FERNANDA PEREIRA GUIMARAES

POTENCIAL DE MACROFITAS PARA REMOGAO
DE ARSENIO E ATRAZINE EM SOLUGAO
AQUOSA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacdo
em Botanica, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS—BRASIL
2006



Ficha catalogr afica prepar ada pela Secdo de Catalogacéo e
Classificacéo da Biblioteca Central da UFV

T

Guimaraes, Fernanda Pereira, 1981-
G963p Potencial de macrdfitas pararemocdo de arsénio e
2006 atrazine em solucéo aquosa/ Fernanda Pereira Guimaraes.

—Vigosa: UFV, 2006.
xiii, 72f. 1 il. ; 29cm.

Orientador: Rosane Mariade Aguiar Euclydes.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa

Inclui bibliografia.
1. Fitorremediago. 2. Plantas aquéticas. 3. Agua-

Poluicdo. 4. Arsénio. 5. Herbicidas - Toxicologia.

6. Toxicologiaambiental. |I. Universidade Federal de
Vicosa. Il.Titulo.

CDD 22.ed. 571.95




FERNANDA PEREIRA GUIMARAES

POTENCIAL DE MACROFITAS PARA REMOGAO
DE ARSENIO E ATRAZINE EM SOLUGAO
AQUOSA

Tese apresentada a Universidade
Federa de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduacéo
em Botanica, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

Aprovada: 22 de fevereiro de 2006

-.if"\. ;
Fa r \.‘—'J \
| Kl s "t
s Alie [ At et N % N
Prof Juraci Alves de Oliveira Dr Décio Baragt)
ACpnselhero)
1-r;'/ '|:' Y o
I TR, ; .,
o fll' I‘fﬂ.".:kf_:_- I‘-II"'I‘- natl —"-\'L._ ¥ .'._..'_.'- il ¥ = 8 ,,.'.'-. _f. e 4 4
Prof. Flavia Mana da Silva Carmo Pr Sylvia Therese Mevet' Ribeiro

|
Prof. Rosang .'&gl;r i deAguiar Euclydes
\ (Otpenfadora)

ey



Aos meus pais Arivaldo e Cléuza, pelo amor e dedicagéo que sempre tiveram.
Ao meu irmao Vinicius, pelaforca, incentivo e exemplo.

A vovo Alzira, e a Dindinha, pelo exemplo de vida (sempre presente).

Ao Eduardo, pelo incentivo e por estar sempre ao meu lado.

A Deus, pela oportunidade de estar aqui.

" Quando a gente pensa que sabe todas as respostas; vem a vida e muda

todas as perguntas.”

Emily Paul



AGRADECIMENTOS

Ao povo brasileiro, que via Universidade Federal de Vicosa, possibilitou o
meu estudo no curso de pds-graduacdo em Botanica.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade de realizacio do curso.

A EMBRAPA, que concedeu a bolsa de mestrado para reslizacio deste
trabal ho.

Ao Nucleo de Microscopia e Microanaliise (NMM) da Universidade Federal
de Vicosa, pelo suporte dado para realizacdo da microscopia el etronica de varredura.

A Profa. Rosane, pela orientacdo, compreensdo e carinho que sempre me
dedicou.

Aos membros da banca examinadora, Prof. Juraci Alves de Oliveira, Dr.
Décio Karam, Prof. Flavia Maria da Silva Carmo e Dr. Sylvia Therese Meyer
Ribeiro, pelas contribui¢cdes na melhoria do trabal ho.

Ao Prof. Juraci, pela amizade e pelo incentivo profissional e pessoal.

Ao Prof. Marco Oliva pelo carinho, pelasidéias e pelos conselhos.

Ao Dr. Décio Karam, que me fez crescer como profissional e como ser
humano.

Ao Prof. Paulo De Marco pelasidéas e pelo incentivo profissional.

Ao Francisco pelaamizade, pelasidéas e por toda gjuda.



Ao Rogério Gomide, Celso e Jodo Bosco por toda a colaboracdo, apoio e
alegria contagiante.

Ao Angelo e a llza pelo carinho e pela répida solugdo dos problemas
burocréticos.

Aos amigos da UCP, que sempre garantiram um ambiente de trabalho
maravilhoso.

Aos amigos do Laboratério de Ecologia Quantitativa, minha outra casa.

Ao André, por tornar o ambiente de trabalho cheio de alegria e duvidas.

Aos amigos da EMBRAPA, Alexandre, Marquinhos e Michelli, que me
gjudaram em todos os momentos. Obrigada pelo carinho e dedicacéo.

Ao Eduardo que esteve ao meu lado em meio atodas as turbuléncias.

Ao meu irmao, Vinicius, que sempre acreditou em mim.

Asamigas, Alice e Cristiane, por me agiientarem tanto tempo. Amo Vocés.

A0S meus pais que sempre torceram por mim.

A Dindinha e vov6 Alzira (sempre presente) por estarem sempre olhando pela
eterna“tica’.

A todos que estiveram nos bastidores contribuindo direta ou indiretamente
para a realizacdo deste trabalho, como também para manutencéo da salide fisica e
psicol bgica de sua autora.

A Deus, que me deu inUmeras oportunidades de estar agui.



BIOGRAFIA

FERNANDA PEREIRA GUIMARAES, filha de Arivaldo Alves Guimardes e
Cléuza de Fatima Pereira Guimarées, nasceu em Curvelo-MG, em 15 de novembro
de 1981.

Em abril de 1999, iniciou na Universidade Federal de Vicosa o curso de
graduacéo em Ciéncias Bioldgicas, que foi concluido em janeiro de 2004.

Em marco de 2004, ingressou no curso de Mestrado em Botanica, na area de
Respostas das Plantas a Agentes Poluentes, na Universidade Federal de Vicosa,

concluindo-o em fevereiro de 2006.



CONTEUDO

Pagina
RESUM O s X
AB ST RA CT e e Xii
1. INTRODUGAQ GERA L --=--mm=mmmmmmmmmmmmmmmmmm e 1
2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ------mmmmmmmmmmmmmmeoooo oo 3
CAPITULO | === 5

POTENCIAL DE MACROFITAS PARA REMOCAO DE ARSENIO EM

SOLUGAO AQUOSA - mmmmmmm oo 5
1. INTRODUGAQ -----nnnmmmmmmmmmm oo 5
2. MATERIAL E METODQS-----==========m=nmmmmm oo 9
2.1. Obtencao das plantas -----=-=-=-=======m=mmmm e 9
2.2. Andlise de Crescimento-----------=--=-=-mm-mmmm oo 9
2.3. ExposiGdo das plantas a0 AS-------===========mmmmmeme e 9
2.4. Absorcéo de arseniato em diferentes concentragdes de fosfato ------- 10
2.5. Determinagdo de As nas plantas----------===========-=mmmmmmmm o memeeee 11
2.6. Eficiéncia de remogao de AS-------=-====-===m=mmmmmmmm oo 11
2.7. Determinacdo do teor de clorofilatotal e carotenéides----------------- 11
2.8. Determinagdo do teor de antocianing -----=-=-=-=-==========mnmmomommomm 12
2.9. Andlise estatistiCa -----=-=-====s=mmmmm e e 12
2.9. Sintomatologia visual das plantas expostas a0 AS ---------------------- 12
2.10. Microscopia eletronicade varredura (MEV) -----------=-=---mnemememo- 13
3. RESULTADOS----=-mmmmm e e e e e e e e e e 14
3.1. Avaliagdo do crescimento das plantas --------=-=-=-=-==========nmnmemumx 14
3.2. Ganho de massa fresca -----==-=============m=mmmmm oo 14
3.3. Ganho de Massa SeCa ---=-===============m=mmmmm oo 17
3.4. AcUmul 0 de arsniQ-------==-====mmmmmmmmm oo 19
3.5. Eficiéncia naremocdo de arsénio da solugao --------------=------=------ 20
3.7. Competicao arseniato e fosfato -----------===---mmmmmmmme oo 21
3.6.Teor de clorofilatotal, carotendides e antocianina----------------------- 23
3.8. SINtOMaLolOgi @=-==============mm e e e 26
4, DISCUSSA O----nnmmmmmmmmm e 30
5. CONCLUSAQ - 35

Vi



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ---------nnnmmmmmmmmmmoeeeeeeeeeeeeooeo 36

CAPITULO [z = 42

POTENCIAL DE MACROFITAS NA REMOCAO DE ATRAZINE (2-
CLORO-4-ETILAMINO-6-ISOPROPILAMINO-S-TRIZINA) EM SOLUCAO

AQUO S A - - 42
AV 10 510 Y S ———— 42
2. MATERIAL E METODQOS------==nmmnmnmmmmmmmmmm e 46
2.1. Obtencéo das plantas -------=-=-=-=======m=mmmmm oo 46
2.3. Exposico das plantas a atrazing--------------=-========--msmmmommmeemeo 46
2.2. Determinagdo de atrazing ---------=-==-===mmmm oo 47
2.6. Eficiéncia de remocdo de atrazine ------------=-=-========nmnmmmmmmmmemeoo- 47
2.3. Andlise estatistiCa---------=-==mmmmm o 48
2.4. Sintomatologia visua das plantas expostas a atrazine------------------ 48
2.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) ----------=-=-==mmemememm 48
3. RESUL TAD O S-----mmmmmm oo e 49
3.1. Ganho de massa fresca --------=-=--=-====mmmmmm oo 49
3.2. Ganho de massa SeCa -----=-=-=========m=m=mmmm oo 51
3.3. Absorcdo de atrazine pelas macrofitas aquéticas------------------------ 53
3.4. Eficiéncia de remoc8o de atrazing ---------=-=-=-=-=-===m=mmmmmomomeoee 55
3.5. SINtOMAL0l 0gi 8 ----=-==-=======m oo 56
4, DISCUSSA Q--mmmmmmmmmmmm e 60
5. CONCLUSAQ - 65
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS -----mmmmm e 66
CONCLUSAQ GERAL ----nnmmmmmmmemmmmm e 72

vii



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I: POTENCIAL DE MACROFITAS PARA REMOCAO DE ARSENIO
EM SOLUCAO AQUOSA

Figura 1: Crescimento exponencia das macrdfitas estudadas, em solugdo nutritiva,
AUIANTE AEZ TIBS.......eeeeeieeee e e et 15
Figura 2: Ganho de massa fresca das macroéfitas expostas a diferentes concentractes
de As, a0 longo do periodo experimental...........cocooereerereienieseseee e 16
Figura 3: Ganho de massa seca em diferentes concentragfes de As. .........ccovvereenne. 18
Figura 4. Concentracdo de As acumulado pelas macrdfitas estudadas, nos diferentes
EFBLAIMENTOS. ...ttt s e e b e e e e e e b e e san e e sbeaenreesseesnneens 20

Figura 5: Eficiéncia de remocao de As (%) da solucdo, para os diferentes tratamentos.

Figura 7: Teor de clorofilatotal e carotendides em A. caroliniana exposta a
diferentes CONCENtragieS T AS........ccoiiiirererieeee e 23

Figura 8: Teor de antocianinaem A. caroliniana exposta a diferentes concentraces
OB AS. .ttt R et et et R et e e Rt ae e et renen 24

Figura9: Teor de clorofilatotal e carotendides em L. gibba exposta a diferentes

CONCENLIACOES T AS. ...ttt sb e e 25
Figura 10: Sintomatologia das plantas eXposta a0 AS. ......ccccccveieecieeseeccre e 27
Figura1l: Eletromicrografias de Varredura. ...........ccceeceeveecieeseecieesiee e 28

CAPITULO |: POTENCIAL DE MACROFITAS PARA REMOCAO DE
ATRAZINE (2-CLORO-4-ETILAMINO-6-ISOPROPILAMINO-S-TRIZINA) EM
SOLUCAO AQUOSA

Figura 1: Ganho de massa fresca, em macrdfitas aquéticas, quando expostas a
diferentes concentracdes de atrazine, ao longo do periodo experimental (6 dias).

viii



Figura 2: Ganho de massa seca, em macrdfitas aquaticas, expostas a diferentes
CONCENLIaCOES dE AIAZINE. .....cc.eeeiveeiiee ettt e e et re e 52

Figura 3: Concentracdo de atrazine, em macrofitas aquaticas, em diferentes
EFALAIMENTOS. ..o e s e s nr e s s nnnnee s 54

Figura 4: Concentracdo de atrazine em macrofitas expostas a concentracdo de 10,0
G L ettt ettt 54

Figura 5: Eficiéncia de remocao de atrazine (%), em solucéo, para diferentes

EFALAMENTOS. ..o e e s e e e nr e e e e nnnne e s 55
Figura 6: Sintomatologia das macrofitas aguaticas expostas a atrazine. ................... 57
Figura7: Eletromicrografias de varredura...........cccoceeeceeieeccieenie e 58



RESUMO

GUIMARAES, Fernanda Pereira, M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2006. Potencial de macrdéfitas para remocdo de arsénio e atrazine em
solugcdo aquosa. Orientador: Rosane Maria Aguiar Euclydes. Conselheiros:
Juraci Alves de Oliveirae Marco Anténio Oliva Cano.

O potencia de trés macrdfitas aquéticas. Azolla caroliniana, Salvinia minima
e Lemna gibba foi avaliado, neste estudo, visando a selecdo de plantas para serem
utilizadas na remediacéo de ambientes contaminados por arsénio (As) e atrazine. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, durante seis dias, em vasos
contendo solugdo de Hoagland (¥4 de forga iGnica), nas seguintes concentracoes. 0,5;
25e50mg L™" de Ase 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 mg L™ de atrazine. As trés espécies
apresentaram um maior acumulo de As, a medida que houve aumento da
concentracdo do metaldide em solucdo. Entretanto, foi constatada uma reducdo no
ganho de massa fresca e seca, quando as plantas foram expostas a concentragoes
elevadas de As. As macrdéfitas demonstraram diferencas na eficiéncia de remocéao de
As em solucdo. Azolla caroliniana, S. minima e L. gibba acumularam em média
0,130; 0,20 e 1,397 mg gMS™* de As, respectivamente, quando expostas a 5,0 mg L™.
Em solugdo com baixa concentracdo de fosfato, as macrdfitas absorveram maior
guantidade de As, visto que o fosfato e 0 As, na forma de arseniato, competem pelos
mesmos sitios de absor¢do. Quanto maior a concentracdo de As nos tecidos de L.
gibba menor os teores de clorofila total e carotendides obtidos, constatado pela alta
incidéncia de cloroses. Lemna gibba, também apresentou reducdo do tamanho das
folhas. A presenca de As ndo afetou a sintese de clorofila total e carotendides em A.
caroliniana. Essa espécie apresentou folhas arroxeadas, com elevada concentracéo

de antocianinas, cuja presenca sugere deficiéncia de fosfato. Em S



minima ocorreram necroses marginais, em folhas flutuantes da parte aérea, sendo as
plantas capazes de reproduzir, liberando plantas-filhas, livres de qualquer sintoma
visual. No estudo de atrazine, um herbicida inibidor do processo de fotossintese,
houve comprometimento do ganho de massa fresca e seca nas trés macrofitas
estudadas, o que causou a morte das plantas. A ocorréncia de cloroses e necroses,
observadas nas plantas, demonstrou a sensibilidade das trés espécies ap herbicida.
Estas apresentaram baixo potencial de remocéo de atrazine, quando expostas a baixas
concentracdes do herbicida. Porém, na concentracéo de 10,0 mg L™ de atrazine, onde
houve inducdo da morte das plantas, L. gibba e A. caroliniana demonstraram
potencial para remover o herbicida da solucdo (0,016 e 0,018 mg gMF
respectivamente). Este fato, provavel mente, esta relacionado a processos de adsor¢éo
da atrazine a matéria morta. A quantidade percentua de As e atrazine removidos da
solucéo, pelas plantas estudadas, reduziu quando as plantas foram expostas a atas
concentragdes dos poluentes. O uso destas espécies na remediacdo de ambientes
aquaticos mostrou ser limitado requerendo investigacbes mais profundas. Das trés
espécies estudadas, L. gibba foi a Unica macréfita que pode ser considerada
hiperacumuladora de As, enquanto A. caroliniana, S minima e L. gibba n&o foram

eficientes naremocgédo do herbicida atrazine da solucéo.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Fernanda Pereira, M.S., Universidade Federa de Vigosa, February,
2006. Potencial of macrophytes to remove arsenic and atrazine from water
solution. Advisor: Rosane Maria Aguiar Euclydes. Committee members. Juraci
Alves de Oliveiraand Marco Anténio Oliva Cano.

The potential of three aguatic plants: Azolla caroliniana, Salvinia minima and
Lemna gibba was evaluated, in this study, in order to select plants to be used in
phytoremediation of water polluted by arsenic (As) and atrazine. The experiments
were carried out in a green house, during six days, using vases containing Hoagland
solution (¥4 of ionic force), in the following concentrations: 0,5; 2,5 and 5,0 mg L™
of As and 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 mg L™ of atrazine. The three species showed an
increase accumulation of arsenic, while there was an increase of arsenic
concentration in solution. However, it was noticed a reduction in the fresh and dry
mass production, when the plants were exposed to high concentrations of As. The
plants demonstrated differences in the efficiency of removal of As from the solution.
Azolla caroliniana, S. minima and L. gibba accumulated on average 0,130; 0,200 and
1,397 mg gMS* of As, respectively, when exposed to 5,0 mg L™. In solution with
low phosphate concentration, the plants removed more As, because the phosphate
and As, in the arseniate form, compete for the same absorption sites. As greater the
concentration of Asin the L. gibba tissues was, the smaller the total chlorophyll and
carothenoid synthesis was, found by the cloroses incidence. Also, L. gibba, showed
reduction of the leaf sizes. However, the As in the leaves did not affect the synthesis
of total chlorophyll and carothenoid in A. caroliniana. This specie presented purple
leaves, containing high anthocyanin levels, which suggested a phosphate deficiency.
Salvinia minima showed margina necrosis, in flotation leaves and the plants were
capable to reproduce, generating health daughter plants, free from any visua

Xii



symptoms. In the atrazine study, an herbicide that blocks the photosynthesis process,
the three species had a reduction on the fresh and dry mass, that caused their deaths.
The clorosis and necrosis observed in the plants showed the sensitivity of the three
species towards the herbicide. All plants showed low potential to remove atrazine
from solution, when exposed to low concentrations of the herbicide. However, in the
concentration of 10,0 mg L™ of atrazine, which caused the plants deaths, L. gibba
and A. caroliniana demonstrated a good potential to remove the herbicide from the
solution (0,016 and 0,018 mg gMF*, respectively). Probably, this potencial is related
to adsorption of atrazine from the dead tissues. The percentage of As and atrazine
removed from the solution, for the studied plants, reduced when the plants were
exposed to higher concentrations of the pollutants. The use of these species in the
remediation of aquatic environments was limited, which required more accurated
studies. Of the three species, L. gibba was the only arsenic hyperaccumulator plant,
while A. caroliniana, S minima and L. gibba were not efficient to remove atrazine

from the solution.
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas capazes de retirar contaminantes do meio € uma
importante tecnologia a ser explorada para a descontaminacéo de areas poluidas. Esta
tecnologia, denominada fitorremediacdo, pode ser aplicada tanto para poluentes
inorganicos quanto organicos, presentes em substratos solidos (solo), liquidos (dgua)
ou gasosos (ar) (Cunningham e Ow, 1996; Schnoor, 1997; Salt et al., 1998;
Williams, 2002; Pilon-Smits e Pilon, 2002; Pilon-Smits, 2005). Esta técnica envolve
Varios processos dentre os quais a rizofiltragdo, que consiste na utilizacéo do sistema
radicular de plantas aquéticas com a finalidade de remover e remediar aguas
contaminadas por diversos poluentes.

Ainda sdo escassas as informagdes sobre o potencial das plantas de regides
tropicais e, sua utilizacdo para esta tecnologia, 0 que torna promissor 0 seu uso, Vvisto
gue em paises temperados os resultados tém sido bastante satisfatorios (Cunningham
e Ow, 1996; Pilon-Smits e Pilon, 2002; Axtell et al., 2003; Pulford e Watson, 2003;
Baldantoni et al., 2004; Pilon-Smits, 2005). O Brasil possui inimeras vantagens para
implementar 0 uso desta técnica, visto que possui uma enorme diversidade de plantas
a ser explorada cientificamente, aém de ser privilegiado em aguns fatores
ambientais tais como &gua, temperatura e luminosidade, os quais sdo adequados para
um crescimento rapido das plantas.

Neste trabalho, foram estudados dois potentes poluentes ambientais: 0 arsénio
e aatrazine. O arsénio € um poluente inorganico presente, naturalmente, em éreas de
mineracdo, enquanto a atrazine é um herbicida amplamente utilizado na agricultura
brasileira.  Ambos podem atingir os corpos d’ &gua, causando inimeros problemas
para o homem, a flora e a fauna local. Portanto, torna-se de grande importancia para
o conhecimento cientifico e tecnolégico a selecdo e avaliagdo da eficiéncia das
plantas aquaticas tropicais ha remogao destes poluentes da dgua.

Para realizaco deste trabalho foram selecionadas e estudadas trés espécies de
macroéfitas aquéticas que tém demonstrado grande potencial de remediacdo em
ambientes contaminados: Azolla caroliniana Willd, Salvinia minima Baker e Lemna
gibba Linnaeus (Jain et al., 1990; Zayed et al., 1998; Axtell et al., 2003;
Mkandawire et al., 2004; Hoffmann et al., 2004; Mkandawire e Dudel, 2005). Dessa



forma, € vdlida a pesquisa para verificacdo do potencial dessas espécies na

remediacdo de ambientes contaminados por arsénio e atrazine.
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CAPITULO |

POTENCIAL DE MACROFITAS PARA REMOCAO DE ARSENIO EM
SOLUCAO AQUOSA

1. INTRODUCAO

A poluicdo por metais pesados € um dos maiores problemas do mundo
moderno, visto que os metais ndo sdo degradados por processos naturais, tornando-se
necessaria a sua remo¢do do meio ambiente (Jain e Ali, 2000; Garbisu e Alkorta,
2001; Lasat, 2002).

O uso de métodos fisico-quimicos para a descontaminacdo de ambientes
aquéticos requer uma manutencdo ardua e onerosa, principalmente de grandes
volumes de é&gua (Aksorn e Visoottiviseth, 2004). Dentre os processos de
fitorremediacdo, arizofiltracdo € um tipo especifico dessa tecnologia que consiste na
utilizacdo do sistema radicular das plantas para a descontaminacdo de ambientes
aquéticos poluidos. Este processo € bastante vantgj0so, visto que as plantas aquéticas
tém crescimento rdpido, produzem muita biomassa e possuem um sistema radicular
fibroso que propicia uma &ea maior de contato com o poluente. Além destas
caracteristicas, as plantas com potencial para remediacdo devem ser capazes de
remover 0 poluente do meio, acumulalo em seus tecidos e tolerar altas
concentragdes do mesmo (Dushenkov et al., 1995; Cunningham e Ow, 1996;
Schnoor, 1997; Pilon-Smits e Pilon, 2002; Tsao, 2003; Suresh e Ravishankar, 2004;
Pilon-Smits, 2005). Dessa forma, 0 uso de plantas aquéticas apresenta-se como uma
dternativa eficiente no seqlestro e remocdo destes elementos do ambiente
(Dushenkov et al., 1995; Samecka-Cymerman e Kempers, 1996; Lytle et al., 1998;
Jain e Ali, 2000; Lasat, 2002; Kamal et al., 2004; Aksorn e Visoottiviseth, 2004;
Mkandawire e Dudel, 2005). No entanto, € importante levar-se em consideracéo a
diminuicdo da produtividade das plantas crescidas em ambientes contaminados
(Adler et al., 2003) e, a possibilidade da entrada destes elementos tdxicos ao longo
da cadeia trofica (Samecka-Cymerman e Kempers, 1996).



Dentre os diversos contaminantes inorganicos, o arsénio (As) tem recebido
grande atencéo das autoridades governamentais e da sociedade civil, em virtude do
seu potencial toxico para a salde do homem, podendo causar vomitos, dores
abdominais, diarréia, desidratacdo, doenca de pele, hiperqueratose,
hiperpigmentacdo, doencas cardiovasculares, conjuntivite, distirbio no sistema
nervoso central, cancer de pele, gangrena, dentre outros (Graeme e Pollack, 1998;
Barra et al., 2000; Jain e Ali, 2000; Matschullat et al., 2000; Misbahuddin e
Fariduddin, 2002).

O As existe no ambiente em diversas formas e valéncias, tais como arseniato
(+5), arsenito (+3), arsina (-3), além da sua forma elementar. O estado de oxidacdo
do As é extremamente importante na expressao do seu comportamento e toxicidade
nos sistemas aquéticos (Jain e Ali, 2000; Sakuma et al., 2003).

Cerca de 60% do As liberado no meio € de origem natural, destacando-se as
erupcgdes vulcanicas e a lixiviagdo de rochas ricas em As (Barra et al., 2000; Jain e
Ali, 2000; Matschullat et al., 2000; Sakuma et al., 2003), além dos rejeitos de
mineracdo, visto que esse metaldide é encontrado associado a minérios de ouro,
prata, cobalto, niquel, chumbo, cobre e antiménio (Matschullat et al., 2000; Meharg
e Hartley-Whitaker, 2002). O As, também é utilizado na producdo de vidros, ligas
ndo ferrosas, produtos eletronicos, conservacao de madeiras e pesticidas (Barra et al.,
2000; Jain e Ali, 2000; Sakuma et al., 2003).

A Resolucgéo 357, de 17 de margo de 2005 (Conama, 2005), estabelece limites
entre 0,01 mg L™ a 0,14 mg L™ de As em 4gua, dependendo do seu tipo de uso. Essa
resolucdo também estabelece o limite méximo de 0,5 mg L™ de As em efluentes.
Apesar disso, existem muitas areas contaminadas, especialmente pelos rejeitos de
mineracdo, que causam Sérios prejuizos ambientais (Grimalt et al., 1999; Deschamps
et al., 2002).

A tecnologia de fitorremediac8o, especiamente a rizofiltragdo, tem
estimulado muitos pesquisadores a investigar o potencial de diferentes espécies
vegetais aquéticas, na remocdo de elementos toxicos tais como: boro (B), cromo
(Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg), cadmio (Cd), niquel (Ni), selénio (Se) e arsénio
(As), em corpos d' &gua (Zayed et al., 1998; Qian et al., 1999; Zhu et al., 1999).



A absorcdo de elementos metdlicos, pelas células das plantas, é facilitada por
mecanismos que envolvem proteinas transportadoras (Lasat, 2002). Devido a
similaridade estrutural entre arseniato e fosfato, o As (+5) € absorvido pelas plantas
pelo mesmo sitio de absorcdo do fosfato (Graeme e Pollack, 1998; Dembitsky e
Rezanka, 2003; Aksorn e Visoottiviseth, 2004; Mkandawire e Dudel, 2005). O
transporte é feito de forma simportica com prétons H (Raghothama, 1999; 2000).

Neste trabalho, foram utilizadas trés espécies de macrofitas aquéticas. Azolla
caroliniana Willd, Salvinia minima Baker e Lemna gibba Linnaeus, as quais,
segundo a literatura, tém demonstrado potencial para remediacdo de ambientes
aquéticos impactados (Jain et al., 1990; Outridge e Hutchinson, 1991; Outridge et al.,
1991; Zayed et al., 1998; Axtell et al., 2003; Mkandawire et al., 2005; Mkandawire e
Dudel, 2005).

Azolla caroliniana é uma pteriddfita aguética, flutuante, de pequeno porte.
Apresenta raizes finas, em pequena quantidade e folhas bilobadas que se sobrepdem.
Nos lobos foliares inferiores da planta se alojam col6nias de cianobactérias do
género Anabaena, importantes fixadoras de nitrogénio atmosférico. A. caroliniana é
amplamente distribuida nos tropicos e na regido das Ameéricas, especialmente em
aguas paradas. Possui um crescimento rdpido, justificando seu uso em pesqguisas de
fitorremediacdo (Tryon e Tryon, 1982).

Salvinia minima, também é uma pteriddfita aquatica flutuante. Os ramos
consistem de duas folhas flutuantes opostas, unidas por um caule central (rizoma),
sendo que a terceira folha submersa é modificada, formando um sistema semelhante
a uma raiz. Cada individuo pode se conectar a novos e€/ou velhos individuos pelos
rizomas apicais, formando extensos tapetes. E uma planta que possui um crescimento
rapido e, pode ser encontrada em lagos ou rios de varias partes do mundo (Tryon e
Tryon, 1982).

Lemna gibba é uma monocotiledénea aquética, flutuante, de pequeno porte. E
uma planta de crescimento rapido, amplamente distribuida em diferentes regides e
que se adapta facilmente a condic¢fes agquéticas diversas, além de desempenhar um
importante papel na remogcdo e acumulacdo de metais em ambientes aquéticos
(Zayed et al., 1998).



O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial dessas trés espécies de
macroéfitas na remocao e acumulacdo de As, identificando suas possibilidades de uso

em estudos de remediac&o de ambientes contaminados por As.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao das plantas

Exemplares das macrdfitas aquéticas flutuantes A. caroliniana, S minima e L.
gibba foram coletados em tanques do Horto Botanico pertencente ao Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa (DBV/UFV), Vigosa, MG,
em janeiro de 2005.

Apés desinfecco em solucdo de hipoclorito de sodio 1%, as plantas foram
lavadas em agua deionizada, e cultivadas em casa de vegetacdo em bandejas plasticas
contendo solucdo de Hoagland (V4 forca iénica), com pH 6,5 (Hoagland e Arnon,
1950). As plantas utilizadas nos experimentos tiveram origem a partir de duas
plantas-mée, 0 que resultou em variagdes genotipicas e pré-experimentais minimas,

conforme recomendagéo de Outridge e Hutchinson (1991).
2.2. Anadlise de crescimento

Foi avaliado o crescimento das trés espécies de macrofitas em solucdo de
Hoagland (¥2) durante 10 dias. Foram utilizados 0,5 g de massa fresca de cada
espécie, em 25 vasos pretos, contendo 500 mL de solucéo de Hoagland (V4). A cada
dois dias, 5 vasos foram recolhidos e as plantas levadas a estufa a 70°C até obtencéo
de massa seca constante. Os dados obtidos de massa seca foram usados para andlise
de crescimento das plantas, em condic¢Oes de casa de vegetacdo. Este ensaio, teve
como objetivo verificar a capacidade de crescimento das plantas, visto que o
crescimento rdpido e producdo de biomassa em curto intervalo de tempo sdo pré-

requisitos para a selecdo e utilizacdo de plantas em estudos de fitorremediacéo,
2.3. Exposicao das plantas ao As

As trés espécies de macrofitas foram expostas ao As na forma de arseniato de
sodio (NaxHASO,. 7H,0) (Isofar). Cada espécie (1,5 g de massa fresca por unidade
amostral) foi tratada com as seguintes concentracdes de As: 0; 0,5; 25e50mg L™’ e

cinco repeticdes As plantas foram cultivadas em vasos pretos contendo 1500 mL de



solucdo de Hoagland (¥ forga ibnica), em casa de vegetacdo, na Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP-DBV). S. minima e L. gibba foram expostas ao As por
6 dias A. caroliniana por 5 dias. A temperatura minima da casa de vegetacdo foi de
17°C eamé&ximade 38°C.

O pH foi corrigido para 6,5, a cada dois dias, e 0 volume de agua completado,
diariamente, com &gua deionizada, a fim de compensar a perda de agua por
transpiracéo e evaporacdo (Aksorn e Visoottiviseth, 2004).

As plantas foram pesadas a cada dois dias, para obtencéo da massa fresca,
sendo retiradas dos vasos com 0 auxilio de uma peneira e secas em papel toalha,
sendo posteriormente devolvidas aos receptivos vasos, com auxilio de peneira e
pingas.

Ao fina do experimento, as plantas foram lavadas com solucdo de écido
nitrico 1%, para remoc¢ado do As adsorvido na superficie das mesmas. Posteriormente,
estas plantas foram secadas em estufa a 70°C, até obtencdo de massa seca constante.
A massa seca foi utilizada para andlise de crescimento e para determinacdo de As
absorvido do meio. A massa seca inicia foi calculada a partir da média obtida de 5
repeticbes, cada uma contendo 1,5 g de massa fresca por espécie (Cedergreen et al.,
2004).

Os vasos plésticos, utilizados no experimento, foram forrados com sacos
plésticos de polietileno, a fim de evitar a contaminagdo dos vasos e facilitar o
armazenamento dos residuos, para posterior descarte em aterro especializado.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, e o0 delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, sendo feito diariamente o rodizio dos

Vasos.
2.4. Absor ¢&o de ar seniato em difer entes concentragdes de fosfato

Cada uma das trés espécies, 1,0 g de massa fresca por unidade amostral, foi
exposta & concentracdo constante de As equivalente a 0,032 nmol L™ e a seis
concentracdes de fosfato: 0,008; 0,016; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25 mmol L™. Foram

utilizadas trés repeticdes para cada tratamento.
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As plantas foram aclimatadas, nas diferentes concentragbes de fosfato,
durante dois dias. Posteriormente, as solucdes foram trocadas, mantendo-se as
mesmas concentragfes de fosfato anteriores, e 0 As adicionado ao meio. Apos 24
horas, as plantas foram secadas em estufa a 70°C para obtencdo de massa seca e

determinacdo de As.
2.5. Determinacao de As nas plantas

As plantas secas e inteiras foram digeridas em solugdo nitro-perclorica (1:4,
v/v,) até as amostras se tornarem transparentes, tendo-se o cuidado para que a
temperatura ndo ultrapassasse 100°C, evitando-se, dessa forma, avolatilizacdo do As
(Samecka-Cymerman e Kempers, 1996; Zayed et al., 1998; Hartley-Whitaker et al.,
2001; Aksorn e Visoottiviseth, 2004; Sivaci et al., 2004). Posteriormente, as
amostras foram filtradas e diluidas em 25mL de agua destilada.

A concentragdo de As total, absorvida pelas plantas, foi feita utilizando-se
Espectrometria de Absorcdo Atbmica (AAS 220 FS, Varian Austrdia), do
Departamento de Solos da UFV. Para a determinacdo de As foi utilizado um
comprimento de ondaigual a 193,7 nm e abertura da fenda de 0,5 nm.

2.6. Eficiéncia de remocéo de As

A eficiéncia de remocéo de As, em solucdo, foi calculado pela porcentagem
de As removido pelas plantas. A quantidade de As presente em solugéo foi
considerada 100%. A concentragdo de As absorvido pelas plantas (mg gMS™?) foi
multiplicado pela quantidade de massa seca produzida durante o periodo de
exposicdo ao metaldide, obtendo-se, portanto a quantidade real de As removido da
solugdo. Dessa forma, foi calculado o percentua de As gque as plantas removeram do

meio.
2.7. Determinacdo do teor de clorofila total e carotendides

O teor de clorofilatotal e carotendides foram determinados em 0,5 g de massa
frescade A. caroliniana e L. gibba nas diferentes concentragoes de As e no grupo de

plantas controle. A extracdo foi feita utilizando-se acetona (80%) e uma pitada de
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CaCOg3 (Lichthenthaler, 1987). A leitura da absorbancia foi feita, utilizado-se
Espectrofotdmetro UV Visivel (UVmIini-1240, Shimadzu, Japdo) nos seguintes
comprimentos de onda: 470, 646,8 e 663,2 nm. O teor de clorofila total e
carotendides foram determinados através de férmulas propostas por Lichthenthaler
(1987). Plantas de S  minima ndo foram utilizadas neste experimento devido a

problemas de cultivo desta espécie.
2.8. Determinacéo do teor de antocianina

O teor de antocianinafoi determinado em A. caroliniana expostas a diferentes
concentracoes de As. A antocianina foi extraida a partir de 1 g de massa fresca, com
15 mL de etanol acidificado com HCl (Kamperidou e Vasilakakis, 2006). As
amostras foram deixadas em geladeira por 14 horas. A absorbancia dos extratos foi
medida utilizando-se um Espectrofotdmetro UV Visivel (UVmini-1240, Shimadzu,
Japédo), e em comprimento de onda igual a 512 nm. Esta determinac&o foi utilizada
apenas para esta espécie, devido ao arroxeamento apresentado pela planta quando

exposta ao As.
2.9. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se andlise de variancia (ANOVA),
ao nivel de 5% de probabilidade, para verificar se os tratamentos tiveram influéncia
na absorcdo de As e no ganho de massa fresca e seca das espécies. Foram testadas a
normalidade e a homogeneidade das variancias, como pressupostos para realizacéo
da ANOVA. Posteriormente, foi realizado o Teste de Tukey, a fim de diferenciar os

tratamentos.
2.9. Sintomatologia visual das plantas expostas ao As

O registro fotografico da sintomatologia das plantas, expostas as diferentes
concentragdes de As, foi feito utilizando-se uma camera digital (Sony DSC-S60).
Também foi utilizado um microscopio estereoscopico (Olympus, Micronal VM

VMT, Brasil) paraevidenciar asinjUrias ocorridas nas macrofitas estudadas.
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2.10. Microscopia eletrdnica devarredura (MEV)

Os danos causados a parte aérea de A. caroliniana e L. gibba expostas a
concentracdo de 50 mg L™ de As e das plantas controle foram analisados com
auxilio da microscopia eletronica de varredura. As plantas foram fixadas em
glutaraldeido (5%), pos-fixadas em tetroxido de ésmio (2%) e, apds sucessivas
lavagens, foram desidratadas em série etandlica. As amostras foram submetidas ao
processo de desidratacdo utilizando-se um aparelho de ponto critico (CPD-030, Bal-
tec, Alemanha). Posteriormente, as amostras foram montadas em “stubs’ e
metalizadas em equipamento de metalizacdo modelo FDU-010, Balzers, Alemanha,
acoplado a um conjunto de pulverizacdo catddico, modelo SCA-010. O material foi
observado em um microscépio eletrdnico modelo LEO 1430 VP (Zeiss, Alemanha),

do Nucleo de Microscopia e Microandise daUFV.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo do crescimento das plantas

As macrdfitas A. caroliniana, L. gibba e S. minima apresentaram crescimento
exponencia quando foram cultivadas em solucdo de Hoagland (Y4 de forca), em casa

de vegetacdo, durante um periodo de dez dias (Figura 1).
3.2. Ganho de massa fresca

A massa fresca das macrdfitas, expostas as diferentes concentragdes de As
aumentou ao longo do periodo experimental, apresentando crescimento exponencial
para todas as concentragdes de As. No entanto, a medida que a concentracdo de As
em solucéo aumentou, o crescimento das plantas foi reduzido (Figura2). S minima,
quando exposta a solugdo de 5,0 mg L™ de As, ndo apresentou crescimento, ao
contrério das demais espécies. A. caroliniana exposta a concentragdo de 0,5 mg L™
de As apresentou crescimento igual ao grupo controle, ndo sendo possivel a distingéo
das respectivas curvas no gréfico (Figura 2).
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A. caroliniana

Y=0,0075* exp(0,2987*x)
R=0,9635; p<0

Massa seca (g)

12

Tempo (dias)

S minima

Y=0,0119* exp(0,2836* X)
R=0,9667; p<0

Massa seca (g)

12

Tempo (dias)

L. gibba

Y=0,0173* exp(0,2334* x)
R=0,9492; p<0

Massa seca (@)

12

Tempo (dias)

Figura 1. Crescimento exponencia das macrofitas estudadas, em solugdo nutritiva,
durante dez dias. Os pontos (-) representam as repeti coes.
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Massa fresca (g)

12r
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A. caroliniana

— Trat oo = 1,5243* exp(0,2830*x); R = 0,9890, p <C
--— Trat o5 = 1,5150* exp(0,2844*x); R = 0,9889, p <C
""""""" Trat 5 = 1,5119*exp(0,2741*x); R = 0,9868, p <C
- - - - Trat 50 = 1,3979*exp(0,2625*x); R = 0,9323, p <C

12

11

10rF

©

Tempo (dias)

S minima

— Trat g = 1,8550* exp(0,3023*x); R = 0,9566; p <O
—-— Trat o5 = 1,8372*exp(0,2838*x); R = 0,9717; p <C
"""""""" Trat ;5 = 1,8585*exp(0,1862*x); R = 0,8852; p <(
----Tratsp= nNao cresceu

12¢

11

10

Tempo (dias)

L. gibba

— Trat o = 1,4094* exp(0,2159*x); R = 0,9504; p <0
——— Trat o5 = 1,4439*exp(0,2038*x); R = 0,9342; p <0
""""""" Trat 55 = 1,4873*exp(0,1462*x); R = 0,9532; p <C
--- Trat 5o =1,5422*exp(0,1061*x); R = 0,9207; p <0

Tempo (dias)

Figura 2: Ganho de massa fresca das macrofitas expostas a diferentes concentracfes

de As, ao longo do periodo experimental.
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3.3. Ganho de massa seca

O ganho médio de massa seca de cada espécie foi calculado pela quantidade
de massa seca produzida por dia. A concentracdo de As, em solucdo, influenciou o
ganho de massa seca das macrdfitas, de acordo com a andlise de variancia (graus de
liberdade=3) e Teste de Tukey. Quanto maior a concentracdo de As, menor o ganho
de massa seca de A. caroliniana (F=5,88; p=0,006618), S. minima (F=80,719; p=0) e
L. gibba (F=60,541; p=0).

Azolla caroliniana, quando exposta a 0,5 e 2,5 mg L™ de As, em solucéo,
obteve em média, ganho de 0,033 e 0,031 g de massa seca por dia. Esse vaor foi
equivalente aos 0,033 g dia® de massa seca obtidos pelas plantas controle. Tais
valores foram superiores aos 0,030 g dia’ obtidos pelas plantas expostas a
concentracdo de 5,0 mg L™ de As (Figura 3).

Salvinia minima ganhou em média 0,031 g de massa seca por dia, quando
exposta a concentragdo de 0,5 mg L™ de As, em solucao, valor equivalente ao obtido
pelas plantas controle (0,031 g dia™). Nas soluces de concentracdes de As 2,5 e 5,0
mg L?, S minima ganhou em média 0,018 e 0,002 g dia’ de massa seca,
respectivamente, valores esses inferiores agueles obtidos pelas demais plantas
(Figura 3).

Lemna gibba apresentou 0 mesmo padrdo de crescimento de S. minima, em
termos de diminuicdo do ganho de massa seca. Esta espécie obteve em média ganho
de 0,023; 0,020; 0,010 e 0,002 gMS dia™, nos seguintes tratamentos; 0,0, 0,5; 2,5 e

5,0 mg L™ de As, em solucdo, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3: Ganho de massa seca em diferentes concentragctes de As. Os pontos ( 0 )
representam as médias e as barras (" ) representam o erro padréo. Letras diferentes,
na mesma figura, representam médias diferentes de acordo com Teste de Tukey.
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3.4. Acimulo de ar sénio

O resultado do acumulo de As nas plantas demonstrou que, quanto maior a
concentracdo de As, em solucdo, maior a concentracdo encontrada do metal 6ide nas
espécies. A. caroliniana (Anova; gl=3; F=38,832; p<0), S minima (Anova; gl=3;
F=20,353; p=0,00001) e L. gibba (Anova; gl=3; F=664,173; p<0), como mostrado na
Figura4.

Azolla caroliniana acumulou em média 0,065; 0,122 e 0,130 mg gMS*, nos
tratamentos de 0,5; 25 e 50 mg L™, respectivamente. No entanto, nd houve
diferenca na absorcdo de As nos tratamentos de 2,5 e 5,0 mg L™ de As (Figura 4).

Salvinia minima apresentou potencial semelhante a A. caroliniana, em termos
de remocdo de As, acumulando em média 0,061; 0,083; 0,200 mg gMS*, nos
tratamentos de 0,5; 2,5 e 50 mg L™, respectivamente. Esta espécie apresentou o
mesmo potencial de remocédo de As quando expostas as concentragdes de 0,5 e 2,5
mg L™ (Figura 4).

Quanto maior a concentracdo de As, em solucdo, maior foi o acimulo de As
nas plantas de L. gibba. Essa espécie acumulou, em média, 0,142; 0,767; 1,397 mg
gMS*?, nos tratamentos de 0,5; 2,5 e 5,0 mg L™, respectivamente (Figura 4).

Lemna gibba apresentou maior potencial de remocdo de As em solucdo
quando comparada com as demais espécies. A. caroliniana absorveu mais As que S.
minima nos tratamentos de 0,5 e 2,5 mg L™ , no entanto, foi menos eficiente quando

submetida ao tratamento de maior concentracdo de As (5,0 mg L™).
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Figura 4. Concentracdo de As acumulado pelas macrdfitas estudadas, nos diferentes
tratamentos. Os pontos ( & ) representam as médias e as barras ( » ) representam o
erro padréo. Letras diferentes representam médias diferentes (Teste de Tukey). Os
indices representam cada espécie: 1-A. caroliniana; 2- S, minima; 3- L. gibba.

3.5. Eficiéncia na remocao de ar sénio da solucao

Em termos da eficiéncia de remocéo de As da solugéo, ou segja, porcentagem
de As que as espécies foram capazes de remover do meio, foi observado uma
diminuicdo na eficiéncia das plantas, com o aumento da disponibilidade de As no
meio, de acordo com a Anova, com 2 graus de liberdade (A. caroliniana, F=21,630;
p=0,000105; S. minima, F=14,367; p=0,000653 e L. gibba, F=27,955; p=0,00003).

As trés espécies demonstraram eficiéncia para a remocao de As, em solucao,
quando foram expostas a concentracdo de 0,5 mg L™, sendo que L. gibba apresentou
o melhor potencial removendo 4,41% de As presente no meio. Em se tratando de A.
caroliniana e S. minima, essas foram semelhantes, removendo 2,15 % e 2,24% de As
em solucao, respectivamente, para a concentracéo de 0,5 mg L™ (Figura5).

Lemna gibba apresentou maior eficiéncia de remocdo de As que as demais

espécies, para as trés concentragdes de As estudadas.
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Figura 5: Eficiéncia de remocao de As (%) da solucdo, para os diferentes tratamentos.
Os pontos ( 0 ) representam as médias e as barras (~ ) representam o erro padréo.
Letras diferentes representam médias diferentes (Teste de Tukey). Os indices
representam cada espéecie: 1-A. caroliniana; 2- S minima; 3- L. gibba.

3.7. Competicao ar seniato e fosfato

Quanto maior a concentracdo de fosfato (PO,¥) em solucdo, menor a
absorcéo de As pelas macrdéfitas. A curva obtida seguiu um padréo exponencial
negativo, para as trés espécies estudadas (Figura 6).

A. caroliniana e S. minima, apresentaram decréscimo na absorcéo de As, com
0 aumento da concentragéo de fosfato, em solugédo. L. gibba apresentou 0 mesmo
padréo de absorcéo de As, no entanto, removeu As da solucdo mesmo gquando exposta
a0,25 mmol L™ de fosfato, superando o potencial de A. caroliniana e S minima.

A absorcéo de As por L. gibba foi, aproximadamente, 10 vezes maior quando
exposta a concentracgo de 0,008 nmol L™ de fosfato, do que a concentracdo de 0,25
mmol L™, aqual foi utilizada como padrdo em todos os experimentos deste trabal ho.

A. caroliniana e S, minima removeram, respectivamente, 12 e 6 vezes mais
As da solucgo, quando expostas a solucéo de 0,008 nmol L™ de fosfato, do que
guando foram expostas em solucdo com concentracao de arseniato igual a de fosfato
(0,031 mmol L.
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Figura 6: Absorcdo de As pelas macrdfitas estudadas, em diferentes concentragtes de

fosfato. Os pontos (-) representam as repeticoes.
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3.6.Teor declorofilatotal, car otendides e antocianina

A presenca de As, em solucdo, ndo alterou os teores de clorofila total e
carotendides em A. caroliniana, de acordo com a andlise de variancia, com 3 graus
de liberdade (clorofila: F=1,9; p=0,202; carotendides.F=2,326; p=0,151), como
mostrado na Figura 7. Entretanto, a presenca de As em solucdo, influenciou o teor de
antocianina nesta espécie (Anova, gl=3; F=6,05; p=0,019). A. caroliniana quando
exposta a solucéo de 5,0 mg L™ de As apresentou densidade ética (DO), em média
0,226 a 512 nm por grama de massa fresca. Este valor foi superior aos 0,187; 0,197 e
0,202 DO gMF! apresentado pelas plantas controle, e também para as plantas

expostasa0,5e2,5mg L™, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7: Teor de clorofila total e carotendides em A. caroliniana exposta a
diferentes concentracdes de As. Os pontos ( d ) representam as médias e as barras ()
representam o erro padréo.
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Figura 8: Teor de antocianina em A. caroliniana exposta a diferentes concentracoes
de As. Os pontos ( 8 ) representam as médias e as barras ( ~ ) representam o erro
padrdo. Letras diferentes representam médias diferentes (Teste de Tukey).

Os teores de clorofila total e de carotendides de L. gibba foram influenciados
pela presenca de As, em solucéo (clorofilas Anova, gl=3; F= 13,3764 ; p=0,002 ;
carotendides. Anova, gl=3; F= 12,138; p=0,002). Quanto maior a concentracao de
As, em solucdo, menor o teor de clorofilaem L. gibba (Figura 9). As plantas expostas
as concentracdes de 0,5 e 2,5 mg L™ de As apresentaram em média 1,031 e 0,756
mgChl gMF™. Tais valores s semelhantes aos 0,806 g MF* obtidos pelas plantas
controle. As plantas expostas a 5,0 mg L™ de As obtiveram em média 0,522 mgChl
MF, menor que os demais tratamentos.

O teor de carotendides em L. gibba, também diminuiu com o aumento da
concentracdo de As em solucdo (Figura 9). As plantas controles e aguel as expostas a
0,5 e 2,5 mg L™ de As apresentaram 0,219; 0,287 e 0,233 mg carotendides por grama
de massa fresca, respectivamente. Esses valores foram considerados iguas, e
superiores aos 0,141mg g MF* obtidos pelas plantas expostas a 5,0 mg L™ de As.
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Figura 9: Teor de clorofila total e carotendides em L. gibba exposta a diferentes
concentragdes de As. Os pontos ( & ) representam as médias e as barras ( )
representam o erro padréo. Letras diferentes, na mesma figura, representam médias
diferentes (Teste de Tukey).
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3.8. Sintomatologia

As macrdfitas aguaticas apresentaram sintomas de toxicidade para o
metaldide, quando expostas as concentragdes de 25 mg L™ e 50 mg L™ de As. A.
caroliniana apresentou as extremidades das folhas arroxeadas, a partir do terceiro dia
de exposicdo. S minima apresentou necroses marginais nas folhas flutuantes,
entretanto, foram capazes de reproduzir e liberar plantas-filhas, livres de quaisquer
sintomas visuais. L. gibba apresentou reducéo no tamanho das folhas e aumento da
incidéncia de plantas cloréticas, por vaso (Figura 10).

Em nivel ultraestrutural, as plantas de A. caroliniana, quando expostas a
concentragdo de 5,0 mg L™ de As apresentaram foliolos com células epidérmicas
desorganizadas e plasmolisadas, 0 que tornou os bordos dos foliolos enrolados. N&o
foi visualizada nenhuma coldnia de cianobactéria simbiodntica alojada nos foliolos. A
ultraestrutura de L. gibba, tratada com 5,0 mg L™ de As, evidenciou uma epiderme
com células desorganizadas e plasmolisadas, e grande quantidade de cera removida
nas superficies adaxial e abaxial. A maioria dos estbmatos, presentes na face adaxial,
permaneceram fechados, ao contrario do que foi observado em plantas controle
(Figura1l).
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Figura 10: Sintomatologia das plantas exposta ao As. Al- A. caroliniana: folhas
sadias; A2 — acimulo de antocianina em A. caroliniana expostaa 5,0 mg L™ As; B1
— S minima: folhas sadias; B2 — necroses foliares. A setaindica plantas-filhas sadias;
Cl1l - L. gibba: folhas sadias;, C2 e C3: processo de clorose de L. gibba; C4 —
Reducéo do tamanho das folhas de L. gibba expostas a diferentes doses de As.
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Figura 11: Eletromicrografias de varredura

A: Azolla caroliniana, cultivada em solucéo de Hoagland, durante 6 dias.

A1l: Visdo geral defoliolos sadios.

A2: Detalhe da extremidade de foliolos jovens e sadios.

A3: Detalhes das células epidérmicas normais e tlrgidas de foliol os sadios (ep).

B: Azolla caroliniana, cultivada em solucéo de Hoagland contendo 5,0 mg L™ de As
(5 dias de exposi¢ao).

B1: Visdo geral da extremidade de foliolos danificados

B2: Regido ventral de foliolos, mostrando auséncia de cianobactérias (ac).

B3: Cédulas epidérmicas desorganizadas e plasmolisadas (cp) e os bordos enrolados
dosfoliolos.

C: Lemna gibba, cultivada em solucéo de Hoagland, durante 6 dias.
C1: Visdo gera dasuperficie adaxial dafolha sadia.
C2 e C3: Detalhe da epiderme com céulas targidas e estbmatos normais (€).

D: Lemna gibba, cultivada em solucéo de Hoagland contendo 5,0 mg L™ de As (6
dias de exposicéo).

D1: Visdo gera dasuperficie adaxial dafolha exposta ao As.

D2: Superficie abaxial com bordos enrolados (b), células plasmolisadas e cera
epicuticular removida ().

D3: Superficie adaxial com células desorganizadas, plasmolisadas, estébmatos
fechados (e) e remocao de ceraepicuticular (c).
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4. DISCUSSAO

Plantas “ideais’ para serem utilizadas em remediacdo de ambientes poluidos,
devem ser capazes de remover e tolerar altas concentragtes do contaminante. Barker
et al. (2000) consideram que uma planta é hiperacumuladora quando esta acumula
mais que 1 mg gMS™ do metal. De acordo com este critério, L. gibba, estudada neste
trabalho, demonstrou ser uma espécie hiperacumuladora de As, enquanto A.
caroliniana e S minima ndo apresentaram 0 mesmo potencial. De modo geral, as
lemnéceas tém demonstrado grande potencial para remocdo de contaminantes do
meio, tais como As, Cr, Pb e Ni, podendo ser utilizadas em fitorremediacdo de areas
contaminadas por estes poluentes (Jain et al., 1990; Zayed et al., 1998; Axtell et al.,
2003; Mkandawire e Dudel, 2005).

Varias espécies tém sido estudadas para avaliagdo do potencia de remocéo de
As da &gua A. caroliniana e S minima acumularan 0,13 e 0,20 mg gMS?,
respectivamente, sendo consideradas plantas ndo acumuladoras deste metal6ide. No
entanto, foram capazes de acumular mais As que Eichhornia crassipes, quando
expostas & mesmas condicdes (0,044 mg gMS?Y) (Zhu et al., 1999). Estudos
similares mostram que Colocasia esculenta e Pistia stratiotes sdo capazes de
acumular 0,195 e 0,177 mg gMS™ (Qian et al., 1999; Aksorn e Visoottiviseth, 2004),
sendo consideradas boas acumuladores, pelos autores. Os valores apresentados por
estas espécies sdo inferiores & média apresenta por L. gibba (1,397 mg gMS™?) neste
estudo, confirmando o potencial desta espécie naremocao de As do ambiente.

Com relacdo a influéncia do fosfato na remocdo de As, quanto maior a
concentracdo de fosfato, em solucdo, menor a absor¢do de As pelas trés espécies
estudadas. Este processo ocorre em virtude da similaridade entre o arseniato e o
fosfato. O arseniato, apesar de ndo ser essencia para as plantas € andlogo ao fosfato,
competindo, pelos mesmos sitios de absorcéo (Dembitsky e Rezanka, 2003; Aksorn e
Visoottiviseth, 2004; Mkandawire et al., 2005). Uma vez absorvido, 0 arseniato,
continuara competindo com o fosfato pelos mesmos sitios de ligacdo afetando o

metabolismo vegetal, comprometendo a producdo de fosfato-aclcares e de
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metabdlitos intermediarios da respiracéo e da fotossintese; aterando os fosfolipideos
gue compdem as membranas vegetais, e danificando as moléculas de ATP, DNA e
RNA (Taiz e Zeiger, 1991). Portanto, os sintomas tipicos de toxicidade do As estdo
intimamente relacionados aos sintomas de deficiéncia de fosfato, tais como,
necroses, cloroses e baixo ganho de massa fresca e seca (Sing et al., 2005).

Em 24 horas de exposicdo ao As, A. caroliniana e S minima ndo foram
capazes de remover As da solucgo contendo 0,062 nmol L™ de fosfato, demonstrando
que quando a concentracdo de fosfato € maior do que a de As, em solucdo, ocorre
absorcéo preferencial do fosfato. No entanto, em solugdo com 0,008 nmol L™ de
fosfato, S. minima removeu 6 vezes mais As do que aquelas plantas expostas a
solugdo com concentragdo de arsénio igual a de fosfato, valores estes superiores aos
encontrados por Hoffmann et al. (2004). Nas mesmas condi¢fes experimentais, A.
caroliniana removeu 12 vezes mais As, quando em solucéo de menor concentracdo
de fosfato. Estas espécies possuem potencial paraacumular As, quando cultivadas em
solugdo com baixa concentracdo de fosfato, no entanto, provavelmente, estariam
sujeitas aos efeitos toxicos do metal Gide.

Dentre as trés espécies estudadas, L. gibba foi a Unica a acumular As, de
forma significativa, quando exposta a concentracdo de 0,25 nmol L™ de fosfato
(concentracéo padréo utilizada nos experimentos). Nesta concentracdo, L. gibba
acumulou cerca 10 vezes menos As do que quando exposta a solugdo de 0,008 mmol
L™ de fosfato corroborando com os dados de Mkandawire et al. (2004). Neste
trabalho, L. gibba foi capaz de remover cerca de 4% de As da solucéo contendo 0,25
mmol L™ de fosfato, enquanto que em solucdo com auséncia de fosfato L. gibba foi
capaz de remover cerca de 40% do As da solucdo (Mkandawire et al., 2004),
demostrando o seu potencial para extragdo do metal 6ide do meio.

A producdo de clorofila total e carotendides pelas plantas crescidas em
solugdo com As, mostrou que quanto maior a concentragdo de As nos tecidos de L.
gibba, menor o teor de clorofila encontrado. Este fato foi evidenciado pela
ocorréncia de cloroses presentes nas folhas desta planta. Sugere-se que a presenca de
As na planta, afeta a sintese de clorofila total, assim como os relatos apresentados

para Pteris ensiformis (Sing et al., 2005), Zea mays (Jain e Gadre, 1997) e Trifolium
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pretense (Mascher et al., 2002). O As presente nos tecidos vegetais, provavelmente
interferiu no teor de clorofilatotal em virtude da sua competicdo com o fosfato.

O teor de carotendides encontrado em L. gibba também foi afetado pela
exposicdo da planta as atas concentragdes de As. Os carotendides sdo pigmentos
acessorios fundamentais para o processo fotossintético. Dessa forma, a presenca de
As nos tecidos de L. gibba provavelmente tenha afetado as membranas dos tilacoides
e a sintese de carotendides, comprometendo a fotossintese. O baixo teor de clorofila
total e de carotendides encontrado em L. gibba justificam o baixo ganho de massa
fresca e seca das plantas expostas a concentrages de 5,0 mg L™ de As.

Azolla caroliniana, ao contrario de L. gibba, ndo teve o teor de clorofila total
afetado pela presenca de As. Este fato pode ser explicado pela menor absor¢éo de As
por esta pteridéfita. Em outras pteridéfitas, no entanto, a exposicéo ao As resultou em
aumento na producdo de clorofila e carotendides como ocorre em Pteris vittata e em
diminuic&o do teor destes pigmentos em Pteris ensiformis (Sing et al., 2005).

Apesar do teor de clorofila total de A. caroliniana ndo ter sido afetado pela
concentracdo de As, a planta apresentou baixo ganho de massa fresca, massa seca e
producdo de antocianina, 0s quais estdo relacionados a toxicidade do metal Gide.

Apesar da diferenca de potencial de remocédo de As pelas plantas, as trés
espécies estudadas apresentaram sintomas tipicos de toxicidade ao metalGide, tais
Ccomo, necroses, cloroses e baixo ganho de massa fresca e seca, corroborando com os
dados de Sing et al. (2005). No entanto, alguns sintomas de toxicidade foram
peculiares para cada espécie. O arroxeamento das folhas de A.caroliniana, necroses
das folhas de S. minima e a diminuicdo do tamanho das folhas de L. gibba
observadas neste trabal ho.

Quando expostas a altas concentragdes de As, A.caroliniana teve o teor de
antocianina aumentado, garantindo uma coloragéo arroxeada nas extremidades das
folhas. A antocianina € um metabdlito secund&rio que pode ser produzido em
resposta a deficiéncia de PO,>, em virtude da competicdo com o arseniato. Dessa
forma, plantas com deficiéncia de fosfato podem apresentar producéo de
antocianinas, garantindo coloracdo arroxeada nas folhas (Taiz e Zeiger, 1991,
Marschener, 1995). A antocianina, assim como 0s carotendides, sGo metabodlitos

secund&rios que podem ser produzidos em resposta a estresse oxidativo,
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desempenhando um papel importante de protecéo (Taiz e Zeiger, 1991; Winkel-
Shirley, 2002). A producéo elevada de antocianina nas plantas expostas a 5,0 mg L™
também pode estar relacionada a deficiéncia de nitrogénio. As colbnias de
cianobactérias presentes nos lobos inferiores das folhas de A. caroliniana sdo
fixadoras de nitrogénio e vivem em simbiose com a pteridéfita. Os foliolos de A.
caroliniana foram completamente danificados, ndo sendo detectada a presenca de
colbnias de cianobactérias. Dessa forma, a relagdo simbidtica certamente foi
comprometida. O comprometimento do fornecimento de nitrogénio para as plantas
de A. caroliniana, pode ter levado a pteriddfita a produzir antocianinas, que refletem
sintomas evidentes de deficiéncia de nitrogénio.

O baixo potencia de acumulacdo de As apresentado por S, minima e o
aparecimento de necroses e cloroses a partir do segundo dia de exposicéo ao As,
corroboram com os dados de Hoffmann et al. (2004). Apesar da sintomatologia
apresentada pelas plantas, ocorreu emissdo de plantas-filhas sadias. Portanto, é
provavel que este potencial estegja relacionado a mobilidade do fésforo (P) nos
tecidos da planta. O fasforo, presente nas plantas-mae, por ser um nutriente movel, é
translocado das folhas mais velhas para as folhas mais jovens, sendo os sintomas de
deficiéncia visualizados, primeiramente, nas folhas mais velhas. Nas plantas que se
propagam vegetativamente, quando sd0 expostas a ambientes sob estresse, as
plantas-mée dao suporte nutricional para as plantas-filhas, a fim de que elas crescam
com menos estresse (Outridge et al., 1991). Outra hipotese € que plantas-filhas de S.
minima tenham sofrido um processo de aclimatacdo no ambiente contaminado. Este
processo pode envolver a producéo de fitoquelatinas e tidis induzidos pela exposi¢éo
a0 meta. O aumento destas substancias nas plantas-filhas pode ocorrer pela
translocacdo de moléculas prontas da plantamée ou, pela producdo de novo em
resposta a translocacdo do metal. Esse fendmeno ja foi comprovado em S. minima
expostas a diferentes concentragcbes de cadmio (Outridge e Hutchinson, 1991;
Outridge et al., 1991).

Apesar do potencial apresentado por L. gibba para remocéo de As do meio,
foi observado uma diminuicdo do tamanho das folhas de plantas expostas a solucoes
com elevada concentracéo de As. Mkandawire et al. (2004, 2005) sugerem que a

reducdo do tamanho das folhas de L. gibba, sgja uma estratégia de sobrevivéncia
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quando as plantas estdo submetidas a condices ambientais desfavoraveis. E possivel
gue a diminuicdo do tamanho dos individuos esteja relacionada a uma resposta a
escassez de nutrientes no meio (Damuth, 2001; Mkandawire et al., 2005).

Uma das caracteristicas desegjaveis para fins de remediacéo € a ata producéo
de biomassa (Pilon-Smits e Pilon, 2002; Lasat, 2002; Adler et al., 2003; Pilon-Smits,
2005). Esta caracteristica foi constatada neste trabalho para as trés espécies
estudadas, quando crescidas em solucéo nutritiva. No entanto, L. gibba, foi a Unica
macrofita que apresentou potencial fitorremediador para o As, comportando-se como
uma planta hiperacumuladora deste metaldide. Além disso, esta espécie teve seu
desempenho otimizado quando em condicdes de baixas concentracdes de fosfato.

A diminuicdo da eficiéncia de remocéo de As, em solucéo, na presenca de
concentracdes elevadas do metal6ide demonstra a viabilidade do uso da técnica de
fitorremediacdo, principalmente em ambientes com média a baixa concentracdo do
poluente (Schnoor, 1997; Lasat, 2002; Pilon-Smits e Pilon, 2002; Williams, 2002;
Tsao, 2003; Pilon-Smits, 2005).



5. CONCLUSAO

As trés macrdfitas avaliadas neste estudo apresentaram diminuicdo do ganho
de massa fresca e seca quando expostas a concentracfes elevadas de As, aém de
demonstrarem diferencas na eficiéncia de remocdo do metal6ide em solugdo. Entre
as espécies estudadas, L. gibba demonstrou o maior potencial para remover As da
solucéo, apesar de ter apresentado diminuicdo do teor de clorofila tota e
carotendides.

O acuimulo de As pelas plantas foi maior com o aumento da concentragéo do
metal6ide em solucdo. No entanto, a eficiéncia de remocdo diminuiu quando as
plantas foram expostas a altas concentractes do metal 6ide, demonstrando a limitacdo
do uso destas espécies na remediacdo de ambientes aquéticos altamente impactados.

O potencia das plantas em absorver As da solugdo, aumentou com a
diminuicdo da concentracdo de fosfato no meio. L. gibba foi a Unica planta
considerada hiperacumuladora. Sugere-se que o potencia fitorremediador desta
espécie possa vir a ser otimizado através de técnicas moleculares, a fim de ser
utilizada e recomendada para a remocédo de As em ambientes com baixas

concentragoes de fosfato.
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CAPITULO I1:

POTENCIAL DE MACROFITASNA REMOGCAO DE ATRAZINE (2-
CLORO-4-ETILAMINO-6-ISOPROPILAMINO-S-TRIZINA) EM SOLUCAO
AQUOSA

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o uso intensivo e indiscriminado de defensivos agricolas
cresceu de forma desordenada devido, principalmente, a necessidade premente de
aumentar a producdo agricola, controlar pragas e impedir a invasdo de plantas
daninhas em é&reas agricultaveis (Garcinuno et al., 2003). Os beneficios advindos do
uso destes produtos sdo inguestionaveis, porém, O uso excessivo tem causado
contaminacfes ambientai s e riscos a salide humana.

O mercado mundia de agroquimicos movimenta, atualmente, cerca de US$
30 bilhdes por ano, sendo os herbicidas os responsaveis pela maior parcela destes
produtos (Ueta et al., 1999; Sindag, 2003; Ueta, 2004; IBGE, 2005; Cerdeira et al.,
2005). Dentre estes, a atrazine (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-trizina),
merece atencdo especial, pois é um dos herbicidas mais utilizados, segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (Anderson e Noyes, 2002; EPA,
2002).

A atrazine € um herbicida triazinico, utilizado em culturas de milho, cana-de-
acUcar e sorgo, podendo também ser utilizado em &reas ndo agricultaveis tais como
campos de golfe, campos com &rvores ornamentais, areas de recreacdo, areas
industriais e gramados residenciais (Ueta et al., 1999; EPA, 2003a; Rodrigues e
Almeida, 2005). Sendo um herbicida de pré e pds emergéncia que blogueia o
transporte de elétrons no fotossistema |1, a atrazine impede a producéo de ATP, do
NADPH e, consequentemente, a fixagcdo do carbono, necessario para o crescimento
das plantas (Brian, 1969; Health Canada, 1993; EPA, 2003b).

O Brasil consome cerca de 20 mil toneladas de atrazine por ano, somente na
cultura canavieira (Ueta et al., 1999; Ueta, 2004; Cerdeira et al., 2005). Os dados do
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uso deste herbicida sdo preocupantes a medida que a atrazine, por apresentar uma
elevada persisténcia nos solos e hidrdlise lenta, € considerada um potencial
contaminante de solos, &guas superficiais e subterréneas (Health Canada, 1993; Ueta
et al.,, 1999; Andersona et al., 2002; EPA, 2003a; Ueta, 2004), aém de causar
problemas hormonais, nos seres humanos e, ser um potencial agente carcinogénico
(EPA, 20033).

Nos EUA e na Grécia, os cursos d' &gua, adjacentes a areas agricolas, contém
um teor igual ou superior a0,05 mg L™ de um ou mais defensivos agricolas, sendo os
teores mais altos associados a presenca de atrazine, metolachlor, cianazina e alachlor
(Gilliom e Barbash, 1999; Papadopoulou-Mourkidou et al., 2004a; Papadopoul ou-
Mourkidou et al., 2004b; Konstantinou et al., 2005). Nos EUA, a concentragdo
méxima de atrazine aceitavel em &gua para consumo é de 0,003 mg L™ (EPA, 2005),
enquanto que no Brasil, 0 maximo permitido é de 0,002 mg L™ do herbicida na 4gua
(Conama, 2005).

Algumas plantas, como o milho, 0 sorgo e a cana-de-agUcar sd0 tolerantes a
atrazine, sendo capazes de mobilizar o herbicida antes que este iniba 0 processo de
fotossintese. Os diferentes niveis de tolerancia destas espécies estdo relacionados a
atividade da enzima glutationa-S-transferase que liga uma molécula de atrazine a
uma molécula de glutationa, translocando para o vacuolo, impedindo, portanto, a
acao do herbicida (De Prado et al., 1995; Prade et al., 1998; Marcacci et al., 2005;
Rodrigues e Almeida, 2005). Dessa forma, € possivel a utilizacdo da atrazine como
herbicida nestas lavouras, visto que este afetard somente a fotossintese das plantas
daninhas sem aterar a produtividade da lavoura (EPA, 2003b).

A existéncia de plantas comprovadamente tolerantes a atrazine indica a
possibilidade de existirem mecanismos que possam ser utilizados em estudos de
fitorremediacdo. Muitas plantas sdo capazes de absorver compostos organicos,
metabolizando-os, ou ainda, liberando exsudados que estimulam a populacdo
microbiana e, consequentemente, degradam ou complexam os poluentes ainda na
rizosfera (Burken e Schnoor, 1996). Em geral, torna-se mais dificil trabalhar com
contaminantes organicos, em razéo da diversidade molecular, da complexidade de
andlise e das constantes transformagdes a que estédo sujeitos (Cunningham e Ow,

1996), além da possibilidade de transformacéo do poluente em subprodutos mais
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téxicos que o original. Alguns microrganismos (bactérias, microalgas e fungos),
também tém demonstrado capacidade para biodegradar, parcial ou totamente, a
molécula de atrazine, resultando na formagdo de amdnia (NH3) e didxido de carbono
(CO,) (Ueta et al., 1999; Gao et al., 2000; Andersona et al., 2002; Lanyi e Dinya,
2003; Ueta, 2004; Lanyi e Dinya, 2005).

A demanda do mercado para a implantacdo de sistemas de descontaminacao
de aguas poluidas tende a crescer em busca de tecnologias de baixo custo, porém
eficientes, visando atender as exigéncias de uma sociedade esclarecida, o rigor das
leis ambientais e a necessidade de protecdo a salde do homem. Neste contexto, a
fitorremediacdo apresenta-se como uma alternativa eficiente na descontaminacéo de
ambientes poluidos.

A identificacdo e a selecdo de espécies vegetais tolerantes, capazes de
remover e/ou metabolizar a atrazine, é de suma importancia, pois permitira sua
aplicacdo na descontaminacdo de ambientes impactados. Varias espécies de
macrofitas aguéticas tém demonstrado potencial de remediacdo de poluentes
inorganicos, em ambientes aquéticos, tais como a Azolla caroliniana Willd, Salvinia
minima Baker e Lemna gibba Linnaeus (Jain et al., 1990; Zayed et al., 1998; Axtell
et al., 2003; Mkandawire e Dudel, 2005). Dessa forma, € vélida a selecdo de plantas
com potencial para serem utilizadas em estudos de remediacdo de ambientes
aquéticos contaminados por atrazine.

Azolla caroliniana é uma samambaia aquética, flutuante e de pequeno porte.
Possui raizes finas e folhas bilobadas que se sobrepdem. Nos lobos foliares inferiores
da planta, se alojam colénias de cianobactérias do género Anabaena, importantes
fixadoras de nitrogénio atmosférico. A. caroliniana € amplamente distribuida nos
tropicos e naregido das Américas, sendo especia mente encontrada em aguas paradas
(Tryon e Tryon, 1982). Possui crescimento rapido, justificando desta maneira, o seu
uso em pesquisas de fitorremediacéo.

Salvinia minima € uma pteridéfita aguatica, flutuante, cujos ramos consistem
de duas folhas flutuantes opostas, unidas por um caule central (rizoma) e, uma folha
submersa modificada, semelhante a uma raiz. Os individuos podem se conectar a

outros individuos por intermédio dos rizomas apicais, formando extensas col6nias. E



uma pteridofita que possui um crescimento rapido, podendo ser encontrada em lagos
erios, em vérias partes do mundo (Tryon e Tryon, 1982).

Lemna gibba é uma monocotiledénea aquética, flutuante, de pequeno porte
que, apresenta crescimento rapido, adaptando-se facilmente a vérias condicOes
ambientais. E amplamente distribuida, em vérias partes do mundo, onde
desempenham um importante papel na extracdo e acumulacdo de ions metalicos
presentes na &gua (Zayed et a., 1998).

O presente estudo teve como objetivo determinar o potencial das espécies de
macroéfitas aguaticas A. caroliniana, S. minima e L. gibba naremocéo de atrazine, em

solucéo, para serem utilizadas em programas de fitorremediacéo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao das plantas

Exemplares das macrdfitas aquéticas flutuantes A. caroliniana, S minima e L.
gibba foram coletadas em tanques do Horto Boténico pertencente ao Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, em janeiro de
2005.

Apbs desinfeccdo, em solugdo de hipoclorito a 1% e &gua deionizada, as
plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, em bandejas plasticas contendo
solucdo de Hoagland (¥4 forga ionica) (Hoagland e Arnon, 1950). As plantas
utilizadas nos experimentos tiveram origem a partir de duas plantassméae, o que
resultou em variagbes genotipicas e pré-experimentais minimas, conforme

recomendac&o de Outridge e Hutchinson (1991).
2.3. Exposicéao das plantas a atrazine

Os experimentos foram montados com 1,5 g de massa fresca de plantas por
unidade amostral, as quais foram transferidas para vasos pretos contendo 1500 mL de
solucdo de Hoagland (V4 forga ibnica), e as seguintes concentragdes de atrazine: O;
0,01; 0,1; 1,0; 10,0 mg L. Os vasos, com cinco repeticdes por tratamento, foram
deixados em casa de vegetacdo, durante seis dias.

As plantas foram pesadas a cada dois dias, com auxilio de uma peneira e
secadas em papel toalha, para obtencdo da massa fresca, retornando as plantas para
oS respectivos vasos. Ao final do experimento, 0,5 g de massa fresca foram
acondicionadas em freezer, para posterior extracé@o de atrazine. O restante da massa
fresca foi seca a estufa a 70°C, por 3 dias, para obtencdo da massa seca. A massa
seca correspondente a 0,5 g de massa fresca utilizada na extragcéo de atrazine, foi
acrescida a massa seca final do material seco em estufa. A massa seca inicia foi
calculada a partir da média obtida de 5 repeticdes, contendo cada uma 1,5 g de massa

fresca por espécie (Cedergreen et al., 2004).
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Para 0s experimentos foi utilizada atrazine comercial Gesaprin® 500 (Giba-
Geigy), cujo principio ativo corresponde a500 g L™

A temperatura minima da casa de vegetacéo foi de 17°C e a maxima de 38°C.
O volume de agua foi completado, diariamente, com agua deionizada, a fim de
compensar a perda pela transpiracao e evaporacao (Aksorn e Visoottiviseth, 2004).

Os vasos plésticos, utilizados no experimento, foram forrados com sacos de
polietileno, afim de evitar a contaminagdo dos vasos e facilitar o armazenamento dos
residuos para posterior descarte em aterro especializado.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo da Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP-DBV), em delineamento inteiramente casualizado,

sendo realizados diariamente o rodizio dos vasos.
2.2. Determinacéo de atrazine

Para a quantificac@o de atrazine em plantas frescas e inteiras, a extracao foi
feita utilizando-se 0,5 g de massa fresca de cada unidade amostral. As amostras
foram maceradas em 10 mL de solugdo metandlica (metanol:agua, 1:1, v:v),
homogenizadas e centrifugadas a 1500xg por 10 min (Lawrence et al., 1996;
Garcinuno et al., 2003). O sobrenadante foi analisado em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC, Class-LC 10, Shimadzu, Japdo, 1992), pertencente a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Milho e Sorgo), Sete
Lagoas, MG. A coluna utilizada na determinacéo de atrazine foi do tipo Supelcosil
LC 18S (150 x 4,6mm, 5um), sendo a fase mével constituida de uma solugdo de
MeOH: H,O (60:40), em volume injetado de 20 pL e fluxo de eluicdo de 1 mL por

minuto.
2.6. Eficiéncia de remocéo de atrazine

A eficiéncia de remocdo de atrazine, em solugdo, foi calculada pela
porcentagem de atrazine removido pelas plantas. A quantidade de atrazine presente
em solugdo foi considerada 100%. A concentracdo de atrazine absorvida pelas
plantas (mg gMF™") foi multiplicada pela quantidade de massa fresca produzida
durante o periodo de exposi¢ao ao metal 6ide, obtendo-se portanto, a quantidade real
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de atrazine removida da solucdo. Dessa forma, foi calculado o percentual de atrazine

gue as plantas removeram do meio.
2.3. Andlise estatistica

Foi utilizada a andlise de variancia (Anova), ao nivel de 5% de probabilidade,
para verificar se as diferentes concentracoes de atrazine influenciaram a absorcéo e o
ganho de massa fresca e seca, pelas espécies de macrdfitas estudadas. Foram testadas
a normalidade e a homogeneidade das variancias, como pressupostos para realizacdo
da Anova. Posteriormente, foi feito o Teste de Tukey para diferenciar tratamentos
aplicados.

2.4. Sintomatologia visual das plantas expostas a atrazine

O registro fotogréfico da sintomatologia das plantas expostas as diferentes
concentragOes de atrazine foi feito utilizando-se uma camera digital (Sony DSC-
S60). Também foi utilizado um microscopio estereoscopico (Olympus, Micronal VM

VMT, Brasil) paraevidenciar asinjurias ocorridas nas macrofitas estudadas.
2.5. Microscopia eletr 6nica devarredura (MEV)

Os danos causados a parte aérea de A. caroliniana e L. gibba expostas a
concentragdo de 0,1 mg L™ de atrazine e das plantas controle foram analisados com
auxilio da microscopia eletrénica de varredura. As plantas foram fixadas em
glutaraldeido (5%), pos-fixadas em tetréxido de 6smio (2%) e, apOs sucessivas
lavagens, foram desidratadas em série etandlica. As amostras foram submetidas ao
processo de desidratacdo utilizando-se um aparelho de ponto critico (CPD-030, Bal-
tec, Alemanha). Posteriormente, as amostras foram montadas em “stubs’ e
metalizadas em equipamento de metalizacdo modelo FDU-010, Balzers, Alemanha,
acoplado a um conjunto de pulverizagdo catodico, modelo SCA-010. O material foi
observado em um microscopio eletrénico modelo LEO 1430 VP (Zeiss, Alemanha),

do Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.
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3. RESULTADOS

3.1. Ganho de massa fresca

Foi observado aumento exponencial da massa fresca das plantas controle e
para agquelas expostas a concentracdo de 0,01 mg L™ de atrazine (Figura 1). A
concentracdo de 0,1 mg L™ reduziu o crescimento exponencia das plantas, quando
comparadas ao controle. Plantas expostas &s concentracdes de 1,0 e 10,0 mg L™ de
atrazine ndo apresentaram crescimento significativo, conforme mostraa Figura 1.

Dentre as macrdfitas estudadas, S. minima foi a Unica espécie que apresentou
reducdo da massa fresca, quando exposta a 0,01 mg L™ de atrazine, mesmo
ocorrendo crescimento exponencial. Quando S. minima foi exposta a concentragéo de
0,1 mg L™ de atrazine, houve rapida reducéo no ganho de massa quando comparado
as demais espécies estudadas. Dessa forma, a atrazine, mesmo em baixas
concentragoes, afetou o crescimento de S. minima.

As plantas de A. caroliniana e L. gibba, quando expostas a concentragéo de
0,01 mg L™ de atrazine apresentaram crescimento igual ao grupo controle, ndo sendo

possivel adistingdo das respectivas curvas no grafico (Figura 1).
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Figura 1. Ganho de massa fresca, em macrdéfitas aquéticas, quando expostas a
diferentes concentracdes de atrazine, ao longo do periodo experimental (6 dias).
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3.2. Ganho de massa seca

A quantidade de massa seca produzida, por dia, pelas trés espécies de
macrofitas flutuantes foi influenciada pela concentracéo de atrazine, em solucédo, de
acordo com a andlise de variancia e com o teste de tukey (Figura 2). Quanto maior a
concentracdo de atrazine, em solugdo, menor o ganho de massa seca observado em A.
caroliniana (gl=4; F=12,369; p=0), S minima (gl=4; F=38,448; p=0) e L. gibba
(g1=4; F=35,428; p=0) (Figura 2).

Azolla caroliniana, quando exposta as solugdes de 0,01 e 0,dmg L™ de
atrazine, obteve ganho de 0,011 e 0,007 g de massa seca por dia, respectivamente.
Estes valores so iguais aos 0,006 g obtidos pelas plantas do grupo controle. As
plantas expostas as concentracdes mais elevadas de atrazine (1,0 e 10,0 mg L™) ndo
apresentaram ganho de massa seca conforme mostrado na Figura 2.

Salvinia minima obteve ganho de massa seca equivaente a 0,020 g por dia,
quando expostas a solucdo de 0,01 mg L™ de atrazine, correspondente a 0,024 g
obtida pelo grupo controle. N&o foi observado ganho de massa seca em plantas
expostas 20,1; 1,0 e 10,0 mg L™ (Figura 2).

Lemna gibba seguiu 0 mesmo padréo exibido por S. minima, apresentando
crescimento de 0,015 g de massa seca por dia, quando exposta a concentracdo de
0,01 mg L™, que foi igual aos 0,017 g dia’ de crescimento apresentado pelo grupo
controle. Além disso, ndo foi observado crescimento das plantas quando estas foram

expostas as outras concentracoes de atrazine (Figura 2).
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Figura 2: Ganho de massa seca, em macrdéfitas aquaticas, expostas a diferentes
concentragdes de atrazine. Os pontos (0) representam as médias e as barras (M)
representam o erro padréo. Letras diferentes, na mesma figura, representam médias
diferentes, de acordo com Teste de Tukey.
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3.3. Absor cao de atrazine pelas macr ofitas aquaticas

Quanto maior a concentragdo de atrazine, em solucdo, maior a absor¢édo do
herbicida pelas trés macrdfitas estudadas, de acordo com a andlise de variancia com
4 graus de liberdade e com o teste de Tukey (A. caroliniana, F=5375,780; p=0; S.
minima, F=110,526; p=0 e L. gibba, F=129,307; p=0), conforme mostra a Figura 3.

Azolla caroliniana acumulou, em média, 0,003; 0,004 e 0,018 mg gMF?,
quando em concentracdes de 0,1; 1,0 e 10,0 mg L™, respectivamente. S minima
acumulou 0,002; 0,004 e 0,013 e L. gibba acumulou 0,002; 0,003 e 0,016 mg de
atrazine por grama de massa fresca, quando expostas as concentragcdes de 0,1; 1,0 e
10,0 mg L™ de atrazine, respectivamente.

Lemna gibba foi capaz de absorver 0,001 mg de atrazine quando exposta a
solucdo de 0,01 mg L™ do herbicida, ao contrério das demais espécies que ndo
registraram absor¢do do herbicida em quantidades detectéveis pelo equipamento
(HPLC). Nesta concentracdo, no entanto, a quantidade absorvida do herbicida foi
desprezivel.

As trés espécies de macrofitas estudadas neste trabalho apresentaram o
mesmo potencial de remocado de atrazine da agua, diferindo, apenas, na concentracéo
de 10 mg L™ de atrazine, conforme mostrado na Figura 4. Nesta concentracéo, A.
caroliniana e L. gibba foram capazes de remover 0,018 e 0,016 mg gMF”,
respectivamente, valores estes superiores aos 0,013 mg de atrazine removidos por S.
minima (Anova; gl=2; F=13,523; p=0,000843 e Teste de Tukey).
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erro padréo. Letras diferentes representam médias diferentes (Teste de Tukey). Os
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3.4. Eficiéncia deremocao de atrazine

O percentua de atrazine absorvido pelas plantas foi reduzido com o0 aumento
da concentragdo do herbicida em solucdo. A. caroliniana, L. gibba e S minima
removeram maior percentual de atrazine quando foram expostas a concentracéo de
0,1 mg L (Figura 5). A. caroliniana removeu 6,56; 0,43 e 0,16% (Anova,
gl=2;F=1209,824; p=0), L. gibba 5,07; 0,38 € 0,15% e S minima 5,6; 0,45; 0,12% de
atrazine (Anova, gl=2;F=5,382; p=0,0214), nos respectivos tratamentos 0,1; 1,0; 10,0
mg L™

As trés espécies estudadas, no entanto, demonstraram o mesmo padréo de
eficiéncia quando foram expostas as mesmas concentragdes de atrazine (Anova;
gl=2; F=0,245; p=0,786702) (Figura5).
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Figura 5. Eficiéncia de remocdo de atrazine (%), em solucdo, para diferentes
tratamentos. Os pontos ( & ) representam as médias e as barras ( * ) representam o
erro padréo. Letras diferentes representam médias diferentes (Teste de Tukey). Os
indices representam cada espécie: 1-A. caroliniana; 2- S minima; 3- L. gibba.
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3.5. Sintomatologia

As plantas comegaram a apresentar sintomas de toxicidade a atrazine, a partir
do segundo dia de exposi¢cdo ao herbicida, principalmente para as concentragdes de
1,010 mg L™ A. caroliniana e S minima apresentaram necroses em toda a folha,
enquanto L. gibba apresentou clorose foliar. Ao final de 6 dias, as tres espécies
estavam mortas conforme mostrado na Figura 6.

Azolla caroliniana, quando exposta a concentracdo de 1,0 mg L™ de atrazine,
durante 3 dias, apresentou os foliolos totalmente alterados. As células epidérmicas
foram completamente plasmolisadas e os foliolos apresentaram os bordos enrolados.
N&o foi detectada a presenca de colbnias de cianobactérias simbidticas do género
Anabaena em A. caroliniana. A ultraestrutura de L. gibba, tratada com solucéo
contendo 1,0 mg L™ de atrazine, durante 3 dias, evidenciou o tecido epidérmico
contendo células desorganizadas e plasmolisadas, associado a grande quantidade de
cera removida sobre as superficies adaxial e abaxial. O meristema apical daraiz foi
danificado, ficando as células plasmolisadas. Os estbmatos, presentes somente na
regido adaxia da folha, permaneceram fechados e, as células-guarda foram
danificadas (Figura 7).
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Figura 6: Sintomatologia das macrdfitas aguaticas expostas a atrazine. Al- A.
caroliniana: folhas sadias; A2 —necrose nos foliolos, B1 — S. minima: folhas sadias;
B2 —necroses; C1 — L. gibba: folhas sadias; C2 - clorose foliar.
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Figura 7: Eletromicrografias de varredura

A: Azolla caroliniana, cultivada em solucdo de Hoagland, durante 6 dias de
eXPOosi ¢ao.

A1l: Visdo geral defoliolos sadios;

A2: Detalhes dos foliolos jovens;

A3: Detalhe do tecido epidérmico de foliolos com células normais e turgidas (ep).

B: Azolla caroliniana, cultivada em solucgo de Hoagland, contendo 1,0 mg L™ de
atrazine (3 dias de exposi¢&o).

B1: Visdo geral defoliolos afetados;

B2 e B3: Foliolos totalmente alterados: epiderme com bordos enrolados e células
plasmolisadas (cp).

C: Lemna gibba, cultivada em solucéo de Hoagland, durante 6 dias de exposi¢cao
C1: Visdo geral dasuperficie adaxia de folha sadia;
C2 e C3: Epiderme com células turgidas sadias e estdbmatos integros (€).

D: Lemna gibba cultivadas em solugdo de Hoagland contendo 1,0 mg L™ de atrazine,
(3 dias de exposi¢ao).

D1: Superficie abaxia de folha, com bordos enrolados e ceraremovida (€);

D2: Superficie abaxia com cera removida (C), meristema apical da raiz danificado
com células plasmolisadas (m);

D3: Superficie adaxial com células desorganizadas, cera removida (c), estdbmatos
fechados (e) com células-guarda danificadas.
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4. DISCUSSAO

As macrdfitas aquéticas estudadas neste trabalho tiveram toda a superficie
abaxial da folha em contato constante com a solugéo. Este fato permitiu que a
atrazine tenha sido absorvida por dois mecanismos diferentes. absorcdo pelas raizes e
tranglocacdo do herbicida até as folhas e, absorcéo direta pelas folhas que ficaram em
contato direto com a solucéo (Rodrigues e Almeida, 2005).

O modo de agdo da atrazine consiste em bloquear o fluxo de elétrons do
fotossistema |1, impedindo a producdo de energia e do poder redutor, essenciais para
a etapa de fixacdo de carbono no processo da fotossintese (Brian, 1969; Health
Canada, 1993; De Prado et al., 1995; EPA, 2003b). A atrazine provoca fitotoxicidade
com manifestagdes de clorose e necrose, levando as plantas susceptiveis a morte. O
bloqueio da fotossintese, pode ser diagnosticado pelas cloroses e necroses das folhas,
auséncia de ganho de massa seca, seguida de morte das plantas. Estes sintomas foram
observados nas trés espécies de macrdfitas estudadas neste trabalho, quando estas
foram expostas as concentragdes acima de 1,0 mg L™ do herbicida. Em funco
destes fatos, deduz-se que A. caroliniana, S minima e L. gibba, provavelmente, ndo
possuem mecanismos eficientes para tolerar e minimizar os efeitos da atrazine nas
concentragdes estudadas, demonstrando baixa eficiéncia de remocéo do herbicida em
ambientes contaminados.

Lemna gibba foi capaz de remover atrazine, em pegquenas quantidades,
quando exposta a solucdo cuja concentragdo foi igual a 0,01 mg L™, mantendo
inalterado o ganho de massa fresca e seca pelas plantas e demonstrando baixo
potencial, para remover atrazine nestas condicoes. Este herbicida é usado em culturas
de monocotileddneas, como o milho, que apresentam mecanismos de tolerancia ao
herbicida, os quais envolvem a agéo de glutationas (De Prado et al., 1995; Prade et
al., 1998; Cedergreen et al., 2004; Marcacci et al., 2005). L. gibba, por ser uma
monocotileddnea, pode também possuir mecanismos de detoxificacdo semelhante,
com envolvimento de glutationas. Além disso, algumas espécies de Lemnéceas sao
consideradas tolerantes a herbicidas triazinicos (Fairchild et al., 1998). E comum a
presenca de mecanismos de toleréncia semelhantes dentre espécies evolutivamente

proximas. Marcacci et al. (2005) demonstraram o potencial de Chrysopogon
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zizanioides, na remediagdo de atrazine quando as plantas foram cultivadas em
solucdo hidropbnica. Esta espécie € filogeneticamente proxima ao sorgo, que é uma
cultura resistente a atrazine. C. zizanioides apresentou processos de detoxificacdo
envolvendo a atuacdo de glutationas, em folhas, semelhante as plantas de sorgo,
sendo, portanto, extremamente positiva para ser utilizada na descontaminacdo do
ambiente. Portanto, é possivel que espécies filogeneticamente proximas possuam 0s
mesmos mecanismos de resisténcia. Entretanto, em altas concentragcdes de atrazine
no meio, ao fina de 6 dias, L. gibba apresentou cloroses e as plantas morreram,
evidenciando aineficiéncia doe mecanismos de detoxificacao.

As trés macrdfitas estudadas removeram a mesma quantidade percentual de
atrazine da solucdo, quando considerada a concentracdo de 0,1 mg L™. No entanto,
A. caroliniana e L. gibba produziram menor quantidade de massa fresca que S
minima, nas mesmas condi ¢es experimentais. Como possuem a mesma eficiéncia de
remocdo do herbicida, é recomendavel que estas plantas sejam utilizadas como
biorremediadoras, visto que um menor ganho de biomassa diminuiria o volume de
residuo vegetal a ser tratado, posteriormente. Apesar da producdo abundante de
biomassa ser uma caracteristica desgjavel para fins de remediacdo (Cunningham e
Ow, 1996; Schnoor, 1997; Williams, 2002; Pilon-Smits e Pilon, 2002; Pilon-Smits,
2005), se a eficiéncia de remocdo é a mesma para as trés espécies, € aconselhavel a
utilizacdo dagquela que produz menor quantidade de biomassa. Dessa forma, o uso de
A. caroliniana e L. gibba seria indicado para remediacdo de ambientes com
concentragdes de 0,1 mg L™ de atrazine na 4gua, visto que produziram menor
quantidade de massa fresca. No entanto, A. caroliniana produziu menor quantidade
de massa seca sendo, portanto, 0 seu uso mais vantajoso do que o de L. gibba.

Quando expostas a solucdo de 1,0 mg L™ de atrazine, as trés espécies
aquéticas foram capazes de remover 0 mesmo percentual de atrazine da solucéo
(0,42%), entretanto, as plantas estavam mortas, ndo favorecendo o potencia de
nenhuma espécie para a finalidade de remediacéo.

Na concentracdo de 10,0 mg L™ de atrazine, A. caroliniana e L. gibba
apresentaram maior eficiéncia de remocdo do herbicida, em solugdo, do que S
minima. Sugere-se que este fato estgja relacionado aos processos de adsor¢do do

herbicida nos tecidos vegetais. Como néo foi utilizado nenhum meio para retirar a
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atrazine adsorvida nas folhas das plantas e, como estas espécies estavam mortas ao
final do experimento, a ata concentracdo de atrazine pode estar associada a maior
superficie de contato que as plantas tiveram com a solucdo, em virtude do tamanho
reduzido das plantas. Portanto, é importante verificar a capacidade destas macrdfitas
em adsorver atrazine, através de experimentos realizados com plantas mortas. Caso o
potencial de adsorcdo seja maior que o de absorcdo, a utilizacdo de matéria organica
morta para remocao de atrazine de ambiente agquéticos poluidos seria vantajosa, visto
que ndo existiria a necessidade de monitoramento do crescimento das plantas no
ambiente, evitando-se, portanto, a proliferacdo desordenada das espécies, no
ambiente.

Rice et al. (1997) demonstraram que a presenca de vegetacdo aguética
tolerante a herbicidas pode acelerar a remocéo e biotransformacéo de atrazine em
agua. Ceratophyllum demersun, Elodea canadensis e Lemna minor foram capazes de
remover 58,3, 36,8 e 15% de atrazine em agua, respectivamente, enquanto, as
macrofitas estudadas nesse trabalho: A, caroliniana, S minima e L. gibba removeram
6,5, 51 e 56 % da atrazine presente em solucdo. Além disso, a ocorréncia de
clorose, seguida de morte das plantas, poderia ser um indicativo de que as plantas
possuem mecanismos ineficientes de detoxificacdo de atrazine (Burken e Schnoor,
1996; Burken e Schnoor, 1997), associada a uma baixa eficiéncia para remediar
ambientes aquati cos contaminados pelo herbicida

Para solos contaminados com herbicidas, ja existem bons resultados de
plantas arbdreas com potencia fitorremediador. Estudos realizados por Burker e
Schnoor (1996; 1997) demonstraram que Populus deltoides nigra DN34 foi capaz de
absorver cerca de 90% da atrazine do meio, em 10 dias, sem apresentar sintomas
caracteristicos de toxicidade, tais como clorose. Singh et al. (2004) demonstraram
gue Pennisetum clandestinum é capaz de degradar 45% da atrazine presente no solo,
em 80 dias, sem apresentar sintomatol ogia caracteristicas de toxicidade por atrazine.
Esses dados sdo bastante satisfatorios, visto que a meia vida da atrazine no campo é
de 60 dias (Rodrigues e Almeida, 2005). As plantas resistentes, apresentaram
mecanismos de detoxificacdo do herbicida envolvendo a acdo de glutationas, via
atividade da enzima glutationa-S- transferase (De Prado et al., 1995; Prade et al.,

1998; Marcacci et al., 2005). Warwick (1991) sugere gque 0 mecanismo de resisténcia
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de vérias plantas a atrazine esteja, também, relacionado as modificacbes genéticas de
genes que codificam proteinas do fotossistemall.

O processo de degradacdo de atrazine no ambiente, também, esta fortemente
relacionado a presenca de microrganismos. A degradacdo de atrazine, em solos
vegetados, é maior do que em solos sem plantas, em virtude da relacdo harménica
existente entre plantas e microrganismos da rizosfera (Pires et al., 2003a; Pires et al.,
2003b; Singh et al., 2004). Este processo esta relacionado a liberacdo de exsudatos
pelas plantas que estimulam o crescimento microbiano e favorecem a rizodegradacéo
(Burken e Schnoor, 1996; Andersona et al., 2002; Pires et al., 2003a; Pires et al.,
2003b; Singh et al., 2004). Os microorganismos utilizam os herbicidas como fonte de
carbono e nitrogénio, metabolizando-os e mineralizando o poluente (Pires et al.,
2003a; Pires et al., 2003b; Singh et al., 2004). E possivel que essa relagiio se
mantenha nos sistemas aquaticos. Portanto, o uso de macrofitas, com sistema
radicular volumoso torna-se recomendavel, a fim de criar um ambiente propicio a
atividade microbiana. No entanto, este trabalho se preocupou em verificar o potencial
das plantas para serem utilizadas em futuros estudos de remediacdo, sendo as plantas
previamente desinfetadas, a fim de evitar a interferéncia e a proliferacdo dos
mi crorgani Smos Nos experimentos em curso.

A formacdo de metabdlitos de atrazine é considerada um processo de
detoxificacdo (Burken e Schnoor, 1997). Dessa forma, estudos de subprodutos do
herbicida nas macréfitas estudadas poderiam indicar a existéncia de algum
mecanismo de detoxificacdo de atrazine, pelas mesmas. No entanto, em virtude dos
sintomas de toxicidade apresentados, € provavel que as plantas, deste trabalho,
possuam mecanismos ineficientes de detoxificacéo ao herbicida

O potencia apresentado pelas espécies estudadas para remediacdo de
ambientes contaminados, com atas concentracbes de atrazine, provavelmente,
estejam relacionados aos processos de adsorcao do herbicida. Dessa forma, um fato
importante que devera ser considerado é a permanéncia das plantas, em local
contaminado, visto que o herbicida podera retornar ao ambiente.

E importante ressaltar que, a eficiéncia da remediaco de atrazine, em
solucdo, diminuiu com o aumento da concentracdo do poluente no meio,

demonstrando a eficiéncia do uso da técnica de fitorremediacdo para os ambientes
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com baixa a média contaminacdo (Cunningham e Ow, 1996; Garbisu e Alkorta,
2001; Williams, 2002; Tsao, 2003; Suresh e Ravishankar, 2004; Pilon-Smits, 2005).



5. CONCLUSAO

A atrazine, inibidora do processo de fotossintese, comprometeu o ganho de
massa fresca e seca das macrdfitas aguéticas, flutuantes, estudadas neste trabalho,
causando, inclusive a morte das plantas. A ocorréncia de cloroses e necroses
demonstraram a sensibilidade das espécies ao herbicida.

Das trés espécies estudadas, L. gibba foi a que apresentou maior potencia de
remocao de atrazine, da solucéo, quando exposta a baixas concentragdes. No entanto,
em altas concentraces de atrazine, A. caroliniana apresentou 0 mesmo potencial que
L. gibba.

As trés espécies estudadas, apesar de apresentarem grande potencial
fitorremediador para poluentes inorganicos, nao foram potencialmente eficientes na

remocao de atrazine, nas condic¢des estudadas.
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CONCLUSAO GERAL

Dentre as trés macrdfitas aquéticas testadas, neste estudo, L. gibba
demonstrou 0 maior potencial para remocdo de arsénio da solucdo. Apesar de
apresentar sintomas de toxicidade ao metal 6ide esta planta pode ser considerada uma
hiperacumuladora de As. O potencia fitorremediador desta espécie pode ser
otimizado em ambientes com baixas concentracfes de fosfato ou, através de técnicas
de melhoramento genético.

Lemna gibba, também, apresentou maior potencial do que as demais espécies
para remediacdo de atrazine, quando exposta a baixas concentragcdes do herbicida.
No entanto, as trés macroéfitas demonstraram sensibilidade ao herbicida, quando
expostas a elevadas concentragOes. Nestas condi¢bes, quando as plantas estavam
mortas, A. caroliniana demonstrou potencial igual ao de L. gibba para remocéo de
atrazine, provavelmente, devido a processos de adsorcao.

A eficiéncia de remocdo dos poluentes estudados (arsénio e atrazine),
diminuiu quando as plantas foram expostas a altas concentragdes dos mesmos,
demonstrando a limitacdo do uso destas espécies para a fitorremediacdo de

ambientes aquéti cos atamente impactados.
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