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RESUMO

SANTOQOS, Claudineia Lizieri dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2009. Acumulo e toxidez de manganés em macrdéfitas aquaticas flutuantes
livres. Orientador: Rosane Maria de Aguiar Euclydes. Co-orientadores: Aristéa
Alves Azevedo e Juraci Alves de Oliveira.

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos pelo manganés (Mn) esta associada, em
grande escala, as acdes antropicas como, processos de manufatura de papel, residuos de
mineracgdo e residuos de esgoto domésticos. A fitorremediacéo consiste na utilizagéo de
plantas, dentre as quais as macrofitas aquéaticas, com potencial para remover, degradar
ou inativar contaminantes organicos e inorganicos do meio, minimizando seus efeitos
sobre 0s organismos vivos e 0 ambiente. O presente estudo avaliou o potencial
fitorremediador de trés espécies de macrofitas aquaticas: Azolla caroliniana, Salvinia
minima e Spirodela polyrhiza para acumular Mn em solugdo. O acimulo de Mn, o
crescimento, o contetdo de clorofila total e carotenoides foram avaliados nas trés
especies submetidas a concentracdes crescentes (0,05; 0,1; 0,2; 03; 0,4 mM) de Mn. As
trés espécies de macrofitas acumularam Mn em seus tecidos e a absor¢éo foi dependente
da concentracdo do metal em solugdo. As espécies se diferenciam quanto ao potencial
para acumular Mn. Spirodela polyrhiza apresentou maiores concentracoes de Mn
acumulado (17,062 mg g* MS), seguida por S. minima (4,283 mg g* MS) e A.
caroliniana (1,341 mg g* MS). O excesso de Mn causou a reducdo do contetido de
clorofila total nas trés espécies. O conteudo de carotendides diminui nas plantas de A.
caroliniana e S. polyrhiza. Entretanto, apenas em S. polyrhiza o crescimento foi afetado
significativamente. A partir destes resultados, a pesquisa buscou avaliar o efeito toxico
do Mn em S. polyrhiza, separadamente. O crescimento relativo, o contelGdo de
pigmentos clorofila total, carotendides e antocianinas, a atividade enzimatica da catalase
(CAT) e das peroxidases (POX) e alteragdes anatdmicas foram avaliadas em plantas de
S. polyrhiza expostas a concentragdo 0,4 mM de Mn. O excesso de Mn em solugéo
reduziu o crescimento das plantas, assim como decresceu significativamente os
contetdos de clorofila total, carotendides e antocianinas. A atividade da CAT também
foi reduzida e a atividade da POX ndo apresentou diferenca entre os tratamentos. A
microscopia éptica mostrou um desarranjo nas lacunas do aerénquima em plantas
expostas ao Mn. O conteddo de Mn aumentou significativamente em plantas expostas
ao metal (0,157 - 15,830 mg g™*MS). Os resultados mostraram que 0 excesso de Mn em
solucdo acarretou efeitos toxicos em plantas de S. polyrhiza. A alta concentragdo de Mn

acumulada foi a causa dos efeitos toxicos observados.
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ABSTRACT

SANTOS, Claudineia Lizieri dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2009.
Accumulation and toxicity of manganese in free floating aquatic
macrophytes. Advisor: Rosane Maria de Aguiar Euclydes. Co-Advisors: Aristéa
Alves Azevedo and Juraci Alves de Oliveira.

The contamination of aquatic ecosystems by manganese (Mn) is greatly associated to

human actions, such as the manufacturing processes of paper, waste from mining and

domestic waste sewage. The phytoremediation consists of utilizing plants, such as
aquatic macrophytes, with the potential to remove, degrade or inactivate organic and
inorganic contaminants in the environment, minimizing its effects over it and liveng
organisms. The present research evaluated the potential phytoremediator of three
species of aquatic macrophytes: Azolla caroliniana, Salvinia minima and Spirodela
polyrhiza to accumulate Mn in solution. The accumulation of Mn, growth, content of
total chlorophyll and carotenoids were measured in three species submitted to
increasing concentrations (0.05, 0.1, 0.2, 03 e 0.4 mM) of Mn. The three macrophytes
species accumulated Mn in their tissue and the absorption was dependent on the
concentration of metal presented in the solution. The species differed one another as for
the potential to accumulate Mn. Spirodela. polyrhiza showed higher concentrations of
Mn accumulated (17,062 mg g™* MS), followed by S. minima (4,283 mg g* MS) and A.
caroliniana (1,341 mg g* MS). The excess Mn caused a reduction of total chlorophyll
content in the three species. The content of carotenoids decreased in the A. caroliniana
and S. polyrhiza. However, growth only significantly affected the S. polyrhiza. Based on
these results, the research aimed to evaluate the toxic effect of Mn in S. polyrhiza
separately. The relative growth, the content of pigments total chlorophyll, carotenoids
and anthocyanins, enzymatic activity of catalase (CAT) and peroxidases (POX) and
anatomical modifications were evaluated in plants of S. polyrhiza which were exposed
to the concentration of 0.4 mM of Mn. The excess of Mn in the solution reduced the
growth of the plants, and significantly decreased the contents of total chlorophyll,
carotenoids and anthocyanins. The activity of the CAT was also reduced and the activity
of POX did not present differences among the treatments. Optical microscopy showed
disarrangement in the gaps of the aerenchyma in plants exposed to Mn. The content of

Mn significantly increased in the plants exposed to the metal (0.157 to 15.830 mg

g-'ms). The results showed that the excess of Mn in solution caused toxic effects on

plants of S. polyrhiza. The high concentration of Mn accumulated was cause of the toxic

effects observed.
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1. INTRODUCAO GERAL

O manganés (Mn) é um elemento amplamente distribuido na litosfera, hidrosfera
e atmosfera. Presente nas rochas igneas, sedimentares e metamorficas, € o décimo
segundo elemento mais abundante na crosta terrestre (Martins e Lima, 2001).

No solo, 0 Mn esta disponivel como micronutriente para 0s vegetais e outros
organismos, porém, a sua disponibilidade depende de seu estado de oxida¢do. Nos
sistemas biolégicos pode ser encontrado em trés niveis de oxidagdo: Mn?*, Mn*
(formas estaveis) e Mn** (forma instavel) (Marschner, 1995). O Mn reduzido (Mn?*),
geralmente é a forma predominante na solucdo do solo, dependendo das condicdes de
aeracdo, umidade e pH, sendo a principal forma absorvida pelas raizes das plantas
(Mukaopadhyay e Sharma, 1991; Marschner, 1995). Suas concentragdes dependem das
caracteristicas geotérmicas, das transformagfes ambientais dos compostos de manganés
naturalmente presentes, das atividades dos microrganismos e da incorporacdo pelas
plantas (Martins e Lima, 2001).

A disponibilidade do Mn no ambiente, além do seu processo natural, também
esta relacionada, as acdes antropicas. A contaminacdo do ambiente aquatico por Mn é
proveniente, na maioria das vezes, dos residuos domésticos, atividade de mineracéo,
processo de manufatura de metais, papeéis, agentes quimicos, além de depositos de
residuos de esgotos (Thornton, 1995). Na atividade mineradora, o Mn é encontrado em
grandes concentracfes na agua de drenagem das minas (Banks et al., 1997). Nas
industrias, além do uso do metal em alguns processos de fabricacdo de vidro,
desinfetantes e outros, o elemento também é encontrado em descartes de residuos
industriais, 0s quais sdao muitas vezes despejados em corpos d’agua, sem nenhum
tratamento prévio, levando a contaminacgdo do ambiente (Martins e Lima, 2001).

O Mn participa dos processos fisioldgicos importantes tanto nos vegetais quanto
nos animais. Nos vegetais é um elemento essencial para o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, esta relacionado aos processos de respiracdo, na ativagao
de vérias enzimas, na protecdo contra o estresse oxidativo, entre outros (Bowler et al.,
1994; Biichel et al.,1999). Enquanto que nos animais é um elemento essencial para a
formacéo dos o0ssos e a funcdo reprodutiva (Thornton, 1995; Pittman, 2005).

No entanto, mesmo sendo o0 Mn um micronutriente para as plantas, dependendo
da concentracdo no organismo, pode se tornar altamente téxico (Boucher e Watzin,
1999; Doyle et al., 2003).



A concentracdo critica de Mn, no tecido vegetal, necessaria para produzir
sintomas de toxidez varia entre as especies e até mesmo entre seus cultivares
(Marschner, 1995). Porém, em algumas plantas, os sintomas associados a toxidez de
Mn?* incluem alteracBes as paredes celulares, necrose do caule e das folhas, diminuicéo
da capacidade fotossintética da planta, crescimento retardado, queima das pontas de
folhas e flores e encarquilhamento das folhas (Foy, 1984; Lindon et al., 2004).

As informac6es relacionadas a acidentes ambientais associados a presenca do
Mn sdo escassas. Contudo, estudos tém demonstrado problemas causados a salde
humana quando ocorre exposi¢ado excessiva a esse minério. Tem sido relatados sintomas
semelhantes a Sindrome de Parkinson, além de infertilidade e disfuncdo do sistema
imune (Crossgrove e Zheng, 2004; Dobson et al., 2004; Gwiazda et al., 2007).

A toxidez por Mn?" é, provavelmente, depois da toxidez de AI**

, 0 segundo
maior fator limitante para crescimento de plantas em solos acidos, sendo que em valores
de pH menores que 5,5 ocorre uma combinacdo com a toxidez do AI** (Nogueira,
2001).

Objetivando avaliar o efeito do Mn sobre o metabolismo das plantas
(crescimento, fotossintese e 0 acimulo nos tecidos), pesquisas vém sendo conduzidas
(Lindon, 2001; Xue, et al, 2004; Li, et al., 2007; Mine et al., 2007) com o propdsito de
indicar espécies com potencial para serem utilizadas na fitorremediacdo de ambientes
contaminados por Mn.

A recuperacdo de areas contaminadas por metais, pode ser feita por meio de
métodos convencionais, tais como, escavacdo dos solos, seguida de tratamento ou
redisposicdo em aterros, oxidacdo quimica, bombeamento e tratamento de aguas
subterraneas e outros (Nyer, 1998). Porém tais procedimentos costumam ser
dispendiosos. Por outro lado, a fitorremediacdo pode ser vista como uma técnica
atraente, ecologicamente viavel e de menor custo (Raskin e Ensley, 2000; Chaney et al.,
2000).

A fitorremediacdo consiste na utilizacdo de espécies vegetais com potencial para
remover, degradar ou isolar contaminantes organicos e/ou inorganicos do meio, tanto
em ambientes terrestres como aquaticos. A técnica vem sendo uma alternativa
promissora visto que tende a minimizar a destruicdo e desestabilizacdo do ecossistema,
causa baixos impactos ambientais e permite a continua regeneracdo da biomassa
(Cunningham e Ow, 1996; Williams, 2002).

Dentre os processos da fitorremediacdo, a rizofiltragdo constitui um tipo

especifico que utiliza o sistema radicular das plantas para absorver elementos



contaminantes e mitigar ambientes aquéaticos poluidos. As plantas aquaticas geralmente
apresentam alta taxa de reproducdo vegetativa, crescimento rapido e possuem sistema
radicular abundante, que propicia uma maior area de contato com o poluente
(Dushenkov et al., 1995; Cunningham e Ow, 1996). Dessa forma a técnica da
rizofiltracdo tem sido considerada muito vantajosa para a fitorremediacdo de ambientes
contaminados.

O Brasil é um pais favoravel a aplicacdo dessa tecnologia, pois apresenta
condicGes edafoclimaticas propicias, ambientes aquaticos abundantes e alta diversidade
de espécies vegetais. Entretanto, sdo escassos 0s estudos e aplicacbes da
fitorremediacdo. Muitas espécies necessitam ser estudadas a fim de conhecer suas
potencialidades para sequestrar contaminantes do ambiente, principalmente no que se
refere ao Mn.

Nesse contexto, a pesquisa buscou avaliar o potencial de trés espécies de
macrofitas aquaticas: Salvinia minima (Baker), Spirodela polyrhiza (L.) e Azolla
caroliniana (Willd) em acumular o Mn, com o propdsito de oferecer subsidios para
mitigacdo de 4guas contaminadas por este metal. Avaliou-se também o efeito tdxico do
Mn sobre o crescimento, o conteldo de pigmentos, atividade enzimatica e alteraces

anatdbmicas em Spirodela polyrhiza exposta ao excesso de Mn.
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Resumo

A remocdo de metais pesados da agua pode ser realizada por diferentes tecnologias. O uso da
fitotecnologia que consiste em utilizar plantas para remocdo de metais tem aumentado nas
ultimas décadas. Trés espécies de macrofitas aquaticas flutuantes livres: Azolla caroliniana,
Salvinia minima e Spirodela polyrhiza, foram utilizadas em experimentos de laboratério para
avaliar o potencial das mesmas para acumular manganés (Mn). O experimento foi realizado com
concentragdes crescentes (0,05; 0,1; 0,2; 03; 0,4 mM) de Mn e duracdo de 7 dias. As trés
espécies acumularam Mn em seus tecidos e a absorcao foi dependente da concentracdo do metal
em solucdo. Spirodela polyrhiza apresentou as concentragdes mais elevadas de Mn acumulado
(17,062 mg g™ MS), sequida por S. minima (4,283 mg g™ MS) e A. caroliniana (1,341 mg g™
MS). O excesso de Mn causou a reducdo do contetdo de clorofila total nas trés espécies. O
contetdo de carotendides diminui nas plantas de A. caroliniana e S. polyrhiza. Apenas em S.
polyrhiza o crescimento foi afetado significativamente. As espécies A. caroliniana e S. minima
toleram excessos de Mn, entretanto, as plantas foram ineficientes para acumular altas
concentracdes do metal. O elevado conteldo de Mn acumulado nos tecidos de S. polyrhiza
sugere que essa espécie possui potencial para acumular Mn, porém uma resposta de
sensibilidade foi observada quando plantas foram expostas as concentragfes mais elevadas (0,4
mM) de Mn.

Palavras-chave: macrdfitas, toxidez, manganés, acimulo de metal
Abstract

Accumulation and Toxicity of manganese in three free floating aquatic macrophytes:
Azolla caroliniana Willd, Salvinia minima Baker e Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden

The removal of heavy metal in water can be perfomed by different technologies. The use of
phytotechnology, which consist of utilizing plants in order to remove metals, has increased over
the decades. Three species of free floating aquatic macrophytes: Azolla caroliniana, Salvinia
minima e Spirodela polyrhiza, were used in laboratorial experiments to evaluate the potencial in
which those can accumulate manganese (Mn). The experiment was conducted with increasing
concentrations (0.05, 0.1, 0.2, 03 e 0.4 mM) of Mn, lasting 7 days. The three macrophytes
species accumulated Mn in their tissue and the absorption was dependent on the concentration
of metal presented in the solution. S. polyrhiza showed higher concentrations of Mn
accumulated (17,062 mg g™ MS), followed by S. minima (4,283 mg g MS) and A. caroliniana
(1,341 mg g* MS). The excess Mn caused a reduction of total chlorophyll content in the three
species. The content of carotenoids decreased in the A. caroliniana and S. polyrhiza. Growth
only in S. polyrhiza was significantly affected. The species A. caroliniana and S. minima
tolerate excess of Mn, however, the plants were inefficient to accumulate high concentrations of
metal. The high content of Mn accumulated in the tissues of S. polyrhiza suggests that the
species has potential to accumulate Mn, but a response of sensitivity was observed when plants
were exposed to higher concentrations (0.4 mM) of Mn.

Keyword: macrophytes, toxicity, manganese, accumulation metal



1. Introducéo

A presenca de metais pesados nos ecossistemas aquaticos causa sérios impactos
negativos, ndo somente sobre as comunidades bioldgicas integrantes desses ambientes,
mas também sobre a saude da populacdo humana em fungdo da biomagnificacdo dentro
da cadeia trofica e dos efeitos toxicos (Tavares e Carvalho, 1992; Cabana et al., 1994;
Mergler et al. 1994; Doyle et al. 2003). Os metais sdo considerados contaminantes
ambientais relevantes, particularmente em areas onde ha pressdo antropogénica, devido,
principalmente, a alta toxicidade, alta resisténcia a degradacdo e conseqiente
persisténcia no ambiente (Di Toppi e Gabbrielli, 1999; Zagatto e Bertoletti, 2006).

O manganés (Mn) é um elemento traco essencial nos processos fisioldgicos,
tanto vegetais como animais. Contudo, em concentracdo elevada (>5,200 pg/L) este
metal pode se tornar toxico (Mergler et al. 1994; Boucher e Watzin, 1999; Doyle et al.
2003).

A contaminacdo do ambiente aquatico por manganés (Mn) tem despertado a
atencdo de pesquisadores e de 6rgdos governamentais em muitos paises, em funcdo da
intensificacdo do despejo deste elemento no meio aquatico. A contaminacdo dos
ecossistemas aquéticos por Mn, além da sua ocorréncia natural, é proveniente das
atividades humanas, por meio dos descartes de residuos industriais envolvendo 0s
processos de manufatura (metal, papel e agentes quimicos), residuos domésticos e das
atividades mineradoras (Thornton, 1995, Banks et al., 1997).

O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA\) estabelece limites de 0,1
mg L™ de Mn total para aguas de classe 1 (4gua destinada para consumo humano, apés
desinfeccdo), 0,5 mg L™ para classe 3 (4gua destinada para consumo humano, ap6s
tratamento convencional) e 1,0 mg L™ de Mn dissolvido em lancamento de efluentes.
Entretanto, pesquisas tém demonstrado que a concentracdo deste metal encontrada em

aguas de regides de garimpo, dgua de drenagem das minas, assim como, nos efluentes



industriais, ultrapassam as concentragdes estabelecidas pelo CONAMA (Banks et al.
1997; Sisinno, 2003; Guimaraes-Silva et al. 2007).

A recuperacdo de areas contaminadas por metais pesados, pode ser feita por
meio de varios métodos convencionais, porém esses costumam ser dispendiosos. Por
esta razdo, a fitorremediacdo, pode ser vista como uma técnica atraente, ecologicamente
viavel e de menor custo. Além disso, a técnica por ser aplicada in situ, causa minimas
perturbagdes ambientais (Raskin e Ensley, 2000; Chaney et al. 2000).

Nos Ultimos anos, os estudos sobre as macréfitas aquaticas tém sido
intensificados e demonstrados que esses sistemas vegetais apresentam significativa
eficiéncia na absorcdo e acumulo de alguns contaminantes aquaticos. Desta forma,
espécies vém sendo estudadas entre elas, Lemna minor, Pistia stratiotes, Spirodela
intermedia e Ceratophyllum demersum (Rai et al. 1995; Miretzky et al. 2004) a fim
serem empregadas na tecnologia da fitorremediacdo de aguas contaminadas por metais.
Este processo tem sido muito vantajoso, considerando que as plantas aquaticas
geralmente apresentam alta taxa de reproducdo vegetativa, crescimento rapido e facil
manuseio (Dushenkov et al. 1995; Cunningham e Ow, 1996).

Contudo, pouco se conhece sobre a potencialidade de macrofitas de
ecossistemas aquaticos brasileiros para acumular Mn e os efeitos toxicos deste metal
sobre o metabolismo e o desenvolvimento dos vegetais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade diferencial de acimulo de Mn
de trés macrofitas flutuantes livres, Azolla caroliniana, Salvinia minima e Spirodela
polyrhiza. Os efeitos toxicos deste metal sobre o conteddo de clorofila total,
carotendides e a taxa de crescimento, também foram avaliados nas trés espécies

selecionadas.



2. Materiais e Métodos

2.1. Obtencao e aclimatacéo das plantas

As espécies de S. minima, A. caroliniana e S. polyrhiza foram cultivadas em
casa de vegetacdo, na Unidade de Crescimento de Plantas — UCP do Departamento de
Biologia Vegetal (DBV) da Universidade Federal de Vi¢osa/MG.

Para adaptacdo as condicGes experimentais e a obtencdo de biomassa, as
especies foram cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950),
com 1/5 de forca ibnica, pH mantido entre 6,5 = 0,5, em sala de crescimento de plantas,
com temperatura e luz controladas (25 + 1°C, 230 pmol de fétons m?s™), fotoperiodo
de 12 horas de luz:escuro, durante 15 dias. A solugdo nutritiva foi renovada a cada trés

dias.

2.2. Montagem dos experimentos

Os experimentos foram montados nas mesmas condigdes descritas no item 2.1.
Para o inicio do experimento com as espécies S. polyrhiza e A. caroliniana, 1,5 g de
massa fresca foram utilizados, enquanto que 2,0 g foram empregadas para S. minima.

As espécies foram colocadas em vasos de polietileno contendo 350 mL de
solugéo de Hoagland acrescida de doses crescentes de Mn (0,05; 0,1; 0,2; 03; 0,4 mM)
na forma de MnClI,4H,0. As plantas controle foram mantidas apenas em solugéo de
Hoagland, com cinco repeticdes, durante sete dias e pH entre 6,5 = 0,5. O experimento

foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado.

2.3. Sintomatologia visual
A observacdo da sintomatologia visual das plantas expostas as diferentes
concentracbes de Mn, foi realizada diariamente, seguida de registro fotografico

utilizando-se uma camera digital (Sony DSC-S60).



2.4. Analise de crescimento das plantas

No sétimo dia, a partir do inicio do experimento, as plantas foram removidas
dos vasos e lavadas em solucdo de &cido nitrico 1% com &gua desionizada, a fim de
retirar o excesso de Mn aderido as raizes e folhas. Em seguida as plantas foram pesadas
para obtencdo da matéria fresca (MF) final e, posteriormente, colocadas em estufa
convencional a 80 °C até obtengdo de massa seca (MS) final.

A massa seca inicial foi estimada a partir da média obtida de 10 repeti¢bes de
plantas retiradas do mesmo lote daquelas utilizadas nos experimentos, para cada uma
das espécies, sendo o peso de MF correspondente as da utilizada no inicio do
experimento. Os dados de MS foram usados para analise de crescimento das plantas. A
taxa de crescimento relativo de cada espécie foi calculada através da equacdo proposta

por Hunt (1978).

2.5. Determinacdo de pigmentos: clorofila total e carotendides

Os conteudos de clorofila total e carotendides foram determinados em 0,5 g de
massa fresca de cada espécie nas diferentes concentracfes de Mn, e no grupo de plantas
controle. A extracdo foi feita utilizando acetona 80% v/v adicionando-se 0 CaCOs
(Arnon, 1949). A leitura da absorbancia foi realizada nos seguintes comprimentos de
onda: 470; 646,8 e 663,2 nm, em espectrofotometro UV Visivel (UVmini-1240,
Shimadzu, Japdo). A partir destes dados, foram calculados os conteudos de clorofila

total e de carotenoides atraves das equacgdes propostas por Lichthenthaler (1987).

2.6. Determinacdo do contetudo de Mn nas plantas

Plantas secas foram submetidas & mineralizagdo umida em 3 mL de uma mistura
nitrico-percldrico (2:1, v/v), a temperatura de 120-140 °C, até a completa oxidacdo da
matéria organica (Tedesco, 1995). As amostras mineralizadas foram diluidas em 25 mL

de agua desionizada. A determinacdo da concentracdo de Mn total absorvida pelas
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plantas foi feita por espectrometria de absorcdo atomica (AAS 220 FS, Varian

Australia) comprimento de onda 279,8 nm.

2.7. Andlise estatistica
Os dados foram analisados através da ANOVA (nivel de significancia p < 0,05)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey. O software usado para as analises

estatisticas foi SAS (SAS Institute, Cary, NC).

3. Resultados
3.1. Sintomatologia

As macrdfitas aquaticas A. caroliniana e S. minima apresentaram sintomas
visuais, a partir do quinto dia de experimento. Foi constatado clorose nas frondes,
entretanto, apenas em plantas expostas a concentragdo mais elevada de Mn (0,4 mM). A
sintomatologia foi menos evidente em plantas de A. caroliniana (Fig. 1A-D). O
aparecimento de individuos e frondes jovens, em plantas expostas ao Mn ndo se
diferenciou visualmente das plantas controle.

Em plantas de S. polyrhiza, os sintomas foram visiveis a partir da concentracdo
de 0,2 mM de Mn, sendo mais acentuados nas concentragdes de 0,3 e 0,4 mM. A partir
do quarto dia de experimento, as folhas apresentaram clorose, que iniciaram na regido
basal, estendendo-se gradualmente para regido apical até o final do experimento (Fig.
1E-F). O aparecimento de individuos e folhas jovens, de plantas expostas ao Mn, foi

reduzido comparado as plantas controle.
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as aquaticas estudadas. A, Ce E -
plantas controle; B, D e F - plantas expostas a 0,4 mM de Mn. A - vista geral de plantas de
Azolla caroliniana controle; B - vista geral de plantas de Azolla caroliniana exposta ao Mn; C -
vista geral de plantas de Salvinia minima controle; D - vista geral das plantas de Salvinia
minima exposta ao Mn, evidenciando clorose nas frondes (seta); E - vista geral das plantas de
Spirodela polyrhiza controle; F - vista geral das plantas de Spirodela polyrhiza exposta ao Mn
evidenciando clorose nas folhas (seta).
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3.2. Crescimento das plantas

O excesso de Mn na solugdo nutritiva ndo alterou significativamente o
crescimento das espécies A. caroliniana e S. minima (Fig. 2A-B), no entanto, afetou
significativamente o crescimento de S. polyrhiza (P < 0,0004). O crescimento das
plantas de S. polyrhiza reduziu a partir da concentracdo de 0,2 mM de Mn, sendo que

uma redugdo mais acentuada foi observada nas concentragdes de 0,3 e 0,4 mM (Fig.

20).
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Figura 2. Taxa de crescimento relativo de plantas de Azolla caroliniana (A), Salvinia minima
(B) e Spirodela polyrhiza (C), em funcdo de diferentes concentracbes de Mn. Pontos
representados por diferentes letras (a-c) sdo significativamente diferentes entre si.
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3.3 Contetdo de pigmentos: clorofila total e carotentides

O excesso de Mn na solucdo nutritiva alterou o conteudo de clorofila total nas
trés espécies estudadas. Entretanto, as alteracdes ocorreram de forma diferenciada entre
as espécies, bem como entre os tratamentos (Fig. 3A-C).

O conteudo de clorofila total em A. caroliniana, ndo mostrou diferenca
estatistica entre plantas controle e plantas expostas as concentracdes de 0,05 e 0,1 mM
de Mn. A partir da concentracdo 0,2 mM, o teor de clorofila reduziu significativamente
(P < 0,002) e nédo diferenciou das concentracbes de 0,3 e 0,4 mM (Fig. 3A).

Em plantas de S. minima houve reducéo significativa do contetdo de clorofila
total (P < 0,001), somente em plantas expostas a concentracdo 0,4 mM (Fig. 3B). A
Figura 2C mostra que em plantas de S. polyrhiza, o contetudo de clorofila diferenciou-se
estatisticamente (P < 0,0001) das plantas controle a partir da concentracdo de 0,2 mM
de Mn, com um decréscimo mais acentuado registrado nas concentracGes de 0,3 e 0,4
mM.

O excesso de Mn reduziu significativamente (P < 0,001) o conteudo de
carotenoides em plantas de A. caroliniana, a partir da concentracdo de 0,2 mM, mas ndo
diferenciou nas concentrac@es de 0,3 e 0,4 mM (Fig. 4A). Em plantas de S. minima néo
houve decréscimo significativo do conteddo de carotendide entre plantas exposta ao Mn
e plantas controle (Fig. 4B). Entretanto, as plantas de S. polyrhiza apresentaram reducgéo
significativa (P < 0,0001) do contedo de carotendides nas concentracdes de 0,3 e 0,4

mM de Mn (Fig. 4C).
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Figura 3. Conteudo de clorofila total em plantas de Azolla caroliniana (A), Salvinia minima (B)
e Spirodela polyrhiza (C), em funcdo de diferentes concentracdes de Mn. Pontos representados
por diferentes letras (a-c) sdo significativamente diferentes entre si.
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Figura 4. Conteido de carotendides em plantas de Azolla caroliniana (A), Salvinia minima (B)
e Spirodela polyrhiza (C), em funcdo de diferentes concentracdes de Mn. Pontos representados
por diferentes letras (a-b) séo significativamente diferentes entre si.
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3.4. Acimulo de Mn nas plantas

O contetido de Mn na MS de plantas expostas a diferentes concentragcdes de Mn
foi significativamente alterado (P < 0,0001) em relacdo as plantas controle, para as trés
espécies estudadas, e aumentou proporcionalmente com o aumento da concentracdo do
metal na solucéo.

No entanto, o acimulo de Mn em plantas de A. caroliniana, ndo diferenciou
estatisticamente nos tratamentos 0,05; 0,1 e 0,2 mM, mas aumentou nas concentragdes
de 0,3 e 0,4 mM (Fig. 5A).

Em plantas de S. minima, o Mn acumulado foi similar entre os tratamentos 0,05
e 0,1 mM e aumentou nos tratamentos 0,2, 0,3 e 0,4 mM, entretanto, esses Ultimos ndo
diferenciaram estatisticamente entre si (Fig. 5B).

Os valores de Mn acumulado em plantas de S. polyrhiza aumentaram
proporcionalmente as concentracdes do metal e apresentaram diferencas significativas

entre todas as concentracGes de Mn (Fig. 5C).
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Figura 5. Acumulo de Mn em plantas de Azolla caroliniana (A), Salvinia minima (B) e
Spirodela polyrhiza (C) em fungdo de diferentes concentragcdes do metal. Pontos representados
por diferentes letras (a-f) sdo significativamente diferentes entre si.
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4. Discusséo

O conhecimento sobre 0 mecanismo de absorcdo e acumulo de Mn em plantas
aquaticas € escasso. A literatura descreve algumas interpretacdes para espécies de
plantas lenhosas ou arbustivas e, principalmente, para as plantas que possuem valor
econdmico (Memon e Yatazawa, 1980; Caldwell, 1998; Fecht-Christoffers et al. 2003;
Fernando et al. 2006).

No presente trabalho foi constatado que as espécies de macrofitas aquéticas A.
caroliniana, S. minima e S. polyrhiza acumularam Mn em seus tecidos. No entanto, as
espécies se diferenciaram quanto a capacidade para acumular o elemento.

Azolla caroliniana apresentou os valores mais baixos (0,080 - 1,341 mg g™* MS)
de Mn acumulado, em relacdo as demais espécies estudadas. Trabalhos como de Santos
(2006) e Guimaraes (2006) avaliaram o potencial de A. caroliniana para acumular
Arsénio (As) e constataram que esta espécie também apresentou reduzida capacidade
para acumular esse metaldide comparado as plantas de Lemna gibba e S. minima. Este
fato sugere que A. caroliniana possui algum mecanismo de exclusdo do excesso de
metal. Consequentemente, a estratégia confere maior tolerdncia a planta, por evitar
acumulo de metal nos tecidos internos, impedindo a toxidez no metabolismo do vegetal
(Reichman, 2002). Entretanto, pesquisas tém considerado esta pteridofita aquatica
promissora para acumular Cd (Noraho e Gaur, 1996); Ni (Zhao e Duncan, 1998);
Hg(ll), Cr(ll1) e Cr(VI) (Bennicelli et al. 2004). A capacidade desta espécie em
acumular Mn, é desconhecida na literatura, sendo os resultados deste trabalho, os
primeiros dados e informagOes associados a este metal.

Plantas de S. minima apresentaram valores intermediérios (0,097 - 4,283 mg g
MS) de acumulo de Mn quando comparada as espécies S. polyrhiza e A. caroliniana.
Informag0Oes sobre o potencial de S. minima em absorver e acumular Mn sdo escassas.

Respostas de acimulo e efeitos toxicos nesta espécie foram observadas em situacdes de
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estresse com Cd (Oliguin et al. 2002), Pb (Hoffmann et al. 2004), Cr (Nichols et al.
2000) As e atrazine (Guimaraes, 2006).

A aplicacdo do género Salvinia para remocdo de metais tem sido considerada
promissora por alguns pesquisadores (Oliguin et al. 2002; Hoffmann et al. 2004; Soares
et al. 2008). O fato desta espécie apresentar crescimento rapido em diferentes habitats
(Whiteman e Room, 1991) torna-se uma caracteristica vantajosa para aplicagdo em
fitorremediacao.

A espécie S. polyrhiza acumulou as maiores concentracdes de Mn (17,062 mg ¢
1 MS) no tecido vegetal. Sinha et al. (1994) relataram a capacidade dessa espécie em
acumular concentragdes substanciais de Mn. O potencial de S. polyrhiza em acumular
diferentes contaminantes é relatado por varios autores (Tripathi e Chandra, 1991; Sinha
et al. 1994; Rai et al. 1995; Noraho e Gaur, 1996) e 0 uso destas espécies em
fitorremediacdo, vem sendo considerado promissor. Rai et al. (1995) verificaram que S.
polyrhiza foi capaz de reduzir 90% do nivel de cobre de uma solugdo. Sinha et al.
(1994) verificou que S. polyrhiza acumula quantidades expressivas de ferro (71,0 umol)
em solucéo, o que foi constatado no presente estudo para o Mn.

A principal caracteristica requerida para utilizacdo de espécies vegetais na
técnica de fitorremediagdo é o bioacimulo do poluente associado a alta produtividade
de biomassa vegetal (Vissottiviseth et al. 2002). No entanto, o acumulo excessivo de
metais em plantas, geralmente é conhecido por produzir respostas fisioldgicas e
bioguimicas danosas ao metabolismo das plantas, afetando o crescimento e
desenvolvimento vegetal (Barcel6 e Poschenrieder, 1990; Oliveira et al. 2001) e
inviabilizando a utilizacdo e emprego da espécie na tecnologia de fitorremediac&o.

Neste estudo foi verificado que o acimulo de Mn em plantas expostas as
concentragdes de 0,2 — 0,4 mM esta associado a produgdo de sintomas de toxidade nas

trés espécies estudadas, porém, tais eventos ocorreram de formas diferentes. Verificou-
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se reducdo do conteudo de clorofila em plantas de A. caroliniana, S. minima, € uma
reducdo mais acentuada em plantas de S. polyrhiza. A reducéo do contetdo de clorofila
em plantas expostas ao Mn tem sido associada, pelo menos em parte, ao fato deste metal
induzir a deficiéncia de Fe nos tecidos do vegetal, o qual é requerido para a sintese de
clorofila (Csatorday et al. 1984; Beale, 1999). Outra hipotese sugere que o Mn pode
substituir o ion Mg na molécula de clorofila levando, consequentemente a desnaturacéo
desta molécula (Mukaopadhyay e Sharma, 1991; Hauck et al. 2002).

Também foi constatado decréscimo no contetido de carotendides nas plantas de
S. polyrhiza e A. caroliniana. Resultados similares foram encontrados por Caldwell
(1998); Lidon et al. (2004) e Asrar et al. (2005) para diferentes espécies terrestres. A
reducdo deste pigmento parece estar relacionada a um desarranjo dos tilacoides causado
pelo excesso de Mn. Lindon et al. (2004) verificaram que quanto maior 0 aumento da
concentragdo de Mn no tecido foliar, maior a concentragdo deste elemento nos
tilacoides. O acimulo de Mn nos tilacoides, provavelmente, interfere no empilhamento
e contetido de pigmentos localizados na estrutura. Esta hipotese poderia ser aplicada
para a reducdo do conteddo de carotendides observadas em plantas A. caroliniana e S.
polyrhiza, apds o aumento das concentragdes (0,2 a 0,4 mM) de Mn em solugéo.

O crescimento das plantas de A. caroliniana e S. minima ndo foi inibido
significativamente pelo excesso de Mn. Somente em plantas de S. polyrhiza foi
constatado uma reducao do crescimento a partir da concentragdo 0,2 mM de Mn. Sinha,
et al. (1994) estudaram o efeito do Mn no crescimento de S. polyrhiza, em
concentragOes inferiores (0,01 a 0,2 mM de Mn) as utilizadas neste trabalho, e
verificaram que a biomassa produzida por S. polyrhiza foi inversamente proporcional as
concentracbes de Mn. Este resultado e similar ao encontrado no presente estudo. A
reducdo do crescimento de plantas S. polyrhiza pode ter sido acarretada pelo decréscimo

acentuado do contetdo de clorofila verificado nas plantas, alem de um desequilibrio
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nutricional supostamente causado pelo excesso de Mn, como relatado por Alam et al.
(2000) e Shi e Zhu (2008).

As respostas ao acimulo de Mn entre as trés espécies estudadas, provavelmente,
estdo associadas as diferencas de absor¢édo e conteddo de Mn acumulado nos tecidos das
plantas. Os resultados mostraram que, as espécies A. caroliniana e S. minima toleraram
excessos de Mn, entretanto, as plantas foram ineficientes para acumular quantidade
elevadas do metal. O alto conteido de Mn acumulado nos tecidos de S. polyrhiza sugere
que essa espécie possui potencial para acumular Mn, porém, uma resposta de
sensibilidade foi observada em plantas expostas as concentragdes mais elevadas (0,4
mM de Mn). O uso combinado e/ou alternado das espécies estudadas neste trabalho
podera ser uma pratica promissora capaz de auxiliar no sequestro de Mn em ambientes
aquaticos controlados. Entretanto, a combinacdo de macrdfitas aquaticas a serem
aplicadas em sistemas de areas alagaveis “wetlands”, exigira um monitoramento
constante, a fim de evitar um desequilibro entre as interacfes ecoldgicas no ambiente.

Spirodela polyrhiza destacou-se por acumular concentragdes elevadas de Mn e,
estudos posteriores com essa espécie serdo conduzidos para avaliar os efeitos toxicos do

Mn.
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Resumo

A toxidez por manganés (Mn) tem sido considerada um importante estresse abidtico. O
crescimento (biomassa), o conteudo de pigmentos clorofila total, carotendides e
antocianina, a atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidases (POX), o conteudo
de Mn no tecido vegetal e as alteracdes anatbmicas foram estudadas neste trabalho em
plantas de Spirodela polyrhiza expostas a concentracdo de 0,4 mM de Mn (MnCl), em
solucdo nutritiva. O excesso de Mn em solucdo reduziu o crescimento das plantas,
assim como, levou a um decréscimo significativo do contetdo de clorofila total,
carotendides e antocianinas. A atividade da CAT também foi reduzida e a atividade da
POX néo apresentou diferencgas entre os tratamentos. A microscopia Optica mostrou um
desarranjo nas lacunas do aerénquima em plantas expostas ao Mn, e o contetdo de Mn
aumentou significativamente em plantas expostas ao metal (0,157 - 15,830 mg g™MS).
Os resultados mostraram que o excesso de Mn em solucdo acarretou efeitos toxicos nas
plantas de S. polyrhiza. A alta concentracdo de Mn acumulada foi a causa dos efeitos
deletérios observados.

Palavra-chave: Spirodela polyrhiza, toxidez por manganés, alteracdes anatdémicas,
macroéfita aquatica

Abstract

Toxic effect of manganese in Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden (Lemnaceae)

The toxicity of Manganese (Mn) has been considered an important abiotic stress. The
growth of plants, content of pigments total chlorophyll, carotenoids and anthocyanins,
enzymatic activities of catalase (CAT) and peroxidase (POX), contents of Mn in the
plant tissue and anatomic modifications were studied in Spirodela polyrhiza plants
exposed to a concentration of 0,4 mM of Mn (MnCl,) in a solution. The excess of Mn in
the solution reduced the growth of plants also leading to a significative decreasing in the
content of total chlorophyll, carotenoids and anthocyanins. The CAT activity was also
reduced and the activity of POX did not present any difference among the
concentrations. Optical microscopy showed disarrangement in the gaps of the
aerenchyma in plants exposed to Mn and the Mn content significantly increased in the
plants exposed to the metal (0.157 to 15.830 mg g*MS). The results showed that the
excess of Mn in solution caused toxic effects on plants of S. polyrhiza. The high
concentration of Mn accumulated was the cause of the deleterious effects observed.

Keyword: Spirodela polyhiza, manganese toxicity, anatomic modifications, aquatic
macrophytes
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1. Introducéo

O Manganés (Mn) é um micronutriente essencial para o crescimento e o
desenvolvimento de plantas (Mukaopadhyay e Sharma, 1991). Este elemento participa
de numerosos processos metabolicos e esta associado as rea¢des oxido-reducdo. O Mn é
requerido como cofator de enzimas envolvidas no processo de protecdo contra o estresse
oxidativo, além de ser um componente do complexo enzimatico envolvido na fotolise
da 4gua (Bowler et al., 1994; Gonzales et al., 1998; Biichel et al., 1999).

Embora o Mn seja um elemento constituinte da nutricdo de plantas, pesquisas
tém reportado que o acumulo excessivo deste metal causa efeitos toxicos. Implica nas
alteragdes do metabolismo de isoprenoides, clorofilas, carotendides, inibicdo da
fotossintese, alteracdo na respiracdo entre outros (Foy,1984; Houtz, 1988; Wilkinson e
Ohki, 1988; Macfie e Taylor, 1992; Macfie, et al., 1994; Hauck et al., 2003).

Sintomas como clorose, necrose, alteragdes na morfologia foliar, surgimento de
pontos marrons nas folhas e retardamento no crescimento também foram observados em
plantas expostas ao excesso de Mn (Wissemeier e Horst, 1992; Sinha et al., 1994).

Estudos também sugerem que o0 excesso de Mn induz o estresse oxidativo
(Gonzéles et al., 1998; Lidon e Teixera, 2000). De maneira geral os efeitos toxicos dos
metais pesados, tantos 0s essenciais como 0s ndo essenciais no metabolismo das
plantas, estdo relacionados na producéo de radicais livres (De Vos e Schat, 1991; Fecht-
Christoffers et al., 2003).

A producdo excessiva de radicais livres danifica as biomoléculas como lipidios
de membrana, proteinas, pigmentos em cloroplastos, enzimas, acidos nucléicos, etc.
(Mishra e Singhal, 1992). Entretanto, as plantas sintetizam enzimas antioxidantes e
substancias antioxidantes como mecanismo de protecdo contra 0s danos e os efeitos
destes radicais (Arora et al., 2002). Geralmente, as enzimas antioxidantes tém a sintese
ou a atividade aumentada em plantas expostas as situacdes de estresse. Quando ha
aumento da atividade enzimética é relatado um aumento da tolerncia ao estresse
(Santandrea et al., 2000; Fecht-Christoffers et al., 2003). No entanto, ndo sdo todas as
espécies vegetais que possuem tal mecanismo de tolerancia.

As antocianinas sdo pigmentos que pertencem a familia dos flavonodides
(Dangles et al., 1992) e também atuam como antioxidante contra a acdo de radicais
livres (Foot et al., 1996; Ishii et al, 1996). Pesquisas demonstram que o contetdo de
antocianinas podem aumentar em resposta a VArios estresses, como, a exposi¢ao a
radiacdo UV (Li et al.,1993), a deficiéncia hidrica (Do e Cornier, 1990) e a metaldides

(Guimardes, 2006; Santos, 2006). O aumento deste pigmento em plantas € um
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mecanismo que confere aos vegetais, maior tolerdncia quando submetidos as situacdes
de estresse (Foot et al., 1996; Ishii et al, 1996).

Vaérios trabalhos ja investigaram o efeito e o acimulo de Mn em plantas
vasculares (Memon e Yatazawa, 1980; Clairmont et al., 1986; Kitao et al., 2001; Fecht-
Christoffers et al., 2003; Asrar et al., 2005; Fernando et al., 2006). No entanto, séo raros
os estudos relacionados as plantas aquéticas. O interesse maior tem sido pelas plantas de
valor econdmico (Caldwell, 1998; Fecht-Christoffers et al., 2003; Fernando et al.,
2006).

A espécie Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden é uma planta aquética flutuante
livre, pertencente a familia Lemnaceae (Pott e Pott, 2000) que foi selecionada para este
estudo por jé ter sido relatado, o potencial de espécies de diferentes géneros da familia,
para acumular metais pesados (Schreinemakers, 1984; Tripathi e Chandra, 1991;
Sharma e Gaur, 1995; Li e Xiong, 2004; Dhir et al., 2004). Entretanto, pouco se
conhece sobre os efeitos do Mn em S. polyrhiza. Sinha et al. (1994) estudaram o
acimulo e a toxidez de Mn, nesta espécie, porém, o experimento foi conduzido com
concentragfes menores do que as utilizadas no presente estudo e poucos parametros
fisioldgicos foram avaliados pelos referidos autores.

Foi constatado, em pesquisa anterior desenvolvida no Departamento de Biologia
Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, que plantas de S. polyrhiza quando
expostas as diferentes concentracdes de Mn (0,0 e 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 mM), pode
acumular elevadas concentragfes do metal em seus tecidos e mostraram tolerancia
quando expostas as concentracgdes inferiores a 0,2 mM de Mn. Neste estudo, observou-
se que plantas expostas as concentragdes acima de 0,2 mM de Mn apresentaram
respostas de sensibilidade ao metal, reduzindo o crescimento, o contetdo de clorofila
total e carotendides.

Com base nos dados anteriores, 0 excesso de Mn em solugdo causa efeitos
toxicos em plantas de S. polyrhiza. O presente trabalho objetivou analisar pardmetros
fisiolégicos (pigmentos e enzimas) e morfo-antémicos, em plantas de S. polyrhiza
expostas a0 Mn, buscando compreender os efeitos deletérios do Mn no metabolismo
desta macrofita aquética.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencéo e aclimatacéo das plantas

A espécie aquatica S. polyrhiza foi cultivada em casa de vegetacdo, na Unidade
de Crescimento de Plantas — UCP, do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da
Universidade Federal de Vigosa/UFV.

Para adaptar as condicfes experimentais e obter biomassa suficiente para
conducdo dos experimentos, as plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva de
Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950), com 1/5 de forga i0nica, durante 15 dias, em sala
de crescimento de plantas, com temperatura e luz controladas (25 + 1 °C, 230 pmol de
fotons m2s™), sob fotoperiodo de 12 horas de luz:escuro. A solucdo nutritiva renovada a

cada trés dias e o pH mantido entre 6,5 £ 0,5.

2.2. Montagem do experimento

O experimento foi montado nas mesmas condi¢des descritas no item 2.1. No
inicio do experimento foram utilizados 1,5 g de massa fresca de plantas de S. polyrhiza
e 350 mL de solucdo de Hoagland acrescida de Mn (MnCl»4H,0 ) na concentracédo 0,4
mM. Plantas controle foram mantidas apenas em solucdo de Hoagland e o pH a 6,5
0,5. O experimento foi conduzido durante sete dias, com cinco repeticdes, em

delineamento inteiramente casualizado.
2.3. Sintomatologia visual

A observacgéo da sintomatologia visual das plantas expostas ao Mn foi realizada
diariamente, mediante observacdes em microscopio estereoscopio e registro fotogréafico,

utilizando-se uma camera digital (Sony DSC-S60).
2.4. Alteragdes morfo-anotdmicas das folhas

Para a caracterizacdo estrutural, as folhas de plantas tratadas com Mn e plantas
controle, foram fixadas em solucdo de Karnovisky (Karnovsky, 1965) por 24 h. Em
seguida, as folhas foram lavadas em tampao cacodilato a cada 30 minutos, durante 2 h,
seguidas de lavagens em &gua destilada. Posteriormente, foram desidratadas em série
etilica e armazenadas em alcool etilico 70%. O material foi incluido em historresina e

seccionado a 6 um de espessura, em microtomo rotativo de avango automatico (modelo
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RM 2155, Leica). Cortes transversais e longitudinais foram feitos nas folhas de plantas
controle e plantas expostas ao Mn. Os cortes foram corados com azul de Toluidina
(O’Brien et al., 1964) e montados em Permount.

Observacbes do tecido epidérmico foram realizadas através da técnica de
diafanizacdo. O material (folhas) foi submetido a uma solugdo de hidroxido de sodio a
10%, por 2 horas, e posteriormente mergulhados em solucéo de hipoclorito de Sodio a
20%, até o clareamento (Johansen, 1940) e corado com Safranina.

As observacbes e documentagdo fotogréfica foram realizadas em
fotomicroscopio (modelo AX70TRF, Olympus Optical) acoplado com sistema U-Photo,
no laboratdrio de Anatomia Vegetal do DBV/UFV.

2.5. Analise de crescimento das plantas

No sétimo dia, ap6s o inicio o experimento, as plantas foram removidas da
solucdo nutritiva e lavadas em solucdo de acido nitrico 1%, seguida de lavagens em
agua desionizada, a fim de retirar o excesso de Mn aderido as raizes e folhas. Em
seguida, todas as plantas foram pesadas para obtencdo da matéria fresca final (MF).
Posteriormente, as plantas foram colocadas em estufa convencional a 80 °C para
obtenc¢éo da massa seca (MS) final.

A matéria seca inicial foi estimada a partir da média obtida de 10 repeticdes de
plantas retiradas do mesmo lote das plantas utilizadas no experimento, sendo o peso de
MF correspondente aquele utilizado no inicio do experimento (1,5 g). Os dados de MS
foram utilizados para analisar a taxa de crescimento relativo das plantas, calculada
através da equacao proposta por Hunt (1978).

A determinacdo da area foliar (cm?) e do comprimento das raizes (mm) foram
feitas em cinco plantas de cada repeticdo (controle e tratamento). A area foliar foi
mensurada através de um medidor de area foliar (Delta-T Devices, England) e o

comprimento das raizes foi mensurado com o auxilio de uma régua milimetrada.
2.6. Determinacdo de pigmentos: clorofila total, carotendides e antocianinas

Os conteudos de clorofila total e carotendides foram extraidos a partir de 0,5 g
de MF de plantas, utilizando acetona 80% (v/v) e acrescentando-se CaCOs; (Arnon,
1949). A leitura da absorbancia foi feita nos comprimentos de onda, 470, 646,8 e 663,2
nm, em espectrofotdmetro UV Visivel (UVmini-1240, Shimadzu, Japédo). Os célculos

foram realizados de acordo com as formulas propostas por Lichthenthaler (1987).
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O contetdo de antocianina foi extraido a partir de 0,3 g de MF plantas,
usando-se 7 ml de metanol-HCI (99:1, v/v). As amostras foram deixadas em
refrigerador por 12 h. A absorbancia dos extratos foi mensurada no comprimento de
onda 525 nm (Craker, 1973). Os resultados foram expressos em densidade dptica mL™
g MF.

2.7. Extragéo de enzimas

Para a extracdo de enzimas foram utilizados 0,3 g de massa fresca das plantas
obtidas nos diferentes tratamentos. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido
e, posteriormente, adicionados 2 mL de meio de extracdo constituido de tampéo fosfato
de potassio (0,1 Mol L™), pH 6,8, EDTA (0,1 mMol L™), PMSF (1 mMol L) e PVPP
1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg, por 15 min, a 4 °C, e 0
sobrenadante foi utilizado como extrato bruto para determinacdo da atividade das
enzimas catalase e peroxidase (Peixoto et al., 1999)

2.8. Atividade das Peroxidases (POX)

A atividade das POXs foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de
postassio (25 mMol L), pH 6,8, pirogalol (20 mMol L ™) e H,0, (20 mMol L) (Kar e
Mishra, 1976). A atividade foi mensurada com o acréscimo da absorbéancia a 420 nm
durante o primeiro minuto de reacgéo e calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo
molar de 2,47 mMol™ L cm™ (Chance e Maehley, 1955)

2.9. Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 300 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,7 mL de meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de
postassio (50 mMol L™), pH 7,0 e H,0, (12,5 mMol L™Y) (Havir e McHale, 1987). A
atividade enzimaética foi mensurada com o declinio da absorbancia a 240 nm, durante o
primeiro minuto de reagdo e calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢gdo molar de
36 mol™ L cm™ (Anderson et al. ,1995).
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2.10. Determinacéo do contetdo de Mn nas plantas

As plantas secas foram submetidas a mineralizacdo Umida em 3 ml de uma
mistura nitrico-perclorico (2:1, v/v), a temperatura de 120-140 °C, até a completa
digestdo da materia organica (Tedesco, 1995). As amostras mineralizadas foram
diluidas com agua desionizada (25 ml). A determinacdo da concentracdo de Mn total,
absorvido pelas plantas, foi feita por espectrometria de absorcdo atomica (AAS 220 FS,
Varian Australia) no comprimento de onda 279,8 nm.

2.11. Anélise estatistica

Os dados foram analisados através da ANOVA (nivel de significancia p < 0,05)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey. O software usado para as analises
estatisticas foi SAS (SAS Institute, Cary, NC).

3. Resultados
3.1. Sintomatologia

A partir do quarto dia de experimento observou-se em plantas expostas ao Mn,
pontos marrons na face abaxial das folhas e inicio de clorose na regido basal. No final
do experimento, plantas inteiras foram observadas em microscépio estereoscopio, e foi
constatado que tanto as raizes (coifa) quanto as folhas apresentavam manchas de
coloracdo marrom alaranjada (Fig. 1B, D e F). Também foi verificada a presenca de
microalgas epifiticas aderidas as folhas e raizes das plantas controle e tratamento com
Mn. Nas plantas expostas ao Mn, as microalgas apresentavam a mesma coloracao

marron/alaranjada identificada nas raizes (Fig. 1B e F).
3.2. Caracterizacgao das alterac6es anatdmicas das folhas

A observacdo anatomica de folhas de S. polyrhizia evidenciou os estdbmatos
presentes apenas na face adaxial, sendo, portanto a folha classificada como
epiestomatica. Os estdbmatos sdo do tipo actinocitico e ciclocitico, com predominancia
do tipo ciclocitico. Nestes, ocorrem cerca de seis células subsidiarias que estdo no
mesmo nivel das demais células epidérmicas. Em vista frontal, as células epidérmicas
das faces abaxial e adaxial apresentam paredes levemente sinuosas (Fig. 2A-B). A
epiderme de ambas as faces da folha € uniestratificada e possui células de formato
irregular (Fig. 2C-G).
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Abaixo da epiderme observa-se a presenca de parénquima clorofiliano. Na
regido mediana da folha ocorre um aerénguima, com lacunas proeminentes (Fig. 2C-E).

Os feixes vasculares ocorrem em série, proximos a regido mediana do mesofilo e
estdo conectados aos septos do aerénquima (Fig. 2D - E). Em algumas regides do
aerénquima e possivel observar idioblastos cristaliferos contendo réafides, e a presenca
de drusas localizadas no parénquima clorofiliano (Fig. 2-C).

Plantas tratadas com Mn ndo apresentaram alteracdes no tecido epidérmico. Os
estdbmatos e as células subsididrias apresentaram-se semelhantes as plantas controle.
Contudo, o excesso de Mn parece levar a um desarranjo do aerénquima. Foi observado
que as lacunas do aerénquima, em plantas expostas a 0,4 mM de Mn estavam maiores e
desorganizadas nas proximidades dos feixes vasculares quando comparadas com as
plantas controle (Fig. 2E).

Através dos cortes anatémicos, foi possivel observar também, na regido da
epiderme abaxial das folhas, a presenca das microalgas. Nas plantas expostas ao Mn,
além da presenca das microalgas foi verificada a ocorréncia de uma massa mucilaginosa

de coloracdo semelhante a observada nas coifas das raizes, (Fig. 2F-G).
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Figura 1. Spirodela polyrhiza: plantas controle (A, C e E) e plantas expostas a 0,4 mM de Mn
(B, D e F). A - vista geral da planta controle; B - detalhe da face adaxial de plantas expostas ao
Mn, seta indicando a borda com coloragcdo marrom e a presenca de microalgas epifitas; C - face
abaxial da folha de plantas controle; D - face abaxial da folha de plantas expostas ao Mn, com
numerosas manchas marrons (seta); E - raiz de plantas controle; F - raiz de plantas expostas ao
Mn mostrando a coifa com coloracdo laranja/amarronzado e a presenca de microalgas
associadas (seta).
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Figura 2 — Caracterizacdo anatdmica da folha de Spirodela polyrhiza em plantas controle e
expostas a 0,4 mM L™ de Mn. A - Vista frontal da folha diafanizada, evidenciando estématos do
tipo actinocitico (Ac) e ciclocitico (Cc); B - Detalhe do estémato tipo ciclocitico; C a G - Cortes
transversais; C - Detalhe do mesofilo evidenciando a presenca de drusa (Ds) e rafides (Rf); D -
vista geral do mesofilo evidenciando lacunas (Lc) do aerénquima, em plantas controle; E - vista
geral do mesofilo evidenciando lacunas (Lc) do aerénquima, em plantas expostas ao Mn. Notar
0 desarranjo do aerénguima nas proximidades dos feixes vasculares; F - vista geral da epiderme
abaxial mostrando a presenca de microalgas (setas) em plantas controle; G - vista geral da
epiderme abaxial de plantas tratadas com Mn, mostrando a presenca de massa mucilaginosa e
microalgas (seta) aderidas.
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3.3. Crescimento das plantas

Os resultados mostraram que houve reducdo de 5% no crescimento das plantas
de S. polyrhiza expostas a 0,4 mM de Mn. Embora este percentual tenha sido
relativamente baixo, os dados indicam que o excesso de Mn em solucdo causou inibicao
no crescimento das plantas (P < 0,05). Entretanto, a area foliar e o comprimento das
raizes de plantas expostas a0 Mn ndo apresentaram diferencas em relagdo as plantas
controle. Os valores médios da taxa de crescimento relativo, da area foliar e do

comprimento das raizes, segundo o teste de Tukey, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa de crescimento relativo (TCR), area foliar e comprimento de raiz de plantas
controle e expostas a 0,4 mM de Mn

Tratamento TCR Avrea foliar Comprimento raiz
(mMol L™ (mg g™* MS) (cm?) (mm)
0,0 187,475a + 1,66 1,28a+0,37 22,12a+0,50
0,4 180,457 b + 1,33 1,30a+0,70 22,04 a+0,62

Os dados sdo médias de cinco repetices + SD. Valores em cada coluna representados por letras
diferentes (a-b) sdo significativamente diferentes entre si (P < 0,05).

3.4. Conteudo de pigmentos

O excesso de Mn alterou significativamente o conteddo de clorofila total (P <
0,02), de carotendides (P < 0,03) e antocianinas (P < 0,01). As plantas expostas ao Mn
apresentaram reducdo, em média de 13% do conteudo de clorofila total, 10% de
carotenoides e 19% de antocianina quando comparados aos valores obtidos para as

plantas controle (Fig. 3 A-C).
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Figura 3. Contetdo de clorofila total (A), carotendides (B) e antocianinas (C) em plantas de
Spirodela polyrhiza controle e submetidas a 0,4 mM de Mn. Os valores sdo médias de 5
repeticbes. Barras representam + S.D. Valores com diferentes letras sdo significativamente
diferentes (P < 0,05).
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3.5. Atividade das enzimas Peroxidases (POX) e Catalase (CAT)

A atividade da POX nao foi alterada significativamente entre plantas controle e
expostas ao Mn (Fig. 4A). Porém, o excesso de Mn reduziu a atividade da catalase (P <
0,04) (Fig. 4B).
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Figura 4. Atividade enzimatica da POX (A) e CAT (B) em plantas de Spirodela polyrhiza
controle e submetidas a 0,4 mM de Mn. Os valores sdo médias de 5 repeticdes. Barras
representam + S.D. Valores com diferentes letras sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

3.6. Acumulo de Mn nas plantas

O conteddo de Mn em plantas de S. polyrhiza submetidas a concentracédo 0,4
mM de Mn foi significativamente maior do que nas plantas controle (P < 0,0001) (Fig.
5). Plantas expostas a0 Mn, apresentaram em média 15,830 mg g*MS de Mn em seus

tecidos e plantas controle 0,157 mg gMS™.
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Figura 5. Acimulo de Mn em plantas de Spirodela polyrhiza controle e submetidas a 0,4 mM de
Mn. Os valores sdo médias de 5 repeticBes. Barras representam + S.D. Valores com diferentes
letras sdo significativamente diferentes (P < 0,05).
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4. Discusséo

O manganés (Mn) tem sido considerado um sério problema ambiental, em
funcdo das concentracdes elevadas do metal no ambiente, principalmente no meio
aquatico (Martins e Lima, 2001). A presenca de Mn afeta processos fisioldgicos e
bioquimicos associados ao crescimento e desenvolvimento dos vegetais (Shi et al.
2006).

No presente estudo, plantas de S. polyrhiza expostas ao Mn apresentaram clorose
e pontos marrons nas folhas. Estes sintomas tém sido relatados por Wissemeier e Horst,
(1992) e Kitao et al. (2001), como sendo sintomas especificos de toxidez por Mn. O
surgimento de clorose nas folhas, pode estar associado a reducdo do contetdo de
clorofila, o que foi constatado nas plantas de S. polyrhiza. Pontos marrons tém sido
indicados em plantas terrestres, como sendo Mn oxidado (Wissemeier e Horst, 1992;
Kitao et al. 2001). A expressdo dos sintomas de toxicidade de Mn, provavelmente,
depende do estado fisioldgico, relacionado com a idade foliar, bem com a distribuigéo
de Mn e a concentracdo dentro da folha (Kitao et al., 2001).

O excesso de Mn, aparentemente, tambeém causou um desarranjo no aerénquima
das folhas de S. polyrhiza. Fowler e Morgan (1972) e Morgan et al. (1976) apresentaram
uma hipotese de que o excesso de Mn no tecido vegetal causa um desequilibrio na
concentracdo de auxina, que por sua vez estimula o aumento das concentragdes de
etileno nas células. O aumento do etileno nos tecidos vegetais acelera a atividade de
enzimas que degradam a parede celular, e levam a formacdo de lacunas que constituem
0 aerénquima (He et al., 1996). Portanto, a presenca excessiva de etileno nas células de
plantas tratadas com Mn, pode ter acarretado as alteracdes no padrdo de disposi¢édo das
lacunas do aerénquima observadas neste estudo.

Apesar de ndo ter sido observado alteracGes na &rea foliar das plantas em
resposta ao Mn, verificou-se que houve reducdo na producdo de matéria seca, a qual
pode estar relacionada com o aumento das lacunas do aerénquima nas plantas tratadas.
A perda de camadas de células do mesofilo dando lugar a formacdo de lacunas
juntamente com o decréscimo do contetdo de clorofila pode ter resultado na diminuigédo
da biomassa das plantas. A inibi¢do do crescimento das plantas de S. polyrhiza induzida
pelo Mn, parece ter sido menos afetada do que a inibicdo da sintese de clorofila e dos
outros pigmentos.

O conteldo de clorofila total foi reduzido significativamente em plantas exposta
ao metal. Varios trabalhos tém demonstrado que o excesso de Mn reduz o contetdo de
clorofila (Clairmont, et al., 1986; Sinha, et al., 1994; Gonzales et al., 1998). Acredita-se
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que este processo ocorra envolvendo mais de um mecanismo (Hauck et al., 2003) e
pode ser interpretado como sendo um processo tanto de atuacao direta como indireta do
Mn sobre a molécula de clorofila.

O Mn induz a deficiéncia de Ferro (Fe) e esse mecanismo se da pela competicdo
do Mn pelo mesmo sitio de acdo do Fe (Csatorday et al., 1984). O Fe é essencial na
biossintese da clorofila e esta presente no processo de conversdo da protoporfirina em
protoclorofila (Csatorday et al., 1984; Beale, 1999). A deficiéncia de Fe durante este
processo de biossintese da clorofila, leva ao acumulo de protoporfirina e,
concomitantemente, acarreta retardamento na sintese de clorofila (Csatorday et al.,
1984). Assim, tem sido sugerido que o decrescimo de clorofila em plantas expostas as
altas concentracBes de Mn ocorra em parte, em funcdo da deficiéncia de Fe (Csatorday
et al., 1984; Sinha, 1994; Hauck et al., 2003). Outra hipotese apresentada para explicar o
efeito do Mn sobre o decréscimo do contetdo de clorofila, esté ligada ao fato de que o
Mn reduz 0 Mg®* intracelular, substituindo-o na molécula de clorofila (Mukaopadhyay e
Sharma, 1991; Hauck et al., 2002a) o que inevitavelmente promovera a desnaturacdo
desta molécula.

Plantas de S. polyrhiza expostas ao Mn, também apresentaram uma reducdo do
conteudo de carotenoides. Resultado semelhante foi obtido por Caldwell (1998); Lidon
et al. (2004) e Asrar et al. (2005) em diferentes espécies terrestres. A reducdo do
conteddo de carotendides tem sido explicada, pelo fato de que o acumulo de Mn no
tecido foliar parece causar um dessaranjo nos tilacdides, que por sua vez, interfere no
conteddo de pigmentos localizados nestas estruturas (Hauck, 2002b; McQuattie e
Schier, 2000 e Lindon et al., 2004). Lindon et al. (2004) constataram que o0 aumento da
concentracdo de Mn no tecido foliar, acarretou 0 aumento desse elemento nos tilacdides.
O acumulo de Mn nos tilacoides provavelmente interfere no empilhamento e no
conteddo de pigmentos. Este fato poderia explicar a redugdo do contetdo de
carotenoides constatado em plantas S. polyrhiza, associado ao decréscimo do contetdo
de clorofila total.

O conteldo de antocianina nos tecidos de S. polyrhiza também foi reduzido em
resposta a exposi¢do ao Mn. Informagdes relativas ao efeito do excesso de Mn sobre a
sintese de antocianina sdo escassas. Entretanto, baseando-se no processo de biossintese
da molécula de antocianina proposto por Wilmouth et al. (2002), sugere-se que 0 Mn
pode estar inibindo a producdo de antocianina pelo mesmo processo que promove a
inibicdo da sintese de clorofila. Provavelmente, este fato também esta relacionado com a

deficiéncia de Fe, causada pelo excesso de Mn na solucéo.
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Enzimas que requerem o Fe como cofator, catalizam reagdes envolvidas no
processo de conversdo de moléculas que antecedem a formacdo da antocianina
(Wilmouth et al., 2002). Acredita-se que a deficiéncia de Fe ou a substituicdo do ion Fe
pelo ion Mn levaria a desnaturacéo destas enzimas. As enzimas perderiam sua atividade
catalitica no processo de biossintese e, consequentemente, promoveriam o decréscimo
na producdo de antocianina.

Enzimas como a catalase (CAT), a peroxidase (POX) e outras, participam do
mecanismo de protecdo contra os danos causados pela presenca de radicais livres.
Geralmente, a atividade das enzimas antioxidantes é aumentada em situacdes de
estresse, conferindo protecdo as plantas (Mishra e Singhal, 1992; Santandrea et al.,
2000; Shah et al., 2001; Fecht-Christoffers et al., 2003).

A POX é amplamente distribuida nas células vegetais e tem a funcdo de eliminar
do metabolismo celular as moléculas de perdxido de hidrogénio (H,0O,) formadas
(Arora, et al., 2002). No presente estudo, os resultados mostraram que o0 excesso de Mn
ndo alterou a atividade das peroxidases. Trabalhos realizados com plantas arboreas e
herbaceas (Panda et al., 1986; Shi et al., 2006), demonstraram que 0 excesso de Mn
levou a peroxidacao de lipidios, indicando aumento na producdo das espécies reativas
de oxigénio e, consequentemente, um aumento da atividade das peroxidases.

Resultados ndo diferenciados na atividade das peroxidases, em plantas de S.
polyrhiza exposta ao Mn e plantas controle, associado ao decréscimo do conteddo de
carotendides e antocianinas, podem estar relacionados a um baixo mecanismo de defesa
nestas plantas. Além disso, também foi constatado reducéo na atividade da catalase, em
resposta a exposicdo de Mn. Shi et al. (2006) verificaram reducdo na atividade da
catalase em Cucumus sativus exposta ao Mn. O decréscimo na atividade da CAT tem
sido interpretado também, pela deficiéncia de Fe induzida pelo Mn (Morgan et al. 1976;
Csatorday et al., 1984; Sinha, et al., 1994). O ferro é um componente da enzima catalase
(Quiail, 1979), e a atividade desta enzima tende a diminuir sob condicdes de deficiéncia
de Fe.

O efeito toxico do ion Mn parece, pelo menos em parte, estar relacionado a
influencia desse ion sobre os ions Fe e Mg. No presente experimento, o contetido de Fe
e Mg nas plantas expostas ao excesso de Mn nao foi avaliado. Contudo, observa-se em
outros estudos decréscimos significativos na concentracdo de ions de Fe e Mg em
plantas expostas a excesso de Mn (Sinha, et al., 1994; Shi et al., 2006).

As alteracdes encontradas no metabolismo de S. polyrhiza, provavelmente estéo

relacionadas ao elevado valor de Mn acumulado nos tecidos dessas plantas (15,830 mg
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g'MS). Os cortes anatdmicos sugerem que o Mn pode ter sido adsorvido pela face
abaxial das folhas, as quais estdo diretamente em contato com a solucdo contendo Mn, o
que levaria ao aumento da concentracdo de Mn nos tecidos das plantas. Outros trabalhos
tém sugerido que o mecanismo predominante para a remocao de metais por macrofitas
aquaticas tem sido através do processo de adsorcdo e, posteriormente, acumulo
intracelular (Noraho e Gaur, 1996; Oliguin et al., 2005).

A existéncia de grande numero de microalgas epifitas aderidas a superficie das
folhas e das raizes, provavelmente tenham contribuido para aumentar o acimulo de Mn.
A coloracéo laranja/amarronzada observada no interior das microalgas sugere que esses
microrganismos também tenham absorvido Mn, ou que pelo menos em parte,
contribuiram para a adsorcdo do Mn na superficie das folhas.

Concluiu-se que o excesso de Mn em solugdo nutritiva causou efeitos toxicos no
metabolimos das plantas de S. polyrhiza, levando a redugdo do crescimento, do
conteddo de pigmentos e da atividade da catalase, aléem de promover o desarranjo do
aerénquima. Entretanto, a espécie estudada pode ser considerada uma boa acumuladora
de Mn, por ter acumulado valores elevados do metal em seus tecidos e este fato foi a
causa dos efeitos deletérios observados nas plantas.

Pesquisas deverdo ser conduzidas, posteriormente, para investigar 0s
mecanismos que conferem a esta especie a capacidade para acumular elevadas
concentracfes de Mn. Assim como, estudos sobre a anatomia foliar de S. polyrhiza, a
fim de compreender melhor o papel do Mn no desarranjo do aerénquima. Pretende-se
também, avaliar as interagcdes da ocorréncia das microalgas com plantas de S. polyrhiza,
no processo de sequestro de Mn. A elucidagdo das vias metabolicas envolvidas no
processo de acumulo e resposta ao Mn possibilitara a adequacédo e 0 uso desta espécie

como fitorremediadora e/ou bioindicadora de ambientes aquaticos impactados pelo Mn.
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CONCLUSAO GERAL

Dentre as trés macrofitas aquéticas estudadas no presente trabalho: A. caroliniana,
S. minima e S. polyrhiza a espécie S. polyrhiza demonstrou a maior capacidade para
acumular Mn em solucdo. Entretanto, esta espécie apresentou sintomas de toxidez
guando exposta as concentracdes mais elevadas de Mn (0,3 e 0,4 mM). A utilizacdo
dessa espécie em fitorremediacdo pode se tornar promissora, principalmente, em
ambientes onde as concentragdes de Mn ndo sdo elevadas.

Trabalhos futuros, com abordagem protedmica e andlises ultraestruturais seréo
conduzidos, a fim de elucidar os mecanismos de resposta e acimulo de Mn por S.
polyrhiza. O melhor entendimento deste processo e a correta identificagdo dos
componentes desta via permitirdo a adequacdo e 0 uso da espécie como
fitorremediadora e/ou bioindicadora, além de, contribuir para o desenvolvimento de
técnicas que possibilitem o aprimoramento dos mecanismos de tolerancia ao Mn nesta e
outras espécies aquaticas.

Estudos que buscam avaliar o potencial de diferentes espécies de plantas aquaticas
para acumular Mn e a utilizacdo dessas plantas na tecnologia de fitorremediacdo séo
escassos. Pesquisas com essa abordagem precisam ser incentivadas, visto que a toxidez
por Mn tem se tornado um importante problema ambiental, principalmente no estado de

Minas Gerais, onde 0 metal ocorre em abundancia na rocha matriz.
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