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RESUMO

Nos ultimos anos a contaminagdo dos recursos hidricos do Brasil por metais contidos em
rejeitos de mineragdo tornaram-se frequentes; outro fator ambiental que também deve ser
considerado, concomitantemente, é o aumento de temperatura global do planeta provocado pelo
aquecimento global. Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de
trés metais (Al, Mn e Zn) em bioensaios contendo distintas concentracdes de metais individuais
e em combinagdes no crescimento em biomassa e largura e nas respostas fisiolégicas de
Ricciocarpos natans sob duas temperaturas, além de avaliar o crescimento e as alteracdes
fisiologicas dos individuos expostos a &gua contaminada por rejeito de mineracdo, e estimar o
percentual de eficiéncia de remocdo dos metais da solucdo-teste. Amostras de agua
contaminada por rejeitos de mineracdo advindos do rompimento da barragem em Mariana (MG)
em 2015 foram coletadas e os metais determinados. Os tratamentos contemplaram individuos
saudaveis de R. natans (n = 10, £ 0,5 cm largura) expostos por 30 dias (5 repeticOes),
fotoperiodo de 12/12, as concentragBes de metais encontradas no rejeito (Al = 1,5 mg L; Mn
e Zn =0,7 mg L) e em duas concentracdes superiores (Al =2,5e50mgL?Y; MneZn=15¢
3,0 mg L) nas temperaturas de 25 °C e 27 °C. Duas vezes por semana, as plantas de todos o0s
tratamentos tiveram suas massas frescas determinadas gravimetricamente e a largura
mensurada. As massas frescas acumuladas das macrofitas durante o periodo amostral foram
ajustadas ao modelo logistico. Foram realizadas andlises fisiol6gicas uma vez por semana de
pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b, carotenoides), antioxidantes (antocianina e
flavonoide) e estresse oxidativo (peroxidacdo lipidica e extravasamento de eletrolitos). O
crescimento e as respostas fisioldgicas da macrofita R. natans foi afetado com a exposicao as
concentracdes dos metais Al, Mn e Zn. Os coeficientes de crescimento e o foram alterados com
a adicdo dos metais. A cinética de crescimento para a mistura dos metais indicou que quanto
maior as concentracdes combinadas maior o prejuizo para o crescimento e fisiologia da
macrofita, pois a necrose nos tecidos vegetais ocorreu mais rapido. Na 4gua contaminada pelo
rejeito, os individuos de R. natans também apresentaram seu crescimento prejudicado desde o
inicio dos experimentos. O aumento de temperatura em 2 °C (27 °C) juntamente com a
exposicdo aos metais influenciou negativamente o crescimento de R. natans, pois, para a
maioria dos bioensaios nao foi possivel observar aumento de biomassa ou mesmo largura. De
forma geral, os metais inibem o crescimento das plantas em torno de 50% de producéo de
biomassa. O presente estudo contribui para o entendimento dos impactos que podem ocorrer
por metais contidos em rejeitos de mineracdo e 0 aumento de temperatura nos ecossistemas
aquaticos no crescimento e na fisiologia das macréfitas aquaticas.

Palavras-chave: Metais. Combinacdo de metais. Toxicidade. Aumento da temperatura da agua.



ABSTRACT

In recent years, the contamination of Brazilian water resources by metals contained in mining
waste has become frequent and, in addition, another environmental factor that must also be
considered, concomitantly, is the increase in the global temperature of the planet caused by
global warming. In this context, this work aimed to evaluate the toxicity of three metals (Al,
Mn and Zn) in bioassays containing different concentrations of individual metals and in
combinations in the growth in biomass and width and in the physiological responses of
Ricciocarpos natans under two temperatures, in addition to evaluate the growth and
physiological changes of individuals exposed to water contaminated by mining waste, and to
evaluate the percentage of removal efficiency of metals from the test solution. Samples of water
contaminated by mining waste from the dam burst in Mariana (MG) in 2015 were collected and
the metals determined. The treatments included healthy individuals of R. natans (n = 10, £ 0.5
cm wide) exposed for 30 days (5 repetitions), 12/12 photoperiod, to the metal concentrations
found in the tailings (Al = 1.5 mg L-1; Mn and Zn = 0.7 mg L-1) and in two higher
concentrations (Al =2.5and 5.0 mg L-1; Mn and Zn = 1.5 and 3.0 mg L- 1) at temperatures of
25 °C and 27 °C. Twice a week, the plants of all treatments had their fresh masses determined
gravimetrically and the width measured. The fresh masses accumulated from the macrophytes
during the sampling period were adjusted to the logistic model. Physiological analyzes of
photosynthetic pigments (chlorophyll-a, chlorophyll-b, carotenoids), antioxidants (anthocyanin
and flavonoid) and oxidative stress (lipid peroxidation and electrolyte leakage) were performed
once a week. The growth and physiological responses of the macrophyte R. natans were
affected by exposure to the concentrations of the metals Al, Mn and Zn. The growth coefficients
and the doubling time changed with the addition of the metals. The growth Kinetics for the
mixture of metals indicated that the higher the combined concentrations, the greater the damage
to the growth and physiology of the macrophyte, as necrosis in plant tissues occurred faster. In
water contaminated by the tailings, the individuals of R. natans also showed impaired growth
since the beginning of the experiments. The increase in temperature by 2 ° C (27 ° C) together
with exposure to metals negatively influenced the growth of R. natans, since for most of the
bioassays it was not possible to observe an increase in biomass or even width. In general, metals
inhibit plant growth by around 50% of biomass production. The present study contributes to the
understanding of the impacts that can occur by metals contained in mining tailings and the
increase in temperature in aquatic ecosystems in the growth and physiology of aquatic
macrophytes.

Keyword: Metals. Combination of metals. Toxicity. Increased water temperature.
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1. INTRODUGCAO

O aumento das contaminacdes ambientais ocasionados pelas substancias toxicas estao
cada vez mais causando preocupacdo no mundo. Estas substancias, provenientes do
crescimento populacional humano e consequentemente aumento da industrializagdo,
desenvolvimento tecnoldgico e exploracdo de recursos naturais, sao introduzidas no ambiente
aquatico, sendo 0s metais um dos grupos mais perigosos por causa de sua natureza persistente,

toxicidade e bioacumulacao nos seres vivos (SANKHLA et al., 2016).

Nos Ultimos anos a contaminacdo dos recursos hidricos do Brasil por rejeitos de
mineracao tornou-se frequente e, com isso 0s prejuizos tanto a populacdo quanto ao ambiente
foram imensuraveis. Uma dessas contamina¢6es ocorreu em 2015, quando houve o rompimento
de uma barragem de rejeitos da mineradora Samarco, localizada no subdistrito de Bento
Rodrigues, a 35 km do municipio de Mariana-MG. Nesse rompimento foram liberados ca. 50-
60 milhdes m® de lama contendo inimeros metais (CARVALHO et al., 2017; GIAIA, 2016).
O principal ambiente afetado foi o Rio Doce, cuja bacia hidrografica abrange ca. 230
municipios dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Ao longo do percurso afetado pela
lama, houve perda de biodiversidade e alteracdo da estrutura fisica e composicdo quimica nos
ecossistemas aquaticos e terrestres (IBAMA, 2016; MIRANDA; MARQUES, 2016; NEVES
etal., 2016).

Dentre os metais encontrados no rejeito, o aluminio (Al), manganés (Mn) e zinco (Zn),
em concentracdes elevadas em sistemas biolégicos, podem acumular e afetar negativamente
todos os processos metabodlicos (e.g. producdo primaria) dos organismos. Nos vegetais, estes
metais afetam as membranas celulares, impactando as funges fisioldgicas de producdo de
pigmento e enzimas, proteinas, amido e lipideos, prejudicando a fotossintese e inibindo o ciclo
de Calvin (DHIR, 2013; SPARLING, 2018).

Além da contaminacdo dos recursos hidricos por rejeitos de mineracdo, outro fator que
deve ser considerado, concomitantemente, € o aumento de temperatura global do planeta

provocado pelo aquecimento global (IPCC, 2018). A concentragéo de CO> na atmosfera vem
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aumentando consideravelmente pela queima de combustiveis fosseis como o carvao, petrleo
e gas natural. Com isso as temperaturas médias globais estdo aumentando a uma taxa de
aproximadamente 0,13 °C por década (WATTS, 2007; IPCC, 2018). As medicGes realizadas
ao longo dos anos por satélite mostram que a troposfera e a superficie da Terra estdo aquecendo
simultaneamente e, sendo inUmeras as consequéncias para 0S ecossistemas, como: 0
derretimento das geleiras, aumento e intensidade de ondas de calor e tempestades tropicais,
mudancas no periodo de florescimento e frutificacdo das plantas, na migracdo dos animais e
mudancas de direcdo e altitude das faixas de plantas, declinios de populacGes, emergéncia de
insetos, branqueamento de corais com o0 aumento da temperatura do oceano, dentre outros
(CASPER, 2010; WATTS, 2007).

Este aumento na temperatura média ird potencialmente incrementar as taxas
bioquimicas e metabdlicas (i.e. taxa de reacdes fisiologicas) nos tecidos dos vegetais
(MIDGLEY, 2007), podendo ou n&o, afetar o crescimento desses organismos, e se tratando dos
ecossistemas aquaticos, as macrofitas aquaticas, apesar de apresentarem grande tolerancia a
flutuacbes de condicBes ambientais neste ecossistema, seu desenvolvimento é bastante
influenciado pela variagéo da temperatura (CARR; DUTHIE; TAYLOR, 1997).

Portanto, em virtude dos impactos ambientais ocasionados pelo rejeito de mineracéo
aduzidos nos recursos hidricos e o possivel aumento de temperatura do planeta (IPCC, 2018),

as hipoteses e 0s objetivos desse estudo foram descritos em seguida.
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1.1 HIPOTESE

(@)

(b)

(©)

(d)

Acredita-se que:

As concentragdes dos metais Al, Mn e Zn e suas combinagdes irdo afetar negativamente o
crescimento de R. natans e o aumento das concentracdes dos metais sera toxico para a
planta; com a influéncia negativa no crescimento de R. natans, os coeficientes |, o tempo
de duplicacdo da biomassa (td) o acimulo de biomassa e a fisiologia da planta também
serdo afetados;

A &gua contaminada pelo rejeito de Mariana ira influenciar negativamente o crescimento,

tempo de duplicacdo, acimulo de biomassa e a fisiologia da macrdfita;
O aumento de temperatura aumentard a toxicidade dos metais individualmente,
combinados e da dgua contaminada pelo rejeito prejudicando o desenvolvimento de R.

natans;

O percentual de eficiéncia de remocdo dos metais nas solu¢es comprovara a possibilidade

de R. natans fitorremediar ambientes aquaticos contendo os metais analisados.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de trés metais (Al, Mn e Zn) em

bioensaios contento distintas concentracdes de metais individuais e em combinacdes no

crescimento em biomassa e largura e nas respostas fisiologicas de Ricciocarpos natans sob duas

temperaturas; além de avaliar o crescimento e as alteragdes fisioldgicas dos individuos expostos

a agua contaminada pelo rejeito de mineracdo proveniente do rompimento da barragem de

Funddo em Mariana-MG em 2015, e avaliar o percentual de eficiéncia de remoc¢édo dos metais

nas solucdes-teste.

1.2.1

Obijetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

Avaliar a toxicidade individual dos metais e as respectivas combinacgdes na cinética de
crescimento em biomassa e largura bem como na resposta fisioldgica de R. natans nas
temperaturas de 25 e 27 °C;

Avaliar qual metal, na concentragdo que possuem em comum (1,5 mg L), foi mais
toxico para o crescimento de R. natans;

Avaliar a toxicidade da agua contaminada com rejeito na cinética de crescimento em
biomassa e largura e na resposta fisiolgica da macréfita nas temperaturas de 25 e 27 °C;
Avaliar o efeito do aumento de temperatura em 2 °C (27 °C) no crescimento e nas
respostas fisioldgicas de R. natans;

Avaliar o percentual de remocéo de cada metal nas solucdes testes contendo 0s metais
individuais, metais em combinacdes e na agua com rejeito, nas temperaturas de 25 e
27 °C.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CONTAMINACAO DOS RECURSOS HIDRICOS

Os recursos hidricos estdo sendo submetidos hd décadas a episodios de
poluicdo/contaminacdo advinda das atividades antropogénicas. A polui¢do pode ocorrer por
duas principais formas: pontual ou difusa. A poluicdo pontual € proveniente da area urbana,
industrial, disposicdo de residuos sélidos urbanos ou industriais e atividades de mineracéo,
cujas fontes podem ser identificadas, pois sdo despejadas em pontos especificos. As fontes
difusas de poluicdo ocorrem de forma indireta, ou seja, os contaminantes/poluentes sdo
provenientes, principalmente, pelas atividades rurais agropastoris que percolam pelo solo até
atingirem os recursos hidricos (CETESB, 2018).

Independente da forma da poluicdo/contaminacdo, os recursos hidricos recebem
substancias quimicas organicas (6leos minerais, petroleo e seus derivados, fendis e alguns
compostos de pesticidas) e inorganicas (metais) (TUNDISI; TUNDISI, 2008) e, dependendo
da concentracdo em que essas substancias estdo dissolvidas na agua podem causar efeitos
deletérios na saide humana e dos animais que utilizam deste recurso (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

Se tratando de compostos quimicos, a mineracdo funciona como base para outras
atividades econdémicas (BARRETO, 2001; REZENDE, 2016) e o Brasil possui grandes reservas
minerais metalicas e ndo-metalicas (principais estados: Minas Gerais, Para, Amazonas e Bahia),
estando mundialmente entre os seis mais importantes paises do mundo (BARRETO, 2001).
Esta atividade, porém, representa umas das possiveis fontes de poluigdo/contaminacéo
pontuais, pois nos Ultimos vinte anos (e.g. Nova Lima/MG - 2001, Cataguases/MG - 2003,
Alagoa Nova/PB - 2004, Mirai/MG - 2007, Itabirito/MG - 2014, Mariana/MG - 2015,
Brumadinho/MG - 2019), o rompimento de barragens de rejeito representou no Brasil um
grande episodio de impacto negativo nos ecossistemas aquaticos (FERNANDES et al., 2016;
SEDRU, 2016; SUL, 2019; THOMPSON et al., 2020).
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As possiveis contaminagdes ocasionadas por esse tipo de impacto, apontam para a
importancia dos estudos que avaliam as interagcbes dos metais em rejeitos quando esses séo
aduzidos no ecossistema aquéatico. Nesse sentido, 0 rejeito de mineracdo estd diretamente
relacionado a contaminacao de dguas superficiais e subterraneas pela drenagem &cida de rejeitos
e por conter metais altamente toxicos como o arsénio. Além disso, esta atividade, aumenta a
turbidez dos corpos hidricos, provoca desmatamento, alteracfes da biodiversidade local,
mortalidade da ictiofauna e fuga de animais silvestres, interrupcdo do abastecimento de dgua
da populagdo, comprometimento dos demais usos, assoreamento dos cursos d’agua e alteragao

da estrutura trofica (ANA, 2019; FARIA; COELHO, 2002).

A longo prazo, a contaminacdo dos recursos hidricos pelas altas concentracdes de metais
contidos nos rejeitos de mineracdo podem ocasionar consequéncias nos seres vivos pelo
processo de biomagnificacdo dos metais na cadeia tréfica. A biomagnificagdo é o processo de
transferéncia de substancias quimicas de um organismo para outro através da alimentagdo
(BUNGALA; MACHIWA; SHILLA, 2017; GRAY, 2002; SZYNKOWSKA; PAWLACZYK;
MACKIEWICZ, 2018). Essa transferéncia e consequente acimulo de metais nos organismos
podem gerar prejuizos na salde como doencas e alteracGes genéticas. Portanto, monitorar a
concentracdo dos metais nos ambientes contaminados por rejeitos de mineragdo e nos seres
vivos que ali vivem se faz necessario para o entendimento dos impactos gerados ao longo dos

anos na cadeia alimentar.

2.2 METAIS

Nos ultimos 200 anos, as emissdes de metais toxicos aumentaram significativamente e
excederam as de fontes naturais (CLEMENS, 2006). Os metais com valor econémico (i.e. Fe,
Al, Cu, Ni) sdo extraidos e fundidos para produzir formas mais puras de matéria-prima. Essas
atividades tém sido as principais fontes antropogénicas de metais no ambiente e, portanto, por
conta da alta disponibilidade de metais, mesmo os biologicamente essenciais podem exercer
uma grande variedade de efeitos toxicos na biota se forem ingeridos em concentragdes

superiores as necessarias para cada organismo e, 0s metais que nao sdo essenciais (i.e. Al, As,
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Pb, entre outros) (TCHOUNWOU et al., 2012), podem ndo ter efeito se ingeridos em baixas
concentracdes, mas poderéo exercer a bioacumulacdo (SPARLING, 2018).

Os metais sdo elementos que possuem brilho metalico, capacidade de perder elétrons,
conduzir calor e eletricidade e sdo muito reativos (DUFFUS, 2002). Muitos elementos sdo
considerados necessarios para o crescimento de plantas, como 0s macronutrientes carbono (C),
nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), hidrogénio (H) e
micronutrientes zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn), niquel (Ni), cobalto (Co) e ferro (Fe)
(WELCH, 1995).

Na agua, os metais podem ocorrer sob trés formas: dissolvida, coloidal e particulada, e
a sua toxicidade vai depender do grau de oxidacdo e da forma como ele ocorre, pois, a forma
ibnica geralmente é a mais toxica. A toxicidade é reduzida quando houver por exemplo, uma
complexacdo dos ions metalicos por matéria organica dissolvida (BEZERRA; TAKIYAMA,;
BEZERRA, 2009; TUNDISI; TUNDISI, 2008).

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre. E encontrado na forma de
oxidos, hidroxidos e silicatos. Em aguas com pH préximo a neutro, o aluminio geralmente é
encontrado entre 0,001 e 0,05 mg L™; em 4guas mais acidas ou ricas em matéria organica a
concentracgdo aumenta para 1 mg L podendo chegar a valores maiores que 90 mg L™ em aguas
afetadas por drenagem é&cida de mineracdo (CETESB, 2012). Este metal é utilizado na
manufatura de uma variedade de produtos, incluindo latas, panelas, pecas automotivos, papel
aluminio, antitranspirantes, e compostos de aluminio sdo usados em tratamento de agua e
revestimentos de fornos (ATSDR, 2011). O valor permitido pela Portaria n°® 2914/11 do
Ministério da Satde para consumo humano de aluminio € 0,2 mg L'* (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).

O manganés é um metal que compreende cerca de 0,1% da crosta terrestre e ocorre no
ambiente combinado com uma variedade de carbonatos, boratos, fosfatos, oxidos, silicatos e
sulfetos, podendo ser encontrado dissolvido nas aguas superficiais e subterraneas. Pode
apresentar diversos usos como na industria do aco, ligas metalicas, vidros, baterias, oxidantes
para limpeza, vernizes, fertilizantes, suplementos alimentares, fungicidas e combustiveis
(BARCELOUX, 1999a; CETESB, 2018). O manganés é um micronutriente essencial para 0s
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seres vivos por participar de processos fisiologicos e bioquimicos para o crescimento e
desenvolvimento do organismo (SANTAMARIA, 2008). O padréo de aceitagdo da Portaria n°
2914/11 do Ministério da Satde para consumo humano do manganés ¢ 0,1 mg L™ (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2011) e a concentracdo média encontrada em agua potavel é de 10
ug L (ATSDR, 2012).

O zinco é um metal que na natureza ocorre raramente na forma elementar, pois, a
maioria do zinco é resultante de sulfeto de zinco (i.e. esfalerita, wurtzita, marmatita). O metal
é usado como revestimento protetor de outros metais, como ferro e aco e ligas de zinco sdo
usadas para fundicdo e podem ser encontrados em componentes eletroeletrénicos (ATSDR,
2005; BARCELOUX, 1999b). O zinco € um micronutriente essencial que catalisa mais de 100
enzimas no metabolismo humano, além de ajudar a regular a expressao génica (SAPER; RASH,
2009). A concentracdo de zinco em &gua superficial geralmente é menor que 10 pg L*
(SAPER; RASH, 2009) e pela Portaria 2914/2011, o valor médio permitido na &gua potavel é
de 5mg L (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

2.3 MACROFITAS AQUATICAS

Macrofitas aquaticas sdo organismos fotossintéticos que podem ser vistos a olho nu e
habitam diversos ecossistemas aquaticos (e.g. areas alagaveis, ambientes I6ticos). Podem
crescer submersas, emersas ou na superficie do corpo de &gua e, variam de tamanho, podendo
ter desde 0,5 mm (Wolffia sp. menor angiosperma do mundo) até 2,5 m de diametro como a
Victoria amazénica (CHAMBERS, et al., 2008).

As macrofitas tm um importante papel na estruturacdo de comunidades em ambientes
aquaticos. Elas aumentam a complexidade e a heterogeneidade de habitats nas zonas litoraneas
de ambientes rasos, proporcionam anteparo fisico, alterando regimes de circulacdo de agua e
absorcéo de energia cinética de ondas, diminuem o fluxo de agua, aléem de fornecerem abrigo,

refugio e alimento para invertebrados, peixes e aves aquaticas. Além disso, ajudam na melhora
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da qualidade da &gua e dos sedimentos, por absorver/adsorver contaminantes (CHAMBERS, et
al., 1999; THOMAZ; CUNHA, 2010).

As areas colonizadas por macroéfitas (i.e. regido litoranea) representam no ambiente
aquatico, as regides de maior diversidade, produtividade e heterogeneidade de um corpo de
agua, além de apresentarem um papel chave na manutencdo da biodiversidade aquética.
Diversas comunidades de macrofitas contribuem para a manutencdo do funcionamento dos
ecossistemas aquaticos, ja que podem servir de substrato para o crescimento de algas
filamentosas que potencializam uma maior abundéncia de peixes e animais selvagens e,
consequentemente, reduzem as concentragdes de fosforo na agua (ENGELHARDT; RITCHIE,
2001).

2.3.1 Ricciocarpos natans

A macrofita aquatica Ricciocarpos natans (Figura 1) € uma hepatica talosa pertencente
a ordem Marchantiales e familia Ricciaceae. A familia inclui ca. 140 espécies que pertencem a
3 géneros: Tesselina (Oxymitra), Ricciocarpos e Riccia, sendo que os dois primeiros sé
possuem uma Unica espécie. Praticamente todas as espécies desta ordem crescem em solos
hidromorficos, porém Riccia fluitans e Ricciocarpos natans sdo espécies aquaticas
(VASHISHTA,; SINHA; KUMAR, 2011). R. natans tem cerca de 2,5 cm de largura e pode ser
encontrada em todas as regides brasileiras (YANO, 2012), sendo também encontrada em

regides temperadas e tropicais do mundo (RUIZ, 2008) e portanto é uma espécie cosmopolita.
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Figura 1. Ricciocarpos natans

(Fonte: arquivo pessoal)

Sua estrutura é formada por um talo verde, achatado, com aspecto esponjoso, que em
seu apice é dicotomicamente lobulada (RUI1Z, 2008; VASHISHTA; SINHA; KUMAR, 2011).
As células epidérmicas formam um tecido de camada Unica, englobando 0s 6rgdos acessorios,
sendo, na epiderme dorsal poros estomaticos que permitem as trocas gasosas e na epiderme
ventral as escamas e 0s rizoides que sdo responsaveis pela absor¢do de agua e nutrientes
(KRONESTEDT, 1981). A parte interna do talo € formada por células parenquimaticas que se
diferencias em duas partes: a) camaras de ar responsaveis pela flutuacao da planta (aerénquima),
principal parte do talo, que dao o aspecto de esponja, dispostos irregularmente em camadas,
contendo numerosos cloroplastos nas paredes das células aerificas, principalmente na regido
dorsal do talo (clorénquima), sendo responsaveis pela atividade fotossintética da planta, b)
células euparenquimaticas, uma fina cama de células ventrais importantes para 0
armazenamento de nutrientes (KRONESTEDT, 1981).
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A reproducéo em R. natans pode ocorrer por duas vias: a) reproducao vegetativa (Figura
2), por fragmentacdo dos talos, quando a porcéo de células da regido inferior do talo morrem e
se desprendem, a regido apical contendo as células jovens se separam dando origem a novos
individuos, b) reproducéo sexual, por unido dos gametas (anterozoide e oosfera) dando origem
aos esporos que serdo disseminados pela agua e germinardo dando inicio ao novo ciclo
reprodutivo (RUIZ, 2008; VASHISHTA,; SINHA; KUMAR, 2011).
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Figura 2. Reproducdo vegetativa de R. natans: (a) individuo jovem de R. natans (b)
amadurecimento e desprendimento do talo e (c) individuos novos

(Fonte: arquivo pessoal)

Estudos publicados utilizando R. natans em aplica¢des ecoldgicos ainda sdo escassos
na literatura; porém estudos para compreender a toxicidade de contaminantes no
desenvolvimento desta espécie ja foram realizados com calda bordolesa (ZAGO; CUNHA-
SANTINO; BIANCHINI-JR, 2018), benzofenona (ALMEIDA; CUNHA-SANTINO, 2019),
parasiticida de peixe (FRANCO; CUNHA-SANTINO; BIANCHINI-JR, 2018), acido
tioglicolico (BRANDAO; BIANCHINI-JR; CUNHA-SANTINO, 2018), contaminantes
emergentes (ZAGO et al., 2018), cadmio (BIZZO et al., 2019) e alguns ainda estdo em
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andamento (com os metais cobre, cadmio e niquel) no Laboratério de Bioensaios e Modelagem
Matematica do Departamento de Hidrobiologia, UFSCar em S&o Carlos.

A utilizacdo da espécie como bioindicadora de qualidade da dgua é importante, pois,
macrofitas aquaticas em geral, respondem fisiologicamente (atraves de crescimento ou morte)
aos disturbios antrdpicos ocasionados ao meio (LACOUL; FREEDMAN, 2006).

R. natans foi selecionado para realizar 0s experimentos, porque tem distribuicéo
mundial e é geralmente encontrada em ambientes eutréficos (KRONESTEDT, 1981). Além
disso, é uma espécie relativamente pequena, e facil de manusear em experimentos de
laboratdrio. Briofitas tém habilidades fisioldgicas que permitem que essas plantas colonizem
diferentes tipos de habitats (de cavernas a regides polares) com diferentes caracteristicas de
temperatura e pH (GLIME, 2017b, a) fazendo com que este grupo possua a capacidade para

lidar com varios estressores.

2.4 AVALIACAO FISIOLOGICA DE PLANTAS FRENTE AO ESTRESSE

Em um ambiente contaminado por metais, as plantas podem responder de diferentes
formas, variando desde sintomas de toxicidade (i.e. clorose, necrose), crescimento rapido ou
desordenado até a interrupcdo de crescimento, modificacfes no desenvolvimento e morte
(RODRIGUES et al., 2016). Por este motivo, nos ecossistemas aquaticos as macrofitas sdo
consideradas bioindicadoras de qualidade, fornecendo informacdes da qualidade ambiental no
recurso hidrico (POMPEO, 2017). Para monitorar os possiveis danos ocasionados pelo estresse
ambiental, varios pardmetros podem ser utilizados para mensurar os danos fisiol6gicos nos
vegetais quando estressados por alterages ocorridas ao ambiente. Dentre esses, determinagédo

de pigmentos, antioxidantes e estresse oxidativo sdo muito utilizados.
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2.4.1 Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos sdo importantes para a manutencéo da vida pois fornecem
informacdes sobre o crescimento e desenvolvimento da planta. As clorofilas a e b séo
pigmentos abundantes nas plantas verdes e se localizam nos cloroplastos. Os carotenoides s&o
pigmentos encontrados nas membranas dos tilacoides e sdo associados as proteinas que formam
o aparelho fotossintetizante. A luz solar é absorvida em forma de energia pelos carotenoides e
transferida a clorofila para realizacdo da fotossintese; em decorréncia disso, esses pigmentos
sdo chamados de acessorios (TAIZ et al., 2017). As plantas expostas a contaminacao por metais
sdo prejudicadas em relacdo a fotossintese, pois, 0s niveis de clorofila e carotenoides sdo
reduzidos pela inativacdo das enzimas responsaveis pela biossintese desses pigmentos (DOS
SANTOS et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016).

2.4.2 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancia, que, inibem ou retardam reacGes de oxidacdo. Séo
metabolicos extremamente importantes para a sobrevivéncia das plantas, pois, atraem 0s
polinizadores e animais para dispersdo de sementes, estimulam as bactérias na fixagcdo de
nitrogénio, auxiliam na reabsorcdo de nutrientes nas folhas senescentes, promovem o
crescimento do tubo de pélen, aumentam a tolerancia a uma variedade de estressores abioticos,
defendem as plantas contra herbivoria, dentre outros (ANDERSEN; MARKHAM, 2006).
Quando ha um estresse ambiental, os antioxidantes podem fornecer informacdes sobre a satde
da planta, pois a atividade antioxidante pode ser aumentada significando uma defesa, como ela
pode ser reduzida. Altas concentragdes de metais contidos no ambiente podem induzir a reducéo
da atividade antioxidante (DOS SANTOS et al., 2011).
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2.4.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo nas plantas podem ser causados por diversos fatores, um deles é
pelo excesso de absorcdo de metais toxicos (RODRIGUES et al., 2016) que levam a formacao
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO), que em niveis elevados geram
desequilibrio celular e estresse (YAMAMOTO; KOBAYASHI; MATSUMOTO, 2001). A
peroxidacdo lipidica é utilizado como um biomarcador fisiologico para avaliar o dano celular
induzido pelo estresse ambiental, 0 que leva a peroxidacdo lipidica da membrana que é um
processo deletério, causando a degradacdo de proteinas e da capacidade de transporte i6nico
(AWASTHI et al., 2018). O extravasamento de eletrolitos reflete a liberacéo dos ions ocorrido
pelo rompimento da membrana celular na peroxidacdo lipidica fruto do estresse ambiental
(FOUAD et al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DA AGUA CONTAMINADA PELOREJEITOE DETERMINACAO PREVIA
DE ELEMENTOS EM SUA CONSTITUICAO

Amostras de dgua contaminada por rejeitos de mineracao provenientes do rompimento
da barragem de Funddo (Mariana — MG) foram coletadas pelo Grupo Independe de Avaliacédo
de Impactos Ambientais — GIAIA em 03 de abril de 2016 (4 meses ap6s 0 rompimento da
barragem) em frasco de polietileno com capacidade de 20 L, previamente lavado com &gua
destilada. A agua foi coletada na subsuperficie (15 cm) e preservada com acido nitrico 1%. As
amostras foram coletadas no Rio Gualaxo do Norte no distrito de Paracatu de Baixo (20° 18’
23,27 S;43° 13° 34,37 O).

As caracteristicas limnoldgicas da agua contaminada pelo rejeito de mineracdo no
momento da coleta foram: temperatura = 24,57 £ 0,02°C; concentracdo de oxigénio dissolvido
=9,32 +0,25 mg LL; pH = 6,69 + 0,78; condutividade elétrica = 60 + 2 uS cm™ e turbidez =
497 £ 10 NTU (BOTTINO et al., 2017; GIAIA, 2016).

O carbono organico total (1,61 mg L), carbono inorganico (5,51 mg L) e nitrogénio
total (21,91 mg L) foram determinados na agua contaminada com rejeito pelo analisador de
carbono organico total (Shimadzu, modelo TOC-L ASI-L). As concentracGes de metais nas
amostras de agua foram analisadas por espectrometria de absorcéo atdmica com fonte continua
de alta resolucdo (modelo 300, marca Analytik Jena- HR CS-AAS). A determinacdo de metais
na amostra da dgua contaminada pelo rejeito indicou a presencga de 8 metais: Al, Fe, Mn, Cu,
Zn, Pb, Ni e Cr (Tabela 1). Dentre esses, ndo foi possivel determinar a concentragdo de Ni e Cr

devido ao limite de deteccdo do equipamento.
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Tabela 1. Concentracdo de metais na 4gua contaminada pelo rejeito de mineragdo, padréo de
qualidade da agua permitido pela Resolugdo CONAMA N° 357/05, Classe 1, aguas doces,
padrdo da qualidade da &gua potavel do Canada 2019 (HEALTH CANADA, 2019) e qualidade
da &gua para consumo humano da legislacdo da Europa 1980 (EUR 80/778/EEC, 1980)

Limitede = CONAMA Canada Europa

Metais Absorbancia Concenlt_r_allgao deteccdo 357/05 2019 1980
MILD)  (mgly  (mglh)  (mgL?) (mgL?

Al 0,04679 1,50 + 0,02 0,046 0,1 0,1 0,2
Fe 0,85833 2,85+ 0,05 0,006 0,3 0,3 0,2
Mn 0,36661 0,70 £ 0,01 0,003 0,1 0,1 0,05
Cu 0,00724 0,04 £ 0,02 0,003 0,009 2,0 3,0
Zn 0,51507 0,70 £ 0,03 0,003 0,18 5,0 5,0
Pb 0,00143 0,001 +0,02 0,026 0,01 0,005 0,05
Ni 0,00114 * 0,006 0,025 - 0,05
Cr 0,00057 * 0,006 0,05 0,05 0,05

* abaixo do limite de deteccdo do equipamento; - ndo consta a concentragdo do metal na lista do Canada

Os metais acima do limite permitido pela lei brasileira (Resolucdo CONAMA 357/05)
foram Al (15 vezes), Fe (9,5 vezes), Mn (7 vezes), Cu (4,5 vezes) e Zn (4 vezes). Na legislacédo
da Europa (EUR 80/778/EEC, 1980) o valor madximo permitido de Mn para a 4gua de consumo
humano é menor do que o permitido para o consumo na legislacéo brasileira (0,05 e 0,1 mg L~
! respectivamente), isto significa que o Mn estaria 14 vezes acima do permitido quando
considerado a legislacdo europeia. Para a legislacdo do Canada e da Europa os valores de Cu e
Zn na agua contaminada pelo rejeito ndo estariam acima do permitido. Para a legislacdo do
Canada, o valor de Cu se refere ao méaximo permitido para Cu total e esse valor protege contra
exposicoes de curto e longo prazo. Para o Zn o valor refere-se a objetivos estéticos da agua
como odor e sabor e 0 Zn é considerado um elemento essencial e ndo toxico até a concentracdo
de 5,0 mg L. Ja para a legislacio da Europa os valores de Cu e Zn s&o valores de referéncia

que servem de guia; acima deste valor pode ocorrer presenca de sabor e corrosdo na tubulacgéo.

31



3.2 ESCOLHA DOS METAIS PARA OS BIOENSAIOS

Dentre 0s metais que estdo acima do permitido pela legislacéo brasileira (CONAMA
357/05) encontrados na dgua contaminada pelo rejeito (Al, Fe, Mn, Cu, Zn) foram escolhidos
trés para a realizacdo dos bioensaios de crescimentos e fisioldgicos, sendo estes, Al, Mn e Zn.
Estes metais foram selecionados, pois encontram-se na lista prioritéria de substancias perigosas
para a saude humana da Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doengas (ATSDR,
2017), além de, ndo possuirem muitos estudos sobre a interferéncia no crescimento e fisiologia
de macrofitas aquaticas, carecendo assim, de informacdes que agreguem conhecimento para

medidas mitigadoras.

3.3 DESCRICAO DAS AMOSTRAS DE AGUA UTILIZADAS NOS BIOENSAIOS

Os bioensaios foram realizados com amostras de dgua natural do reservatorio Fazzari
(21° 58’ 18,12” S; 47° 53’ 15,07” O), localizado em uma area protegida, na area central do
estado de S8o Paulo — Brasil. Esse ambiente possui baixa interferéncia antropica, apresentando
como caracteristicas, aguas acidas (pH 6,5) com baixa condutividade (0,03 mS cm™) e bem
oxigenadas (6,15 mg L) (SCHIAVONE, 2019).

Para a realizacao dos bioensaios a dgua foi filtrada em membrana de acetato de celulose
(porosidade de 0,45 um; marca Unifil). A &gua filtrada foi submetida a anélise de metais (Al,
Mn e Zn) (Tabela 2) através de espectrometria de absor¢do atbmica com fonte continua de alta
resolucdo (modelo 300, marca Analytik Jena - HR CS-AAS) e foram utilizadas como valores
de background na composicéo dos bioensaios. O carbono e nitrogénio total foi determinado

(Tabela 2) pelo analisador de carbono organico total (Shimadzu, modelo TOC-L ASI-L).
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Tabela 2. Elementos quimicos da &gua do reservatorio Fazzari

Variavel Valor encontrado
Carbono total 9,85mgL
Carbono inorganico 0,78mgL !
Nitrogénio total 0,54mgL !
Al 0,13mgL*
Mn 0,01mgL?
Zn 0,03mgL*

3.4 REAGENTES

Para as determinac@es dos metais foram utilizadas solu¢cbes preparadas a partir de sais
de altissima pureza (99,99% marca Sigma-Aldrich). Solucdes estoque de 1000 mg L foram
preparadas pela dissolugdo dos sais em agua deionizada de alta pureza obtida pelo sistema
Millipore 5, Direct — Q™ e acidificados com HCI 1% para preservacio. As solugdes analiticas
intermediarias foram preparadas, diariamente, a partir das solucdes estoque. As solucgdes e 0s
padrdes foram armazenados em frascos de polipropileno de alta densidade (Nalgene®) sob

refrigeracdo a 4 °C.

Para os bioensaios foram utilizados os sais nitrato de aluminio (AI(NO3)39H20), cloreto
de manganés (MnCl.) e cloreto de zinco (ZnCl2). As solucBes-teste foram preparadas com a
adicdo de aliquotas da solugdo estoque 1000 mg Lt (concentragdes nominais) dissolvidas em

agua natural filtrada do reservatorio Fazzari.
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3.5 CULTIVO DA PLANTA

Exemplares de Ricciocarpos natans foram provenientes de cultivos mantidos no Jardim
Experimental do Departamento de Botanica, UFSCar, Sdo Carlos, SP (21° 59’ 00,37” S; 47°
52> 47,42” O). As plantas foram lavadas em &gua corrente para a remoc¢do de detritos e
colocados durante 5 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio 0,5% para desinfeccéo (i.e.
reducdo de microrganismos e algas) (OECD, 2002). Apos esse procedimento, uma nova
lavagem com &gua deionizada foi realizada e as plantas foram aclimatadas por um periodo
minimo de 15 dias antes do inicio dos experimentos. Para tanto, foram acondicionadas em
recipiente contendo &gua natural filtrada do reservatorio Fazzari e cobertas com filme de PVC,
com perfuragdes de cerca de 1 mm de didmetro para permitir as trocas gasosas e evitar possiveis
contaminacgdes. As temperaturas (25 e 27 °C) e o fotoperiodo (12 h claro/12 h escuro) foram

controlados em camara de germinacdo (modelo CL; marca Coldlab).

3.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.6.1 Cinética de crescimento de R. natans

Os tratamentos (i.e. bioensaios) foram montados em béqueres de vidro com capacidade
de 250 ml (volume da solucdo-teste = 200 ml) (Figura 3). Individuos saudaveis de R. natans
(n =10, £ 0,5 cm largura) foram expostos por 30 dias (fase inicial de crescimento) ou até
clorose/necrose de mais de 50% dos individuos, em 5 repeticdes as concentracdes de metais
encontradas na agua contaminada pelo rejeito (Al = 1,5mg LY Mne Zn=0,7 mg L) e em
duas concentracOes superiores as encontradas na agua contaminada pelo rejeitos (Al=2,5e 5,0
mg LY, Mne Zn =15 e 3,0 mg L) (Tabela 3) para avaliar a tolerancia de R. natans as
concentracgdes elevadas desses metais visto que, em regides afetadas pela lama as concentragoes
destes metais foram encontradas em concentracbes de até 10,55 mg LT de Al em

Resplendor/MG e de até 112,9 mg L de Mn em Ipatinga/MG (IGAM, 2015) e como a coleta
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foi realizada 4 meses apds o rompimento da barragem, as concentragdes dos metais contidos na
agua poderiam ser superiores as que foram encontrados na atual amostra, visto que a lama da
mineracdo estava mais concentrada e com o passar do tempo ela foi diluida com a agua dos

rios.

Figura 3 . Bioensaios de crescimento contendo solugdo-teste com concentracfes de metais e
individuos de R. natans (n = 10), 5 repeticoes

(Fonte: arquivo pessoal)

As temperaturas foram selecionadas por representarem a média dos corpos d’4dgua da
regido afetada pela lama (25 °C) (GIAIA, 2016) e + 2 °C que é a 0 aumento médio da
temperatura do planeta prevista pelo Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas
(IPCC, 2018) = 27 °C. As temperaturas 25 e 27 °C (+ 0,2 °C) e fotoperiodo de 12/12 foram
controlados em cimara de germinagdo (RFA: 47,25 pmol m? s1). Houve randomizagdo dos
frascos para reduzir interferéncia de luz (1500 a 2000 lux). Os bioensaios foram avolumados
com a agua do Fazzari no 15° dia (por causa da evaporacdo) para manter o volume inicial de
solugéo (200 ml).

Os bioensaios controle foram feitos com a adicdo de 200 ml de &gua filtrada do

reservatorio Fazzari em béqueres com capacidade de 250 ml, 10 individuos saudaveis de R.
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natans £ 0,5 cm largura por 30 dias, 5 repeticdes, em temperatura e fotoperiodo controlado

como descrito para os demais experimentos. Os resultados deste controle foram utilizados como

comparativo para todos os demais bioensaios.

Tabela 3. Descricdo dos bioensaios de crescimento com R. natans em distintas concentracdes

de Al, Mn, Zn, controle e duas temperaturas (25 e 27 °C).

Al

Mn

Zn

25°C

Controle 25 °C

Alyss - 1,5 mg L?
Alyse) - 2,5 mg L1
Algsey - 5,0 mg L

Mnisey - 0,7 mg L
Mnz(se) - 1,5 mg L?
Mns(sey - 3,0 mg L

Zniesy - 0,7 mg L?
Znazsy - 1,5 mg L
Znsess) - 3,0mg L

27 °C

Controle 27 °C

Al - 1,5 mg L?
Aly7) - 2,5mg L1
Alsp7+) - 5,0 mg L

Mnieze) - 0,7 mg Lt
Mnz@r+) - 1,5 mg L?
Mns(ze) - 3,0 mg L?

Znier - 0,7 mg L?
Zn2¢7y - 1,5 mg L
Zna@ry - 3,0 mg L

Para 0 acompanhamento da cinética de crescimento das macroéfitas expostas as misturas
dos metais utilizou-se 0 mesmo protocolo descrito acima para volume da solu¢do, quantidade

de plantas, tempo de exposicao, repeticdo, temperatura e fotoperiodo.

As misturas dos metais foram realizadas em trés tratamentos, no estilo fatorial, sendo

realizadas combinagdes entre todos os metais (Tabela 4):

1) misturas entre as concentragdes iniciais dos metais Al (1,5 mg L), Mn (0,7 mg L) e Zn
(0,7 mg L%);

2) misturas entre as concentracdes medianas dos metais Al (2,5 mg L), Mn (1,5 mg L) e Zn
(1,5 mg LY);

3) misturas entre as concentracdes finais dos metais Al (5,0 mg L), Mn (3,0 mg L) e Zn (3,0
mg LY).
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Tabela 4. Descri¢do e nomenclatura dos bioensaios de crescimento com R. natans em
misturas, controle e duas temperaturas (25 e 27 °C)

Concentrag0es iniciais | Concentragcdes medianas | Concentragdes finais
Controle 25 °C
O |AFMNies) Al+Mny 250 Al+Mn3s9)
og Al+Zny 59 Al+Znys50) Al+Zn359
Mn+Zny2s5°) Mn+Zny(2s°) Mn+Zn3(s°)
Al+Mn+2Zny 259 Al+Mn+Zny(2s°) Al+Mn+2Zn3z(s°)
Controle 27 °C
O Al+Mny 79 Al+Mny7°) Al+Mn3 79
:'?1 Al+Zny 79 Al+Zny7) Al+Zn3e7
Mn+Znye7) Mn+Znze7) Mn+Zn3e7)
Al+Mn+Zn179) Al+Mn+Zny27°) Al+Mn+Znz7°)

Para compor os bioensaios contendo dgua contaminada com o rejeito, os individuos
saudaveis de R. natans (n = 10, + 0,5 cm largura), foram expostos (até 30 dias — [fase inicial de
crescimento] ou até clorose/necrose de mais de 50% dos individuos), em béqueres de vidro
contendo 200 ml da amostra (Figura 4) em 5 repeticGes. A temperatura e o fotoperiodo foram

mantidos iguais ao descrito acima para 0s outros tratamentos.

Figura 4. Bioensaios de crescimento com dgua contaminada por rejeito e individuos de R.
natans (n = 10, + 0,5 cm largura), 5 repeticoes
(Fonte: arquivo pessoal)
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Duas vezes por semana, as plantas (n = 10) de todos os tratamentos tiveram suas massas
frescas determinadas gravimetricamente em balanga analitica (modelo M214Ai, marca Bel
Engineering) e a largura medida através de paquimetro universal (Figura 5). Antes da pesagem
e retirada da largura, para reduzir interferéncia externa de agua, os individuos de R. natans
foram colocados sobre papel filtro qualitativo (80 g; 0,16 mm; marca Unifil) para a secagem
padronizada (cerca de 2 minutos).

O pH (modelo DMPH-2, marca Digimed), a concentracdo de oxigénio dissolvido
(modelo 58, marca YSI) e a condutividade elétrica (modelo DM3, marca Digimed) dos meios
de crescimento de R. natans (fase aquosa dos bioensaios) foram determinados semanalmente.

Figura 5. Determinagdo gravimeétrica e de largura de R. natans

(Fonte: arquivo pessoal)

Ap0s o tempo de exposicdo aos metais (30 dias ou até a morte dos individuos), as plantas
foram secas em estufa (modelo 400 ND/Nova ética) até massa constante, durante 48 h a 50 °C;

na sequéncia, as massas foram determinadas gravimetricamente.
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3.6.2 Andlises fisioldgicas

Para avaliar as possiveis alteragdes nos individuos expostos aos diversos tratamentos ao
longo de 30 dias, foram realizadas analises fisioldgicas uma vez por semana de pigmentos
fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b, carotenoides), antioxidantes (antocianina e flavonoide)
e estresse oxidativo (peroxidacdo lipidica e extravasamento de eletrdlitos). Para as andlises
fisiologicas foram feitos bioensaios contendo todas as especificagdes previamente estabelecidas

no protocolo para cinética de crescimento (item 3.6.1).

3.6.2.1 Pigmentos fotossintéeticos

Para a analise de pigmentos fotossintéticos, clorofila a, b e carotenoides foi utilizado a
metodologia de Lichtenthaler (1987). Os pigmentos foram extraidos com uma solugdo padréo
contendo acetona 80% (v/v), carbonato de magnésio e agua deionizada. As amostras de planta
(50 mg biomassa fresca) foram adicionadas em tubos contendo 5,0 ml da solucdo e foram
maceradas e homogeneizadas em Ultra turrax (marca Ika). Os tubos foram envolvidos em papel
aluminio e foram mantidos em geladeira a 4 °C por 24 h. Apds o periodo de 24 h, o
sobrenadante foi lido em espectrofotdbmetro UV-VIS (Ultrospec: 2100 Pro Pharmacia) nos
comprimentos de onda 470, 645, 662 e 710 nm. Para o calculo da concentracdo de pigmentos
utilizou-se 0 mesmo peso de biomassa utilizada para extracdo (50 mg biomassa fresca), porem
a mesma foi seca em estufa por 48 h em 45 °C até massa constante e apds o periodo a biomassa
foi pesada gravimetricamente e os resultados da determinacdo de pigmentos foram expressos

em mg gt MS (massa seca).
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3.6.2.2 Antioxidantes

Para determinacdo de antocianinas, amostras de biomassa fresca de R. natans (20 mg)
foram colocadas em tubo falcon com solucéo de 3,0 ml contendo metanol e &cido cloridrico
(99:1). As mesmas foram mantidas em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) por 24h
cobertas com papel aluminio para evitar fotoredugdo. Apods esse periodo foi realizada leitura
em espectrofotdmetro UV-VIS (Ultrospec: 2100 Pro Pharmacia) no comprimento de onda de
550 nm. Para o célculo de determinagdo da antocianina, utilizou-se o coeficiente de extincao

33.000 mol*cm™ e o resultado foi expresso por mmol gt MF (massa fresca) (WAGNER, 1979).

Os flavonoides foram determinados utilizando uma solucdo de etanol e acido acético
(99:1) (KRIZEK; BRITZ; MIRECKI, 1998). As amostras de plantas frescas (0,02 g) foram
adicionadas em tubos falcon com 3 ml da solugéo e em seguida foram colocadas em banho
maria a 80 °C por 10 min para extracdo. Apés o resfriamento, as amostras foram lidas por
espectrofotometria de UV-VIS (Ultrospec: 2100 Pro Pharmacia) no comprimento de onda 270

nm e os resultados foram expressos em % de Abs g MF.

3.6.2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi medido através da analise de peroxidagdo lipidica pela
determinacdo de malondialdeido (MDA) (HEATH; PACKER, 1968; MEIR; PHILOSOPH-
HADAS; AHARONI, 1992). Amostras frescas de R. natans (50 mg) foram trituradas e
homogeneizadas em 1 ml de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% em tubos falcon e centrifugadas
a 6200 G (marca Heraeus: Megafuge 3.0 R) a 25 °C por 15 min. O sobrenadante foi adicionado
em tubo falcon contendo 3,0 ml de TCA 20% e 0,5% de acido 2-tiobarbitarico (TBA). Esta
solucdo foi aquecida a 96 °C em banho maria por 30 min. Apoés resfriamento, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (Ultrospec: 2100 Pro Pharmacia) nos comprimentos de

onda 532 e 600 nm e os resultados foram expressos em nmol g* MF.
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Para o extravasamento de eletrdlitos, 50 mg da biomassa fresca de R. natans foram
adicionadas em tubos falcon contendo 10,0 ml de 4gua deionizada de alta pureza obtidas pelo
sistema Millipore 5, Direct — Q™. Apds 3 h em temperatura ambiente (25 °C
aproximadamente), a solucao nos tubos foi medida com condutivimetro para medida inicial de
condutividade elétrica. Apds este procedimento, os tubos foram incubados em banho Dubnoff
(marca Tecnal/TE- 053) durante trinta minutos a 96 °C. Apoés resfriamento a condutividade
final foi determinada e os resultados foram expressos pela porcentagem de extravasamento de
eletrdlitos (RAHMAN; HASEGAWA, 2012).

3.6.3 Modelo de crescimento das macrdfitas aquaticas nos diferentes tratamentos

Para a andlise da cinética de crescimento, as massas frescas acumuladas das macrofitas
durante o periodo amostral foram ajustados ao modelo logistico (Equacdo I; (BIANCHINI et
al., 2010). O tempo de duplicagéo (td) da biomassa fresca foi calculado pela Equacdo Il. Os
parametros cinéticos foram obtidos por regressGes ndo lineares de acordo com o algoritmo
iterativo de Levenberg—Marquardt (PRESS et al., 1993).

A partir de teste preliminar, pelo qual determinou-se os valores méximos de biomassa
fresca e largura acumulada que os individuos podem chegar no frasco do bioensaio, a
capacidade suporte (K) de incremento de biomassa de R. natans em funcédo da area disponivel
para o crescimento nos bioensaios foi delimitada em 1250 mg para peso e 35 cm para largura.
Esses valores (K) foram adotados como constante no modelo logistico (Equacdo I) para todos
0s tratamentos pois, 0 K ndo sera o limitante no experimento sendo o coeficiente de crescimento

(1) o pardmetro que tera variacgao.

dN N
G-

dt (Equacéo 1),

em que: N = peso (mg) ou largura (cm), p = coeficiente de crescimento (dia?), K = biomassa

maxima ou largura maxima de R. natans no frasco do bioensaio e t = tempo (dia™).
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H (Equacio I1)

em que: tg = tempo de duplicacéo (dia™).

Ao final dos experimentos de crescimento, para avaliar quanto foi o crescimento
acumulado em largura e biomassa das plantas durante o periodo amostral (30 dias ou até a morte
dos individuos) utilizou-se a: [largura final (cm) — largura inicial (cm)] e [biomassa fresca final

(mg) — biomassa fresca inicial (mg)] em todos os tratamentos.

3.6.4 Coeficiente de temperatura

O coeficiente de temperatura (Q10) (Equacéo I11) é o fator pelo qual a taxa de uma reacao
fisioldgica (ou processo) aumenta quando a temperatura se eleva em 10 °C. De acordo com a
regra de Van’t Hoff, um aumento de 10 °C na temperatura acarreta duplicacdo na velocidade
de uma reacdo quimica (BOWIN et al., 1985).

Neste estudo o0 Q1o foi obtido através dos valores de coeficiente de crescimento obtidos

através da cinética de crescimento (Equacéo I) em todos os tratamentos.

10

Q10 = (M—z)ﬁ (Equacéo 111)

ul

em que: Y2 = coeficiente de crescimento (dia™*) da maior temperatura (°C), ul = coeficiente de
crescimento (dia™) da menor temperatura (°C), t2 = tempo (dia) da maior temperatura e t1 =
tempo (dia™) da menor temperatura.
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3.6.5 Determinacéo de metais nos bioensaios e digestdo e analise da biomassa

Para todos os bioensaios houve determinacdo de metais na solucéo inicial, dia 0 do
experimento e na solucdo final (dia 30 ou até quando ocorreu a morte dos individuos). Foi
retirada uma aliquota (30 ml) onde foi adicionada em tubos falcon de polipropileno com
capacidade de 50 ml e as amostras foram acidificadas com HCI 0,1% para preservacdo até

determinacao.

Ao final os individuos de R. natans expostos a &gua contaminada com rejeito, foram
secos em estufa e suas massas determinadas; em seguida foram transferidos para tubos de ensaio
de vidro com tampa. Nestes tubos foram adicionados 2,0 ml de acido nitrico; 2,0 ml de agua
ultra pura e 1,0 ml de peréxido de hidrogénio e depois foram colocados em bloco digestor (Dry
block, marca Solab - SL16) com temperatura de 100 °C por cerca de 1 hora para digestdo da
biomassa (Figura 6) em sistema fechado. Apos a digestao, os tubos foram retirados do bloco
digestor para resfriar, o digerido foi filtrado em papel filtro qualitativo 80 g m2 para retirada
dos sobrenadantes. A solucdo foi avolumada com agua ultra pura e a determinacdo de metais
foi realizada por espectrometria de absor¢do atdmica com fonte continua de alta resolugdo
(modelo 300, marca Analytik Jena- HR CS-AAS).

Figura 6. Digestdo de biomassa seca de R. natans em sistema fechado em bloco digestor
(Fonte: arquivo pessoal)
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3.6.6 Eficiéncia de remocao

A eficiéncia de remocdo dos metais (absorcdo ou adsorcdo) nas solucdes-teste foi

calculado para todos os tratamentos de acordo com Tanhan et al., 2007 (Equacéo 1V):

0-C1

% eficiéncia = - X 100 (Equagéo 1V)

em gue: CO — concentracdo inicial do metal na solugcdo e C1 — concentracdo final do metal na

solugéo

3.7 Tratamento Estatistico

Para testar a normalidade dos dados dos tratamentos controle e concentracfes de metais
dos experimentos de crescimento e fisiologia foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov. Como
os dados foram paramétricos, a analise de variancia Two-way ANOVA com medidas repetidas
foram realizadas para determinar se houve diferenca significativa (a = 0,05) entre as médias
dos grupos tratamentos controle e concentracBes dos metais durante o tempo de exposicao aos
metais. Para o estudo, a variavel independente foi o tempo de exposicdo dos tratamentos (dias
e semanas) e a variavel dependente foram o0s valores determinados nos parametros de
crescimento e fisiologia. O teste de comparagdes multiplas Tukey foi utilizado para demonstrar

onde ocorreu a diferenca significativa, considerando nivel de significancia de 5,0% (a = 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 CINETICA DE CRESCIMENTO, ANALISES FISIOLOGICAS E PERCENTUAL DE
EFICIENCIA DE REMOCAO PARA OS METAIS INDIVIDUAIS

4.1.1 Bioensaios com concentragdes de Al

As concentragdes de oxigénio dissolvido nos bioensaios com distintas concentragdes de
Al se mantiveram estaveis em torno de 5 + 0,5 mg L para todos os meios de crescimento, nas
duas temperaturas, durante todo o periodo amostral. Em relacdo a condutividade elétrica, os
valores variaram de 88 + 22 & 331 + 26 uS cm  dependendo da concentragdo de Al. Os
tratamentos controles (25 e 27 °C) permaneceram com o pH proximo a 7 = 0,6 durante os 30
dias de experimento. Nos demais tratamentos, 0s meios se acidificaram (pH 4-5) ap6s a adicao
das concentracdes de Al (APENDICE A).

A cinética de crescimento nos individuos de R. natans que ficaram expostos as
concentragdes de Al (Figura 7) indicaram que, todos o0s bioensaios foram afetados
negativamente com a adic¢do do metal (p < 0,0001), pois houve pouco ou nenhum crescimento
nesses individuos comparado aos controles (25 e 27 °C). N&o foi possivel ajustar o crescimento
com os resultados de largura [Alzese), Alspese), Aliere), Alzzre), Alspr] € biomassa [Alspse),
Ali7), Alaere) € Alzere)].

Observou-se que o crescimento em largura de R. natans na temperatura de 25 °C foi
mais afetado do que o incremento em biomassa na mesma condicdo, pois, houve crescimento

em largura apenas no tratamento Alyese) até o 15° dia de exposi¢do ao metal.

A 27 °C observou-se efeito negativo em todos os bioensaios com adicdo das
concentracdes de Al (p < 0,0001), pois, ndo houve crescimento em largura tampouco em
biomassa. Alem disso, nos tratamentos em que ndo foram observados crescimentos, 0S
individuos de R. natans apresentaram sintomas de fitotoxicidade (clorose e necrose dos tecidos

vegetais).

Quando comparado a largura nas duas temperaturas, observou-se que os controles ndo

se diferem ao final do tempo de exposic¢do ao nivel de significancia de 5% (p = 0,7651 para
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largura e p = 0,5919 para biomassa), porém os mesmos, se diferenciaram dos tratamentos com
as distintas concentragdes de Al (p < 0,0001).
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Figura 7. Crescimento acumulado em largura (cm) e biomassa (mg) de Ricciocarpos natans no
controle e em distintas concentragdes de Al (Al. = 1,5 mg L™ Al =2,5 mg L?; Als mg LY)
sobre duas temperaturas (25 °C e 27 °C) durante 30 dias. Linha horizontal indica o ajuste na
regressao ndo-linear. Barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais significam que ndo
houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%.

Ao final do periodo dos experimentos, comparando-se com 0s controles, houve perda
de crescimento em largura (cm) e biomassa (mg) em todos os bioensaios expostos a todas as
concentragfes de Al (Figura 8). A 27 °C + a adi¢cdo de Al influenciou negativamente o

incremento total tanto na largura quanto na biomassa de R. natans. A redu¢do em biomassa e
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largura foi crescente com a concentracdo e com a temperatura, sendo de 12% a 65% biomassa
25 °C e 41% a 76% biomassa 27 °C; 14% a 57% largura 25 °C e 38% a 70% largura 27 °C.
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Figura 8. Largura (cm) e biomassa (mg) total acumulada no periodo de exposicao, no controle
e nas concentragfes de Al (Al =1,5mg LY; Al =2,5mg L Als mg L) em duas temperaturas
(25 e 27 °C).

Os ajustes cinéticos apresentaram coeficientes de determinacdo (r?) acima de 70% para
a maioria dos tratamentos (Tabela 5). A parametrizacdo do crescimento de R. natans em fungéo
da largura e biomassa nos tratamentos com Al indicou que os p foram cerca de 5 vezes menor
do que o controle a 25 °C para largura e cerca de 4 vezes menor do que o controle a 25 °C para
biomassa (Tabela 5). Esses baixos p dia* influenciaram no td da biomassa da planta, que foi
muito maior que os controles, cerca de 5 vezes para largura e até 4 vezes para biomassa (Tabela
5).

O coeficiente de temperatura (Q10) da biomassa controle foi 0,12 e 0 Q1o da largura
controle foi 1,16. Para os tratamentos com adicdo de Al ndo foi possivel calcular o coeficiente

de temperatura (Q10) pois ndo houve crescimento nos tratamentos a 27 °C.
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Tabela 5. Coeficiente de crescimento (u dia™), tempo de duplicacéo (td dias) e coeficiente de
determinacéo (r?) dos bioensaios controle, concentragdes de Al (Al; =1,5mg L% Alz = 2,5 mg
L, Als mg L) nos pardmetros largura e biomassa nas temperaturas de 25 e 27 °C.

Largura Biomassa
Bioensaios u dia? td (dias) | r? u dia? td (dias) | r?
Controle 25°C 0,02283 + 0,00223 30 0,9 | 0,0259 +0,00431 27 0,8
Aly 259 0,00451 + 0,00091 154 0,9 | 0,00625 + 0,00126 111 0,7
Al 59, - - - | 0,00767 +0,00245 90 05
Al 257) - - - - - -
Controle 27°C 0,02352 £ 0,00131 30 1 0,01697 + 0,00376 41 0,7
Alg 279) - - - - - -
Al @77 - - - - - -
Als 277) - - - - - -

- ndo houve parametrizacdo do crescimento nestes bioensaios, pois ndo houve incremento de largura e biomassa

A analise de pigmentos fotossintéticos para 0s bioensaios de crescimento de R. natans
com Al (Figura 9) indicaram que as plantas apresentaram diminuicdo da concentracdo de
pigmentos j& na primeira semana (p < 0,0001) para todas as analises (clorofila-a, b e
carotenoides).

Além disso, a primeira semana de andlise foi significativamente diferente (p < 0,0001)
entre as temperaturas, sendo que, a 27 °C a concentracdo de pigmentos foi menor do que a
25 °C, inclusive nos controles. Outro fator que pode ser observado foi que quanto maior a
concentracdo de Al maior foi o efeito negativo na concentracdo dos pigmentos. Comparando-
se as temperaturas, os controles foram significativamente diferentes entre si (p < 0,0001), pois,

as concentracgdes de pigmentos sao maiores em 25 °C para praticamente todos os bioensaios.
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Figura 9. Pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg g MS) de R.
natans expostas ao controle e concentracdes de Al (Al; =1,5mg L Al, =2,5mg L, Als mg
L) em duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco
(*) significa que as médias dos tratamentos séo significativamente diferentes (a = 0,05) do
controle para cada semana.

De maneira geral, a atividade antioxidante foi reduzida com a adi¢do das concentragdes
de Al (Figura 10). A antocianina dos bioensaios com Al a 25 °C foi menor que o controle (p <
0,0001) para o tratamento Alz na 22 semana e para todas as concentragdes a partir da 3 semana.

A 27 °C, comparando-se aos controles, houve um aumento de antocianina apenas no tratamento
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Al> na 12 semana (p = 0,0339), reducdo no bioensaios Alz na 22 semana (p = 0,0005) e Al> na
4% semana (p = 0,0264).
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Figura 10. Antioxidantes: antocianina (mmol g** MF) e flavonoides (Abs g MF) de R. natans
expostas ao controle e concentragdes de Al (Alz =1,5mg L*; Al =2,5mg L™ Alsmg L) em
duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco (*)
significa que as médias dos tratamentos sdo significativamente diferentes (a. = 0,05) do controle
para cada semana.

Para a analise de flavonoides (Figura 10), houve reducdo significativa nos bioensaios a
25 °C comparando-se aos controles desde a 12 semana: Alz (p = 0,0144); 22 semana: Ali (p <
0,0001), Al> (p =0,0037), Alz (p < 0,0001); 32 semana: Al: (p = 0,0075); 42 semana: Ali2e3 (p
< 0,0001). Em 27 °C houve diferencas significativas nos tratamentos apenas na 2% semana de
andlise. Houve reducdo de flavonoides no bioensaio Al (p = 0,0185) e aumento deste

antioxidante no tratamento Als (p < 0,0001).

O Al também afetou as membranas celulares dos individuos de R. natans, pois foi
observada a ocorréncia de estresse oxidativo (Figura 11). A analise de peroxidagdo lipidica para

os tratamentos com Al a 25 °C indicou um aumento de malondialdeido na 22 e 32 semana na

50



maioria das concentracgdes (semana 2: Al1p =0,0002, Al> p = 0,0003; semana 3: Al> p =0,0007)
e uma diminui¢do na 42 semana nos bioensaios Al (p < 0,0001). Em 27 °C, a redugéo do

aldeido ocorreu em praticamente todos os tratamentos (p < 0,0001).
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Figura 11. Resposta fisioldgica ao estresse oxidativo, malondialdeido (mmol g* MF) e
percentual de extravasamento de eletrélitos de R. natans expostas ao controle e concentraces
de Al (Al = 1,5 mg L% Al = 2,5 mg L% Als mg L) em duas temperaturas (25 e 27 °C).
Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco (*) significa que as médias dos
tratamentos sdo significativamente diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.

O extravasamento de eletrdlitos (Figura 11) ocorreu principalmente na maior
concentracdo (Alz) chegando a 97% no bioensaio a 27 °C. Os tratamentos com a concentracao
1 e 2 de Al (AlL e Alb) tiveram até 75% de extravasamentos de eletrolitos apenas na Gltima
semana de analise em 25 °C, em 27 °C o extravasamento para essas concentracfes foi
significativo a partir da 32 semana (p < 0,0001).

A determinacgdo da concentracdo inicial e final de Al nos bioensaios mostrou que nas

menores concentragcdes (Al)) em ambas temperaturas ocorreu uma diminui¢do de Al no final
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dos experimentos, porém, em 25 °C essa diminuicao foi significativa (p = 0,0006) com 1 mg L
! de diferenca (Figura 12). No bioensaio Als na mesma temperatura a diferenga de concentragio
final também foi significativa (p = 0,0286) com uma reducéo de 0,7 mg L. Essa reducéo na
concentracgdo resultou em uma eficiéncia de remocao de Al chegando a cerda de 83 % na menor
concentragéo testada [Alies)] (Figura 12). Comparando as temperaturas, a concentracdo de

metais na solugéo final em Alies 25 °C s&o significativamente menores (p < 0,0001) que em
27 °C.
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Figura 12. Concentracdo inicial e final de Al (Al;=15mgL™; Al,=25mg L?; Al mg L™?)
na solucdo onde individuos de R. natans ficaram expostos por até 30 dias nas temperaturas de

25 °C e 27 °C e eficiéncia de remocao do metal do bioensaio (% eficiéncia). Barras verticais
indicam o desvio padréo.

4.1.2 Bioensaios com concentracdes de Mn

Para os bioensaios contendo Mn, as concentracdes de oxigénio dissolvido também se
mantiveram estaveis, quando comparados com os tratamentos com adi¢do de Al, em torno de 5
+0,21 mg L%, nas duas temperaturas, durante todo o periodo amostral. A condutividade elétrica
variou de 24 + 2,2 4 147 + 11 pS cm ! dependendo da concentragio de Mn adicionada. O pH

dos bioensaios com Mn se mantiveram &cidos (4-5) apos a adi¢do das concentraces de Mn
(APENDICE A).
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Pelas variaveis de crescimento (largura e biomassa) (Figura 13), observou-se que ndo
houve diferenga significativa da menor concentragéo testada (Mnz) para os controles dentro das
respectivas temperaturas (largura 25 °C p = 0,0628; largura 27 °C p = 0,1898; biomassa 25 °C
p = 0,8808; biomassa 27 °C p = 0,4389). Porém, a partir do 22° dia de exposi¢do ao metal o
crescimento das plantas nessa concentracdo decaiu, em geral, cerca de 0,10 cm para largura e
57 mg de biomassa. A concentragdo Mn; afetou o crescimento de R. natans a partir de 22° dia
de exposicdo em ambos as varidveis analisadas e nas duas temperaturas (p < 0,0001), pois houve
perda de incremento para os mesmos. Além disso, comparando esta concentracdo nas
temperaturas, 27 °C afetou negativamente (p < 0,0001) o crescimento em largura e biomassa
nos bioensaios. N&o foi possivel ajustar os dados na equacgdo de crescimento para os bioensaios

contendo a concentracdo Mns pois houve necrose nos individuos expostos a este tratamento.
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Figura 13. Crescimento acumulado em largura (cm) e biomassa (mg) de Ricciocarpos natans
no controle e em distintas concentracdes de Mn (Mn1 = 0,7 mg LY; Mn, =1,5mg L, Mn3 =
3,0 mg L) sobre duas temperaturas (25 °C e 27 °C) durante 30 dias. Linha horizontal indica o
ajuste na regressdo ndo-linear. Barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais
significam que n&o houve diferenga significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%.
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O incremento em largura e biomassa (Figura 14) foi maior que os controles na
temperatura 25 °C, nos bioensaios contendo a concentragdo Mn: (aumento na largura de 18%
na largura em ambas temperaturas e de 33% para biomassa a 25 °C). Este incremento ocorreu
mesmo depois de ter sofrido decréscimo no crescimento a partir do 22° dia. Para 0s demais
tratamentos, a concentragdo de Mn afetou negativamente tanto o incremento em largura, tendo
uma perda de 11% (Mn.) e 71% (Mnz) em 25 °C; 18% (Mn2) e 73% (Mn3) em 27 °C quanto
em biomassa, perda de 11% e 72 em 25°C e 36% e 79% em 27 °C respectivamente. Observa-

se que a perda de incremento no crescimento € maior na temperatura de 27 °C.
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Mn,
Mn,

Figura 14. Largura (cm) e biomassa (mg) total acumulada no periodo de exposi¢do, no controle
e nas concentragdes de Mn (Mn1 = 0,7 mg LY; Mnz = 1,5 mg L; Mnz = 3,0 mg L"1) em duas
temperaturas (25 e 27 °C).

O coeficiente de determinacio (r?) para os ajustes cinéticos de crescimento foram em
sua maioria acima de 0,7. O p (dial) (Tabela 6) para o bioensaio Mn; foi até 1,4 vezes maior
que o controle para a largura e até 2,5 vezes maior no parametro biomassa, corroborando com
os resultados obtidos no acumulo total de crescimento demonstrado na Figura 14. Com isso, 0
td (Tabela 6) para estes bioensaios (Mn1) foi menor que os controles. De maneira geral, 0s
demais bioensaios (Mnges) tiveram constante de crescimento menor que os controles e

consequentemente td de biomassa maior que os controles.
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Tabela 6. Constante de crescimento (u dia™), tempo de duplicacdo (td dias) e coeficiente de
determinac&o (r?) dos bioensaios controle, concentragdes de Mn (Mn; = 0,7 mg Lt; Mn2 = 1,5
mg Lt; Mns = 3,0 mg L) nos parametros largura e biomassa nas temperaturas de 25 e 27 °C.

Largura Biomassa

Bioensaios u dia? td (dias) | r? u dia? td (dias) | r?
Controle 25°C 0,02283 + 0,00223 30 0,9 | 0,0259 +0,00431 27 0,8
Mny (257) 0,03167 £ 0,00458 22 0,8 | 0,0582 +0,00080 12 0,9
Mn; 259) 0,01847 + 0,00252 38 0,9 | 0,0273 % 0,00665 25 07
Mns3 (25°) - - - - - -
Controle 27°C 0,02352 £ 0,00131 30 0,9 | 0,01697 £ 0,00376 41 0,7
Mny 79) 0,02835 + 0,00438 24 0,8 | 0,04246 + 0,00467 16 0,9
Mn; 279) 0,01221 + 0,00312 57 0,7 | 0,01226 £0,00444 57 0,5

Mns 279) - - - - - -

- ndo houve parametrizagéo do crescimento nestes bioensaios, pois ndo houve incremento de largura e biomassa

O coeficiente de temperatura (Q10) para as plantas expostas ao Mn, para a largura, Mn;
foi 0,57; Mnz = 0,12 e para biomassa Mn1 =0,21; e Mn, = 0,02. Comparando com o0s valores

de controle (largura = 1,16; biomassa = 0,12) a largura sofreu mais varia¢do nos valores.

A andlise de pigmentos fotossintéticos (Figura 15) demonstrou que na primeira semana
de exposicdo as concentracdes de Mn, houve decréscimo na concentracdo de clorofila-a, b e
carotenoide (mg g MS), nas duas temperaturas testadas. A maior concentragdo (Mns) foi a que
mais interferiu negativamente na concentracao dos pigmentos fotossintéticos (p < 0,0001). O
tratamento Mnz apresentou um aumento na concentra¢do de clorofila-a comparando com o
controle, na 3% semana de analise na temperatura de 25 °C (p = 0,0165) e na 2% semana na
temperatura de 27 °C (p = 0,0093). A clorofila-b para 0 mesmo tratamento (Mn;) foi maior que
o controle na 2% semana a 27 °C (p = 0,0263) e o carotenoide também teve aumento na
concentragdo do pigmento na mesma semana (semana 2) e temperatura (27 °C) (p = 0,0002),
permanecendo estavel na terceira semana de anélise. A concentragdo de pigmentos é menor na

temperatura de 27 °C durante todo o periodo de anélise.
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Figura 15. Pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg g* MS) de R.
natans expostas ao controle e concentragdes de Mn (Mn1 = 0,7 mg Lt; Mnz = 1,5 mg L%; Mn3
= 3,0 mg L) em duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O
asterisco (*) significa que as médias dos tratamentos sdo significativamente diferentes (o =
0,05) do controle para cada semana. O (x) indica que ndo foi detectado o pigmento pelo limite
de deteccdo do equipamento.
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Para as andlises de antioxidantes (Figura 16), a concentragdo de antocianina (mmol g*
MF) aumentou significativamente comparando com o controle, na 22 (p = 0,0115) e 32 (p =
0,0365) semana nos bioensaios com concentracdo Mnzese). A maior concentragdo apresentou
decaimento da atividade antioxidante de antocianina desde a primeira semana de analise (p <
0,0001) em ambas temperaturas. Para flavonoides, a absorbancia (Abs g MF) na concentragéo
Mng(257y aumentou significativamente (p = 0,0221) na primeira semana de anélise. Na segunda
semana, além de Mngpes:) a concentragdo Mniesey (p = 0,0047) também teve aumento

significativo e estes dois tratamentos voltaram a subir na 42 semana de analise.
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Figura 16. Antioxidantes: antocianina (mmol g** MF) e flavonoides (Abs g MF) de R. natans
expostas ao controle e concentragdes de Mn (Mn; = 0,7 mg L?; Mn2=1,5mg L; Mnz = 3,0
mg L) em duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O
asterisco (*) significa que as médias dos tratamentos sdo significativamente diferentes (o =
0,05) do controle para cada semana.

57



A peroxidagdo lipidica nos bioensaios submetidos as distintas concentrages de Mn
(Figura 17) apenas foi significativamente maior que o controle na temperatura de 25 °C, semana
1, concentracdo Mn; (p < 0,0001). Nos demais tratamentos, houve diminui¢ao da concentracao
de malondialdeido (nmol g™ MF) (p < 0,0001) principalmente em 27 °C. Houve extravasamento
de eletrdlitos (Figura 17) na maior concentragdo de Mn (Mns), j& na primeira semana de
exposicdo ao metal, em ambas as temperaturas (p < 0,0001) e, a partir da segunda semana, a
concentragdo Mn; provocou o extravasamento de eletrdlitos dos individuos de R. natans nos

bioensaios, sendo maior na 42 semana a 27 °C (p < 0,0001).
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Figura 17. Resposta fisioldgica ao estresse oxidativo, malondialdeido (mmol g MF) e
percentual de extravasamento de eletrolitos de R. natans expostas ao controle e concentracfes
de Mn (Mn1 = 0,7 mg LY; Mnz = 1,5 mg L; Mnz = 3,0 mg L?) em duas temperaturas (25 e
27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco (*) significa que as médias dos
tratamentos séo significativamente diferentes (a = 0,05) do controle para cada semana.
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A diferenca inicial e final nas solu¢des contendo as concentragdes de Mn (Figura 18)
foi significativa para a maior concentracdo testada em ambas temperaturas (p < 0,0001), sendo,
cerca de 1,9 mg L a menos de Mn no final do experimento. Esse valor refletiu em um
percentual de eficiéncia de remocao, com mais de 50%. Para o tratamento Mn; a eficiéncia de
remocdo variou de 15 a 33%. Comparando as temperaturas, nao houve diferenca significativa

entre as concentragdes finais das solugdes (Mny p = 0,4334; Mnz p = 0,9568; Mn3 p = 0,9211).
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Figura 18. Concentragéo inicial e final de Mn (Mn1=0,7 mg L}; Mnz = 1,5 mg L} Mnz = 3,0
mg L) na solucdo onde individuos de R. natans ficaram expostos por até 30 dias nas
temperaturas de 25 °C e 27 °C e eficiéncia de remocao do metal do bioensaio (% eficiéncia).
Barras verticais indicam o desvio padrdo.

4.1.3 Bioensaios com concentragdes de Zn

Nos bioensaios contendo concentracfes de Zn, o pH variou de 4 £ 0,4 a 7 = 0,7 sendo
mais &cido nos meios com as maiores concentracdes (p = 0,0004). A condutividade elétrica
variou 22 + 0,7 2120 + 28 S uScm* (p < 0,0001) e o oxigénio dissolvido foi mantido em torno
de 7 +£ 0,6 mg L durante todo o periodo do experimento (APENDICE A).

Nos experimentos de crescimento com concentragOes de Zn (Figura 19) foi observado
que R. natans foi afetada negativamente no incremento de largura e biomassa durante o tempo

de exposicdo ao metal (p < 0,0001). Os tratamentos Zn, e Znz foram igualmente toxicos para o
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crescimento dos individuos de R. natans (p < 0,0001), pois, desde os primeiros dias de
exposicdo a essas concentracBes do metal, os individuos tiveram perda de crescimento,
sobrevivendo até no maximo 12 dias. A concentracdo Zni obteve crescimento
significativamente (p < 0,0001) inferior que os controles, sendo que a 27 °C o crescimento em

largura foi interrompido no 22° dia e para 0 pardmetro biomassa ndo houve incremento de

biomassa.
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Figura 19. Crescimento acumulado em largura (cm) e biomassa (mg) de Ricciocarpos natans
no controle e em distintas concentragdes de Zn (Zn1 =0,7mgL?Y; Zn,=1,5mgL?; Zns=3,0
mg L) sobre duas temperaturas (25 °C e 27 °C) durante 30 dias. Linha horizontal indica o
ajuste na regressdo ndo-linear. Barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais
significam que ndo houve diferenga significativa nas méedias dos tratamentos ao nivel de 5%.
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O aumento da largura e biomassa no periodo de exposi¢do as concentracbes de Zn
(Figura 20) foi prejudicado, pois quando comparados com os controles, houve um pequeno
incremento apenas nos bioensaios Zni (0,7 cm em largura & 25 °C e 20 mg de biomassa em
27 °C). Os demais tratamentos apresentaram perda no crescimento. Essa reducdo na biomassa
foi crescente com 0 aumento da concentragéo, de 33%, 82% e 85% 25 °C e 55%, 83% e 90%
27 °C para Zny, Zn, e Zns respectivamente e para a largura 27%, 76%, 82% em 25 °C e 30%,
72% e 83% em 27 °C.

51 200+ "
25 °C I 25 °C
] Controle I 27 °C 27 °C

)
N

1504 Controle

100

o
!

Biomassa total acumulada (mg)
& o
o o
1 1

Largura total acumulada (cm

Zn, Zn, Zn,
E— _H

3 -1004

Figura 20. Largura (cm) e biomassa (mg) total acumulada no periodo de exposic¢éo, no controle
e nas concentragdes de Zn (Zn1 = 0,7 mg L™Y; Zn, = 1,5 mg LY, Zns = 3,0 mg L) em duas
temperaturas (25 e 27 °C).

A parametrizacio de crescimento mostrou que a constante de crescimento (u dia®) para
Zn; foi menor que os controles, sendo, em 25 °C, para largura cerca de 3,2 vezes e para
biomassa 2,1 vezes (Tabela 7). Em 27 °C, para largura, cerca de 2,4 vezes. Esses baixos valores
implicaram no td da planta que foi bem superior que os controles, chegando ao nimero de 100
dias. Os coeficientes de determinacdo para 0s bioensaios com concentra¢fes de Zn foram

adequados, com r? acima de 80%.

O coeficiente de temperatura (Q10) sO foi possivel ser calculado para a largura Zn; =

5,18 e este foi 4,5 vezes maior que o controle largura (Qo = 1,16).
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Tabela 7. Constante de crescimento (u dia™), tempo de duplicacédo (td dias) e coeficiente de
determinacéo (r?) dos bioensaios controle, concentragdes de Zn (Zn1 = 0,7 mg LY; Zn, = 1,5
mg L; Znz = 3,0 mg L) nos pardmetros largura e biomassa nas temperaturas de 25 e 27 °C.

Largura Biomassa
Bioensaios u dia td (dias) | r? u dia? td (dias) | r?
Controle 25°C 0,02283 + 0,00223 30 0,9 | 0,02590 £ 0,00431 27 0,8
Zn1 (259) 0,00695 + 0,00136 100 0,8 | 0,01248 +0,00146 56 0,9
Zn; (257) - - - - - -
Zn3 (25 - - - - - -
Controle 27°C 0,02352 £ 0,00131 30 0,9 | 0,01697 +0,00376 41 0,7
Zni o7y 0,00966 + 0,00098 78 0,9 - - -
Zn; @7 - - - - - -
Zn3 27 - - - - - -

- ndo houve parametrizacdo do crescimento nestes bioensaios, pois ndo houve incremento de largura e biomassa

A andlise de pigmentos fotossintéticos (Figura 21) indicou uma perda significativa (p <
0,0001) de clorofila-a,b e carotenoides na primeira semana de exposi¢cdo ao metal para todos
0s bioensaios (25 e 27 °C). Na segunda semana de analise, em 25 °C, houve um aumento
significativo (p < 0,0001) de clorofila-a e carotenoides no bioensaio Znz, que nas proximas
semanas tenderam-se a voltar a normalidade comparando-se ao controle. O bioensaio Zn;

manteve-se com baixas concentracfes de pigmentos nas duas temperaturas.
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Figura 21. Pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg g MS) de R.
natans expostas ao controle e concentrages de Zn (Zn1 = 0,7 mg L?; Zn, =15 mg L?; Zns =
3,0 mg L) em duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O
asterisco (*) significa que as médias dos tratamentos séo significativamente diferentes (o =
0,05) do controle para cada semana.

A antocianina (Figura 22) se manteve estavel, quando comparada ao controle para a
maioria dos bioensaios, porem houve perda significativa (p < 0,0001) da ac&o antioxidante na
semana 1 de analise no bioensaio Znysq), mas, este voltou a ter as concentragdes proximas ao
controle nas semanas seguintes. Ja a 27 °C a perda da acdo antioxidante da antocianina foi na

maior concentracdo de zinco testada (Zns), e este obteve maior redugéo na 22 semana de analise.
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Para flavonoides (Figura 22), em 25 °C houve aumento significativo da acdo

antioxidante contra as concentrac@es iniciais de Zn (Zn1 e Zny), na primeira semana de analise.

Nas semanas 2 e 3 observou-se uma estabilidade, comparando-se ao controle. Na semana 4, no

unico bioensaio que ainda sobreviveu, a acdo antioxidante dos flavonoides voltou a subir

significativamente (p < 0,0001). A 27 °C, a maior concentracdo de Zn foi mais afetada quanto

a acédo dos flavonoides, pois esta foi reduzida (p < 0,0001).
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Figura 22. Antioxidantes: antocianina (mmol g** MF) e flavonoides (Abs g MF) de R. natans
expostas ao controle e concentragdes de Zn (Zn1 =0,7 mg L; Zn,=1,5 mg LY, Znz = 3,0 mg
L) em duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco
(*) significa que as médias dos tratamentos sdo significativamente diferentes (a = 0,05) do

controle para cada semana.
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O estresse oxidativo nos bioensaios de Zn (Figura 23) foi demonstrado principalmente
pelo extravasamento de eletrélitos que ocorreu a partir da primeira semana nos bioensaios e
principalmente na temperatura de 27 °C (p < 0,0001). A peroxidacéo lipidica ficou mais visivel
na segunda semana de analise 25 °C, com o aumento significativo de malondialdeido para os
tratamentos Zne2 (p < 0,0001).
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Figura 23. Resposta fisioldgica ao estresse oxidativo, malondialdeido (mmol g* MF) e
percentual de extravasamento de eletrélitos de R. natans expostas ao controle e concentracoes
deZn(Zn1=0,7mgL?; Zn;=1,5mg L™; Znz = 3,0 mg L) em duas temperaturas (25 e 27 °C).
Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco (*) significa que as médias dos
tratamentos séo significativamente diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.

Houve variacdo na concentracdo inicial de Zn para a concentragédo final em todos os
tratamentos (Figura 24). A 25 °C, o maior valor removido de Zn na solugio foi de 1,3 mg L*
na maior concentragdo testada. Em 27 °C foi removido da solugdo1,5 mg L™, também na mesma
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concentragéo, sendo praticamente a metade do que tinha quando adicionado (3,0 mg L?). A
eficiéncia de remocéo ocorreu em todos os bioensaios, variando de 24% a 67%. Os bioensaios
com as menores concentracfes foram as mais eficiéncias na remocdo de Zn na solucéo.
Comparando as temperaturas, ndo houve diferenca significativa na concentracdo final das
solugdes (Zn1 p = 0,9024; Zn p = 0,3336; Znz p = 0,0963).
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Figura 24. Concentragdo inicial e final de Zn (Zn1=0,7mgL?; Zn,=1,5mg L™?; Zns =3,0 mg
L) na solugdo onde individuos de R. natans ficaram expostos por até 30 dias nas temperaturas
de 25 °C e 27 °C e eficiéncia de remoc¢do do metal do bioensaio (% eficiéncia). Barras verticais
indicam o desvio padrdo.

4.1.4 Comparacdo dos metais Al, Mn e Zn para os dados da cinética de crescimento para a
concentragio de 1,5 mg L

Comparando os metais Al, Mn e Zn (1,5 mg L) com os dados da cinética de
crescimento [u (dia?) e td (dias)] de R. natans durante o periodo de exposicao nas temperaturas
de 25 e 27 °C, observou-se que o Zn foi o0 metal que foi mais toxico para a macrofita, pois ndo
houve crescimento nos bioensaios independente da temperatura e do tipo de medigéo (Figura
25). Em seguida foi o Al, que obteve crescimento apenas na temperatura de 25 °C em ambas
medicdes (largura e biomassa), porém com p baixo e td de biomassa elevado (>100 dias). O

Mn foi o metal que menos prejudicou o crescimento da macroéfita nesta concentracdo. Obteve-
66



se valores de p (dia™t) maiores e td (dias) menor, porém, observa-se que a temperatura de 27 °C
teve influéncia negativa se comparado com a temperatura de 25 °C. A toxicidade no

crescimento nestas condicdes estudadas seguiu com na sequéncia Zn > Al > Mn.

A temperatura de 27 °C influenciou negativamente o crescimento em todos o
bioensaios, pois como demonstrado no grafico, ndo houve crescimento nesta temperatura, ou o

crescimento foi inferior se comparada a temperatura de 25 °C, como foi para Mn.
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Figura 25. Constante de crescimento (u em dia®) e tempo de duplicagdo da biomassa (td dias)
obtidos na cinética de crescimento de largura e biomassa nos bioensaios contendo a
concentracéo de 1,5 mg L de Al, Mn e Zn em duas temperaturas (25 e 27 °C). O (x) indica
gue ndo houve crescimento.

4.2 CINE'I:ICA DE CRESCIMENTO, ANALISES FISJOLC)GICAS E PERCENTUAL DE
EFICIENCIA DE REMOCAO PARA COMBINACOES DE METAIS

Os bioensaios contendo as misturas de metais apresentaram o pH do meio de
crescimento acido (3 £ 0,01 a5 £ 0,01), condutividade elétrica variando entre 47 + 4,8 e 596 +
0,3 uS cmt (valor crescente conforme o aumento das concentrages) e oxigénio dissolvido
variando de 6 + 0,3 4 11+ 2,1 mg L™ (APENDICE A).
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A cinética de crescimento de misturas dos metais indicou que quanto maior as
concentragfes combinadas maior o prejuizo para o crescimento dos individuos de R. natans,
pois a necrose nos tecidos vegetais ocorreu mais rapido nas misturas com as concentracoes

finais (9 dias) do que nas concentrac@es iniciais (22 dias) (Figura 26 e 27).

Houve incremento no crescimento apenas na largura na temperatura de 25 °C (Figura
26) nas combinacGes contendo as concentracdes iniciais dos metais Al, Mn e Zn, porém, este
incremento foi significativamente menor que o controle (p < 0,0001) além de que a combinacéo
Al + Mn + Zn teve uma influéncia negativa maior no crescimento (p < 0,0001) do que as demais

combinagdes.
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Figura 26. Largura (cm) acumulada de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinagOes de misturas das concentragdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Linha horizontal indica o ajuste na regresséo ndo-linear.
Barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais significam que n&o houve diferenca
significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%.
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Figura 27. Biomassa (mg) acumulada de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinacg6es de misturas das concentragdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Linha horizontal indica o ajuste na regresséo ndo-linear.
Barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais significam que ndo houve diferenca
significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%.

Ao final dos experimentos, apenas houve um pequeno ganho em largura e em biomassa
nos bioensaios contendo as concentragdes iniciais de Al + Mn (1,23 cm; 1,4 mg) e Mn + Zn
(1,65 cm; 21 mg), ambos 25 °C, porem este incremento foi muito inferior frente ao controle,

principalmente quanto ao acimulo de biomassa (3,7 cm; 134,7 mg).

Os tratamentos contendo as concentragdes iniciais dos metais Al, Mn e Zn onde ocorreu
a parametrizacdo da cinética de crescimento em largura na temperatura de 25 °C, os coeficiente
de ajuste tiveram valores acima de 60%, indicando um bom ajuste e os valores da constante de
crescimento (p dia®) foram até 3 vezes menores que o controle (Tabela 8). Como consequéncia,
0 td da biomassa para estes bioensaios foram maiores, chegando a 95 dias na combinacdo com
0s trés metais juntos. Para o coeficiente de temperatura, ndo foi possivel obter resultado pois

ndo foi possivel parametrizar o crescimento nos bioensaios a 27 °C.
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Tabela 8. Constante de crescimento (u dia), tempo de duplicagdo (td dias) e coeficiente de
determinacéo (r?) dos bioensaios controle e nas combinagdes iniciais dos metais Al, Mn e Zn
(Al=15mg L%, Mn=0,7mg L Zn=0,7 mg L) no pardmetro largura na temperatura de
25 °C.

Largura
Bioensaios u dia? td (dias) r?
Controle 25°C 0,02283 + 0,00223 30 0,9
Al+Mny sy 0,00879 + 0,00130 79 0,8
Al+Zn; 059 0,01588 + 0,04392 44 0,6
MN+ZNs9) 0,01225 + 0,00080 57 0,9
Al+Mn+Zn;s0) 0,00733 £ 0,00115 95 0,9

Nas analises fisioldgicas das concentracBes médias e finais para os graficos abaixo
(Figura 28 a 34) onde aparece apenas o controle, significa que, ndo foram feitas analises nos
demais bioensaios pois, como demonstrado na cinética de crescimento (Figura 26 e 27) 0s

individuos de R. natans apresentaram necrose em seus tecidos vegetais.

A analise do pigmento clorofila-a nos bioensaios contendo as combinagdes de metais,
observou-se que as maiores concentraces (concentracdes finais) foram mais danosas para o
sistema fotossintético, pois a concentracdo de clorofila foi reduzida drasticamente (p < 0,0001)
em ambas temperaturas (Figura 28). Para as concentragdes menores a primeira semana de
analise demonstra uma reducdo de clorofila-a (p < 0,0001), seguida de uma estabilidade de
pigmento na segunda semana (p = 0,5179), um aumento significativo no bioensaio Mn+2Znys-)
(p =0,0071) na semana 3, e uma reducéo (p < 0,0001) na concentragdo do pigmento na maioria
dos bioensaios na quarta e Ultima semana de andlise nas temperaturas 25 e 27 °C. As
concentracdes médias foram afetadas quanto a diminuicdo da concentracdo de clorofila-a

também na semana inicial de analise (p < 0,0001).
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Figura 28. Clorofila-a (mg g MS) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinacg6es de misturas das concentragdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padréo. O asterisco
(*) significam que houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%
comparando-se ao controle para cada semana.

A primeira semana de exposi¢do as combinacdes de metais foi a que mais se observou
a influéncia negativa dos metais no pigmento clorofila-b da macrofita independente da
concentracdo e da temperatura (p < 0,0001), como demostrado nos gréaficos abaixo (Figura 29).
Para a andlise de clorofila-b as concentracfes finais tiveram o mesmo padrdo da clorofila-a
(Figura 28) em que a reducdo do pigmento é significativa (p < 0,0001) em ambas temperaturas.
Para as concentracdes iniciais e médias, a segunda semana de andlise apresentou uma relativa
estabilidade para a maioria dos tratamentos nas temperaturas (p = 0,2024), porém a partir dai,
comparando com o controle, a reducdo de pigmentos foi significativa (p < 0,0001).
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Figura 29. Clorofila-b (mg g MS) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinagOes de misturas das concentracgdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco
(*) significam que houve diferenga significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%
comparando-se ao controle para cada semana.

O carotenoide (Figura 30) seguiu praticamente o mesmo padrdo descrito anteriormente
para clorofila-a (Figura 28) e clorofila-b (Figura 29), onde as concentra¢des desse pigmento na
primeira semana, em ambas combinagdes de concentracdes e temperaturas, tiveram uma
reducdo significativa (p < 0,0001), demonstrando a influéncia negativa dos metais para a planta.
A semana seguinte (semana 2) seguiu com uma estabilidade de pigmentos (p > 0,999) para a
maioria dos tratamentos para as concentragdes iniciais e médias. A combinacdo Al + Mn e Al
+ Zn foram os metais que mais afetaram R. natans na combinagdo com as concentracgdes iniciais
para a Gltima semana de andlise (25 °C: p = 0,0346; 0,0002; 27 °C: p = 0,0019; 0,0006

respectivamente).
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Figura 30. Carotenoides (mg g* MS) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinacg6es de misturas das concentragdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padréo. O asterisco
(*) significam que houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%
comparando-se ao controle para cada semana.

A funcdo antioxidante da antocianina (Figura 31) dos individuos de R. natans expostos
as combinac@es das concentragdes iniciais de Al, Mn e Zn sofreram grande variacdo entre 0s
tratamentos nas trés primeiras semanas de analise em ambas temperaturas, porém, foi
significativamente reduzida para Al + Mn + Zn na semana 1, 27 °C (p = 0,0097) e houve um
aumento da concentracdo para Mn + Zn 27 °C na semana 2 (p = 0,0158). Na 42 semana de
analise a concentracdo de pigmentos foi relativamente inferior ao controle para a maior parte
dos bioensaios (p < 0,0001). Para as concentragdes médias, em 25 °C a reducdo da atividade
antioxidante foi significativa quando combinados os 3 metais (Al + Mn + Zn) (p = 0,0004). Em
27 °C houve reducdo da concentracdo de antocianina em todos os tratamentos (p < 0,0001). A
combinacdo das concentragOes finais reduziu significativamente a atividade antioxidante na

macrofita em todos os bioensaios nas duas temperaturas (p < 0,0001).
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Figura 31. Antocianina (mmol g! MF) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinacg6es de misturas das concentracdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padréo. O asterisco
(*) significam que houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%
comparando-se ao controle para cada semana.

Para a atividade antioxidante flavonoides (Figura 32), foi possivel inferir que apenas a
combinacdo Al + Mn e Al + Zn das concentrac@es iniciais ndo foram prejudicadas na primeira
semana de exposi¢cdo aos metais nas duas temperaturas. Os demais tratamentos apresentaram
reducdo significativa de flavonoides (p < 0,0001) e ao longo das semanas a reducao da atividade
antioxidante permaneceu, principalmente a 27 °C (p < 0,0001). Nas concentracbes médias e
finais logo na primeira semana também teve reducéo da atividade dos flavonoides (p < 0,0001),

sendo que essa reducao se estendeu para as semanas seguintes.
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Figura 32. Flavonoides (Abs g* MF) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinacg6es de misturas das concentragdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padréo. O asterisco
(*) significam que houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%
comparando-se ao controle para cada semana.

Nas analises de peroxidacdo lipidica (Figura 33), houve aumento na concentracdo de
malondialdeido nas combinacdes iniciais em 25 °C (p = 0,0452) na semana 1. Nas semanas
seguintes, a peroxidacao lipidica seguiu estavel comparando ao controle, e na tltima semana a
combinacdo Al + Mn + Zn tiveram a concentracao do aldeido reduzido (p = 0,0390). Para 27 °C,
a estabilidade na concentracdo do malondialdeido s6 ocorreu na primeira semana, pois, nas
semanas seguintes a concentracdo foi significativamente reduzida (p < 0,0001). Nos
tratamentos contendo as concentracdes medianas dos metais analisados apenas houve reducéo
significativa na temperatura de 27 °C (p < 0,0001). Nas concentracGes finais, 0 aumento de
malondialdeido foi significativamente maior que o controle nos tratamentos a 25 °C (p =
0,8615), e em 27 °C houve redugdo dos mesmos (p < 0,0001).
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Figura 33. Malondialdeido (nmol g** MF) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e nas
combinacg6es de misturas das concentragdes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn durante
30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padréo. O asterisco
(*) significam que houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%
comparando-se ao controle para cada semana.

O extravasamento de eletrdlitos (Figura 34) ocorreu em todos os tratamentos e nas duas

temperaturas independentemente do tipo de combinacdo (p < 0,0001), demonstrando que as

combinagbes dos metais interferiram negativamente em R. natans durante o periodo de

exposicao.
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Figura 34. Extravasamento de eletrolitos (%) de Ricciocarpos natans nos bioensaios controle e
nas combinacGes de misturas das concentracfes iniciais, medianas e finais de Al, Mn e Zn
durante 30 dias nas temperaturas 25 °C e 27 °C. Barras verticais indicam o desvio padréo. O
asterisco (*) significam que houve diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel
de 5% comparando-se ao controle para cada semana.

A concentragéo de Al, nos bioensaios contendo a combinagdo Al + Mn no final do tempo
de exposicao foi menor que a concentragéo inicial em todos os bioensaios nas duas temperaturas
(p <0,0001) (Figura 35). Este resultado demonstrou que a adsorcao/absorcéo do Al pela planca
ocorreu com uma eficiéncia variando de 25 a 79,9 %. A maior eficiéncia de remocéo ocorreu
no bioensaio contendo a concentracdo inicial de Al em 25 °C (77,3 %) e no bioensaio contendo
a maior concentracdo do metal (concentracées finais) em 27 °C (79,9 %). Para Mn (Figura 35),
nos bioensaios contendo as concentragdes menores do metal (concentragdes iniciaisapenas teve
diferenga significativa em 25 °C (p = 0,0184), indicando a falta de eficiéncia de remocao do
metal nestas condi¢cGes. Nas demais combinagBes (concentracbes médias e finais), a
concentragdo de Mn no final do experimento foi menor que a inicial (p < 0,0001), e a eficiéncia
de remocéo variou de 24,2 a 61,5 %, sendo que a 27 °C a eficiéncia foi maior.
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Figura 35. Concentragdo inicial e final de Al e Mn (mg L™) nos bioensaios contendo
combinagbes destes metais (concentracdes iniciais, medianas e finais) onde individuos de R.
natans ficaram expostos por até 30 dias nas temperaturas de 25 °C e 27 °C e eficiéncia de
remocao do metal do bioensaio (% eficiéncia). Barras verticais indicam o desvio padréo.

Nos bioensaios contendo a combinacdo Al + Zn (Figura 36), o Al também teve
concentracdo significativamente menor no final dos experimentos (p < 0,0001), resultando em
uma boa eficiéncia de remocdo do metal pela planta, variando de 32,6 a 77,3 %. A melhor
eficiéncia de remocéo de Al ocorreu com a menor concentracio (1,5 mg L) em 25 °C. Para as
concentrages finais de Al a eficiéncia foi a mesma, em ambas temperaturas, cerca de 44 %.
Para 0 Zn (Figura 36), na maioria dos bioensaios, a eficiéncia de remocao do metal na solucao
ndo chegou a 20 % (p > 0,05). Apenas a 27 °C (concentra¢cdes medianas e finais), a remocao
de Zn ocorreu de forma significativa eficiéncia (17,7% p = 0,0034 e 32,1% p < 0,0001).
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Figura 36. Concentracdo inicial e final de Al e Zn (mg L) nos bioensaios contendo
combinagbes destes metais (concentracdes iniciais, medianas e finais) onde individuos de R.
natans ficaram expostos por até 30 dias nas temperaturas de 25 °C e 27 °C e eficiéncia de
remocao do metal do bioensaio (% eficiéncia). Barras verticais indicam o desvio padréo.

solucdo-teste demonstrou que a eficiéncia de remocdo destes metais do meio ndo ultrapassou
30% nos bioensaios. As combinaces iniciais tiveram as menores diferencas na concentracédo
entre os tempos testados, chegando ao maximo de 0,2 mg L™ de Zn removido (19,75 % p =
0,0002) em 27 °C. Para as combinag¢6es medianas 0 méaximo removido do bioensaio foi 0,5 mg

L de Mna 25 °C (30,1 % p = 0,0041). Ja nas combinagGes contendo as maiores concentragdes

Para as combinagdes de Mn e Zn (Figura 37), a analise das concentracdes contidas na

de Mn+Zn, a maior remocdo foi para o metal Zn a 27 °C (26,9 % p = 0,0007).
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Figura 37. Concentracdo inicial e final de Mn e Zn (mg L) nos bioensaios contendo
combinagbes destes metais (concentracdes iniciais, medianas e finais) onde individuos de R.
natans ficaram expostos por até 30 dias nas temperaturas de 25 °C e 27 °C e eficiéncia de
remocao do metal do bioensaio (% eficiéncia). Barras verticais indicam o desvio padréo.

Nos bioensaios onde a ocorréncia dos Al, Mn e Zn estdo simultaneas, a anélise da
concentracdo de metais (Figura 38) demonstrou que no tratamento contendo as concentragdes
iniciais, o Al foi o metal com maior eficiéncia de remocao em ambas temperaturas (p < 0,0001),
porém, em 25 °C essa eficiéncia foi maior (61%). J& nos bioensaios contendo as concentracdes
medias a eficiéncia de remocédo dos metais Al e Mn se comportaram igualmente eficientes nas
duas temperaturas, com remog¢é&o em torno de 50% (p < 0,0001). Para as combinacGes contendo
as concentracdes finais 0 Mn foi 0 metal com maior eficiéncia de remocao da solugdo-teste,
com até 68,3% (p <0,0001), seguida de Al com até 56% (p < 0,0001). O Zn foi o metal com
menor eficiéncia de remocdo em todos os tratamentos (p < 0,0001), porém, observa-se que a
eficiéncia de remocao deste metal na solucdo cresceu gradativamente quando a concentragdo

do metal no bioensaio aumentou.
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Figura 38. Concentracdo inicial e final de Al, Mn e Zn (mg L™?) nos bioensaios contendo
combinacBes destes metais (concentra¢Bes iniciais, medianas e finais) onde individuos de R.
natans ficaram expostos por até 30 dias nas temperaturas de 25 °C e 27 °C e eficiéncia de
remocao do metal do bioensaio (% eficiéncia). Barras verticais indicam o desvio padréo.

4.3 CINE'I:ICA DE CRESCIMENTO, ANALISES FJSIOLOGICAS, PERCENTUAL DE
EFICIENCIA DE REMOCAO E DETERMINACAO DE METAIS NOS BIOENSAIOS
COM AGUA CONTAMINADA PELO REJEITO

Nos tratamentos com adgua contaminada pelo rejeito, 0 meio de crescimento se manteve
neutro (pH 7 = 0,5) durante o periodo do experimento, nao diferindo (p = 0,05) do pH do
controle (4gua natural do reservatorio Fazzari). A condutividade elétrica destes bioensaios
tiveram sais dissolvidos cerca de 100 vezes a mais do que no controle (p < 0,0001). As
concentragdes de oxigénio dissolvido mantiveram-se em torno de 7 + 0,4 mg L%, sendo superior
ao do controle (p = 0,0025) (APENDICE A).

Individuos de R. natans expostos a agua contaminada pelo rejeito (Figura 39)
apresentaram seu crescimento prejudicado desde o inicio dos experimentos na maior parte dos

bioensaios (p < 0,0001). Apenas houve a possibilidade de parametrizacdo do crescimento em
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largura, na temperatura de 27 °C até o 11° dia, porém, apés este dia e em todos os demais

tratamentos os individuos permaneceram vivos até o dia 18.
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Figura 39. Crescimento acumulado em largura (cm) e biomassa (mg) de Ricciocarpos natans
no controle e na agua contaminada por rejeito sob duas temperaturas (25 °C e 27 °C) durante
30 dias. Barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais significam que ndo houve
diferenca significativa nas médias dos tratamentos ao nivel de 5%.

Apdbs o término de exposicdo a agua contaminada pelo rejeito, observou-se que 0s
individuos de R. natans ndo aumentaram em largura e em biomassa comparando-se aos
controles, nas duas temperaturas (Figura 40). Foram observadas diminuigdes no crescimento
chegando a 1 cm em largura e 73 mg de biomassa. A redugédo no crescimento na largura foi de

59% em 25 °C e de 58% para 27 °C e para biomassa 75% e 76% respectivamente.
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Figura 40. Largura (cm) e biomassa (mg) total acumulada no periodo de exposi¢do, no controle
e na 4gua contaminada por rejeito em duas temperaturas (25 e 27 °C).

No tratamento com agua contaminada por rejeito so foi possivel obter o p (dia?) a 27 °C,
sendo este, duas vezes menor que o controle, que resultou em um td de biomassa de 55 dias;
1,8 vezes maior que o td da biomassa do controle (Tabela 9). Como ndo houve parametrizacéo
do crescimento nos demais bioensaios néo foi possivel obter o coeficiente de temperatura (Quo).

Tabela 9. Constante de crescimento (u dia), tempo de duplicacdo (td dias) e coeficiente de
determinacéo (r?) dos bioensaios controle e na dgua contaminada com rejeito nos parametros
largura e biomassa nas temperaturas de 25 e 27 °C.

Largura Biomassa
Bioensaios u dia™? td (dias) | r? u dia? td (dias) | r?
Controle 25°C 0,02283 + 0,00223 30 0,9 | 0,02590 £ 0,00431 27 0,8
Rejeito 25 °C - - - - - -
Controle 27°C 0,02352 + 0,00131 30 0,9 | 0,01697 £0,00376 41 0,7
Rejeito 27 °C 0,01269 + 0,00345 55 0,8 - - -

- ndo houve parametrizacdo do crescimento nestes bioensaios, pois ndo houve incremento de largura e biomassa

As plantas que ficaram expostas a agua contaminada por rejeito tiveram diminuic¢éo na
concentracdo de clorofila-a (Figura 41) na primeira semana de anélise em 25 °C (p < 0,0001).
Em 27 °C o aumento do pigmento clorofila-a ocorreu na segunda semana de analise (p =

0,0319). Ja a clorofila-b permaneceu estavel em quase todos os bioensaios, nas duas
83



temperaturas. Houve diminuigdo do pigmento apenas em 25 °C na semana 3 (p < 0,0001). Os
carotenoides diminuiram, quando comparados ao controle a 25 °C na 12 e 32 semanas. Em 27 °C
todos os bioensaios contendo agua de rejeito sofreram um aumento na concentracdo de

carotenoides (p < 0,0001).
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Figura 41. Pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg g* MS) de R.
natans expostas ao controle e na agua contaminada por rejeito em duas temperaturas (25 e
27 °C). Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco (*) significa que as médias dos
tratamentos séo significativamente diferentes (a < 0,05) do controle para cada semana.

O antioxidante antocianina foi significativamente reduzido (p < 0,0001) na primeira

semana em ambas temperaturas nos bioensaios contento agua contaminada pelo rejeito (Figura
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42). Para a anélise de flavonoides (Figura 41), a diminui¢do também iniciou na primeira semana
de anélise em 25 °C, mantendo assim nas préximas semanas (p < 0,0001). Em 27 °C a diferenca
significativa ocorreu na 22 semana (p = 0,0013). Em geral, os antioxidantes tiveram menor

concentracdo nos tratamentos com agua de rejeito.
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Figura 42. Antioxidantes: antocianina (mmol g** MF) e flavonoides (Abs g MF) de R. natans
expostas ao controle e na agua contaminada por rejeito em duas temperaturas (25 e 27 °C).
Barras verticais indicam o desvio padrdo. O asterisco (*) significa que as meédias dos
tratamentos séo significativamente diferentes (o < 0,05) do controle para cada semana.
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A concentragdo de malondialdeido (Figura 43) dos individuos de R. natans nos
bioensaios contendo agua contaminada por rejeito permaneceu estadvel a 25 °C durante o
periodo amostral (p = 0,7905), porém, em 27 °C a concentracdo deste aldeido diminuiu a partir
da segunda semana (p = 0,0003). O extravasamento de eletrolitos (Figura 41) ocorreu em ambas
temperaturas na 3% semana de exposi¢do ao tratamento (p < 0,0001), entretanto, a 27 °C o
extravasamento foi significativamente maior (p = 0,0003) do que a 25 °C.
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Figura 43. Resposta fisioldgica ao estresse oxidativo, malondialdeido (mmol g MF) e
percentual de extravasamento de eletrolitos de R. natans expostas ao controle e a agua
contaminada por rejeito em duas temperaturas (25 e 27 °C). Barras verticais indicam o desvio
padrdo. O asterisco (*) significa que as médias dos tratamentos sdo significativamente
diferentes (o < 0,05) do controle para cada semana.
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A concentracdo dos metais Al, Mn e Zn ao final dos experimentos com a agua
contaminada pelo rejeito foi zero em praticamente todos os bioensaios (exceto em 27 °C, Al =
0,06 mg L e Zn = 0,007 mg L) (Figura 44). Estes valores refletiram na alta taxa de eficiéncia
de remocao de metal do meio, que foi acima de 95% para todos os bioensaios. Corroborando
com estas taxas de eficiéncia, ao final do tempo de exposi¢ao ao bioensaio, a determinacdo de
metais na biomassa seca de R. natans demonstrou que os metais reduzidos na solugéo-teste final

foram encontrados na biomassa da macrdfita (Figura 44).
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Figura 44. Concentragdo inicial e final de Al, Mn e Zn (mg L) no bioensaio contendo agua
contaminada por rejeito onde individuos de R. natans ficaram expostos por até 30 dias nas
temperaturas de 25 °C e 27 °C, eficiéncia de remoc¢do do metal do bioensaio (% eficiéncia) e
concentragdo dos metais na biomassa seca. Barras verticais indicam o desvio padrdo. A letra x
significa que ndo foi detectado o metal na solucdo portanto considera-se a concentracdo como
sendo zero.

A partir da analise da biomassa seca digerida dos individuos de R. natans pode-se
observar que o Mn foi 0o metal com maior concentracdo por mg g de massa seca da planta,
seguido do Al (Tabela 10). O Zn foi o metal encontrado em menor concentracdo por mg g na
biomassa seca. Apesar de em 25 °C a concentragdo dos metais ser maior na maioria das analises,
notou-se pouca diferenca de concentragdo entre as temperaturas sendo estatisticamente nao
diferentes (p = 0,5974).
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Tabela 10. Média e desvio padrdo da concentra¢do do metal Al, Mn e Zn na biomassa seca (mg
gt MS) dos individuos de R. natans expostos a agua contaminada por rejeito nas temperaturas

de 25 °Ce 27 °C.

(mg"ge_tla;\s/ls) 25 °C 27 °C
Al 1,02+ 0,20 1,14+ 0,31
Mn 219+ 0,54 1,97 + 0,74
Zn 0,53 + 0,04 0,39 + 0,08
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5. DISCUSSAO

5.1 CINE'I:ICA DE CRESCIMENTO, ANALISES FISIOLOGICAS E PERCENTUAL DE
EFICIENCIA DE REMOCAO PARA OS METAIS INDIVIDUAIS

Tanto o crescimento quanto a fisiologia da macrdfita R. natans foram afetados pela
exposicdo as concentracdes dos metais Al, Mn e Zn. De forma geral, os metais inibem o
crescimento das plantas em ca. 50% de producéo de biomassa pela diminui¢éo do teor de amido,
resultado da alteracdo do funcionamento da fotossintese e, consecutivamente, da inibicdo do
ciclo de Calvin (DHIR, 2013). O efeito causado pela presenca de metais no meio é ocasionado
pelo estresse oxidativo nos cloroplastos que causam rompimento das membranas e impactam
nas funcdes fisioldgicas das proteinas e lipidios (DHIR, 2013; RODRIGUES et al., 2016).

As concentracOes de Al afetaram drasticamente o crescimento da planta, pois, na
maioria dos bioensaios ndo houve incremento de largura e biomassa nos individuos de R.
natans. Nos tratamentos com Al que tiveram incremento de biomassa, o pe o td foram alterados
indicando prejuizos no crescimento da macréfita. Com o aumento da concentragdo de Al, no
meio de crescimento, houve o aumento da toxicidade nas plantas, e segundo Sparling (2018) os
metais tém potencial para se tornarem toxicos quando alcancam valores acima das
concentracdes limites para cada organismo. Para R. natans, a concentragdo de 1,5 mg L™ de Al

aparentou-se limitante para seu desenvolvimento.

A maior parte dos trabalhos com Al foram realizados com plantas terrestres (i.e.
BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017; HE; LI; HE, 2019; LUX; CUMMING, 1999; MIGUEL
et al., 2010; MOSSOR-PIETRASZEWSKA, 2001). Entretanto, estudo realizado com Azolla
microphylla, mostrou que quando exposta por 6 dias a 14 mg L de Al, a macrdfita flutuante
apresentou inibicao de 50% no crescimento (massa fresca e seca) das plantas, sendo que em 20
mg L o comprimento médio de raiz foi drasticamente reduzido (68%) (CHAKRABORTY et
al., 2019). Se tratando de inibi¢do de crescimento, este estudo corrobora com os resultados
obtidos no presente experimento, pois houve reducado significativa no crescimento de R. natans

principalmente nas maiores concentracfes (até 76% para biomassa e até 70% para largura)
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testadas. A interferéncia do Al no crescimento dos vegetais pode ocorrer porque esse metal néo
possui funcdo bioldgica estabelecida e, portanto, é considerado um elemento néo essencial aos
organismos, podendo, causar alteracbes e efeitos toxicos, como clorose e necrose
(EMAMVERDIAN et al., 2015; TCHOUNWOU et al., 2012), como foi observado no presente
trabalho. O Al também interfere no crescimento vegetal uma vez que inibe o crescimento das
raizes, bloqueando o mecanismo de divisdo celular, tornando-as ineficientes na absor¢éo de
agua e nutrientes e, consecutivamente, reduz o numero de folhas e biomassa
(EMAMVERDIAN et al, 2015; LUX; CUMMING, 1999; PANDA; BALUSKA;
MATSUMOTO, 2009; ROUT; SAMANTARAY; DAS, 2001; THORNTON; SCHAEDLE;
RAYNAL, 1986).

O Al também pode desencadear inumeras respostas fisioldgicas nas plantas, como por
exemplo, a peroxidacao lipidica da membrana, extravasamento de eletrolitos e apoptose (morte
celular programada) (ANJUM et al., 2016; BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002). Como
observado no presente estudo, o Al promoveu o aumento do malondialdeido, nas concentracdes
de 1,5 e 2,5 mg L na 22 semana de exposicdo a temperatura de 25 °C e extravasamento de
eletrolitos principalmente na maior concentragio testada. Para a concentragdo de 5 mg L™ o
aumento de malondialdeido néo foi detectado nas analises, porém é provavel que a peroxidagéo
tenha ocorrido, pois observou-se extravasamento de eletr6litos nesta concentracdo logo na
primeira semana de estudo. Um trabalho com Glycine max exposta a 5 mg L* de Al, a
peroxidacao lipidica teve inicio logo nas primeiras 6 horas de exposi¢do ao metal (CAKMAK;
HORST, 1991). Azolla microphylla exposta a 100 mg L™ de Al por 6 dias também teve aumento
de malondialdeido e de extravasamento de eletrélitos (CHAKRABORTY et al., 2019).

Outra consequéncia ocasionada pelo Al é a diminuicdo da atividade fotossintética pela
diminuigdo de pigmentos, como demonstrado nos resultados obtidos no presente trabalho e
corroborado com estudos onde se analisou o teor de pigmentos em folhas de Oryza sativa
expostas a 7,8 mg L™ de Al (SAMAD; RASHID; KARMOKER, 2020) e, com Brassica juncea
exposta a concentragdes de Al (50 a 150 mg Kg!) (KUMARI; YADAV; SHARMA, 2018). A
atividade antioxidante em R. natans, com a adicdo das concentragdes de Al, também foi
reduzida, principalmente para a maior concentragdo no inicio da exposic¢do ao metal e ao final
de 30 dias nas demais concentragdes, indicando que o sistema de protecdo da planta foi afetado

pela presenca do metal. Drimia elata crescendo em meio contendo 500 a 1500 mg Lt de Al
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teve o contetdo de flavonoides em sua biomassa reduzido significativamente indicando um
efeito inibitério de Al na sintese de antioxidantes (OKEM et al., 2015). O mesmo
comportamento foi observado em Azolla microphylla exposta a 100 mg L* de Al
(CHAKRABORTY et al., 2019).

Entretanto, mesmo que as concentrac@es de Al causaram efeitos toxicos para R. natans,
observou-se uma alta eficiéncia de remocao de Al na solugéo-teste na concentracéo de 1,5 mg
L (> 80%). Este comportamento pode ser indicativo da presenca/acimulo deste metal na
biomassa da planta, pois na literatura ha relatos de acumulagdo de Al em tecidos vegetais
(CHAKRABORTY etal., 2019; MORARI; DAL FERRO; COCCO, 2015; OKEM et al., 2015;
SCHMITT; WATANABE; JANSEN, 2016).

Nos bioensaios com Mn foi possivel observar que a menor concentracdo selecionada
(0,7 mg L) agiu (até o 22° dia de exposicio) de forma positiva no incremento em largura e
biomassa, pois o td da biomassa foi menor que tratamento controle e ao final dos experimentos,
os individuos de R. natans apresentaram ganho em largura e biomassa. Esta observacao pode
ser decorrente do fato de que o Mn é um micronutriente necessario para o desenvolvimento dos
organismos, sendo um cofator enzimatico nos processos bioldgicos como respiragdo, sintese de
proteinas e carboidratos e fotossintese (LOPES, 1998; ZORNOZA; SANCHEZ-PARDO;
CARPENA, 2010). Todavia, altas concentra¢fes de Mn, como por exemplo, a concentracdo de
3,0 mg L utilizada no bioensaio de crescimento com R. natans do presente estudo, causaram
toxicidade, como a clorose e necrose, além do retardamento no crescimento (NAJEEB et al.,
2009; SHANAHAN et al., 2007).

Macrofitas expostas a concentracdes de Mn comprovam que este elemento causa
fitotoxicidade nas folhas pela ocorréncia de clorose apds alguns dias de exposicao (ALVES et
al., 2017; HUA et al., 2012; LIZIERI; AGUIAR; KUKI, 2011; LIZIERI; KUKI; AGUIAR,
2012). O Mn pode reduzir o crescimento e o0 acimulo de biomassa fresca e seca, a concentracéo
de clorofila total, carotenoides, antocianina e atividade de catalase, além de causar um
desarranjo na estrutura no aerénquima das folhas e alteracdo na estrutura celular das células
mesofilicas levando a uma deformidade da parede celular através de um afinamento (LIZIERI,
KUKI; AGUIAR, 2012; NAJEEB et al., 2009). No presente estudo, muitas destas respostas

fisiologicas foram afetadas principalmente com a maior concentragio testada (3,0 mg L),
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diminuindo a concentracdo dos pigmentos fotossintéticos e a atividade antioxidante e
provocando peroxidacdo lipidica e extravasamento de eletrélitos. A concentracdo de 0,7 mg L
! embora tenha sido benéfica para o crescimento, fisiologicamente, alterou em alguns momentos
a concentracao de pigmentos e, aumentou a resposta antioxidante de flavonoides, significando
assim uma tentativa de protecdo metabolica frente ao estresse. Corroborando com esse tipo de
resposta, Trapa natans exposta a 51,7 mg L™ de Mn por 10 dias no apresentou alteragdo no
crescimento e no acumulo de biomassa comparado ao controle, porém teve aumento de
antocianinas no 5° dia de exposicdo ao metal, cerca de 3 vezes mais que o controle
(BALDISSEROTTO et al., 2004).

Por mais que a maior concentragio de Mn testada (3,0 mg L) provocou iniimeros
prejuizos para R. natans, a remocdo deste metal da solucdo-teste foi eficiente, alcancando
valores acima de 50%. Em experimentos onde utilizaram macrofitas Eichhornia crassipes,
Salvinia auriculata e Vesicularia dubyana expostas a 20 mg L™ de Mn, observou-se também
que estas plantas possuem uma eficiéncia de remocao de Mn do meio variando de 25% a 85%
demonstrando um elevado potencial de aplicabilidade para remediacdo de Mn em solucdes
aquosas (MOREIRA et al., 2015). Pistia stratiotes removeu acima de 86% das concentragdes
de Mn em 24 h de exposigdo (MIRETZKY; SARALEGUI; CIRELLI, 2004).

Nos bioensaios contendo as adi¢fes de Zn, o crescimento de R. natans também foi
afetado, principalmente nas concentragdes de 1,5 e 3,0 mg L, quando as plantas perderam
massa desde o inicio da exposi¢do ao metal. Com 0,7 mg L, a toxicidade do metal para R.
natans foi menor, pois observou-se crescimento, embora menor que o controle. Este
comportamento pode ter decorrido pelo fato do Zn ser um micronutriente essencial para a
realizacdo de fungdes como sintese de proteinas, ativacdo enzimatica, expressao e regulacao de
genes, metabolismo de carboidratos, integridade estrutural dos ribossomos, desintoxicacéo de
radicais superdxidos e atividade de fito-horménios (WELCH, 1995).

Pesquisas demonstram que a toxicidade do Zn pode variar entre as macrofitas. Em
testes de toxicidade com macroéfitas expostas ao Zn por 7 dias foi observado que Elodea
canadensis resistiu a concentragdo maxima de 0,7 mg L de ZnCl,, porém Leptodictyum
riparium e Lemna minor resistem a uma concentracdo ainda maior (13,6 mg L) pelo mesmo

tempo de exposicdo ao metal (BASILE et al., 2012). Eichhornia crassipes teve seu crescimento
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inibido em concentragdes de 6 & 12 mg L™ de Zn(NOs)2; em concentragio mais baixas (2,0 e
4,0 mg L) o crescimento aumentou (RUPAINWAR et al., 2004). Lemna valdiviana e Salvinia
minima cresceram na concentracdo de 1 mg L™ de Zn, porém a concentragdo de 10 mg L*
demonstraram serem toxicas para o crescimento destas plantas (IHA, 2014). Ipomoea aquatica
exposta a 0,23 e 2,27 mg L de Zn teve aumento no crescimento das raizes enquanto
concentragdes de 12,71 e 22,7 mg L de Zn suprimiram o crescimento (CHANU; GUPTA,
2016).

As analises fisiologicas em R. natans expostas as concentracdes de Zn demonstraram
diminuigdo na concentragdo de pigmentos e da atividade antioxidante com o aumento da
concentracdo do metal, além de alteracbes na membrana celular pelo aumento de
malondialdeido e extravasamento de eletrolitos. Outros estudos também demonstram que 0 Zn
podem causar alteracGes na concentracao de clorofilas e da peroxidacdo lipidica em macréfitas
aquaticas (CHANU; GUPTA, 2016; HARGUINTEGUY; PIGNATA; FERNANDEZ-
CIRELLLI, 2015) e, os niveis aumentados e/ou diminuidos de antioxidantes nos tecidos vegetais

estdo geralmente relacionados a tolerancia ao estresse vegetal (SANKHLA et al., 2016).

A remogéo do Zn da solugéo-teste foi acima de 20%. A menor concentragao testada nos
bioensaios (0,7 mg L™?) teve uma eficiéncia de até 67%. Estes resultados indicaram que R.
natans pode ser uma boa acumuladora de Zn, corroborando com Chiodi Boudet et al. (2011),
que observaram a capacidade de R. natans acumular Zn em seus tecidos vegetais. Em estudos
com a macrdfita Lemna gibba, a eficiéncia de remocdo de Zn com concentra¢des variando de
6 a 18 mg L foi acima de 60%, sendo que a concentragdo do metal na biomassa da lentilha
d"agua foi de 4,23 a 25,81 mg g* de massa seca (KHELLAF; ZERDAOUI, 2009). Varias
macréfitas também demonstraram serem boas acumuladoras de Zn em seus tecidos vegetais,
como a Elodea canadensis, Leptodictyum riparium e Lemna minor (BASILE et al., 2012),
Myriophyllum aquaticum, Egeria densa (HARGUINTEGUY; PIGNATA; FERNANDEZ-
CIRELLI, 2015), Eichhornia crassipes (FAYED; ABD-EL-SHAFY, 1985; RUPAINWAR et
al., 2004) e Pistia stratiotes (MIRETZKY; SARALEGUI; CIRELLI, 2004).

Comparando o Al, Mn e Zn analisados no presente estudo, na concentracdo de 1,5 mg
Lt (comum a todos os metais), Zn foi 0 metal mais prejudicial para o crescimento de R. natans,

provavelmente porque esta concentracdo € toxica para esta espécie, pois, mesmo o Zn sendo
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um nutriente essencial para todos os organismos, em concentracdes mais altas tornam-se toxico
(AZEVEDO; LEA, 2005). O Zn em excesso nas plantas inibe a atividade da Rubisco que é uma
enzima-chave nas reagdes de assimilagdo de CO. para a atividade fotossintética (SANKHLA
et al., 2016), portanto, desta forma, a planta ndo consegue realizar a fotossintese e,

consecutivamente, ndo apresenta crescimento vegetativo.

5.2 CINE'I:ICA DE CRESCIMENTO, ANALISES FISIOLNC')GICAS E PERCENTUAL DE
EFICIENCIA DE REMOCAO PARA AS COMBINACOES DE METAIS

Para os experimentos contendo as combinagdes das concentracdes dos metais, 0sS
resultados demonstraram que quando os metais foram adicionados juntos, independentemente
da combinacdo realizada, o efeito toxico foi intensificado no crescimento de R. natans,
comparando com os experimentos dos metais individuais. Ndo houve crescimento e quanto
maior a concentracdo combinada maior a toxicidade no tecido vegetal uma vez que a necrose
foi observada com poucos dias de exposi¢do. Apenas nos bioensaios Al + Mn, Al + Zne Mn +
Zn 25 °C, concentragBes iniciais (Al 1,5 mg LY, Mn e Zn 0,7 mg L™), observou-se um

crescimento, mesmo que inferior ao controle.

No ambiente, as emissdes de contaminantes quimicos raramente consistem em apenas
um agente toxico, geralmente, contém mdultiplos metais (RAI et al., 1995) e dependendo do
metal presente, a interacdo pode ser do tipo antagdnica (um metal interfere no efeito do outro
diminuindo o efeito final previsto) ou sinérgica (acdo combinada entre metais que aumentam o
efeito final) (PRASAD; STRZALKA, 2002). Na maioria da combinag&o de metais no presente
estudo, a interacdo aparenta ter sido sinérgica pela intensificacdo da toxicidade na macrofita
observada pela necrose. Combinacgdes de metais como as utilizadas no presente estudo séo
escassos na literatura, entretanto pesquisas demonstram que a combinagdo de metais podem
ocasionar inibicdo de crescimento e lesdes necréticas em Hordeum vulgare (GUO; ZHANG,;
ZHANG, 2007), clorose nos brotos de Callitriche palustris e Chara fragilis (POKLONOV;
SHESTAKOVA; OSTROUMOV, 2018), e perda de biomassa seca nas macroéfitas
Ceratophyllum demersum, Hydrilla verticillata, Hydrocharis dubia, Salvinia natans (PARK et
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al., 2011). Por outro lado, podem apresentar toxicidade diminuida em relacdo a de metais
individuais no crescimento em Cucumis sativus (AN et al., 2004) e em Lemna aequinoctialis
(CHARLES; MARKICH; RALPH, 2006), indicando assim, que a reacdo da planta depende do
tipo e da concentracdo dos metais, além da tolerancia da espécie vegetal ao elemento. Como
exemplo, Lemna minor, Typha latifolia, Eichhornia crassipes e Myriophyllum aquaticum
expostas a diferentes misturas de metais por 7 dias mostrou que a L. minor ndo sobreviveu a
mais de 72 horas de exposicdo e, as demais macrdfitas resistiram no maximo a 4 dias de
exposicio (ROMERO-HERNANDEZ et al., 2017).

Os individuos de R. natans expostos as combinacdes dos metais apresentaram alteracdes
fisioldgicas, de forma geral, com decréscimo na concentracdo dos pigmentos fotossintéticos,
acao antioxidante e aumento de peroxidacéo lipidica com alto extravasamento de eletrolitos,
principalmente, quando expostas a combina¢fes com as maiores concentragcfes dos metais.
Comparando as respostas fisioldgicas com outros estudos que contemplaram as combinacdes
de metais, Hydrilla verticillata apresentou diminuicdo no teor de clorofila quando exposta a
concentracdes maiores de metais combinados, além de ter sofrido perda de biomassa e clorose
nas folhas (SINGH; KUMAR; AGARWAL, 2012). Lupinus albus teve a concentragdo de
clorofila-a reduzida, (ca. 19%) quando exposta a combinagdo de metais, sua agdo antioxidante
(concentracdo de antocianina e flavonoides) foi aumentada em 16% quando comparada ao
controle (sem adicdo de metais) e o malondialdeido aumentou significativamente tanto nas
folhas (26%) quanto nas raizes (35%) (SHANAHAN et al., 2007).

Se tratando da eficiéncia de remocao nos bioensaios com as diferentes combinacdes dos
metais Al, Mn e Zn, nos tratamentos em que o Al esteve presente, independente da concentracéo
ou temperatura, a eficiéncia de remocao da solucdo deste metal foi maior do que a de outro
metal combinado (com Mn ou Zn ou com Mn + Zn). Zn foi 0 metal com menor eficiéncia de
remocao nos bioensaios. Romero-Hernandez et al. (2017) observaram que E. crassipes e M.
aquaticum apresentaram habilidade de remover outros metais (Cu, Hg, Pb) com mais eficiéncia
do que 0 Zn. O Zn também foi um dos ultimos metais (Pb > Cr > Cu > Zn > As) na preferéncia
para a acumulacao pelas macroéfitas C. demersum, H. verticillata, H. dubia e S. natans (PARK
et al., 2011). Estes dados demonstram que mesmo a essencialidade de alguns metais para as
plantas, como por exemplo 0 Mn e o Zn (LOPES, 1998; WELCH, 1995; ZORNOZA;

SANCHEZ-PARDO; CARPENA, 2010) e, também, da ndo-essencialidade do Al no tecido
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vegetal (TCHOUNWOU et al., 2012), as plantas absorvem/acumulam os elementos quimicos
independentemente de suas necessidades fisioldgicas pelos processos de absor¢do/adsorcdo. As
mesmas nao possuem a capacidade de distinguir a essencialidade entre diferentes elementos;
assim, a captacdo de metais pelas plantas ndo depende da concentracdo de metais no ambiente,
mas é regulada pelos mecanismos fisioldgicos das plantas (BRANKOVIC et al., 2012). A taxa
de absor¢do e acumulacdo de metal nas macrdéfitas depende ainda do tipo de espécie e dos

fatores externos como temperatura, pH e dose (DHIR, 2013).

5.3 CINE'I:ICA DE CRESCIMENTO, ANALISES FJSIOLOGICAS, PERCENTUAL DE
EFICIENCIA DE REMOCAO E DETERMINACAO DE METAIS NOS BIOENSAIOS
COM AGUA CONTAMINADA PELO REJEITO

A agua contaminada pelo rejeito interferiu negativamente no crescimento da macrofita
R. natans durante o periodo de exposicdo, pois os individuos perderam biomassa e largura na
maioria dos bioensaios desde o inicio de exposi¢do. Em um experimento em que também se
utilizou a agua contaminada pelo rejeito, Egeria densa e Chara sp. (espécies submersas)
tiveram aumento nas taxas de crescimento, porém o alongamento da planta, o acimulo de
biomassa e o desenvolvimento de brotos vegetativos foram prejudicados (BOTTINO et al.,
2017). Células meristematicas de Allium cepa também expostas a agua do rio Doce
contaminada pelo rejeito resultante do colapso da barragem de Fund&o apresentaram alteragoes
cromossémicas e de divisdo celular (QUADRA et al., 2019). Testes de citotoxicidade com
células HepG2 também expostas a agua e lama contaminada pelo rejeito demonstraram inibicédo

de crescimento de 70% além de indicacdo de mutagenicidade (SEGURA et al., 2016).

Experimentos com macrdfitas aquaticas crescendo em drenagem acida de mina (DAM)
relataram perda de produtividade (ganho de biomassa) durante o tempo de exposi¢do (CRUZ,
2011). Entretanto, algumas espécies de plantas sdo mais tolerantes a presenca de rejeitos da
mineracdo como é o caso de Eleocharis equisetina, que cresceu na borda (ate 0,5 m de
profundidade) de um lago acido (pH 2,45) contendo rejeito rico em Sn, As, Cu, Pb e Zn
(LOTTERMOSER; ASHLEY, 2011) e, de Eichhornia crassipes, Lemna minor e Spirodella
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polyrrhiza que cresceram em um reservatorio de dgua que recebe rejeito de mina de carvédo
contendo metais como Hg, Mn, Cd, Cu e Pb (MISHRA et al., 2008).

Os pigmentos fotossintéticos nos individuos de R. natans expostos a &gua contaminada
pelo rejeito tiveram sua concentragéo reduzida na primeira semana em 25 °C e aumentada em
algumas analises em 27 °C. A variagdo de pigmentos também ocorreu nas macroéfitas E.
crassipes, P. stratiotes e S. polyrrhiza nos tratamentos contendo DAM, sendo que em DAM
com pH 2,5 as macrofitas tiveram perda de pigmentos fotossintéticos, mas em DAM com pH

variando entre 3,5 e 4,5 houve aumento no teor de clorofila total e carotenoides (CRUZ, 2011).

A resposta fisiologica pela exposicdo a rejeitos de mineracdo também ocorre em plantas
terrestres, como € o caso do arbusto Erica australis crescendo em regides afetadas por rejeito
de mineracdo de pirita, onde teve as concentragdes de clorofila-a e b, bem como a concentragdo
de malondialdeido reduzidas se comparado a espécie crescendo em regifes sem a contaminacao
(MARQUEZ-GARCIA; CORDOBA, 2009). Taraxacum officinale crescendo em solos
contaminados por rejeito da extracdo de pirita mostrou um aumento na concentracdo de
malondialdeido ocasionado pelo estresse oxidativo pelo incremento da concentracdo de metais
no solo (WAHSHA et al., 2012). No presente estudo, os individuos de R. natans apresentaram
a concentracdo de malondialdeido reduzida com a exposicdo a agua contaminada por rejeito,
porém o extravasamento de eletrélitos ocorreu a partir da terceira semana de andlise indicando
um rompimento da membrana da macrdéfita pela exposicédo ao rejeito. N&do foi encontrado até o
momento relatos de analise de extravasamento de eletrolitos em plantas expostas a rejeito de
mineracdo, mas como estes sdo providos de inimeros metais, a exposicdo de macrofitas a
metais podem causar rompimento das membranas e consecutivamente extravasamento de
eletrolitos como descrito no estudo com Potamogeton pectinatus exposta a Cu, Cr, Pb e Zn
(UPADHYAY; SINGH; RAI, 2014).

A eficiéncia de remogdo dos metais Al, Mn e Zn no bioensaio contendo a &gua
contaminada com o rejeito foi significativa com 100% de remocdo, corroborando com o
acumulo destes metais na biomassa seca da macrofita R. natans. Mn foi o metal com maior
concentracdo na biomassa de R. natans, com 2,19 mg g. Pistia stratiotes também teve uma
remocdo significativa (65%) de Mn e Zn da solucdo de DAM e essa remocao resultou em
acumulo (Mn: 423,60 mg Kg*; Zn: 251,78 mg Kg*) desses metais na biomassa (CRUZ, 2011).
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Eichhornia crassipes, Lemna minor e Spirodella polyrrhiza crescendo em reservatorio
contendo rejeito de mina de carvdo também possuiram grande concentracdo de Mn em seus
tecidos vegetais (MISHRA et al., 2008).

Apesar da dgua contaminada pelo rejeito apresentar toxicidade para os individuos de R.
natans, a planta acumulou altas concentragdes dos metais em seus tecidos vegetais; individuos
desta mesma espécie crescendo em um lago do Leste da Argentina também apresentaram altos
teores de metais (Cu, Cd, Zn e Hg) em sua biomassa corroborando com os resultados obtidos
no presente estudo e indicando a capacidade da espécie fitorremediar ecossistemas aquaticos
(CHIODI BOUDET et al., 2011). Gomes et al. (2018) também indicam que R. natans pode ser
utilizada para fitorremediar ambientes aquaticos com altas concentracBes do antibidtico
ciprofloxacina, pois esta espécie acumulou altas concentracdes desse medicamento em sua

biomassa.

R. natans é uma boa espécie para ser utilizada em bioensaios. A habilidade de absor¢éo
de contaminantes de R. natans em seus tecidos esta relacionada a cuticula fina que as briofitas
possuem (HANSON; RICE, 2014; TAIZ et al., 2017), fazendo com que o tecido vegetal
permaneca mais exposto e proximo da dgua contaminada favorecendo assim, a assimilacéo dos
elementos quimicos (SAMECKA-CYMERMAN; KOLON; KEMPERS, 2002). Outro fator
que contribui para a alta absorcdo de contaminantes é o fato das briofitas ndo possuirem tecidos
condutores especializados e também um sistema radicular, fazendo com que toda a superficie
da planta tenha a capacidade de absorcdo/adsor¢cdo (DEGOLA et al., 2014; ONIANWA, 2001,
STANKOVIC; SABOVLJEVIC; SABOVLJEVIC, 2018).

Estudos comprovam a habilidade de acumulagdo de metais nos tecidos vegetais das
bridfitas, como exemplo Scopelophila cataractae, Brachythecium plumosum, Rhynchostegium
riparioides (SUZUKI et al., 2016), Thamnobryum alopecurum e Brachythecium rivulare
(FAVAS et al., 2018), Marchantia polymorpha (VASQUEZ et al., 2019) e Monosolenium
tenerum (SUT-LOHMANN; JONCZAK; RAAB, 2020). Com base nesses resultados,
considera-se de suma importancia aprimorar 0s estudos com a macrofita R. natans crescendo
em aguas contaminadas por metais para compreender como a espécie Sse permanece nesses
ambientes sem apresentar prejuizos em seu crescimento e ou fisiologia que possa elimina-la.

Na atual pesquisa, observou-se que a especie foi afetada negativamente, quando exposta nas
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concentragOes dos metais estudados, porem, como descrito na literatura essas plantas possuem

a capacidade de se manterem em ambientes contendo contaminantes.

5.4 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO CRESCIMENTO E FISIOLOGIA DE R.
NATANS

O aumento de temperatura em 2 °C (27 °C) juntamente com a exposi¢do aos metais Al,
Mn e Zn influenciou negativamente o crescimento de R. natans, pois, para a maioria dos
bioensaios ndo foi possivel obter crescimento da macroéfita nestas condigdes. Nos tratamentos
que tiveram crescimento, o incremento foi menor em 27 °C, comparado ao incremento obtido
na temperatura de 25 °C. Em relacdo aos indicadores fisioldgicos, os pigmentos fotossintéticos
foram os mais afetados com o aumento da temperatura, pois a concentracdo destes foi menor a
27 °C. O extravasamento de eletrolitos também demonstrou ocorrer com maior percentual nesta

temperatura.

Fatores abioticos como a temperatura influenciam as taxas de crescimento das plantas
(BORNETTE; PUIJALON, 2011). O aumento da temperatura aumenta exponencialmente as
taxas de reagdes bioquimicas da fotossintese e das atividades bioldgicas, além de afetar a
integridade da membrana nos cloroplastos (BROWN et al., 2004; CARR; DUTHIE; TAYLOR,
1997; TAIZ et al., 2017), portanto, a toxicidade do metal nas plantas podem acontecer mais
rapida com o aumento da temperatura (DHIR, 2013; PRASAD; STRZALKA, 2002).

O coeficiente de temperatura (Q10), nos bioensaios onde foi possivel aplicar e calcular
esse coeficiente (controles, Mnzie € Zn;), valores foram préximos de 1 para a maioria dos
tratamentos, apenas em Zn; o valor de Q1o foi 5,18. Na literatura h& poucos trabalhos que
aplicaram o Q10 em macrofitas aquaticas, principalmente correlacionando temperatura + adigdo
de metais. Se tratando de crescimento em diversas temperaturas, a briofita aquatica submersa
Fontinalis antipyretica obteve um valor de Q1o (relativo a taxa fotossintética bruta maxima) de
2 abem15°Ce 1,4 quando exposta a 10 e 20 °C, significando uma perda fotossintética devido
a uma perda de assimilacdo de CO pelo aumento da temperatura (MABERLY, 1985). Egeria

najas crescendo em temperaturas de 15 a 25 °C apresentaram um valor de Q1o de 1,85 e Elodea
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canadensis e Ranunculus aquatillis nas temperaturas de 10 e 15 °C de 3,9 (PEZZATO, 2007).
Egeria densa crescendo em diversos tipos de solo nas temperaturas de 25 e 27 °C obteve Q1o
de 0,29 a 8,3 variando com o tipo de solo e a turbidez registrados no bioensaio (MACHADO,
2020). Muitos processos bioquimicos sdo altamente dependentes da temperatura e apresentam
Q10 variando entre 2 ou 3 e, parametros fisicos por exemplo, sdo relativamente independentes
da temperatura e os valores de Q10 sdo proximos de 1 (REECE et al., 2015). Os baixos valores
de Q1o, decorrentes da cinética de crescimento, para o atual estudo, indicam que provavelmente
o0 crescimento de R. natans nas condic¢des analisadas nao foram exclusivamente dependentes da

temperatura, mas sim da adi¢do das concentragdes dos metais.

A maioria das briofitas crescem em temperaturas variando entre 5 a 25 °C, e
temperaturas superiores a 30 °C podem ser prejudiciais para o crescimento de algumas espécies
(DUCKETT et al., 2004; GLIME, 2017b). A faixa 6tima de temperatura para o crescimento de
R. natans ndo esta ainda muito bem definida, porém Gomes et al. (2018), observou que a
eficiéncia fotoquimica méaxima e o transporte de elétrons (parametros relacionados a atividade
fotossintética) foram maiores nos individuos de R. natans mantidas na temperatura de 25 °C do
que naquelas mantidas em 20 °C e 30 °C; sendo também observado que a permeabilidade da
membrana celular de R. natans foi maior que 100% quando exposta a 30 °C, ou seja, a 25 °C
parece ser a temperatura ideal para o crescimento de R. natans, enquanto que a temperatura de

30 °C causou danos em seus tecidos.

Como plantas C3, as bridfitas sdo adaptadas para apresentar ganho fotossintético liquido
sob temperaturas relativamente baixas (i.e. Racomitrium lanuginosum, crescendo na Islandia a
-10 °C), podendo apresentar uma boa assimilacdo até 25 °C nas regides tropicais (GLIME,
2017a). Nas plantas C3, quanto maior for a temperatura, menor € a assimilacdo fotossintética
do gas carbdnico (CO.) (TAIZ et al., 2017), pois, com o0 aumento das temperaturas, nos
ecossistema aquaticos, o CO- sai da agua mais rapido fazendo com que a respiracéo das plantas
aumentem mais do que a assimilacéo fotossintética (HANSON; RICE, 2014). De acordo com
Wagner et al. (2013), 25 °C é uma temperatura ideal para espécies hepaticas tropicais e muitas
especies mostram reducdes na fotossintese e na produtividade sob temperaturas superiores a
27 °C. Essas informacgdes corroboram com o presente estudo, pois, a 25 °C R. natans se
desenvolveu melhor, e a temperatura de 27 °C pode ter sido um fator limitante para o

crescimento de R. natans quando expostas aos metais Al, Mn e Zn. Portanto, com o aumento
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de temperatura estimado pelo IPCC, (2018) em aproximadamente 1,5 °C entre 2030 e 2052
devido as emissdes de gases na atmosfera pelas atividades antropogénicas, meios contaminados
com altas concentracGes de Al, Mn e Zn poderdo afetar a macrofita R. natans, alterando
negativamente seu crescimento e suas respostas fisiologicas, podendo ocasionar necrose em

seus tecidos vegetais ou até o desaparecimento da espécie nestas condicdes.

Com isso, os resultados obtidos no presente estudo contribuem para o entendimento do
crescimento e do funcionamento da fisiologia vegetal das macrofitas aquaticas decorrentes dos
impactos ambientais que podem ocorrer com o rompimento das barragens de rejeito de
mineracgdo e consequente contaminagdo dos ecossistemas aquaticos com altas concentracdes de
metais contidos ndo apenas nos rejeitos, mas em diversas situacdes onde 0s metais utilizados
nesse estudo estejam presentes no ambiente aquatico. Também, foi possivel compreender como
0 aumento de temperatura da &gua de ambientes de 4gua doce, como umas das consequéncias
ocasionado pelo aquecimento global, pode afetar, ainda mais, o crescimento das macrofitas

expostas a aguas contaminadas por grandes concentracfes de metais.

5.5 VARIAVEIS FISICAS E QUIMICAS DOS BIOENSAIOS

Os bioensaios, em consequéncia da adicdo das concentracdes de metais tornaram-se
acidos (pH entre 3 a 6,6). Entretanto houve incremento de biomassa no presente estudo em meio
com pH 4 e 5. Provavelmente essa faixa de pH nédo é prejudicial para o crescimento de R.
natans, nas condi¢es experimentais. Porém, até 0 momento, nao ha estudos relatando a faixa
de pH ideal para o crescimento dessa espécie, mas, briofitas, toleram diversos tipos de
estressores no meio, incluindo a variacéo de pH (GLIME, 2017a). Algumas espécies de briofitas
podem ocorrer em faixas amplas de pH (e.g. Andreaea rothii cresce em pH baixo e
Hygrohypnum ochraceum cresce em pH neutro) (TESSLER et al., 2014). Calymperes erosum,
por exemplo, apresentou uma taxa de germinagdo muito boaem pH 2, 3, 4 e 5 e seu crescimento
foi retardado em pH 6 e 7 (OGBIMI et al., 2014).
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Em &guas continentais com presenca de Al, pode haver perda de espécies vegetais em
pH menor que 4 e maior que 7 (CROWDER, 1991), pois a toxicidade do metal esta diretamente
relacionado com o pH do meio, sendo que em meio &cido os metais tendem a ser mais toXicos
por estarem como ions hidratados (presenca de moléculas de H2.0) (PRASAD; STRZALKA,
2002), e assim ficam biologicamente ativos e sdo facilmente assimilados pelos seres vivos
(SPARLING, 2018), enquanto que em meio alcalino os metais tendem a precipitar como
complexos insoliveis (PRASAD; STRZALKA, 2002). Como exemplo deste processo, em
Hydrilla verticillata, o pH baixo (4,5) aumentou a toxicidade do Cu, enquanto que sob pH alto
(9,5) a toxicidade foi consideravelmente reduzida (GUPTA; SINHA; CHANDRA, 1996).

A concentracdo de sais dissolvidos nos bioensaios, principalmente nas maiores
concentracdes dos metais e com as maiores combinagfes, podem ter ocasionado um estresse
ibnico na planta, pois, altas concentracfes de ions causam toxicidade para a maioria das plantas,
por afetarem raizes, bloqueando os mecanismos de transporte de agua e nutrientes (MIGUEL
et al., 2010). O aumento da concentracdo de sais nos ecossistemas, influenciam na atividade
osmotica e na acdo dos ions sobre o protoplasma das plantas, provocando um distarbio idnico
nas membranas celulares e como consequéncia, pouca energia € produzida, influenciando

negativamente as taxas de crescimento e produgéo de biomassa (LARCHER, 2000).

Embora estudos de salinidade sejam voltados principalmente para cloreto de sodio
(NaCl), outros sais, bem como sua concentragdo e disponibilidade no ecossistema, podem
influenciar o estresse nas plantas (LARCHER, 2000). Os principais ions relacionados a
salinidade s&o &nions bicarbonato (HCO3"), carbonato (COs%), cloreto (CI), sulfato (S04%), e
nitrato (NO3) e os cations calcio (Ca?"), magnésio (Mg?*), sodio (Na*), e potassio (K*)
(RENGASAMY, 2006). Portanto os sais nitrato de aluminio (Al (NOz)3.9H20), cloreto de
manganés (MnCl.) e cloreto de zinco (ZnCl2) utilizados no presente estudo, em concentragdes
elevadas nos bioensaios, podem ter ocasionado estresse salino nos individuos de R. natans

durante o tempo de exposigéo.

A adicdo dos metais nos bioensaios nédo alterou negativamente a concentracdo de OD
na solucdo (i.e. diminuindo OD). Portanto, essa varidvel, provavelmente ndo foi um fator

determinante para o desenvolvimento das plantas, nas condi¢Ges do experimentais adotadas.
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CONCLUSOES

As concentragdes dos metais Al, Mn e Zn testados afetaram negativamente o
crescimento e as respostas fisiologicas de R. natans tanto individualmente (exceto no
crescimento contendo Mn 0,7 mg L) quanto em combinagdes, sendo o aumento das
concentragOes dos metais foi toxico para a planta. Com isso, o pL e 0 acimulo de biomassa foram
menores que o controle e consecutivamente o td da biomassa foi maior.

Zn foi 0 metal mais toxico para a macrofita, na concentragdo de 1,5 mg L%, seguindo de
Al e depois Mn,

A &gua contaminada pelo rejeito, devido ao rompimento da barragem de Mariana em
2015, também interferiu negativamente no crescimento de R. natans, pois as plantas
permaneceram vivas apenas por 18 dias, perdendo biomassa, pigmentos, capacidade
antioxidante e tiveram rompimento da membrana com consequente extravasamento de
eletrdlitos.

O aumento de temperatura (+2 °C) aumentou a toxicidade dos metais no
desenvolvimento de R. natans visto que, em muitos bioensaios ndo houve crescimento nesta
temperatura e respostas fisiolégicas como as de pigmentos e extravasamento de eletrolitos
também foram mais afetadas nesta temperatura. Portanto, 0 aumento da temperatura ocasionado
pelo aquecimento global provavelmente ocasionara impactos negativos para o crescimento de
R. natans em ambientes contendo metais em concentracGes elevadas.

A eficiéncia de remocao dos metais nas solucGes-teste e a concentracdo de metais na
biomassa indicam que R. natans é planta bioacumuladora e pode fitorremediar ambientes

aquaticos contaminados com metais.
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APENDICE A. Variaveis limnoldgicas dos bioensaios

Potencial hidrogenidnico (pH), condutividade elétrica (CE; puS cm ) e oxigénio dissolvido dos
tratamentos controle, concentragdes de metais individuais, metais combinados e na agua
contaminada por rejeito, nas temperaturas 25 °C e 27 °C.

) ) pH CE (uScm 1) OD (mg L?)

Bloensaios 50 27 °C 25 °C 27°C 25 °C 27°C
Controle | 68+06° 68+01° | 247+21° 157+107° | 50£03° 52+05°
Al 44+05° A44+005° | 883+226° 836+58 | 51+03 57+04°
Al 30+03° 41+017°| 1538+28,0° 1428+96° | 48+07° 53 +0,6°
Al 34+001° 37+005 | 331.0+26,6¢ 3140+75 | 51406 52+04°
Mn 52+021° 50+001° | 244+22°  258+43% | 47+04° 49+03°
Mns 45+001° 44+024°| 601+17°  615+6,6° | 51+04° 49+02°
Mns 40+001° 40+001° | 1419+13 1468+11.2° | 50+05 47+01°
Zn, 66+04° 70+07° | 225+07°  300£54° | 76+06° 73%06"
7n, 48+04° 51+068° | 4138+01° 445+26° | 67+05 68+01°
7ns 43+03° 44+04° | 987+06° 1200+286° | 7.0+01° 6.8+0,3
Rejeito | 69+05° 67+03% | 1724+721° 1676+ 100° | 6,7+02> 7.2+0,4b
Al+Mn; | 474020 47+01° | 601+136° 583+102° | 83+04° 81406
Al+Zn, | 49+03° 49+01° | 1360+62° 1094+10° | 60£03° 82+07
Mn+Zn, | 51+04° 54+01° | 470448 546+30° | 88+04° 7.8+08
Al+Mn+Zn; | 43403 47+01b | 1027+54° 1142+28' | 93+03° 80408
Al+Mn, | 38+001° 36+001° | 2234+31° 2867+31° | 105+14° 110% 2.1
Al+Zn, |38+001° 36+001° | 2031+12° 2817+10,6° | 11.0+1,0° 105+07°
Mn+Zn, | 41+001° 39+001° | 1231+01¢ 1698+6,8 |11,2+22° 101403
Al+Mn+Zn, | 37+£001° 36+001° | 2832+31° 3358+51% | 114+20° 06+04°
Al+Mns | 31+001° 31+001° | 507.8+153° 4977+07° | 7.2+03% 7.7+01°
Al4Zn; | 32+001° 32+001° | 4431+10,0° 4354+17.3° | 74+01° 7,640 1°
Mn+Zns | 3.4+001° 34+001° | 2711+103" 2608+28 | 68+02° 7.9+ 01°
Al+Mn+Zn; | 3.0+£001° 3.0+£001° | 596,6+03° 591,2+25 | 87+34% 7.7+0,1°

Letras iguais indicam que as médias dos tratamentos ndo diferem estatisticamente dos controles (o = 0,05)

117



