencas entre as diluicées
(Figura 5), mesmo as concentrac¢fes iniciais seres menores conforme as diluicdes. Este
elemento foi translocado para a parte aérea de E. crassipes, sendo 0s maiores acumulos
encontrados no peciolo (Tabela 2). Apesar do movimento de Ni para a parte area, este
metal foi distribuido em todas as partes de E. crassipes em quantidades semelhantes.

As plantas de E. crassipes absorveram mais Zn nos tratamentos contendo DAM
(Figura 5), com translocacao para a parte aérea em todos os tratamentos (Tabela 2). Em

O arsénio (As), considerado o elemento mais toxico, foi absorvido em maior

quantidade nos tratamentos 75 e 100% de DAM por E. crassipes (Figuras 5). A
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translocacao desse elemento para a parte aérea foi reduzida, e o0 acimulo se manteve nas
raizes (Tabela 2), entretanto, o acumulo na parte aérea se manteve igual em todos 0s
tratamentos. O acumulo de As nas raizes foi crescente, e acompanhou a concentracao de

As nas solucdes.

Tabela 2— Razéo entre o acimulo de metais na parte aérea e na raiz da planta (Fator de

Translocag&o) em Eichhornia crassipes.

% Cu Fe Mn Ni Zn As
0 1,56 1,03 8,74 13,24 1,78 0,00
25 0,78 0,53 511 1,85 0,91 0,45
50 0,45 0,68 6,84 1,84 1,26 0,54
75 0,35 0,52 7,99 1,88 1,12 0,30
100 0,25 0,56 11,71 1,23 1,11 0,33
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3.3.2. Spirodela polyrrhiza

Nas plantas de S. polyrrhiza o acumulo de cobre (Cu) foi proporcional a
concentracdo da solucao (Figura 6).

Para S. polyrrhiza o acumulo de Fe foi maior nas plantas submetidas a
concentracdo 25% de DAM, com diminuicdo na absorcdo a partir desta concentracao
(Figura 6), possivelmente em razdo do desenvolvimento de necroses nas folhas e morte
de individuos.

O acumulo de manganés em S. polyrrhiza foi maior no tratamento com 25% de
drenagem acida, com diminuicdo na absorcdo a partir de 75% de DAM na solucao
(Figura 6).

Maiores valores de acumulo de Ni foram encontrados nas plantas cultivadas nas
solucbes contendo 25, 50 e 75% de DAM, com reducdo no acumulo em 100%.
Enquanto que o acumulo de Zn foi intensificado nas solucdes de 25% de DAM, com

reducdo no acumulo de Zn a partir dos 50% de DAM (Figura 6).
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Figura 6 — Acumulo de Cu,

Fe, Mn, Ni e Zn na biomassa seca de Spirodela polyrrhiza.
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3.4. Alteracdes morfo-anatdbmicas

3.4.1. Eichhornia crassipes
As folhas de E. crassipes que emergiram durante o periodo experimental ndo

apresentaram alteracdes morfologicas visiveis (Figuras 7A e B).

0% DAM 100% DAM

. @

-

Figura 7 — Aspecto geral das folhas de Eichhornia crassipes (A e B) apds exposicao a

agua e a drenagem acida de mina (DAM). Barra = 1 cm.

A partir da diafanizacdo das folhas de E. crassipes do tratamento 100% DAM,
foi observada a auséncia de tricomas nas epidermes. Foi identificada a presenca de
estbmatos do tipo paracitico nas faces adaxial e abaxial da folha, sendo, portanto, a
mesma classificada como anfiestomatica para os tratamentos 0% e 100% DAM (Figura
8A e B). A exposicdo a DAM ndo afetou o niumero de estdbmatos presentes nas
epidermes (Tabela 3).

O limbo foliar de E. crassipes é constituido por epiderme uniestratificada
presente nas faces adaxial e abaxial com ocorréncia de estdmatos. O mesofilo é
isobilateral, com parénquima palicadico em ambas as faces, sendo constituid®d por 2-
camadas de células na face adaxial, e apenas uma camada na face abaxial. O
parénquima lacunoso é constituido por lacunas do aerénquima que se concentram na
regido mediana da folha. Os feixes vasculares podem apresentar dois tamanhos: os
pequenos estdo presentes nos dois lados do mesofilo, podendo alcancar a epiderme,
enguanto os feixes vasculares maiores estdo presentes na regido mediana do mesofilo.

Outra caracteristica dos feixes vasculares é sua ocorréncia com orientagdo normal e

65



inversa, sendo colaterais, com o xilema voltado para a face adaxial e o floema para a
face abaxial. Os feixes vasculares sao circundados por bainha (endoderme) constituida
por células parenquiméticas. As folhas ndo apresentam tecido esclerenquimatico
(Figuras 8C e D). As medicOes dos tecidos da folha de E. crassipes limbo foliar estdo
apresentados na Tabela 3.

Entre os tecidos mensurados na folha, a area das lacunas do aerénquima e o
namero de idioblastos contendo compostos fendlicos apresentaram diferengas entre as
plantas controle e as submetidas a DAM (Tabela 3).

As raizes apresentam epiderme com uma camada compacta de células, seguida
pela hipoderme. Logo abaixo da hipoderme situa-se o cortex, o qual é dividido em trés
partes. Na primeira parte, ap0s a hipoderme, ocorrem 3 camadas de células
parenquimaticas que formam a primeira regido. Ao redor do estelo esta outra regido
com células parenquimaticas que constituem 4-5 camadas, porém as células sdao bem
arredondadas e dispostas em colunas radiais com espacos intercelulares. Entre essas
duas regides estd o tecido lacunoso, composto por placas radiais constituido por finas
paredes celulares, e entre as placas ocorrem espacos com ar de formato longo e estreito
(aerénquima). A endoderme e o periciclo estdo localizados ao redor do estelo, que é
definido como poliarco, com cerca de sete vasos de xilema, alternando com o floema, e
ao meio localiza-se a medula composta de células parenquiméticas (Figuras 8E e F).

As alteracdes mais significativas foram encontradas nas raizes onde foram
observadas aumento do comprimento das lacunas do aerénquimas das plantas expostas ¢

DAM, além da diminui¢édo da regido medular (Tabela 3).
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Figura 8 - Caracterizacdo morfo-anatémica de Eichhornia crassipes ap0s exposi¢do a
agua e a drenagem acida de mina (DAM). A; Wista frontal da folha diafanizada com
estbmatos do tipo paracitico (Pc) na face adaxial. C-&Cbrtes transversais da folha.
Vista geral do limbo foliar evidenciando lacunas (Lc) do aerénquima, feixe vascular
com orientacdo normal e inversa (Fv), parénquima palicadico (Pp), Idioblasto contendo
compostos fendlicos (Cf), epiderme adaxial (Ed), abaxial (Eb) e estématos (Es) E e F
Corte transversal da raiz com desenvolvimento de raiz lateral (RI), epiderme (Ep),
hipoderme (Hi), cortex externo e interno (Co), aerénquima (Ae), endoderme (En),
xilema (Xi) e medula (Me). Barra=A, B, E e F (1®); C e D (2Qum).
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Tabela 3- Caracteres morfo-anatémicos de Eichhornia crasssipes obtidos por meio de

estudos micromorfométricos.

Tipo de %
Célula 0 25 50 75 100
FOLHA
Estbmatos Ad . 38 a* 35a 39a 4l a 38a
Ab " 49 a 38a 47 a 46 a 44 a
Limbo 31,2a 32,6 a 330a 32,8a 339a
Epiderme Ad 32a 36a 38a 34a 3,6a
Ab 21la 22a 23a 22a 2,1a
Parénquima Ad m 10,1a 115a 10,7 a 11,3a 10,5a
Palicadico  Ab 4.8a 51a 6,0a 50a 47a
Feixe vascular 12419a 1287,3a 14069a 1550,1a 1583,7 a
Aerénquima (um?  998,4c 1126,3¢  11426c  14588b 17584 a
Idioblasto n° 6,0b 8,0 ab 8,3 ab 9,0 ab 125a
RAIZ
Area (um?)  4591,3a 41184a  44088a 4857,1a 5167,0a
Diametro 458,7 a 4518 a 440,7 a 469,8 a 4516 a
Epiderme 0,79 a 0,96 a 0,71a 0,69 a 0,82 a
Cortex (um) 24,9 a 25,4 a 251a 26,1a 27,6 a
Aerénquima 10,5b 11,7 ab 13,2 ab 13,7 ab 15,4 a
Xilema 28a 2,8a 2,6a 33a 32a

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (5%). ** Ad: adaximxiah: a
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3.4.2. Spirodela polyrrhiza
As plantas de S. polyrrhiza expostos a DAM apresentaram necroses em suas
folhas apos 12 dias de exposicdo (Figuras 9A e B).

0% DAM 100% DAM

Figura 9 — Aspecto geral das folhas de Spirodela polyrrhiza (A e B) apds exposicdo a

adgua e a drenagem acida de mina (DAM). Barra = 1 cm.

A folha de S. polyrrhiza é caracterizada como sendo epiestomatica, apresentando
estbmatos apenas na face adaxial, e estes sdo classificados como actinociticos. Apos 12
dias de exposicdo a drenagem &cida, houve perda de tecido epidérmico em ambas as
faces (Figuras 10A e B).

O corte transversal da folha de S. polyrrhiza apresenta uma camada de cuticula
sobre a epiderme uniestratificada constituida de células de formato irregular, seguida
pelo parénquima clorofiliano. Na regido mediana estao presentes lacunas proeminentes
de aerénquima, que permitem a flutuacdo dos individuos, e estdo dispostas por toda a
extensdo da folha de maneira heterogénea. Cristais de oxalato de célcio, como drusas,
estdo presentes nas regibes do aerénquima e do parénquima clorofiliano. Os tecidos
vasculares sdo reduzidos, porém, no centro da folha esta presente o feixe vascular
principal, enquanto que no mesofilo ocorrem pequenos feixes em série. Ao comparar a
folha exposta a agua com aquela exposta a DAM, foi notavel o efeito deletério
encontrado nos tecidos e identificado pela presenca de necroses (Figuras 10C e D).

As raizes de S. polyrrhiza sdo esparsas e simples, com uma camada de células
epidérmicas seguida de uma regido de células parenquiméaticas. Ocorrem faixas estreitas
paralelas ao eixo da raiz, que formam lacunas, caracterizadas como cortex. Ao centro,
circundado por células parenquimaticas, esta o cilindro vascular, semelhante ao feixe

vascular da folha (Figura 10E). As plantas de S. polyrrhiza expostas a drenagem &acida
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de mina apresentaram danos na epiderme da raiz, porém sem efeitos nas células do

cortex e do cilindro vascular (Figura 10F).

0% DAM 100% DAM

Figura 10 — Caracterizacdo morfo-anatémica de Spirodela polyrrhiza apds exposicéo a
agua e a drenagem acida de mina (DAM). A; Wista frontal da folha diafanizada com
estdmatos do tipo actinocitico (Ac). C e-[Cortes transversais da folha. Vista geral do
mesofilo evidenciando lacunas (Lc) do aerénquima, feixe vascular (Fv), epiderme (Ep),
cuticula (Cu) e a presencga de drusas (Dr). E e Corte transversal da raiz com
epiderme (Ep), cortex com lacunas (Co) e cilindro vascular (Cv). Barra=A, B, Ee F

(10um); C e D (2Qum).
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4. DISCUSSAO

A espécie mais sensivel as solucdes contendo as diluicdes de drenagem acida de
mina foi S. polyrrhiza. A susceptibilidade dessa espécie ao pH acido do meio, e & maior
disponibilidade de elementos toxicos, levou ao desenvolvimento de necroses, que
surgiram da borda para o centro da folha. Este resultado foi semelhante ao obtido no
experimento do Capitulo 1 com S. polyrrhe&R. stratiotes, no qual, além do efeito da
acidez, houve efeito da elevada concentragdao de metais no meio de cultivo.

Nesse experimento, a concentracdo dos metais dissolvidos no meio nao foi
limitante na sobrevivéncia de S. polyrrhiza. Alguns autores relataram que plantas dessa
espécie apresentaram capacidade de acumular metais como Cu, Fe, Zn, Cd, Mn, Pb, As
e Cr, sem gue 0s mesmos causassem danos severos a morfologia e as suas principais
funcBes metabdlicas (Kanoun-Boulé et al., 2009; Mishra et al., 2008a; Mishra &
Tripathi, 2008; Rahman et al., 2007; Rai et al., 1995).

A acdo negativa da acidez e dos metais sobre as folhas de S. polyrrhiza
possivelmente inibiu o crescimento e a producdo de biomassa, como resultado da
evolucdo de tecidos necréticos seguido de morte da planta. Desta maneira, a
sensibilidade apresentada por S. polyrrhiza foi contraria ao comportamento de E.
crassipes, que mostrou ser resistente a acidez e as concentracfes dos metais no meio,
sem danos aparentes as folhas, peciolos e raizes. Porém, mesmo sem lesdes externa:
houve reducdo na biomassa seca da planta, principalmente das raizes, ao comparar as
plantas submetidas & drenagem &cida com aquelas expostas & agua 100%. E possivel
gue a composicao do meio tenha influenciado a inibicdo do crescimento das plantas, e
nao a destruicdo/perda de biomassa, pois nos vasos ndo foram encontradas raizes que s¢
desprenderam, mas folhas senescentes, em todos os tratamentos. Hasan et al. (2007)
relataram que a biomassa de E. crassipes, quando exposta a doses crescentes de Cd
Zn, foi reduzida. Nas doses baixas (3,2,0 mg ! de Cd, e 2,0- 4,0 de Zn) o
crescimento das plantas estagnou, enquanto que em doses mais altas o crescimento de
E. crassipes foi inibido.

Com a evolugcdo de necroses nas folhas de S. polyrrhiza, a producdo de
pigmentos fotossintéticos foi afetada, enquanto que para E. crassipes nao foi observado
efeito deletério sobre essa variavel, 0 que demonstra a tolerancia dessa espécie aos
metais e a acidez do meio. Pesquisas tém relatado a diminuicdo na producédo de
pigmentos fotossintéticos de E. crassipes quando as plantas sdo expostas a diversos
metais (Paiva et al., 2009; Mishra et al., 2008b; Hu et al., 2007; Maine et al., 2006),
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porém, em determinadas situacfes as concentracdes de alguns metais ndo apresentarr
riscos a producéo de clorofila total e carotendides nos vegetais (Hu et al., 2007).

Quanto maior a concentracdo de Cu e Fe na solugcdo, maior o acumulo em E.
crassipes. A quantidade desses metais translocados para a parte aérea foi limitada,
apesar da elevada concentracdo nas raizes. Este resultado foi semelhante aos obtidos pol
Olivares-Reumont et al. (2007), quando os autores avaliaram o acumulo de metais em
E. crassipes crescendo em pontos diversos de um rio receptor de efluente contaminado.
Aparentemente esta espécie limitou a mobilidade de metais a serem translocados para a
parte aérea, sendo esse um mecanismo de defesa da planta (Deng et al., 2004).

Estudos mostraram que a acumulacdo de diversos metais por plantas aquaticas
tem ocorrido, em sua maior parte, nas raizes, e pouco tem sido observado acumulado na
parte vegetativa e reprodutiva das plantas (Mishra & Tripathi, 2008; Hasan et al., 2007,
Zaranyilaet al., 1994). As plantas adquirem metais essenciais como 0s micronutrientes,
mas regulam suas concentragcdes para evitar a intoxicacdo com a utilizacédo de diversos
transportadores de metais que realizam o influxo (difusdo de solutos do apoplasto para o
citoplasma) e efluxo (exclusdo de metais presentes no citoplasma para o apoplasto ou
solucéo externa) (Hall & Williams, 2003; Williams et al., 2000; Marschner, 1995).

Apesar do Cu e do Fe serem micronutrientes essenciais para o metabolismo das
plantas, em elevadas concentracbes podem levar a degradacdo dos pigmentos
fotossintéticos e induzir ao estresse oxidativo nos cloroplastos (Xing et al., 2009; Li &
Xiong, 2004; Prasad et al., 2001). A concentracdo maxima de Cu na solu¢cdo empregada
foi de 0,35 mg L} e E. crassipes acumulou até 130 md legn sua biomassa seca total.
Plantas de E. crassipes submetidas a solucées com 0,3 deyCu ndo apresentaram
alteracBes severas no seu metabolismo, enquanto que acima de 1 fogm
observadas mudancas drasticas na fisiologia da planta (Hu et al., 2007). A concentracao
de Fe na solucéo (até 7,6 mg em 100% DAM) nao foi suficiente para desencadear
efeitos toxicos severos em E. crassipes. Resultados semelhantes foram obtidos por
Mishra & Tripathi (2008) e Mistaret al. (2008b), nas concentracfes de Fe de até 5 mg
L™

Em S. polyrrhiza, concentracdes a partir de 1,0 mddram suficientes para
estimular o aparecimento de danos nas folhas e a abscisdo das raizes, enquanto que par:
o Fe, a concentracdo considerada toxica foi a partir de 10 nfiihg et al., 2009).
Portanto, € possivel que as concentracdes de Fe das solu¢des contendo DAM tenham

sido toxicas para as plantas de S. polyrrhizéém da acidez do meio (pH)uma vez
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que a partir de 25% DAM a concentracéo de Fe era de 2,7'mg |6 mg [* em 100%
DAM.

O As, unico elemento estudado ndo essencial ao metabolismo das plantas, foi
acumulado em quantidades baixas (atéyhlkg") nos 6rgédos de E. crassipes. Esta
concentracdo ndo foi suficiente para causar danos ao teor de clorofila total dessa
espécie, nem a producdo de biomassa seca. Em trabalho com Hg e As, E. crassipes
apresentou reducdo no teor de clorofila total quando exposta a agua de efluente
contendo 0,5 mg L de As (Mishra et al., 2008c). Solucdes com concentracdes de 0,15
mg L* de As ndo afetaram o crescimento de E. crassipkesmna minor, que
acumularam 1,8 e 2,5 mgkgle As, respectivamente (Alvarado et al., 2008).

Entre os elementos estudados que foram translocados para a parte aérea de E.
crassipes, Mn se destacou, seguido pelo Ni e Zn. A concentragcdo de Mn na solucgéao foi
semelhante a do Fe, porém a absorcéo e translocacédo desses dois metais foram distintas
O manganés foi o elemento acumulado em maior quantidade nos érgéos de E. crassipes,
além da maior translocagéo para a parte aérea, em relacdo aos demais metais presente:s
nas solucdes. Outros estudos com E. crassipes exposta a solugbes com concentracdes de
diversos metais, mostraram que o Mn foi mais absorvido que 0s demais metais
(Agunbiabe et al., 2009; Soltan & Rashed, 2003). A grande mobilidade de Mn para a
parte aérea de plantas aquaticas também foi demonstrada por Karanthanasis & Johnson
(2003), que relataram que a alta mobilidade de Mn, combinada com a capacidade de
plantas aguaticas em acumular Mn, sugere um mecanismo de sorcdo como o caminho
dominante para a absorcdo que poderia designar e selecionar essas espécies como
indicadoras de contaminacdo por Mn. Chaney et al. (1997) mostraram que algumas
plantas aquéticas transportam e distribuem elevadas concentracbes de Mn por toda a
planta, ao invés de acumular nas raizes, como € o caso do Fe. A formacéo de placas de
Mn nas raizes pode ocorrer qguando as plantas sdo expostas a altas concentracdes, no
entanto, nessa pesquisa, aparentemente essa formacdo foi inibida pela baixa
concentracdo nas solucdes e pelas condigdes de baixo pH.

Para S. polyrrhiza, o acimulo de Mn foi maior nas porcentagens abaixo de DAM
50%, pois, quando as plantas foram expostas aos tratamentos acima de DAM 75%,
foram severamente danificadas, e por isso o acumulo foi menor. Em trabalho,
conduzido com S. polyrrhiza e manganés, foi relatado que essa espécie tem capacidade
para acumular quantidades substanciais de Mn (Sinha et al., 1994), porém, na

concentracdo de 0,4 mM de Mn, as plantas, apesar de acumularem Mn, apresentaram
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sintomas de fitotoxicidade como clorose e reducdo na producdo de clorofilas e
carotendides (Lizieri dos Santos, 2009).

O niquel, assim como Mn, foi translocado para a parte aérea de E. crassipes e foi
acumulado por plantas de S. polyrrhiza em maiores quantidades nos tratamento 25%,
50% e 75% DAM. Ao observar a quantidade de niquel acumulada nas trés partes de E.
crassipes (folha, peciolo e raiz), é possivel notar que o acumulo foi similar entre as
partes da planta, o que € confirmado por Zaranyika et al. (1994).

O acumulo de zinco foi distribuido por toda a planta de E. crassipes, com
valores de até 355 mg kga biomassa seca total, sendo a maior concentracdo de Zn na
solucdo com 100% DAM, de 3,35 mg'.LOutros trabalhos com Zn e E. crassipes
apresentaram resultados semelhantes de acumulo (Hasan et al.,, 2007; Mishra &
Tripathi, 2008). Ao observar a concentracdo de Zn em E. crassipes (folha, peciolo e
raiz), verificaram que nao houve diferencas entre os tratamentos, ou seja,
independentemente do aumento da concentracdo de zinco no meio aquoso, a absorcao
se manteve equivalente em todos os tratamentos, exceto DAM 0%, onde a concentragéo
de Zn era consideravelmente menor.

A toxidade de um meio dependera da concentracdo dos metais presentes e das
suas caracteristicas fisico-quimicas. A exposi¢do de plantas a esse meio podera provocar
mudancas estruturais e ultra-estruturas em nivel celular, de tecidos ou de 6rgdos. As
injarias ndo visiveis ocorrem como respostas as alteracfes bioquimicas e fisiolégicas,
apresentando perda da produtividade na auséncia de sintomas visiveis (Kozlowski,
1980). Sob condi¢Bes criticas, as injdrias passam a ser visiveis, manifestando-se na
forma de clorose, necrose, abscisdo foliar entre outros sintomas (Barceldé &
Poschenrieder, 1999). Mudancas no tamanho ou na morfologia celular das plantas séo
efeitos comuns da toxidez de metais pesados, porém podem variar dependendo da
espécie da planta, da concentracdo e do tipo do metal presente no meio (Barcel6 &
Poschenrieder, 1999).

No presente estudo foram observadas alteracbes morfo-anatbmicas nas folhas e
raizes de E. crassipesS. polyrrhiza cultivadas em solucées contendo DAM, como o
aumento da area nas lacunas do aerénquima. O aerénquima de E. crassipes é do tipo
radial expansigeno, no qual ocorre a expansao dos espacos intercelulares em lacunas a
partir de divisbes e aumento das células, sem que haja separagdo celular nem colapso
seguido de morte da celular (Seago et al., 2005). A presenca de metais, como Fe, Cu,
Zn e Cd, no meio de cultivo pode desencadear o estresse na planta, e consequentemente

estimular a producéo de etileno com possivel aumento do aerénquima (Shiono et al.,
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2008; Maksymiec, 2007; Chen & Kao, 1995). Varias publicacdes exibem diferentes
espécies de plantas aquaticas que também apresentaram aumento no aerénguima apos
exposicao a Mn e Cd (Lizieri dos Santos, 2009; Souza et al., 2009).

O aumento no numero de idioblastos contendo compostos fendélicos, em plantas
de E. crassipes submetidas a drenagem &cida de mina, ocorreu em resposta a
concentracdo dos metais na solucdo. Rice-Evans & Miller (1996) afirmaram que o0s
polifendis, especialmente da classe dos taninos, tem a capacidade de quelar metais como
o Fe. A interacdo entre fendis e metais envolve quelacao e atividade antioxidante contra
espécies reativas de oxigénio. Em trabalho com Nymphaea sp., foi observada correlacéo
positiva entre a concentracdo de polifendis e a absor¢cédo de Cr e Cd (LavidG&13l.,
Neumann et al. (1995) reportaram que Armenia maritima ssp. halleri acumulou Cu nos
vacuolos de ceélulas taniferas (idioblastos) através da quelacdo com compostos
fendlicos. Davis et al. (2001) consideraram que os elevados valores de compostos
fendlicos em folhas de Psychotria douarrei sdo em funcéo da quelacéo ou detoxificacao
de Ni. Com base nesses relatos, considera-se que a producdo de compostos fendlicos

parece estar envolvida na protecao ou tolerancia de plantas contra o estresse oxidativo.

5. CONCLUSAO

Entre as espécies estudadas, apenas E. crassipes apresentou capacidade de
sobreviver em solu¢des contendo DAM apesar dos danos na morfologia e anatomia das
plantas, além da inibicdo de seu crescimento com o aumento da concentracdo de DAM.

E. crassipes acumulou quantidades representativas de metais presentes nas
solucdes, e translocou Mn, Ni e Zn efetivamente para a parte aérea, enquanto os demais
metais permaneceram acumulados em maior quantidade nas raizes.

S. polyrrhiza se mostrou mais sensivel as solugdes contendo DAM devido a
acidez do meio e os metais presentes na solucdo. Desta maneira, S. polyrrhiza néo se
engquadra nas caracteristicas desejaveis para sua aplicacdo em tecnologias de remocac
de metais em ecossistemas aquaticos impactados, enquanto que E. crassipes pode sel
utilizada para rizofiltragéo, principalmente quando cultivada em solugbes com baixas

concentracdes de metais, um dos requisitos exigidos pela tecnologia da fitorremediacgéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa evidenciou os efeitos de solu¢cdes contendo drenagem acida
de mina (DAM) sobre o desenvolvimento das macrofitas aquaticas Eichhornia
crassipes, Pistia stratiotesSpirodela polyrrhiza, além do acimulo de metais como o
Cu, Fe, Mn, Ni, Zn e As, que se encontravam, naturalmente, nas solucdes.

A drenagem &acida de mina quando em pH 2,5 disponibilizou maior quantidade
de metais para que fossem absorvidos pelas plantas, no entanto, a acidez do meio inibiu
o desenvolvimento das macrofitas estudadas, levando-as a sintomas de toxidez e morte.
Com o aumento do pH para 4,5 ocorreu precipitacdo de alguns metais presentes na
solucéo, com consequente diminuicdo da concentracdo dos elementos, porém, permitiu
a sobrevivéncia das plantas e a absorgédo de quantidades expressivas de metais.

Diferentemente do aumento do pH com a utilizagdo de substancias quimicas, a
diluicdo € uma maneira de reduzir os efeitos da drenagem &cida sobre a biota, o que néo
impede o desequilibrio no ecossistema. Os efluentes contendo drenagem acida de mina
que atingem os corpos d’agua sdo diluidos, mas a alteracdo do pH vai depender da
capacidade tamponante do receptor. A reducédo na concentracdo de metais e 0 aumento
no pH permitem a utilizacdo de espécies vegetais para remocdo dos contaminantes,
além de favorecer a reestruturacédo do ecossistema.

Dentre as espécies estudadas, E. crassipes foi a mais tolerante as solucdes
contendo drenagem acida de mina, seguida por S. polyrel#zastratiotes. No entanto,

E. crassipese P. stratiotes se destacaram por apresentar sistema radicular bem
desenvolvido, e permitir o acimulo substancial de metais nas suas raizes, favorecendo o
processo de rizofiltracao.

A técnica da rizofiltragdo, como parte da tecnologia de fitorremediacao,
apresenta melhores resultados quando aplicada em ambientes aquaticos com baixa
concentracdo de contaminantes, uma vez que as plantas aquaticas tém limite de acumulo
de contaminantes, e sendo flutuantes liwresmso das espécies estudadasigere-se
gue essas sejam periodicamente removidas do ambiente de cultivo para que o processo
de purificagdo seja continuo.

Estudos adicionais sobre a utilizagdo de macrofitas aquaticas devem ser
realizados para que a técnica da fitorremediacdo seja aprimorada e se torne eficiente na
remocdo de contaminantes, com a finalidade de reabilitagdo e protecdo de corpos d’adgua

receptores de efluentes.
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