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Resumo Geral

A regido de ocorréncia de Regnellidium diphyllum Lindman, (Pteridophyta,
Marsileaceae) no Estado do Rio Grande do Sul, é uma das mais impactadas, devido a
grande concentragdo de inddstrias e de areas de cultivos agricolas. Conseqlientemente, este
panorama gera, uma intensa produgdo de residuos que apresentam grande carga de
contaminantes, como 0s metais pesados Cromo e Niquel, que sdo lancados
inadequadamente nos ecossistemas, podendo-se encontrar concentragdes desses metais
pesados, acima dos limites estipulados pelas normas ambientais. Diante disso, realizou-se a
analise da acdo de Cromo hexavalente (V1) e Niquel, na germinagdo dos megasporos e no
desenvolvimento inicial de esporéfitos de R. diphyllum in vitro, espécie ameacada de
extingdo, ocorrente em ambientes Umidos em algumas regifes do Estado. Os resultados
obtidos na presenca de Ni e Cr isoladamente nas solugGes, indicam uma significativa
reducéio na taxa de germinacdo a partir da concentracéo 0,5 mg I'* para ambos os metais,
em relacdo ao controle. Na presenca dos dois metais no mesmo meio de cultura, houve
diferencas significativas na germinagdo dos megasporos em relagéo ao controle a partir da
concentragdo 10 mg I de Ni e Cr. Os resultados obtidos no desenvolvimento esporofitico,
indicam que a espécie apresenta sintomas visiveis de toxicidade, como clorose, diminui¢éo
do crescimento e necrose das estruturas esporofiticas, quando cultivadas em solugdes
nutritivas contendo concentragdes superiores a 3,2 mg I'* de Cr ou Ni. Portanto, os limites
de toleréncia de R. diphyllum, quanto ao desenvolvimento e estabelecimento na presenca
dos contaminantes Cr e Ni, sdo relativamente baixos em relacdo & presenga desses

elementos nos ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: metais pesados, pteridéfitas heterosporadas, conservagao e ecofisiologia.
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Introducéo e Contextualizagédo da Proposta de Trabalho

As pteridéfitas constituem um grupo relativamente importante, desde os abundantes
registros fésseis do Periodo Carbonifero até o presente, onde elas sdo o maior e 0 mais
diversificado grupo de plantas, depois das plantas com flores (Raven et al. 2001). Estima-
se que no mundo ocorram cerca de 9.000 a 12.000 espécies (Tryon & Tryon 1982,
Windisch, 1992), sendo que h4 estimativas que apontam para um total de 15.000 espécies
(Roos, 1995). As Américas concentram aproximadamente 3.250 espécies, destas, 3.000 séo
encontradas nos Trdpicos. Segundo Windisch (1996), aproximadamente 1.150 espécies
podem ser encontradas no territorio brasileiro (principalmente nas regides Sul e Sudeste),
que abrigam um dos centros de endemismo e especiacao de pteriddfitas do continente.

O estabelecimento das pteridofitas pode ocorrer desde os mais variados ambientes,
nas mais distintas regides da Terra, dos Tropicos até proximo aos circulos polares (Page
1979). No Brasil, segundo Windisch (1992), as pteridéfitas podem ser encontradas desde o
nivel do mar até quase o limite da vegetacdo altimontana nas regiGes tropicais, englobando
situacBes subdeserticas como nas caatingas, ambientes salobros como nos manguezais,
florestas pluviais tropicais como na planicie amazobnica, ou pluviais de encosta como nas
Serras do Baturité (Estado do Ceard), da Mantiqueira e do Mar (Sudeste e Sul do Brasil).

Para vegetar em tdo vasta gama de regibes e sua multitude de ambientes, as
pteridofitas apresentam correspondente gama de adaptagdes, incluindo plantas terrestres,
epifitas, rupicolas, hemiepifitas, trepadeiras e aquéticas (Windisch 1992). Poucos géneros
de pteriddfitas apresentam adaptagdo a vida na dgua ou proximo a ela, no qual se destacam
Salvinia, Azolla, Marsilea, Pilularia, Ceratopteris e Regnellidium (Tryon & Tryon 1982).
A alteracéo de habitat no mundo tornou cerca de 1700 espécies de pteridéfitas ameagadas
de extingdo e demais espécies consideradas extintas (Jermy 1990). A questdo da
conservacdo de pteridéfitas no Brasil é discutida por Windisch (2002).

Um grande nimero de pteridofitas apresenta importancia econdmica, como
Rumohra adiantiformis (G. Forst.) Ching, Alsophila setosa Kaulf., Dicksonia sellowiana
(C. Presl) Hook., e espécies dos géneros Adiantum, Asplenium, Blechnum e Marsilea,
usadas na decoracdo de ambientes e projetos de ajardinamento. J&, algumas espécies dos
géneros Lycopodium, Adiantum, Equisetum e Adiantopsis sdo utilizados com fins
medicinais. No setor da biotecnologia ambiental, muitas espécies se mostraram tolerantes e

acumuladoras de metais pesados, capazes de remové-los do ambiente em que s&o
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encontrados, como Pteris vitata L., tolerante e hiperacumuladora de arsénio (Tu & Ma
2002, Bondada & Ma 2003, Cai et al. 2004), Salvinia minima Bak., tolerante a
concentragdes de cobre, (Al-Hamdani & Blair 2004) e a associa¢do simbidtica Azolla-
Anabaena que é utilizada como adubagdo verde em culturas de arroz, por apresentar uma
consideravel capacidade de fixacdo de nitrogénio (Kondo et al. 1989). Testes de
fitotoxicidade utilizando Azolla pinnata R. Br., comprovaram eficiéncia do vegetal como
biofiltro contra uma série de metais pesados (Lales et al.1993, Querubin et al. 1993, Gaur
et al. 1994, Forni et al. 2001,Cohen-Shoel et al. 2002).

Muitas plantas ocupantes de ambientes aquéaticos, pantanosos e Umidos encontram-
se nas listas de espécies ameacadas de extin¢do (Sota 1977). No Rio Grande do Sul,
Regnellidium diphyllum Lindman consta na lista de espécies ameagadas de extin¢do (Rio
Grande do Sul 2003), como vulneravel e Pilularia americana A. Br., como provavelmente
extinta, ambas pertencentes a familia Marsileaceae.

As samambaias aquéticas constituem duas ordens heterosporadas, Masileales e
Salviniales (Tryon & Tryon 1982), que sdo estruturalmente muito diferentes uma da outra
e que quase certamente derivaram de diferentes ancestrais terrestres. A primeira composta
pela familia Marsileaceae, apresenta cerca de 80 espécies, constituida pelos géneros
Marsilea, Pilularia e o género monotipico Regnellidium (Johnson 1955). Membros desta
familia atrairam a atencdo devido aos seus diferentes atributos, incluindo movimentos
foliares noturnos (Darwin 1880) e heterofilia (Hildebrand 1870), j& Labouriau (1952 a)
aponta a latescéncia de Regnellidium diphyllum como mais uma evidéncia da posigdo
filogenética isolada na familia, enquanto que White (1961) destaca a presenca dos
elementos de vaso no xilema, além de traqueideos tipicos das pteridofitas.

Higinbotham (1941) afirma que Regnellidium é relacionado com Marsilea e
Pilularia devido ao desenvolvimento gametofitico e embrioldgico. No entanto, conclui que
devido as caracteristicas apresentadas ocupa uma posi¢do intermediaria entre os dois
géneros.

R. diphyllum apresenta distribuicdo restrita, sendo considerada endémica no sul do
Brasil, com ocorréncia em Santa Catarina (Sombrio) (Sehnem 1979) e Rio Grande do Sul,
nas areas mais baixas, proximas a Lagoa dos Patos (Schultz 1949, Laboriau 1952 b,
Vianna 1973 e 1974, Sehnem 1979). Também ha registros para o Uruguai (Paz &
Bassagoda 2002) e Argentina (Corrientes) (Sota & Mitchell 1970). Lupia et al. (2000)
encontraram um esporocarpo fossil na América do norte e apds estudo comparativo com 0s
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esporocarpos de Regnellidium, Marsilea e Pilularia, concluiram que, possivelmente,
existiu outra espécie do género Regnellidium no periodo do Cretaceo.

R. diphyllum, na fase esporofitica adulta (Fig. 1), apresenta folhas bilobadas com
ldminas flabeladas (Fig. 2 e 3A), constituidas por um sistema dicotdmico de venacéo
fechada (Warmbrodt & Evert 1978), caule rizomatoso preso & superficie do solo e
numerosas raizes adventicias. De acordo com observagfes em campo, em locais alagados,
as l&minas das folhas podem ser encontradas sobre a agua ou flutuando com seus peciolos
curvados, mas a espécie também pode ocorrer como terricola em locais Umidos ou
periodicamente alagaveis.

Existe um nimero consideravel de espécies de pteridéfitas heterosporadas, sendo
que as pertencentes as familias Marsileaceae e Salviniaceae constituem as principais
representantes adaptadas a vida na agua, podendo ser totalmente aquéticas ou semi-
aquaticas, sendo que as Ultimas também sdo denominadas de anfibias. Os representantes
das familias Selaginellaceae e lIsoetaceae também apresentam heterosporia. As demais
espécies de pteriddfitas apresentam homosporia caracterizada pela produgdo de um Unico
tipo de esporo, que dard origem a um gametofito bissexuado, sendo que as espécies
heterosporadas produzem micrdsporos e megasporos que originardo gametofitos
masculinos (microsporangios) (Fig.3C) e femininos (megasporangios) (Fig. 3D),
respectivamente. Os esporos de pteridofitas heterosporadas diferem dos de pteridofitas
homosporadas principalmente nos aspectos funcionais, pois sdo melhor dispersos em meio
aquatico do que aéreo, e 0s gametofitos sdo endosporicos (incluidos no interior da parede
rompida dos esporos) (Higinbotham 1941, Tryon & Tryon 1982, Gifford & Foster 1996).

Schneider & Pryer (2002), relatam que a familia Marsileaceae apresenta esporos
altamente especializados e com caracteristicas Unicas que esclarecem as modificagdes
morfoldgicas das estruturas envolvidas na biologia reprodutiva, necessérias a transi¢cdo do
ambiente terrestre para o ambiente aquético.

Schultz (1949) observou que os esporocarpos de R. diphyllum em seu habitat
natural, quando maduros, desprendem-se dos peciolos nos meses de setembro a novembro,
e ficam flutuando na superficie da &gua ou sobre o solo, perdendo paulatinamente o
revestimento piloso. Também constatou que, cada esporofito pode produzir dezenas de
esporocarpos e cada esporocarpo dé origem entre 260 a 630 megésporos e 22.400 a 50.200
micrdsporos.

Durante as observagdes realizadas nas diferentes coletas de esporocarpos de R.
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diphyllum (Fig. 3B),nas populactes das cidades de Guaiba (Fig. 1) e Triunfo, para o banco
de germoplasma da Universidade do Vale do Rio dos Sinos - UNISINOS, verificou-se que
0 periodo de amadurecimento e posterior desprendimento dos esporocarpos, teve inicio em
dezembro estendendo-se até marco, diferente da época de amadurecimento citado por
Schultz (1949).

Os esporos de R. diphyllum sdo formados no interior de esporocarpos, que
apresentam grande resisténcia e longevidade, permanecendo viaveis ap6s 130 anos de
armazenagem seca (Bharwaja, 1978).

O rompimento dos esporocarpos, com posterior liberagdo dos megasporos e
micrdsporos, ocorre normalmente em &reas Umidas, onde a liberagdo dos mesmos se da em
uma matriz mucilaginosa. As filicineas heterosporadas desenvolvem a fase gametofitica
com grande rapidez e os gametdfitos sdo muito reduzidos (Kramer 1990). Estes
gametofitos tornam-se maduros num periodo de aproximadamente 24 horas sob
temperatura de 20-24°C (Higinbotham 1941).

A germinacdo e o desenvolvimento sdo eventos subseqlientes a maturacdo e
liberacdo dos esporos pelos esporocarpos. Estes processos podem ser estimulados ou
inibidos por varios fatores, que segundo Larcher (2000), sdo: a 4gua, a temperatura, a luz e
0S nutrientes, que constituem os componentes fundamentais para o metabolismo dos
vegetais. De acordo com Miller (1968), nas pteriddfitas, a agua, a luminosidade e a
temperatura sdo consideradas essenciais ao desencadeamento do processo da germinagéo,
uma vez que 0s proprios esporos contém os nutrientes necessarios para que este processo
ocorra, sendo que o desenvolvimento do esporofito depende da disponibilidade de
nutrientes do meio.

A germinacdo dos megésporos vidveis de Regnellidium, Marsilea e Pilularia é
acompanhada pelo desenvolvimento de um conjunto células de verdes almofadadas
portando rizéides e abrigando o arqueg6nio. Em R. diphyllum foi constatada a formacéo de
esporofitos, mesmo na auséncia de micrésporos, relatando a ocorréncia de partenogénese
(Mahlberg & Baldwin 1975). A partenogénese ou apogamia é caracterizada pela formagéo
e desenvolvimento de um embrido sem que ocorra a fecundagdo do arquegbnio do
megagametdfito, caracterizando assim uma reproducéo assexuada (Fig. 3 D-E).

Até o presente momento alguns estudos foram realizados sobre o desenvolvimento
de R. diphyllum, ao nivel nacional, iniciando com os trabalhos pioneiros de Schultz (1949)
jé citado anteriormente. Laboriau (1952 a, 1952 b) apresentou em seu estudo indicando a
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producgdo de latex por R. diphyllum como sendo uma das evidéncias para a posicao
filogenética isolada da espécie, na familia Marsileaceae.

Vianna (1973) fez observacOes sobre a morfologia e a disposi¢do das primeiras
folhas de R. diphyllum, apresentando dados referentes a correlacdo numérica entre folha e
raiz; correlacdo de velocidade de crescimento entre folha e raiz; vernagdo circinada; a
pelicula, os pélos epidérmicos e as brotagdes laterais do caule. A mesma autora em (1974),
observou que o desenvolvimento embrionario de R. diphyllum em meios de cultura com
baixas concentragOes de sais minerais, foi favorecido, sendo o principal fator inibidor ao
desenvolvimento a elevada concentragcdo de sais das solugdes nutritivas de Knop e de
Meyer.

Cardoso (2002) constatou que 0S esporocarpos apresentam uma resisténcia muito
grande quanto ao congelamento e ao aquecimento até 100°C, ndo afetando a
germinabilidade dos megasporos contidos nesta estrutura. A autora também apresentou
dados referentes a exposicdo de megasporos que revelaram tolerancia em meios contendo
concentracBes de 1g a 5g I de NaCl. J&, em meios com concentrages superiores a 10 g I
de NaCl, ocorreu o bloqueio da germinacdo ap6s serem transferidos para uma solucdo
nutritiva sem NaCl.

Estudos sobre o desenvolvimento inicial de R. diphyllum sob a acdo de
contaminantes ambientais, foram realizados por Cassanego (2004) que apresentou dados
referentes a agdo dos herbicidas 2,4 — D e glifosato sobre a espécie R. diphyllum. A espécie
R. diphyllum foi afetada significativamente na germinacdo dos megasporos, formacdo dos
esporofitos e no comprimento da raiz e das folhas, quando cultivada em solugdo nutritiva,
contendo concentragdes de 9,6 e 19,2 mg IT dos herbicidas. Desta forma, o uso
indiscriminado destes herbicidas poderd interferir negativamente no estabelecimento de
populagdes de R. diphyllum em habitats sujeitos a contaminagao por estes contaminantes.

Wunder (2005) dando sequéncia aos estudos dos contaminantes ambientais que
agem sobre o estabelecimento de R. diphyllum, constatou que a espécie apresenta uma
certa tolerancia & presenca de Cadmio em concentragdes superiores (0,78 mg I'') aos
encontrados normalmente em ecossistemas aquaticos caracterizados como ndo poluidos
(0,01 mg I""). No mesmo estudo, verificou que a presenca de sulfato de cobre em
concentracBes a partir de 12,5 mg I”, interfere negativamente no estabelecimento da
espécie. Portanto, a autora faz um alerta quanto ao uso constante de produtos como
herbicidas, fungicidas, algicidas e fertilizantes, que apresentam altas concentragfes de
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cobre em suas formulagdes, representando assim, uma ameaca ao estabelecimento da
espécie em &reas sujeitas & eventual contaminacdo por residuos toxicos provenientes
principalmente de atividades agricolas.

No Rio Grande do Sul, R. diphyllum pode ser encontrado em &reas Umidas, que
sofrem alteracOes antropicas, como atividades agrosilvopastoris e industriais. As alteracfes
do habitat natural de espécies aquéticas tém se agravado (Sota 1977). Smith (1993) cita
que dentre os diversos contaminantes que geralmente ocorrem em ambientes aquaticos, 0s
metais pesados tém recebido atencdo especial por se tratarem de contaminantes
conservativos, ndo sendo biodegradados ou biotransformados, podendo permanecer como
contaminantes persistentes dentro de ecossistemas e cadeias alimentares especificas.

O uso intensificado de metais pesados aumentou a poluigdo, causando de forma
indiscriminada efeitos prejudiciais aos padrdes naturais dos ciclos biogeoquimicos. Cooney
(1995) cita que além da acdo direta sobre a biota, os contaminantes derivados de atividades
antropicas afetam o uso dos ecossistemas aquéaticos em outros niveis (econdmico,
recreacional e agricola, por exemplo), além dos riscos de contaminagdo de aguas servidas
as populacdes, tanto para consumo direto, quanto pelo consumo de alimentos
contaminados.

A descarga de metais pesados em ambientes aquéticos pode levar a indmeras
respostas fisicas, quimicas e bioldgicas, que segundo Moore & Rammamorthy (1984)
podem ser classificadas em duas categorias principais: (1) os efeitos do ambiente no metal
e (2) os efeitos dos metais no ambiente. A primeira categoria enfatiza que as condi¢des nas
aguas receptoras podem conduzir a uma mudanga na especiacdo e na toxicidade dos
metais. Tais condi¢Bes incluem diferentes contribui¢des de matérias de origem geoquimica
e antropogénica, qualidade de efluentes industriais e concentracdo de queladores e sélidos
em suspensdo. J4, na segunda categoria, as respostas bioldgicas sdo também
freqlientemente diversas. Dependendo das condi¢es ambientais pode haver mudangas na
densidade, diversidade, estrutura da comunidade e composicédo das espécies da populagéo.

Contudo, a complexidade da exposi¢do dos organismos a contaminagdo por metais-
traco ndo se restringe apenas aos elementos metélicos e a concentracdo da exposigao, mas
também & forma e ao tempo de exposicéo. Dois tipos de efeitos podem ser observados com
a exposicdo de organismos aquéticos a metais: efeitos agudos, gerados por uma exposi¢do
curta a concentragdes altas e letais de uma determinada substéncia toxica; efeitos cronicos,
causados por uma exposicdo de longa duragdo geralmente em concentragbes baixas
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(subletais) desta substancia (Rand et al. 1995).

Os despejos de residuos industriais sdo as principais fontes de contaminagdo das
aguas dos rios com metais pesados. O cromo € um componente bastante usado em
indUstrias coureiro-calcadistas, como curtumes, especificamente nos processos de
curtimento e recurtimento de couros, e também na inddstria metaldrgica. O niquel, por sua
vez, é comumente usado na producgdo do aco e ligas metélicas, como também ¢é aplicado
em tintas, cosméticos e na producao de pecas de maquinas e componentes elétricos.

Na regido das bacias hidrograficas do Rio dos Sinos, Cai, Taquari e Gravatai, 0
setor coureiro-calcadista € o maior responsavel pela carga bruta de cromo, devido ao
grande nimero de empresas existentes e a alta vazdo dos efluentes, correspondendo a 76%
da carga bruta gerada na regido. As cargas de cromo langadas nos mananciais hidricos sdo
originadas principalmente nas industrias do couro (46%) e metallrgica (34%). As
indUstrias mecéanicas e metallrgicas sdo as principais responsaveis pela geracdo da carga
bruta de niquel, totalizando aproximadamente 90% desta carga, sendo que 80% é originada
da industria metalurgica (FEPAM 2001).

Vérios estudos j& foram feitos para diagnosticar a qualidade dos mananciais de 4gua
no Estado do Rio Grande do Sul, onde os resultados ndo foram nada favoraveis do ponto
de vista da preservacdo ambiental.

De acordo com Robaina, Formoso & Pires (2002), o estudo realizado no Vale do
Rio dos Sinos, abrangendo principalmente os municipios de Campo Bom, Novo Hamburgo
e S30 Leopoldo, sobre metais pesados em uma das éareas mais industrializadas e
urbanizadas do Rio Grande do Sul, mostrou que a contaminagdo por cromo apresenta
condicBes de risco ambiental moderado até muito alto em quase todas as drenagens
afluentes do Rio dos Sinos. A contaminacdo por niquel por sua vez, apresentou risco
moderado a partir do curso médio do Arroio Luiz Rau, revelando que os processos de
industrializacéo e urbanizagdo estéo diretamente associados com a alta concentragéo desses
metais.

Naime e Fagundes (2005) revelam que a presenca do metal pesado cromo, nas
aguas do arroio Portdo apresenta concentracdes que merecem destaque, indicando desta
maneira, que a remocdo de cromo efetuada nos curtumes, ndo vem apresentando bons
resultados. Contudo, verifica-se que o tratamento dos residuos antes de serem lan¢ados nos
corpos hidricos, provavelmente ndo esta de acordo com os pardmetros de metais pesados
previstos nas normas ambientais, pois a atual Resolugdo CONAMA n° 357/05 que revoga a

18



Resolugdo CONAMA n° 020/86 as &guas doces da Classe Especial, Classe 1 e Classe 2,
destinadas a preservacdo e protecdo das comunidades aquéticas, prevé como limite
maximo 0,05 mg I de cromo total, e para Ni, 0,025 mg I'* 0 que na prética ndo vem
acontecendo, podendo ser encontrados até 4,0 mg I de cromo em alguns corpos hidricos
do Estado.

A fitotoxicidade induzida pelo cromo, segundo Panda & Choudhury (2005), gera
um estresse oxidativo, que envolve peroxidagdo de lipideos em plantas, o que causa danos
severos as membranas celulares, degradagdo de pigmentos fotossintéticos, levando a
diminuicdo do crescimento da planta, como também, de acordo com Poschenrieder et al.
(1991), resulta na inibigdo da germinacdo de sementes e degradagdo de pigmentos. Em
relacdo ao Ni, os sintomas de toxidez ndo estdo bem definidos para os estadios iniciais de
toxicidade, porém nos estadios moderados e agudos, a toxidez produz clorose, geralmente
semelhante aos sintomas de deficiéncia de ferro (Berton et al. 2006). Além desses fatores
limitantes para o estabelecimento da espécie, h4 o suprimento inadequado de nutrientes
minerais, ou o estado tréfico do ecossistema (Espindola et al. 2003). Portanto, esta
associagédo de fatores limitantes pode ter impactos negativos sobre o estabelecimento das
espécies mais sensiveis.

Como R. diphyllum, é uma das espécies sensiveis e possivelmente vulneraveis
devido as mudangas dos ambientes naturais geradas pela acdo antrdpica, objetivou-se para
este estudo, analisar a reproducdo a partir megésporos e o estabelecimento da fase
esporofitica de R. diphyllum, verificando a taxa de germinacdo de megasporos e o
desenvolvimento inicial de espor6fitos em culturas in vitro sob influéncia dos metais
pesados cromo (forma hexavalente) e niquel em diferentes concentracoes.

Com o intuito de gerar informagdes pertinentes & conservacdo e ao manejo da
espécie em estudo, os resultados obtidos sdo apresentados na forma de um artigo, sob o
seguinte titulo: “Germinacdo de megésporos e desenvolvimento esporofitico inicial de
Regnellidium diphyllum Lindman (Pteridophyta, Marsileaeceae) in vitro na presenca de

Cromo e Niquel”, apresentado segundo as normas do periddico “Acta Botanica Brasilica”.
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Fig. 1. Area Gmida, Fazenda Sdo Maximiliano — Guaiba, RS., com populagéo

de Regnellidium diphyllum Lindman.
1 #3 & € 75 ;

Fig. 2. Planta adulta em seu ambiente natural com destaque as folhas flabeladas.
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0,5 mm

1,0 mm

Fig. 3 — A - Esporofito apresentando esporocarpos; B —

esporocarpos maduros; C — microsporangios contendo

microsporos; D — megasporo; E — esporofito formado

in vitro por apogamia a partir do megasporo.
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Trabalho a ser submetido a publicagdo na Acta Botanica Brasilica”
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RESUMO - (Germinagdo de megasporos e desenvolvimento esporofitico inicial de
Regnellidium diphyllum Lindman (Pteridophyta, Marsileaceae) in vitro, na presenca
de Cromo e Niquel). A germinacdo de R. diphyllum foi analisada em meio liquido
contendo 0,05 mg I até 125 mg I de Cromo (na forma hexavalente) e Niquel. O
desenvolvimento das estruturas primarias de esporofitos formados por apogamia foi
analisado em meios contendo de 0,025 a 4,8 mg I de Cr e Ni (separados ou juntos no
mesmo meio de cultura). Os experimentos foram conduzidos em camara de
germinacgdo/crescimento a 24+ 1°C, sob densidade de fluxo de fétons 77 pmol m?ste
fotoperiodo de 12 horas, durante trés e quatro semanas, respectivamente. As taxas médias
de germinacio decresceram isoladamente a partir da concentracdo 0,5 mg I"* de Ni e Cr
isoladamente. Na presenca de Cr e Ni em proporgdes iguais, na mesma solugdo, houve
diferencas significativas na germinacdo dos megasporos a partir da concentracdo de 10 mg
I de Cr e Ni. No desenvolvimento esporofitico, a presenca de Ni a partir da concentracéo
4,8 mg I, influenciou significativamente o desenvolvimento da raiz priméria e secundéria
e o desenvolvimento da folha priméria e secundéria. Na presencga de Cr, em concentragdes
a partir de 3,2 mg I, diferencas similares foram observadas no desenvolvimento
esporofitico. O desenvolvimento esporofitico na presenca dos dois metais em proporgdes
iguais apresentou diferencas significativas a partir da concentragdo 3,2 mg I

Considerando a polui¢do por Cr e Ni em algumas &areas de ocorréncia natural de R.

! Programa de P6s-Graduagao em Biologia, Universidade do Vale do Rio dos Sinos — UNISINOS, Av.
Unisinos 950, CEP 93022-000, Séo Leopoldo, RS, Brasil.
2 Autor para correspondéncia: angelicakieling@brturbo.com.br
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diphyllum, estes dados indicam que as baixas taxas de reproducéo e desaparecimento das

espécies em perigo de extingdo podem ser esperadas nestas areas afetadas.

Palavras-chave: poluicdo, germinagdo, reproducéo, metais pesados, conservagéo.

ABSTRACT — (Megaspore germination and initial sporophytic development in vitro

of Regnellidium diphyllum Lindman (Pteridophyta, Marsileaceae) in the presence of
Chromium and Nickel. The germination of R. diphyllum in liquid growth media with
0.05 mg I and up to 125 mg I'* of Chromium (hexavalent form) and Nickel was analysed.
The development of the first structures of apomytically formed sporophytes were analyzed
using concentrations from 0.025 mg I to 4.8 mg I™* of Cr and Ni (individually or mixed in
equal amounts). The experiments germination/growth chamber at 24+ 1°C, with average
photon flux density of 77 pmol m?s ™ and 12 hours photoperiod was used, during three
(germination) and four (development) weeks. Germination rates decresed in media with
concentrations of 0.5 mg I"* and higher of Ni as well as Cr. In the presence of equal
amounts of Ni and Cr combined in the same culture media significant differences in the
germination rates were observed at concentrations of 10 mg I'* and higher of Cr and Ni. In
the sporophytic development, the presence of Ni in concentrations of 4.8 mg 1™ and higher,
significantly influenced the growth of the primary and secondary roots as well as the
development of primary and secondary leaves. In the presence of Cr at concentrations of
3.2 mg I and higher similar differences were observed in the sporofitic development. The
sporofitic development in the presence of both Ni and Cr in equal proportions presented
significant differences at concentrations of 3.2 mg 1™ and higher. Considering the pollution
by Cr and Ni in some parts of the R. diphyllum natural distribution range, these data
indicate that low reproduction rates and disappearance of this endangered species can be

expected in the affected areas.

Key words: pollution, germination, reproduction, heavy metals, conservation.
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Introducéo

O namero de substancias empregadas pelo homem, esta perto de 70.000 e cresce a
razdo de 1000 por ano (Branco 1991). Os metais pesados, como mercurio (Hg), chumbo
(Pb), c&dmio (Cd), prata (Ag), cromo (Cr), niquel (Ni) e estanho (Sn), entretanto, ndo tém
funcéo bioldgica conhecida e podem ser encontrados em quantidades toxicas a uma grande
variedade de organismos.

A toxidez dos metais pesados reside principalmente na sua capacidade de interferir
em processos enzimaticos, e na sua pouca mobilidade no organismo. Isso faz com que os
metais pesados se acumulem, provocando profundas modificagbes no metabolismo,
podendo até mesmo ocasionar a morte do organismo afetado (Esteves, 1988).

Elementos-traco sdo os elementos quimicos que ocorrem na natureza de um modo
geral em pequenas concentragdes, da ordem de partes por bilhdo (ppb) ou partes por
milhdo (ppm). As principais fontes de elementos-traco para o ambiente aquatico
continental sdo o intemperismo de rochas e a eroséo de solos ricos nestes materiais. Mais
recentemente outras fontes de elementos-trago tém assumido grande importancia, como
atividades industriais, através de efluentes sélidos lancados diretamente na atmosfera e
liquidos que s&o lancados em pequenos cdrregos ou diretamente em rios e lagos; efluentes
domeésticos e aguas superficiais provenientes de areas cultivadas com adubos quimicos e
principalmente daquelas em que sdo utilizados defensivos agricolas (Esteves 1988).

Com o aumento da industrializacdo e da demanda crescente de recursos minerais
cada vez mais diversificados, varias substincias toxicas tém sido concentradas em
determinadas regifes do planeta, provocando em alguns casos, sérios problemas
ambientais.

Dentre os contaminantes que geralmente ocorrem em ambientes aquéticos, 0s
metais-pesados tém recebido atencdo especial por se tratarem de contaminantes
conservativos, ndo sendo biodegradados ou biotransformados, permanecendo como
contaminantes persistentes dentro de ecossistemas e cadeias alimentares especificas (Smith
1993). Frente & expanséo do aporte de metais, sua presenca nos ecossistemas aquaticos tem
despertado interesse sob varios aspectos, incluindo a avaliagdo do destino e os efeitos
desses contaminantes, sua distribuicdo nas cadeias alimentares e sua ciclagem

biogeoquimica (Reinfelder et al. 1998).
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Estima-se que, em todo mundo, anualmente sdo adicionadas aos solos em torno de
106 mil a 544 mil toneladas de Ni e 480 mil a 1300 mil toneladas de Cr, originadas de
atividades metaldrgicas, da combustdo de combustiveis fosseis e da adi¢do de lodo de
esgoto e de compostos industriais (Nriagu & Pacyna 1988).

Os valores médios de concentragdes de metais pesados, no &mbito mundial, s&o
bastante heterogéneos. Entre os metais pesados Cd, Pb, Ni e Cr tém sido normalmente
associados a poluicdo e ao risco ecoldgico (Ross 1994). Para o Brasil, as concentragdes de
Cr e Ni naturalmente encontradas em algumas classes de solos por Fadigas et al. (2002),
variam respectivamente de 9,6 a 75 mg kg* e 2,7 a 29,9 mg kg*. De acordo com a
legislacdo brasileira, as concentracdes de cromo e niquel nas diferentes classes de agua
variam de 0,05 mgl*allmgl*e 74 ug " a 2,0 mg I'%, respectivamente.

No Estado do Rio Grande do Sul a gestdo adequada dos recursos hidricos esta se
tornando uma necessidade em fungdo do aumento da populacdo e consequentemente do
setor industrial, principal responséavel pela deposicéo de residuos solidos com a presenca
de contaminantes ambientais.

Naime & Fagundes (2005) constataram a ineficiéncia dos processos de tratamentos
dos residuos contaminados com metais pesados, oriundos da inddstria coureiro-calgadista,
antes da deposicéo nos corpos hidricos, pois em alguns pontos do arroio Portéo, situado na
Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos, foram verificadas concentragdes superiores a 3 mg I'*
e Cromo total. Dados similares foram verificados nos sedimentos de corrente no Vale do
rio dos Sinos, onde os arroios Luiz Rau, Pampa e Gauchinho apresentaram condic¢des de
risco moderado a extremo, para 0 metal pesado Cromo, provavelmente devido a grande
atividade de industrias de curtimento e risco moderado para Niquel, no arroio Luiz Rau
(Robaina et al 2002). Soares et al (2004), indicaram em seu trabalho que o arroio Salso,
situado na cidade de Porto Alegre, apresenta considerével a alta contaminacdo por Niquel,
principalmente nas regides de lancamento direto dos efluentes domésticos.

Na natureza o cromo pode ser encontrado sob a forma trivalente e hexavalente. A
forma hexavalente de cromo € dez vezes mais toxica que a trivalente, tendo efeito de
toxicidade cronica. Estudos comparativos entre os efeitos de cromo trivalente (111) e
hexavalente (V1) tém demonstrado que o cromo (VI) é um forte oxidante: embora ndo
cause danos diretos no tecido, € considerado um agente mutagénico, carcinogénico e
teratogénico (Mitteregger-Junior et al. 2006).

A fitotoxicidade de Cu, Cr, Cd, Ni, Mn, Zn e Pb misturados em varias
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concentracdes foram analisados por Montvydiene & Marciulioniene (2004) em Lepidium
sativum (Brassicaceae) e a macrofita aquética Spirodela polyrrhiza (Lemnaceae).

A fitotoxicidade induzida pelo cromo, segundo Panda & Choudhury (2005), gera
um estresse oxidativo, que envolve peroxidagdo de lipideos em plantas, o que causa danos
severos as membranas celulares, degradagdo de pigmentos fotossintéticos, levando a
diminuicdo do crescimento da planta. A contaminagdo por cromo de acordo com
Poschenrieder et al. (1991), pode resultar em inibicdo da germinagdo de sementes e
degradacdo de pigmentos. Em relacdo & contaminagdo por Ni, verificou-se a agdo no
fotossistema, causando distdrbios no ciclo de Calvin e inibi¢do do transporte elétrico por
causa das quantidades excessivas de ATP e NADPH acumuladas pela deficiéncia das
reacOes de escuro. Berton et al (2006) indicou que os sintomas de toxidez ndo estdo bem
definidos para os estéadios iniciais de toxicidade, porém nos estddios moderados e agudos, a
toxidez produz clorose, geralmente semelhante aos sintomas de deficiéncia de ferro.

Segundo Bolt & Bruggenwert (1978), o papel do Ni no crescimento das plantas ndo
é conhecido, como também ndo é considerado essencial a elas, embora possa estar
normalmente presente.

Regnellidium diphyllum Lindman é uma pteriddfita heterosporada, que se
desenvolve em ambientes aquéticos, terrestres e palustres, sendo considerada por alguns
autores, planta anfibia, visto que, parte de seu desenvolvimento ocorre em ambiente
aquatico. No Estado do Rio Grande do Sul, ocorre em areas Umidas, préximo a Lagoa dos
Patos (Schultz 1949), e atualmente podem ser localizadas populagbes nos municipio de
Gravatai, Guaiba, Triunfo e Viamdo. Em Santa Catarina, € encontrada na regido de
Sombrio, como também pode ser encontrada na Argentina em Corrientes (Sota & Mitchell
1970) e Uruguai (Paz & Bassagoda 2002). Desde 2003, encontra-se na lista de espécies
ameacadas de extingdo do Rio Grande do Sul, sendo incluida na categoria de espécies
vulneraveis (Rio Grande do Sul 2003).

A andlise quimica realizada pelo Laboratdrio de Geoquimica da UNISINOS, de
amostras de agua colhidas junto as populagdes naturais de R. diphyllum no municipio de
Guaiba, revelou que naquela localidade a concentragdo dos metais pesados Cr e Ni é
menor que 0,1 mg I

Diante da intensa e continua agressdo que o ambiente natural vem sofrendo devido
a presenca de poluentes e para verificar a suscetibilidade da espécie R. diphyllum, foi
realizado o presente estudo, visando verificar in vitro niveis de tolerncia da espécie aos
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metais pesados Cr e Ni, na germinacdo dos megasporos, formacdo do megagametofito e o
desenvolvimento esporofitico inicial de R. diphyllum, verificando os limites de tolerancia

da espécie a estes contaminantes.

Material e métodos

Local do experimento e material biolégico — o experimento foi conduzido no
Laboratdrio de Criopreservacdo Vegetal e no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Universidade do Vale do Rio dos Sinos — UNISINOS. Os esporocarpos utilizados no
experimento foram coletados no Banhado dos Pachecos, municipio de Viamao, RS, no ano
de 2002. Estes se encontravam armazenados em frascos plasticos em temperatura
ambiente, no banco de germoplasma da Universidade. Visando a uniformizagdo das
culturas e considerando a propriedade da espécie de poder formar espordfitos através do
processo de apogamia, optou-se por utilizar apenas 0s megasporos sem a presenca de

micrdsporos.

Obtencdo dos megéasporos e esterilizacdo de material — grupos de 20 esporocarpos
foram lavados em &gua corrente, enxaguados em alcool a 70%, conduzidos & cAmara de
fluxo laminar, imersos por 10 min em solucdo de hipoclorito de sédio comercial (2% de
cloro ativo) a 50% acrescida de duas gotas de detergente Tween 20, em seguida foram
lavados com &gua destilada autoclavada e secos sobre papel filtro autoclavado. Apos a
secagem, 0s esporocarpos foram rompidos com um alicate para a liberagdo dos
megasporos e micrésporos neles contidos. Os megasporos extraidos dos esporocarpos
foram separados dos micrésporos com o auxilio de um estereomicroscépio e logo apos,

misturados para a homogeneizagéo da amostra.

Meio de cultura — no experimento utilizou-se a solugéo nutritiva de Meyer, indicada por
Vianna (1974) e de acordo com Dyer (1979), com os seguintes componentes: 1,0 g/l
KH2POy4; 1,0 g/l NHsNOs3; 0,3 g/l MgSO4 7H,0; 0,06 g/l CaCly; 0,1 g/l NaCl e 0,01 g/l
FeCl36H,0. Apds a preparacdo e a autoclavagem do meio foram adicionadas diferentes
concentracdes de Ni e Cr hexavalente (VI), individualmente ou combinados entre si em

iguais proporgdes. A adi¢do dos metais foi realizada a partir da diluicdo da solugéo padréo
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de Titrisol 1000 mg 1™ no caso de Ni, no caso do Cr foi utilizada a forma hexavalente
(K2Cr207). As solugdes foram preparadas pelo Laboratério de Geoquimica da UNISINOS

e adicionadas ao meio de cultura previamente preparado.

A. Germinagéo — O experimento foi separado em trés blocos, cujo bloco A foi constituido
dos seguintes tratamentos: zero (controle); 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 15; 20; 30; 50; 80; 100 e 125
mg I* de Ni; o bloco B foi constiuido dos tratatmentos: zero (controle); 0,1; 0,5; 1; 5; 10;
15; 20; 30; 50; 80; 100 mg I'* de Cr; e 0 bloco C 12,5 ml do meio de cultura contendo a
presenca de Ni e 12,5 ml do meio de cultura contendo Cr, se constituindo dos seguintes
tratamentos:(controle); 0,1; 0,5; 1; 5;10; 15; 20; 30; 50; 80 e 100 mg I"* de Ni e Cr. Em
cada um dos tratamentos nos trés blocos, foram feitas quatro repeti¢Ges, armazenadas em
frascos de vidro (4,5 x 10 cm) contendo 25 megasporos cada, inoculados em 25 ml do

meio de cultura.

B. Desenvolvimento esporofitico inicial - nesta etapa, foram definidas as concentragdes:
zero (controle); 0,025: 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 e 4,8 mg I"*, tanto para os blocos A e
B que continham unicamente Ni ou Cr, como também para o bloco C que apresentava 0s
dois metais conjugados no mesmo meio, sendo a quantidade do meio de cultura
proporcional: 10 ml de solu¢do nutritiva contendo Ni e 10 ml contendo Cr. Foram
utilizados quinze megasporos para cada repeticdo, dispostos em frascos de vidro
previamente autoclavados, contendo 20 ml das solugbes, com cinco repetigdes por
tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, onde as culturas foram
dispostas aleatoriamente em cdmara de germinacéo do tipo BOD, com fotoperiodo de 12
horas, sob densidade de fluxo de fétons de 74 a 80 pmol m™ s™, verificada por meio de um
quantdmetro (Li-1600, Li-cor, Inc., Lincoln, NE), onde a radiacdo medida é a

fotossinteticamente ativa (RFA) e a temperatura de 24+1°C.

Monitoramento dos experimentos
A. Germinacdo - as observagdes foram realizadas uma vez por semana, durante um

periodo de trés semanas, para registro dos dados e posterior andlise estatistica. A cada
semana foram retirados de cada repeticéo, trés individuos germinados. Foram considerados

germinados, 0s megasporos que emitiram estrutura globosa clorofilada e envolta por uma
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coroa de rizoides, ou aqueles que j& apresentavam raiz e folhas (Mahlberg & Baldwin

1975). Apos trés semanas totalizou-se o percentual de megésporos germinados.

B. Desenvolvimento esporofitico inicial - as observagdes e o registro dos dados foram
semanais, se estendendo por um periodo de quatro semanas. Para verificar o
desenvolvimento do espordfito de R. diphyllum, na primeira semana foram retirados
aleatoriamente de cada uma das repeti¢des dos diferentes tratamentos 10 individuos, desta
maneira, restaram somente cinco individuos. Nestes cinco individuos foram registradas
semanalmente as medidas das estruturas esporofiticas, por meio de papel milimetrado e
auxilio de um estereomicroscdpio, onde foram considerados o comprimento da raiz
priméria, secundéria e o comprimento da primeira, segunda terceira e quarta folha. Para a
analise estatistica foram desconsiderados os dados das folhas terciaria e quaternaria. O
procedimento foi realizado em cémara de fluxo laminar, para que ndo houvesse
contaminacdo das amostras. Os individuos dos diferentes tratamentos foram fotografados e

apos o experimento, fixados em alcool etilico 70% .

Andlise Estatistica
A. Germinagdo - na analise estatistica dos dados, foram considerados os resultados

coletados apos trés semanas. Os dados foram analisados através do teste de ANOVA para
comparacdo das médias das doses e dos tratamentos. A normalidade e a homogeneidade
dos dados por meio dos testes de Kolmogorov-Smirnov e teste de Levene (Santana &
Ranal 2004), sendo o nivel de significancia adotado de 5%. Os dados foram analisados
pelo “Software SPSS 12.0”.

B. Desenvolvimento esporofitico inicial - para andlise estatistica dos dados, foram
considerados os dados coletados na primeira e na quarta semana, referentes a raiz primaria,
folha priméria e secundaria. Verificou-se a normalidade e a homogeneidade dos dados de
comprimento das estruturas esporofiticas pelos testes de Kolmogorov-Smirnow e teste de
Levene, respectivamente (Santana & Ranal 2004). Aos dados que se adequaram a
normalidade e a homogeneidade, aplicou-se o teste de Anova, sendo que a diferenga entre
as médias foi verificada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para os dados que ndo
seguiram a normalidade e a homogeneidade, se utilizou o teste de Kruskal-Wallis, sendo
feitas &s comparacfes multiplas através do teste de Dunn a 5% de probabilidade (Zar
1999). Os dados foram analisados pelo software SPSS 12.0 e o nivel de significAncia
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adotado foi de 5%.

Resultados
A. Germinacdo - As diferentes concentragGes de Ni influenciaram significativamente a

porcentagem média de germinacdo dos gametofitos com formacdo de esporofitos de R.
diphyllum (F=68,393; gl=11,24; P<0,001). Este efeito foi significativo em baixas
concentragdes do metal na germinacdo de megésporos, sendo que a partir da concentragdo
0,5 mg I'* de Ni, verificou-se uma redugéo na porcentagem da germinacéo em relagio ao
controle que apresentou um percentual de 78% de megasporos germinados (Fig. 1e 4). A
inibicao total da germinag&o ocorreu a partir da concentracio 50 mg I'*. (Fig.4).

Ao compararmos as diferentes concentragdes de Cr hexavalente, agindo sobre a
germinacdo dos megasporos com formacéo de esporofitos de R. diphyllum, verificou-se
que houve influéncia significativa do Cr, onde (F=42,229; gl=9,24; P<0,001), havendo
diferenca significativa entre as médias de germinacéo, a partir da concentracéo 0,5 mg I,
quando comparadas com o controle (Fig. 2 e 5). J4, os dados da concentragdo 80 mg I™* de
Cr, foram excluidos da analise estatistica, devido a inibicdo total do processo de
germinagéo.

Na andlise estatistica dos dados sobre a aplicacdo conjunta de Cr e Ni, constatou-se
influéncia significativa entre as doses sobre o percentual médio de germinacdo de
megéasporos (F=66,310; gl=8,24; P<0,001) em relacdo ao controle que apresentou 78% de
megasporos germinados. Concentracdes acima de 10 mg I de Cr e Ni inibiram o processo

de germinagdo com formacéo de esporofitos (Fig. 3e 6).

B. Desenvolvimento esporofitico inicial - O Ni interferiu significativamente no
desenvolvimento da raiz priméria, tanto na primeira semana (H=30,478; gl=9,24;
P<0,001), quanto na quarta semana (H=26,061; gl=9,24; P=0,002). Apds a primeira
semana em cultura, nas diferentes concentrages de Ni, ocorreu uma significativa reducdo
na média de crescimento da raiz primaria de R. diphyllum, no meio contendo 4,8 mg I"* de
Ni, sendo a média do comprimento da estrutura, diferente do controle. Resultados similares
foram verificados na mesma concentragdo na quarta semana.

O crescimento da folha priméria também foi influenciado significativamente pela
adicdo de Ni ao meio de cultura (H=32,972; gl=9,24; P<0,001), onde a concentracao critica

para o desenvolvimento da estrutura foi de 4,8 mg I de Ni; nas demais concentragdes do
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metal, as médias de comprimento da folha priméria foram similares ao tratamento controle
apds uma semana, e ndo diferiram do controle ao término das quatro semanas. (Tab. 1).

O crescimento da folha secundaria sob diferentes dosagens de Ni, foi influenciado
significativamente na média de comprimento da estrutura, na primeira semana (H=20,66;
gl=8,24; P=0,014) e na quarta semana (H= 18,208; gl=9,24; P= 0,033), visto que a
concentracdo critica para o desenvolvimento foliar foi de 4,8 mg I, cujo valor diferiu
significativamente do controle. (Fig. 7).

Nas concentragdes a partir de 3,2 mg I de Ni, ap6s quatro semanas em cultura, as
plantulas apresentaram sinais visiveis de reacéo a toxicidade, como: clorose das folhas e
necrose de algumas estruturas, sendo esta, mais evidente na concentragdo de 4,8 mg I*
(Fig. 8).

A interferéncia de Cr foi significativa estatisticamente, no desenvolvimento da raiz
priméria nas diferentes concentracbes apoOs sete dias em cultura (H=37,752; gl=9,24;
P<0,001), sendo consideradas criticas as concentracdes a partir do tratamento 3,2 mg I
para 0 desenvolvimento da estrutura. O mesmo foi constatado na quarta semana
(H=37,016; gl=9,24; P<0,001) (Tab.2), onde a partir da concentracdo 3,2 mg I'* houve
reducdo significativa na média do comprimento ou até necrose da estrutura (Fig. 9-10).

Cromo também interferiu negativamente na média do comprimento da folha
primaria nos diferentes tratamentos, apds a primeira semana (H=36,703; gl=9,24;
P<0,001), verificando-se, portanto, uma acentuada diferenca a partir da concentracéo 3,2
mg I'*, a0 comparé-las com o controle. O mesmo pode ser verificado na quarta semana em
cultura (H=36,571; gl=9,24; P<0,001).

A média do comprimento da folha secundaria, sob a acdo de Cr, na primeira
semana ndo diferiu do controle até a concentragdo 1,6 mg I*. Nas demais concentracdes, a
germinacdo do megasporo ndo foi verificada ou o tecido esporofitico necrosou logo apos a
emissdo da estrutura (H=31,894; gl=7,24; P<0,001). Na quarta semana constatamos que
novamente as concentragdes a partir de 3,2 mg I de Cr, foram as que influenciaram
negativamente o desenvolvimento da estrutura (H=30,838; gl=7,24; P<0,01), quando
comparadas ao controle isento do metal.

A acgdo conjunta de Cr e Ni no mesmo meio de cultura, em diferentes concentragdes
teve influéncia significativa na média do comprimento da raiz primaria (H=36,231;
gl=9,24; P<0,001) durante a primeira semana, onde as concentracGes desfavoraveis ao
desenvolvimento da estrutura, foram 3,2 mg I"* e 4,8 mg I'* de Cr e Ni, pois diferiram

38



significativamente da média de comprimento do controle. Dados similares foram
encontrados na quarta semana (H=34,763; gl=9,24; P<0,001), onde novamente as duas
maiores concentracdes foram consideradas criticas ao desenvolvimento da estrutura em
questéo (Tab. 3).

O desenvolvimento da folha primaria sob a agdo dos dois metais, também foi
influenciada significativamente j& na primeira semana (H=38,108; gl=9,24; P<0,001) e
ap6s quatro semanas (H=32,702; gl=9,24; P<0,001). A partir da concentragio 3,2 mg I™* de
Cr e Ni na solucdo nutritiva, o crescimento da folha priméria foi afetado
significativamente, na primeira e na quarta semana, quando comparadas com o controle.
Nas concentragdes inferiores a 3,2 mg I de Cr e Ni, as médias de comprimento da folha
priméria ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle.

O crescimento da folha secundaria foi influenciado significativamente nas
diferentes concentragdes de Cr e Ni na primeira semana (H=38,777; gl=9,24; P<0,001),
como também na quarta semana (H=28,283; gl=9,24; P=0,001). As concentracfes limite
ocorreram a partir de 3,2 mg I de Cr e Ni, diferenciando-se intensamente do controle
(Fig.11-12).

Nos trés blocos de experimentos (A —Niquel, B — Cromo e C — Cromo e Niquel),
foram verificados visiveis sinais de toxicidade, evidenciados pela perda da coloragéo verde
das folhas, passando a amarelada, bem como, a necrose da raiz. Além disto, também se
verificou o reduzido crescimento e a inibigdo da formacdo de novas estruturas em

concentragBes superiores a 1,6 mg I,
Discusséo

Em trabalhos ecofisioldgicos a germinagdo de esporos € definida pela emergéncia
de alguma estrutura. No caso de megasporos é importante ressaltar que a emergéncia de
material pode ser devida ao processo de germinagdo formando uma estrutura globosa
(apresentando curtos rizéides) correspondendo a parte do megagametdfito (megaprotalo)
emergente da parede do esporo rompido. Contudo, com o grande volume de material no
megasporo, poderia ocorrer a extrusdo de material no processo de embebicdo, sem se
iniciar a germinacdo propriamente dita. Neste tipo de experimento fica dificil distinguir se
a emergéncia do material ocorreu por embebicdo ou pela formacédo de tecido gametofitico.

A formacéo de tecido gametofitico também pode ter ocorrido seguida da morte sob a acéo
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dos metais pesados. Esta possibilidade precisa ser considerada na analise das situagdes
ilustradas nas figuras 4-1; 5-F, G, H; 6-G, H, I.

A germinacéo do megésporo com formagdo de espordfito em baixas concentracdes
de niquel, verificada no nosso estudo com R. diphyllum, também foi encontrada na
germinacédo das sementes de Cicer arietnum pré-tratadas com Ni (Sing 1984) .

A reducdo do crescimento das estruturas esporofiticas, clorose e ou necrose em R.
diphyllum sob ac&o de Ni, confirmam a toxidez do metal (Fig. 8-J). Sintomas de toxicidade
foram apresentados por vérias angiospermas cultivadas em solo ou em solugdo nutritiva
com a adicdo de Ni, onde Nickel Institute (2006) relata que o a clorose € um dos sintomas
decorrentes da deficiéncia de ferro, induzida pelo Ni. Liu & Wang (1993) determinaram a
fitotoxicidade de Ni em arroz e milho e concluiram que houve reducéo de producdo com as
doses de Ni entre 14 e 403 mg kg ™ de solo, sendo este efeito mais acentuado para o milho.
Piccini & Malavolta (1992) avaliaram a toxidez de Ni em diferentes cultivares de feijdo,
utilizando solugdo nutritiva. Esta producdo de feijdo foi inversamente proporcional &
concentracdo de Ni na solugdo. Na dose méxima, 4 mg I"* de Ni em solucéo, os cultivares
ndo produziram sementes. Berton et al (2006), constataram como letal para o cultivo de
feijio, a dose de 210 mg kg ™de Ni no solo, ja que causou a morte de todas as plantas de
feijdo na auséncia de calcério. Também verificaram que a concentracdo de Ni dos gréos
aumentou com o incremento de Ni no solo.

Uma resenha sobre a ecotoxicidade de Ni, tanto em ecossistemas aquéticos e
terrestres, pode ser encontrada (Nickel Institute 2006).

A fitotoxicidade de Cromo hexavalente (V1) pode resultar na inibicdo da
germinacdo das sementes, conforme visto por (Barcelo & Poschenrieder 1997, Panda &
Patra 1997, Panda 2003). O mesmo foi constatado em nossos experimentos em relacéo a
germinacdo de megasporos de R. diphyllum (Fig.5-F,G,H).

A influéncia significativa de Cr na reducdo do crescimento das estruturas
esporofiticas, raiz primaria, folha priméria e secundéria de R. diphyllum, quando
comparada com o controle isento do metal (Tab. 2), também foi verificada em outras
espécies de macrofitas aquaticas, como: Myriophyllum spicatum onde o crescimento
maximo ocorreu até a concentracdo 50 pg I de Cr e concentracdes acima de 1000 pg I™
causaram uma reducdo linear no peso e comprimento das plantulas (Guillizzoni et al
1984). Nichols et al. (2000), também verificaram um decréscimo significativo na média de
crescimento de Salvinia minima, a partir de 1 mg I'* de Cr.
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Em pléntulas de soja foi observada a diminui¢do da producéo de matéria seca da
parte aérea e radicular, constatada, na presenca de concentragdes superiores a 5 mg I"* de
Cr, assim como a reducgdo da fixa¢do bioldgica de nitrogénio e a absorcéo de fésforo,
potéssio, calcio e magnésio (Castilhos et al. 2001).

Vérios autores afirmam que a acumulacdo de Cr pelas plantas, pode induzir a uma
reducdo de crescimento, clorose em folhas jovens, reducdo de pigmentos, alteracdo de
enzimas funcionais, danos celulares nas raizes e modificagdes na estrutura dos cloroplastos
e membranas celulares (Mc Grath 1985, Panda & Patra 1997, Panda & Dash 1999, Panda
2003,Panda et al. 2003).

ManifestacGes similares as encontradas no presente trabalho em R. diphyllum (Fig.
10), foram detectados por Garg et al. (1994), na macrofita aquética Limnanthemum
cristatum: a reducdo do comprimento das raizes, a falta de coloragdo ou uma coloragdo
parda e ndo esverdeada como a do controle, além de significativas mudancas morfoldgicas,
como a producdo de raizes atrofiadas e de coloragdo castanha, quando submetida ao
desenvolvimento em meio contendo 1 ppm de Cr, visto que o controle apresentava raizes
alongadas e de coloragdo esverdeada. Wilson e Al-Hamdani (1997) relataram que Cr
induziu alteragdes similares no crescimento de Azolla caroliniana.

A inibicdo do crescimento decorrente da fitotoxicidade por Cr é atribuida a uma
série de eventos, como a reducdo na captura de nutrientes (Nichols, Couch e Al-Hamdani
2000); o estresse oxidativo que inicia a degradacdo dos pigmentos fotossintéticos (Panda &
Choudhury 2005); e a auséncia da divisdo celular, provavelmente devido a aberragdes
cromossdmicas (Liu et al. 1993).

Os resultados dos experimentos com a mistura de Cr (VI) e Ni, numa primeira
analise parecem contraditorios se comparados com os testes de Cr e Ni isoladamente.
Contudo, h4 indicacBes de que a bioabsorcdo de Cr (V1) e Ni (entre outros metais pesados)
estd também relacionada com o pH da solugéo, temperatura e concentragdo inicial de ions
metélicos (Ozer & Ozer 2003). A assimilagdo de Cr ou Ni pela biomassa de algas do
género Ecklonia Hornemann (Lessoniaceae, Laminariales) diminui na presenga de um ou
do outro metal pesado. Um outro fator é a possibilidade da redu¢do do cromo hexavalente
(V1) a trivalente, que € uma forma relativamente in6cua e menos mével que a hexavalente
(Cervantes et al. 2001). O Cr (VI) uma vez reduzido a Cr (lll), pode reagir com o Ni,
formando um novo composto (Yu et al.1988). A precipitacdo do metal e a possibilidade da
sua reacdo com outros elementos incluindo o Ni (Park et al. 2006), também pode alterar o
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resultado da mistura combinada de Cr e Ni, em relac&o a acdo isolada de cada um deles.

O crescente desenvolvimento industrial sem o necessario cuidado no tratamento e
disposicao de residuos e eflavios esta levando a um aumento do carreamento de poluentes
prejudiciais aos ecossistemas. Por isso, estudos sobre a agdo destes contaminantes se
tornam cada vez mais necessarios, para que possamos avaliar, quantificar e definir niveis
tolerdveis ao desenvolvimento dos organismos vivos.

Considerando o impacto negativo dos metais pesados Cr e Ni na germinagdo de
megasporos e desenvolvimento inicial de R. diphyllum, sugere-se um controle mais
rigoroso no lancamento de efluentes contendo estes contaminantes, sendo esta, uma
estratégia necesséaria para o estabelecimento e conservagdo de populacdes de R. diphyllum,

visto que, a espécie ja é considerada como ameagada.
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Fig. 1 - Porcentagem média de germinacdo de megésporos com formagdo de
espordfitos de Regnellidium diphyllum Lindman em diferentes concentragdes de
Ni, ap0s trés semanas de tratamento. (F=68,393; gl=11,24; P<0,001) (n=4x25).
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Fig. 2 - Percentual médio de germinacdo de megasporos com formacgdo de

esporofitos de Regnellidium diphyllum Lindman em diferentes concentracdes de
Cr, ap0s trés semanas de tratamento. (F=42,229; gl=9,24; P<0,001) (n=4x25).

48



100 -

(o}
o
!

QD

Percentual medio de germinacéo de
Megasporos
a1 o
o O
=
o

Concentragdes de Cre Ni (mg L ?)

Fig. 3 - Percentual médio de germinacdo de megasporos com formacdo de
espordfitos de Regnellidium diphyllum Lindman, em diferentes concentragdes de
Cr e Ni na mesma solucdo, apos trés semanas de tratamento. (F=66,310; gl=8,24;
P<0,001) (n=4x25).
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Tabela 1. Influéncia de diferentes concentragBes de Ni, no crescimento de Regnellidium diphyllum Lindman. Média do comprimento da raiz,

folha priméria e folha secundéria, ap6s uma e quatro semanas em cultura. O valor de H corresponde ao teste de Kruskal Wallis. Médias

seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Dunn a 5% de probabilidade.

Ni Comp. raiz primaria (mm) Comp. folha priméria (mm) Comp. folha secundaria (mm)
mg L-! 12 semana 42 semana 12 semana 42 semana 12 semana 42 semana
0,0 572+1,30ab 6,80+ 0,72 a 8,0+0,86a 10,12 + 0,50 a 0,86 +0,43 a 9,04+0,75a
0,025 4,14 + 2,57 abc 4,88 + 3,03 ab 6,62 + 3,80 ab 828 +424a 0,86 + 0,64 ab 8,45+4,60a
0,05 3,01 + 0,67 bed 4,36 + 1,26 ab 528+ 1,47 ab 732+211a 0,46 + 0,31 ab 7,72+180a
0,1 4,22 + 0,92 abc 5,42+ 1,68 a 11,1+ 28,75 a 936+144a 0,54 +0,36 a 956+151a
0,2 3,62 + 0,72 abcd 4,80 + 0,88 ab 6,06 + 0,62 ab 8,64+1,08a 0,44 + 0,32 ab 8,86 +1,03a
0,4 2,42 + 0,68 cd 3,30 +1,40 ab 5,40+ 1,18 ab 796 +1,60a 0,50 + 0,32 ab 844+163a
0,8 5,46 + 0,81 abc 6,66 + 0,70 a 8,68 +0,59 a 10,56 + 1,29 a 0,86 +0,33 a 9,66 +2,02 a
1,6 6,14 + 2,05 a 7,04+225a 9,06 +193a 10,92 + 2,69 a 0,90+0,53a 860+132a
3,2 3,24 +1,80 abcd 4,26 + 1,87 ab 4,46 + 1,81 ab 6,26 + 1,98 ab 0,26 + 0,37 ab 6,04 + 2,44 ab
4.8 0,64 +1,43d 1,16 + 2,59 b 1,02+2,228b 152 +3,40b 1,68 +3,76 b
H=30,478; gl=9,24; H=26,061; gl=9,24; H=32,972; gl=9,24; H=28,441; gl=9,24; H=20,66; gl=8,24; H=18,208;
P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P=0,014 gl=9,24; P=0,033
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Tabela 2. Influéncia de diferentes concentracGes de Cr, no crescimento de Regnellidium diphyllum Lindman. Média do comprimento da raiz,

folha priméria e folha secundaria, apos uma e quatro semanas em cultura. O valor de H corresponde ao teste de Kruskal Wallis. Médias

sequidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Dunn a 5% de probabilidade.

Cr Comp. raiz priméria (mm) Comp. folha priméria (mm) Comp. folha secundéria (mm)
mg L-: 1#semana 4 semana 1#semana 4 semana 1#semana 42 semana
00 572+1302 6800724 80+08a  1012+050a  086+043a  904+0752
0025 504+1172 610+269ab  836+166a  642+2208b  054+034a  920+0652
005 2004067cd  246+040cde  432+044b  484+145bc 01240222  6,04+093a
01 424+120ac  510+L11abc  7H0+146a  660+266ab  008+013a  880+235a
02 206£077cd  248+123cde  482+202b  440+2%bed 01610222 628+128ab
04 249+140bed  314+153cde  872+044a  816+097ah  083+063a  70+L05a
08 486+147ah  S46+116abc  872+044a  1040+060a  085+054a  90+124a
16 396+212ahc  372+300bcd 81841682  840+357ah 08040762  864+338 a
32 015+016d 000+000e  062+084c  000+000d b C
48 038+055d 056+078d  118+18lc  L1p4+248cd b 248+408cd

H=37,752; 1=9,24;

P<0,001

P<0,001

P<0,001

P<0,001

P<0,001

H=37,016; 01=9.24; H=36,703; 0I=9,24; H=36,571; 0|=9,24; H=31,894:01=724; H=30,838; 9l=8,24;

P<0,001
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Tabela 3. Influéncia de Cr e Ni em proporcGes iguais na mesma solugdo, no crescimento de Regnellidium diphyllum Lindman, Média do

comprimento da raiz, folha priméria e folha secundaria, apds uma e quatro semanas em cultura. O valor de H corresponde ao teste de Kruskal

Wiallis. Médias sequidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Dunn a 5% de probabilidade.

CreNi Comp. raiz priméria (mm) Comp. folha primaria (mm) Comp. folha secundéria (mm)

mg L-: 1#semana 4 semana 1#semana 4 semana 1#semana 42 semana

00 572+130a 680+072a  80+086abc  1012+050a  086+046a  904+075a
0025 570+173 658+184a  886+202a  1068+110a 080+029a  948+084a
005 448+156ahc  616+190ab  742+107abc  1004+099a 0304019bcd  972+1682
01 378+193bed  564+260ab  586+159%d  876+241a  002+004d  1108+263a
02 2464096 cde  340+088bc  580+L78cd  872+159a  012+018cd  860+169a
04 326+0%bede  456+102ab  672+140bc 101240892  004+009d  924+048a
08 532+ 1,024 664+114a  940+035ah  1134+066a 058+0%6abc 1132+0482
16 658+132a 686+132a  99%6+033a  1092+08a  102+044a  1128+08La
32 122 +043de 088+092¢  362+L144d  260+238b  006+009d 3684359
48 079+04Le 064+092¢  310+150d 19242100  004+009d  2724459h

H=36,23L; I=9,24;

P<0,001

H=34763; 01=9,24; H=38,108; 1=9.24; H=32,702; ¢I=9,24; H=38777;9l=9,24; H=28,283; 9l=9,24;

P=0,001

P<0,001

P<0,001

P<0,001

P=0,001
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Fig. 4. Amostras de Regnellidium
diphyllum ap6s trés semanas em
cultura com diferentes concentragdes
de niquel. A — Controle; B — 0,05 mg
LS C-1,0mgL; D-50mgL"; E
~10mgL; F-15mgL"; G-20
mg L H-30 mg L 1-50 mg Lt
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Fig. 5. Amostras de Regnellidium diphyllum apos trés semanas em cultura com diferentes concentragdes
de cromo. A — Controle; B— 0,05 mgL"; C-0,5mgL"; D-1,0mgL; E-10mgL"; F—15mgL";
G-20mgL; H-30mgL".
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