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RESUMO

Fontinalis antipyreticae F. squamosasdo dois musgos aquaticos que crescem
submersos em pequenos cursos de agua. Foram desolekemplares de ambas as
espécies num ribeiro na regido centro de Portutgalaslas para o laboratério, onde foram
realizados ensaios para obtencédo de culturas mss2@Ds resultados mostraram que um
tratamento de hipoclorito de calcio 5% por 3 mibtewe a melhor taxa de esterilizacao
sem efeitos nocivos. Melhores resultados paraabelgicimento de plantas foram obtidos
numa solugdo de Knop modificada, contendo os midrizmtes do meio MS e o Fe do
meio MS reduzido a meia forca. Uma vez obtido oemaltvegetal suficiente, foi avaliado
o efeito de diferentes concentracdes de benziladgi,5-4,0 mg.t) no crescimento das
plantas. Os resultados mostraram que a BA tem aitoéfibitorio sobre o crescimento da
planta ja que em todas as concentracdes testatmmmimento dos explantes foi menor
do que o observado no controle (meio sem reguladdee crescimento). Apds essas
experiéncias testou-se a capacidade de crescirdenamnbas as espécies na presenca de
ouro, adicionado ao meio de cultura como tetraalorato de sodio (lll) hidratado
(NaAuCl), em concentragbes que variam de 0,5 a 20 pMe@dtados indicaram que
Fontinalis antipyreticamostrou uma taxa de crescimento similar ao cantra meio
contendo até 3,75 puM. Concentracdes mais elevadgsdicaram o crescimento das
plantas. Fontinalis squamosaapresentou melhor adaptacdo as concentragcdes mais
elevadas. Também fizemos estudos semelhantes domdaio, arsénio e prata, elementos
frequentemente  associados ao ouro com 0S mesmorvalos de
concentracdes. Experiéncias feitas em aquario tuBihdias, testaram o comportamento
de acumulacéo das plantas na presenca de iodetaraléAul), cianeto de ouro (AuUCN),
tetracloroaurato de sédio hidratado (Ill) (NaAgClartarato de antiménio (H40;Sb.Na),
trioxido de arsénio (A®s) e nitrato de prata (AgN§p em trés concentracdes diferentes.
Os resultados obtidos pela técnica de EspectransriAbsorcdo Atdmica em Camara de
Grafite (GF-AAS), parecem indicar que ambas astptasdo bioabsorventes adequados
para ouro, prata e antimonio. Melhores resultadoan obtidos com solucdo de iodeto.
Andlises de microscopia ndao foram conclusivas patander como os tecidos interagem
com o metal.

Palavras-Chave: Fontinalis antipyreticaHedw; Fontinalis squamosadedw; Au;

bioacumulacao; culturas vitro.



ABSTRACT

Fontinalis antipyreticaandF. squamosare two water mosses growing underwater
in small water courses. Stems of both species wa@lected in a brook in the centre region
of Portugal and brought to the laboratory whererafits to obtain aseptic cultures were
performed. The results showed that a 5% calciunotiyjorite treatment for 3 min. gave
the best rate of sterilization without harmful etfe Best results for plant establishment
were achieved in a Knop modified solution contagihe minor salts of the MS medium
and the Fe of the MS medium reduced at half strerf@hce enough plant material was
obtained the effect of different concentrationgh# benzyladenine (0.5 — 4.0 mg)Lon
plant growth was evaluated. The results showedBKahas an inhibitory effect on plant
growth since in all the concentrations tested shemgth was lower than that observed in
the control (medium without plant growth regulajorSollowing these experiments we
have tested the ability of both species to growthithe presence of gold added to the
growth medium as sodium tetrachloroaurate (lll) rayel (NaAuCJ) in concentrations
ranging from 0,5 to 20 uM. The results indicatedt thontinalis antipyreticashowed a
growth rate similar to the control on media contagn until 3.75 pM. Higher
concentrations impaired plant growthontinalis squamosahowed better adaptation to
higher concentrations. We also made similar studiéls elements often associated with
gold, arsenic, antimony and silver with the samiecentrations range. Experiments made
in aquarium over 30 days tested the accumulatibiaer of the plants in the presence of
gold iodide (Aul), gold cyanide (AuCN), sodium tethloroaurate (lll) hydrate
(NaAuCly), antimonium tartaricum ({E40;Sb.Na), arsenic trioxide (A8s;) and silver
nitrate (AgNQ) in three different concentrations. The resultsamied with GF-AAS
(Graphite Furnace Atomic Absortion Spectrometrghteque seem to indicate that both
plants are suitable biosorbents for gold, silvedt antimony. Better results were obtained
with iodide solution. Microscopy analyses were gohclusive to understand how the
tissues cope with the metal.

Key-Words: Fontinalis antipyreticaHedw; Fontinalis squamosédledw ; Au ; bio

accumulation ; in vitro cultures
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1. INTRODUCAO

Actualmente, a contaminacdo do meio ambiente pdaimpesados € um assunto
que tem vindo a preocupar cada vez mais a comumideehtifica e as diferentes
sociedades.

A evolugdo da Humanidade, com o0 consequente aumeatexigéncias e
necessidades, levou a uma sobreexploracdo de asquaturais bem como a um processo
de industrializacdo extremamente intensivo um pqumotoda a parte. Este fenOmeno
acarreta problemas ao nivel da contaminacdo dassistamas, fendmeno agravado pela
perda continua da capacidade de resposta destlteragdes provocadas pelo Homem.

No caso concreto dos ecossistemas aquaticos songe gremente a necessidade
de se desenvolverem estratégias de remediacdo @onmagdo da contaminacao,
provocada por fontes antropogénicas, tais comovidatle mineira e consequente
drenagem acida das minas, actividade industriabesicéo de residuos (Figura 1).

Neste sentido, cada vez mais organismos estdo apfieados no dominio da
monitorizacdo e da biorremediacdo, sendo de destadacremento da utilizacdo de

plantas macrofitas aquaticas com essa finalidade.

Figura 1 — Fotografia da contaminacéo por escoia@eaguas provenientes de drenagem acida de
galerias mineiras na regido de Jales (a esquera)alongo (a direita).



INTRODUCAO

1.1 MACROFITAS

A designacdo ’"macroéfita aquatica” engloba todas f@snas de vegetagdo
macroscopica aquatica e inclui as macroalgas, nsusgfetos adaptados ao ambiente
aquatico, bem como as angiospérmicas (Wetzel, 1988)entanto, Horne e Goldman
(1994) apresentaram uma definicdo mais abrangemtsjderando que macrofita aquatica
refere toda a vegetacdo que cresce nos cursos uwde @g junto das suas margens,
englobando as bridfitas, macroalgas, pteridéfitangiospérmicas. Quanto ao seu sistema
de fixacdo, as macrofitas aquaticas podem ser affiis ou fixas ao sedimento,

subdividindo-se estas ultimas em emergentes, fitkgae submergentes.

Na estrutura do ecossistema as macréfitas aquatcgem um lugar de destaque
pois desempenham funcgdes vitais importantes nadmseossistema. Além de serem as
principais responsaveis pela producdo primaria loheeato nos ecossistemas (base da
cadeia alimentar), sdo também habitat por excelépara varios organismos aquaticos,
tais como microbios, invertebrados e peixes, etratbsnecessério a instalacdo de novas
comunidades de plantas ou algas, facto importaata p manutencéo e equilibrio do
ecossistema. As macréfitas aquaticas sao os paiscipobilizadores de nutrientes do
sedimento para a coluna de agua e responsaveigepeleacao e manutencdo dos niveis de

gases, tanto na coluna de agua como nos propdoaeos.

Embora as macréfitas aquaticas tenham sido dunamite tempo ignoradas no que
diz respeito a sua capacidade de fornecer indisgu@eisas sobre parametros importantes
de avaliacdo da qualidade ambiental do ecossistemgue se encontram, actualmente tém
sido muito utilizadas em testes toxicoldgicos eeeigmcias de monitorizagdo de poluentes;
em especial metais pesados e compostos quimiceleka toxicidade, provenientes de
processos de drenagem acida de minas e escomlaminegides que estao a ser ou foram
exploradas para a obtencdo de minérios, lixiviag@osolos onde foram utilizados
pesticidas, descargas de efluentes industriaisieeatingem cada vez mais 0s cursos de

agua.
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1.2 FONTINALIS

Nas macréfitas aquaticas estdo incluidas as glasidencentes ao filo das Bridfitas,
gue engloba, entre outras, a classe dos musggsiahae insere a familia Fontinalaceae. A
esta familia de plantas pertencem as esp€&ciesnalis antipyretica.. ex Hedw (Figura2)

e Fontinalis squamosiledw (Figura 3).

Figura 2 — Fotografias deantipyreticano ambiente natural (& esquerda) e crescida esraliEivio
(a direita).

natural

Figijra:é — Fotografias d‘euémosano ambiente

Fontinalaceae é uma pequena familia de musgosi@piéipicos de cursos de agua
doce oligotropica, subdivide-se em 3 géneros eobagterca de 20 espécies diferentes de
musgos, geograficamente distribuidos por todo o isféno Norte e com especial
incidéncia na Europa (Mouvet, 1984; Sielsral, 1996, Cenci, 2000). Em Portugal, em
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especial na zona centro, fazem parte das espéaes rapresentativas das macrofitas
aquaticas (Pratas al, 2010).

Tipicos de ambientes humidos e sombrios, os exae®lde Fontinalis sédo
frequentemente encontrados nos cursos de agua plmeeo profundos, crescendo
agarrados pelos seus rizoides ao substrato rocthosieito ou nas margens, onde as
oscilagbes do nivel da agua os deixa submersostduyparte do ano. Sdo extremamente
dependentes das condi¢cdes do meio para viveremsisgterdes a adversidades como as
oscilacdes na velocidade das correntes nos cuesaguh e periodos de auséncia de agua.
Glime and Knoop (1986) verificaram, por exemploe gum culturas d&. squamosajue
haviam previamente secado, a adicdo de agua prewgno‘inchago” no protenema e a

reactivacao deste.

As espécies de fontinalis caracterizam-se pela sumfologia endostémica
(peristoma) pouco comum. O endostoma nesta espécimusgos € composto por um
conjunto de 16 fildides verticais dispostos radeite, ligados entre si por filamentos
horizontais, formando uma estrutura em rede, eix@udesta espécie. Apresentam-se
como plantas de pequeno porte e com estruturaesmgpljo gametofito é constituido por
cauldides e fildides e ndo possuem sistema vasdatdo que restringe o seu crescimento
somente a locais humidos.

A sua reproducao/ciclo de vida alterna entre digsiacdes bem distintas: a geracéo
gametdfita (haploide, sexuada) dominante, mas @oeéncapaz de originar uma planta
independente, e a geracdo esporofita (diploide)alernancia de geragbes ocorre

consoante as condicbes do meio em que a plantesete.

A fase gametofita caracteriza-se pelo desenvoiiondos 6rgéos responsaveis pela
reproducdo sexuada. Os dérgdos masculinos, antrimiginam anterozoides maoveis que
necessitam de uma camada de agua para atingireyanostas femininos, oosferas, que
permanecem no arquegoénio. Quando ocorre a fegdizainicia-se uma nova fase,
correspondente a geracao espordfita, com o desemerito do espordéfito que amadurece
e é constituido por uma capsula e uma seda queapeom ligada a planta-mae. Na
capsula, da-se a formacéo dos esporos, por dimsditica, ocorrendo a sua dispersado por
accao do vento e da agua. A libertacdo dos espdrss por ruptura da capsula ou atraves
de uma estrutura especializada que funciona coma tampa, o opérculo. Apdés a

germinacdo, cada esporo esta apto a originar uro gametoéfito a partir de uma fase
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efémera, o protonema.

O gametofito liga-se ao substrato por meio dedeque servem apenas de suporte,
uma vez que a absorcdo de agua e nutrientes aticeotamente pelo gametdfito. Este é
folhoso, composto por um eixo central — o cauléida volta do qual estdo os fildides,
semelhantes a pequenas folhas e com disposicaspraleO espordfito, estruturalmente
muito diferente do gametofito, vive sobre este.oBstituido por uma seda que suporta a
capsula, uma estrutura globosa onde tem lugar dupéo de esporos. Durante o seu
crescimento, os esporofitos rompem a zona basgdudmle arquegonial no interior da qual
se formam. A parte superior fica sobre a capsuiamdado uma estrutura designada por
coifa.

Outro processo de reproducéo, 0 mais comum no naioal, tem lugar através da
fragmentacao de fildides ou de outras partes daglpermitindo a formagédo de uma nova
planta por multiplicacdo vegetativa (Glime, 200F¥$te processo de propagagao ocorre
preferencialmente em zonas dos cursos de agua coente forte, em que pedacos da
planta sdo arrancados e vao dar origem a novogddis, contribuindo para a disperséo

da planta e para a colonizacdo de novas areae(6i£996).

O corpo vegetativo das fontinalis € geralmentaifrgpodendo porém, atingir
dimensdes que podem variar desde tamanhos microgsoaté mais de um metro de
comprimento. Por serem altamente dependentes dodgrdaumidade do ambiente, estas
plantas adoptaram ciclos de vida fugazes e esimatéficazes de reducdo da perda de agua
por evaporacdo, o que lhes permite sobreviver edpemnte em habitats de extrema e

prolongada secura.

Em geral, as varias espécies de fontinalis sdlonfaste distinguidas umas das outras
através de caracteristicas morfoldgicas visiveitha nu, tais como a forma das folhas,
que podem ser alongadas, concavas ou planas (W860). Por vezes, esta identificacdo

nao é facil, pois alguns exemplares podem aprasewia do que um tipo de folhas.

10



INTRODUCAO

A distingdo entre as duas espécies de Fontintilizgadas neste trabalh&ontinalis
antypyretica e Fontinalis Squamosafaz-se com base em algumas caracteristicas
estruturais que diferem entre estas espéciegdais:

- a forma dos fildides, que esta relacionada caml@cidade da corrente no curso de
agua em que a planta se encontra. Assim, a espéaatypyreticaapresenta fildides
alongados e com nervura central, sendo tipica deosude agua com fraca corrente,
enquanto & squamosapresenta-se em tufos densos e bastante ram#ickedcor verde-
negro, possuindo fildides cbncavos e sem nervuntaatee é tipica de zonas com corrente
forte.

- a morfologia das gemas apicais, as quai. rantypyreticaapresentam uma forma

triangular, enquanto rfa squamos&m gemas apicais cilindricas.

No caso da espécte squamosaGlime e Knoop (1986) verificaram que é dificil o
desenvolvimento de gametdforos em individuos deéuyl porém o seu crescimento
continua, e curiosamente os exemplares em quersarfam gametoforos apresentavam
um protonema desenvolvido a partir de mais de yrarese a cultura estava contaminada
com fungos. Este facto indica que o habitat posenteialmente, ser responsavel pelo
fornecimento de alguma condicdo ou substancia mdetante para a formacédo de

gametoforos (Glime e Knoop, 1986).
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1.3 CULTURA IN VITRO

O conceito de micropropagacédo baseia-se na moégio de material vegetal com
vista a obtengc&o de um grande numero de individuastendo-se idéntico em todos eles
0 gendtipo da planta-mae, com recurso a técnicasultiera de tecidos vegetars vitro.
Este tipo de processo € bastante Util para a paodde um elevado nimero de exemplares
de plantas num curto espaco de tempo.

As plantas-méae devem encontrar-se em perfeitagg@@alde assepsia para que, no
final do processo se obtenham plantas saudaveido sambém importante a esterilizacdo
dos explantes com recurso a lixivias, alcoois agans com agua esterilizada.

Inicialmente € necessario selecionar o materigeta¢ que vai ser utilizado no
processo de propagacéo, podendo ser utilizadaasfathaules, raizes e ainda 6rgaos florais.
Estes explantes, depois de cuidadosamente lavadoscolocados no meio de cultura
apropriado, o qual contém os elementos necessaidesenvolvimento e suporte da nova
planta. E necesséario que antes da introducdo ddaplt®o meio de cultura, este seja
esterilizado por processos de autoclavagem oad#in, para prevenir contaminagdes com
bactérias e fungos que vao impedir o correcto debeamento da planta. A textura do
meio deve simular o mais proximo possivel o ambierdtural da planta, podendo ser
gelificado (através da adicéo de agar) ou permaiigcedo.

A micropropagacao é aplicada hoje em dia a uma\gmha de ensaios, uma vez
que através desta técnica, € possivel conservatapleem sistemas completamente
controlados e conhecidos, sem interferéncia detegesxternos que poderiam poér em
causa a validade dos ensaios. Por outras palanoasgeio natural as plantas estao sujeitas
a um conjunto de variaveis e factores externosegté@&o inevitavelmente presentes e séo
dificeis de controlar, tais como as intera¢cdesoichs, condi¢des fisico-quimicas do
ecossistema (nomeadamente ao nivel do solo e @ ag@riacdes climaticas. E também
importante realcar que a existéncia da possibéicdsEmodificar e ajustar as condi¢cdes do
meio (em especial a composi¢cao e 0s nutrientegmesy, bem como de regular factores
fisicos, tais como luz e temperatura, permite uma tde multiplicacdo das plantas

elevada, isto €, obtém-se um maior niumero de ithddd num menor espaco de tempo.
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1.4 CONTAMINACAO POR METAIS PESADOS

Os metais pesados estdo frequentemente presergefguas superficiais e
subterraneas em quantidades extremamente reduzidasonstituindo perigo para os
ecossistemas. Porém, se presentes em elevadasitcag@es, e uma vez que ndo sao
biodegradaveis, persistindo no meio ambiente dermgos periodos de tempo, revelam
ser tOxicos para 0S organismos Vivos.

Diversas fontes naturais e antropogénicas sdoneépeis pela presenca de metais
pesados nos ambientes aquaticos, sendo esta @és#menciada pelos parametros fisico-
quimicos temperatura, pH, Eh, luminosidade, espaoialos metais pesados em solucéo,
presenca de compostos organicos e agentes quelamiesoutros. A presenca de diversos
organismos vivos vai também exercer alguma infliZ@mas especiacbes dos metais

pesados no meio.
1.4.10URO

O ouro (simbolo quimico Au) é um elemento quimieontlito baixa abundancia
na crosta terrestre, sendo a sua concentracdo maslieochas da ordem dos 4 ni.lg
nos solos 1,0 ng.Kg No caso das &guas, foram medidas concentracé@®sleng.mr*

nas aguas de rio e de 0,2 ng:hrdm aguas marinhas (Medvetal., 2004).

Em condicfes naturais, o Au ocorre geralmente tamleslementar pois trata-se de
um metal nobre, logo inerte em contacto com a fguwa. E entdo necessario que ocorra
um processo de solubilizacdo deste elemento ardesud entrada nas plantas. A
combinacdo do Au com agentes complexantes comepggies idnicas de cianeto, cloro
ou iodo, transforma-o em espécies i0nicas compl@essiveis de serem incorporadas
pelas plantas, mas também mais toxicas para oisngas vivos. Segundo Gardea-
Torresdey et al. (2002), o Au pode ser incorporpéias plantas sob as formas Au(0) e
Au(lll), sendo que este ultimo pode ser reduzida @aforma Au(0) no interior da planta
(forma menos toxica para elas). De um modo gesgblantas sdo capazes de absorver Au
se este se encontrar sob forma soltuvel. Em medgares, a precipitacdo de Au tem lugar
na superficie das células inibindo a permeabilidimenembrana celular (Kabata-Pendias
et al, 2001)
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Desde o inicio do século XX que ha referéncia aerosos casos de acumulagéo
de Au por plantas. Assim, Warren and Delavault ()9 erificaram uma acumulacao de
Au acima dos 20 pg.Kg(peso seco) em coniferas comuns. Willi@nal (1995) referem
a existéncia de concentracées de Au entre 224 @ mgkg® (peso seco) em liquenes que
cresceram na vizinhanga de uma mina de Au na Nelandia.

Neste trabalho foram utilizados dois agentes coxaplies, KCN, Kl para a
dissolucédo do Au em solucdo. Uma terceira solugépréparada recorrendo ao composto
NaAuCl.2H,0, em que o Cl funciona como espécie complexante.

O processo de cianetagcdo tem como base o facto d@neto apresentar a
capacidade de complexar o Au. Este processo ézidmipela seguinte reaccdo quimica
(Trindade e Filho, 2002):

2 Au (s) + 4 CN- (aqg) + ¥2 02 (g) + 2 H+ (aq) = 2(8N)2- (aq) + H20 (I).

O cianeto utilizado no processo de cianetacéosefta forma de sais de CN. O ido
cianeto é entdo libertado a partir do sal por uotgsso de hidrélise deste e ha a formagéo
de &cido cianidrico. No caso concreto deste traballsal utilizado foi o KCN.

Através da analise do diagrama Eh-pH para o sisttm&N-H,O (Figura 4),
retirado de Trindade e Filho (2002), é possivekeola que o cianocomplexo de ouro é
estavel ao longo de toda a gama de variacao ddatd. pH < 9,2 ocorre a formacgéo de
Au(CN)? (dicianoaurato), como resultado da reaccéo deoku CN (acido cianidrico),
sendo esta reaccao dependente do pH e do Eh. Rara9l, o Au pode reagir com a
espécie i6nica CN- (cianeto), formando também optexo Au(CNY, mas desta vez

dependendo do pH do meio.
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Figura 4 - Diagrama Eh— pH para o sistema quimigeCN-H,O a 25°C (Trindade e Filho, 2002).

De acordo com Trindade e Filho (2002), o cloro (@)presenca de ides cloreto
(CI") dissolve rapidamente o Au, ocorrendo a formagacaimplexo AuCJ, para valores
de pH inferiores a 2,5. Esta espécie de Au form@adaUnica encontrada em sistemas
regidos por processos de lixiviacao, tipicos pengxos de ambientes aquaticos afectados
por fendbmenos de drenagem &cida de minas.

Observando o diagrama Eh-pH para o sistema Au-Ol-&125°C (Figura 5), nota-
se a existéncia de um campo de estabilidade pAwECh, em solugcdo aquosa, indicando
que a lixiviacdo ocorre tipicamente em condi¢cdeplde< 2,2 e Eh > 1,1, funcionando o

Cl, como oxidante (zona a sombreado no diagrama).
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Figura 5 — Diagrama Eh — pH para o sistema quiric€l-H,O a 25°C (Trindade e Filho, 2002).

O diagrama da figura 6 ilustra as condi¢cdes débitisiade Eh — pH para o sistema
Au-I-H,0O a 25°C, onde se verifica que o complexo,Auéstavel no campo de condi¢cdes
de pH e Eh assinalado a cinza no diagrama. Acirsiasleondi¢des, a espécie dominante e

estavel passa a ser o Aul

=0 W

e ] i ]
B 10 1z 14 1&

- 0.5

Figura 6 — Diagrama Eh — pH para o sistema quiiicté-H,O a 25°C (Trindade e Filho, 2002).
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1.4.2 ARSENIO

A contaminacdo com arsénio (simbolo quimico Adgmento com elevada
toxicidade, é actualmente um problema ambientascale mundial que acarreta seérios
problemas para a saude humana.

O As é um metaldide pertencente ao grupo 15 dald@#&eridédica dos Elementos. E
0 52° elemento mais abundante na crosta terresine,um teor meédio entre 1,5 e 2,0
mg.kg®. Integra a estrutura quimica de mais de 245 nmimé@iNeill, 1995), sendo os
mais importantes a arsenopirite, pirite, realgan®pigmento.

As principais fontes naturais responsaveis pelawese de As no solo e,
posteriormente nas aguas, nos sedimentos e nafateyasio a alteracdo/erosao de rochas
com minerais de As na sua constituicdopts provenientes das emissoes vulcanicas. As
fontes antropogénicas mais comuns de As para oeatebsdo a extraccdo mineira, a
fundicdo de metais, a queima de combustiveis fsaeileposicdo de lixos industriais e
domeésticos e a utilizacdo de pesticidas e herlEci@aAs é ainda usado na industria de
semicondutores, de pigmentos e de vidro, tambées &sttes antropogénicas de As.

Nos ambientes aquaticos em particular, 0 As engesgt em solucdo ou adsorvido na
superficie dos sedimentos de linha de agua, etaepuincipalmente da dissolucdo e
lixiviacdo de rochas sedimentares de origem mayinbas em As, de rochas vulcanicas,
da circulacéo de fluidos de origem hidrotermal @a&gprovenientes da drenagem acida de
minas. O teor tipico de As em aguas naturais néatagonadas esta geralmente abaixo dos
0,001 pg.r*. Gaillardet et al. (2003), indica um teor médioAfenas aguas dos rios de
0,62 ug.L*. Actualmente, a Organizacdo Mundial de Salde (WHIB1) recomenda um
teor maximo de As nas aguas de consumo de 10,0'pgdlor também aceite na
legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n°® 243/2005F de Setembro).

Em &guas de escorréncias de minas de Au forammiegelos teores de As de 104 a
264 mg.kg emFontinalis antipyreticaGrosboisa, 2009).

Um outro exemplo a referir € o caso da m@iant Mine no noroeste do Canada
onde, desde 1948, foram extraidos milhares de adaslde ouro e a0 mesmo tempo
enormes quantidades de arsénio. Actualmente, oestéoesgotado, mas ali permanecem
mais de 237000 toneladas de arsénio, constituirsduanaior depdsito mundial de origem
antropogénica. Este depodsito é responsavel pel@armoracdo das aguas subterraneas
daquela regi&o, que chegam a apresentar teoreségcade 5000 mg:t(Clark e Raven,
2004).
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Uma vez presente no solo e nas aguas, o As empasofinde ser facil e rapidamente
incorporado pelas plantas e animais, atingindo géodadeia alimentar e pondo em risco o

Homem.

Em sistemas aquéticos, em condi¢des redutoraficaese que a espécie inorganica
predominante é o arsenato pentavalentgA$8,">), enquanto que em condicBes
oxidantes, ha predominio do arsenito trivalentgAg®;"3), a forma mais toxica para os
organismos vivos (Pokrovski et al., 1996). Nas aguperficiais ocorre frequentemente a
reaccdo do As(V) com o fitoplancton e fosfatos eigio, havendo formacéo de As(lll),
com toxicidade, mobilidade e biodisponiblidade pasaplantas, muito superiores as da
espécie inicial. De seguida, podem ocorrer reacgéesretilacdo do As(lll), pela ac¢céo de
microorganismos, algas e espécies de bridfitaeptes nas aguas, havendo formacédo das
espécies organicas monometilarsenato (MMA) e diarsénato (DMA).

1.4.3 ANTIMONIO

O Antimonio (simbolo quimico Sb) € um elemento deréncia rara na crosta
terrestre, apresentando um teor médio que varia 62 e 0,3 mg.ky (Rish, 2004). As
fontes naturais de Sb mais comuns séo a alteragédiaviacdo de depositos minerais de
origem vulcéanica e de mineralizagGes de Au e Skistos e materiais libertados durante
episodios vulcanicos. Associado a elementos conRb& As, o Sb integra a estrutura de
mais de 100 minerais. Quantidades traco de Sb padembém ser encontradas em
minerais de Ag e Cu.

O principal mineral de Sb é a Estibina {Sf, um sulfureto de Sb muito comum
em Portugal. Outro mineral de Sb comum é a PiitgdiAg:SbS). O Sb é utilizado nas
indUstrias de semicondutores, baterias e equipameatétricos, constituindo estas,
juntamente com a actividade mineira e drenagenad@dminas, queima de combustiveis
fésseis e inceneracdo de lixos industriais e daowsstas principais fontes antropogénicas
de Sb para o meio ambiente.

O limite méaximo admitido para 4guas de consumo p&h é de 5,0 pgL(WHO,

1996), sendo que as concentracles tipicas de Slicasgas em &guas naturais ndo
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contaminadas s&o inferiores a 1,0 |ig.Gaillardet et al. (2003), referem que o nivel
médio de Sb nas &guas dos rios é de 0,07ug.L

O Sb pertence ao grupo 15 da Tabela Periodica seatos apresentando um
comportamento e propriedades quimicas idénticagoaselementos Arsénio e Fosforo.
Ocorre em ambientes naturais em 4 estados de @xdda$, +3, 0 e -3. Os estados de
oxidagdo mais comuns em ambientes com baixas tatopes séo +3 e +5. Em condigdes
redutoras, a espécie mais comum € a antimonitél)Sspb a forma de Sb(OHl)pelo
contrario, em ambientes oxidantes, a forma maisuooré 0 antimonato, Sb(V), sob a
forma anionica Sb(OH) As formas inorganicas de Sb (antimonite e antetmnsdo mais
toxicas do que os compostos orgéanicos. De realgaacespécie quimica Sb(lll) apresenta
uma toxicidade superior a espécie Sb(V), tal conuntece com as espécies quimicas de
As.

O Sb néo é um elemento essencial para as plaat@mais, podendo, em elevadas
quantidades, desencadear um efeito de toxicidagtgfisativa. No ser humano, uma
exposicao continuada pode desencadear dermattegmosicao a alguns compostos de Sb

pode provocar efeitos cancerigenos.

Em Portugal, Pratast al (2005) verificaram a existéncia de teores dersie ®,04
a 139,9 mg.kg (peso seco) em caules de plantas recolhidas e d@elponas mineiras.
Permanecem ainda por explicar com exatiogionecanismos de entrada de Sb nas
plantas e a respectiva toxicidade. No entanto,ctofde o Sb apresentar caracteristicas
quimicas idénticas ao As e ao P sugere que a anttadSb nas plantas ocorre por

mecanismos semelhantes ao de entrada destes asr{iesthan et al., 2008).
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1.4.4PRATA

A prata (simbolo quimico Ag) € um metal nobre perémte ao grupo 1 da Tabela
Periddica dos Elementos. A sua abundancia médierosia terrestre oscila entre 0,01
mg.kg* e 5,0 mg.kd, sendo a maioria dos valores referidos infericze8,1 mg.kgd
(Boyle, 1969; Purcell e Peters, 1998; Kramer et 2002; Adriano, 2001). Andren and
Bober (2002) referem uma concentracdo de AgS na dgperficial que varia entre 0,2 e
0,5 ng.L%.

As principais fontes antropogénicas responsavdas pnteldos de Ag presente
no meio ambiente sdo: a industria, a fundicdo, posiedo de detritos fotogréficos e
eléctricos e a queima de combustiveis féssemcentracdes elevadas sao verificadas nos
sistemas aquéaticos devido a fendmenos de erosdonties naturais (rochas), como
resultado de residuos da actividade mineira ouedeatgas industriais feitas directamente
nos cursos de agua (Purcell e Peters, 1998).

A Ag é um metal de ocorréncia rara, tipicamenteoetrado em compostos com
enxofre (S), selénio (Se) e telario (Te) e comeasssizinhos na tabela periodica, o As, Sb
e Bismuto (Bi) (Renner, 1998; Kramer et al., 199%.minerais de Ag mais comuns sao a
Prata nativa (Ag) e a Argentite (48), Pirargirite (Ag3SbS3) e Proustite (Ag3AsS).

No meio natural, a Ag pode aparecer em quatro estdd oxidagéo: 0, 1, 2 e 3,
sendo o0 0 e 0 1 as formas oxidadas mais facilmententradas. Ag(l) pode formar
precipitados com as espécies ionicas de Cl e Stualerente presentes em solucéo,
ficando a sua mobilidade no meio ambiente drastcaenreduzida. No meio aquatico sao
frequentes reaccdes de hidrélise, resultando espéomo AgOkl AgOH, e AgCQ™. A
especiacao que predomina em toda a gama de pld tpgsistemas aquaticos naturais €
Ag(l). Na presenca de i0es sulfureto ocorre a pregao de AgS, especialmente em
meios com pH acido ou ligeiramente acido.

N&o sendo um elemento essencial para as plantasmemais, a Ag, mesmo em
concentracdes relativamente pequenas, pode seantedtxico em especial para 0s
organismos aquaticos. A acumulagdo nas plantasrangmte baixa; Smith e Carson
(1977) indicaram concentracdes de Ag nas plantagcilavam entre 0,03 e 0,5 mgkg
(peso seco). Aparentemente, a Ag em solucdo noesglee € incorporada pelas plantas,
deposita-se maioritariamente sob a forma dgSA@ composto AgN©pode também ser
facilmente captado pelas plantas, sendo toxico mesmquantidades reduzidas
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1.5 HIPERACUMULACAO FITORREMEDIACAO
FITOMINERACAO

Apoés alguns estudos, na década de 70, o cientesiaelandés Robert Brooks
referiu pela primeira vez a capacidade de alguntastgs para acumularem elevadas
concentracoes de alguns metais presentes no mdierdm em que se encontram. De
acordo com Brookst al. (1977), a hiperacumulacdo € um processo natuealést do qual
algumas plantas sdo capazes de acumular metaisattidades superiores a 1000 mg.kg
(peso seco). Este conceito foi considerado poraagt® no caso de acumulacao de niquel.
Porém, actualmente sabemos que existem plantazesapde acumular igualmente
elevadas concentragfes de outros metais. Assimetaissario reformular este conceito e,
hoje em dia, considera-se que uma planta é hipem#ladora se tem a capacidade de
acumular um determinado metal em quantidades 1000@0 vezes superiores a
concentracdo desse mesmo metal encontrada nas plainéas néo hiperacumuladoras que
crescem no mesmo ambiente. Para o caso espeafidard, Anderson (1998) definiu que
uma planta é considerada como sendo hiperacumala@oAu quando o teor nela medido
for superior a 1,0 mg.kg

Além da capacidade de acumular metais ndo esseramaseu metabolismo em
elevadas doses, as plantas hiperacumuladoraser&ract-se pela sua resisténcia elevada
a toxicidade que estas concentracfes anormais tésmaearretam e que, na maioria das
vezes, se expressa por alteracdes no normal dedossprocessos fisiologicos tipicos de
gualquer planta. Assim, estas plantas sdo capazesolofeviver, desenvolverem-se e
reproduzirem-se em meios onde as concentracoeg@gsmpesados sdo bastante elevadas
como resultado de fenbmenos naturais ou de cordgd®s antropogénicas.

As plantas aquaticas tém a capacidade de acumel@isnpesados quer estejam
vivas ou mortas, se bem que, quando vivas, a spacickade de acumulacdo seja
obviamente superior, pois ocorre regeneracao cepagamitindo o aumento da capacidade
acumulativa (Axtellet al, 2003). A biorremocao de metais pesados est&iadsoa dois
processos: a bioadsor¢cao e a bioacumulacéo.

A bioadsorcéo consiste na capacidade que alguraataplapresentam de retencao
extracelular, baseada num processo metabdlico aapalersivel e independente de
reaccdes que ocorram a superficie, podendo lefiaagho de metais nos tecidos de uma

planta (Keskinkan et al., 2003). E um processo midgate de parametros externos como o
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tipo e forma i6nica em que o metal se encontra@ot&o no meio, bem como o tipo de
ligacdes que o metal pode estabelecer.

A bioadsorcéo de espécies metalicas pode ocorremmee as ceélulas da planta ja
nao se encontrarem metabolicamente activas. Osné&icos apresentam afinidades ou
preferéncia em estabelecer ligacbes quimicas cpécies como 0 oxigénio, 0 azoto e o
enxofre, que estdo presentes nas paredes dasscéadgplantas sob a forma de grupos
quimicos com carga electronica negativa que vaarais metais pesados. Assim, estes
ficam adsorvidos, permanecendo retidos nas padegesélulas.

A bioacumulacdo, ao contrario da bioadsorcdo, uatgsso lento, intracelular,
irreversivel e dependente do nivel de acumulacametabolismo celular, pode ser
considerado como um processo de transferéncia deantiesde a parede celular exterior
até ao interior da célula.

O fendmeno de bioacumulacdo pode ocorrer por difpsdsiva (como resposta as
diferencas de potencial osmotico e eléctrico) ou tpansporte activo (Mouvett al,
1989). Assim, os elementos presentes no interiaétida podem permanecer em solucao

no citoplasma ou complexar com alguns componentescelulares.

Além da sua importancia ecoldgica, as plantas capaadade hiperacumuladora
tém vindo a ser alvo de bastante interesse nadar&orremediacdo, na medida em que
estas plantas podem constituir uma forma ecolédgecaemediacdo da contaminacdo de
solos e aguas por metais pesados em areas afeqiathasescorréncia de aguas
provenientes de drenagem acida de minas, assim poaem ser uma ferramenta de
prospeccao ao fornecerem informacdes sobre azacal de jazigos minerais a explorar.
As estratégias de Biorremediacdo incluem processmso a Fitorremediacdo e
Fitomineracéao.

A Fitorremediacdo € um processo de biorremediagé® apnsiste no uso de
espécies hiperacumuladoras com o principal objedli® extrair os metais pesados de
aguas e solos contaminados, sendo estes transtoatilaos diversos orgaos das plantas,
onde pode ocorrer a sua retencdo e/ou degradagiotéenica € vantajosa em relacdo a
outras técnicas de remediacdo e extraccdo de cioatates, na medida em que acarreta
custos reduzidos e é uma tecnologia amiga do amabipnis permite que as plantas e
produtos resultantes sejam utilizados, por exenmala adubar terrenos de cultivo. Porém,
€ uma técnica muito demorada até que se atinjaeb dé descontaminacao pretendido e

esta fortemente limitada a areas onde seja viapirdgacao e crescimento adequado das
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espécies acumuladoras. No caso especifico da absoe contaminantes, neste caso
metais pesados, directamente dos cursos de aqamrpétes de uma planta aquéatica, este

processo € chamado rizofiltracéo (Sdlal, 1998).

Uma outra &rea que tem vindo a merecer cada veg ewgecial atencdo € a
Fitomineracdo, em que o principal objectivo é a&pb&o de quantidades comercializaveis
de metais através da recuperacao destes a pabiiordassa de plantas hiperacumuladoras
(bio-metais) provenientes de solos com mineraligagéonsideraveis ou com elevados
indices de contaminacdo por metais pesados (Breto#ls, 1998). Esta técnica € também
aplicavel no caso de ecossistemas aquaticos cardedos com metais pesados com
resultado da incorporacéo de aguas provenientdeedagem acida de zonas mineiras.

Diversos estudos foram realizados com sucesso bdada fitomineracdo para o
caso do niquel em areas fortemente mineralizaaams, recurso a diversas espécies de
plantas (Robinson et al., 1997; Brooks et al., 1998ks, L.J., 1998). A fitominerac&o
pode também ser usada em casos de areas mineirggseemn material das escombreiras
contém concentracdes elevadas de metais mas @stesfio economicamente exploraveis

pelas técnicas tradicionais.
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1.6 TESTES TOXICOLOGICOS

Os niveis de toxicidade em sistemas aquéticos s@alrente quantificados com
base em parametros fisico-quimicos de facil medigés que, porém, sé dao indicagbes
pontuais das condi¢des vigentes no meio no montanémostragem.

A gquantificacdo da toxicidade recorrendo a orgaosmwivos tem a vantagem de
proporcionar informagcdes continuas das caracasstlo meio, bem como dos efeitos

nocivos dos contaminantes para a comunidade bidti@ossistema.

Segundo Powelét al (1996), a escolha de espécimes com vista ao Selem
testes de toxicidade e monitorizagdo ambiental dere em conta determinadas
caracteristicas do organismo: relativa facilidage pfopagacéo; taxa de crescimento
significativa, ciclo de vida reduzido; dimensao ugda; ecoldgica e economicamente
relevantes; sensibilidade a um extenso conjuntoca@lapostos ou factores externos,
permitindo respostas significativas quando sujedodiferentes testes. Devem também
estar ecologicamente relacionados com outras e&sppoesentes no ecossistema em que
sdo inseridos, ocupando uma posi¢do relevante deiacalimentar e afetando os varios

niveis troficos da cadeia.
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1.7 USO DE MACROFITAS EM FITORREMEDIACAO E TESTES
TOXICOLOGICOS

As zonas contaminadas com metais pesados sdo deadm geral, areas com
condicOes adversas para a grande maioria dos engasivivos. Porém, existem seres
vivos capazes de se adaptar e colonizar ambiepntasestas condicdes, tais como as
macrofitas aquaticas. O facto de estas terem usta distribuicdo geografica deixa desde
logo perceber que elas sdo capazes de se adaptaa &norme variedade de meios

diferentes com condi¢cdes também diferentes.

As macrofitas apresentam algumas das caractesistjua um organismo deve
prefigurar para que seja aplicado em testes deitiaxie e monitorizacdo ambiental,
caracteristicas que as destacam das restanteasptadse ambito. Para comecar, devido a
sua posicao basal na cadeia alimentar do ecosaisédas estdo mais expostas aos
contaminantes que possam estar a circular no r@efacto de a absor¢do de nutrientes
essenciais ocorrer atraves, quer das raizes qadoliias, traduz-se numa maior e mais
eficaz area de exposicéo e absorcdo, quer dogmigisicomo também dos contaminantes.
Embora sejam plantas com crescimento demoradosapen facilidade em serem
submetidas a um processo de clonagem (reprodugfai@a) e plantacdo com sucesso,
obtendo-se um grande numero de réplicas em queastgém um determinado gendtipo.
Isto € bastante vantajoso no caso de experiéneiasotitorizacdo em que é constante a
necessidade de um elevado numero de exemplaresarflbos 0s casos de testes
considerados (em laboratério e no campo) é facikimples avaliar indicadores
toxicoldgicos tais como o crescimento da plantasddeolvimento radicular e caulinar),
diferencas na biomassa, aspecto visivel (cor e dprena taxa de sobrevivéncia dos
exemplares expostos a determinada toxicidade, pedmiuma constante avaliagcdo do

sucesso da experiéncia.

Dentro das macrdfitas aquaticas, é importante castpue as bridfitas sdo um dos
grupos de plantas mais utilizados em estudos deton@acdo ambiental (Nimis, 1990),
apresentando, de acordo com Mouvet (1985), uma skrivantagens, entre as quais:
elevados factores de acumulacéo em relacdo a@stpmgsentes nos outros elementos da

biota; tolerancia a elevados niveis de substarnodisas; elevada correlacdo entre o teor
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por elas acumulado e a concentracédo de contaminarnieada no ambiente em que estao
expostas; sésseis e necessidade de se fixarem suhstrato permanecendo assim no
mesmo local. Entdo, através da sua analise é pbasierir acerca dos efeitos toxicos de
determinado elemento presente no meio ao qual egfimstas. O facto de ndo possuirem
cuticulas impermeaveis a adgua no seu revestimanggiicia de lignina), possibilita um
contacto mais estreito com 0 meio em que se ermunobtendo os nutrientes e 0os metais
através de absorcdo na superficie da folha (Ba6£X)), sendo estes incorporados pelas
células passando através das suas paredes e udikisbao longo dos varios
compartimentos celulares, nomeadamente no citopla@shular, onde complexam com os
polimeros ou nos vacuolos, onde vao incorporarresigitados de fosfato (Bruret al.,
2001). E por estas razdes que as bridfitas sd@negte indicadas em situacdes de

fitorremediacéo e fitomineracao.

A acumulagédo de metais por parte da Fontinalisn lmmo das restantes
macrofitas, esta fortemente condicionada por fastorexternos, tais como: a
biodisponibilidade dos metais em solucdo e a cagfmetdestes com outros elementos
ndo-metalicos (Ca, Mg, K) existentes no meio, opere exposi¢cdo da planta, o pH do
meio, bem como de factores internos que tém aomera estrutura morfolégica bastante
simples desta espécie de plantas (em que os rizdeEmpenham unicamente a funcao de
fixacdo da planta ao substrato, ndo permitindosargho radicular de substancias a partir
do meio) e a auséncia de sistema vascular (ocarranthcorporagcdo de elementos e

nutrientes através da superficie das folhas dimestiée para o citoplasma).

Em ensaios toxicologicos, espécies geralmentezadidis como algumas algas
(Serenastrum capricornutymScenedesmus quadricagd® plantas Ceratophyllum

Elodea Myriophyllume, por veze<allitriche).

E de realcar o uso de varias espécies de bridftas biomonitores em diversos
estudos de avaliacdo e quantificacdo da contanundedcursos de agua por metais
pesados (Whittoret al, 1982; Mouvet, 1984, 1985; Goncalwesal, 1992; Brunst al,
1997; Samecka-Cymermanal, 2002).
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1.8 OBJECTIVOS

O estudo laboratorial que conduziu a elaboragédadessertacdo teve como
principal objectivo a avaliacdo da capacidade dpasta de plantas da espédewntinalis
antipyreticae Fontinalis squamosam testes de toxicidade, bem como o potenciahsglest
plantas para a acumulacédo de metais pesados enaqu&ico.

Assim, para este efeito foram estabelecidas @dtiur vitro destas espécies e
determinadas as condi¢cdes mais favoraveis parauocuiivo. Posteriormente, foram
testadas a sensibilidade e a capacidade das espéctaptacdo e acumulacdo dos metais
pesados Au, As, Sb e Ag em solucdo aquosa, bem osrafeitos toxicos provocados por
estes metais, realizando-se para isso ensaioB0 e em aquario de exposicao das plantas
a solugdes com diferentes concentracdes dos resemetais.

Este estudo insere-se num projecto mais alardexdmciado pela FCT e que visa,
de uma maneira geral, determinar a capacidade rnis &@spécies em sobreviverem em

ambientes contaminados com metais pesados.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Material Vegetal:

2.1.1Localizacao

2.1.1.1 Fontinalis antipyretica

Exemplares d€ontinalis antipyreticaforam recolhidos na Ribeira de Ancd, perto da
vila de Cantanhede, no Distrito de Coimbra, em ag@® poluidas, em finais de Fevereiro
de 2010. As plantas foram transportadas para ad&iy@® onde ficaram em repouso num
aquério com 4gua corrente e oxigenagdo duranteré®.h

2.1.1.2 Fontinalis squamosa

Fontinalis squamoséoi recolhida em Junho do mesmo ano, na RibeirBatdeiro,
perto da Vila de Gdéis, no Distrito de Coimbra, eguas nao poluidas. As amostras foram

tratadas de igual forma.

2.1.2 Esterilizacéo

No laborat6rio, a planta foi lavada varias vezesagom bidestilada tendo sido assim
mantida durante uma semana. Para iniciar o cultivgitro da planta, foi necessario
esterilizar o material vegetal. Este foi colocadmrerlenmeyeicom agua e umas gotas de
tweencom agitacdo durante alguns momentos. O procetindn esterilizagdo a partir
daqui é efectuado em camara de fluxo laminar. Wsohipoclorito de calcio (CaC{p

testando variagcbes no tempo de exposicdo a plantaperiodos de 1 a 5 minutos, e
também com variagBes na concentragdo do desinfectarire 1% e 59%(). Depois disso,

o material foi prontamente lavado, para retiraridamente o (CaClg) tendo sido

colocado em meio nutritivo para promover 0 seuctnesnto.



MATERIAIS E METODOS

2.1.3 Meios usados

Colocaram-se explantes de material vegetal em M&pcom e sem sacarose. Ao
mesmo tempo testou-se a inoculacdo de materialtalegemente em agua destilada e
também numa solucdo de Knop modificada (Gauth&®&), sem esterilizacdo nenhuma
até se optar por um meio de Knop modificado comarsae a 1,5 % (meio K). O resumo
dos meios usados esté descrito na tabela 1.

Utilizaram-se explantes da zona apical da planta cerca de 3 cm contendo o
meristema apical. Os explantes foram inoculadogdemmeyersle 50 mL com cerca de
20 mL de meio, rolhados com algodao cardado e g2zeecipientes foram colocados em
estufa a 24 °C com luz (96 pm’st) em ciclos de 16-8 horas.

A experiéncia comF antipyretica permitiu que o estabelecimento &antinalis

squamosdosse efectuado da mesma forma.

Tabela 1- Meios usados em tentativas de crescintentoaterial vegetal

Elementos Aﬁéﬁ‘fvs MS C (MS/2) K
N 2,6 60,2 30,1 6,7
K 1 16 8 4,31
Macronutriente Mg 3 9,1 4,55 1
s (mmol) P 0,2 2,5 1,25 1,84
Ca 0,8 3,4 1,7 2,12
S 5 25 12,5 1,1
Na 0 0 0 77,1
Cl 10 300 300 0,21
| 0 0 0 5
B 25 100 100 100
Micronutriente Mn 1 100 100 100
s (umol) Zn 0,4 29,9 29,9 29,9
Mo 0,02 1 1 1
Cu 0,05 0,1 0,1 0,1
Co 0 0,09 0,09 0,1
Fe 10 100 100 50
(E%rr?]%rl‘)o C 1057 1061 701 526
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2.1.4Biomassa

Para determinar o crescimentoFlantipyreticaforam inoculados explantes iniciais
com cerca de 1,5 cm de comprimento, em meio decioteato Knop modificado (k)
(Tabela 1). Decorridos 15, 30, 45 e 60 dias apdsiaio da experiéncia, efectuaram-se
recolhas e pesagens (peso fresco) de 6 amostraadarum dos referidos momentos. As

plantas foram secas em papel absorvente e pesadzeianca de precisao.

2.2 Efeito da benziladenina no crescimento deontinalis

O efeito da hormona BA (benziladenina) foi testadm ensaio, com duracao de 35
dias, usando 4 concentracées diferentes (0,521 4,0 mg.L) e 10 réplicas para cada

concentracéo.

2.3 Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade consistiram em ensaioduefims no departamento de
botanica entre Setembro de 2010 e Maio de 201¥absae explantes deantipyreticae
F. squamosecrescidas em laboratério em culturas asséptioagigmente estabelecidas
para o efeito. Nos estudos de stresse fisiologsmu1se 0 Au como elemento de estudo
preferencial, bem como os metaldides As e Sb eaametal Ag, os quais fazem parte da

paragénese do Au.

O material vegetal (1,5 cm) foi colocado esrlenmeyers contendo 20 mL da
solucdo de estudo desejada, previamente autocla@adgaeio de Knop modificado foi
usado para todos os ensaios, controlo e meio die&hl. Os baldes foram colocados em
estufa a 24 °C com luz (96 pum“st) em ciclos de 16-8 horas. Durante as experiércias
no final das mesmas, registou-se o crescimentakd@me principal (em cm), o0 numero
de novas formacgdes (n° de gemas), o crescimeetallém cm) e o crescimento total (em
cm). As medi¢cBes foram efectuadas com recurso a némaa, considerando um erro
experimental de £ 0,1 cm. As condi¢cdes dos ensestdo resumidas na tabela @s

explantes recolhidos no final de cada teste forsrados para o Departamento de Ciéncias
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da Terra da Universidade de Coimbra, onde foi eétd a sua analise quimica por
Espectrometria de absorgédo atdmica por camaraafieeqiGF-AAS).

Uma nova experiéncia com duracdo de 30 dias ftizegta para ambas as espécies
de fontinalis, considerando 18 réplicas de cadéa@smue funcionaram como controlo e
outras 18 réplicas de cada espécie que foram sidamet uma concentracdo de Au de
0,75 mg.L-1 (3,75 uM). Posteriormente foram reaas analises por microscopia
electrénica de varrimento (SEM) no departamento Elegenharia Mecéanica da

Universidade de Coimbra.

Tabela 2 - Resumo dos ensaios efectuados com NaZHgED

.| umol.L*| 00,05 0,5 5
Concentragoes mg.l" | 00,01 0.1 1
Teste Au | — ' '
Duracéo (dias) 37
F.antipyretica Replicas (n°%) - 12
~ umol.L=| 01,25 2,5| 3,75
Concentragoes malt 101025 05 075
Teste Au i M. 29 :
Duracéo (dias) 60 30 60
Réplicas (n°) 18
Concentraches umol.L'* | 0| 0,5] 1,252,5|3,75
Teste Au Il ¢ mg.L* | 0]0,010,25/0,5/0,75
Duracao (dias) 30
F squamosa Réplicas (n°) 18
- Concentracdes pmol.L? | 0 /3,75 5 20
1
Teste Au |l 1 mgl” 10]07/3 1| 4
Duracao (dias) 60
Réplicas (n°) 18

Ensaios de determinacéo da presenca de ouro:

Um ensaio com ambas as espécies de fontinalis dalizado com vista a
quantificacdo da presenca de Au. Para isso, asapldoram colocadas num meio com
NaAuCl4.2H0 com [Au] = 3,75 uM. Decorridos 15 e 30 dias, paeu-se a recolha de 6
exemplares (n=6) em cada momento. Os explantegigiieram maiores do que 0s
utilizados nos outros ensaios, medindo cerca dem,5tendo sido colocados 4 em cada

erlenmeyede 250 mL.
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2.3.1As; SbeAg

Os ensaios realizados cdrontinalis antipyreticae Fontinalis squamosacom o0s

metaldides As e Sb e com o metal Ag estdo resumiadsbela 3

Tabela 3 - Ensaios efectuados com As, Sb e Ag qrakms as espécies e sO garantipyretica
(Fa).

Teste As Ambas espécies Fa
Concentracs S‘pmol.lz'1 0 05 | 1,25 3,75 50 2(
mg.L 0 0,038/ 0,094| 0,281/0,375/ 1,5
Duracéo (dias) 30
Réplicas (n°) 18
Teste Sb Ambas espécies
Concentrac SpmoLLl'l 0 0,5 | 1,25| 3,75 5,0
mg.L 0 0,06 | 0,15 0,46 0,61
Duracao (dias) 60
Réplicas (n°) 18
Teste Ag Ambas as espécies Fa
Concentracd S‘pmol.lz'1 0 05 | 1,25 3,75 50 2(
mg.L 0 0,05| 0,13f 04| 054 2,0
Duracéo (dias) 60
Réplicas (n°) 12

2.3.2pH

Foi usado um n=12 para realizar um ensaio com pH,8sem comparacdo com o

normal 5,8 a 6.

2.3.3 Manutencéo do material vegetal

O material vegetal foi continuadamente repicadonteralo-se a linha celular de
ambas as espécies sempre em perfeitas condicts\@avs ensaios. A medida que o
crescimento foi aumentando, o material foi diregado para experiéncias em ambientes

menos controlados.
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2.3.4 Apresentacao dos resultados

Os dados de crescimento do explante principal @ mimero de novas formacdes
(n°® de gemas), crescimento lateral (em cm) e cnestp total (em cm) foram
apresentados sob a forma de graficos em Excel.nFdaabém descritas alteracfes

morfoldgicas observadas macroscopicamente.
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2.4 Testes em aquario

Em aquarios foram realizados ensaios com os 4 atesguimicos (Au, As, Sb e
Ag), considerando 3 concentracOes diferentes moneito e um controlo, nos quais foi
utilizada agua corrente num volume total de 5ditr@s aquarios continham uma bomba
que promovia a oxigenacdao e luz artificial duraéhteoras por dia. O ambiente oxirredutor
do aquario foi medido, assim como o pH. O matesmgetal usado cresceu em cultura
vitro e foi transferido para aquéarios com 4gua da t@amkirante um periodo de adaptagéo
as novas condi¢cGes, antes de se iniciar a expeiédsaram-se as duas espécies de
Fontinalis para a elaboracdo da experiéncia, terdoconta a quantidade de material
disponivel.

Esta experiéncia teve como objectivo perceberpaaidade de acumulacdo dos
metais de interesse pelas plantas e relacionarcaptcidade com as trés concentracdes
utilizadas (Tabela 4). As solucdes de Au foram aragas, fazendo-se o calculo exacto de
ouro necessario no sentido de ocorrer o minimoestd&po possivel, ou seja, por exemplo
para a solucdo de Aul (iodeto de ouro) calculogtse a partir de uma solugéo com 40 mg
Aul /100mL e para um volume final de 5 litros, seminecessarios 82.2 mL de Aul para se
obter uma concentraco final de Au de 4 rifg15,4 mL para uma concentracéo final de
Au de 0,75 mg.L* e 1,05 mL para uma concentracao final de Au d& M@.L. Assim,
apenas houve um desperdicio de solucao inicialionfa 2 mL.

Nas experiéncias mediram-se 0s potenciais de dxigcé® e o pH para verificar se 0s
valores se enquadravam nos diagramas de Eh-pHarieha fa garantir a solubilizagédo do
Au (Tabela 5).

Fizeram-se 6 recolhas de material vegetal de ambasspécies as 24 horas, 48
horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas e 1 méan#ficacdo dos elementos quimicos
por GF-AAS foi efectuada no departamento de Geo@ménda Universidade de Coimbra
em Julho de 2011.

34



MATERIAIS E METODOS

Tabela 4 - Elementos quimicos presentes nos 19riaguda experiéncia confrontinalis
antipyreticae Fontinalis squamosadurante 30 dias.

Composto Aul + Kl(sat)
20
AU] pmol/L 0,25 3,75
mg/L 0,05 0,75| 4,0
Composto AUCN + KCN(sat)
20
[A] pmol/L 0,25 3,75
mg/L 0,05 0,75| 4,0
Composto NaAuCl,.2H,0O

pmol/L 0,185 | 2,75| 14,5
mg/L 0,037 | 0,55 29
Composto As;0O3
(As] pmol/L 0,33 13,2 32,9
mg/L 0,025 1,0 2,5

Composto C4H40;Sb
(Sb] pmol/L 0,2 8,3 | 20,8
mg/L 0,025 1,0 2,5

Composto AgNO;
pmol/L 0,05 50| 15

[Au]

Al

[Ag] mg/L | 0005| 05| 15
Controlo H,0

T dias | 30

Tabela 5 - Condi¢cBes experimentais de pH e Ehismin no final da experiéncia.

Corpp_osto Concentracéo do oH, oH; Eh Ehy
guimico elemento
0,05 10,5 7,74 250 206,2
AuCN 0,75 8,40 7,73 263 206,9
4,00 10,08 7,68 285 197,
0,05 7,85 7,86 260 204,9
Aul 0,75 7,91 7,81 297 207,83
4,00 7,98 7,80 340 205,2
0,03 7,70 7,85 253 204
NaAuCl, 0,55 7,66 7,77 260 210,1
2,90 7,63 7,74 274 219,7

35



MATERIAIS E METODOS

2.5 Quantificacdo Quimica
2.5.1 Quantificacdo de Ouro

As amostras recolhidas nos ensaios efectuados feeaas em estufa a temperatura
de 60°C, durante 4 horas. Pesaram-se em balantal dig precisdo, sendo em seguida
colocadas numa mufla a temperatura de 450°C, duidnhoras, com o intuito de eliminar
elementos quimicos volateis ndo desejados. Reduzdainzas, as amostras foram
colocadas em tubdslcon de 25 mL e sujeitas a uma digestdo acida com Slenagua
régia. Inicialmente colocou-se 1,25 mL de H\@ara eliminar a matéria organica presente
e depois 3,75 mL de HCI, mantendo o Au soluvel{@a&égia perde o efeito rapidamente,
nao devendo ser preparada com antecedéncia). Gs flulam colocados em banho-maria
para reduzir o volume da amostra, e em seguidabdigto o seu conteudo peppendorfs
de 15mL aferidos com HCI 2M, obtendo-se um volumalfde 10 mL. Introduziu-se 1
mL de MiBK (metil isobutyl cetona), seguido de ag#éo vigorosa e repouso para a
completa separacéo de fases. Da fase organicaddeacaostra foram pipetados 0,5 mL
para serem analisados por GF-AAS com vista a dieagfio de Au.

A determinacdo de Au em aguas foi efectuada de ndo@to. Assim, no final da
experiéncia foram recolhidas amostras de aguadieaguario para analise em GF-AAS.

Todas as diluiges necessérias foram efectuadasijéio de MiBK.

A partir de uma solucéo de tetracloroaurato decshitiratado(lll) (NaAuGj) 1000
ppm, em HCI 2M, foram preparados os padrdes derdettom concentracdes de Au de 100
e 200 ug.L}, cuja matriz é igual & das amostras, apenas aritermo material vegetal. A
sensibilidade do aparelho determinou a escolhaaslestlugbes-padrdo. O método de
analise teve como referéncia o trabalho comparaévearios métodos analiticos realizado
por Andersoret al (2005) e Van Loon e Barefoot (1988).

O método usado, quantifica o Au na planta segursBgainte equacao:

Volume Total Vol MiBK
Volume Usado massa planta

[Au] pg L™ = Leitura no MiBK x
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2.5.2 Quantificacéo de As, Sb e Ag

O método de quantificacdo para estes 3 elementiosiaps foi igual ao utilizado
para o Au. As amostras recolhidas nos ensaios feemas em estufa durante 4 horas a 60
°C. Posteriormente, foram pesadas numa balancaredtsgn e efectuado um ataque
quimico com 8 mL de HNOe 2mL de HO,, em tubos de teflon. Os tubos foram
colocados num microondas, onde, sob condi¢cOes ebsgw e temperatura adequadas, se
obteve uma solucdo com os metais disponiveis paatifjcacdo. O conteudo dos tubos
foi transferido para balGes de 25 mL, e estesddsrcom agua destilada. Estas solucdes
foram submetidas a analise por GF-AAS e quantifisaas concentragfes de As, Sh e Ag

presentes nas amostras.

2.5.3 Apresentacao dos resultados

Foram efectuados gréficos em Excel, com o propda$itcavaliar a variacdo da
concentracdo dos elementos testados,Fmasinalis spp.durante os 30 dias do ensaio.
Também se determinou a presenca de Au na aguaalalb ensaio, tendo-se calculado a

sua % de recuperagéo.
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2.6 Microscopia:

Estudos estruturais de material fresco foram raaddig por microscopia optica.

Material vegetal em resina foi também analisadomigroscopia 6ptica. Para isso,
usaram-se amostras de. antipyretica apos exposicdo a solu¢cdes com diferentes
concentracdes Au. Fizeram-se dois tipos de lavagem; com HO bidestilada, trés vezes
por periodos de 10 minutos, outra com EDTA, 10 rtavhbém trés vezes em periodos de
10-15 minutos. EDTA (Vazquez, 1999).

A colocacgéo das amostras em resina é precedidaagd@d do material numa solucéo
de gluteraldeido tampéao fosfato 2,5%, durante uoma.tSegue-se 1 hora de fixacdo com
tetroxido de 6ésmio (1% m/v). Lava-se trés vezes tammpdao fosfato por periodos de 10
minutos. Desidrata-se o material com sucessivasagass com alcool por periodos de 10
minutos num gradiente de concentracdo de etanstemée de 40% até 95%. O material
permanece durante 24 horas em etanol 100%.

O material foi impregnado em resina, polimerizaad®0 °C durante 24 horas. Para
efectuar os diferentes cortes com lamina de vidusaglo um micrétomo. Os cortes semi-
finos (1 a 2 um) foram corados com azul de tol@den observadas as estruturas no
microscopio Optico. Os cortes ultra-finos (0,5 Au0n) foram colocados em grelhas de Au,
para seguidamente serem contrastados com uma calacicetato de uranilo e com uma
solucéo de citrato de chumbo, a fim de serem ohdes/em microscopia electrénica de

transmissao (TEM).

Efectuaram-se novos estudos estruturais, apésersaio dd-ontinalis antipyretica
e Fontinalis squamosam presenca de uma solucdo de Nagu®im concentracédo de Au
de 3,75 uM, e com controlo, para usar a técnic&HEe - EDS Scanning Electronic
Microscopy — Energy Dispersive Spectroschmxistente no Departamento de Engenharia
Mecanica da Universidade de Coimbra. A associagdanda microssonda a técnica de
SEM — EDS permitiu a visualizacéo tridimensionalstiperficie do material vegetal e a
determinacdo da sua composi¢cdo quimica. As amostrasy fixadas com ésmio pelo
mesmo método, colocadas em grelhas e revestidab@no na Universidade de Aveiro.
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2.7 Andlise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados recolhidos mesi@s de toxicidade foi realizado,
com vista a andlise do crescimento do explantecipah nimero de novos rebentos,
crescimento lateral e crescimento total. Efectuasangraficos em Excel, com médias e
erros padrao obtidos pelo teste Factorial Anovasiderando a variavel dependente como
factor de estudo em funcdo da concentracao e denolue dias. llustra-se também o teste

deDuncanpara a obtencdo da comparacdo de médias entégias anostras dos ensaios.
Foi calculado um indice de crescimento (ICRE) (@ar@004) para cada um dos
indicadores (crescimento, crescimento lateral, mGnde gemas e crescimento total), da

seguinte forma:

Valor final na concentrag¢do X — valor inicial na concentracao X

ICRE = Valor final no controlo — valor inicial no controlo

Nos gréficos do indice de crescimento os valosEgionam-se com o crescimento
do controlo, sendo que valores de ICRE > 1 indicga® 0s exemplares cresceram mais
que o controlo, e valores de ICRE < 1 indicam gseexremplares cresceram menos.
Valores de ICRE inferiores a 0,5 demonstram umaigéo de factor estudado acima dos
50 %.

Os calculos foram feitos no programa Statistica 7.0
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3 Resultados

3.1 Esterilizacdo do material vegetal

Como referéncia foram considerados estudos argsri@equeira (2009) e Carpio
(2004), de tentativas de esterilizacdo de macsdfilgpds o periodo em que a planta foi
lavada e mantida em agua destilada, efectuarara-sesaios de esterilizacdo. Em todos os
ensaios houve contaminacbes de algas, fungos otériaac No primeiro ensaio
inocularam-se as plantas num meio de Knop com fiatierro do meio Murashige Skoog
(MS) sem sacarose. No segundo ensaio 0 meio usaddS sem sacarose. A falta de
sacarose mascara por algum tempo a contaminac&ojspm e também pela sua
necessidade metabolica passou a estar sempretpresemuma concentracao de 1,5 % a
2%(%). Em todos os outros ensaios o material, apésstado em lixivia foi inoculado em
meio MS com sacarose. O tempo e concentracdo dolbifio de calcio utilizada resultou
da andlise mais vantajosa da taxa de sobreviveopgéando-se sempre pelo tratamento
menos agressivo para a planta. Este método faiaaaliemF. antipyretica(Tabela 8) e

depois reproduzido de igual forma émsquamosaom a concentracdo de hipoclorito de
calcio de 50/6‘}2) durante 3 minutos. Os melhores resultados pasxaade sobrevivéncia

foram verificados na presenca de hipoclorito a 5%om®m um tempo de exposicdo de 3

minutos. Quanto menor o tempo, menores foram tandsefeitos nocivos sobre a planta.

Tabela 6- Efeito da esterilizagdo na sobrevivéncia de exptadeF.s antipyreticainoculadosn
vitro (n=ndo; s=sim).

Data (gigos) Agitagdo 'I;?nr?np;o Agente T((renr}wnp;o [r(r:g] Amgl:tras v%f/g;n(t%sil
26-02-2010 2 n - 0 0,0 0,0 4 0,0
03-03-2010 7 n - 0 0,0 0,0 16 0,0
03-03-201Q 7 n - CaClQ 2,5 2,5 21 9,5
03-03-201Q 7 n - CaClQ 2,0 5,0 10 30,0
05-03-201Q 9 n - CaClQ 3,0 1,0 24 12,5
12-03-201Q0 16 n - CaClQ 2,5 1,0 22 0,0
12-03-201Q0 16 - - 0 - - 12 0,0
22-03-2010 26 - - CaClQ 2,0 5,0 23 4,3
30-03-2010 34 S 10 CaCl@ 3,5 5,0 20 50,0
30-03-2010 34 S 10 CaCl® 5,0 5,0 23 52,2
26-04-2010 2 S 10 CaCl@ 5,0 5,0 20 40,0
26-04-2010 2 S 10 CaCl@ 5,0 5,0 23 13,0
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3.2 Efeito dos meios no estabelecimento das culturas

Apos esterilizagéo, os explantes foram colocadosligarsos meios de crescimento.
Testou-se 0 meio MS e o meio de Andrews. O apaesttrde uma coloracéo acastanhada
nos explantes, sem que houvesse crescimento, Beventativa de uso de outros meios
para revitalizar os explantes que sobreviveramteriigacdo e que ndo contaminaram.
Nas repicagens efectuadas, testou-se a diluicAoneio MS, contudo a planta n&o
desenvolvia, apresentando a mesma coloracdo castaltuve um longo periodo de
senescéncia da planta sem reagir aos meios utiizadrepicagem para um meio de Knop
modificado com micronutrientes do meio MS e comdzadncentracao de ferro do mesmo
meio, resultou na mudanca de coloragdo dos exglante activacdo do crescimento. O
efeito deste meio eifs. squamosdoi imediato pois esta espécie foi inoculada daewnte

neste meio sem testes prévios nos meios acimadaser

3.3 Biomassa

A experiéncia de aumento da biomassa mostra qlengo do periodo de cultura ha

um aumento continuo da biomassa até ao final dsma@n (60 dias, Figura 7).

Figura 7— Evolucéo do peso fres€o antipyreticacultivada durante 60 dias em solucdo de Knop.
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3.4 Efeito da benziladenina no crescimento deontinalis

3.4.1 Fontinalis antipyretica

A presenca de benziladenina (BA) no meio de cultooatrou ter um efeito inibidor
do crescimento d& antipyretica acentuando-se esse efeito com o prolongar dacensa
Inicialmente, as plantas tiveram um crescimentoimon apresentando aos 15 dias
algumas formacdes laterais em desenvolvimentoeiss{¥igura 8). No entanto, as plantas
entraram em senescéncia, 0 crescimento e a forndaggemas cessou, efeitos associados,

em alguns explantes, a necrose dos tecidos.

5 1 m0 =1mgkeg1l “2mgke1l =~ 4mgkg1l 1,0 Tmgkgl ®2mgkgl ZTmg kg1

05 —m ——

Crescimento total (cm)
ICRE crescimento total

11 . a
a a @ . a 2 a a
a
T I
o__ii= ,iiI , =T 0,0 . . —

8 Tempo(d) 15 35 8 Tempo(d) 1° 35

3 - m0 =1mgkgl 2 mg.kg-1 4 mg.kg-1 1,5

1mgkg-1 ®2mg.kg-1 4 mg.kg-1

Koy
o

ICRE gemas novas

|

Crescimento total (cm)

0,0 . —
15 35

Tempo (d)

15 Tempo (d) 35

Figura 8- Efeito da benziladenina (BA) na cultura in vit@F Antipyretica.A) crescimento total
(figura da esquerda) e respectivo indice de crestin(ICRE, figura da direita); B) n°® gemas
formadas e respectivo ICRE. Letras diferentes ardidiferenca estatistica significativa. [BA] em
mg.L™.
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3.5 Testes de Toxicidade

3.5.10uro

3.5.1.1 Fontinalis antipyretica:

Os resultados do efeito de uma solucdo salina de @NaAuCl.2H,O) no
crescimentan vitro, ndo foram conclusivos no primeiro ensaio, em cue@tsizou uma
gama de concentracdes de Au entre 0,05uM e 5,0jatoNcentracao 0,05 uM de Au, a
planta apresentou um comportamento semelhante r@ooloonos primeiros 15 dias. A
partir deste momento, ocorreu uma progressivagadde crescimento, sendo o seu ICRE,
no final do ensaio, bem inferior a 1. Na conceidtoagnais elevada testada (5,0uM), a
planta mostrou um ICRE muito inferior, sendo noalffidlo ensaio 80 % inferior ao
controlo. Nesta concentragdo, os explantes alteraraeu aspecto morfoldgico formando
estruturas nodosas no local de crescimento dasm@raas (Figura 9), assemelhando-se a
um processo organogénico. Pelo contrario, alguraetes apresentavam sinais de
senescéncia observaveis pelo aparecimento de umalidamle acastanhada. Na
concentracdo de 0,5 uM os explantes cresceram agroantrolo em todos os periodos de
cultura (Figura 10).

Tendo em conta estes resultados preliminares, egunsglo teste com Au foi
efectuado, no qual se procedeu a reducéo do iftedeaconcentracdes para aferir qual a
relacdo Optima entre o crescimento da planta eaatiglade de Au introduzida no sistema,

assim como os seus limites de crescimento (Figlira 1
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Figura 9 — Formacao de estruturas nodosas emasiti@r. antipyreticaem meio com 5,0 uM de
Au. Ampliacdo: 2,8x.

4,0 u0 0,05 uM 0,5 uM 5,0 uM 1,5 1 0,05 uM 0,5 uM 5,0 pM -
A -
3,5
o
c

£ 301 ¢ (&
&) £ 1,0
=, . o
2 ce o
g 2,0 cd O
£ c-e w
? 15 ac b,c b-c x
o b O
6 a-c a-c a-C:I: = 05

1,0 | abab a'cI I

a,b a,b
0,5 - I:[ a I d a,b a,b
j = i ) i B -
0,0 - T T T T 0,0 T T T T
13 17 23 30 37 13 17 23 30 37
Tempo (d) Tempo (d)

Figura 10 — A) crescimento de antipyreticaem fun¢do do tempo e de diferentes concentragdes d
Au. Letras diferentes indicam diferencas esta#istisignificativa (p < 0,005); B) indices de
crescimento, em que valores inferiores a 0,5 imdigaibicdo crescimento em relagdo ao controlo
acima dos 50%. [Au] em puM.
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Figura 11— Resultados do 2° teste com Au. A) crescimento gdaate principal; B) n° de novas
gemas; C) crescimento lateral e ICREs. Letras alites indicam diferengas estatisticas
significativas ( p < 0,05). [Au] em pM.

No segundo teste com Au verificou-se um crescimiméar durante os primeiros 30
dias do ensaio para todas as concentracdes do testadas, tendo-se sempre observado
um crescimento do eixo principal da planta supeaimrcontrolo. O nimero de rebentos
axilares foi maior na presenca de metal até aatigkbde ensaio, tendo o controlo no final
do ensaio tido 0 maior niumero de gemas formadambé&m o maior crescimento lateral,
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apesar de ndo apresentar diferencas estatistigasficgitivas relativamente as

concentracdes testadas. Nestas concentracdes wéofisaram outros tipos de alteragdes
morfogénicas nos explantes (Figura 12). A expei@poolongou-se até 60 dias, para o
controlo e para a concentracado de 3,75 uM. Nestevalo, os explantes, na presenca de
metal, voltaram a ter indices de crescimento sopia 1 em todos os parametros
analisados (Tabela 9). Verificou-se ainda que soimgento do explante principal mais que

duplicou de tamanho e o crescimento das novasicagides aumentou 4-5 vezes.
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Figura 12 —. antipyreticaapds 30 dias de cultura no segundo ensaio conbdlado esquerdo
com [Au]=3,75 uM e do lado direito dois explantas kondi¢cbes controlo. Escala em cm.

Tabela 7- Valores das médias com erro padrao cbtids 60 dias do ensaio cdrontinalis
antypiretica.

[AuluM | Tipo(cm)| (média + EP) Tipo(n°)| (média + EP) Tipo(cm) | (média + EP

0 Cresc 3,62+ 0,48 Gemas 5,33t 0,63|Cresc Gem4,59 + 0,52

3,75 Cresc 4,7% 0,50] Gemas 7,25+ 0,90|Cresc Gemb,32 + 1,32
ICRE Cresc 1,31 Gemas 1,36 Cresc Gem1,16

N

3.5.1.2F.squamosa

Nos ensaios efectuados com a espécisquamosaverificaram-se diferengcas no
desenvolvimento entre as plantas. A planta apresenima grande propensao para a
formacao de gemas, responsavel por um crescimatet@ll muito acentuado. Deste modo,
o crescimento do eixo principal ndo é preponderassgado aos 30 dias um quinto do
crescimento total (Figura 13) e aos 60 dias umna@ailo crescimento total (dados ndo
apresentados).

Nos primeiros 8 dias, pela menor expressdo dogeslpequenas alteracdes tém
mais impacto. No crescimento total verificou-se wattaragédo grande da primeira para a

segunda semana, onde o ICRE altera de valoresnpeéxdo controlo, para inibi¢cdes de 50
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%. Até aos 30 dias, a presenca de Au ndo acenterdéncia de inibicdo. O numero de
gemas novas foi semelhante em todas as concerdrdgiante todo o ensaio. Aos 30 dias,
os efeitos mais visiveis da presenca de Au verdioase na inibicdo do crescimento total
em relacdo ao controlo, desde 20% com 2,5 uM & &om 1,25uM, e com a presenca
de zonas necréticas mais acentuadas nos locammadido de gemas novas para 0 caso
das concentracdes mais altas.
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Figura 13 — Resultados do 2° teste com Au. A) aresto explante principal; B) crescimento
total; C) n°® novas gemas e ICREs. Letras diferentisam diferengas estatisticas (p < 0,05). [Au]
em uM.
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Um terceiro ensaio com Au foi realizado com o olyecde testar o comportamento
dos explantes quando submetidos a concentracdls dwis elevadas e por periodos de

tempo mais alargados (Figura 14).

Os resultados mostram que o numero de gemas es@noento total triplicaram no
segundo més da experiéncia. A forte inibicdo eada aos 15 dias foi-se atenuando com
o decorrer do tempo e, aos 60 dias, 0 nimero dasrgamas e 0 crescimento total para as
concentracdes de 5,0 uM e 20,0 uM mostrou ser algmite ao controlo. No entanto, na
concentracdo mais elevada (20,0 uM) observou-sesemca de folhas mais escurecidas.
Na concentracdo mais baixa de Au usada (0,5uM)ficamrise uma inibicdo do
crescimento total: ICRE aos 60 d é cerca de 30%riorfao controlo e o n° de gemas

inferior em 40%.

Nesta espécie, nenhuma concentracdo de Au usadafitientemente tdxica para
alterar em definitivo qualquer parametro do seueneslvimento. No entanto, em
nenhuma concentragdo os valores dos parametrogade sdo iguais ao do controlo,
existindo sempre por parte da planta uma fase agtagtho onde os parametros em estudo

diferem do controlo, ainda que de forma reversivel.
Na Figura 15, observam-se estruturas mais negrasmeade ramificacéo lateral na

exposicao da planta a concentracfes mais altagrde mostrando as dificuldades iniciais

de adaptacdo ao meio.
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Figura 14~ Resultados do 3° teste com Au: A) n° de novas geBjacrescimento total e ICRESs.
Letras diferentes indicam diferengas estatisticasfiativas (p < 0,05). [Au] em pM.

Figura 15 — Aspecto de explantes lesquamosapés 30 dias de cultura. Do lado esquerdo,
controlo, ao centro com [Au]=3,75 UM de Au e, dddalireito, um explante em meio com 20uM
de Au. Escala em cm.
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3.5.2 Arsénio

3.5.2.1 Fontinalis antipyretica

No crescimento do explante principal, o arséni@ tewm efeito inibidor forte e mais
acentuado com o prolongar do tempo de exposicé®8Abhas, a inibicdo na presenca de 5
UM de As, era ja acima de 50 % e cada vez mai@afimal do ensaio. Na presenca de 20
UM de As, apenas ocorreu crescimento a partir ddef sendo este 80% inferior ao
controlo no final do ensaio. A concentracdo 0,5 gdviAs foi a Unica que ndo provocou

efeitos observaveis no crescimento ao longo deaqukriodo de cultura (Figura 16).

A formacdo de novas gemas pela planta mostrourspogional a presenca de As
no meio. Aos 15 dias, a formacdo de gemas era rsujierior ao controlo em todas as
concentracdes testadas e, no final do ensaio, n@otracdo mais elevada (20 uM), a sua
presenca era superior a do controlo em mais de 18p&sar disso, o crescimento lateral
final também foi inibido pela presenca de As noanei

No final do ensaio, as muitas ramificacbes formatlseram um indice de
crescimento bastante inferior ao do controlo. Naceatracao de 20 uM de As podem ser
observadas alteracdes morfologicas no crescimextémal da planta, com as folhas a

encaracolarem e a diminuirem de tamanho (Figura 17)
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indicam diferencas estatisticas significativas (§G5). [As] em uM.
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1

L n i | L x 1
Figura 17— F. antipyreticaexposta a 20uM de As durante 30 dias. A esquerdgrande nimero
de ramificacdes ndo desenvolvidas e, & direitayisieis alteracdes morfoldgicas do crescimento
lateral. Escala em cm.

0 1

3.5.2.2 Fontinalis squamosa

Nesta espécie 0s ensaios de controlo mostraraminesgidade no crescimento ao
longo dos 30 dias da experiéncia. Decorridos 8, did® se verificam diferencas
significativas no crescimento. Ap6s 15 dias, o @mento do controlo e o numero de
formacdes laterais novas eram muito superioresl@stas outras concentragdes testadas.
Aos 30 dias, verificou-se que as duas concentragi@s altas ndo acompanhavam o
crescimento lateral verificado pelas concentragbas baixas, havendo dois padrdes de
inibicdo diferentes. Neste ensaio, verifica-seiligAo provocada pela presenca de As em
todos os periodos analisados e em todas as comp@edr sendo a inibicdo proporcional a

presenca do metalbide (Figura 18).
Verificaram-se ainda diferencas de cor e de cremgionentre os dois padrbes de

inibicdo, observando-se uma coloragdo verde mais@® um menor crescimento lateral

na concentracdo mais elevada, em amostras cona8@elicultura (Figura 19).
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Figura 18- F. squamosaxposta a concentracdes de As durante 30 diasteAdimento
total; B) n° gemas novas; C) crescimento laterBCREs. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas significativas ( p < 0,0s] em uM.

Figura 19 — Explantes de squanosa@xpsta : a solucdes de As durante 90 d esgA adgjvara .
concentracoes de As de 0,5 pM dire dirde 5,ded,(Gscala em cm.
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3.5.3 Antiménio (Sh)

3.5.3.1 Fontinalis antipyretica

Aos 30 dias de ensaio, todas as concentracfeve&hr um crescimento superior
ao controlo, apresentando todas elas cerca de endtadumero de novas formagdes. O
crescimento lateral na concentracéo 5,0 uM foi #eané& ao do controlo, ocorrendo um
menor numero de novas gemas mas também um crescimenor das ramificacfes

formadas.

Apos 60 dias de ensaio, as amostras em meio copiNb,@e Sb destacaram-se pelo
crescimento apresentado, com um indice de crestngeneixo principal de 1,35 e com
um indice de crescimento lateral de 2,38, apesapdesentar sensivelmente 0 mesmo
namero de ramificagdes que o controlo (ICRE=1,13).

Nas concentragOes inferiores, os parametros medel@lam resultados inferiores
ao controlo, exceptuando o crescimento do explammbeipal na concentracdo mais baixa,
0,5 uM de Sb (Figura 20).

54



RESULTADOS

2,0
®05uM =375 pM 5,0 uM

5+ | —_—

60

Tempo (d)

=05uM 3,75 uM = 5,0 uMm

7. =0 ®=05uM =375 uM 50 uM A
g
6 .
- -
£ 5
S 5 ef f E
o, 2
S de G
1S w
237 3
O c,d =4
e, b-d .
o ac ol T 1
1 ab 5
. __ii | .
8 - 0 ®=0,5uM =375 uM 5,0 uM B e 1,5
7 A —
o
Ch 6 S
~ 6 -
‘(;5 § 10
T 5 2
24 8
" IS
© (4]
£ 3 - <
0,5
[} a w
O, | 4
S}
1 4 a-c
a,b b I
0 - - . 0,0
15 Tempo (d) 60
16 - =0 ®05uM =375 uM 50 uM 2,5
. d
€ 14 - C
L =20
5 2 5
—_ <
5 =
+— 10 - =}
B £ 1,5
g5 :
(%]
@ @ 1,0
£ 6 g
3] b w
8 41 ab o5
(O
(@] ab ab =
2 4 4 a a a T I
a a
0 4= = i.ﬁ S .00
15 Tempo (d) 30 60

Tamil

Tempo (d) 30

#05uM ®3,75 uM  ~ 5,0 uM

I

Tempo (d)

Figura 20 — Ensaio corf. antipyreticana presenca de uma solucdo de Sbh: A) crescimento

explante principal,

B) n® de novas gemas; C) cnesoto lateral e ICREs. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticas significativas (§G5). [Sb] em pM.

3.5.3.2 Fontinalis squamosa

Para aF. squamosaa concentracao 6ptima de crescimento foi de 0,5deMsb,

guase parecendo um ensaio com um elemento essamntial vez que se observaram

indices crescimento acima do controlo em todasasentracdes testadas, bem como em

todos os parametros medidos, no final dos 60 ddasndaio (Figura 21). Tendo em conta
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os dados deste ensaio, prevé-se que a planta pogedar valores de Sb ainda mais

elevados.
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Figura 21 —F. squamosaxposta a concentracdes de antiménio durantea80 A) n° de gemas
novas; B) crescimento lateral e ICREs. Letras difegs indicam diferencas estatisticas
significativas para (p < 0,05). [Sb] em pM.

3.5.4Prata (Ag)

3.5.4.1 Fontinalis antipyretica

No ensaio com Ag, a concentracdo de 3,75 uM raiflset num ICRE do eixo
principal superior a 1 durante todo o ensaio. Absli@s, o crescimento lateral era o dobro
do controlo apesar de se verificar um nuamero iafede ramificagcdes. Nas concentracdes
de Ag 0,5 pM e 5,0 pM, os explantes apresentamraslbgeiramente inferiores ao
controlo (Figura 22). Porém, notou-se na conceatrate 5,0 uM, a presenca, em alguns
explantes, de um crescimento lateral mais intensoroaior formacao de gemas novas.

No ensaio com a presenca de Ag, ocorreu uma foilbdecdo na concentracdo de

20pM. Nesta situacdo, os tecidos ficaram necrotiaopartir da base enquanto a
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extremidade superior permanecia ainda verde, fendreste caracteristico das briofitas
(Figura 23).
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Figura 22 — Ensaio cork. antipyreticana presenca de uma solucdo de Ag. A) crescimento
explante principal; B) n° de gemas novas; C) cnescto lateral; D) crescimento total e os indices
de crescimento ICREs. Letras diferentes indicararélifcas estatisticas significativas (p < 0,05).
[Ag] em puM.
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L - N
Figura 23 — A esquerda antipyreticacom 20 pM Ag. A direit&. squamosaom 20 pM de Ag.
Escala em cm.

3.5.4.2 Fontinalis squamosa

Nesta espécie verificou-se que o crescimento do @ixcipal apenas era afectado
na concentracdo de 20 puM. Uma situacdo semelhdsenmu-se com 0 crescimento

lateral (Figura 24).

Neste ensaio, a inibicdo dos parametros estudadésie acordo com o gradiente
de concentracdo. Todos os parametros revelararneidie crescimento inferiores ao
controlo, sendo a concentracdo de 0,5 pM, a que s®iaproximou dos valores do

controlo.
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3.5.5pH

O valor de pH de 4,5 foi inibidor do crescimento ambas as espécigs Fontinalis
antipyreticafoi claramente mais afectada, alterando a supa@r castanho e deixando de
crescer. AFontinalis squamosados 15 aos 30 dias desenvolveu-se e, apesapldata
apresentar um escurecimento, revelou uma maiorcckyue adaptativa ao meio mais

acido (Figura 25).
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Figura 25 — A) explantes dE. antipyretica B) explantes dd=. squamosae ICREs. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas (p §)0,0

3.6 Acumulacéo de Metais

3.6.10uro

Na exposicao as solucdes auriferas de menor coac@af verificou-se que a
espécieF. antipyreticaexibe um padrdo de acumulacdo semelhante (FigbraNas
primeiras 48 horas de cultura ocorreu uma acumolaggida, tendo-se atingido neste
momento os valores de acumulacado mais elevadosiussgyum periodo de libertacdo de

metal mais prolongado que pode durar mais de 6(@meximadamente 150 horas), e uma
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segunda acumulacdo mais lenta, superior a 12 d@®ximadamente 300 horas). Os

valores mais elevados foram obtidos com a presdecado. A espéci€. squamosa

apresenta um comportamento semelhante na presergfard. Para a solugédo com iodo e

cianeto, a planta tem uma tendéncia positiva eugfath acumulagcdo com o prolongar do

ensaio, terminando no ensaio com cianeto num exkoaordinariamente alto. Na presenca

de iodo a acumulacéo foi inferior a observada Eomntipyretica(Figura 26).
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Figura 26 — Ensaio cof. antipyretica(a verde) d-. squamosda vermelho) expostas a diferentes
solugdes auriferas. A) Aul [Au¥ 0,05mg.kg; B) AuCl [Au];= 0,03 mg.kg; C) AuCN [Au] =
0,05 mg.kd.

Para a concentracdo intermédiaantipyreticademonstra um padrao idéntico, sendo

gue na presenca de cloro, a acumulacdo maxima atirfgida apés 14 dias (336 horas) de

ensaio (Figura 27). Na presenca de iodo, a acuduladibertacao inicial verificou-se nas

primeiras 48 horas, ocorrendo depois um periodersupa 16 dias (400 horas) de

retencdo de metal na planta, até a sua libertagasectotal. Os valores mais altos foram

obtidos na presenca de iodo, tendo ocorrido afiesagnorfolégicas, com a planta a

apresentar uma textura mais gelatinosa e uma cémraais clara.

No caso deF. squamosaa excepcao da grande acumulagdo inicial na presinca

iodo, ocorreu de novo um aumento da concentracdoeatal com o prolongar do ensaio,
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na presenca de cloro e de cianeto, tendo os melhleseltados sido obtidos com iodo
(Figura 27).
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Figura 27 — Ensaio cof. antipyretica(a verde) d-. squamosda vermelho) expostas a diferentes
solugbes auriferas. A) Aul [AuF 0,75mg.L*; B) AuCl [Au]; = 0,55 mg.L'; C) AuCN [Au} = 0,75
mg.L™.

Na concentracdo mais elevada, o comportamento dudm idéntico ao d&.
antipyreticae deF. squamosdFigura 28). Na presenca de cloro, a acumulacamés
intensa na espécie. squamosaNa presenca de ciankt@ padrédo é amplificado pelos
valores mais altos obtidos cofn antipyretica acima de 5000 mg.Kg Na presenca de
iodo houve alteracdes morfolégicas graves, existimtia acentuada necrose dos tecidos.

Apesar disso as plantas conseguiram reter a acgéitutie ouro acima dos 2000 mgtkg

! Ensaio com cuidados redobrados: Cianeto na fornesadsICN) é rapidamente letal para 0 Homem, petécin da
respiragéo celular, em concentragdes acima de §d0™niToleravel por 1 hora sem efeito imediato entré&43ng.L*
O odor limite situa-se entre 2-5 mg.(van Zyl,1985).
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Figura 28 — Ensaio com F. antipyretica (a verdg) squamosda vermelho) expostas a diferentes
solucBes auriferas. A) Aul [Aut 4,0mg.L" B) AuCl [Au]i= 2,9 mg.L* C) AuCN [Au} = 4,0
mg.L™.

3.6.2 Arsénio

Para 0 ensaio com concentracdo inicial de 0,023 Tnde As, a acumulacéo na
F.squamosascilou entre 1,47 mg.Kge 3,25 mg.kg e entre 1,08 mg.kge 2,07 mg.kg
para aFontinalis antipyreticaForam notorios dois periodos nitidos de acumulagiss
em ambas as espécies, embora com um ciclo madorépi caso da Fantipyretica A
gama de valores de acumulacao é muito baixa e tmitada (Figura 29).

Na concentracdo intermédia de 1,0 m.as concentracdes obtidas continuam a ser
baixas, com a Fsquamosaa evidenciar um comportamento parabdlico, com waRimmo
de acumulacao de As as 48 horas, uma zona delemuitiferior entre 7 dias (168 horas) e
21 dias (504 horas) e reacumulacgéo a partir destedo até ao fim do ensaio.

F.antipyreticateve uma acumulacdo inicial rapida e depois, atal fdo ensaio,
oscilou entre 4,68 mg.Kge 7,75 mg.kd. N&o se verificou toxicidade evidente nas plantas,

mantendo estas a cor e a textura normais durasbeotensaio.
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Para a concentracdo mais alta, 2,5 miglouve sinais de escurecimento na cor
verde daF.antipyretica Os registos de acumulacdo sdo semelhantes endspécies. Ha
uma acumulacao inicial mais rapida na squamosieedcao gradual do metaldide até

final do ensaio.
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Figura 29 — Ensaio com. antipyretica(a verde) &. squamosda vermelho) expostas a solugdes
As com diferentes concentrages iniciais. A) [AsD,025mg.L; B) [As]i = 1,0 mg.L"; C) [As] =
2,5 mg.L".

3.6.3 Antiménio

Para a concentracdo mais baixa de Sb, ocorreu artea dcumulacdo numa fase
inicial, sendo esta maior fra squamosaseguida de libertacao até final do ensaio.

Para a concentracdo intermédia, ambas as esp@ceseataram uma acumulacao
crescente do inicio ao fim do ensaio, desde 63&B& thg.kg' para Fsquamosa de 358
até 2379 mg.k§ para Fantipyretica

Na concentracdo mais alta a acumulagdo foi de moudo elevada, cont.

squamosaa apresentar resultados superiores. No cade. dguamosaverificaram-se 3
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picos de acumulacdo, um inicial até 2440 mg.kis 24h , outro aos 14 dias (336 h) com
3746 mg.kd e um final, apés 28 dias (672 h), onde ocorrealonmais alto 5099 mg.kg
! Neste caso ndo ocorreram perdas de metal duranteomentos de equilibrio (Figura

30).
Em termos de morfologia das plantas ndo houve menéfgeito toxico visivel,

mantendo as plantas uma coloracéo verde muito viva.
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Figura 30 — Ensaio cofa. antipyretica(verde) eF. squamosgvermelha) expostas a solugdes de
antimoénio com diferentes concentragdes iniciais]S} = 0,025 mg.[}; B) [Sb} = 1,0 mg.L"; C)
[Sb] = 2,5 mg.L".
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3.6.4 Prata

As concentragcdes mais elevadas de prata provocaltaracées morfologicas
acentuadas nos explantes, tendo sido notadasrdiferele textura e perda de cor.

Para a concentragdo mais baixa,fesguamosacorreu um méaximo de absor¢éo as
48h com 49,9 mg.KY e posterior libertacdo de metal até aos 28 did@8 f) onde se
verificou um teor de 18 mg.Kg No caso deF.antipyretica foi registado um valor
anormalmente elevado aos 7 dias (168 horas), I&s\wwperior ao resto dos valores, com
308 mg.kg'. Para a concentracdo intermédiasquamosaapresentou um valor maximo
aos 21 dias (504 h) com 883 mg'eum minimo de 7 mg.Kgdecorridos 28 dias (672 h).

A F.antipyreticaapresentou dois picos de acumulacéo, as 48h cBrmgkg' e aos
14 dias (336 h) com 820 mg-kghavendo uma libertacdo acentuada até ao finahdaio,
onde o teor registado é de 126 mg-.kg

Na concentracdo mais alta de Ag, ambas as espénies seu maximo ao fim de 14
dias (336 h) com 4268 mg.kgna F.squamosae com 8291 mg.kY na F.antipyretica.
Praticamente toda a prata foi libertada durante7oslias seguintes. No caso de
F.antipyretica registou-se o valor mais alto de toda a expeiaémneste ensaio, com 8291
mg.kg® (Figura 31).

Nos ensaios com Ag houve acumulacgdes e liberta@esetal muito rapidas, e de
grande magnitude, bem como grande toxicidade, pendp alteracées morfolégicas na

textura e cor das plantas.
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Figura 31 — Ensaio com. antipyretica(a verde) d-. squamosda vermelho) expostas a solucdes
de Ag com diferentes concentracdes iniciais. A)][Ag0,005 mg.[*; B) [Ag]i = 0,5 mg.L"; C)
[Ag]i = 1,5 mg.L".

Na tabela 10, observa-se a relagcdo do metal cajonadinicio dos ensaios com
aguele que é encontrado nas analises de agua alodfnexperiéncia. Este valor é
meramente indicativo, e sugere que ha efectivantamacidade das plantas em retirar Au
da agua. Estes dados permitem também confirmar aguenelhores resultados de
acumulacdo ocorrem nas solucfes auriferas com smdmido do cianeto e por fim do

cloro
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Tabela 8 - Calculo estimativo da % recuperacdoueaiandlise das aguas dos aquarios.

Composto | Aquéario [Au];mg.L* mi(mg) []img.L* m(mg) % (mi/m;)
1 0,03 0,15 0,03 0,09 36,68

NaAuCl, 2 0,55 2,75 0,55 2,10 23,80
3 2,93 14,66 2,47 8,86 39,58

1 0,05 0,25 0,00 0,01 96,98

Aul 2 0,75 3,75 0,01 0,02 99,40

3 4,00 20,00 0,06 0,23 98,85

1 0,05 0,25 0,03 0,09 63,32

AuCN 2 0,75 3,75 0,44 1,69 54,93
3 4,00 20,00 1,90 7,71 61,43

3.7 Estudos Estruturais

3.7.1 Microscopia Optica

Do material vegetal recolhido dos ensainsvitro e com o intuito de detectar a

presenca de Au, foram realizados cortes para ads@pvem microscopio optico, obtendo-

se observagfes de menor ampliacdo em caulbidesdFR3Q) e fildides (Figura 33), onde

se visualiza a sua morfologia geral. As sec¢descpan indicar uma reducao no tamanho

dos orgaos na presenca de Au, resultante da mé@nensfo celular. Nas visualizacbes

dos filéides, por microscopia electronica, foi peskobservar particulas electronodensas

depositadas na face da parede celular, podend® esttaituras representar a acumulacao

de Au (Figura 34). Também foi possivel a identféa de varios organelos de um fildide

(Figura 35), ndo sendo notdrias alteracbes noselga resultantes da cultura na presenca

de Au.
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Figura 32 — Seccles transversais de caulc’)idesF.deantipyretica expostos a diferentes
concentracdes de Au coradas com azul toluidinagreadas ao microscopio optico com ampliacéo
de 40x: A) controlo; B) caul6ide exposto a uma emiacao de 0,5uM de Au.

@ x> J vy . . e
_‘.r." f’ s . ‘
Figura 33 — Seccdes transversais de filéideB.dmtipyreticaexpostos a diferentes concentracoes

de Au coradas com azul toluidina, observadas aoostiopio 6ptico com ampliacdo de 40x: A)
fildide exposto a uma concentracdo de 0,5uM deBAwontrolo.
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L MR
Figura 34 — Células de fil6ide de. antipyreticana presenca de 5uM de Au observadas em
microscopia electrénica, com ampliacdo de 5000patiiculas electronodensas na parede celular.

‘ & W
Figura 35 — Células de um filbide &e antipyreticaexpostas a uma concentracdo de 5uM de Au

observadas por TEM com ampliacdo de 8000x: 1) oic®® vacuolo; 3) parede celular; 4)
cloroplasto; 5) mitocondrias.

‘ =
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3.7.2SEM-EDS

Nos estudos realizados por microscopia de varriopergcolheram-se imagens
tridimensionais da estrutura dos fildides e ca@gidaF. squamosgFigura 36). Nestas

amostras foram também efectuados estudos com soecrda com o intuito de quantificar

o teor em elementos minerais (Figura 37).

Figura 36 — Fotografias obtidas em microscopiatelaica de varrime
fildides; B) superficie de um filoide; C) cauldigd&® corte de caulbide.
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Figura 37 — Andlise da composicdo quimica de umastim deF. squamosadestacando-se a
presenca de 6smio: A) cauldides; B) fildides; Ipoao; 2) oxigénio; 3) 6smio
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4 Discussao

4.1 Esterilizacdo e meios de cultura usados:

A maior dificuldade deste estudo prendeu-se constab#izacdo da planta em
condicOes de assepsia e de crescimento. A plagla,spu papel no ecossistema e pelas
suas relagdes simbiodticas com outros organismtisfesleta de bactérias, fungos e micro
algas. No unico estudo encontrado que refere atiemtde estabelecer em condi¢cGes de
assepsiaFontinalis antipyretica o autor utiliza combinacdes de esterilizacao drast
completas e complexas, tais como cortes de fothédgdos ultra-sénicos de lavagens com
solucdes de iodo e um tratamento prolongado corhi@intos (Traubenberg, 2003). Neste
mesmo estudo acaba por ser demonstrada a graraegddifle em recuperar um organismo
tdo sensivel como éFRontinalis quando sujeita a um método agressivo de estdx
ficando também dependente da correcta escolha ibeanusar., tendo as culturas acabado
por degenerar ap0s 7 meses de cultura. No presahtdho, a metodologia adoptada foi
diferente, optando-se por técnicas menos agresgwaspermitissem uma esterilizacao
eficaz sem causar danos irreversiveis nas plabwsesultados obtidos indicam que este
procedimento foi 0 mais adequado pois as duas iesppermanecem em cultura ha 12
meses livres de contaminantes.

As bridfitas absorvem os nutrientes do meio madetnente através da superficie
das folhas, que no caso Hantinalis € constituida por uma Unica camada de célulag ond
estdo incorporados canais de entrada de i0es f&sbdade de comunicagdo com 0 meio
permite a planta um rapido acesso nutritivo, mashéan uma dificuldade, pois ndo tem
mecanismos para reter a entrada, caso estes setrent@m concentracdes indesejadas
para a planta. A ocupacédo dos locais de entradapexficie das plantas é favorecida para
0S elementos presentes no meio em maior conceoteaxgle maior tamanho, que mais
facilmente podem entrar dentro da planta e, ao mesmpo, impedir que outros
elementos o facam.

Por outro lado, meios nutritivos muito ricos proaoc um choque osmaotico na
planta, que, ndo tendo impermeabilizacdo nas dasiaas suas folhas tem dificuldades
em impedir a entrada de elementos ndo necess@oslo estes se encontram em grandes

quantidades no meio.
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Em diversos estudos publicados, a inibicdo de wmehto essencial ndo provocou
alteracdes morfoldgicas e antipyretica confirmando a grande capacidade adaptativa
da planta ao meio. Pelo contrario, ha referéncesodicidade em bridfitas, devidas a
presenca em excesso de elementos essenciais camotogN). O nitrato pode aumentar o
contetdo de clorofila, mas nalguns casos deixaaat®lacastanhada, provavelmente
devido a interferéncia na absorcdo de outros i8ssneiais (Glime, 2007). J& no que diz
respeito ao amonio este € toxico, podendo afextango prazo, a actividade fotossintética
em€Fontinalis antipyretica

Neste trabalho, o efeito inibidor do crescimentsesipado em meios ricos em
nutrientes confirma a reduzida necessidade nwrdar planta e o porqué (a razdo?) da sua
preferéncia por aguas oligotroéficas.

O aumento linear do peso fresco Hantinalis antipyretica quando inoculada
durante 60 dias no meio de crescimento ugidop modificado), permite-nos pensar ser
este o meio adequado para os ensaios de cirtuitao em Fontinalis.

4.1.1BA

Os reguladores de crescimento, como as citocindessguais a benziladenina (BA)
faz parte, tém geralmente um papel indutor na &@iviselular das plantas. Os musgos, a
semelhanca de outras plantas, possuem citocininabgenas, mas usam-nas
especialmente no estabelecimento de relacdes dioasiocom bactérias e fungos.
Exemplos da formacao de gemas no protonentadaria hygrometricae naF. squamosa
por citocininas neste tipo de associacao foi rééepor Hornschuh et al. (2002) e Glime e
Knoop (1986).

Os resultados ndo puderam comprovar os estudoggréundamentalmente pelo
uso de altas concentracdes de benziladenina neeAstalta de crescimento e a escassa
formagcdo de gemas estara relacionada com um exdeshormona que tera inibido o
crescimento da planta. De facto, € conhecido doefietlutor das citocininas na formacao
de gemas adventicias mas também o seu papel robitd alongamento dessas mesmas
gemas (Canhoto, 2010).
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4.2 Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade efectuados tiveram umec@orantre 30 e 60 dias e com
medicbes desde os 8 ou 15 dias. E possivel afijomaa extensdo do ensaio permite uma
maior sensibilidade na apreciacdo dos parametrosstngdo em gamas de concentracao
reduzidas e que medi¢cbes muito curtas nao pernpiegoeber a diferenca entre toxicidade
e dificuldades de crescimento de explantes de nredozidas dimensdes. No entanto,
também apresenta dificuldades, como o0 excesso sEndavimento e complexidade das
estruturas das plantas. Além disso, ha grandeultiide na gestdo de recursos para
efectuar ensaios tdo longos. Pelos resultados ashtiglerifica-se que, para maior
optimizacao de recursos e maior brevidade na ofitede resultados, as plantas em estudo
permitem obter resultados validos ap6s 30 diasuttera, aconselhando-se este periodo
para ensaios ulteriores.

ParaF. antipyreticaverificou-se que o crescimento do eixo principatdalbide € o
parametro que melhor e mais rapidamente refletw@ieidade do meio. Outras alteracdes
morfolégicas também foram notadas, tais como umeatonde ramificacfes laterais por
vezes associado ao aumento do crescimento latesplaporcionado com o crescimento
principal. Estas alteracdes tornam-se mais evide@teobservacdo, ndo sendo tao
representativas numa analise gréafica. A alteragiood ou alteracdo da morfologia das
folhas também foram detectadas. Andlises do teatlerofila ou em proteina poderao vir
a ser utilizadas para melhor perceber os efeitasdibgicos a nivel celular.

A espécieF. antipyretica apresentou alteracdes morfolégicas para concéessac
acima de 1,25 pM de As, acima de 3,75 pM no Au eeAgem alteracdes para o Sb.
Verificaram-se altera¢cdes morfologicas acentuada® 20 UM no As, a5 puM no Au e a
20 UM na Ag, existindo os maiores niveis de toxidiEl com necrose acentuada em todos
0s explantes. Para o caso especifico da concentda;20 UM de As, foi perfeitamente
visivel o facto de que a niveis de elevada toxd®dasta associada a formacdo de um
maior niumero de gemas, sugerindo uma tentativaxgansdo da planta para outras
direc¢cdes com melhores condigbes de crescimento.

ParaF. squamosao crescimento lateral ou o crescimento totalciimumaram como
os melhores parametros para avaliar a toxicidadaliekacdo de cor e outros fenémenos

pontuais também foram detectados. Pelo excessarddicacdo tipico desta espécie,
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torna-se muito complexo este tipo de estudo, eracesppara ensaios acima de 30 dias,
sendo preferivel o uso do peso da planta, por eikemp

A espécie apresentou alteracdes morfologicas deiorento para as concentracoes
de Au no meio até 3,75 uM, mas as mesmas nao femwaram nem a5 uM Au nem a 20
MM Au. Nestas concentracbes houve maior dificuldadgal na formacéo de gemas, que
rapidamente ficavam necraéticas.

Para todas as concentracbes de As houve alteragddslogicas, sendo mais
evidentes a 3,75 puM e 5 uM. Para a Ag ha alteragdedologicas em todas as
concentracdes, sendo que a 20uM ocorreu necrogkiada base da planta, situacéo esta
que parece sugerir a translocagéo de nutrientesai@s mais diferenciadas para as zonas
meristematicas dos explantes e o envolvimento teragbes na disponibilidade de

nutrientes essenciais. Nao se verificaram altesagéentuadas no caso do Sb.

4.3 Estudos de microscopia

Nos estudos estruturais ndo se confirmou a presgecdu na planta. Para isso,
coloco a hipdtese de se testar novamente as mésomasas de observacdo, mas alterando
0 método de tratamento da amostra. Pela microssegrifecou-se a presenca de 6smio
quer em fildides, quer em cauldides. O ésmio (Ogjnémetal de transicdo como o Au,
pertencentes ao mesmo periodo da tabela periddipeesentam semelhancas electronicas
muito grandes. Tudo isto sédo condi¢cdes que podepeteiitido que a fixacdo do material
vegetal com Os tenha induzido uma troca do Au dettdar pelo Os. Num novo ensaio
seria interessante promover essa alteracdo eaealifixacdo celular utilizando apenas
gluteraldeido. Observacbes de TEM mostraram a dagdm de particulas
electronodensas na parede celular, podendo-seuampgoe estas particulas resultem da
acumulacdo de Au. No entanto, sdo necessariasvahdes mais cuidadosas de forma a
verificar esta hipotese.

Assim, apesar de ndo se ter detectado Au, ndodse giper que ndo tenha existido
acumulacéao intracelular, mas também né&o foi polssordirmar a sua presenca por estas

técnicas.
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4.4 Acumulacéo de metais

Da analise quantitativa, afere-se que a capacidadeumular metal pela planta nos
ensaiosn vitro foi bastante inferior ao ensaio efectuado em aggsi&éados mostrados em
anexo). A falta de arejamento, o uso de ensaioapEmas 20 mL de meio, as alteracdes da
qualidade do meio, fizeram desta andlise um medaador da capacidade da planta
acumular os metais. Nessa perspectiva verificounse faria sentido realizar uma
experiéncia mais préxima das condi¢fes naturaipldasas.

Ficaram demostradas as potencialidades do clormdidoe do cianeto para tornar o
Au biodisponivel para as duas espécies. O clorgianeto ndo provocaram efeitos toéxicos
assinalaveis.

A solucédo de iodo permitiu obter bons resultadost@ios os ensaios. No entanto,
foi também a que originou maior stresse fisioloégieoplanta, com necrose acentuada nas
concentracdes mais elevadas.

Nos estudos dos elementos da paragénese do Awnta phostrou uma grande
resisténcia a acumulacdo de As. Obtiveram-se asldtbastante elevados para o Sb e
para a Ag, embora com elevada toxicidade nesta.

A F. squamosaeve acumulacdes maiores na presenca de Sb e isgsmmas
solucdes auriferas e reduzidos niveis de acumufzay@oa Ag.

Verificamos uma acumulagéo inicial, rapida, faeie observavel em ensaio com
concentracbes de metal mais baixas, porventuraeseprando alteracdes quimicas
provocadas pela competicdo do metal pelos locaenttada de nutrientes existentes nos
fildides.

Picos de acumulacdo muito altos numa fase inteanddiensaio, sugerem que as
plantas crescidas em meio de cultura terdo mamuliihdes num curto espaco de tempo
de desenvolver mecanismos de proteccdo contraidage do meio, (Fernandez and
Carballeira, 2000)

Nos ensaios com concentragdes de metal mais eleymicebe-se uma acumulagao
mais tardia com maior magnitude, fruto da entramf#ticuada de metal na célula, pois a
acumulacéo inicial, limitada fisicamente, deixaseée facilmente observavel graficamente.
Em concentracdes de metal no meio, toxicas a plametifica-se que a planta ndo re
acumula o metal, libertando mais rapidamente octoxjuando ainda tem mecanismos
metabolicos activos. Quando o metabolismo da plécasafectado, verificam-se periodos

alargados de retencao do metal , associados aoxi@adade elevada.
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5 Conclusao e Trabalhos Futuros

Neste trabalho tentou dar-se um contributo paranitierque no futuro o uso de
plantas em processos de descontaminacdo ambientasmo de extraccdo de metais seja
uma realidade.

Pudemos observar a reaccao das plantas em condedg®sse toxicoldgico e a sua
capacidade em acumular Au, As, Sb e Ag. Seriagssante comprovar a presenca de Au
no interior das células e estudar a possibilidagléntplementar o uso destas plantas no

campo.
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Anexos

Tabela Al - Acumulag&o Au nos explantes=datinalisusados nos testes toxicolégicos.

Ensaio |
Espécie | P(g) | T(d) | [Au]; (mg. LY | uM; | mAu (ug) | [Aul; (mg.L™) | my (ug) | %(m/m)
0,02 30 0,01 0,05 2,00 1,30 0,02 0,98
Fa 0,03 30 0,10 0,51 20,00 1,80 0,05 0,238
0,01 30 1,00 5,08 200,00 39,50 0,51 0,25
Ensaio Il
Espécie | P(g) | T(d) | [Au]; (mg. LY | uM; | mAu (ug) | [Aul; (mg.L™) | my (ug) | %(m/m)
0,02 30 0,25 1,27 85,00 29,60 0,54 0,683
Fa 0,02 30 0,50 2,54 170,00 145,90 3,05 1,79
0,06 60 0,75 3,81 165,00 61,30 3,60 2,18
0,06 30 0,10 0,51 32,00 5,04 0,32 1,01
0,05 30 0,25 1,27 80,00 44,95 2,05 2,5[7
0,08 30 0,50 2,54 160,00 61,28 4,72 2,95
0,04 30 1,00 5,08 200,00 74,19 2,76 1,38
0,04 30 4,00 20,31 880,00 738,56 30,65 834
Fs 0,07 60 0,75 3,81 75,00 89,73 6,07 8,10
0,09 65 0,75 3,81 75,00 208,17 17,90 23,87
0,27 65 0,75 3,81 75,00 83,56 22,64 30,19
0,11 60 1,00 5,08 100,00 77,76 8,18 8,18
0,09 60 4,00 20,31 400,00 802,05 68,17 047,
Ensaio Il
Espécie | P (g) | T (d) | [Au]; (mg. LD HM; MAU (ug) | [Aul¢ (mg.L™) | m¢ (ug) | %(m/m)
0,17 15 0,75 3,81 375,00 42,99 7,38 1,97
Fa 0,25 35 0,75 3,81 300,00 37,13 9,43 3,14
0,06 35 0,75 3,81 75,00 17,08 0,97 1,29
0,08 35 0,75 3,81 75,00 16,66 1,31 1,75
0,21 15 0,75 3,81 375,00 26,40 5,59 1,49
Fs 0,16 35 0,75 3,81 75,00 2,75 0,43 0,57
0,14 35 0,75 3,81 75,00 47,75 6,60 8,81
0,30 35 0,75 3,81 150,00 18,39 5,59 3,78
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Tabela A2 — Acumulagédo de Ag, As e Sb nos expladied-ontinalis usados nos testes
toxicologicos.

Prata (Ag)

Espécie| P(g)] T() Hmg.L"Y | uM; | mi(ug) | Or(mg.L™) | me(ug) | %(m/m)

0,02 | 30 0,05 0,50 6,5 3,60 0,07 1,11

0,01 | 30 0,40 3,75 40,5 8,30 0,10 0,24

0,01 | 30 0,54 5,00 53,9 53,16 0,75 1,39

Fa | 0,04 | 60 0,05 0,50 6,5 14,77 0,64 9,91

0,05 | 60 0,40 3,75 40,5 30,86 1,50 3,93

0,02 | 60 0,54 5,00 53,9 877,66 18,50 34,3

0,01 | 60 2,00 20,00 2157 285,9 3,32 1,5

0,02 | 30 0,05 0,50 6,5 5,36 0,11 1,66

0,02 | 30 0,40 3,75 40,5 8,66 0,20 0,51

. 1003 30 0,54 5,00 53,9 36,32 0,97 1,70

0,10 | 60 0,05 0,50 6,5 16,9 1,63 252

0,06 | 60 0,40 3,75 40,5 26,5 1,67 4,1

0,12 | 60 0,54 5,00 53,9 47,0 5,80 10,8

0,01 | 60 2,00 20,00 2157 225,0 2,90 1,3
Arsénio (As)

Espécie| P(g)] T(@) Hmg.L"Y | uM | miug) | Or(mg.L™) | me(ug) | %(m/m)

0,05 | 30 0,04 0,50 12,8 0,1 0,65 0,05

0,01 | 90 0,04 0,50 0,8 0,0 0,00 0,00

0,09 | 30 0,09 1,25 31,9 0,2 0,89 0,05

£, | 005 30 0,28 3,75 95,6 1,9 9,58 0,11

0,03 | 30 0,38 5,01 1275 0,7 3,59 0,02

0,01 | 90 0,38 5,01 7,5 0,0 0,00 0,00

0,02 | 30 1,33 17,79 3192 5,3 26,96 0,03

0,01 | 60 1,33 17,79  159,6 1,7 8,7¢ 0,01

0,07 | 30 0,04 0,50 18,8 0,0 0,24 0,02

0,09 | 30 0,09 1,25 159,4 0,2 0,89 0,01

Fs | 0,08 | 30 0,28 3,75 506,3 1,8 9,04 0,03

0,03 | 30 0,38 5,01 600,0 1,1 5,62 0,01

0,02 | 90 0,38 5,01 37,5 0,0 0,00 0,00
Antimonio (Sb)

Espécie| P(g)] T(d) [(mg.L") | uM, m (1g) | [ (mg.L™) | m¢(ug) | % (m/m)

0,02 | 30 0,06 0,50 14,6 14,5 0,20 1,60

. | 002] 60 0,06 0,50 7,30 11,4 0,20 3,20

0,01 | 30 0,46 3,75 109,6 135,0 1,90 1,70

0,02 | 60 0,46 3,75 54,8 54,4 1,20 2,10
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0,02 30 0,61 5,00 146,1 130,4 2,9( 2,00
0,06 60 0,61 5,00 73,1 24.8 1,40 1,90
0,07 30 0,06 0,50 14,6 27,5 1,90 12,8
0,15 60 0,06 0,50 7,30 7,50 1,10 14,9
Fs 0,05 30 0,46 3,75 109,6 180,7 9,8( 9,00
0,18 60 0,46 3,75 54,8 45,8 8,20 15,0
0,05 30 0,61 5,00 146,1 289,4 13,4 9,30
0,13 60 0,61 5,00 73,1 81,4 10,3 14,1

Tabela A3 — Valores de concentracdo de Au (em gitydeterminados nas plantas de ambas as
espécies deontinalissubmetidas a experiéncia realizada em aquario.

NaAuCl, [Au] F. antipyretica [Au] F.squamosa

T(h) | [Au];=0,03 | [Au}=0,55| [Au}=2,90 | [Au}=0,03| [Au}=0,55| [Au}=2,90
24 15,62 127,43 282,36 27,61 88,10 259,01
48 20,81 130,06 264,11 19,80 66,45 290,11
168 7,79 129,90 477,56 29,49 56,79 650,18
336 9,30 214,12 491,68 18,11 108,52 1261,20
504 20,12 105,35 316,13 18,49 166,84 654,24
672 16,66 184,54 653,79 20,95 200,69 993,54
Aul [Au] F. antipyretica [Au] F.squamosa

T(h) | [Au];=0,05| [Au}=0,75| [Au}=4,00 | [Au}=0,05| [Au}=0,75| [Au}=4,00
24 35,86 1249,49 3621,50 11,25 1201,14 2682,40
48 55,77 479,78 3774,02 8,79 47,04 4223,06
168 9,81 390,44 3563,01 5,63 498,21 4083,25
336 12,59 357,79 2926,36 22,53 3,5541 5083,33
504 15,57 441,14 2720,41 26,68 798,42 3432,99
672 31,28 68,09 2113,81 30,49 824,37 2924,83
AUCN [Au] F. antipyretica [Au] F.squamosa

T(h) [Au];=0,05 | [Au}=0,75| [Au]=4,00| [Au]=0,05| [Au}=0,75| [Au]=4,00
24 13,68 224,48 1380,76 15,15 69,08 1085,09
48 10,69 246,57 1106,95 17,08 39,16 209,86
168 1,19 83,36 5498,88 22,38 166,87 2011,19
336 4,56 51,73 2592,19 8,75 150,49 1144,38
504 10,55 121,80 1180,73 17,42 200,84 2120,50
672 9,43 227,43 1471,21 115,00 492,6( 3015,57




Tabela A4 — Peso seco (em gramas) das amostrashdes as espécies Bentinalisrecolhidas no

decorrer dos ensaios com Au em aquario.

ANEXOS

NaAuCl, Peso seco (dy. antipyretica Peso seco (dj. squamosa
T(h) | [Au]=0,03| [Au}=0,55| [Au}=2,90 | [Au}=0,03| [Au}=0,55| [Au}=2,90
24 0,028 0,054 0,046 0,071 0,046 0,067
48 0,063 0,085 0,057 0,046 0,156 0,090
168 0,042 0,026 0,044 0,019 0,037 0,048
336 0,031 0,032 0,042 0,053 0,033 0,051
504 0,022 0,058 0,061 0,027 0,063 0,017
672 0,041 0,105 0,043 0,074 0,075 0,172
Aul Peso seco (dg}. antipyretica Peso seco (dj. squamosa
T(h) [Au];=0,05| [Au}=0,75| [Au}=4,00| [Au}=0,05| [Au}=0,75| [Au]=4,00
24 0,041 0,064 0,084 0,092 0,041 0,047
48 0,088 0,040 0,043 0,065 0,046 0,046
168 0,025 0,029 0,039 0,036 0,044 0,042
336 0,049 0,019 0,052 0,045 0,030 0,020
504 0,031 0,021 0,047 0,042 0,024 0,038
672 0,058 0,042 0,057 0,107 0,028 0,059
AuCN Peso seco (dy. antipyretica Peso seco (dj. squamosa
T(h) [Au]i=0,05| [Au}=0,75| [Au}=4,00| [Au}=0,05| [Au}=0,75| [Au}=4,00
24 0,088 0,032 0,092 0,064 0,078 0,109
48 0,068 0,082 0,087 0,059 0,025 0,034
168 0,024 0,025 0,017 0,014 0,030 0,024
336 0,086 0,030 0,040 0,012 0,034 0,016
504 0,052 0,069 0,050 0,007 0,015 0,016
672 0,114 0,073 0,100 0,024 0,040 0,027




