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RESUMO: O crescente desenvolvimento humano sem a preocupacdo ambiental tem ocasionado grandes
prejuizos para o funcionamento dos ecossistemas naturais. Atualmente a conscientizacdo para 0S
problemas advindos da degradagdo ambiental estimula a realizacdo de pesquisas para a avaliacdo dos
problemas ja existentes, e prevencdo de maiores impactos. O metal cobre é naturalmente encontrado em
baixas quantidades nos ecossistemas aquéticos fazendo parte do ciclo de vida dos organismos, porém
guando em altas concentracdes pode se tornar toxico e prejudicial. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito do cobre no crescimento da macréfita Lemna minor tendo em vista que ele é frequentemente
utilizado para o controle de florescimentos indesejaveis de algas. Para isso foram realizados testes de
toxicidade aguda. As macrdfitas foram cultivadas em solugBes nutritivas Hoagland (controle), e os
tratamentos consistiram em quatro concentracdes contaminadas com o cobre: 0,01 mg.L'1 ;0,1 mg.L'l i1
mg.L'l e 10 mg.L'1 com quatro repeticbes cada. O experimento teve a duracdo de 7 dias durante os quais as
macrofitas foram mantidas em incubadora com fotoperiodo de 12h luz / 12h escuro: e temperatura
constante de 25,0 + 1,0 °C. Como respostas foram utilizados os seguintes pardmetros: crescimento
populacional, area foliar, comprimento da raiz e peso fresco. Os resultados evidenciaram que nas

concentracdes de 0,01 mg.L™ ; 0,1 mg.L™ e 1,0 mg.L™ de cobre ocorreu um efeito estimulador para o
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crescimento e desenvolvimento da Lemna minor em compara¢éo ao controle, enquanto na concentracdo de
10 mg.L'1 observou-se um efeito inibitdrio. O cobre apresentou ser prejudicial somente quando em altas
guantidades, porém mais testes deverao ser feitos para determinagcdo da concentragcao que se torna téxico

e prejudicial ao ambiente.

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com o crescente desenvolvimento humano sem a devida
preocupagcdo com as alteracdes ambientais houve um aumento significativo da
degradacédo do ambiente, com acelerada deterioracdo dos recursos hidricos. A qualidade
dos recursos hidricos € um problema importante atualmente por ser um recurso essencial
e finito (Moraes & Jorddo, 2002). Em decorréncia disso houve um consideravel aumento
no numero de pesquisas voltadas para o tratamento e a melhoria da qualidade dos
ecossistemas aquaticos, visando reduzir e evitar os impactos ambientais oriundos de
atividades antropicas (Corby, 2010).

Os metais sdo comumente encontrados nos corpos de &agua em baixas
guantidades, nao sendo prejudicial ao ambiente. Os metais esséncias (sédio, potassio,
cobre, ferro e zinco) estdo presentes nos ciclos de vida dos animais e vegetais por
fazerem parte da manutencao fisiologica, porém em baixa quantidade podendo se tornar
toxicos e prejudiciais quando encontrados em maiores quantidades. Os metais que nao
fazem parte dos ciclos vitais sdo conhecidos como potencialmente téxicos (chumbo,
mercurio, cadmio e arsénio) sendo considerados 0s mais preocupantes poluentes
aquaticos (Rosa et al., 2012)

As principais fontes responsaveis pelo acumulo de metais pesados nos recursos
hidricos s@o de origem antrépica, como o despejo inadequado de efluentes urbanos e
industriais, atividades agricolas e mineracdo A presenca de metais em alta concentracao
Nnos ecossistemas aquaticos é preocupante por estes ndo se degradarem e se tornarem
fonte de toxicidade para biota local. Os metais podem causar efeitos a curto prazo
afetando as atividades dos organismos e a longo prazo pela biocumulacéo (Filho, 2001).

O metal cobre é um dos metais mais abundantes nos ecossistemas aquaticos,
sendo um elemento essencial para o crescimento das plantas e importantes como co-fator

de enzimas ou constituintes de algumas proteinas. Porém quando encontrados em
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maiores quantidades podem ser prejudiciais, podendo provocar deficiéncia de ferro e
peroxidacao lipidios, e em casos mais extremos, a destruicdo de membranas (Pietra et
al., 2008)

Um problema atual é a eutrofizacdo acelerada que ocorre nos reservatorios, e
crescimento descontrolado das cianobactérias e organismos patégenos como algumas
bactérias. O sulfato de cobre tem sido utilizado como algicida, que € um fator agravante
para o aumento de cobre nos recursos hidricos (Vaz, 2011). Sendo assim, pesquisas
toxicologicas que visam e estudar o efeito desse metal em organismos vivos sdo
relevantes e necessarias.

As analises ecotoxicologicas sdo utilizadas como ferramenta no monitoramento
ambiental, permitindo estudar a acdo dos poluentes ambientais provenientes de efluentes
urbanos e industriais, atividades agricolas, mineracdo, incluindo a biota aquética. Os
testes toxicoldégicos sdo geralmente realizados com o0s organismos indicadores do
ambiente com significativa representacéo ecolégica (Magalhdes e Filho, 2008).

As macrdfitas aquaticas possuem grande importancia ecolégica nas comunidades
e sistemas de agua doce tropicais, atuando no armazenamento nutrientes e no fluxo de
energia do ambiente representando a base das teias alimentares em cadeias tréficas de
herbivoria direta bem como em cadeias de detritivoria (Thomaz, 2002). Espécies de
macrofitas apresentam diversas vantagens ao serem utilizadas como bioindicadoras da
qualidade de agua em ambientes lénticos e I6ticos (Silva, 2011).

A macrofita Lemna minor € uma espécie representativa de corpos de agua lénticos,
com rapido crescimento e vem sendo bastante utilizada no monitoramento dos metais em
recursos hidricos, e também de outros tipos de poluentes. Possuem caracteristicas
favoraveis para seu uso em testes ecotoxicologicos, como: pequeno tamanho, estrutura
simples e rapido crescimento e propagacao vegetativa (Cassidy, 2006).

O objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito do metal cobre no crescimento da
macrofita Lemna minor utilizando quatro parametros diferentes, que séo: crescimento

populacional, area foliar, comprimento da raiz e peso fresco.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.10btencao do in6culo e Cultivo da Macrofita Lemna minor.

A macrdfita Lemna minor foi coletada, em ecossistemas lénticos ho municipio de
Séo Carlos, SP, pela técnica dos quadrados. Foram previamente selecionadas e lavadas
com agua corrente filtrada, e posteriormente foram colocadas em recipientes e mantidas
no laboratério do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da UFSCar.

Os recipientes foram preenchidos com a solugao nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) modificada (Melo, 2006) descritos nas tabelas 1 e 2, com pH 6,0 e mantidas em

incubadoras a 25°C com fotoperiodo de 12/12 horas.

Tabela 1: Composi¢éo e concentragdo dos macro-nutrientes em quatro solugbes estoque ( g/L) para
preparacdo das solugbes de macronutrientes do meio nutritivo Hoagland a serem utilizadas nos

experimentos de crescimento das macroéfitas (MELO , 2006)

Solugdes Reagentes Solucéo Solugdo nutritiva (mL a
estoque estoque (g/L) pipetar por L)
1 Nitrato de célcio 236,2 5
Ca(NO3)2.4H20
2 Nitrato de potassio 101,21 5
KNO;
3 Dihidrogenofosfato de 136,1 1
potassico
KH,PO,
4 Sulfato de magnésio 246,5 2
MgS0O,.7H,0
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Tabela 2: : Composicéo e concentracdo dos micro-nutrientes da solucdo estoque ( g/L) para p do meio

nutritivo Hoagland a serem utilizadas nos experimentos de crescimento das macroéfitas (Melo , 2006).

Reagentes Solucéo stock Solucéo nutritiva (mL a pipetar
(g/L) por L)
Acido bérico 2,86 1
HsBO3

Cloreto de manganés MnCl,.4H,0 1,81 1

Sulfato de zinco 0,22 1
ZnS0,.7H,0O

Sulfato de cobre 0,08 1
CuS0..5H,0

Molibdato de aménio 0,02 1

(NH,)sM070,7.H20
Fe-EDTA* 6,08 1

*Foi feita separado dos outros micronutrientes, em que foram pesados 6,08 g de Sulfato de ferro em 500 mL
de 4gua, e 14,89 g de EDTA sddico em 400 mL de agua quente (80°). E apés a solucdo de EDTA esfriar, as
duas solucdes foram misturadas completadas para 1 L, ficando borbulhando ar por 12 horas no escuro.

2.2 Testes preliminares de toxicidade aguda com o metal cobre utilizando a

macroéfita Lemna minor

Para realizacdo dos testes foram preparadas soluc¢des nutritivas do meio Hoagland
& Arnon (1950) modificada (Melo, 2006). Foi preparada uma situacdo controle em que so
havia a solugdo nutritiva Hoagland, e outras quatro situacbes que foram colocadas
diferentes concentracbes do metal cobre. As concentra¢cfes utilizadas do metal foram:
0,01 mg.L ;0,1 mg.L"; 1 mg.L" e 10 mg.L?, que foram completados para 100 mL de
solugéo nutritiva, estabelecendo-se para cada tratamento 4 repeticoes.

Para cada situacdo foram escolhidos individuos da macréfita Lemna minor que
foram aclimatadas e mantidas no meio nutritivo por pelo menos 7 dias. Em cada
tratamento foram colocadas 4 col6nias, sendo que s6 foram escolhidas colénias que
tinham 2 ou 3 frondes. O critério de escolha das frondes foi pela aparéncia saudavel e
similaridade do tamanho. O experimento teve duracédo de 7 dias sem nenhuma renovacao
do meio e foram mantidos em incubadora com temperatura controlada de 25°C e

fotoperiodo de 12/12 horas. Durante o experimento foi acompanhado o crescimento
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populacional da macréfita com contagens diarias do numero de frondes e coldnias
(Cleuvers, 2003 & Abe, 2012)

ApoOs os 7 dias foi feita medicdo do comprimento e largura e tamanho da raiz com
uma lupa milimetrada e quantificagcdo da biomassa fresca (peso fresco) com balanca
analitica de preciséo de 10 frondes de cada repeticdo dos diferentes tratamento. Apos as
medicdes foram calculadas a area foliar das frondes utilizando a formula matematica para

o célculo da area de uma elipse.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores médios do crescimento populacional pela

contabilizacdo do numero total de frondes obtidos nos diferentes tratamentos, durante 7

dias.
Tabela 3: Crescimento populacional médio da macréfita Lemna minor nos diferentes tratamentos
mantidas por 7 dias em incubadora a 25°C com fotoperiodo 12/12 horas.
Tratamentos Média do numero de frondes (horas)

Inicial 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h

Controle 9 9 9,75 10,75 12,5 14,25 15,75 16,75

0,01 mg.L™? 9 9,25 11 13,5 15,75 15,75 17,5 18,75

0,1 mg.L? 9 9 12 13,5 16 16,5 18,75 19,75

1mg.L? 9 9 12,25 13,75 16 16,75 20 23,5

10 mg.L™? 9 8,5 7,75 9,5 11,25 10,25 10,75 10,75

Na Figura 1, estdo representadas a meédia e o respectivo desvio padrdo do
tamanho populacional por tratamento, analisado pela contagem do numero de frondes
durante os 7 dias consecutivos. O tratamento que resultou maior nimero de frondes foi a
concentracdo de 1 mg.L™ com uma média final de 23,5 individuos, seguido dos tratamento
com concentracées de 0,01 mg.L™ e 0,1 mg.L™" que apresentaram médias semelhantes,

com 18,75 e 19,75 respectivamente, e depois o controle apresentando uma média de
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16,75 frondes. O que resultou em menor crescimento foi o tratamento com 10 mg.L™?

com tamanho populacional médio de 10,75 frondes.
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Figura 1: Valores Médios e desvio padrdo do tamanho da populagdo expresso pelo nimero de
frondes no periodo de 7 dias para a macréfita Lemna minor expostas a diferentes concentragdes do
metal cobre, mantidas em incubadora a 25°C com fotoperiodo 12/12 horas.
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Na Figura 2 sdo comparados em porcentagem, o crescimento da populacéo
controle, mantida apenas em solucéo nutritiva em relacao as diferentes concentracdes do
metal cobre. O crescimento do controle foi utilizado como referencial considerando 100%
o incremento nele ocorrido. Nas concentracées em que o numero de frondes ultrapassou
aquele do controle considerou-se que ocorreu uma estimulagdo do crescimento da
macréfita L. minor. Por outro lado, quando houve menor nimero de frondes do que no

controle considerou-se a ocorréncia de inibicdo no crescimento.

200 +
180
160 -

140 1 T 87,1%
120 - T

o 38,7 %
100 | L 258% .

80

Porcentagem (%)

60 - 77,5 %
40 -

20

0,01 mg.L-1 0,1 mg.L-1 1mg.L-1 10 mg.L-1
Tratamentos

Figura 2: Andlise da estimulacdo ou inibicdo em porcentagem do crescimento populacional de
Lemna minor, utilizando a comparacéo das diferentes concentracdes de cobre com o controle (meio
Hoagland),

Os tratamentos 0,01 mg.L™, 0,1 mg.L e 1 mg.L™?, resultaram em estimulacéo do
crescimento da populagcdo de Lemna minor na presenga do metal cobre, sendo que a
concentracdo para a qual foi obtida uma maior estimulacéo foi a concentragéo de 1 mg.L™
com crescimento 87,1% maior do que a situacédo controle, seguida pelo tratamento com
0,1 mg.L™ com crescimento 38,7% maior e 0,01 mg.L com 25,8% de estimulacéo.
Observou-se que na concentracdo de 10 mg.L™ , o metal cobre foi inibidor, com um
crescimento 77,5% menor do que no controle.

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores meédios do peso fresco da macrofita
Lemna minor, para os diferentes tratamentos. Observa-se que os tratamentos referentes
as concentracdes de 0,01 ; 0,1e 1 mg.L™* de cobre resultaram em valores de peso fresco
médio similares entre si, 0,004 g; 0,0039 g, 0,0042g respectivamente, e maiores do que 0
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controle, que foi de 0,0029 g. O menor peso fresco foi obtido na concentracdo de 10

mg.L™, cujo peso fresco foi de apenas 0,0011 g.

Tabela 4: Peso fresco médio em gramas da macroéfita Lemna minor exposta a diferentes

concentracdes de cobre por 7 dias em condi¢des controladas de 25°C e fotoperiodo 12/12 horas.

Réplicas Controle 0,01 0,1 1 10
(Hoagland) mg.L™ mg.L™? mg.L™? mg.L*

1 0,0026 0,0042  0,0049  0,0046  0,0012
2 0,0035 0,0035  0,0039  0,0033 0,001
3 0,0025 0,0041  0,0034  0,0046  0,0013
4 0,0032 0,0042  0,0035  0,0044  0,0009
Média 0,0029 0,004 00039 0,0042  0,0011

Desvio Padrdo  0,000415  0,000292 (000593 0,00054 0,000158

A tabela 5 apresenta os valores da area foliar de Lemna minor para os tratamentos
experimentais. O menor valor de &rea foliar ocorreu no tratamento com concentragédo de
cobre de 10 mg.L? com uma area de 2,63 mm% Nos demais tratamentos foram
registrados valores de area similares. Resultados semelhantes foram obtidos para a
variavel tamanho das raizes (Tabela 6), em que os menor valor foi obtido na maior
concentracdo testada, de 10 mg.L™ com 1,55 mm,, isso porque a maioria das folhas
desse tratamento estavam esbranquicadas e com raiz ausente. Na situacdo controle
registrou-se o maior tamanho da raiz, com 5,92 mm? enquanto nas concentracdes de 0,01

mg.L™? ;0,1 mg.L™! e 1 mg.L™* ocorreram tamanhos médios de raiz similares.

Tabela 5: Area foliar média da macréfita Lemna minor (em mmz) nos diferentes tratamentos e

repeticdes mantidos por 7 dias em incubadora a 25°C com fotoperiodo 12/12 horas.

Controle 0,01 0,1 1 10
(Hoagland) mg.L®™ mg.L* mg.lL' mglL™
1 4,39 4,97 5,12 4,90 3,08
2 4,22 5,04 4,52 4,28 3,02
3 4,46 4,94 4,47 5,08 2,42
4 4,05 5,00 5,01 5,03 1,99
Média 4,28 4,98 4,78 4,82 2,631

Desvio padrdo 0,158 0,0342 0,285 0,319 0,446
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Tabela 6: Tamanhos médios das raizes da macrodfita Lemna minor (em mm) nos diferentes

tratamentos e repeticfes, mantidos por 7 dias em incubadora a 25°C com fotoperiodo 12/12 horas.

Tamanho Controle 0,01 0,1 1 10
raiz
1 6,32 4,54 5,12 5,24 2
2 5,76 4,58 4,08 3,98 1,95
3 5,86 4,28 3,92 4,62 0
4 5,76 4,44 3,74 4,44 2,25

5,92 4,46 4,21 4,57 1,55
0,231 0,115 0,536 0,451 0,902

O quatro parametros utilizados (crescimento populacional, area foliar, peso fresco e
crescimento da raiz) para avaliar o efeito da toxicidade do metal cobre para a macrofita
Lemna minor, evidenciaram efeitos prejudiciais sobre o crescimento da macroéfita apenas
na concentracdo mais elevada de 10 mg.L™ de cobre. Em relacdo ao crescimento
populacional os individuos expostos & concentracdo 1 mg.L? de cobre, foram
estimulados, apresentando maiores taxas de crescimento comparados aos outros
tratamentos. Houve uma similaridade nos resultados das andlises dos tamanhos das
raizes , peso fresco e area foliar nas concentracdes de cobre 0,01 mg.L™Y 0,1 mg.L" el
mg.L™? , porém no caso das areas foliares e peso fresco notou-se maiores valores médios
nos tratamentos contaminados com o cobre do que no controle. No entanto, para a
variavel tamanho das raizes, os maiores valores médios de comprimento ocorreram no
controle. Em estudos feitos por Oliveira (2011) e Megateli et al. (2009) também foi
constatado que em baixas concentragcdes o metal cobre ndo afeta o crescimento das

macrofitas do género Lemna.

Segundo Filho (2001) e Cassidy (2010) o metal cobre € um constituinte natural e
importante dos recursos hidricos, que quando em baixa quantidade auxilia em alguns
processos fisioloégicos dos organismos aquaticos animais e vegetais. Portanto, as
menores concentracdes utilizadas do cobre foram um fator estimulante para o
crescimento e desenvolvimento dos individuos de L. minor, contudo em elevada
concentragdo o metal se tornou toxico e atuou inibindo o crescimento e acarretando a

clorose dos individuos.
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4. CONCLUSAO

O metal cobre faz parte naturalmente dos recursos hidricos e exerce uma
importante acéo fisiolégica em organismos aquaticos, tanto vegetais como animais. Com
os resultados encontrados nesse trabalho, demonstrou-se que o cobre ndo é prejudicial
guando encontrados em baixas e ideias quantidades, podendo até auxiliar no
desenvolvimento porém em altas concentracfes ele se torna téxico acarretando em
prejuizos como inibicdo do crescimento. Entretanto, os testes realizados toxicologicos
realizados no presente trabalho foram preliminares, devendo-se assim serem realizados
novos testes para confirmacdo e determinacdo da concentracdo limiar em que o metal

cobre se torna prejudicial.
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