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RESUMO

Avaliacao da eficiéncia de Physcomitrium acutifolium Broth.
como fitorremediador de ferro in vitro

A superdivisao Bryophyta é composta pelas hepaticas, antdceros
e musgos. Muitas espécies de musgos sao conhecidas por atuarem
como indicadores de poluicdo ambiental por metais pesados e de forma
a testar essa caracteristica em laboratério, a cultura de tecidos
vegetais se faz essencial como uma ferramenta importante para o
conhecimento de diversas respostas das plantas a estresses. Para
melhor compreensao dos assuntos relacionados a "metal” e "“musgos”
os metadados documentam e organizam de forma estruturada os
dados das organizagdes com o objetivo de minimizar duplicacao de
esforcos e facilitar a manutengao dos dados. Com isso os objetivos
foram realizar o levantamento de metadados para explorar a tematica
de correlagao entre musgos e metais e avaliar a atuacao do musgo
Physcomitrium acutifolium como biorremediador de ferro in vitro. No

III

primeiro trabalho, foram pesquisadas as palavras “musgo metal” nas
plataformas Web of Science, Google Académico e NCBI/PubMed e
podemos concluir o quao recente é a pesquisa que envolve musgos e
metais pesados além de nos dar uma nogao sobre as principais revistas
cientificas que publicam sobre o tema e qual a plataforma de pesquisa
mais apropriada. No segundo, foram preparadas tréplicas de trés meios
de cultura MS com diferentes concentragdes de Fe-EDTA, incluindo um
controle com 27,8mg/L e trés tratamentos com 50mg/L, 300mg/L e
600mg/L e cultivados seis gametofitos por tréplica dos tratamentos.
Com as analises, podemos concluir que o musgo Physcomitrium
acutifolium sob estresse por ferro atua como bom fitorremediador pois,
nao sofre alteracdes significativas. Entretanto, para sua total eficacia
como fitorremediador, analises posteriores sobre a quantidade de ferro
presente no meio e a absorvida por ele se fazem necessarias.

Palavras-chave: Bridfita; biorremediacao; metais pesados; musgos;

solo
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ABSTRACT

Evaluation of the efficiency of Physcomitrium acutifolium as an
in vitro iron phytoremediator

Bryophyta superdivision is composed by liverworts, anthoceres and
mosses. Many species of mosses are known to act as indicators of
environmental pollution by heavy metals and in order to test this
characteristic in the laboratory, plant tissue culture is essential as an
important tool for understanding various plant responses to stress. For
a better understanding of “metal” and “moss” issues, metadata
documents and structures organizational data in a structured manner
to minimize duplication of effort and facilitate data retention. Thus, the
objectives were to conduct a metadata survey to explore the theme of
correlation between moss and metals and to evaluate the role of the
Physcomitrium acutifolium moss as an in vitro iron bioremediator. In
the first paper, we searched for the words "moss metal” on the Web of
Science, Google Scholar, and NCBI / PubMed platforms and we can
conclude how recent the research involving moss and heavy metals is
and give us an insight into the major scientific journals. who publish
about the topic and which research platform is most appropriate. In
the second, three replicates of three MS culture media with different
Fe-EDTA concentrations were prepared, including one control with
27.8mg/L and three treatments with 50mg/L, 300mg/L and 600mg/L,
and six gametophytes were cultured per treble. of the treatments. With
the analysis, we can conclude that the physcomitrium acutifolium moss
under iron stress acts as a good phytoremediator because it does not
suffer significant changes. However, for its full effectiveness as a
phytoremediator, further analysis of the amount of iron present in the
medium and its absorption is necessary.

Key-words: Bryophytes; bioremediation; heavy metals, moss, soil
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33 anos: revelando a correlagao entre
bridfitas e metais pesados atraveés de
metadados
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1. INTRODUCAO

Os metais pesados ocorrem naturalmente na crosta terrestre, da
gual sao liberados na atmosfera e nos corpos d'agua (NAGAJYOTI et
al., 2010). Alguns deles sao essenciais para o funcionamento normal
do metabolismo dos organismos, porém quando em baixas ou elevadas
guantidades, podem levar ao estresse fisioldgico e ter consequéncias
prejudiciais aos organismos vegetais (NAGAJYOTI et al., 2010;
KRZESTOWSKA, 2011). Ja& outros, como Pb, Cd, Al e Hg sao
prejudiciais independente da concentracao (KRZESTOWSKA, 2011). O
uso imprudente desses metais pelos humanos, juntamente a
urbanizacdo e ao desenvolvimento industrial, alterou drasticamente a
distribuicdo e os ciclos geoguimicos dos metais pesados (SINGH et al.,
2011). Assim, varios metais foram introduzidos no ambiente ou
tiveram suas concentragoes alteradas drasticamente. (NAGAJYOTI et
al., 2010; VARELA et al. 2013). E uma vez introduzidos no meio
ambiente, eles sdo dificeis de serem removidos e tendem a se
acumular nos tecidos de plantas e outros organismos através das
cadeias alimentares (LEE E VON LEHMDEN, 1973; MAEVSKAYA et al.
2001). A crescente contaminagao requer monitoramento continuo das
concentragbes de metais pesados no ambiente e sua influéncia e
efeitos sobre os ecossistemas (MARKERT E WECKERT, 1989).

Uma das definicdbes mais aceitas sobre quais fatores levam
determinado elemento a ser considerado metal pesado é que possuem
uma densidade especifica de mais de 5 g/cm=3 (JARUP, 2003).
Entretanto essa definicao inclui os metais alcalinos, metais alcalino-
terrosos, lantanideos e os actinideos que, no sentido quimico, ndo sao
considerados “pesados”, ao mesmo tempo que exclui outros
elementos, como o Arsénio, que geralmente é considerado metal
pesado devido aos seus efeitos quimico-ecolégicos (MARTIN E
COUGHTREY, 1982; AGARWAL 2009). Uma das classificacdes que
podem combinar essas propriedades e explicar as semelhangas nos
mecanismos de toxicidade de metais pesados entre os diferentes
organismos € baseada nas constantes de equilibrio que descrevem a
formacao dos complexos ion-ligante de metal (NIEBOER E
RICHARDSON, 1980).

O monitoramento da poluicao por metais pesados no meio
ambiente é um processo muito complexo, especialmente quando se
trata de poluentes atmosféricos (LITTLE E MARTIN, 1974). Os métodos
usualmente utilizados estao associados a altos gastos com
equipamentos e mao-de-obra, e geralmente consomem muito tempo,
porgue envolvem amostragem de longo prazo em um grande nimero
de locais (LITTLE E MARTIN, 1974; WOLTTERBEEK, 2002) e nao
revelam as quantidades de metais que sao acumuladas pela vegetacao
na area monitorada, nem seus efeitos nesses sistemas bioldgicos
(WOLTTERBEEK, 2002). Assim, se faz necessario o uso de sistemas
biologicos capazes de absorver metais pesados de forma que suas
cargas teciduais reflitam as concentragcdes no ambiente (FERNANDEZ
et al., 2013) e sua distancia das fontes consigam fornecer informacoes
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guantitativas sobre a poluicao por metais pesados no meio ambiente e
explicar seus efeitos sobre a biosfera (ONIANWA 2001;
CHAKRABORTTY E PARATKAR, 2006). Nesse sentido, as bridfitas,
especialmente os musgos, sao muito importantes (MARKERT E
WECKERT, 1989; BOQUETE et al., 2014) além de terem sido as
primeiras plantas verdes a colonizar o ambiente terrestre (NICKRENT
et al., 2000) e, como tal, tiveram que desenvolver mecanismos para
trabalhar com as quantidades muito maiores de metais pesados
presentes na terra do que na dgua (DEGOLA et al., 2014) resultando
na capacidade de muitas bridfitas serem colonizadores consistentes de
metais (SHAW et al., 1989), ou para acumular grandes quantidades de
metais pesados, em dareas extremamente poluidas, sem qualquer
efeito negativo visivel no seu crescimento e desenvolvimento
(SASSMANN et al., 2010). Sendo este, um dos pré-requisitos para seu
uso como biomonitores (ZECHMEISTER et al., 2007).

Devido a sua distribuicdo generalizada e a capacidade de
acumular grandes quantidades de metais pesados, as bridfitas tém sido
usadas como um importante sistema de monitoramento bioldgico para
a poluicao por metais pesados desde 1968 (TREMPER et al., 2004).
Além disso, o fendmeno de que algumas briéfitas tendem a crescer em
substratos contendo certos metais pesados levou a sua utilizagdo como
bioindicadores que poderiam implicar a presenca de um metal
especifico naquele ambiente particular (SHAW 1987). A relativa
simplicidade dessas plantas (MARKERT E WECKERT, 1989; RESKI,
1998) faz delas um modelo importante para a investigacao de
alteracdes morfoldgicas e gen6micas em plantas devido a toxicidade
de metais pesados (CARGINALE et al., 2004; PANDA; 2005).
Finalmente, a posicdo filogenética das bridfitas na evolugdo das
plantas, conectando o modo de vida terrestre e aquatico (SHAW E
RENZAGLIA, 2004; SHAW et al., 2011; STROTBEK et al., 2013), e o
fato de que sao o grupo mais conservado de plantas terrestres (RESKI,
1998), enfatizam sua importancia para os estudos da evolucdo dos
mecanismos de resisténcia das plantas a esse tipo de poluicao
ambiental.

As bridfitas sdo geralmente divididas em trés grandes filos: as
hepaticas (Marchantiophyta), musgos (Bryophyta) e antdceros
(Anthocerophyta) (Shaw et al. 2011). Devido as suas propriedades
morfo-fisioldgicas, musgos (BERG E STEINNES, 1997; ZECHMEISTER
et al., 2007; ZVEREVA E KOZLOV, 2011) e, hepaticas também
(CARGINALE et al., 2004; TIPPING et al., 2008), tém sido amplamente
utilizados em sistemas de monitoramento da poluicao por metais
pesados em ambientes terrestres e aquaticos. A auséncia de um
sistema radicular indica a capacidade dessas plantas absorverem
metais pesados em toda a superficie (BERG E STEINNES, 1997;
DEGOLA et al., 2014). A falta da camada de cuticula, que torna suas
paredes celulares facilmente acessiveis para ions metalicos (PANDA,
2005; KOZ e CEVIK, 2014), acentuou as propriedades de troca i6nica
(LITTLE E MARTIN, 1974) e uma grande relacdao superficie-peso
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também contribui significativamente para essa habilidade (SUN et al.
2009). Consequentemente, elas podem reagir e refletir as mudancas
nas concentracdes de metais pesados mais rapidamente do que a
maioria das plantas vasculares (ZVEREVA E KOZLOV, 2011). Por outro
lado, devido a auséncia de tecidos condutores especializados
(ONIANWA, 2001) e a lenta taxa de crescimento (CHAKRABORTTY E
PARATKAR, 2006), os segmentos de crescimento de musgo podem
fornecer informacdes sobre a exposicdo integrada a metais pesados
durante periodos de tempo mais longos, e ndo apenas sobre o estado
atual, que é particularmente importante nas areas onde os niveis de
metais pesados introduzidos mudam rapidamente. As vantagens da
monitoracdo realizada por briéfitas, comparadas as medidas
convencionais, sao custo-efetividade e amostragem mais facil que
resultam em densidade de amostragem muito maior e um numero
maior de locais que podem ser incluidos na pesquisa (BERG E
STEINNES, 1997; SCHRODER et al., 2010 ). Também é mais facil
realizar analises quimicas e ha menos problemas de contaminagao
(BERG et al., 1995; BERG E STEINNES, 1997). Elas fornecem
informacdes sobre as interagdes entre diferentes metais pesados e
seus efeitos nos sistemas vivos, que nao podem ser obtidos usando
medigdes instrumentais (TREMPER et al. 2004). Devido a todas essas
caracteristicas, as briéfitas tém sido usadas com sucesso ha décadas,
nao apenas em estudos de monitoramento da poluigao do ar, onde sao
de imensa importancia (ZECHMEISTER et al. 2003), mas também no
monitoramento da poluicdo por metais pesados em ambientes
aquaticos (KELLY et al. 1987).

As briofitas acumulam metais pesados por varios mecanismos,
mas a etapa inicial e frequentemente limitante é a adsorcao reversivel
na superficie celular (GONZALEZ E POKROVSKY, 2014). Os metais
adsorvidos podem ser capturados como particulas na camada
superficial, dissolvidos em liquidos ou depdsitos nas células
circundantes (fragcdo intercelular), ligados em forma trocavel a locais
de troca ou quelacdo na parede celular e superficie externa da
membrana plasmatica (fracdo extracelular) ou transportados no
interior das células e mantidos na forma solluvel ou insoltuvel (fracao
intracelular) (VAZQUEZ et al., 1999; SALEMAA et al., 2004; CASTELLO,
2007; GONZALEZ E POKROVSKY, 2014). O acimulo extracelular de
metais pesados é mediado pelo processo de troca i6nica (WELLS E
BROWN, 1990) e a formacgao de complexos entre os metais e os grupos
funcionais organicos nas paredes celulares das bridéfitas (SHAKYA et
al., 2008). Como exemplo de espécie de briofita utilizada na
biorremediacao temos o musgo Pseudoscleropodium purum (Hedw.)
M. Fleisch por Fernandez et al. (2013) que apresentou uma relagao
similar entre as concentracdes extracelular e intracelular de Cd. Com
o intuito de aprofundar a pesquisa bibliografica na literatura sobre o
assunto, os metadados se tornaram uma forma ideal.

Metadados sao descricoes de dados armazenados em um banco
de dados, ou como é comumente definido "dados sobre dados a partir
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de um dicionario de dados digital” (DE SOUZA, T. B., et al., 2012). A
finalidade principal dos metadados € documentar e organizar de forma
estruturada os dados das organizacdes com o objetivo de minimizar
duplicacao de esforcos e facilitar a manutencao dos dados (DE SOUZA,
T. B., et al., 2012). A tecnologia de metadados esta surgindo em
funcao das necessidades de as organizacdes conhecerem melhor os
dados que elas mantém e conhecer com mais detalhes os dados de
outras organizacdes (DE SOUZA, T. B., et al., 2012). A catalogacao dos
dados propiciara a maior utilizacdo deles por usuarios com multiplos
interesses. Sem uma documentacdo eficiente dos dados é dificultada
a0s usuarios a localizacao de dados necessarios para suas aplicacoes.
Os dados precisam conter informagdes que auxiliem seus usuarios a
tomar decisdes sobre a sua devida aplicagao (DE SOUZA, T. B., et al.,
2012). Existem diversas plataformas para acesso aos periddicos, entre
elas, as citadas abaixo:

O Google Académico fornece uma maneira simples para os
autores acompanharem as citagdes de seus artigos, possibilitando que
possamos verificar quem esta citando suas publicagdes, fazer citagdes
de graficos ao longo do tempo e calcular varias métricas de citagdes
(Disponivel em
https://scholar.google.com/intl/en/scholar/citations.html).

A Web of Science possui uma equipe editorial que trabalha em
tempo integral em avaliagdes e gerenciamento de colegdes, além de o
processo de selecao de periddicos ser neutro para editores e aplicado
consistentemente a todos os peridédicos de nossos 3.300 parceiros de
publicacdo. Os titulos existentes estdao constantemente sob revisao
para garantir que eles mantenham os niveis iniciais de qualidade.
Ainda é possivel acessar uma variedade incomparavel de literatura de
pesquisa de classe mundial vinculada a um nucleo de periédicos
rigorosamente selecionado e descobrir novas informagdes com
exclusividade por meio de conex0es de metadados e citagdes
meticulosamente capturadas (Disponivel em

https://clarivate.com/products/web-of-science/web-
scienceform/web-science-core-collection/).

A plataforma NCBI/PubMed compreende mais de 28 milhdes de
citagdes de literatura biomédica da MEDLINE, revistas de ciéncias da
vida e livros on-line. As citagbes e resumos do PubMed incluem os
campos da biomedicina e salde, abrangendo partes das ciéncias da
vida, ciéncias comportamentais, ciéncias quimicas e bioengenharia.
Também fornece acesso a sites relevantes adicionais e links para
outros recursos de biologia molecular do NCBI (Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK3827/).


https://scholar.google.com/intl/en/scholar/citations.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK3827/
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Realizar o levantamento de metadados para explorar a tematica
de correlagao entre musgos e metais.

2.2 Objetivos especificos

Descobrir qual das trés plataformas de pesquisa mais populares,
Web of Science, Google Académico e NCBI, apresenta resultados mais
refinados e de acordo com o tema buscado.

Quais foram os anos de maiores publicacdes sobre o tema.

Quais os assuntos relacionados ao tema buscado de acordo com
as palavras-chave dos artigos encontrados.

Quais revistas cientificas publicam mais sobre o tema proposto.

Quais metais pesados sao frequentemente estudados.
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3. MATERIAL, TECNICAS E METODOS

Os dados foram coletados em marco de 2018 nas trés
plataformas de pesquisa: Web of Science, Google Académico e
NCBI/PubMed, levando em conta o uso mais frequente. As palavras-
chave "musgo metal" foram pesquisadas em cada plataforma e os
artigos resultantes foram analisados quanto a sua relevancia para o
assunto, data de publicacdao, periddico cientifico, palavras-chave e
frequéncia de metais;

Foram pesquisados artigos a partir do ano de 1985, pois antes
desse intervalo o nUmero de artigos publicados sobre o tema por ano,
em geral, ndo era significativo. Os programas Excel e VOSviewer
foram usados para computacao de dados e graficos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

E evidente que a informacdao obtida por andlise bibliométrica
fornece uma visao geral e contribui para informagdes sobre a literatura
em um determinado campo de forma mais clara e fornecendo uma
analise mais profunda.

Na Web of Science, os 335 artigos encontrados eram todos, de
fato, relacionados ao tema proposto (Grafico A), o ano de maior
publicacdo foi o de 2010 com 22 artigos e os de menor foram 1989 e
1991 com apenas 3 artigos em cada ano (Grafico B). A revista cientifica
mais frequente foi a Science of Total Environment encontrada 29 vezes
(Gréfico C) e as palavras-chave mais populares foram heavy metal e
biomonitor, encontradas, respectivamente, 123 e 97 vezes (Grafico D).
Os metais mais comuns foram cadmio e cobre (Grafico E.1).

No Google Académico, de 17600 artigos encontrados, apenas
281 foram contabilizados como relevantes (Grafico A), o ano de maior
publicagao foi o de 2000 com 20 artigos e o de menor foi o de 1988
com apenas 1 artigo (Grafico B). A revista cientifica mais popular foi a
Science of the total environment encontrada 38 vezes (Grafico C) e as
palavras-chave mais comuns foram biomonitoring e bryophytes,
encontradas, respectivamente, 49 e 35 vezes (Grafico D). Os metais
mais recorrentes foram zinco e cobre (Grafico E.2).

Na plataforma NCBI, foram encontrados um total de 560 artigos
sendo que apenas 187 deles estavam de fato relacionados ao tema
buscado (Grafico A), o ano de maior numero de publicacdes foi o de
2016 com um total de 24 artigos e o de menor publicacao foi o intervalo
de 1985 até 1999 com apenas 7 artigos (Grafico B). A revista cientifica
mais popular foi a Sci Total Environment encontrada 29 vezes (Grafico
C) e dentre as palavras-chave mais frequentes estavam heavy metals
e biomonitoring aparecendo, respectivamente, 56 e 29 vezes (Grafico
D). E dentre os metais mais frequentes estavam chumbo e cobre
(Grafico E.3).
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Grafico A: Relagdao entre o numero de artigos encontrados com a relevancia
destes quanto ao assunto buscado em cada plataforma.

Quanto a relevancia dos artigos encontrados, a plataforma Web
of Science foi a melhor dentre as trés, pois apresentou absoluto
aproveitamento dos artigos, estando relacionado com sua capacidade
de filtrar melhor os resultados encontrados, como mostra uma
feramente de seu préprio site. Enquanto o Google Académico, que é
muitas vezes a plataforma mais utilizada e mais popular, apresentou o
maior numero de resultados e, em contrapartida, a menor relevancia,
nos indicando a importéncia da relacdo quantidade X qualidade pois
nao necessariamente onde se obtém maiores resultados estes sejam
os melhores. A justificativa para o Google Académico ndo ter
resultados tao exatos estd na falta de recursos para filtragem e até
mesmo na sua popularidade em comparacao com as outras
plataformas.
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Griafico B: Correspondéncia entre quantidade de artigos publicados e
ano de publicagao em cada plataforma.

Os anos de maior publicagdao foram todos acima dos anos 2000,
com maior énfase depois de 2010, o que nos mostra o quao recente é
0 assunto sobre a correlacao de metais e musgos e quao necessario se
é conhecer melhor essa area.
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Revistas Cientificas mais frequentes
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Grafico C: Relagdo entre as revistas cientificas de onde pertenciam os
artigos encontrados e o numero de vezes na qual apareceram na busca feita

em cada

A revista cientifica mais recorrente foi a Science of the total
environment o que é explicado com o tema proposto pela mesma: a
pesquisa cientifica sobre o meio ambiente e sua relacdo com a

humanidade.
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Grafico D: Correlagdo entre as palavras-chave encontradas e o numero de
vezes que apareceram nos artigos buscados em cada plataforma.
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Dentro das nossas expectativas, estava encontrar
biorremediacao e biomonitoramento como principais assuntos
relacionados a metais e musgos como, de fato, aconteceu,
concretizando ainda mais a ideia de que musgos atuam de forma
excelente como biorremediadores de solos contaminados por metais
pesados como ja citado em 2011 por Zvereva e Kozlov.

Web of Science
15

10

5
0IIIIIIllllll.....

Cd Cu Zi Hg Ni U Al As Cr MgPb S Co Fe Mn Mo Ti
Metais pesados

NUmero de vezes
encontradas

Grafico E.1. Relagdo entre os principais metais pesados encontrados e o
numero de aparigcdes nos artigos da plataforma Web of Science.

Google Académico

15
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encontradas

Cu PbZn Cu Cd Pb Hg Cr Ni Ag Fe Zn As Au CaCu MnPb Se
Metais pesados

Grafico E.2. Relagdo entre os principais metais pesados encontrados e o
numero de aparigdes nos artigos da plataforma Google Académico.

NCBI/PubMed
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Pb Cu As U Cd Sb P Ni Fe Zn Hg Cs Al Mnh Pc S
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Grafico E.3. Relagdo entre os principais metais pesados encontrados e o
numero de aparigdes nos artigos da plataforma NCBI/PubMed.
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Quantos aos metais com maior correspondéncia encontram-se
chumbo, cobre e cadmio que desde a Revolucao Industrial sua
producdo vem tem aumentado exponencialmente. Metais téxicos como
o chumbo nao sao degradados na natureza, acumulando-se no solo e
a seguir sao lixiviados para as aguas subterraneas podendo contaminar
diversos compartimentos ambientais e provocar impactos negativos
persistentes durante varias décadas (ADAMU et al. 2015, MAHMOOD E
MALIK, 2014; SHARMA E DUBEY, 2005). Recentemente, o Brasil
presenciou o maior desastre ambiental da sua histéria no municipio de
Mariana em Minas Gerais, onde houve o rompimento da barragem da
mineradora Samarco e mais de 62.000.000 m3 de rejeitos de
mineracao foram liberados, atingindo 41 municipios, inclusive areas
estuarinas, aumentando os teores de metais em aguas naturais e
comprometendo espécies aquaticas (NEVES et al. 2016, SEGURA et al.
2016). Industrias de processamento de minerais e de acabamento de
metais também produzem grandes quantidades de efluentes contendo
metais pesados, por exemplo, cadmio, zinco, cobre, chumbo, niquel e
cromio. Mesmo para baixas concentracdes o efeito destes metais
pesados na saude é agudo, sendo que a grande maioria deles podem
ser bioacumulados.

O chumbo presente no solo pode causar efeitos diretos no
desenvolvimento dos vegetais, comprometendo a germinagao de
sementes e o crescimento da planta, reduzindo a transpiracao e a
pressdao osmotica da seiva celular, o potencial de dgua no xilema, o
conteudo de agua, a absorcao e transporte de nutrientes minerais, e,
além disso, tem sido reportado evidencias de que prejudica o
desenvolvimento radicular (ALMEIDA et al., 2007). O chumbo tem sido
apontado como um dos metais com maior potencial de toxicidade e é
considerado um importante poluente ambiental (CAO et al., 2016,
ALVES et al., 2014, LIU et al., 2013, ALMEIDA et al., 2011). Este metal
nao é essencial para as plantas ou animais e no ambiente encontra-se
principalmente sob a forma particulada com relativamente baixa
mobilidade e disponibilidade para ser utilizado. O chumbo, em geral,
nao € bioacumulavel e ndao hd um aumento da sua concentracdo nas
cadeias alimentares. Sua mobilidade nas plantas é limitada e a maior
parte localiza-se nas raizes e superficie das folhas. Como resultado,
em muitos estudos experimentais de toxicidade do chumbo, foram
necessarias elevadas concentracdes de metal na ordem dos 100 a 1000
mg kg-1 de solo para causar efeitos toxicos visiveis na fotossintese,
crescimento, ou outros parametros. Assim, podemos concluir que o
chumbo sé afeta as plantas em locais com concentragdes ambientais
muito elevadas.

O cadmio (Cd) é um elemento quimico relativamente raro, nao
encontrado em estado puro na natureza, sendo utilizado em ligas,
indUstrias automotivas, pigmentos, estabilizantes para plasticos de
polivinil, baterias e fertilizantes fosfatados (MALAVOLTA, 1994). No
ambiente, tende a se concentrar nos solos e nos sedimentos de
sistemas aquaticos, tornando-se disponivel ao sistema radicular de
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plantas. Dessa maneira, o acumulo de Cd nos tecidos de espécies
vegetais aumenta o risco de transferéncia, por meio da cadeia
alimentar, para seres humanos e animais (VECCHIA et al., 2005). A
exposicao de plantas a quantidades téxicas de Cd resulta em rapido
declinio da capacidade de absorcdao e acumulo deste elemento pelas
raizes, principalmente em funcdo da reducdao generalizada do
metabolismo (OLIVEIRA et al., 2001). Diversos estudos tém
demonstrado que Cd causa diminuicao da transpiracao e da
fotossintese, aumento da taxa respiratodria, clorose foliar, inibicdo do
crescimento de raizes e da parte aérea e reducao no acumulo de
matéria seca (KNECHT et al., 1994; SCHUTZENDUBEL et al., 2001;
SOLTAN & RASHED, 2003; VECCHIA et al., 2005). O Cd interfere em
muitas fungdes celulares, principalmente pela formagao de complexos
com grupos externos de compostos organicos, tais como as proteinas,
resultando na inibicdo de atividades essenciais (METWALLY et al.,
2003). Além disso, pode provocar alteragcbes nos sistemas
antioxidantes, estimulando o acumulo de perdxido de hidrogénio
(H202) e eventualmente morte celular (SCHUTZENDUBEL et al.,
2001).

No seu trabalho sobre a acumulacao de cadmio e cobre pelo
musgo Rhynchostegium riparioides, Mersch et al. (1993) constataram
a existéncia de uma relagao linear entre a quantidade de Cd2+ e Cu2+
acumulada pelo musgo e a concentracdo média de metal na agua e o
tempo de exposicao. Conclusdes idénticas haviam sido obtidas em
experiéncias de acumulacao de Zn2+ por musgos aquaticos (EMPAIN,
1977; WEHR et al., 1987). As correlagdes altamente significativas
entre as concentragdes de metal nos musgos e na agua no fim das
fases de acumulagao e de descontaminagao sugerem que 0S musgos
possam ser considerados como biomonitores adequados de
ecossistemas de agua doce contaminados por cadmio e cobre. O
género Fontinalis é particularmente sensivel ao cobre, exibindo clorose
nas suas extremidades quando permanece de um dia para o outro em
tubagens contaminadas. Para concentracdes de 3 ppm, o cobre é
geralmente toéxico, causando perda dos cloroplastos, elevadas
concentracgdes de feofitina e uma aparéncia clordtica nas extremidades
da planta. A 10 ppm ocorre plasmolise irreversivel e as células perdem
a cor. E relativamente insensivel ao cadmio, ndo exibindo efeitos
prejudiciais até niveis similares aqueles que sao tolerados por
invertebrados e peixes como citado na literatura por Crum, 1981.
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5. CONCLUSAO

Com o presente trabalho podemos concluir o quao recente é a
pesquisa que envolve musgos e metais pesados, embora, como
apontado pelos estudos, estes atuem muito bem como
biorremediadores, além de nos dar uma nogao sobre as principais
revistas cientificas que publicam sobre o tema e qual a plataforma de
pesquisa mais apropriada. Sendo a Web of Science, a plataforma com
resultados mais especificos e a Science of the total environment a
principal revista onde artigos sobre o tema sao publicados. Esta
pesquisa serve também como ponto de partida para trabalhos
envolvendo a tematica metais e musgos.
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1.INTRODUCAO
1.1 Bryophyta Sensu Lato

O segundo maior grupo de plantas terrestres verdes é
representado pela superdivisdo Bryophyta, composta por plantas
pegquenas conhecidas como hepaticas, antdéceros e musgos (DE
ALMEIDA et al., 2010). Essas plantas preferem desenvolvem-se, em
sua maioria, em locais umidos, pois a fecundacao depende da presenca
de agua (DE ALMEIDA et al., 2010; SAXENA, 2004). Sao criptdgamas
(sem flores), avasculares (sem um sistema de conducao) e como nao
se encaixam no grupo das cormofitas (com folhas, caule ou raizes
verdadeiras) sao consideradas poiquilohidricas, pois nao possuem uma
estrutura especializada na regulagao e controle sobre a sua perda de
agua (DE ALMEIDA et al., 2010). Existem desde o Paleozoico (300
milhdes de anos) sendo assim, pertencentes as mais antigas linhagens
de plantas terrestres (DE ALMEIDA et al., 2010). S3ao conhecidas como
“conservativas” pois se mantiveram sem muitas mudangas e com taxas
de evolugao relativamente baixas desde entao (DE ALMEIDA et al.,
2010). Habitavam os mais diferentes ambientes, desde os pantanos do
Devoniano até as florestas do Permiano, desde os desertos do
Mesozoico até as florestas tropicais do Terciario (GRADSTEIN et al.,
2001). Ganham destaque como indicadoras das mudangas ambientais,
porque em geral reagem facilmente as alteracdes climaticas
(GRADSTEIN et al., 2001).
1.2 Ciclo de vida

As briofitas possuem um chamado ciclo haplodiplobionte, que é
caracterizado pela alterndncia de duas geracdes diferentes (DE
ALMEIDA et al., 2010). A geracdo livre e dominante é a gametofitica
(n) que também ¢é produtora de gametas, e a esporofitica (2n) é
dependente do gametéfito, permanecendo aderida a este e retirando
dele os nutrientes para o seu desenvolvimento, e é também produtora
de esporos por meiose (DE ALMEIDA et al., 2010; COVE, 2005). Esses
esporos ao germinar produzem o protonema que é uma estrutura
filamentosa, globosa ou talosa de onde se origina o gametdfito, que é
haploide, pequeno, taloso ou folhoso e se encontra fixo no substrato
pelos rizoides (DE ALMEIDA et al., 2010). Segundo Morris et al., 2018,
as briéfitas podem ser uma linhagem irma@ das traquedfitas, que
possuem raizes de fato, e do ponto de vista genémico, essas podem
ter evoluido a partir das bridfitas.
1.3 Bryophyta Sensu Strictu: Physcomitrium acutifolium Broth.

Os musgos diferem das hepaticas e dos antoceros pelas
caracteristicas macroscépicas dos seus gametéfitos que sdo compostos
por caulideos com filidios dispostos espiraladamente, costados ou nao,
nao divididos ou lobados, e do esporofito que apresenta seta
pigmentada e firme que eleva a cadpsula composta por opérculo e
dentes (peristbmio) que regulam a dispersdo dos esporos (DE
ALMEIDA et al., 2010). A espécie de musgo Physcomitrium acutifolium
Broth. é nativo do Rio Grande do Sul, estando presente em regides de
Mata Atlantica do Brasil, abrangendo os estados do Rio de Janeiro até
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o0 Rio Grande do Sul (COSTA et al., 2005; COSTA et al., 2011). Ele
possui rapido desenvolvimento in vitro para realizacdo dos testes de
cultivo em laboratério, além de possibilitar comparacdes a nivel de
genoma com O organismo modelo que possui seu genoma ja
sequenciado, a Physcomitrella patens (Hedw.) Brunch&Schimp, por
ambos serem pertencentes da Familia Funariaceae (RESKI; FRANK,
2005). Estudos filogenéticos baseados em andlises de sequencias de
DNA do cloroplasto mostraram que o género Physcomitrium esta
intimamente ligado ao Physcomitrella (GOFFINET, 2000; GOFFINET et
al., 2007; WERNER et al., 2007).
1.4 Estresse abiotico em cultivos in vitro

Muitas espécies de musgos conseguem sobreviver e se adaptar
a diferentes e elevados niveis de estresse bidtico como insetos-praga,
fungos, bactérias, virus e nematodides e por fatores abidticos, como o
déficit hidrico. Devido a sua capacidade de acumular poluentes nocivos
em sua biomassa, sao conhecidos por atuarem como indicadores de
poluicdo ambiental por metais pesados. (ACETO et al., 2003). O
mecanismo de dano oxidativo induzido por metais pesados tem sido
amplamente estudado em plantas superiores, entretanto, sao escassos
os estudos que tratam desse estresse oxidativo em bridfitas (PANDA
2003; CHOUDHURY; PANDA, 2004). Assim, a cultura de tecido vegetal,
€ uma ferramenta importante para o conhecimento de diversas
respostas das plantas a estresses, sob o cuidado do cultivo axénico,
nao influenciando nos resultados obtidos. Através da cultura asséptica
de células, tecidos, 6rgdos e seus componentes sob condigdes in vitro
fisicas e quimicas definidas, é possivel simular algum tipo de estresse
(como por metais pesados) para a planta, tornando possivel seu estudo
e entendimento. A base tedrica para cultura de tecidos foi proposta por
Gottlieb Haberlandt em 1902 com o0 seu experimento sobre cultura de
células isoladas (THORPE, 2007).
1.5 Metais pesados e sua origem nas matrizes ambientais

Os metais pesados sao elementos naturais dos solos devido ao
intemperismo e processos pedogénicos em rochas e até mesmo no
material de origem do solo, onde, normalmente, ocorrem em
concentragdes baixas. Entretanto, agdes antrdpicas como mineragao,
refino de minério, industrializacao, o rapido crescimento populacional,
a producao de rejeitos antrépicos e agroquimicos tém aumentado o
risco de poluigao do solo (BISINOTI et al. 2004, SANTOS 2005). Uma
vez introduzidos no meio ambiente, eles sdo dificeis de serem
removidos e tendem a se acumular nos tecidos de plantas e outros
organismos através das cadeias alimentares, o que o0s torna
“bioacumulaveis” (MAEVSKAYA et al. 2001). Um exemplo recente da
poluicao foi o rompimento da barragem de Mariana langou trinta e
quatro milhdes de metros cubicos de lama no ambiente (IBAMA 2015)
e com a velocidade da lama proveniente do rompimento da barragem,
os sedimentos de fundo do rio foram revolvidos. Assim percebe-se
como seria importante um estudo detalhado do novo cenario
geoquimico de areas degradadas como esta citada acima.
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1.6 Ferro, solo e plantas

O pH do solo influencia na disponibilidade e absorcao do ferro
pelas plantas, assim como a presenca ou auséncia de matéria organica
(LABORSOLO, 2013). Quando o pH se encontra acima de 6.0 ocorre
uma drastica diminuicdo na absorcdao através da precipitacdo dos
compostos tornando-se limitante ao crescimento das plantas. Ademais,
para que possa ser absorvido pelas plantas, o ferro precisa sofrer uma
reducdao da forma férrica (Fe3*) para a ferrosa (Fe2*) que pode
acontecer apds o intemperismo no solo. A Oxidase-redutase de ferro
(FRO), uma proteina envolvida no processo de transporte de ferro, é
responsavel pela reducao do Fe3*a Fe2*. O Fe?*é a forma soluvel deste
metal, e possivel de ser absorvido pelas plantas. A presenca do gene
codificador desta proteina determina a capacidade da planta em
transformar o ferro na sua forma soluvel, assim sendo muito
importante (JAIN et al, 2014). O ferro participa da ativagao e formagao
de enzimas, atua no desenvolvimento de troncos e raizes, age como
catalisador na biossintese da clorofila além de influenciar na fixacao do
nitrogénio, apresentando papel fundamental para os organismos vivos.
(LABORSOLO, 2013).
1.7 Toxidez por ferro

Em areas com solo contaminado por metais pesados geralmente
ocorrem danos ao meio ambiente (RIBEIRO FILHO et al., 1999), devido
ao impacto sobre a vegetagao, sobre os organismos e processos do
solo (KLAUBERG-FILHO et al., 2002). A destruicao da cobertura vegetal
facilita a dispersao das particulas de solo facilitando a formacdo de
erosdo, alterando o balango hidrico e podendo aumentar o volume de
agua que percola no solo, permitindo que a contaminagao (de agua e
particulas do solo) atinja o lencol fredtico e os corpos d’agua
(VANGRONSVELD et al.,, 1995). As plantas podem wusar duas
estratégias para trabalhar com teores elevados de metais no meio
radicular, sendo elas: a exclusao, mecanismo pelo qual a absorgao ou
a translocacdo do metal das raizes para a parte aérea é restringida; e
mecanismos internos de tolerancia, pelos quais a planta imobiliza,
compartimentaliza ou desintoxica metais no simplasma mediante a
producao de compostos complexantes (YANG et al., 2005b). Quando
em excesso o ferro induz as células a produzirem radicais de hidroxila
gue podem danificar lipidios, proteinas e o DNA (CONNOLY, 2002).
1.8 Biorremediacao, fitorremediacao e fitoextracao

A biorremediacao é definida como o processo pelo qual os
residuos organicos toxicos sdo retirados ou modificados em uma matriz
ambiental através do uso de organismos bioldgicos (VIDALI, 2001).
Esses compostos contaminantes sao transformados pelos organismos
vivos através de reagdes que ocorrem como parte de seus processos
metabdlicos (VIDALI, 2001). A recuperacdo de areas contaminadas por
metais pesados visa minimizar ou evitar a dispersao dos
contaminantes para outros nichos ecoldgicos e a contaminacao da
populacao humana (CURI, 2000). Na literatura constam duas formas
de biorremediacdo: a microbiana e a fitorremediagao, foco do presente
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trabalho, que consiste em procedimentos que envolvem o emprego de
plantas e sua microbiota associada (CURI, 2000). Dentro da
fitorremediacdo estdo incluidas ainda trés diferentes técnicas como: a
fitoextracdo, que é uso de plantas para remocao de metais dos solos
mediantes absorcdao pelas raizes, transporte e concentragcdao na
biomassa; a fito estabilizacdo que € o uso de plantas para minimizar a
mobilidade de metais em solos contaminados mediante a acumulagao
nas raizes ou precipitacao na rizosfera; e fito volatizacdao que é baseada
na capacidade das plantas para volatizar metais no solo, aplicavel a Se
e Hg (LASAT, 2002; McGRAHTet al., 2002; ERNST, 2005).
1.9 Recuperacao de areas degradas

O método de revegetacao apresenta vantagens, dada a sua
natureza permanente combinada aos baixos custos de manutencao, a
protecao contra a erosao edlica e hidrica, a melhoria na estrutura e
fertilidade do solo e a recuperacao da estética das areas (RIBEIRO et
al., 2000). Entretanto, devido a toxicidade alta dos metais pesados, a
sobrevivéncia e o crescimento das plantas sdo limitados em areas
contaminadas (RIBEIRO et al., 2000). Assim, o reestabelecimento da
funcionalidade dos ecossistemas degradados presume o conhecimento
da importancia de macro e microcomponentes acima e abaixo da
superficie do solo e da tolerdncia das espécies bioldgicas aos
contaminantes presentes em formas disponiveis (RIBEIRO et al.,
2000). O sucesso da fitoextracao de metais no solo depende da
habilidade das plantas em produzir biomassa e acumular metais sob
condicdes climaticas e de solo da area a ser remediada (RIBEIRO et
al., 2000), assim como, para que seja considerada um bom
fitorremediador a planta precisa suportar niveis altos de metais sem
que estes a afetem negativamente. Devido a sua distribuicao
generalizada e a capacidade de acumular grandes quantidades de
metais pesados, as briofitas tém sido usadas como um importante
sistema de monitoramento bioldgico para a poluicdo por metais
pesados desde 1968 (TREMPER et al. 2004). A relativa simplicidade
dessas plantas faz delas um modelo importante para a investigagao de
alteragbes morfologicas e a nivel de genoma em plantas devido a
toxicidade de metais pesados (CARGINALE et al. 2004).
1.10 Solucoes nutritivas de ferro

A maior parte dos metais em solos encontram-se em formas
pouco soluveis ou disponiveis (RIBEIRO et al., 2000). Assim as
condicOes do solo tém de ser alteradas para que ocorra a fitoextracao,
visto que esta depende da abundancia relativa do metal soluvel para
gue ocorra absorcao e translocacao deste na planta (RIBEIRO et al.,
2000). Para isso, alguns quelantes organicos sintéticos tém sido
utilizados para favorecer essa solubilizacdo. O EDTA sal dissédico
(Na2EDTA) é provavelmente o quelante mais estudado (RIBEIRO et al.,
2000). A formacao de complexos quelante-metal previne a
precipitacao e a sorcao dos metais, mantendo a disponibilidade para
absorcao pelas plantas (RIBEIRO et al., 2000). Um problema
significativo das solugdes nutritivas feitas em laboratoério simulando o
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estresse por ferro é a disponibilidade desse elemento, especialmente
em altas concentracdes. Quando fornecido na forma de um sal
inorganico como FeS0O4 ou Fe(NO3)2 sem adicdo de EDTA, o ferro pode
precipitar da solucdo como hidroxido de ferro e essa precipitagao torna-
o fisicamente indisponivel a planta (RIBEIRO et al., 2000).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atuagao do musgo Physcomitrium acutifolium Broth. como
fitorremediador de ferro in vitro, verificando principalmente se a
espécie sofre alteracdes fenotipicas como resposta as diferentes
concentragdes de ferro no meio.

2.2 Objetivos especificos
Inferir sobre as principais alteracdes em situacdoes de toxidez por
ferro, simuladas em meio de cultura em laboratorio.

Analisar a correlacao entre o comprimento e peso dos gametofitos,
além dos tamanhos dos seus rizoides, com o aumento do teor de ferro.
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3. MATERIAL, TECNICAS E METODOS
3.1 Amostras

As amostras de Physcomitrium acutifolium foram retiradas dos
cultivos pré-estabelecidos no laboratério Nucleo de Estudos da
Vegetacao Antartica (NEVA) na Universidade Federal do Pampa
(UNIPAMPA) campus Sao Gabriel, onde estavam mantidos em uma
estufa de fotoperiodo a +20°C com 8h luz e 16h escuro.
3.2 Solucao nutritiva de Fe-EDTA

A solugao de FeSos + EDTA foi preparada seguindo o protocolo
de DOS SANTOS, 2017. Foram dissolvidos 50 g de FeS04.7H20 em 450
ml de agua e 60g de Na;EDTA em 450 ml. As solugdes foram aquecidas
a 70°C em banho maria para melhor diluicdo. Apds junta-las, o volume
foi ajustado para 1L e a solugao ficou borbulhando durante 12h e
depois mantida envolta em aluminio. Como a concentragao desta
solugdo estava em 10mg/ml de ferro a mesma teve que ser diluida
conforme a concentragao desejada em cada tratamento.
3.3 Preparacao dos meios de cultura e cultivo dos gametofitos

Foram preparados meios de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG,
1962) sem adicao de agar com diferentes concentracao de Fe-EDTA.
Para a preparacgao de 1 litro, o meio MS foi suplementado com sacarose
(30 g.L') e mio-inositol (100 mg. L'!), autoclavado por 20 minutos a
1219 C e 1 atm. para esterilizacgdo. O meio MS contém, além de
27.8mg/L! de ferro, 74g de magnésio, 3,38g de manganés, 1,72g de
zinco, 95g potassio, 82,5g nitrato de amodnio, 5mg de cobre,82,12g de
cloro, 1,24g de boro e 34g de fosforo. Os tratamentos foram: o
controle (tratamento 1) que, sem adicdo da solugdo de Fe-EDTA, ja
possui 27.8mg/L, o tratamento 2 que possuia 50mg/L (o equivalente
a 0,2ml da solugao de Fe-EDTA), o tratamento 3 com 300mg/L (1,5ml)
e tratamento 4 com 600mg/L (3ml). Os 4 tratamentos foram feitos em
tréplicas, totalizando 12 vidros e em cada um deles foram transferidos
seis gametéfitos de 6mm de comprimento, os vidros foram vedados e
mantidos em uma mesa agitadora Tecnal® durante 7 dias.

Tabela 1: Concentragdes de Fe-EDTA em cada tratamento para 1L de meio

MS
Tratamento [ ]de Fe-EDTA / L Quantidade da
solucao de FEEDTA
1 27.8mg -
2 50mg 0.2ml
3 300mg 1.5ml
4 600mg 3ml




Capitulo 2 - Pag. 9

3.4 Analise dos resultados
3.4.1 Imagens

Foram feitas fotografias na cdmera AxioCamERc5s da lupa Zeiss
para melhor visualizacdo e comparacao dos gametéfitos dos diferentes
tratamentos.
3.4.2 Comprimento e biomassa

O comprimento de cada gametdéfito foi medido utilizando
paguimetro Mitutoyo® de alta precisdo, para a biomassa eles foram
pesados na balanca analitica de alta precisdo Bioscale® e depois foram
feitas as médias de ambas analises no programa Excel (MICROSOFT,
2013) e os graficos box-splot no programa R Studio (R Core Team,
2018) através do teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO, 1965), utilizando
o pacote ggplot (WICKHAM H., 2016). Os valores de p para o teste de
Shapiro foram 0,002545 para o comprimento e 1,035~-0,5 para o
peso.
3.4.3 Scanner

O comprimento dos gametéfitos, projecdo de area, area
superficial, diametro e tamanho dos rizéides foram analisados através
do scanner Epson Expression 10000XL com o software WinRhizo
(ARSENAULT, J. et al., 1995) da Regent Instruments no qual todos os
gametofitos foram inseridos tratamento por tratamento. Para a
avaliagdo dos rizoides, foram analisados cada um dos seis gametofitos
por tréplica e depois estipulada uma média entre os resultados no
programa Excel (MICROSOFT, 2013) e o grafico box-splot foi feito no
programa R Studio (R Core Team, 2018) através do teste de Shapiro-
Wilk (SHAPIRO, 1965), utilizando o pacote ggplot (WICKHAM H.,
2016). O valor de p para o teste de Shapiro foi de 0,3767.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Imagens dos gametofitos apo6s 7 dias

REX £

v &

. o‘.}‘é ,: :

-
4 - “-5"@ "

Figura 1: Imagem comparativa com explantes de cada tratamento lado a
lado para melhor visualizagao de alteracdes na planta. Sendo 1 o
tratamento controle; 2, 3 e 4 os tratamentos com 50mg, 300mg e 600mg
de Fe-EDTA, respectivamente. Fonte: autor.

De acordo com o0 que se pode ser observado na figura 1, a
concentracdo de ferro no meio influencia na aparéncia dos gametoéfitos,
principalmente quando este se encontra em excesso. Os sintomas de
toxidez por ferro podem ser observados a olho nu nas plantas mesmo
a vista desarmada. O sintoma visual tipico em plantas superiores como
0 arroz, é o "bronzeamento" das folhas (BECKER, 2005). Os sintomas
de bronzeamento comecam em folhas de origem mais antigas,
totalmente desenvolvidas, com a ocorréncia de pequenas manchas
marrons que se espalham até a base. No desenvolvimento posterior do
sintoma, as pontas das folhas tornam-se amarelo alaranjadas e secam
em algumas situagcdes. Eventualmente, toda a folha se torna
alaranjada a marrom enferrujada ou marrom roxa quando a toxicidade
é extremamente grave (FAIRHURST E WITT, 2002).
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4.2 Comprimento e biomassa dos gametofitos
Comprimento (mm) dos gametdfitos

115
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Grafico 1: Box-splot feito no programa R com os médias dos comprimentos
em cada tréplica dos tratamentos. Sendo 1 o tratamento controle; 2, 3 e 4
os tratamentos com 50mg, 300mg e 600mg de Fe-EDTA, respectivamente.

Peso (g) dos gametdfitos
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Grafico 2: Box-splot feito no programa R com os médias dos pesos em cada
tréplica dos tratamentos. Sendo 1 o tratamento controle; 2, 3 e 4 os
tratamentos com 50mg, 300mg e 600mg de Fe-EDTA, respectivamente.
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Como observado nos graficos 1 e 2, a relagao, principalmente,
ao crescimento dos gametofitos, observa-se que foi maior nos
tratamentos com maior teor de ferro. Na literatura de plantas
superiores, quando a toxicidade por ferro acontece durante as fases
vegetativas iniciais de crescimento pode ocorrer a reducao da altura
das plantas e, ao acumulo de matéria seca sendo a parte aérea mais
afetada que a biomassa radicular (FAGERIA, 1989). E como 0 sucesso
da fitoextracdao de metais no solo depende da habilidade das plantas
em produzir biomassa para melhor acumular metais (RIBEIRO et al.,
2000) o aumento do crescimento dos gametofitos pode ter relagdo com
o aumento de biomassa encontrada em uma das maiores
concentracdes de ferro. Por outro lado, ha duas formas pelas quais as
plantas trabalham com o estresse por ferro, sendo elas: diretamente,
quando o elemento € absorvido em excesso e se torna letal na planta;
ou indiretamente, causada pelo desequilibrio nutricional causado pelo
excesso de ferro no meio de cultura. Este Ultimo esta relacionado a
inibicao da absorcao de outros nutrientes, assim como seus
transportes, acabando por inibir a absorgao de diferentes nutrientes.
Ottow et al. (1982) descreveram a toxicidade do ferro como um
disturbio nutricional multiplo, que também envolve outros elementos
(nutrientes). Sua disponibilidade quimica pode ser afetada como
resultado da reducao de ferro (P, Mo, Al), ou sua absorcao pelas
plantas pode ser prejudicada como resultado do acumulo de ferro na
rizosfera (K, Zn, Mn). Assim, as alteracao relatadas podem nao ter
relacdo unicamente com o ferro, como também outros nutrientes.

4.3 Comprimento dos rizoides

Comprimento dos rizéides (mm)
251

2,0-

1,57

Comprimento (mm) dos rizéides

o
1 2 3 4
Tratamentos
Grafico 3: Box-splot feito no programa R com os médias dos tamanhos de
rizoides em cada tréplica dos tratamentos. Sendo 1 o tratamento controle;
2, 3 e 4 os tratamentos com 50mg, 300mg e 600mg de Fe-EDTA,
respectivamente.
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O tamanho dos rizdides foi analisado no programa WinRhizo onde
os gametofitos foram analisados da superficie inferior até sua metade,
onde normalmente encontram-se os rizéides. Os comprimentos em
mm utilizados como pardmetros e marcados nas cores vermelho (a),
verde (b), verde-dgua (c) e azul (d) corresponderam a
respectivamente, Omm, 0,1mm, 0,2mm e 0,4mm.

Figura 2: Explante de uma das tréplicas do tratamento 1 controle, onde as
cores vermelho (a), verde (b), verde-agua (c) e azul (d) representam os
rizdides com respectivamente, 0Omm, 0,1mm, 0,2mm e 0,4mm.

Figura 3: Figura de um dos gametofitos pertencentes a uma das tréplicas
do tratamento 2, onde as cores vermelho (a), verde (b), verde-agua (c) e
azul (d) representam os rizdides com respectivamente, 0mm, 0,1mm,
0,2mm e 0,4mm.

Figura 4: Figura de um dos gametofitos pertencentes a uma das tréplicas
do tratamento 3, onde as cores vermelho (a), verde (b), verde-agua (c) e
azul (d) representam os rizéides com respectivamente, Omm, 0,1mm,
0,2mm e 0,4mm.
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Figura 5: Figura de um dos gametofitos pertencentes a uma das tréplicas
do tratamento 4, onde as cores vermelho, verde, verde-agua e azul
representam os rizéides com respectivamente, Omm, 0,1mm, 0,2mm e
0,4mm.
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Figura 6: Imagem comparativa com explantes de cada tratamento lado a
lado com foco na sua parte inferior onde estdo presentes os rizoides. Sendo
1 o tratamento controle; 2, 3 e 4 os tratamentos com 50mg, 300mg e
600mg de Fe-EDTA, respectivamente. Fonte: autor.
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Podemos observar que o tamanho dos rizdides parece diminuir
na concentracao de 600mg, inversamente ao encontrado na literatura,
entretanto sem seguir uma correlacdao expressiva a respeito do teor de
ferro. As auxinas podem ter sido afetadas pelo ferro no meio de
cultura, entretanto, nao foi em um valor significante. Essa
caracteristica precisa ser mais explorada, uma vez que, no presente
trabalho os valores nao apresentaram significancia estatistica para as
diferencas observadas.

4.4 Analise de correlagao

Os valores dos comprimentos totais dos gametofitos, area de
projecao, area superficial, diametro e tamanho dos rizoides foram
utilizados para correlacionar com os demais dados através da
correlacdo de Pearson. Nesta correlagdao a seguir, os numeros das
primeiras linhas de cada comparacao representam o coeficiente de
correlacdo entre elas, sendo que quanto mais proximo de 1 estiver o
coeficiente de correlagcdo maior é a relacdo entre os fatores analisados.
A segunda linha indica o valor de p, onde para que seja considerada
uma correlagao este precisa estar proximo de 0,5. A terceira linha é o
numero de amostras utilizadas, no caso 12 pois havia tréplicas de cada
um dos quatro tratamentos.

Tabela 2: Correlacdao de Pearson entre os valores dos comprimentos totais
dos gametofitos, area de projecao, area superficial, diametro e tamanho
dos rizoides e biomassa.

Biomassa Compr_Paq Compr_Scanner

Ferro 0.247 0.384 0.346
0.440 0.218 0.271

12 12 12

Massa -0.389 0.117
0.212 0.717

12 12

Comprimento 0.417
0.178

12
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Projecdo Superficie Diametro Rizoides
Ferro 0.109 0.109 -0.223 -0.0144
0.735 0.735 0.486 0.965
12 12 12 12
Massa 0.312 0.312 0.403 0.536
0.324 0.324 0.194 0.0723
12 12 12 12
Comprim. 0.0198 0.0198 -0.405 -0.323
0.951 0.951 0.192 0.305
12 12 12 12
Compr_sc 0.808 0.808 0.208 0.344
0.00147 0.00147 0.516 0.273
12 12 12 12
Projecao 1.000 0.741 0.228
2.891E-0400.00578 0.477
12 12 12
Superficie 0.741 0.228
0.00578 0.477
12 12
Diametro -0.00562
0.986
12

Como o coeficiente de correlagao de todos os dados contra todos
foi distante e 1 e o valor de p deles foi também distante de 0,5 pode-
se afirmar que nao existiram correlagdes significativas entre os
parametros analisados e o aumento do teor de ferro no meio. Essa
caracteristica pode estar relacionada a resisténcia dos musgos a
concentracgOes elevadas de ferro, ja que ele ndo sofreu com o aumento
do metal no meio de cultura. Entretanto, para o cultivo de arroz, por
exemplo, 300 mg de Fe L~ ! solivel em agua na solucdao do solo é
geralmente considerada o limite critico (LANTIN E NEEUE, 1989) o que
destaca ainda mais o crescente potencial dos musgos como bons
bioacumuladores e fitoextratores.

Até o momento, existem poucos estudos sobre a funcao dos
rizoides, mas ha indicacdes de que sdo importantes na ancoragem e
na captacao de agua e nutrientes. E afirmado na literatura que seu
principal papel esta na fixacdao ao substrato (GOFFINET et al. , 2008)
e estdo envolvidos na captacdao e transporte de agua. Entretanto,
muitas briofitas sdo ecto-hidricas, ou seja, ndo possuem cuticulas
espessas € absorvem agua por toda sua superficie (PROCTOR,
2000). Embora os rizdoides ndo sejam necessarios para a absorcdo
direta de dgua nesses casos, muitos musgos produzem um tomento,
uma espessa cobertura de rizoides que crescem do caule auxiliando o
transporte de agua por acao capilar (PROCTOR, 2000).

Fitter e Moyersoen, em 1996, apontaram que 'sistemas
radiculares complexos sao uma caracteristica das plantas terrestres ha
muito tempo, embora no registro fdssil ndo esteja claro quanto
exatamente seja esse quanto tempo'. Estudos comparativos sobre as
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estruturas de "enraizamento” mostraram que, pelo menos algumas das
funcdes radiculares classicas das raizes dos esporoéfitos de plantas
vasculares terrestres sdao compartilhadas com os rizoides. Do ponto de
vista genbmico, Morris et al., 2018, sugere que bridfitas sejam
linhagens irmas das traquedfitas e que as raizes tenham evoluido a
partir dos rizoides. Uma rede reguladora de genes semelhantes
controla o desenvolvimento de rizoides em gametoéfitos de musgo e
pelos radiculares nas raizes de esporofitos de plantas vasculares. E
provavel que essa rede tenha operado pela primeira vez no gametofito
das primeiras plantas terrestres. Essa transferéncia da funcdao do gene
de gametdfito para esporéfito pode fornecer um mecanismo que, pelo
menos em parte, explica o aumento da diversidade morfoldgica de
esporofitos que ocorreram durante o periodo devoniano (VICTOR,
2012).

Ha na literatura registro de ocorréncia de genes, como o HvYS,
responsavel por codificar o transportador de ferro-fitossiderdforo
(HvYS1), nas raizes de cevada (MURATA, 2006). Também ha estudos
onde verifica-se que plantas em crescimento em meios privados de
ferro causaram um aumento significativo no numero de pelos
radiculares e raizes (VICTOR, 2012). Um sistema radicular atrofiado e
baixo desenvolvimento radicular € um sintoma significativo da
toxicidade do ferro, mas ainda pouco se sabe sobre esses efeitos,
principalmente em briéfitas (BECKER E ASCH, 2005). Ha estudos onde
a deficiéncia de ferro aumentou a produgao de auxinas que controla o
desenvolvimento dos rizéides através da regulacdao da expressao
de genes e que o excesso diminuiu a expressao da proteina PIN2 nas
pontas das raizes. (BECKER E ASCH, 2005)


http://www.plantphysiol.org/content/169/4/2608?utm_source=TrendMD&utm_medium=cpc&utm_campaign=Plant_Physiol_TrendMD_0#ref-5
http://www.plantphysiol.org/content/169/4/2608?utm_source=TrendMD&utm_medium=cpc&utm_campaign=Plant_Physiol_TrendMD_0#ref-5
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5. CONCLUSAO

Podemos concluir que o musgo Physcomitrium acutifolium Broth.
sob estresse por ferro de até 600mg/L, aparenta nao sofrer alteracdes
significativas, possibilitando seu crescimento e desenvolvimento em
areas contaminadas. Sua sobrevivéncia a condicdes de estresse por
metal o torna um possivel fitorremediador, no entanto sao necessarias
analises posteriores sobre a quantidade de ferro presente no meio, a
absorvida e metabolizada pela planta.
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