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RESUMO

A atividade de mineragdo ¢ considerada impactante para o
meio ambiente devido principalmente aos rejeitos gerados como a
drenagem acida de mina (DAM), rica em metais pesados, a qual
em contato com as plantas pode desencadear respostas
fisioldgicas e alteracdes em niveis estruturais e ultraestruturais.
No presente estudo espécimes da macrofita Eleocharis
laeviglumis, encontrada naturalmente em ambiente contaminado
e ndo contaminado por DAM, foram cultivados em laboratério
sob dois tratamentos: DAM (+) solo e agua contaminados por
DAM e DAM (-) solo e agua ndo contaminados por DAM. O
experimento teve a dura¢do de seis semanas ¢ foram analisados
os seguintes parametros: taxa de crescimento, atividade
fotossintética a partir da fluorescéncia da clorofila a,
quantificacdo de agucares soluveis totais e amido, determinagdo
dos metais presentes nos tecidos da raiz, rizoma e escapo por
meio de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), analises
morfoanatomicas, qualitativas e quantitativas e ultraestruturais do
escapo. As analises em EDS mostram que E. laeviglumis retém
grande parte dos metais nas raizes e rizomas, impedido maior
translocacdo dos mesmos para as partes aéreas, 0s quais aparecem
em quantidades menores. As analises da atividade fotossintética,
a partir da fluorescéncia da clorofila @, evidenciaram que o valor
da eficiéncia fotossintética (agtr), do rendimento quantico
maximo (F\/Fy) € o rendimento quantico efetivo Y(II), apesar de
variarem significativamente entre os tratamentos, indicam que os
individuos de DAM (+) ndo estdo estressados. A analise
ultraestrutural dos cloroplastos também ndo evidenciou
anormalidade nos cloroplastos destes individuos. Os valores de
intensidade de saturacdo (Ik) e de dissipagdo regular de energia
nao-fotoquimica Y(NPQ) foram menores nos individuos
cultivados em DAM (+) indicando que tais plantas estdo sendo
menos eficientes nos mecanismos de fotoprote¢do, o que também
pode ser confirmado pelas analises morfoanatomicas as quais
mostraram que os individuos cultivados em DAM (+) tem menor
desenvolvimento do tecido fotossintetizante, menor taxa de
crescimento, menor area do escapo e aumento da densidade
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estomatica. De acordo com os resultados obtidos E. laeviglumis
pode ser considerada espécie tolerante a DAM pois apresenta
caracteristicas adaptativas ao ambiente contaminado podendo
ainda ser considerada planta candidata para utilizagdo em técnicas
de fitorremediacdo.

PALAVRAS-CHAVES: macroéfitas, metais pesados, escapo,
raiz, rizoma, EDS



ABSTRACT

Mining activity is considered impactful for the environment
mainly due to the waste generated as acid mine drainage (AMD),
rich in heavy metals, which in contact with the plants can trigger
physiological responses and changes in structural and
ultrastructural levels. In the present study specimens of
macrophyte  Eleocharis laeviglumis naturally found in
contaminated and uncontaminated by AMD environment, were
cultured in the laboratory under two treatments: AMD (+) soil
and water contaminated with AMD and AMD (-) soil and water
not contaminated by AMD . The experiment lasted for six weeks
and the following parameters were analyzed: growth rate,
photosynthetic activity from chlorophyll fluorescence a,
quantification of total soluble sugars and starch, determination of
metals in tissues of the root, rhizome and scape through
Spectroscopy Energy Dispersive (SED), morph anatomical
analysis, qualitative and quantitative ultrastructural the scape.
The SED analysis shows that E. laeviglumis retain much of the
metals in the roots and rhizomes, prevented most of them for
translocation aerial parts, which appear in minor amounts.
Analysis of the photosynthetic activity from the chlorophyll
fluorescence a, showed the value of photosynthetic efficiency
(agtr), the maximum quantum yield (F,/F,) and the effective
quantum yield Y(II), although significantly vary between
treatments, indicate that individuals AMD (+) are not stressed,
The ultrastructural analysis of chloroplasts which showed no
abnormality in the chloroplasts of these individuals. The
saturation intensity values (Ik) and regular non-photochemical
dissipation power Y(NPQ) were grown in smaller individuals
AMD (+) indicates that such plants are less effective in
photoprotection mechanisms, which may also be confirmed by
analysis morph anatomical which showed that the cultivated
individuals in AMD (+) is less development of photosynthetic
tissue, lower growth rate, the lower area of the scape and
increased stomatal density. According to the results FE.
laeviglumis tolerant species may be considered as AMD has
adaptive features to the contaminated environment may still be



considered a candidate for use in plant phytoremediation
techniques.

KEYWORDS: macrophytes, heavy metal, scape, root, rhizome,
SED
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1. INTRODUCAO

A atividade de minera¢do de carvdo ¢ muito importante
para a geracdo de energia elétrica e para a siderurgia, entretanto, &
tida como uma das atividades mais impactantes ao meio ambiente
desde a exploragdo e beneficiamento dos minérios, deposigdo de
rejeitos nos solos até as atividades industriais que utilizam o
carvao e seus subprodutos (Scheibe, 2002; Almeida, 2002).

Um dos principais problemas apresentados durante as
etapas de lavra e beneficiamento do carvdo ¢ a transformag@o dos
rejeitos, principalmente da pirita, formando a drenagem acida de
mina (DAM) (Mello e Abrahdo, 1998). Nesse processo, o sulfeto,
oriundo da pirita, € inicialmente oxidado, em seguida ¢ catalisado
por bactérias, gerando altas concentragdes de metais dissolvidos,
tais como, ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), além de
sulfatos. Quando ndo controlada, a DAM pode alcangar os corpos
hidricos causando mudancas substanciais nos ecossistemas
aquaticos (Alexandre, 1999), constituindo fonte difusa de
polui¢do (Motta Marques et al., 1997).

De acordo com Khan et al, (2005), nos ecossistemas
aquaticos, os metais e outros compostos tendem a se acumular no
sedimento e, dependendo das condigdes ambientais, podem ser
liberados na coluna d’agua tornando-se biodisponiveis, afetando a
biota. Ao serem absorvidos pelas plantas podem desencadear
respostas fisiologicas e alteragdes em niveis estruturais e
ultraestruturais (Lux et al., 2004, Wojcik et al., 2005) tais como
reducdo dos tecidos fotossintéticos, da regido meristematica da
raiz ¢ do comprimento e didmetro dos elementos de vasos, assim
como danos ao aparato fotossintético podendo ocasionar a morte
dos organismos (Lux et al., 2004).

Segundo Baker (1981), as plantas apresentam estratégias
basicas que permitam o seu desenvolvimento em ambientes com
niveis toxicos de metais, podendo ser classificadas em: i,
acumuladoras, em que os metais ficam concentrados na parte
aérea da planta; ii, indicadoras, onde o transporte de metais para
a parte aérea ¢ regular, de modo que a concentragdo interna de
metais reflete os niveis externos; e iii, exclusoras, onde ndo
ocorre transporte regular do metal, sendo na raiz encontrado um
provavel mecanismo de reteng¢do. No caso da terceira alternativa,
niveis criticos de concentragdo do metal podem resultar em
quebra do mecanismo, ocorrendo o transporte do metal pela
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planta sem restrigdes. De acordo com o mesmo autor, com
excecdo das espécies exclusoras, a maioria das espécies vegetais,
crescendo em ambientes contaminados por metais pesados, ndo
consegue evitar a absor¢cdo desses elementos, mas somente
limitar sua translocag@o. Segundo Schat (2000), essas espécies,
podem apresentar diversos mecanismos especificos conferindo a
tolerancia tais como i, redu¢do da absor¢do pelas raizes; ii,
imobilizagdo de ions toxicos nas paredes celulares, evitando
assim um possivel transporte via apoplasto; iii, quela¢do dos
metais no citoplasma por meio de agentes quelantes,
macromoléculas organicas ou inorganicas, que se ligam a ions
metalicos; e iv, compartimentaliza¢do e formagdo de complexos
com acidos organicos e inorganicos no vacuolo (Larcher, 2004).

O sistema radicular de plantas terrestres e aquaticas, fixas
ao substrato, ¢ o primeiro Orgdo a entrar em contato com a
contaminagdo por metais pesados, podendo apresentar mudangas
na estrutura e organizacdo de seus tecidos (Vaculik, 2012).
Segundo Barcelo e Poschenrieder (1999), os metais absorvidos
pela raiz sdo transportados via apoplasto e encontram na
exoderme a sua primeira barreira de translocagdo, e na
endoderme, o principal filtro de difusdo e regulacdo, constituindo
as principais barreiras apoplasticas das raizes. Ja no estelo, os
metais seguem essencialmente via xilema e, em suas relagdes
com as células vizinhas, podem induzir alteragdes no proprio
sistema vascular reduzindo o didmetro dos elementos de vasos do
xilema, uma vez que em concentragcdes menores, alcangam as
folhas, podendo reduzir os tecidos do mesofilo (Li et al., 2011) e
alterar a estrutura ¢ a funcionalidade do aparato fotossintético
(Van Assche e Clijsters, 1990).

Viarias espécies de macrofitas podem apresentar alta taxa
de crescimento e capacidade de absorver e concentrar poluentes
metalicos, muitas vezes sem apresentar sintomas de intoxicacao
(clorose ou necrose) mesmo em elevados niveis de intoxicagdo
(Motta Marques et al, 1997, Alvarenga et al., 2007). Tais
espécies estdo inseridas no grupo das plantas as quais podem
apresentar diversos mecanismos especificos permitindo a
tolerancia a metais pesados (Schat et al., 2000).

As macroéfitas se caracterizam pelo crescimento em/ou
préximas aos corpos d’agua em ambientes loticos ou lénticos
com as mais diversas caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas
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Entre os representantes das macrofitas, encontram-se
espécies da familia cosmopolita Cyperaceae Juss, considerada a
terceira maior familia em diversidade de espécies entre as
monocotiledoneas, com cerca de 104 géneros e mais de 5000
espécies (Goetghebeur, 1998). No territorio brasileiro, ocorrem
aproximadamente 608 espécies, correspondendo cerca de 15%
dos representantes da familia ocorrentes no mundo (Alves et al.,
2009). Segundo Cook (1996) 31 géneros tém representantes de
macrofitas, os quais colonizam principalmente ambientes 1énticos
(Franca et al., 2003; Matias et al., 2003). Dentre estes gé€neros
destaca-se o género FEleocharis R. Br. que possui
aproximadamente 200 espécies normalmente aquaticas e anfibias
(Diego-Pérez, 1997), ocorrendo em brejos, cachoeiras, lagoas,
lagos, margens de rios, pantanos, restingas, solos umidos de
locais abertos (Faria, 1998), ou em locais que estdo
temporariamente inundados (Trevisan et al., 2012).

O género FEleocharis vem recebendo atencdo devido a
utilizacdo de algumas espécies para a remogdo de metais pesados
do solo ou agua contaminada. Gonzalez-Elizondo et al. (2005)
evidenciaram que Eleocharis arsenifera S. Gonzalez, J. A. Tena e
T. Alarcén acumula arsénio em elevadas concentragdes em seus
tecidos, sendo classificada como uma planta tolerante a arsénio.
Ha et al. (2011) expondo Eleocharis acicularis (L.) Roem. &
Schult, em laboratério, a diferentes concentragcdes de Na, Ag, Pb,
Cu, Cd, Zn, observou grandes concentracdes desses metais
acumulados em suas raizes, indicando que a espécie ¢ uma forte
candidata para trabalhos de fitorremediagdo. O mesmo foi
observado por Lottermoser (2011) em FEleocharis equisetina C.
Presl, coletadas em aguas acidas resultante de minas abandonadas
na Austrdlia, que apresentou capacidade de reter eclevadas
concentragdes de diversos metais em seus orgdos subterraneos e
podendo ser considerada eficaz para a fitorremediagao.

Souza et al. (2009) verificaram alteragdes anatdmicas e
fisiologicas em duas espécies de macrofitas, Polygonum
ferrugineum  Wedd.  (Polygonaceae) e  Alternanthera
philoxeroides (Mart.) Griseb. (Amaranthaceae) submetidas a
diferentes concentragdes de Cd (cadmio). Em P. ferrugineum
observaram acumulo de Cd nas folhas, caule e raiz, além de
alteragdes nas lacunas do aerénquima, aumento no numero de
tricomas glandulares nas folhas, compactacdo do mesofilo e
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alteragdo na taxa fotossintética. A. philoxeroides se mostrou mais
tolerante, apresentando alteracdes apenas em nivel celular,
acumulando quantidade significativa de Cd nas raizes, sendo
considerada como fitoextratora, devido a sua capacidade de
acumular Cd no sistema radicular, sem afetar, consideravelmente,
as trocas gasosas foliares.

No municipio de Sideropolis, localizado no estado de
Santa Catarina, ocorrem lagoas acidas proveniente das antigas
cavas de mineragdo a céu aberto, as quais recebem DAM, entre
elas, encontra-se a lagoa “Lingua do Dragdo” que apresenta aguas
com elevadas concentracdes em metais, area considerada critica
devido aos diversos contaminantes presentes (Moura, 2014). A
vegetacdo de macroéfitas presente na lagoa estd restrita a uma
unica espécie, Eleocharis laeviglumis, a qual é caracterizada
como rizomatosa, afila, com escapos perenes cilindricos ndo
septados, unico o¢rgdo fotossintetizante, os quais quando
reprodutivos portam espiguetas cilindricas, agudas e esverdeadas
(Trevisan e Boldrini, 2006). Devido a reproducdo vegetativa
através do sistema subterrineo, a espécie ocupa grande area em
volta da lagoa.

A remogdo dos metais pesados é de fundamental
importdncia para a recuperagdo de ambientes aquaticos
degradados, mas para a selecdo de espécies apropriadas visando a
regeneragdo de areas contaminadas € o uso em programas de
biomonitoramento da poluigdo, um pré-requisito basico é o
entendimento das bases fisiologicas e estruturais de resisténcia
aos metais pesados pelas plantas presentes nesses ambientes.

Em fungdo de tais aspectos, o presente trabalho tem por
objetivo avaliar os efeitos da DAM sobre as caracteristicas
morfoanatomicas, ultraestruturais e ecofisiologicas de Eleocharis
laeviglumis, destacando possiveis mecanismos ou caracteristicas
que permitem sua sobrevivéncia no referido ambiente.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material

Individuos de Eleocharis laeviglumis (Cyperarceae), foram
coletados na Lagoa Lingua do Dragéo, ambiente contaminado por
drenagem 4acida de mina (DAM), localizada no municipio de
Siderdpolis, Sul do Estado de Santa Catarina (28°35'40.77"S;
49°27'37.93") (Fig. 1A). A lagoa Lingua do Dragido recebe a
drenagem dos efluentes provindos da Vila Funil, possuidores de
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grande quantidade de metais pesados, principalmente de Fe,
resultantes do beneficiamento do carvdo minerado na mina do
Cantdo com elevada quantidade de 6xido de ferro resultando na
cor alaranjada da agua e do substrato (Fungaro ¢ Izidoro, 2006)
(Fig. 1B-D). Esta lagoa recebe ainda a contribui¢do superficial
externa de outras lagoas acidas oriundas das antigas cavas de
mineracdo a céu aberto, formadas principalmente por pilhas de
estéreis e depositos de rejeitos.

Como parametro, pode-se citar estimativas de pH entre 2,8
a 3,0, implicando em aguas muito acidas (Neves e Sambugaro,
2007). Moura (2014) analisando os indices de metais na agua e
solo da Lagoa Lingua do Dragdo, observou que o Fe ocorre em
maior concentracdo em relagdo a todos os metais analisados,
tanto na agua (140,8 mg.L"") como no solo (>20000,0 mg.Kg™).
Na agua, observou ainda que a concentragdo de manganés e zinco
ultrapassou aproximadamente 200 vezes o limite permitido para
agua doce e o niquel ultrapassou 15 vezes o limite maximo de
acordo com a Resolugdo Conama 357/2005. No solo, o referido
autor, também detectou altos indices de chumbo e zinco.

Foram coletados substrato e 4gua contaminados por DAM,
os quais foram transportados em sacos plasticos e galdes de
polietileno, respectivamente, até as instalagdes do Departamento
de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina, em
Floriandpolis.

Substrato arenoso livre de contaminagdo por drenagem
acida de mina foi coletado na Lagoa Pequena, localizada no
bairro do Rio Tavares, em Florianopolis (SC) (Fig. 2A), situado
numa faixa paralela ao mar (Fig. 2B), aonde E. laeviglumis,
também ocorre naturalmente. Sob a cobertura arenosa encontra-se
o Aquifero Campeche, formando a Bacia Hidrogeologica do
Campeche, a qual aflora formando a Lagoa Pequena com aguas
consideradas levemente acidas (Tirelli, 2007). (Fig. 2B-D). Nao
existem na area rios, ribeirdes ou riachos, evidenciando que a
Lagoa ¢é a parte perceptivel do lengol freatico abastecido pelas
aguas da chuva (Barbosa, 2007).
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Figura 1: (A) Localizagdo do municipio de Siderdpolis na regido sul do
Estado de Santa Catarina; (B) Imagem de satélite da lagoa Lingua do
Dragdo, (C) e (D) Detalhes das margens da Lagoa indicando a
ocorréncia de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini (setas pretas).
(E) Detalhe do solo da Lagoa mostrando a cor alaranjada em
decorréncia da elevada concentragdo de 6xido de ferro proveniente do
beneficiamento do carvao.
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leriandpolis

Figura 2: (A) Localizagdo do municipio de Florianépolis, Estado de Santa
Catarina. (B) Imagem de satélite da Lagoa Pequena localizada no bairro Rio
Tavares, em Florianopolis. (C) Visdo geral de uma das margens da lagoa.
(D) Presenca de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini (setas prestas)
crescendo juntamente com outras espécies de macrofitas.
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2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado na casa de vegetagdo da
Universidade Federal de Santa Catarina simulando duas
condi¢des distintas: i, DAM (+), contendo individuos de E.
laeviglumis, oriundos da lagoa Lingua do Dragdo, cultivados em
substrato e agua contaminados por DAM; e ii, DAM (-), contendo
individuos de E. laeviglumis, também oriundos da lagoa Lingua
do Dragao, cultivados em substrato e 4gua nao contaminados por
DAM, oriundos da Lagoa Pequena.

Para configuracdo do delinecamento experimental, foram
utilizados oito aquarios de 50 x 30 x 25 cm, sendo quatro para a
condicdo DAM (+) e quatro para a condigdo DAM (-) (Fig. 3A-
C). Para cada aquario foram selecionados cinco individuos,
aparentemente bem desenvolvidos, totalizando vinte individuos
por tratamento. Nos aquérios da condi¢do DAM (-), os individuos
foram previamente lavados para retirada do substrato
contaminado.

Bombas instaladas, independentemente em cada aquario,
faziam a circulagdo da agua pelo periodo de seis horas por dia,
trés horas no periodo da manha e trés horas no final do dia (Fig.
3D-E). A duracdo do experimento foi de seis semanas no periodo
de marco a abril/2014.

2.3 Coleta de dados abiéticos

Durante o experimento, diariamente foram coletados dados
como temperatura ¢ pH da agua e valores de irradiancia,
utilizando Termdmetro, pHmetro de bancada (Labmeter PHS-3B)
e quantdmetro (LICOR LI-1400), respectivamente. Todo os
parametros foram avaliados entre 8h as 9h da manha.
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Figura 3. Experimento montado em casa de vegetacdo para
acompanhamento dos individuos de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e
Boldrini crescendo em diferentes condigdes. (A) Vista geral dos aquarios.
(B) Aquarios simulando o ambiente contaminado por Drenagem Acida de
Mina (DAM). (C) Aquérios simulando o ambiente ndo contaminado por
DAM. (D-E) Vasilhames com bombas que realizavam circulagdo da agua
nos respectivos aquarios.
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2.4 Taxa de crescimento (TC) do escapo

As taxas de crescimento, para avaliar o desenvolvimento
dos individuos de E. laeviglumis foram determinadas a partir das
medidas do comprimento dos escapos, as quais foram realizadas a
cada cinco dias, em todos os individuos de E. laeviglumis
presentes nos aquarios, em ambos os tratamentos, utilizando-se
fita métrica. O wvalores foram inseridos na formula
TC=[(MF{/Mfi)/D-17*100 (Lignell e Pedersén, 1989) onde TC=
Taxa de Crescimento, MFf= Medida de comprimento final, Mfi=
medida de comprimento inicial ¢ T= Tempo (dias) entre F (final)
e I (inicial). Os dados obtidos foram apresentados em % dia'.

2.5 Analises fisiologicas
2.5.1 Anadlises da atividade fotossintética a partir da
fluorescéncia da clorofila a

Através de medi¢des da emissdo de fluorescéncia da
clorofila a, € possivel detectar as respostas fotossintéticas ao
estresse antes mesmo que os sintomas morfologicos (murcha,
necrose ¢ clorose) tornem-se visiveis (Tsimilli-Michael e
Strasser, 2008; Kuckenberg et al., 2009). Para isso, a emissdo de
fluorescéncia da clorofila a do escapo de E. laeviglumis foi
avaliada com auxilio do fluorimetro de pulso com amplitude
modulada (JUNIOR-PAM  Fluorometer; Walz, Mess-und
Regeltechnik, Germany) equipado com fibra plastica, com 50 cm
de comprimento ¢ 1,5 mm de diametro e luz de led azul com
comprimento de onda de emissdo maxima de 465nm. Duas
frequéncias de modulagdo (5 ¢ 10Hz) e luz actinica de energia
modulada, atingindo até 1500umol m? s, ajustavel em 12 niveis
diferentes foram usadas.

Para obtencao das medidas de fluorescéncia da clorofila a
foram aplicados pulsos de saturacdo e curvas de luz, usando as
opcoes “SAT — Pulse” e “Rapid Light Curve” (RLC) na regido
mediana dos escapos de E. laeviglumis. A aplicacdo dos pulsos e
a realizagdo das curvas foram realizadas no periodo matutino (7h
as 11h). Primeiro foram realizados os pulsos de saturagdo na
regido mediana dos escapos, em seguida, na mesma regido, os
escapos foram aclimatados ao escuro por 20 minutos para a
realizagdo posterior das curvas de luz. As curvas de luz foram
obtidas com a aplicagdo de uma série de 12 pulsos de luz
saturante (LS), cada um deles seguidos de uma exposi¢do de luz
actinica (LA) crescente (0 - 1501 pmol de fotons m? s'PAR). As
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medidas foram realizadas uma vez por semana sempre no mesmo
periodo do dia (7h) e mesmo espaco de tempo, sendo realizado 3
pulsos e uma curva em cada escapo selecionado (n=20) por
tratamento.

Os valores de F, (Fluorescéncia minima da planta
aclimatada ao escuro); Ft (Fluorescéncia minima da planta pré-
aclimatada a luz), Fm (Fluorescéncia maxima da planta
aclimatada ao escuro, 0 maximo que a planta pode suportar), Fr,’
(Fluorescéncia maxima da planta pré-aclimatada a luz). Foram
utilizados para calcular os pardmetros de dissipacdo fotoquimicos
e ndo-fotoquimicos através das seguintes equagoes:

- rendimento quantico maximo (F/Fm)

FuFm=Fn-Fo)/Fn

- rendimento quantico efetivo (AF/Fm”)
AF/Fw’ = (Fw’-Ft) /| Fn®

- dissipacdo regular de energia ndo-fotoquimica pelo
fotossistema II, refere-se a perda de energia controlada na forma
de calor Y(NPQ)

Y(NPQ) = (F-Fm’) /Fn

- dissipa¢do ndo-regular de energia nao-fotoquimica pelo
fotossistema 11 Y(NO),
Y(NO)=F;/ Fn

- Taxa de transporte de elétrons no aparato
fotossintetizante (ETR).
ETR = AF/Fyy’- 1- Abst - 0,5

Para permitir comparagdes entre os tratamentos, os valores
adquiridos de cada curva de luz de Y(II) e dos pardmetros
dissipativos Y(NPQ) e Y(NO) foram calculados usando a regra
do trapézio proposta por Scherner et al., (2012), os dados foram
apresentados como Y(II), Y(NPQ) e Y(NO) Area.

Onde o valor de AF/Fn’ foi obtido em diferentes
intensidades de PAR de irradiancia “I”, “Abst.” corresponde a
absortancia de E. laeviglumis, o valor 0,5 é acrescentado a
férmula por corresponder ao fracionamento do total de clorofila a
entre os PSI e PSII.
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Para se obter o valor de Absortancia (Abst.), com
quantémetro (LICOR LI-1400), o sensor de leitura foi
posicionado fixamente para a medida da irradiancia (PAR) da luz
ambiente obtendo-se o valor de I,. Utilizado do mesmo sensor,
escapos de E. laeviglumis, foram posicionados no sensor de modo
a obter-se o valor de Ir, que se refere a quantidade de luz
transmitida através dos escapos detectado pelo sensor. A partir
desses dados, foram calculados os valores de absortincia (Abst.)
utilizando a seguinte formula:

Abst. = 1-(I¢/1o)

Os valores de ETR foram obtidos por formula
anteriormente citada e as curvas de ajuste foram realizadas de
acordo com a formula de Webb et al. (1974);

ETR:ETRmaX [l_e (-o. I/ETRmax)]

Os valores do ETRreal foram calculados a partir dos dados
dos pulsos de acordo com a féormula:
ETRreal = Y(I)*PAR (Luz ambiente) *Abst.

Por meio do ajuste do ETR x Irradiancia, foi possivel obter
outros pardmetros fotossintetizantes como; valor de Ik (irradiancia
de saturagdo), ETRmax (Transporte maximo de elétrons) e agtr
(parametro para estimar a eficiéncia fotossintetizante).

2.5.2 Quantificacao de clorofila e carotendides

Para a determinagdo da clorofila e carotendides, amostras
do escapo de E. laeviglumis coletadas no primeiro dia ¢ ao final
do experimento foram armazenadas em tubos criogénicos e
conservadas em nitrogénio liquido até o momento das analises.
Posteriormente, as amostras foram pesadas e de cada réplica
(n=4) foram retirados 100mg para dosagem de clorofila e
extragdo/quantificacdo de carotendides. A  extracdo e
quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos foi realizada segundo
Ritchie (2006, 2008). Amostras de 100 mg de peso fresco da
regido mediana do escapo foram macerados em eppendorf, com
auxilio de Nitrogénio liquido (N2 lig.). A extracdo foi realizada
com acetona 90% com solu¢do saturada de hidroxido de carbono
de magnésio (CaMg4O12) a fim de remover qualquer acidez na
acetona. O extrato foi mantido em Eppendorf e centrifugado
durante 20 min a 3.500 rpm. A absorbancia do sobrenadante foi
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lida em espectrofotometro (Bioespectro - SP 220) nos
comprimentos de onda 480 nm, 510 nm, 647 nm, 664 nm e 750
nm.
Os teores de clorofila (a, b e total) e carotenoides foram
calculados de acordo com as equagdes (Ritchie, 2006)
Cla=11,867 * (A664— A750) — 1,786 * (A647— A750)
Clb = 18,978 * (A647— A750) — 4,895 * (A664— A750)
Carotenodides = 10 * (A480 — A750)

2.5.3 Quantificacao de acucares soluveis totais

Foram realizadas a quantificagdo de aglcares soluveis
totais do escapo, rizoma e raiz, coletados no inicio e ao final do
experimento de acordo com Shanon (1968). As amostras foram
trituradas em nitrogénio liquido (50 mg — massa fresca) e
maceradas, com 2 mL da solucdo MCW
(metanol:cloroférmio:agua) (12:5:3, v/v). A solugdo foi
centrifugada (4000 rpm a 20°C) por 5 minutos, o sobrenadante foi
coletado e o residuo foi novamente extraido com 2 mL da solugéo
de MCW (5 minutos, 4000 rpm a 20°C). Os sobrenadantes foram
reunidos, adicionados de 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua e
o extrato foi novamente centrifugado. A fase superior dos
extratos foi coletada e utilizada para andlise dos agucares. A
dosagem dos agucares soltveis totais foi realizada de acordo com
o método de Umbreit e Burris (1964). Aliquotas de 1 mL do
extrato foram acrescidos de 2 mL do reagente antrona (200 mg de
antrona em 100 mL de 4cido sulfurico concentrado), sendo
agitados em vortex e aquecidos em banho-maria a 100° C por 3
minutos. Apos, procedeu-se a leitura das amostras a 630 nm em
espectro fotdometro (Bel Spectro - LGS53). A quantificacdo dos
acgucares soluveis totais foi feita a partir da curva padrio de
glucose (1 a 200 pg. mL'- r>= 0,99; y= 0,0139x). Os resultados
foram expressos em mg de glucose por g de massa seca.

Para obtengdo dos valores de massa seca, 20 amostras de
cada 6rgdo (escapo, rizoma e raiz) foram pesados e colocados em
estufa a 40°C sendo pesados todos os dias até atingirem um peso
constante, para assim ser determinado o valor da massa seca.
Com esses valores, foi obtido um fator de conversio (Massa
Fresca — Massa Seca). Este fator de conversdo foi utilizado para
se obter o valor de gramas de massa seca por mL por meio da
formula:
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gMS/ml (massa seca/ml) = MF(massa fresca/g)/Fator de
conversdao (MF-MS)/Volume do solvente usado.

Os resultados obtidos em massa fresca nas analises, foram
multiplicados pelo valor obtido pela formula acima e assim
convertidos em massa seca.

2.5.4 Quantificacao de amido

Para a quantificacdo do teor de amido do escapo, rizoma e
raiz, coletados no inicio e ao final do experimento, utilizou-se a
metodologia descrita por McCready et al., (1950). Ao residuo da
centrifugacdo do extrato estabelecido conforme o item 2.6.3,
foram adicionados 2 mL de acido perclorico 30 % (v/v). A
solucdo foi centrifugada (4000 rpm a 20°C) por 5 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o residuo foi novamente extraido com
2 mL da solu¢do de acido perclérico 30 % (5 minutos, 4000 rpm
a 20°C). Os sobrenadantes foram reunidos. A dosagem do amido
foi realizada de acordo com o método de Umbreit e Burris
(1964). Aliquotas de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2 mL
do reagente antrona (200 mg de antrona em 100 mL de acido
sulfurico concentrado), sendo agitados em vortex e aquecidos em
banho-maria a 100° C por 3 minutos. Ap6s, procedeu-se a leitura
das amostras a 630 nm em espectro fotdmetro (Bel Espectro -
LGS53). A quantificacdo de amido foi feita a partir da curva
padrio de glucose (0,02 a 0,5 ug. mL'- r>= 0,99; y= 0,1695x). Os
resultados foram expressos em mg de glucose por g de massa
seca. Valores de massa seca obtidos como descrito no item 2.6.3.

2.6 Microscopia Eletronica de varredura (MEV) com
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A MEV com EDS permite que sejam identificados os
diferentes tipos de metais pesados ocorrentes no tecido vegetal,
neste caso, foi utilizado para identificar a ocorréncia de metais
pesados nos diferentes tecidos de E. laeviglumis tratadas e nao
com DAM. Cortes transversais da regido medianas dos 6rgéos
(raiz, rizoma e escapo) coletados ao término dos experimentos
DAM (+) e DAM (-), foram lavadas em agua corrente, em
seguida em agua extra pura e logo depois fixadas em Formalina
Neutra Tamponada (FNT) (Johansen, 1940) por 48 horas. Apds
foram lavadas em agua destilada trés vezes por 30 minutos cada
lavagem, em seguida foram desidratadas em série etilica
crescente até alcool etilico 100% e submetidas ao ponto critico de
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CO; em CDP 03 (Leica, Heidelberg, Germany). As amostras
secas foram aderidas sobre suportes de aluminio, com auxilio de
fita de carbono dupla face e cobertas com 20 nm de carbono em
metalizador marca Baltec, modelo CED 030. As amostras foram
analisadas através da microanalise, para a caracterizagdo de
materiais metalicos, com detector de raio-X (EDS) em
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Jeol JSM-6390LV,
do Laboratorio Central de Microscopia Eletronica de
Universidade Federal de Santa Catarina. Nas amostras, em cada
tecido analisado, foram selecionados trés pontos para a realiza¢ao
das analises (n=3). Para cada tratamento usou-se trés réplicas por
aquario de cada 6rgdo (escapo, rizoma e raiz) totalizando dozes
repeti¢des por tratamento.

2.7 Estudos morfolégicos

Para a determinacdo da area do escapo, foram mensurados
o comprimento ¢ o didmetro do escapo com o auxilio fita métrica
e paquimetro digital (Steinless hardenedv) ¢ os valores aplicados
na formula: A¢ = 2nrh + 2. (n.r?), onde A € a area total; w € uma
constante equivalente a 3,14; r € o raio e h, a altura. Os dados
obtidos foram apresentados em cm?.

2.8 Estudos anatomicos — Microscopia de luz

Para os estudos anatdmicos em microscopia Optica, foram
coletadas amostras dos escapos, ao final do experimento, de
ambos os tratamentos, DAM (+) e DAM (-) as quais foram
fragmentadas em porgdes menores, com auxilio de lamina
barbear, fixadas em formalina neutra tamponada (FNT) (Lillie,
1948 apud Kraus e Arduin, 1997) em bomba a vacuo por 48
horas. Posteriormente, as amostras foram lavadas cinco vezes em
agua destilada por 15 minutos cada, submetidas ao processo de
desidratacdo etilica gradual, e armazenadas em alcool etilico
70%.

2.8.1. Analises qualitativas

Para analisar diferentes compostos presentes nos tecidos
do escapo, as amostras previamente fixadas, foram seccionadas
transversalmente, com auxilio de ldminas de barbear, usando
suporte de isopor. Foram realizados os seguintes testes
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histoquimicos: Sudan III, para lipidios e paredes cutinizadas
(Foster, 1949), floroglucina em meio acido, para lignina nas
paredes celulares (Johansen, 1940), cloreto férrico, para
substancias fenolicas (Johansen, 1940) e Lugol para amido
(Johansen, 1940).

2.8.2 Anilises quantitativa

Para as andlises quantitativas, amostras do escapo
previamente fixado, foram infiltradas em hidroxietilmetacrilato
(historesina Leica), de acordo com a metodologia modificada de
Armold et al. (1975). Os Dblocos foram seccionados
transversalmente com espessura de 5 pm em micrétomo (Leica,
RM 2125 RT) do Laboratério de Anatomia Vegetal UFSC. Em
seguida, as sec¢des foram coradas com azul de toluidina pH 5,8.
(O'Brien et al., 1964). Foram mensuradas a altura das células
epidérmicas e a espessura da parede periclinal externa destas, a
espessura total do parénquima pali¢adico e a altura das células da
camada do parénquima pali¢adico, utilizando-se a captura das
imagens pelo microscopio Optico Leica DM 2500 com camera
QColor 3C da Q-imaging acoplada as quais foram analisadas pelo
software Q-capture Pro 5.1 da Q-imaging. Também foi
mensurada a propor¢do total de aerénquima do escapo, em secgdo
transversal, através do software Imagel] versao 1.32 (Rasband,
2008), através da formula: PA = A@a. 100/A; onde PA =
Propor¢ao do aerénquima e Asa= area total do aerénquima e A=
area do 6rgdo em secdo transversal, os resultados foram expressos
em %.

Para a classificacdo dos estdmatos e densidade estomatica,
foram obtidas dissicia¢cdes paradérmicas da regido mediana do
escapo, foram dissociadas usando a metodologia modificada de
Franklin (1945). O material foi corado com safranina 1%
(Bukatsch, 1972) e montado em lamina semi-permanente. As
analises foram realizadas com o auxilio do software (Leica
Application Suit 3.7.0) sendo selecionados 3 campos por
amostras. A partir de imagens adquiridas em microscopio optico
acima citado numa area total conhecida, no aumento de 200x, foi
estimado o nimero de estomatos por mm? do escapo, por meio da
razdo entre o numero de estOmatos pela area total estabelecida.
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2.9 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para as analises em MET, amostras de regides mediana do
escapo adulto, foram pré-fixadas em temperatura ambiente por 10
horas, em solu¢do de glutaraldeido 2,5 %, em tampao fosfato de
sodio 0,1M, em pH 7,2. Em seguida as amostras foram lavadas
quatro vezes, no mesmo tampao e pds-fixadas em tetréxido de
6smio (OsO4) a 1% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2, durante 4h,
sob temperatura ambiente (Bozzola e Russel, 1991).
Posteriormente, o material foi lavado trés vezes, no mesmo
tampdo ¢ uma vez em agua destilada por 30 minutos para cada
lavagem e foram desidratadas em série crescente de acetona
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), em intervalos de 30 minutos
para cada etapa, sendo trocada trés vezes na acetona 100%.
Seguiu-se posteriormente a infiltragdo em resina Spurr (Spurr,
1969) em 7 etapas, num periodo de 12 horas para cada etapa,
apos a ultima infiltragdo, o material foi emblocado em moldes de
silicone, em estufa a 70° C por 24 h. Sec¢des ultrafinas da regido
mais periférica do escapo foram feitas com ultramicrotomo RMC
acoplado com navalha de diamante. As grades com as secgoes
foram contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo de
acordo com os procedimentos de Reynolds (1963). As secgdes
foram observadas e as imagens capturadas em Microscopio
Eletronico de Transmissao (MET) Joel (JEM) 1011 (JEOL Ltd.,
Tokyo, Japao, a 80Kv) do Laboratério Central de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina

2.10 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de homogeneidade
de variancias por meio do teste de Chochran e foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) bifatorial (Tempo, Tratamento e
Tempo*Tratamento) com grau de significancia de 5%. Quando
necessario um teste a posteriori (Newman Keuls) foi realizado
para separagdo de médias, com um intervalo de confianga de 95%
e nivel de significancia de 5% (p<0,05). Todas as analises foram
realizadas com auxilio dos programas Microsoft Excel e Statistica
7.0 (StatSoft, Inc.).
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3.RESULTADOS
3.1 Parametros abioticos

Os valores médios de pH, temperatura da agua e
irradiancia obtidos durante as seis semanas de experimento em
ambos os tratamentos, DAM (+) e DAM (-), estdo representados
na tabela 1.

Os valores do pH oscilaram entre as semanas do
experimento em ambos os tratamentos, ressaltando que no
tratamento DAM (+) apesar da variagdo, o pH acido se manteve
do comeco ao final do experimento. As médias de temperatura da
agua foram semelhantes entre os tratamentos, sendo os maiores
valores registrados na 4 e 5" semana, os quais estdo relacionados
com aumento da irradidncia que também apresentou valores mais
elevados nas mesmas semanas.

Tabela 1: Média dos valores dos parametros abidticos: pH e
Temperatura da agua nos aquérios e Irradiancia na localidade dos
aquarios, avaliados em ambos os tratamentos, DAM (+) e DAM
(-), durante as seis semanas de experimento. na = ndo analisado

Parimetros

Semanas pH (dgua) Temperatura (Agua) °C Irradidncia
DAM (+) DAM (-) DAM (+) DAM () (umol fotons.m?s™)
1" 3,1+0,09 564032 2734094 273+0,10 na
2* 2,0+0,10 6.2+0,21 26,5+0,71 27,6+ 0,92 94,2 4 4,52
3 3,4 40,08 55+036 27,8+0,92 26,7+0,54 88,6 +3,87
4 2,8+0,20 57+0,18 2824008 27,7+058 111,9 + 8,54
5 2,1+0,09 54+0,35 28,1+0,57 283+0,12 132,8 + 7,48

6" 2,2+0,10 53+0,23 26,7+0,73 272+ 0,69 103,7 + 4,92
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3.2 Taxa de crescimento (TC) do escapo

Os espécimes de E. laeviglumis do tratamento DAM (-)
apresentaram maior taxa de crescimento durante o periodo de seis
semanas em relacdo aos espécimes do tratamento DAM (+) (Fig.
4).

WDAM(+)

1.2 1 ODAM(-)

0,8 1

Taxa de crescimento (%)/Semanas
o
()]

b
04 -
0,2 -
0,0 r .
DAM(+) DAM(-)

Figura 4: Médias gerais das taxas de crescimento (TC, em %) de Eleocharis
laeviglumis R. Trevis. e Boldrini, crescendo em substrato contaminado com
Drenagem Acida de Mina — DAM (+) e ndo contaminado — DAM (-). As
letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre
os tratamentos.

3.3 Analises fisiologicas

Os resultados das analises fisiologicas podem ser
observados na tabela 2 com os valores da analise de variancia-
ANOVA.

Os parametros fisioldgicos relacionados a atividade
fotossintética a partir da fluorescéncia da clorofila a avaliados
nos individuos de E. laeviglumis, variaram significativamente ao
longo do experimento. Respostas dos fatores tempo, tratamento e
tempo*tratamento apresentaram resultados significativos com
excecdo para ETRreal que ndo foi significativo entre os
tratamentos, Y(NO) Pulso que s6 foi significativo em relagdo ao
tempo, Y(NPQ) Pulso em relagdo tempo*tratamento (Tab. 2). Os
parametros pigmentos Chla, Chlb, Chltotal e Carotenoides totais,
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foram avaliados somente no fator tratamento apresentando
resultado significativo para os pardmetros Chla e Chlt.

Tabela 2: Resultado da ANOVA bi fatorial para cada variavel
dependente, em fungdo das varidveis independentes tempo e
tratamento. Os dados foram obtidos em Eleocharis laeviglumis R.
Trevis. e Boldrini ao longo do experimento. Os efeitos
significativos sdo apresentados pelos valores de F e p (< 0,05)
em negrito.

Tempo Tr Tempo*Tr

Parametros gl F MS P gl F MS P gl F MS P
ETRmax 5 19,70 8208 0,000 1 548 1297 0,033 5 3540 11784 0,000
aETR 5 640 0,001 0000 1 138 00112 0000 5 173 0,0021 0,001
Ik 5 677 6010 0,000 1 2212 3433 0,000 5 1873 1753 0,000
Fvw/Fm 5 284 00088 0,000 ! 7.2 0,0022 0,007 5 290 00009 0,014
Y(II) Area 5 3559 25601 0,000 ! 0,48 346 0491 5 742 5341 0,000
Y(NO) Area 5 8984 28834 0,000 1 31,04 99652 0,000 5 408 13105 0,003
Y(NPQ) Area 5 1649 29409 0,000 1 4005 71400 0,000 5 4,41 7873 0,002
ETRreal 5 4720 78,1 0,000 1 939 1564 0,06 5 717 1194 0,000
Y(II) Pulso 5 156 00127 0000 1 44 0,003 0,036 5 56 00046 0,000
Y(NO) Pulso 5 415 00049 0,003 1 090 0001 0346 5 1,10 00013 0371
Y(NPQ)Pulso 5 3,63 00015 0,007 1 649 0002 0014 5 183 0,0008 0,124
Chla - - na - 21725 0116 0,000 - - na

Chlb - - na - 2 129 0087 0309 - - na

Chl total - - na - 2 641 0364 0,012 - - na
Carotendides - - na - 2 1,950 0,049 0,184 - - na
Aciicar/Escapo - - na - 2 6947 0000 0,000 - - na
Acicar/Rizoma - - na - 2 635,25 0,000 0,000 - - na
Aciicar/Raiz - - na - 2 1,0 0,000 0438 - - na
Amido/Escapo - - na - 2 2,18 0,002 0,195 - - na
Amido/Rizoma na - 2 1,68 0038 0262 - - na
Amido/Raiz na - 2 24,73 0,013 0,001 - - na

Legenda: gl. Graus de liberdade. ETRmax= taxa maxima de transporte de
elétrons, agtr= eficiéncia fotossintética, Ix = irradidncia de saturagdo,
F\/Fn = rendimento quantico maximo, YII= fotossintese efetiva, Y(NO) =
dissipagdo nao-regular de energia ndo-fotoquimica, Y (NPQ) =
dissipacio regular de energia ndo-fotoquimica, Area= Valores obtidos nas
curvas de luz (plantas aclimatadas ao escuro) e Pulso= Valores obtidos nos
Pulsos de saturacdo (plantas ndo aclimatadas ao escuro), Chla = clorofila a,
Chlb = clorofila b, Chltotal = clorofila total, na = dados ndo analisados
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Os valores do rendimento quantico maximo (F,/F,) do
aparato fotossintetizante de E. laeviglumis no experimento,
apresentaram diferengas significativas (p<0,05) (Tab. 2).
Observou-se que em relacdo ao fator tempo, ao longo do
experimento, o F,/F,, se manteve constante e com valores
proximos aos obtidos inicialmente, apenas se diferenciando em
relagdo ao valor inicial na 2% e 5* semana. Entre os tratamentos,
somente na 4* semana pode-se observar diferenca entre 0 DAM
(+) e DAM (-) (Fig. 5).
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Figura 5: Rendimento quantico maximo (F\/F) de Eleocharis laeviglumis
R. Trevis. e Boldrini inicial e ao longo de 5 semanas de cultivo com solo
contaminado com drenagem acida - DAM (+) e em solo ndo contaminado —
DAM (-). As letras indicam diferencas significativas, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman Keuls.

A fotossintese efetiva Y(II), energia ndo-fotoquimica
Y(NO) e dissipagdo regular de energia ndo-fotoquimica Y(NPQ)
calculadas com os valores das curvas de luz, onde as plantas
foram aclimatadas ao escuro, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Tab. 2). Em Y(Il) observou-se um
aumento significativo nos valores dos tratamentos em relagdo aos
valores obtidos inicialmente mantendo-se sempre mais elevado
no decorrer das semanas, sendo observado o mesmo padrdo, para
Y(NO) e para Y(NPQ) (Fig. 6A). Os valores da Y(II) variaram
em relacdo ao inicial, mas mantiveram-se constantes entres os



34

tratamentos ao longo do experimento, com exce¢do para a 4°
semana, onde os valores em DAM (+) foram maiores que em
DAM (-) (Fig. 6A). Na dissipacdo ndo-regular de energia nao-
fotoquimica Y(NO) os valores no tratamento DAM (+)
mantiveram-se constantes durante as semanas, com exce¢do das
3% ¢ 6 semanas cujos valores foram elevados. No DAM (-) a 2?
semana apresentou o menor valor, na 3* houve um aumento o
qual manteve-se constate nas semanas seguintes. Na 4* e na 5%
semana, os dois tratamentos ndo apresentaram variagdes
significativas. Na dissipagdo regular de energia ndo-fotoquimica
Y(NPQ) houve variagdo significativa entre os tratamentos ao
longo do tempo, entre os tratamentos os individuos DAM (-)
apresentaram os maiores valores com excegdo da 5* e 6* semana
cujos valores entre os dois tratamentos foram iguais (Fig. 6C).
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Figura 6: Dissipacdo da energia da fotossintese inicial e ao longo de 5
semanas calculado com os valores das areas das curvas de luz de Eleocharis
laeviglumis R. Trevis. e Boldrini em de cultivo com solo contaminado com
drenagem acida - DAM (+) e em solo ndo contaminado — DAM (-). (A)
Rendimento quantico efetivo (YII). (B) Dissipag@o nio-regular Y(NO). (C)
Dissipacdo regular Y(NPQ) de energia ndo-fotoquimica. As letras indicam
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diferengas significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado
pelo teste a posteriori Newman Keuls.

Os valores reais da Taxa de Transporte de Elétrons
(ETRreal) variaram significativamente (p<0,05) entre os
tratamentos ao longo do tempo (Tab. 2). Observou-se que ocorreu
uma reducdo gradual nos valores de ETRreal ao longo do
experimento nos individuos presentes no DAM (-), apresentando
ao final um valor menor quando comparado ao inicial assim
como para 0 DAM (+). Os valores no DAM (+) na 3* semana
apresentaram uma redugdo comparados aos dados iniciais e em
relacdo a 2° semana, na 4* semana houve aumento nesses valores
se igualando ao DAM (+), porém, nas semanas seguintes oS
valores reduziram seguindo o mesmo padrdo para o DAM (+)
(Fig. 7A). Comparando-se somente entre os tratamentos, as
plantas cultivadas em DAM (+) e DAM (-) apresentaram um
mesmo padrdo de eficiéncia na taxa de transporte de elétrons
mantendo valores muito proximos (Fig. 7B).
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Figura 7: (A) Taxa de Transporte de Elétrons real (ETRreal) de Eleocharis
laeviglumis R. Trevis. e Boldrini inicial e ao longo de 5 semanas de cultivo
com solo contaminado com drenagem acida - DAM (+) e em solo ndo
contaminado — DAM (-). (B) Taxa de Transporte de Elétrons real (ETRreal)
entre os tratamentos. Letras indicam diferengas significativas, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman Keuls.

Os parametros da fotossintese (ETRmax, Ik € agr) de E.
laeviglumis presentes no tratamento DAM (+) e no tratamento
DAM (-), variaram significativamente (Tab. 2). Os valores da
taxa maxima de transporte de elétrons (ETRmax) (Fig. 8A) e da
irradiancia de saturacdo (Ix) (Fig. 8B) variaram entre o tempo e
tratamento. Destaca-se que na 2* semana nos dois tratamentos os
valores foram iguais nos dois parametros, entretanto, na 3%
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semana os valores em DAM (-) para esses dois parametros, foram
muito acima dos valores apresentados durante o experimento
(Fig. 8A). Os valores da eficiéncia da fotossintese (o ETR)
apresentaram pouca variacdo no decorrer do experimento, com
valores acima dos apresentado inicialmente. Entretanto, na 5°
semana, houve uma queda nos valores dos individuos presentes
em DAM (-) (Fig. 8C).
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Figura 8: Parametros fotossintetizantes de Eleocharis laeviglumis R. Trevis.
¢ Boldrini inicial e ao longo de 5 semanas de cultivo com solo contaminado
com drenagem acida - DAM (+) e em solo ndo contaminado — DAM (-). (A)
Taxa maxima de transporte de elétrons (ETRmax), (B) irradidncia de
saturacdo (Ik) e (C) eficiéncia fotossintética (aETR). As letras indicam
diferencas significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado
pelo teste a posteriori Newman Keuls.
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Os valores da fotossintese efetiva Y(II), energia ndo-
fotoquimica Y(NO) e dissipacdo regular de energia nio-
fotoquimica Y(NPQ), calculados com os valores dos pulsos de
luz com a planta ndo aclimatada ao escuro. Os valores de Y(II)
foram significativos em relagdo a todos os fatores (Tempo,
Tratamento e Tempo*Tratamento) (Fig. 9A), Y(NO) foi
significativo apenas em relagdo ao fator tempo (Tab. 2), ndo
havendo diferenga significativa entre os tratamentos ao longo do
experimento. Em relagdo ao tempo, somente na quinta semana
que, ambos os tratamentos, apresentaram um valor mais elevado
em relacdo aos valores iniciais e das semanas anteriores, mas na
6" semana voltou a apresentar valores parecidos aos das semanas
iniciais (Fig. 9C) (Tab. 2). Em Y(NPQ) os valores ndo foram
significativos no fator Tempo*Tratamento como pode ser
observado na tabela 5. Nos dados de Y(NPQ) relacionado ao
fator tratamento, os valores de DAM (-) foram maiores do que os
de DAM (+) (Fig. 9E) e em relagdo ao fator tempo, para ambos
os tratamentos foi observado um padrido de queda para os valores
em relacdo aos apresentados inicialmente no decorrer do
experimento, com uma queda mais acentuada na quinta semana e
na 6 voltou a apresentar valores proximos aos da 3% e 4* semana
(Fig. 9F).
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Figura 9: Dissipacio da energia da fotossintese inicial e ao longo de 5
semanas calculado com os valores dos Pulsos de luz de Eleocharis
laeviglumis R. Trevis. e Boldrini em de cultivo com solo contaminado com
drenagem 4cida - DAM (+) e em solo ndo contaminado — DAM (-),
apresentando (A) pardmetros rendimento quantico efetivo (YII), (B-C)
dissipagdo ndo-regular Y(NO) (B) Tempo*Tratamento sem resultados
significativos, (C) variagdo significativa para o fator tempo, (D-F) dissipagao
regular de energia ndo-fotoquimica Y(NPQ), (D) Tempo*Tratamento sem
resultados significativos, (E) Diferenga significativa entre os tratamentos,
(F) variagdo significativa para o fator tempo . As letras indicam diferengas
significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a
posteriori Newman Keuls.
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Os parametros fotossintetizantes avaliados durante o
experimento, apresentaram correlacdo (Tab. 3). Houveram
correlagdes negativa entre Fv/Fm e Y(NPQ) Area e Y(NO) Pulso;
de Y(II) Pulso com Y(NO) Pulso ¢ Y(NO) Pulso com Y(NPQ)
Pulso. Houve também uma forte correlagdo positiva entre
ETRmax € Ik 0 que pode ser esperado uma vez que, uma maior taxa
de transporte de elétrons é necessario acréscimo na irradidncia
requerida para saturago.

Tabela 3: Dados de correlagdo de Pearson obtidos entre as variaveis
dependentes avaliadas em Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e
Boldrini durante o experimento entre os tratamentos DAM (+) e
DAM (-). Os valores significativos estdo em negrito, p<0,005. N=50.
Legenda: A (4rea) dados obtidos com as curvas de luz e P (pulso)
valores obtidos através do pulso de luz.

ETRmax  aETR Ik FvFm ETReal  YI)A YNO)A YNPQ)A Y(DP  Y(NOP  Y(NPQP
ETRmax 1,00 027 0,81 0,03 032 0,62 0,06 035 021 0,09 0,02
aETR 10 03 021 0,15 042 030 008 014 0 014
Ik 100 004 0,15 039 0,19 016 019 001 0,19
Fv/Fm 10 024 001 003 038 071 047 0,10
ETRreal 1,00 0,26 0,13 012 4035 003 0,13
Y(1 A 10 050 0,62 007 003 018
Y(NO)A 1,00 0,60 021 011 -049
Y(NPQ) A 100 015 023 025
Y(np 100 044 0,15
YONOYP 10 72
Y(NPQ)P 1,00

Os valores de clorofila e carotenodides avaliados no inicio e
ao final do experimento, foram significativos para Clorofila a e
Clorofila total (p<0,05), enquanto que os valores de Clorofila b e
Carotendides ndo mostraram-se significativos entre o0s
tratamentos e nem em relagdo aos valores iniciais DAM (+) IN
(Tab. 2). Ao final do experimento, os valores de Chla mostraram-
se menores em relacdo aos valores iniciais em ambos os
tratamentos, mas o DAM (-) apresentou valor maior quando
comparado com 0 DAM (+) final (Fig. 10A). A ChlTotal também
foi maior nos individuos analisados inicialmente e 0 DAM (+) e 0
DAM (-) ndo apresentaram diferenca entre os seus valores (Fig.
10B).
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Figura 10: Quantificagdo dos pigmentos em Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e
Boldrini, valor inicial DAM (+) IN e ao final do experimento; solo contaminado com
drenagem acida - DAM (+) e em solo ndo contaminado — DAM (-). (A) Clorofila a
(Chla) e (B) Clorofila total (ChlTotal). As letras indicam diferengas significativas,
com nivel de significancia de 5% (p<0,05) dado pelo teste a posteriori Newman
Keuls. Os resultados sdo apresentados em gramas por massa seca (MS) de tecido.

A quantidade de agucares soluveis totais, avaliada no
inicio e ao final do experimento, variou significativamente ente
os tratamentos ¢ em relagdo a andlise inicial, no escapo e no
rizoma, ndo apresentando variacdo significativa na raiz entre o
valor em relagdo aos valores finais dos tratamentos, nem entre 0s
tratamentos (Tab. 6, Fig.11A). No escapo e rizoma, o teor de
acucar foi maior nos dados iniciais seguido pelo DAM (+) e
DAM (-) (Fig. 11A). Com relagdo a quantidade de amido, esta
variou nos oOrgdos analisados entre os tratamentos, sendo os
valores finais maiores que aos iniciais no escapo, no rizoma € na
raiz, os valores em DAM (-) foram maiores em comparagao ao
valor inicial DAM (+) IN e 0 DAM (+) final (Fig. 11B).
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Figura 11: Teor de (a) agucares soluveis totais ¢ (b) amido por grama de
Massa Seca (MS) de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini, valor
inicial DAM (+) IN e ao final do experimento solo contaminado com
drenagem acida - DAM (+) e em solo ndo contaminado — DAM (-). As letras
indicam diferencas significativas, com nivel de significancia de 5% (p<0,05)

dado pelo teste a posteriori Newman Keuls.

3.4 Analise dos orgios vegetativos com EDS

Através da microanalise com energia dispersiva de raios-X
foi possivel determinar o percentual dos minerais presentes na
raiz, rizoma e escapo de E. laeviglumis cultivados em DAM (+) e
em DAM (-) (Fig. 12-13). Os individuos cultivados em DAM (+)
apresentam maior percentual de minerais em relagdo aos
individuos cultivados em DAM (-) (Fig. 12-13). Nas plantas
DAM (+) (Fig. 12) os elementos com maior percentual médio
foram Fe e Si seguidos por Cu, Al, S, Mo e Mg, Zn, Mo ¢ Ca.
Com excecdo da Si, todos os demais elementos ocorrem com
taxas mais elevadas na raiz. O Fe foi detectado em todos tecidos
de todos os 6rgdos. Nas plantas DAM (-) (Fig. 13) ndo foi
detectado Fe. O elemento com maior percentual foi Si seguido
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pelo Ca, Al, Cu e Zn. Os maiores percentuais foram nas raizes
com exce¢do de Cu e o Zn que s6 foram detectados nos escapos.
A andlise também mostrou a percentagem dos elementos
quimicos por tecido individualmente (Tab. 4), indicando que a
epiderme, das raizes e rizomas dos individuos DAM (+),
apresenta 0s maiores percentuais para a maioria dos minerais
encontrados na epiderme. Em relacdo ao Fe, o metal mais
abundante, percebe-se que as taxas decrescem da epiderme da
raiz passando pelo parénquima (aerénquima), endoderme e
elementos de vaso. No rizoma, chama a atengdo a grande
reten¢do de Fe na endoderme. Nos escapos das plantas DAM (-)
os metais com Cu, Zn e Al ocorrem em maiores quantidades na
epiderme e elementos de vaso, ndo sendo acumulados em grande
quantidade no parénquima.
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Tabela 4: Percentagem média dos elementos quimicos detectados nos tecidos dos 6rgaos de Eleocharis laeviglumis
R. Trevis. e Boldrini (Cyperaceae) submetida em ambos os tratamentos DAM (+) e DAM (-) através da microanalise
com energia dispersiva de raios-X (EDS): nd (Ndo detectado)

Orgdo Tecido Elementos (%)
Raiz DAM (+) Mg Na Ca Si S Fe Cu Zn Al Mo
Epiderme 0,16+0,08 087+0,17 2,6+0,53 10,06£58 1,58+0,41 59,73+10,05 496+0,42 292+048 1507+0,2 1,69+0,24
Aerénquima 0,98+ 0,16 2+0,17 nd 1457+ 1,89 7,13+£0,59 54,18+ 1,80 441+024 1,57+0,07 13,9+041 1,26+0,10
Endoderme nd 032+0,02 24+06 2214+582 329+04 51,79+0,17 4,86+0,2 nd 142+0,16 nd
Elemento de Vaso nd 2,22+0,14 6,76+0,16 38,7+2,67 503+0,65 31,62+292 nd 3,75+£0,56 11,92+0,17 nd
DAM (-) Epiderme nd 3,98+0,21 16,66+0,14 39,43 +2,67 nd nd 8,67+042 685+0,05 22,91+0,28 nd
Aerénquima 1,98+0,03 432+0,11 37,68+2,.89 14,78+2,78 nd nd 6,11+£0,32 9,76+0,21 22,32+1,74 2,11+0,25
Endoderme 2,23+0,01 nd 11,23+0,12 36,35+2,18 nd nd 7,14+0,15 16,87+0,11 21,57+0,06 2,89 +0,17
Elemento de Vaso nd nd 2191+0,34 43,78+3,79 nd nd nd nd 14,31 + 1,64 nd
Rizoma DAM (+) Epiderme 0,67+0,03 6,5+0,08 nd 30,67+ 048 1245+0,65 28,11+2,01 28+0,29 2,1+0,02 13,92+0,24 1,78+ 0,01
Parénquima 225+0,52 433+0,11 11,72+0,21 29,75+ 1,51 10,95+1,39 21,6+1,73 4,63+0,38 245+0,09 5,76+025 1,56+0,28
Endoderme nd 2,32+0,08 nd 46,58+5,82 829+032 27,26+ 0,92 6,86+0,29 nd 6,79+ 0,08 1,79+ 0,03
Elemento de Vaso 247+0,06 2,89+0,06 16,78+034 14,83+0,45 1884+ 140 21,52+7,81 791+051 198+0,03 729+033 429+043
DAM (-) Epiderme 082+0,02 456+0,11 11,33+0,26 38,67+0,38 nd nd 9,88+0,07 845+0,08 21+0,18 2,11+0,02
Parénquima nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Endoderme nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Elemento de Vaso 1,02+£0,04 6,69+0,08 19,38+ 1,48 3548+3,57 nd nd 16,78 0,12 9,76+ 0,04 7,14+138 3,12+0,06
Escapo DAM (+) Epiderme - DAM(+) 1,19+£0,10 1,43+0,11 nd 5449+546 5,14+0,95 2235+0,75 5,35+0,89 nd 2,21 nd
Parénquima - DAM(+) 697+0,21 2,79+0,05 4,11+0,08 49,08+4,12 6,16+0,76 69+0,03 568+0,66 6,79+025 6,27+0,05 3,89+0,12
Elemento de Vaso -DAM(+)  575+022 223+031 57+0,69 5269+354 783+042 436+036 876+042 52+0,14 529+0,67 1,87+0,03
DAM (-) Epiderme - DAM(-) nd nd nd 65,69 + 0,23 nd nd 1338142 745+0,92 12,58 +0,15 nd
Parénquima - DAM(-) 1276+034 7,79+0,08 1649+0,18 42,1858  nd nd 281+047 768+056 384+078 589+0,11
Elemento de Vaso -DAM(-)  8,89+0,12 4,87+0,88 932+045 47,12+891 nd nd 9,36+ 1,89 13,95+2,79 1,57+0,05 3,11+0,09
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Figura 12: Percentual médio dos elementos quimicos detectados nos orgaos
de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini submetida ao tratamento
DAM (+) através da microanalise com energia dispersiva de raios-X (EDS).
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Figura 13: Percentual médio dos elementos quimicos detectados nos 6rgaos
de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini submetida ao tratamento
DAM (-) através da microanalise com energia dispersiva de raios-X (EDS).
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3.5 Estudo morfologico

As analises morfologicas, ao final do experimento indicam
que os individuos de E. laeviglumis cultivados em DAM (-)
apresentam os maiores valores para altura, diametro e area total
do escapo (Tab. 5).

Tabela 5. Valores médios e desvio padrio, obtidos em
analises morfologicas realizadas no escapo de FEleocharis
laeviglumis R. Trevis. e Boldrini coletados em substrato
contaminado com Drenagem Acida de Mina — DAM (+) e ndo
contaminado — DAM (-) ao final do experimento. As letras
mintsculas indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os
tratamentos.

Parimetros DAM (+) DAM (-)
Altura do escapo (cm) 19,89 + 7,97° 35,22 £ 9,242
Diametro do escapo (cm) 0,96 + 0,18 1,56 +£0,26*
Area total (cm?) 62,70 £30,88> 173,92 +47,74*

3.6 Estudo anatomico
3.6.1 Microscopia Optica e Eletronica de Varredura (MEV)
3.6.1.1 Analises qualitativas

Em vista frontal, a epiderme do escapo, em ambos os
tratamentos, apresenta células alongadas no sentido longitudinal,
com paredes anticlinais sinuosas ¢ com estomatos do tipo
paracitico distribuidos em fileiras longitudinais (Fig. 14A-D).

Em sec¢do transversal, em ambos os tratamentos, o escapo
possui formato circular (Fig. 15A-F), epiderme unisseriada com
células de formato retangular a arredondado e com cuticula fina,
estomatos localizados no mesmo nivel das demais células
epidérmicas e presenca de corddes de fibras subepidérmicas (Fig.
15C, F).

Na regido cortical, observa-se o parénquima clorofiliano
palicadico composto por 1-3 camadas de células com presenca de
idioblastos com compostos fendlicos evidenciados pelo teste com
cloreto férrico (Fig. 15C, F). Chama-se atengdo pela diferenca
observada nas células do parénquima paligadico, as quais em
DAM (+) s@o menos alongadas constituindo apenas duas camadas
(Fig. 15C), em DAM (-) observam-se células conspicuamente
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alongadas com a formacao de duas a trés camadas bem definidas
(Fig. 15F).

O sistema vascular é composto por feixes vasculares
colaterais os quais se distribuem proximos ao cortex ¢ na regidao
medular (Fig. 15A-B, D-E). Todos os feixes sdo envolvidos
externamente por uma bainha parenquimatica, constituida de
células conspicuas e internamente, por uma segunda bainha cujas
células apresentam paredes periclinais internas espessadas em
“U” envolvendo o floema (Fig. 16A-B, seta preta), corddes de
células espessadas ainda, ocorrem entre as duas bainhas em
ambos os polos (Fig. 16A-B, seta branca).

Na regido central, ocupando maior area do escapo, ocorre
0 aerénquima, constituido por células parenquimaticas de paredes
finas as quais delimitam grandes lacunas de ar (Fig. 15A-B, D-E),
tais lacunas podem ser interrompidas por diafragma constituido
por uma unica camada de células braciformes (Fig. 15A-B; 16C-
D). Os testes histoquimicos realizados nos escapos cultivados em
ambos os tratamentos, ndo apresentaram diferencas qualitativas,
apresentando reagdes similares, como auséncia de compostos
lipidicos, e fraca rea¢do para amido no parénquima paligadico,
com excecdo da presenca de compostos fenolicos onde a reagdo
foi mais intensa em escapos DAM (+) em idioblasto presentes nas
células do parénquima pali¢adico (Fig. 15C, F)
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Figura 14: Secgdes paradérmicas do escapo floral de
Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini. (A-B). DAM (+),
(C-D). DAM (-). Observam-se células epidérmicas alongadas
no sentido longitudinal com paredes anticlinais sinuosas (setas)
e estomatos do tipo paracitico distribuidos em fileiras
longitudinais. Barras A,C =40um; B,D =20pum
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Figura 15: Secgdes transversais do escapo de Eleocharis laeviglumis R.
Trevis. e Boldrini. (A-C) Escapos cultivados em Drenagem Acida de Mina
DAM (+). (D-F) Cultivados em substrato livre de contaminagdo por
Drenagem Acida de Mina DAM (-). Escapo circular (A, D) MEV (Kv10),
(B, C, E, F) Microscopia de luz, epiderme unisseriada com estomatos no
mesmo nivel e com a presenga de cordoes de fibras subepidérmicas (D, F).
Parénquima paligadico com idioblastos (Id), Feixes vasculares colaterais
proximos ao cortex e na regido medular onde ocorre células parenquimaticas
delimitando grandes lacunas de ar com a presenc¢a de diafragmas (A-B, D-
E). Ae (Aerénquima), C (Cortex), FV (Feixe vascular), Di (Diafragma), Ep
(epiderme), Es (Estomato), Pp (Parénquima paligadico), Fb (Fibras), Id
(Idioblasto). Barras A-B, D-E = 200um; E, F =40pum
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Figura 16: Sec¢des transversais (A-C) e longitudinal (D) do escapo floral
de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. e Boldrini. (A). Microscopia de luz.
(B-D) MEV (10Kv; 15Kv; 10Kv) Microscopia eletronica de varredura. (A-
B) Feixe vascular colateral envolvido externamente por bainha
parenquimatica, observam-se ainda internamente células com as paredes
espessadas em ambos os polos (seta branca) e bainha interna com células
espessadas em “U” na regido do floema (seta preta). (C-D) Aerénquima
constituindo por grandes lacunas interrompidas por diafragma constituido
por uma unica camada de células braciformes. Ba (Bainha), Xi (Xilema), F1
(Floema), FV (Feixe vascular), Di (Diafragma), Cb (Célula braciformes).
Barras A =20pum; B=25pm; C-D=200um
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As analises quantitativas realizadas nos escapos de E.
laeviglumis revelaram que as plantas cultivadas em DAM (+)
apresentam os menores valores para todos os pardmetros
mensurados, sendo todos eles diferentes estatisticamente de DAM
(-), com exce¢do da area proporcional de aerénquima, conforme

tabela 4.

Tabela 6: Comparagdo dos valores médios obtidos em
medidas realizadas no escapo de E. laeviglumis R. Trevis. e Boldrini
coletados em substrato contaminado com Drenagem Acida de Mina
— DAM (+) e ndo contaminado — DAM (-) ao final do experimento.

Parametros DAM (+) DAM ()
Altura das células da epiderme (nm) 11,93 £2,77° 15,61 +1,782
Espessura da parede periclinal externa 2,75 +0,64° 3,43+0,57¢
das células epidérmicas (um)
Espessura  total do parénquima 35,48 + 2,37b 78,99 +£2,392
pali¢adico (um)
Altura das células do parénquima 26,15+ 6,56 b 42,12+ 6,452
pali¢adico (um)
Densidade estomatica (mm2) 29,25 +4,89" 57,92 +2.262
Area proporcional de aerénquima (%) 43,92 £ 11,90 @ 46,04 +3,41°

Legenda: (+) Desvio Padréo, as letras indicam diferenca significativa (p<0,05)
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3.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As analises ultraestruturais do escapo floral em FE.
laeviglumis, indicam que ndo ocorrem variagdes nas células do
parénquima paligadico entre os tratamentos DAM (+) e DAM (-)
(Fig. 17A-G). Em ambos os tratamentos foram observados
cloroplastos com formato alongado, contendo grana evidente e
bem estruturado (Fig. 17A-B). Alguns apresentaram graos de
amido e plastoglobulos de tamanhos variados, sendo observada
maior frequéncia de grios de amido nas amostras de DAM (-)
(Fig. 17C) e de plastoglobulos no tratamento DAM (+) (Fig.
17D). A localizagdo dos cloroplastos ficou restrita as
proximidades da parede celular com a presenga de mitocondrias e
peroxissomos, todos apresentando contornos integros e sem
evidéncia de altera¢des (Fig. 17E-F). Também foram observados
alguns corpos eletrodensos nas amostras de DAM (+) dentro dos
vacuolos (Fig. 17G) podendo ser os compostos fendlicos
presentes nos vacuolos os quais foram detectados nos testes
histoquimicos em microscopia de luz.
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Figura 17: Eletromicrografias do parénquima paligadico de Eleocharis
laeviglumis R. Trevis. e Boldrini, A-C, F DAM (-) e D-E, G-H DAM (+).
Em ambos os tratamentos cloroplastos com formato alongado contendo
grana evidente e bem estruturado (A-B). Observa-se maior frequéncia de
grios de amido nas amostras de DAM (-) (C). Maior frequéncia de
plastoglobulos com tamanhos variados no tratamento DAM (+) (D-E).
Presenga de mitocondrias e peroxissomos, todos apresentando contornos
integros e sem evidéncia de alteragdes (F) DAM (-). Presenca de corpos
eletrodensos nas amostras de DAM (+) dentro dos vacuolos (G). Gr (grana),
Am (amido), Pg (plastoglobulos), Re (reticulo endoplasmatico), Pr
(peroxissomos), Mt (mitocondria) e Ce (corpos eletrodensos). Barras: A, C,
DeF=0,5um; Be E=0,2pum; G =2um



54

4. DISCUSSAO

Embora tragos de Fe tenham sido detectados através da
microandlise com energia dispersiva de raios-X no escapo de E.
laeviglumis, essa espécie mostrou eficiente reten¢do de ferro no
sistema subterraneo, acumulando-o em maior quantidade na raiz,
seguido pelo rizoma, sendo, nestes 6rgdos, a epiderme o tecido
com as maiores taxas percentuais, ocorrendo diminui¢ao gradual
nos tecidos mais internos, permitindo que pequena quantidade
chegasse nas partes aéreas tanto do Fe como dos demais
elementos, como observado em outras espécies aquaticas também
sujeitas @ DAM como Typha latifolia L. (Hozhina et al. 2001),
Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud. (Weis ¢ Weis, 2004)
e Eleocharis equisetina J.Presl e C.Presl (Lottermoser e Ashley
2011), as quais, em analises de bioacumulagdo de metais,
apresentaram percentagens maiores em suas raizes Fe, Cu, Zn,
Al, Cd, Ni.

Segundo Barcelé e Poschenrieder (1999), a maior retengao
de metais nas raizes, principalmente nos tecidos da epiderme e
endoderme, pode ser justificada pela forma de absorcdo dos
metais pelas raizes, esse transporte ocorre por via apoplastica e
encontra na exoderme a primeira barreira de translocacdo e na
endoderme o principal filtro de regulag@o, constituindo as
principais barreiras. Os metais que passam por essas barreiras,
seguem essencialmente via xilema podendo alcangar os demais
tecidos (Van Assche e Clijsters, 1990).

Mesmo apresentando taxas elevadas de reten¢ao de Fe nas
raizes, os individuos de E. laeviglumis cultivados em DAM (+),
apresentaram taxa de crescimento abaixo daqueles cultivados em
DAM (-). De acordo com a literatura, espécies que crescem em
ambientes acidos ricos em metais, mesmo apresentando
mecanismos de retencdo em suas raizes e limitando a
translocacdo destes para suas partes aéreas, o excesso de
determinado elemento no solo, principalmente de elementos
toxicos, pode interferir de maneira desfavoravel na absor¢do e na
translocacdo de elementos esséncias para a planta (Rai et al,
2005; Sharma e Dubey, 2005; Pandey et al., 2007). Segundo
Arduini ef al., (1998), alguns elementos quando em excesso,
podem competir pelos sitios de ligacdo de carreadores presentes
na membrana plasmatica que sdo utilizados pelos elementos
essenciais para o crescimento da planta, causando reducdo da
absorc¢do desses elementos e consequente distirbios nutricionais
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reduzindo a taxa de crescimento. Os resultados da taxa de
crescimento  estdo diretamente relacionados aos dados
morfologicos como altura, didmetro e area total do escapo, onde
os valores médios obtidos nos individuos cultivados em DAM (+)
foram significativamente menores quando comparados com os
individuos cultivados em DAM (-).

Anatomicamente, os individuos de E. laeviglumis
cultivados em DAM (+) também apresentaram variagdes
principalmente na reducdo do tecido fotossintético que pode ser
um indicativo de estresse por metais, conforme relata Barceld e
Poschenrieder (1992) para outras espécies. Outros estudos tém
demonstrado a redu¢@o dos tecidos fotossintetizantes por excesso
de metais pesados no solo, como Bini et al. (2012) que avaliando
as respostas de Taraxacum officinale Web crescendo em
substrato com altas concentragdes de Cu, Fe, Zn, observaram que
0 parénquima esponjoso apresentava poucas células arredondadas
com grandes espacos intercelulares, o parénquima palicadico
praticamente ausente, e forte reducdo da espessura da folha, em
comparacdo com amostras de local ndo contaminado. Santana
(2014) submetendo Setaria parviflora (Poir.) Kerguelen a
diferentes concentra¢des de ferro, notou alteragdes bruscas nas
células da epiderme, desorganizacdo das células do mesofilo a
medida que as concentragdes de Fe aumentavam. Segundo
Santana et al. (2014), uma quantidade excessiva de Fe no
substrato, pode reduzir o crescimento das raizes e da parte aérea
devido ao desarranjo nutricional, uma vez que o Fe pode
interferir nos teores de nitrogénio, potassio e calcio. O calcio atua
na composicdo estrutural das paredes celulares e na regulagdo da
permeabilidade da membrana plasmatica (Marschner, 1995).
Uma redugio de Ca’+ em DAM (+), pode ter tido influéncia na
alteracdo do formato celular ¢ na formagdo do parénquima
paligadico em DAM (+).

A tendéncia dos individuos de E. leaviglumis cultivados
em DAM (+) de terem uma redugdo da densidade estomatica, tem
possivel relagdo com as condigoes de estresse por metais pesados.
Segundo Gomes (2011), alteragdes na densidade estomatica, na
presenca de metais pesados, pode ser considerado como uma
estratégia compensatoria que reduz a area de transpira¢do, pois
muitos estomatos proximos uns dos outros favorece a formacgdo
de arcos de transpira¢do mais proximos entre si, retendo maior
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umidade na area estomadtica e evitando maior perda de 4dgua pela
planta (Larcher, 2004). E. laeviglumis pode ter desenvolvido essa
estratégia compensatoria para reduzir a transpiragdo, ¢
consequentemente reduzir a quantidade de translocacdo de metais
para parte aérea e assim reduzir o estresse causado pelos mesmos.

Apesar da reducdo do tecido fotossintetizante, nos
individuos DAM (+) as andlises ultraestruturais do parénquima
paligddico ndo revelaram variagdo significativa entre os
tratamentos. Chama-se atencdo a ocorréncia de idioblastos com
compostos fendlicos nos individuos DAM (+), os quais também
foram observados na microscopia de luz e em Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET). Metabdlicos secundarios,
como compostos fenodlicos, produzidos pelas plantas, podem
atuar como moléculas antioxidantes que tendem a quelar metais
pesados prevenindo a formagdo de radicais livres (Michalak,
2006). De acordo com Jung et al. (2003) a formagdo de
complexos estdveis entre fendis e metais pode restringir a
absorc¢do de metais e assim ocorrer uma redugédo da toxicidade do
metal na planta.

A maior frequéncia de plastoglobulos, nos cloroplastos das
células do parénquima paligadico das plantas cultivadas em DAM
(+) corrobora o observado por outros autores em outras espécies
cultivadas com metais pesados como Probst et al. (2009) em
Vicia faba L., avaliando a acumulagdo de Zn e Cd, Najeeb et al.
(2009) em Juncus effuses L., cultivada em elevado ter de
magnésio (Mn) e Gill et al (2015) em Brassica napus L.,
avaliando o estresse por Cr. De acordo com Soikkeli (1981) e
Inada et al. (1998) a formagdo de plastoglobulos esta relacionada
com a degradagdo de tilacoides e pode indicar metabolismo
lipidico perturbado. Entretanto, na espécie em estudo, ndo foram
observadas degradagdo ou a desestruturagdo dos tilacoides nos
cloroplastos, os quais apresentam-se bem estruturados em ambos
os tratamentos. Desta forma, as alteragdes na frequéncia e no
tamanho dos plastoglobulos observados provavelmente ndo
parecem relacionadas com degradagdo de tilacdides.

Alteracdes estruturais nos cloroplastos podem refletir
diretamente nas respostas fotossintéticas das plantas, e as analises
da atividade fotossintética a partir da fluorescéncia da clorofila a,
assim como os parametros F\/F, e Y(II) refletem diretamente a
capacidade do uso da luz para o transporte de elétrons através do
PSII (Baker e Rosenqvist, 2004), e sdo utilizados como um
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sensivel indicador de desempenho fotossintético da planta
(Kolber e Falkowski, 1993). No presente trabalho o pardmetro
fotossintético analisado F\/F,,, mostrou-se eficiente em ambos os
tratamentos. Apesar de variarem significativamente, os valores
médios obtidos ao longo do experimento foram de 0,79 para as
plantas cultivadas em DAM (+) e 0,77 para as plantas cultivadas
em DAM (-), indicando que ndo houve reducdo no rendimento
quantico maximo em ambos os tratamentos. Segundo Ogren e
Oquist (1985) uma planta ndo estressada apresenta a razio F./F,
entre 0,75 a 0,85. O valor de F\/F,, é proporcional ao rendimento
quantico da fase fotoquimica da fotossintese e um declinio dessa
razdo, ¢ um bom indicador de dano fotoinibitério sugerindo
comprometimento da utilizagdo da energia luminosa do o
metabolismo do carbono em plantas expostas ao estresse
(Bjorkman e Deming, 1987).

O mesmo padrio de resposta no parametro ETR foi
observado nos espécimes de E. leaviglumis em ambos os
tratamentos, o que poderia ser esperado ja que o ETR é uma
medida que depende do valor de Y(II) para ser calculado (Baker,
2008). Este parametro estd relacionado com o fluxo de elétrons
através do PSII que potencialmente levara a formacdo de
NADPH e ATP, se esse parametro sofre redugéo isso reforga a
ocorréncia de fotoinibicdo do PSII, dessa forma os dados do
presente estudo mostram  que tanto os individuos de F.
leaviglumis presentes em DAM (+) quanto os presentes em DAM
(-) ndo sofreram fotoinibigdo, evidenciando que a drenagem
acida, ndo ¢ fator limitante a ponto de comprometer o rendimento
fotossintético no PS(I) nessa espécie. Resultados diferentes
foram obtidos em Senecio ceneraria DC. e Centaurea moschata
(L) DC. (Asteraceae), as quais apresentaram taxas de rendimento
fotossintético e valores de clorofila reduzidos quando cultivadas
em solo rico em metais (derivados de minério de ferro) com altos
niveis de Fe ¢ com quantidades consideraveis de Mn e Cu, apesar
das espécies mostrarem ser excelentes acumuladoras para os trés
metais (Farooqui et al., 1995). Em Salvinia natans, Dhir et al.,
(2011) observaram redugao nas taxas de fluorescéncia levando a
foto inibigdo quando expostas ao Cu, Pb, Cd e Zn e quando
exposta ao Fe, Ni e Cr, houve alteragdes minimas, ndo levando a
fotoinibi¢3o.
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Os parametros dissipagdo regular de energia ndo-
fotoquimica Y(NPQ) e de energia ndo-fotoquimica ndo regular
Y(NO) representam diferentes destinos de energia de excitagdo
no PSII, fornecendo informagdes sobre a capacidade do
organismo de se adaptar ao excesso de energia de excitagdo em
diferentes condi¢cdes (Maxwell e Johnson, 2000). Os dados
apresentados no presente estudo, mostram que os espécimes de E.
laeviglumis, cultivados em DAM (-) estdo dissipando maior
quantidade de energia na forma de calor, ou seja, apresentando
mecanismo de fotoprotecdo mais eficiente do que as plantas
presentes em DAM (+) as quais apresentam menores valores em
Y(NPQ) e maiores em Y(NO), considerando que ambos os
tratamentos  encontravam-se na mesma condigdo de
luminosidade.

Na avalia¢do dos dados de irradiancia de saturacdo (Ik), as
plantas cultivadas em DAM (+) mostraram, ao contrario das
cultivadas em DAM (-), que precisam de menor quantidade de
luz para que ocorra saturagdo em seus centros de reacdo. Esses
resultados, juntamente com os maiores valores de Y(NO) também
observados nos espécimes cultivados em DAM (+), podem ser
justificados  pelas  diferengas  observadas no  tecido
fotossintetizante desses individuos em relag¢do aos cultivados em
DAM (-), os quais apresentaram redug¢do do parénquima
pali¢adico, tanto em tamanho de células e quanto em niimero de
camadas, além de menor valor de clorofila a. Quando o
parénquima palicadico é bem desenvolvido, ocorre maior
quantidade de cloroplastos por célula, e consequentemente
melhor captacdo de energia luminosa, por meio da clorofila a,
como também maior prote¢do na dissipacdo de energia excedente
através de outros pigmentos acessorios como os carotenoides, os
quais incluem os carotenos e as xantofilas, cuja uma das fungdes
¢ ampliar o espectro de absor¢do dos pigmentos (Williams et al.,
2003). Entretanto, tais caracteristicas observadas em DAM (+)
ndo impedem o seu desenvolvimento no ambiente contaminado,
j& que a planta apresenta um potencial fotossintético eficiente.

A sacarose ¢ o principal carboidrato translocavel das
plantas, podendo ser armazenada nos vacuolos celulares até o
momento de ser metabolizada (Farrar et al., 2000). Segundo Chen
et al., (2005) a sacarose pode ser transformada, dependendo da
espécie, em outros carboidratos, como o amido que pode ser
considerado como o mais importante polissacarideo de reserva
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das plantas, o qual em oOrgdos subterranecos, geralmente ¢é
mobilizado para o processo de brotagdo de gemas. Os teores mais
elevados de amido presentes nos rizomas ¢ nas raizes dos
individuos cultivados em DAM (-) pode ser uma estratégia da
espécie, que pode ter direcionado sua reserva energética
investindo em crescimento, resultado que pode ser observado nas
maiores taxas de crescimento no tratamento DAM (-). Ja a
reducdo das concentracdes de amido, como ocorreu nos
individuos cultivados em DAM (+) pode estar relacionada a um
aumento no gasto energético para se manter no ambiente, o qual
gera aumento da sintese de sacarose e redugdo na sintese de
amido e consequentemente baixa estocagem desse polissacarideo
nos orgaos (Pezeshki, 1995, 2001).

De acordo com Vose et al. (2000), algumas caracteristicas
sdo essenciais para que espécies vegetais possam ser consideradas
nos processos de fitorremediacdo, como tolerdncia as altas
concentracdes de poluentes no meio, mantendo o poluente no
sistema radicular ou translocando-o para a parte aérea, facil
propagagao, e ocorréncia natural em areas poluidas.

Observa-se com os resultados deste estudo que, E.
laeviglumis, apresenta as principais caracteristicas propostas por
Vose (2000), podendo ser considerada como tolerante a presenga
de metais pesados apresentando mecanismo eficaz de retengdo
dos mesmos nos tecidos das raizes, limitando sua translocagéo
para as partes aéreas.

Segundo Santana et al. (2014), maior retencdo de metais
nas raizes e consequentemente reducdo do transporte destes para
as partes aéreas, pode ser considerado como importante
mecanismo de tolerincia, mas ao mesmo tempo se torna limitante
para o uso da espécie nas técnicas de fitoextracdo. No entanto,
tais espécies podem ser extremamente favoraveis na aplicagdo de
biorremediagdo rizosférica através da fitoestabilizagdo, ou seja,
uma estratégia de inativacdo de contaminantes potencialmente
toxicos no solo (Vangronsveld et al., 2009).

Essa limitagdo de transporte para as partes aéreas
observado em E. laeviglumis, pode ter possibilitado a
conservacdo de seu aparato fotossintético e consequentemente a
manutengdo de sua eficiéncia fotossintética em niveis similares as
plantas que se desenvolveram em solo livre de drenagem acida de
mina, resultados que podem ser considerados requisitos
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necessarios para uma planta ser considerada com potencial para
programas de fitorremediagdo, mais  especificamente,
fitoestabilizagdo, em ecossistemas aquaticos poluidos por
drenagem acida.
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