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RESUMO 

 

O cobre é um metal essencial para as plantas, porém considerado tóxico quando em 

elevadas concentrações na água. No caso de macrófitas aquáticas já foi demonstrado que este 

metal inibe o processo fotossintético e provoca alterações pigmentares. Neste contexto, 

expusemos (96h) a macrófita aquática Potamogeton pectinatus (L.) à diferentes concentrações de 

cobre 1, 10, 100 e 1000 µM para avaliar o potencial bioacumulador da planta, e às concentrações 

de 1, 10 e 100 µM de Cu para verificar os possíveis efeitos do metal na taxa fotossintética (24 e 

96h) em diferentes intensidades luminosas (17, 100, 300 e 500 µmol/m
2
/s), no teor pigmentar 

(96h) e no crescimento das macrófitas (30 dias). Para os experimentos de bioacumulação 

mantivemos um grupo de plantas controle (sem adição de cobre no meio), enquanto que para os 

outros testes mantivemos um grupo controle e um grupo em solução nutritiva de Hoagland 

100%, que contem cobre e outros micronutrientes em concentrações ideais para sobrevivência e 

crescimento de  P. pectinatus. Nossos resultados mostram que a macrófita P. pectinatus é capaz 

de acumular altas concentrações de cobre, sendo que este acúmulo aumenta com a elevação dos 

níveis do metal na água. Apesar de basicamente não haver diferença estatística entre a 

concentração do metal nos diferentes órgãos da planta, as raízes mostraram-se capazes de 

acumular mais cobre que as folhas e caule com base no fator de bioconcentração. Com relação 

aos teores de clorofila “a”, “b” e carotenoides, estes foram menores nas folhas das plantas 

controle em comparação com as plantas em solução de Hogland, mas esta diferença só foi 

significativa nas plantas expostas ao cobre, que apresentaram menor concentração dos teores 

pigmentares já à 1 µM de Cu. Quanto à fotossíntese, em 24h de exposição, novamente 

observamos um efeito negativo da ausência e presença de cobre nas concentrações de 1, 10 e 100 

µM, bem como, um efeito da luminosidade, de forma que as plantas em solução de Hoagland 

apresentaram maior taxa fotossintética quando em 100 µmol/m
2
/s. Em virtude de um aumento na 

respiração em 96h, a fotossíntese, quando ocorreu, foi menor que em 24h e não diferiu entre os 

grupos e luminosidade. Em relação ao crescimento, as plantas perderam biomassa, mas 

mantiveram seus comprimentos e apenas aquelas em solução de Hoagland aumentaram seu 

número de folhas. Ainda, verificou-se clorose e necrose nas plantas controle e expostas ao cobre. 

Diante do exposto, concluímos que a macrófita P. pectinatus acumula altas concentrações de 

cobre, principalmente na raiz, sendo capaz e refletir as concentrações do metal no meio. Esta 

condição, sugere seu uso no biomonitoramento e fitorremediação de locais contaminados por 

cobre. Por outro lado, elas mostram-se sensíveis ao metal pela redução no teor pigmentar e 

fotossíntese, sugerindo estes como mecanismos toxicidade do cobre. 

Palavras chave: metal, acumulação, fotossíntese, pigmentos. 



ABSTRACT 

 

Copper is an essential metal that can be toxic when in excess in the water. It has been 

shown that in aquatic macrophytes copper inhibits photosynthesis and affects its pigment levels.  

In this context, we exposed the aquatic macrophyte Potamogeton pectinatus (L.) to copper 

concentration of 1, 10, 100 e 1000 µM (96h) to evaluate its potential to accumulate this metal 

and to copper concentration of 1, 10, 100 µM to analyze the effects of copper in photosynthesis 

(24 e 96h) at different luminosities (17, 100, 300 e 500 µmol/m
2
/s), pigment levels and plant 

growth (30 days). For the accumulation experiment, we kept plants as a control group (without 

copper in the medium), while for the other tests we kept a control group and plants in 100 % 

Hoagland nutritive solution, which contains copper and other micronutrients at essential 

concentration for P. pectinatus survival and growth. Our results show that P. pectinatus is able to 

accumulate high levels of copper and this situation enhanced with the raise of copper levels in 

the water. Despite no statistical difference was observed between metal concentration in the 

different organs, roots are more efficient in accumulate copper comparing to stems and leaves, 

based on bioconcentration factor. Regarding chlorophyll “a”, “b” and carotenoids, these were 

lower in leaves form control plants in comparison to plants in Hoagland solution, but this 

difference was significant just in plants exposed to copper, that presented lesser levels of 

pigment at 1 µM de Cu. Considering photosynthesis, at 24h test we observed a negative effect of 

absence and presence of copper at 1, 10 and 100 µM, as well as, an effect of luminosity. In fact, 

plants at Hoagland solution presented the best performance of photosynthesis at 100 µmol/m
2
/s. 

Because of an augment of respiration at 96h of experiment, the photosynthesis at this time was 

lower than 24h and luminosity did not interfered in the process. Concerning plant growth, P. 

pectinatus lost weight but preserved their length and just plants in Hoagland solution increased 

their number of leaves. Also, clorosis and necrosis were detected in plants form control group 

and exposed to copper.  Take into account the exposed above, we concluded that P. pectinatus 

accumulates high concentrations of copper, mainly in the roots, being able to reflect 

concentrations this metal in the environment. This condition suggests the use of P. pectinatus in 

biommonitoring and phytoremediation of sites contaminated with copper. On the other hand, this 

plant is sensitive to copper because of reduction in pigment levels and photosynthesis and we 

suggest these alterations as mechanisms of copper toxicity. 

 

Key-words: metal, accumulation, photosynthesis, pigments. 
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2. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O processo de formação populacional e industrial, geralmente, ocorre próximo às 

margens de rios e lagoas, bem como, de regiões costeiras e estuarinas, levando, de forma 

evidente, a problemas de contaminação destes ambientes. Atividades antropogênicas como o 

despejo de efluentes domésticos e industriais, atividades portuárias e atividades agrícolas têm 

promovido um aumento considerável na concentração de poluentes no ambiente aquático e, por 

essa razão, vêm preocupando órgãos ambientais e órgãos relacionados à saúde pública. 

Dentre os contaminantes considerados como “preocupantes” estão os metais que apesar 

de terem fontes naturais advindas, por exemplo, de processos de intemperismos e geoquímicos, 

também são lançados na água em decorrência de atividades antrópicas. Nos ambientes aquáticos, 

os metais podem sedimentar ou ficar suspensos na coluna d’água na forma dissolvida ou 

particulada (Zagatto e Bertoletti, 2006). Quando biodisponíveis, os metais podem ser 

incorporados pelos organismos e, a partir daí, serem distribuídos nos diferentes compartimentos 

dos indivíduos e nos diferentes níveis das cadeias tróficas (Baird e Cann 2011).  

 Geralmente, a absorção dos metais acontece a partir do contato destes com as raízes, que 

são consideradas como o principal órgão absortivo das plantas. Segundo Salt e Rauser (1995), 

duas etapas são importantes no processo de absorção dos metais: a entrada passiva, via apoplasto 

(extracelular), e a entrada ativa, via simplasto (intracelular). Alguns genes envolvidos na 

absorção de metais têm sido caracterizados em plantas, tanto nas partes aéreas quanto nas raízes, 

sendo que estes codificam para proteínas envolvidas no transporte de metais através da 

membrana plasmática, como por exemplo, os genes da família ZIP (Iron Regulated Transporter 

Protein), especialmente ZIP-3, que codificam proteínas capazes de transportar zinco, cádmio, 

cobre e, possivelmente, manganês (Grotz et al., 1998). 

Diversos metais servem como micronutrientes essenciais para as plantas e por isto a 

necessidade de transportadores para os absorverem, no entanto, tais mecanismos de transporte 

parecem não conseguir evitar a entrada destes elementos em quantidades excessivas e/ou tóxicas 

(Larcher, 2000) e, provavelmente, também não impedem a entrada de metais não essenciais. Os 

metais incorporados podem se ligar aos grupos sulfidrila das proteínas, podendo levar à 

alterações nas estruturas e funções proteicas; além disso, devido a capacidade inerente de alguns 

deles em produzir espécies ativas de oxigênio, simplesmente por serem metais de transição, 

podem induzir situação de estresse oxidativo nas plantas (Hall, 2002; Upadhyay e Panda, 2009). 

Quando absorvidos em altas concentrações, estas ações dos metais ficam exageradas e alteram o 

estado fisiológico normal dos organismos.  
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 O cobre é um micronutriente essencial que participa de uma série de funções fisiológicas 

nos organismos (Maksymiec, 1997). Em plantas, ele participa do processo de fotossíntese, 

respiração mitocondrial, sinalização hormonal, etc (Raven et al.,1999), sendo crucial para o 

desenvolvimento normal dos vegetais. No entanto, quando em deficiência ou excesso, o cobre 

pode causar desordens no crescimento dos mesmos (Yruela, 2005). 

 Tem sido demostrado que o cobre intervém na síntese e degradação de pigmentos como 

clorofilas e carotenoides (Mysliwa et al., 2004; Upadhyay e Panda, 2009), sendo que sua ação 

mais comum em plantas é a inibição da formação dos pigmentos fotossintéticos (Yan e 

Pan, 2002). O cobre pode substituir o átomo de magnésio da molécula da clorofila levando a 

perda da eficiência fotossintética da planta, uma vez que as clorofilas substituídas (com cobre ao 

invés magnésio) perdem a capacidade de absorção e transferência da energia e não mantém a 

fotossíntese (Küpper et al., 1998). Neste sentido, a concentração da clorofila é um dos métodos 

mais utilizados na detecção da toxicidade de alguns metais em plantas (Hadad et al., 2011). 

Ademais, o cobre também pode causar mudanças na função e estrutura dos cloroplastos 

tilacóides (e Panda e Choudhury, 2005). No caso de organismos fotossintetizantes, o cloroplasto 

é um dos locais mais vulneráveis à toxicidade pelo excesso de metais. Por exemplo, quando em 

excesso, o cobre interfere no complexo de liberação de oxigênio que envolve a doação de 

elétrons da água para o centro de reação do fotossistema II (Mysliwa et al., 2004). No entanto, as 

manifestações de fitotoxicidade por metais mais fáceis de se evidenciar são: redução do 

crescimento, clorose e necrose das folhas e, posteriormente, sintomas típicos de senescência e 

abscisão (Shaw et al., 2004).Todos os efeitos mencionados até o momento, atingem diretamente 

a capacidade de fotossíntese da planta e, consequentemente, seu crescimento. 

De fato, o crescimento das plantas é outro parâmetro bastante utilizado para avaliar a 

toxicidade dos metais (Köhl e Lösch, 2004). A inibição do crescimento pode ocorrer por 

desordem metabólica, como um efeito direto ou indireto dos metais sobre a taxa fotossintética 

das plantas, e/ou diretamente através de interações dos metais com polissacarídeos da parede 

celular que resultam na redução de sua plasticidade, diminuindo o tamanho das células (Seregin 

e Ivanov, 2001). Geralmente, o crescimento das raízes é mais afetado, possivelmente, por ser 

este o local de maior acúmulo de metais na maioria das espécies vegetais (Liao et al., 2000). 

Zaranyika e Ndapwadza, (1994) observaram a acumulação de vários metais, incluindo o cobre, 

nas raízes da macrófita Eichhornia crassipes. Low e Lee (1990) dizem que, a concentração de 

metais nas raízes é maior que nas folhas e que o processo de transferência destes para as partes 

aéreas da planta é, geralmente, lento.  

O processo de biocumulação refere-se ao aumento de determinado agente químico nos 

organismos vivos comparado à concentração desse agente no meio ambiente e é usado como 
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referência no controle da contaminação da água (Oga e Camargo, 2008). As macrófitas aquáticas 

são reconhecidas como organismos resistentes à contaminação e que podem acumular 

concentrações relativamente elevadas de metais, porém a acumulação desses elementos acima de 

um certo limite pode levar à mudança funcional evidente ou até mesmo a morte da planta, como 

já mencionado anteriormente (Mikryakova, 2002). Por sua capacidade de acumular metais, as 

macrófitas podem indicar ou serem utilizadas para monitorar a qualidade do ambiente, além de 

serem úteis como bioremediadoras em tecnologias de fitorremediação (Valitutto et al., 2006). No 

entanto, ressaltamos aqui que esse potencial bioacumulador das macrófitas pode ter seu lado 

negativo, não apenas por poder causar toxicidade à planta, mas uma vez que elas servem de 

alimento para uma variedade de herbívoros e organismos detritívoros, ao ingerir macrófitas 

contaminadas, estes animais acabam incorporando, via dieta, os metais acumulados nas plantas e 

podem sofrer os efeitos maléficos destes compostos (Gerloff, 1975). 

A capacidade das macrófitas em acumular metais tem sido utilizada em programas de 

monitoramento ambiental para detecção ou monitoramento da qualidade ou contaminação do 

ambiente, uma vez que elas podem refletir em seus órgãos as concentrações destes compostos no 

meio. Por exemplo, Demirezen e Askoy (2004) encontraram uma correlação de 0,79 entre as 

concentrações de cobre na macrófita aquática P. pectinatus e no sedimento e uma correlação de 

0,74 entre a planta e a água, sugerindo esta macrófita como biomonitor para análise da 

contaminação aquática por cobre.  

Ainda, existem alguns estudos de biomonitoramento que exploram o uso biomarcadores 

em plantas aquáticas. Segundo Walker et al. (1996), biomarcadores são alterações biológicas que 

expressam a exposição e ou o efeito tóxico de poluentes presentes no ambiente. Existem 

biomarcadores moleculares, bioquímicos, celulares ou sistêmicos, sendo que alguns deles são 

mais específicos para determinados poluentes. Dentre os biomarcadores bioquímicos já 

utilizados em plantas estão análise de pigmentos e taxa fotossintética. Blankenship (2002) afirma 

que sendo os pigmentos, como as clorofilas, indispensáveis ao metabolismo das plantas, uma 

mudança em seus níveis poderia ser utilizada como biomarcador sinalizando sintomas de 

estresse na planta. 

 Por outro lado, diversos estudos têm sido realizados com plantas aquáticas no intuito de 

usá-las para fitorremediação de metais (Klumpp et al., 2002; Maine et al., 2004). Esta técnica foi 

proposta por Chaney (1983) na década de 80 e consiste em cultivar, em áreas contaminadas, 

plantas que acumulam elementos tóxicos em seus tecidos, tornando-os menos disponíveis no 

ambiente (Chaney et al., 1997; Accioly e Siqueira, 2000; Clemens et al., 2002). A técnica se 

fundamenta em distintas estratégias que as plantas utilizam para sobreviver em ambientes 

contaminados, degradando, extraindo, contendo ou imobilizando contaminantes presentes em 
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solos e águas (Baker e Walker, 1990). A fitorremediação tem sido considerada uma alternativa 

inovadora e de baixo custo quando comparada com a maioria das técnicas de tratamento já 

constituídas para áreas contaminadas (USEPA, 2000). Plantas utilizadas nesse processo são 

conhecidas como hiperacumuladoras, absorvendo quantidades incomuns de elementos, incluindo 

metais, em comparação com outras plantas. Entre as técnicas de fitorremediação estão: fito-

acumulação ou fito-extração, fito-degradação ou fito-transformação, fito-estabilização, fito-

estimulação, fito-volatilização e rizofiltração. A utilização de cada uma delas depende do grupo 

de contaminantes e capacidade de absorção e tolerância das plantas entre outros fatores (Susarla 

et al., 2002). 

A capacidade de acumular metais, incluindo o cobre, e sua toxicidade, não dependem 

apenas da concentração de metal no meio, mas de fatores ambientais que podem alterar a 

biodisponibilidade dos metais e taxa de incorporação dos mesmos. A presença e quantidade de 

complexantes alteram a biodisponibilidade do cobre no meio e sua toxicidade está relacionada à 

presença destes complexantes, bem como, à presença de competidores. Em água doce, as 

variáveis ambientais que mais influenciam a toxicidade de um metal são: pH, quantidade de 

carbono orgânico dissolvido (COD) e dureza da água. O pH aumenta a biodisponibilidade dos 

metais na coluna d’água, pelo processo de competição dos íons H
+
 pelos substratos aniônicos, já 

o COD tem alta afinidade por metal, reduzindo a disponibilidade deste. A dureza por sua vez 

compete com os metais pelos seus sítios de incorporação nos organismos, agindo de forma 

protectiva (DiToro et al., 2001; Santore et al, 2001). Sprenger e McIntosh (1989) mostraram que 

que macrófitas aquáticas que crescem em lagos mais ácidos acumulam mais teores de Pb e Al 

em seus tecidos, enquanto Demirezen e Askoy (2004), evidenciaram uma correlação direta entre 

a queda do pH e a quantidade de chumbo e cadmio acumulado na macrófitas P. pectinatus e 

Typha angustifolia e a queda no pH. 

As macrófitas aquáticas são importantes constituintes dos sistemas aquáticos e atuam 

como verdadeiros filtros biológicos, o que faz com que pesquisadores queiram compreender suas 

funções no ambiente aquático e seus mecanismos de tolerância aos metais (Nigam et al., 1998; 

Di Toppi, 2007). Irgang e Gastal Jr. (1996) descreveram as macrófitas aquáticas como sendo 

vegetais visíveis a olho nu que tenham suas partes fotossintetizantes ativas permanente ou 

durante alguns meses do ano, totalmente ou parcialmente submersas em água doce ou salobra. 

Apesar de ocuparem o ambiente aquático, as macrófitas são taxonomicamente próximas das 

plantas terrestres (Vardanyan e Ingole, 2006). A longo da sua evolução, as macrófitas voltaram-

se do ambiente terrestre para o aquático e por esta razão apresentam ainda várias características 

de vegetais terrestres, como a presença de cutícula, embora fina, e de estômatos, que na maioria 

das espécies, não são funcionais. Elas apresentam grande capacidade de adaptação e grande 
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amplitude ecológica e estão classificadas em diversos grupos: (i) emersas, (ii) flutuantes, (iii) 

submersas enraizadas, (iv) submersas livres e (v) enraizadas com folhas flutuantes (Esteves, 

1998). Possuem um papel de destaque como produtoras primárias em ecossistemas aquáticos 

continentais, oferecendo habitats e áreas de crescimento e desenvolvimento para muitos outros 

organismos. Nos últimos anos, sua importância nos processos de avaliação de risco ambiental 

tem sido reconhecida devido ao seu alto poder bioacumulador (Hoffman et al., 1985).  

A macrófita Potamogeton pectinatus (L.), família Potamogetonaceae, é uma espécie de 

macrófita enraizada que cresce totalmente submersa na água e que, geralmente, pronuncia suas 

estruturas reprodutivas acima do nível da água, é característica de regiões temperadas. A P. 

pectinatus possui folhas finas e alongadas, com ramos delgados e crescimento apical. 

Desenvolve-se em abundancia quando as condições ambientais são favoráveis e apresenta 

diferentes ciclos de vida, mas as principais formas de reprodução e distribuição se dão por meio 

da fragmentação de rizomas ou tubérculos subterrâneos (Colares et al., 2007). Possui distribuição 

pelos sistemas de rios, lagoas e áreas costeiras com baixa salinidade. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Estudar possíveis efeitos da exposição ao cobre na macrófita aquática Potamogeton 

pectinatus (L.) e avaliar sua utilização no biomonitoramento ou fitorremediação de corpos de 

água contaminados por este metal. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar a capacidade das macrófitas aquáticas submersas P. pectinatus em acumular 

cobre quando expostas agudamente (96h) ao metal; 

 Analisar os efeitos do cobre sobre o teor de pigmentos (clorofila e carotenoides), taxa de 

fotossíntese, crescimento, clorose e necrose das macrófitas P. pectinatus expostas ao 

cobre (96h);  

 Avaliar a utilização da espécie P. pectinatus para o biomonitoramento e/ou 

fitorremediação de ambientes contaminados por cobre. 
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Resumo 36 

 37 

No presente trabalho avaliamos o potencial bioacumulador da macrófita aquática 38 

Potamogeton pectinatus (L.) em relação ao cobre e os efeitos do metal na fotossíntese, teor 39 

pigmentar e crescimento das macrófitas (30 dias). Para os experimentos de bioacumulação 40 

mantivemos um grupo de plantas controle sem adição de cobre no meio, enquanto que para os 41 

outros testes mantivemos um grupo controle e um grupo em solução nutritiva de Hoagland. 42 

Nossos resultados mostraram que a macrófita é capaz de acumular altas concentrações de cobre. 43 

Dentre os órgãos analisados, as raízes mostraram-se capazes de acumular mais cobre. O teor de 44 

pigmentos foi menor nas plantas controle em comparação com as plantas em solução de 45 

Hogland, mas esta diferença só foi significativa nas plantas expostas ao cobre. O melhor 46 

desempenho fotossintético foi das plantas em solução nutritiva Hoagland à 100 µmol/m
2
/s. Em 47 

virtude de um aumento na respiração em 96h, a fotossíntese, quando acorreu, foi menor que em 48 

24h e não diferiu entre os grupos e luminosidade. As plantas perderam biomassa, mas 49 

mantiveram seus comprimentos ao longo dos 30 dias de teste e apenas aquelas em Hoagland 50 

aumentaram seu número de folhas. Verificou-se clorose e necrose nas plantas controle e expostas 51 

ao cobre. Com base nos resultados, concluímos que a P. pectinatus, por ser uma 52 

hiperacumuladora de cobre, é passível de ser usada no biomonitoramento e fitorremediação de 53 

locais contaminados. Por outro lado, elas são sensíveis ao cobre pela redução no teor pigmentar e 54 

taxa fotossintética, sugerindo estes como mecanismos toxicidade do metal. 55 

 56 

Palavras chave: metal, acumulação, fotossíntese, pigmentos. 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 

 67 

 68 

 69 

 70 
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5.1 Introdução 71 

 72 

O cobre (Cu) é um elemento essencial para as plantas e está envolvido em inúmeros 73 

processos fisiológicos nestes organismos (Maksymiec, 1997), no entanto, ele pode se tornar 74 

tóxico quando em deficiência ou excesso no meio (Mal, 2002). O cloroplasto, particularmente é 75 

um dos locais mais vulneráveis à toxicidade do cobre, que interfere na cadeia transportadora de 76 

elétrons, diminuindo as taxas de transferência eletrônica, ao ligar-se à diferentes locais do 77 

fotossistema II (Maksymiec, 1997). A toxicidade do cobre ainda pode ser resultante da inibição 78 

protéica por sua interação direta com grupos sulfidrilas presentes nas proteínas (Viarengo, 1985). 79 

Além disso, sua propriedade redox á capaz de induzir a geração de espécies reativas de oxigênio, 80 

que ao reagir com biomoléculas pode causar danos como, por exemplo, a peroxidação lipídica de 81 

membrana (Teisseire e Guy, 2000; Upadhyay e Panda, 2009). Para combater as espécies ativas 82 

de oxigênio, as plantas contam com um arsenal antioxidante (enzimático e não enzimático) que 83 

deve ser ativado evitando uma condição de estresse oxidativo (Teisseire e Guy, 2000).  84 

Outros efeitos decorrentes da presença do cobre são alterações na síntese e degradação de 85 

pigmentos envolvidos no processo fotossintético (Yan e Pan, 2002; Mysliwa et al., 2004; 86 

Upadhyay e Panda, 2009), com consequente clorose e necrose foliar. O cobre pode substituir o 87 

átomo de magnésio da molécula da clorofila levando a perda da eficiência fotossintética da 88 

planta, uma vez que as clorofilas substituídas (com cobre ao invés magnésio) perdem a 89 

capacidade de absorção e transferência da energia e não mantém a fotossíntese (Küpper et al., 90 

1998). Ao afetar a fotossíntese, seja por interagir diretamente com os complexos fotossintéticos 91 

ou por interferir no teor pigmentar das plantas, o cobre acaba, consequentemente, afetando o 92 

crescimento das mesmas. Geralmente, o crescimento das raízes é o mais afetado pelos metais, 93 

possivelmente, por este ser o local de maior acúmulo de metais na maioria das espécies vegetais 94 

(Liao et al., 2000). 95 

Apesar dos efeitos danosos do cobre, muitas plantas são altamente resistentes a este 96 

metal, podendo absorvê-lo e acumulá-lo em grandes quantidades. Estudos demonstram que 97 

diversas espécies de macrófitas aquáticas, incluindo as do gênero Potamogeton, são capazes de 98 

acumular metais em seus tecidos em concentrações bem superiores àquelas do ambiente (Jain et 99 

al., 1989; Zayed et al., 1998; Miretzky et al., 2004; Demirezen e Askoy, 2004). Esta acumulação 100 

de metais pode ser diferenciada quanto aos órgãos da planta e, muitas vezes, a concentração de 101 

metais nas raízes é maior que nas folhas, provavelmente por ser a raiz o principal órgão de 102 

absorção de substâncias a partir do meio ambiente (Low e Lee, 1990). Dada esta capacidade de 103 

acumular metais, o uso de macrófitas aquáticas tem sido sugerido em programas de 104 

monitoramento ambiental para indicar a presença ou monitorar os níveis de contaminantes 105 
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metálicos no ambiente (Demirezen e Askoy, 2004; Zhou et al., 2008). Dentre as macrófitas 106 

candidatas ao biomonitoramento está a Potamogeton pectinatus L. que é uma espécie de 107 

macrófita submersa enraizada, pertencente à família Potamogetonaceae, que cresce totalmente 108 

submersa na água e apresenta ampla distribuição pelos sistemas de rios, lagoas e áreas costeiras 109 

com baixa salinidade (Colares et al., 2007). 110 

Uma outra utilidade para as macrófitas hiperacumuladoras é seu uso em processos de 111 

fitorremediação de locais contaminados por metais. Esta técnica foi proposta por Chaney (1983) 112 

na década de 80 e consiste em cultivar, em áreas contaminadas, plantas que acumulam elementos 113 

tóxicos em seus tecidos, tornando-os menos disponíveis no ambiente (Chaney et al., 1997; 114 

Accioly e Siqueira, 2000; Clemens et al., 2002). A fitorremediação tem sido considerada uma 115 

alternativa inovadora e de baixo custo quando comparada com a maioria das técnicas de 116 

tratamento já constituídas para áreas contaminadas (USEPA, 2000).  117 

Tendo em vista o exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial bioacumulador de 118 

cobre na macrófita aquática P. pectinatus (L.), para o cobre e os possíveis efeitos deste metal 119 

sobre a taxa fotossintética, teor pigmentar e crescimento da planta.  120 

 121 

5.2. Material e métodos 122 

 123 

5.2.1 Coleta e aclimatação do material biológico 124 

 125 

As macrófitas Potamogeton pectinatus utilizadas nesse estudo foram coletadas 126 

manualmente na região Área de Proteção Ambiental (APA) da Lagoa Verde (32º07.923.’ S e 127 

52º10.858.’ W), localizada às margens da ERS-734 no sul do Brasil (Rio Grande, RS) As plantas 128 

foram medidas, (aproximadamente 15 cm de comprimento da ponta do caule à ponta da raiz), 129 

lavadas em água da torneira, depois em água destilada e movidas para incubadora DBO onde 130 

foram aclimatadas por 15 dias em aquários de vidro contendo água doce declorada enriquecida 131 

com solução de Hoagland (Hoagland e Arnold, 1950) na proporção de 10 plantas para 1 L de 132 

meio. A solução de Hoagland é uma solução nutritiva que contém micronutrientes nas 133 

concentrações essenciais para a planta. No período de aclimatação, o meio foi renovado a cada 134 

três dias para reposição dos nutrientes. O fotoperíodo e temperatura de aclimatação foram 135 

mantidos em 12 horas de luz e 12 horas de escuro e 23°C, respectivamente. A intensidade 136 

luminosa média foi de 114,33 ± 4,70 µmol / m
2 
/s, medida com um sensor de radiação Li-Cor 137 

Radiation Sensor LI-1400 Datalogger. 138 

 139 

 140 
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5.2.2 Experimento de bioacumulação 141 

 142 

 Após aclimatação por 15 dias, as plantas P. pectinatus foram novamente lavadas em água 143 

destilada, medidas (15,84 ± 0,72 cm da ponta do caule à ponta da raiz) e, então, colocadas (n=5) 144 

em béquers de 1 L, contendo 500 ml de água doce declorada com cobre nas seguintes 145 

concentrações: 1, 100 e 1000 µM CuCl2.2H2O, onde ficaram expostas por 96h. Um grupo 146 

controle (n=5) foi mantido em água doce declorada sem adição de cobre, durante todo o 147 

experimento. O experimento foi mantido em incubadora DBO, nas mesmas condições de 148 

fotoperíodo, temperatura e luminosidade do período de aclimatação. O cobre foi adicionado ao 149 

meio (água declorada) 24h antes do experimento para pré-equilibrar com o mesmo e o meio foi 150 

renovado a cada 24h ao longo de todo o teste. Antes da introdução das plantas e após 24h de 151 

teste, uma alíquota de água (10 ml) foi retirada de cada tratamento, incluindo controle, para 152 

análise de cobre total, enquanto outra alíquota (10 ml) foi retirada e filtrada (0,45 µM) para 153 

análise de cobre dissolvido. As amostras de água foram acidificadas (1 % HNO3) e armazenadas 154 

para posterior análise do cobre. Após as 96h de exposição, as plantas foram lavadas em solução 155 

de EDTA (12 mM), para remoção do metal adsorvido, e separadas em folhas, caules e raízes. Os 156 

órgãos foram individualmente pesados (peso úmido) e colocados em estufa por 4 dias à 60
 o
C 157 

para secagem, quando foram novamente pesados (peso seco). Os órgãos secos foram digeridos 158 

em HNO3 (65% - Merck ultra puro) também pelo período de 4 dias e diluídos em água MiliQ 159 

para análise de cobre. As amostras tanto de água quanto biológicas foram analisadas em relação 160 

ao conteúdo de cobre por espectrofotometria de absorção atômica – modo chama (Avanta 932 161 

Plus – GBC, Hampshire, Il USA). A quantidade de cobre nas amostras biológicas foi relativizada 162 

por grama de massa fresca dos respectivos órgãos. 163 

 Para verificar se as macrófitas acumularam cobre foi calculado o fator de 164 

bioconcentração, expresso pela relação entre a concentração de cobre nos órgãos das macrófitas 165 

e a concentração de cobre na água. 166 

 167 

5.2.3 Experimentos para análises de taxa fotossintética, teor pigmentar e crescimento 168 

 169 

Para os experimentos de análise de fotossíntese, do teor pigmentar e crescimento, as 170 

macrófitas P. pectinatus foram medidas da ponta do caule à ponta da raiz e pesadas (10,83 ± 171 

0,040 cm e 0,71 ± 0,003 g de massa fresca); depois foram expostas ao cobre nas concentrações 172 

de 1, 10, 100 µM CuCl2.2H2O, em béqueres na proporção de 10 plantas para 1 L de água (n =10 173 

plantas para as análises de teor pigmentar, n =10  crescimento e n =15 plantas para a 174 

fotossíntese). O cobre foi adicionado ao meio nutritivo de Hoagland sem cobre. Ainda, dois tipos 175 
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de grupos controles foram mantidos ao longo dos testes: um grupo de plantas ficou em solução 176 

de Hoagland sem adição de cobre e um grupo em solução nutritiva de Hoagland 100 %, ou seja, 177 

com cobre e nas concentrações ideias para sobrevivência e crescimento de P. pectinatus. O 178 

primeiro grupo denominamos controle e o segundo chamamos de Hoagland. As respostas 179 

fotossintéticas foram medidas após 24 e 96h de exposição ao cobre em diferentes condições de 180 

iluminação: escuro, 17, 100, 300 e 500 µmol/m
2
/s. A concentração dos pigmentos carotenoides e 181 

clorofila “a” e “b” foi medida após 96h de teste, enquanto que as análises de crescimento foram 182 

feitas no decorrer do período de 30 dias. Para cada análise foi conduzido um experimento 183 

separado, mas todos em incubadoras DBO, nas mesmas condições de fotoperíodo, temperatura e 184 

luminosidade do período de aclimatação. Da mesma forma que para o experimento de 185 

bioacumulação, o cobre foi adicionado ao meio 24h antes do início de cada experimento para 186 

pré-equilibrar com o mesmo. O meio foi renovado a cada 24h ao longo de todos os testes. Antes 187 

da introdução das plantas e após 24h de teste, uma amostra de água (10 ml) foi retirada de cada 188 

tratamento, incluindo controle e Hoagland, para análise de cobre total, enquanto outra amostra 189 

(10 ml) foi retirada e filtrada (0,45 µM) para análise de cobre dissolvido. Para os testes de 190 

fotossíntese e teor pigmentar, as amostras de água foram coletadas diariamente, enquanto que 191 

para o experimento de crescimento (30 dias), apesar da renovação diária de água, amostramos o 192 

meio nos tempos 0 e 24h apenas no primeiro, sétimo, décimo quarto, vigésimo primeiro e 193 

trigésimo dia de teste. As amostras de água foram acidificadas (1 % HNO3) e armazenadas para 194 

posterior análise do cobre por espectrofotometria de absorção atômica – modo chama (Avanta 195 

932 Plus – GBC, Hampshire, Il USA).  196 

Para o crescimento consideramos os seguintes parâmetros: biomassa, comprimento 197 

longitudinal da extremidade da raiz à extremidade do caule e número de folhas. As plantas 198 

tiveram sua biometria registrada (massa fresca, comprimento longitudinal e número de folhas) no 199 

início do teste e aos 10, 20 e 30 dias de exposição ao cobre. As macrófitas foram devidamente 200 

identificadas com barbantes coloridos amarrados em seus caules para que não houvesse troca de 201 

espécimens no momento das análises. Os dados de crescimento com base na biomassa foram 202 

expressos considerando-se a variação de crescimento relativizado pelo tempo total de exposição 203 

em dias  204 

Após 30 dias de teste identificamos o percentual de plantas que apresentavam clorose 205 

e/ou necrose foliar. A condição de clorose foi identificada como pontos de coloração amarelada 206 

nas folhas e a condição de necrose como pontos de coloração marrom. 207 

 208 

 209 

 210 
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5.2.4 Resposta fotossintética 211 

 212 

  A taxa de fotossíntese foi determinada nas macrófitas, após o período de exposição 213 

aguda ao cobre (24 e 96h) em diferentes intensidades de iluminação (escuro, 17, 100, 300 e 500 214 

µmol/m
2
/s), através da técnica de evolução do oxigênio dissolvido. (2007). Para cada tratamento 215 

(controle, Hoagland, 1, 10 e 100 µM de Cu) usamos 15 plantas, sendo estas distribuídas nas 216 

diferentes intensidades luminosas, incluindo o escuro. Para efeitos de padronização foram 217 

utilizadas apenas as folhas da região apical dos rizomas. Os experimentos foram realizados em 218 

garrafas de DBO de 300 ml, preenchidas com água doce declorada. As garrafas foram mantidas 219 

submersas em uma câmara de incubação com água circulante na temperatura de 20ºC por duas 220 

horas, e as garrafas foram dispostas e cobertas com filtros conforme às diferentes intensidades 221 

luminosas (17, 100, 300 e 500 µmol/m
2
/s) medidas com um sensor de radiação Li-Cor Radiation 222 

Sensor LI-1400 Datalogger. Leituras da concentração de oxigênio dissolvido foram realizadas 223 

antes e logo após a incubação utilizando um oxímetro (Digimed DMO-2). Após as medidas das 224 

taxas fotossintéticas, as macrófitas expostas ao cobre por 24 e 96h foram secas por 4 dias à 60
 o
C 225 

e pesadas para obtenção do peso seco. As medidas de fotossíntese líquida com base nos valores 226 

de evolução do oxigênio foram determinadas utilizando as equações de Stricland e Parsons 227 

(1972). 228 

 229 

5.2.5 Determinação do teor de pigmentos 230 

   231 

As medidas de clorofila e carotenoides foram analisadas nas macrófitas controles, em 232 

solução de Hoagland e expostas à 1, 10 e 100 µM de Cu por 96h, de acordo Lichtenthaler 233 

(1987). Para tanto, folhas de P. pectinatus foram pesadas. Cerca de 0,5 g de massa fresca desse 234 

material foi macerado em 7 mL de acetona 80% e filtrado utilizando um funil forrado com papel 235 

filtro umedecido em 2 mL de acetona 80%. Seguindo a filtragem do macerado, o resíduo que 236 

ficou no papel filtro foi lavado com 4mL de acetona 80% e o volume do filtrado foi completado 237 

para 20 mL com acetona 80%. As amostras foram lidas em espectrofotômetro com três 238 

comprimentos de onda distintos: 470 nm (carotenoides), 663 nm (clorofila a) e 647 nm (clorofila 239 

b). 240 

 241 

 242 

 243 

 244 

 245 
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5.2.6 Análise estatística 246 

 247 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão. As diferenças entre os tratamentos 248 

para a análises de bioacumulacão, taxa fotossintética, teor pigmentar e crescimento foram 249 

analisadas por ANOVA-one way. Quando houve diferença estatística aplicou-se o teste a 250 

posteriori de Tukey. O nível de significância adotado foi de 95% (α = 0,05). A homogeneidade e 251 

homocedasticidade das amostras foram previamente testadas antes da aplicação dos testes 252 

estatísticos.  253 

 254 

5.3 Resultados 255 

  256 

 A concentração de cobre nas folhas, caules e raízes das macrófitas P. pectinatus é 257 

apresentada na Figura 1. Podemos observar que o cobre foi detectado em todos os órgãos e em todas 258 

as concentrações testadas, incluindo o controle. De maneira geral, a concentração de cobre nos 259 

tecidos aumentou com o aumento dos níveis de cobre no meio, mostrando que as macrófitas são 260 

capazes de bioconcentrar o metal. Os fatores de bioconcentração nas folhas, caules e raízes, 261 

respectivamente, foram: 258, 90 ± 20,76, 190,87 ± 10,92 e 988,44 ± 406,31 para as macrófitas 262 

expostas à concentração de 10 µM de Cu; 112,55 ± 9,38, 172,03 ± 68,43 e 226,38 ± 43,70 para 263 

as expostas à 100 µM de Cu; e 2086,21 ± 419, 2791,802 ± 213,00; e 3931,77 ± 774,012 para as 264 

submetidas à 1000 µM de Cu. Assim, apesar de a Figura 1 mostrar que praticamente não houve 265 

diferença na concentração de cobre entre os diferentes órgãos, os fatores de bioconcentrações 266 

calculados com base na relação entre o conteúdo de metal nos órgãos e na água, mostrou que as 267 

raízes são capazes de acumular mais metais que as folhas e caule. De fato, uma diferença na 268 

concentração organogênica de cobre foi observada apenas nas plantas expostas à 10 µM, que 269 

apresentaram maiores níveis do metal nas suas raízes e folhas em relação aos seus caules. O fator 270 

de bioconcentração foi calculado apenas para as concentrações de 10, 100 e 1000 µM de Cu 271 

porque só conseguimos detectar o cobre na água nestes tratamentos devido ao baixo limite de 272 

detecção do equipamento (Espectrofotômetro de absorção atômica – modo chama: Avanta 932 Plus 273 

– GBC, Hampshire, Il USA). A quantidade de cobre total e dissolvido na água não variou entre 0 274 

e 24h de teste, sendo que os valores médios para as concentrações de 10, 100 e 1000 µM de Cu 275 

foram de 15,19 ± 1,34, 101,80 ± 3,02 e 1104, 20 ± 83,3 µM de Cu total e 16,59 ± 1,53, 142,87 ± 276 

7,32 e 966,56 ± 62,28  µM de Cu dissolvido, respectivamente. É importante ressaltar, que estes 277 

valores de cobre no meio são uma média dos valores encontrados no experimento de 278 

bioacumulação e nos experimentos para avaliação dos efeitos do metal, onde medimos 279 
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basicamente a taxa fotossintética, teor pigmentar e crescimento, cujos resultados estão descritos 280 

a seguir.  281 

As respostas fotossintéticas das plantas em 24h e 96h de experimento são mostradas nas 282 

Figuras 2A e 2B, respectivamente. Na Figura 2A, observamos tanto um efeito do cobre (presença 283 

e ausência) quanto da intensidade luminosidade sobre a taxa de fotossíntese das plantas, sendo 284 

que as plantas imersas em solução de Hoagland apresentaram maior taxa fotossintética, seguidas 285 

das plantas do grupo controle e depois das plantas expostas à 1 µM do metal. As macrófitas 286 

expostas à 10 e 100 µM de Cu não realizaram resposta fotossintétcia neste tempo experimental 287 

(24h). Na Figura 2A, também notamos que a melhor intensidade luminosa para a fotossíntese da 288 

P. pectinatus é a de 100 µmol / m
2 

/ s, enquanto que nas outras intensidades testadas (17, 300 e 289 

500 µmol / m
2 

/ s) o processo é reduzido. Em 96h (Figura 2B), as plantas que realizaram 290 

fotossíntese foram as do grupo controle, submersas em solução de Hoagland e expostas à 100 291 

µM de Cu. Podemos observar que a taxa fotossintética não diferiu entre os grupos, exceto para a 292 

intensidade de 300 µmol / m
2 
/ s, quando as plantas expostas à 100 µM de Cu tiveram um 293 

desempenho reduzido em relação às demais. Notamos ainda que as plantas controle mantiveram 294 

uma taxa de fotossíntese bem semelhante àquela apresentada em 24h, mas as plantas em 295 

Hoagland tiveram sua fotossíntese reduzida em aproximadamente duas vezes. Não houve efeito 296 

da intensidade luminosa sobre a taxa de fotossíntese às 96h de experimento. A redução da 297 

fotossíntese em 96h coincide com um aumento na respiração das plantas neste tempo, com 298 

mostra a Figura 3.  299 

A Figura 4 exibe a concentração dos pigmentos (clorofila “a”, clorofila “b” e 300 

carotenoides) ao final do experimento (96h). Diferentemente da fotossíntese, medimos o teor dos 301 

pigmentos somente às 96h por ser este um parâmetro que depende de síntese e degradação, 302 

processos que são mais demorados que a fotossíntese que é uma medida fisiológica imediata. 303 

Podemos verificar que o teor pigmentar da planta está diretamente relacionado ao meio em que 304 

ela está. As maiores concentrações pigmentares foram detectadas nas P. pectinatus em solução 305 

nutritiva de Hoagland, que contém cobre nas concentrações ideais para a sobrevivência desta 306 

espécie. Já, na ausência total do metal (controle), houve uma redução (não significativa) nos 307 

níveis de clorofila “a”, clorofila “b” e carotenoides, mas essa redução foi significante apenas nas 308 

plantas expostas ao cobre (1, 10 e 100 µM Cu). Para clorofila “a” e carotenoides a redução no 309 

teor pigmentar foi diretamente proporcional às concentrações de exposição ao metal.  310 

A taxa de crescimento mostrada na Figura 5 foi calculada com base na biomassa das 311 

plantas, considerando-se a variação de crescimento relativizado pelo tempo total de exposição 312 

em dias. Exceto para as macrófitas tratadas com de 10 µM Cu, este experimento teve duração de 313 

30 dias, pois as mesmas morreram em 10 dias de teste. Todas as macrófitas tiveram sua taxa de 314 
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crescimento reduzida, sendo esta redução maior nas plantas expostas à 10 µM Cu (Figura 5). Em 315 

relação ao crescimento com base no tamanho da planta, também apenas as P. pectinatus expostas 316 

à 10 µM Cu tiveram seu comprimento reduzido, as outras permaneceram do mesmo tamanho ao 317 

longo do teste, inclusive aquelas que começaram maiores continuaram maiores e vice-versa 318 

(Figura 6). Por outro lado, o número de folhas aumentou significantemente para as plantas 319 

imersas em solução nutritiva de Hoagland, enquanto que para as controles e expostas à 1 µM de 320 

Cu, este número não variou estatisticamente (Figura 7). O número de folhas aumentado nas 321 

plantas em solução nutritiva de Hoagland não se refletiu na sua taxa de crescimento, que 322 

diminuiu com base na massa fresca, e nem no seu comprimento, que não se alterou. Novamente, 323 

na concentração de 10 µM de Cu houve um déficit e as plantas perderam folhas.  324 

 Quanto à presença de clorose e necrose, observamos que ao final do experimento (30 dias 325 

para as plantas controle, em solução de Hoagland e expostas à 1 e 100 µM, e 10 dias para as 326 

plantas expostas à 10 µM) 50 % das plantas controles apresentavam clorose e 20 % necrose, 327 

enquanto que nenhuma planta em solução de Hoagland apresentou estes sintomas. Na 328 

concentração de 1 µM de Cu 100 % das plantas apresentavam clorose e 20 % necrose e nas 329 

concentrações de 10 e 100 µM de Cu 100 % das macrófitas apresentaram ambos os sintomas. O 330 

grau de clorose ou necrose não foi quantificado, apenas ausência e presença. 331 

 332 

5.4 Discussão 333 

 334 

 A capacidade das macrófitas aquáticas P. pectinatus em acumular cobre foi medida no 335 

primeiro experimento deste estudo, quando as plantas foram expostas à diferentes concentrações 336 

de cobre e, depois, analisadas quanto à presença e concentração do metal em seus órgãos. 337 

Verificamos que todas as plantas possuíam cobre nas raízes, caules e folhas o que se deve ao fato 338 

de o cobre ser um micronutriente essencial para estes vegetais. Ainda, constatamos que a partir 339 

da concentração de 1 µM de Cu, as plantas passaram efetivamente a acumular o metal em seus 340 

tecidos, sendo que esta acumulação não saturou até a maior concentração testada que foi de 1000 341 

µM de Cu. De fato, quando expostas à 1000 µM de Cu (63,5 mg/L de Cu) por 96h, as plantas 342 

acumularam cerca de 3,5 mg de Cu/g de massa fresca em suas raízes e aproximadamente 2 mg 343 

de Cu/g de massa fresca em seus caules e folhas. A capacidade que a P. pectinatus tem de 344 

acumular cobre é maior do que outras plantas aquáticas submersas como o caso da Ceratoplylum 345 

demersum (Devi e Prassad, 1998), que acumula 315 µg de Cu/g de peso seco quando exposta à 346 

250 µg/L de Cu e Myriophyllum aquaticum que concentra 156 µg de Cu/g de peso seco nas suas 347 

folhas quando em local com altas concentrações de cobre no sedimento (36 µg/g) (Cardwell et 348 

al., 2002). O enriquecimento de P. pectinatus com cobre é similar ao de Nelumbo nucifera 349 
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(Mishra, 2009), Hydrila verticilatta (Xue et al., 2010) e outras plantas do gênero Potamogeton 350 

como Potemogeton malaianus (Miq.) (Peng et al., 2008) e  Potamogetum natans (Fritioff e 351 

Greger, 2006). Estudos com N. nucifera mostram que esta macrófita é capaz de acumular altas 352 

concentrações de cádmio e cobre ao longo de 7 dias de exposição aos metais, sendo que no caso 353 

do cobre não se observa saturação até a concentração de 10 mg/L (máxima concentração testada 354 

no estudo) (Mishra, 2009). Observou-se ainda, que na concentração de 10 mg/L de Cu, a N. 355 

nucifera acumula 2,42 mg de Cu/g de massa seca (Mishra, 2009); valor aproximadamente 3x 356 

vezes menor do que a concentração que encontramos para P. pectinatus expostas à 1000 µM ou 357 

63,5 mg de Cu/L, relativizada pela massa fresca. Cabe salientar, que o fato de termos 358 

relativizado a concentração de cobre nos tecidos por grama de peso úmido, subestima os valores 359 

do metal nos órgãos, simplesmente pelo fato de o peso úmido deste cerca de 10 vezes maior do 360 

que o peso seco (dados não publicados). Na mesma linha, Xue et al., (2010) verificaram que as 361 

macrófitas H. verticilatta têm capacidade de incorporar e acumular altas concentrações de cobre, 362 

principalmente em suas folhas e caule, chegando à 1 mg de Cu/g de peso seco quando expostas 363 

por 96h à 5 mg/L do metal. Denga et al. (2004), analisando o potencial bioacumulador de 12 364 

diferentes espécies de macrófitas aquáticas para os metais cobre, zinco, cádmio e chumbo 365 

concluem que a acumulação de metais por estas plantas varia entre espécies, populações e 366 

tecidos. Neste sentido, apesar de não termos observado diferença estatística entre a concentração 367 

de cobre nos órgãos (raiz, caule e folhas), exceto para a concentração de 10 µM de Cu; quando 368 

levamos em consideração o fator de bioconcentração, vemos que as raízes são as principais 369 

concentradoras do metal.  370 

Estudos anteriores sobre a acumulação de vários íons metálicos por plantas aquáticas, 371 

incluindo as do gênero Potamogeton, demonstram que o acúmulo da maioria dos metais é maior 372 

nas raízes do que em outras partes das plantas (Cardwell et al., 2002; Demirezen e Askoy, 2004; 373 

Fritioff e Greger, 2006; Yabanli et al., 2014). No entanto, Guilizzoni (1991) relata que a 374 

absorção de metais pelas folhas de macrófitas submersas torna-se especialmente maior quando as 375 

concentrações do metal no ambiente são elevadas, o que pode explicar as altas concentrações de 376 

cobre nas folhas e caules de P. pectinatus, além das raízes. Fritioff e Greger (2006) verificaram 377 

que a macrófita P. natans é capaz de incorporar metais tanto pelas folhas, quanto pelos caules e 378 

raízes, com maior acumulo encontrado nas raízes; observaram ainda que em condições de 379 

ambientes com elevadas concentrações de metais no meio, a incorporação de cobre pelas raízes, 380 

acaba sendo limitada pela competição com outros metais. Segundo Xue et al., (2010), existe uma 381 

translocação de cobre nas plantas, tanto do ápice para a base da planta (sugerindo que a 382 

translocação decrescente de cobre possa ocorrer através do floema) como da base para o ápice 383 

(sugerindo que a translocação ascendente de cobre ocorra através do xilema).  384 
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O acúmulo de metais não depende apenas da concentração do metal no meio, mas de 385 

fatores ambientais que podem alterar sua biodisponibilidade e taxa de incorporação. A presença 386 

e quantidade de complexantes alteram a biodisponibilidade do cobre no meio e sua toxicidade 387 

está relacionada à presença destes complexantes, bem como, à presença de competidores. Em 388 

água doce, as variáveis ambientais que mais influenciam a toxicidade de um metal são: pH, 389 

quantidade de carbono orgânico dissolvido (COD) e dureza da água. O pH aumenta a 390 

biodisponibilidade dos metais na coluna d’água, pelo processo de competição dos íons H
+
 pelos 391 

substratos aniônicos, já o COD tem alta afinidade por metal, reduzindo a disponibilidade deste. 392 

A dureza por sua vez compete com os metais pelos seus sítios de incorporação no organismo, 393 

agindo de forma protectiva (DiToro et al., 2001; Santore et al, 2001). Sprenger e McIntosh 394 

(1989) mostraram que macrófitas aquáticas que crescem em lagos mais ácidos acumulam mais 395 

metais (Pb e Al no caso do estudo) em seus tecidos. Demirezen e Askoy (2004) evidenciaram 396 

uma correlação direta entre a quantidade de chumbo e cádmio acumulados nas macrófitas P. 397 

pectinatus e Typha angustifólia e a queda no pH. 398 

A capacidade das macrófitas em acumular metais tem sido utilizada em programas de 399 

monitoramento ambiental para detecção e monitoramento da qualidade do ambiente 400 

contaminado por metais. Isto, porque elas podem refletir em seus órgãos as concentrações destes 401 

compostos no meio. Por exemplo, Demirezen e Askoy (2004) encontraram uma correlação de 402 

0,79 entre as concentrações de cobre na macrófita aquática P. pectinatus e no sedimento e uma 403 

correlação de 0,74 entre a planta e a água, sugerindo esta macrófita como um bom biomonitor 404 

para análise da contaminação aquática por cobre. Outro exemplo utilizando P. pectinatus é o 405 

estudo realizado por Peng et al. (2008) que verificou correlações positivas entre as concentrações 406 

de zinco, cobre e manganês na água e nas folhas de P. pectinatus e P. malaianus, indicando o 407 

uso de ambas as espécies para monitorar estes metais no meio. 408 

De acordo com Demirezen e Askoy (2004), dentre as macrófitas do gênero Potamogeton, 409 

apenas a P. pectinatus tolera condições ambientais mais extremas como alta salinidade e 410 

alcalinidade, porém não se mantém bem em ambientes com baixo pH e pobre em nutrientes. Esta 411 

espécie é bastante tolerante a ambientes aquáticos eutrofizados e pode ser a única espécie de 412 

macrófita presente em ambientes altamente poluídos. Entretanto, nossos dados mostram uma 413 

sensibilidade relativamente alta da P. pectinatus ao cobre, mesmo em concentrações 414 

ambientalmente relevantes, como é o caso de 1 µM de Cu. Como visto nas Figuras 2A, na 415 

ausência e presença do cobre em concentrações acima das necessárias para a macrófita, houve 416 

inibição da fotossíntese, sendo que apenas na concentração de 1µM de Cu o processo foi 417 

detectado. Além disso, outro fator que influencia a fotossíntese é a luminosidade. De fato, a 418 

melhor intensidade luminosa para P. pectinatus é próxima a 100 µmol/m
2
/s (Colares et a., 2007), 419 
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enquanto que as outras intensidades testadas acabam por inibir o processo, sendo que a de 500 420 

µmol/m
2
/s foi a pode ter causado fotoinibição, pois além de inibir a fotossíntese, intensificou o 421 

efeito do cobre, de modo que nenhuma planta exposta ao metal realizou fotossíntese nesta 422 

intensidade luminosa. O cobre, quando internalizado pode se ligar à proteínas que são 423 

responsáveis pelo transporte de elétrons no fotossistema II (Arellano et al., 1995), inibindo a 424 

fotossíntese e, consequentemente, a produção de energia pelas plantas. A fotoinibição pode se 425 

refletir em déficit na síntese de substâncias e biomassa, o que afeta o crescimento da planta 426 

(Maksymiec, 1997). Em 96h de teste (Figura 2B), as plantas que estavam e solução de Hoagland 427 

reduziram sua fotossíntese em decorrência de um aumento na taxa respiratória (Figura 3) 428 

observada em quase todos os tratamentos. Este aumento na respiração das plantas, pode estar 429 

associado à uma condição de estresse devido à manipulação pela troca diária do meio, por 430 

exemplo. Também em 96h horas, as macrófitas expostas à 100 µM de Cu parecem ter se 431 

recuperado do estresse inicial e conseguiram realizar fotossíntese, enquanto que as plantas 432 

expostas a 1 µM de Cu, que realizaram fotossíntese em 24h de teste, tiveram o processo 433 

totalmente inibido. Talvez, concentrações mais elevadas de metais no meio ativem um sistema 434 

de reparo nas plantas para que estas aumentem sua tolerância e consigam sobreviver em 435 

ambientes mais poluídos. 436 

Quanto aos pigmentos, vimos na Figura 4 uma diminuição na concentração de 437 

carotenoides, clorofilas “a” e “b” nas P. pectinatus expostas ao cobre, indicando um efeito tóxico 438 

deste metal e, inclusive para carotenoides e clorofila “a”, o efeito foi dose-dependente, uma vez 439 

que aumentou conforme elevou-se os níveis de cobre na água. A ausência do metal também 440 

parecer ser negativa, indicando a essencialidade do cobre, no entanto, os níveis mais baixos de 441 

pigmento nas plantas do grupo controle em relação às macrófitas do grupo Hoalgand não diferiu 442 

estatisticamente. Um dos mecanismos do cobre que afeta a concentração pigmentar da planta é 443 

que o cobre pode substituir o átomo de magnésio da molécula da clorofila, danificando a 444 

molécula (Küpper et al., 1998). Outros trabalho também relatam alterações na produção de 445 

pigmentos fotossintéticos em plantas aquáticas expostas à metais pesados (Pietrini et al., 2003;. 446 

Hou et al., 2007;. Sivaci et al., 2008). O fato da redução da clorofila “a” ter sido dose-dependente 447 

e da clorofila “b” ocorrer já na menor concentração de 1 µM de Cu e não variar para as outras, 448 

pode ser devido a uma relação de degradação mais rápida de clorofila “a” em comparação com 449 

clorofila “b” quando as plantas estão sob estresse (Manios, 2003).  450 

Outro efeito do cobre que afeta indiretamente a fotossíntese e o teor pigmentar é sua 451 

propriedade redox capaz de induzir a geração de espécies reativas de oxigênio, que ao reagir com 452 

biomoléculas pode causar danos como, por exemplo, a peroxidação lipídica de membrana 453 

(Teisseire e Guy, 2000; Upadhyay e Panda, 2009). Para combater as espécies ativas de oxigênio, 454 
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as plantas contam com um arsenal antioxidante (enzimático e não enzimático) que deve ser 455 

ativado evitando uma situação de estresse oxidativo (Teisseire e Guy, 2000).  456 

De qualquer forma, ao afetar a fotossíntese, seja por interagir diretamente com os 457 

complexos fotossintéticos ou por interferir no teor pigmentar das plantas, o cobre acaba, 458 

consequentemente, afetando o crescimento das mesmas. Geralmente, o crescimento das raízes é 459 

o mais afetado pelos metais, possivelmente, por este ser o local de maior acúmulo de metais na 460 

maioria das espécies vegetais (Liao et al., 2000). Desta forma, nosso trabalho mostrou uma perda 461 

de biomassa em todos os tratamentos, sem variação no tamanho. No entanto, a biomassa foi 462 

calculada com base na massa fresca, o que pode estar mascarando este resultado, uma vez que 463 

temos que considerar a variação no teor de água das plantas. A concentração de 10 µM de Cu 464 

parece ser muito crítica para P. pectinatus, pois as plantas submetidas a este tratamento 465 

morreram aos 10 dias de teste nas duas vezes que o experimento foi repetido, mas antes disso 466 

apresentaram maior queda de biomassa, redução de tamanho e queda foliar. Um efeito negativo 467 

do cobre sobre o crescimento de outras macrófitas tem sido relatado por outros autores. Mal 468 

(2002) observou redução no crescimento de Elodea canadenses expostas ao cobre, enquanto Xue 469 

et al., (2010) verificaram uma queda no crescimento de H. verticilatta a partir da exposição à 10 470 

µg/L de Cu, sendo este crescimento próximo a zero em 1000 µg/L do metal. A presença de 471 

clorose e necrose observada neste estudo é outro indicativo de senescência precoce das plantas e 472 

tais efeitos foram claramente evidenciados após exposição ao metal. 473 

Por fim, vale lembrar que as plantas utilizadas neste estudo são plantas jovens e, portanto, 474 

o efeito negativo do cobre sobre as mesmas pode afetar sua colonização e estabelecimento no 475 

meio ambiente.  476 

 477 

5.5 Conclusões 478 

 479 

Com base no exposto, podemos concluir que a P. pectinatus é uma macrófita 480 

hiperacumuladora de cobre, tendo a raiz como principal órgão bioconcentrador do metal, e, por 481 

este motivo, seu uso pode ser indicado tanto para programas de monitoramento ambiental como 482 

em metodologias de fitorremediação. Por outro lado, se o objetivo é pensar no estado de saúde 483 

da P. pectinatus, é importante lembrar que o cobre, inclusive em concentrações ambientalmente 484 

relevantes, afeta a fotossíntese e o teor pigmentar desta espécie, podendo influenciar na sua 485 

abundancia e distribuição e levar à alterações ecológicas.  486 

 487 

 488 

 489 
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5.8 Legendas para as figuras 663 

 664 

Figura 1. Concentração de cobre (μg/g massa fresca) em folhas, caules e raízes de P. pectinatus 665 

expostas agudamente (96h) ao cobre. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 666 

Letras minúsculas indicam diferenças entre os tratamentos para cada órgão e (*) indicam 667 

diferenças entre os órgãos no mesmo tratamento (ANOVA – one way, p <0,05). 668 

 669 

Figura 2. Taxa de fotossíntese (mgO2/h/g massa fresca) em P. pectinatus expostas ao cobre por 670 

24h (A) e 96h (B) em diferentes intensidades luminosas. Os dados estão expressos como média ± 671 

erro padrão. Letras maiúsculas indicam diferença entre as diferentes intensidades luminosas para 672 

o mesmo tratamento. Letras minúsculas indicam diferenças entre os tratamentos na mesma 673 

intensidade luminosa. (ANOVA – one way, p <0,05).  674 

 675 

Figura 3. Taxa de respiração (mgO2/h/g massa fresca) em P. pectinatus expostas ao cobre por 676 

24h  e 96h  em diferentes intensidades luminosas. Os dados estão expressos como média ± erro 677 

padrão. Letras minúsculas indicam diferenças entre os tratamentos na mesma intensidade 678 

luminosa. (ANOVA – one way, p <0,05) e (*) indicam diferenças entre os tratamentos nos 679 

diferentes tempos. (Test t, p <0,05).  680 

 681 

Figura 4. Concentração de pigmentos (mg/g massa fresca) em P. pectinatus expostas (96h) ao 682 

cobre. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. Letras minúsculas indicam 683 

diferenças entre os tratamentos para cada pigmento (ANOVA – one way, p <0,05). 684 

 685 

Figura 5. Taxa de crescimento (g de massa fresca/dia) em P. pectinatus expostas ao cobre. Os 686 

dados estão expressos como média ± erro padrão. Letras minúsculas indicam diferenças entre os 687 

tratamentos (ANOVA – one way, p <0,05).  688 

 689 

Figura 6. Comprimento longitudinal (cm) de P. pectinatus expostas ao cobre. Os dados estão 690 

expressos como média ± erro padrão. Letras minúsculas indicam diferenças entre os tratamentos 691 

no mesmo período (ANOVA – one way, p <0,05) e (*) indicam diferenças entre os mesmos 692 

tratamentos nos diferentes períodos. (Test t, p <0,05).  693 

 694 

Figura 7. Número de folhas em P. pectinatus expostas ao cobre. Os dados estão expressos como 695 

média ± erro padrão. Letras minúsculas significam diferenças entre os tratamentos para cada 696 
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pigmento (ANOVA – one way, p <0,05) e (*) indicam diferenças entre os mesmos tratamentos 697 

nos diferentes períodos. (Test t, p <0,05).  698 
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occupy more than 3500 words including references, 2 figures or 2 tables or 

one of each Letters to the Editor offering comment or appropriate critique on material published 

in the journal are welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the 

Editor-in-Chief. 

Authors are encouraged to place all species distribution records in a publicly accessible 

database such as the national Global Biodiversity Information Facility (GBIF) nodes 

(www.gbif.org) or data centers endorsed by GBIF, including BioFresh 

(www.freshwaterbiodiversity.eu)" 
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and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a 

translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the 
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adaptation of the article, do not modify the article in such a way as to damage the author's honor 
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PREPARATION 

Use of wordprocessing software 

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The 

text should be in single-column format. The document must have line numbers inserted. Keep 

the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced 

on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to 

hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When 

preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not 

a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text 

should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide 

to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of 

figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the 

text. See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly 

advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your wordprocessor. 

Article structure 

Subdivision - numbered sections 

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be 

numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). 

Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any 

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line. 

Introduction State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a 

detailed literature survey or a summary of the results. 

Experimental 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published 

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described. 

Results 

Results should be clear and concise. 

Discussion 

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 

combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and 

discussion of published literature. 

Conclusions 

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, 

which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section. 

Appendices 
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If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and 

equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a 

subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, 

etc. 

Essential title page information 

• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. 

Avoid 

abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a 

double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the 

actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript 

letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full 

postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address 

of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of 

refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and 

area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address. 

Contact details must be kept up to date by the corresponding author. 

• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the 

article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be 

indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the 

work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for 

such footnotes. 

 

Abstract 

A concise and factual abstract is required, no longer than 250 words. The abstract should 

state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract 

is often presented separate from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, 

References should be avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the 

reference list. Also, nonstandard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential 

they must be defined at their first mention in the abstract itself. 

Graphical abstract 

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a 

concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors 

must provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts 
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should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please 

provide an image with a minimum of 531 × 1328 pixels (h × w) or proportionally more. The 

image should be readable at a size of 5 × 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. 

Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See 

http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. Authors can make use of Elsevier's 

Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images also in 

accordance with all technical requirements: Illustration Service. 

Highlights 

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet 

points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the 

online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points 

(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See 

http://www.elsevier.com/highlights for examples. 

Keywords 

Immediately after the abstract, provide keywords, using American spelling and avoiding 

general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with 

abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords 

will be used for indexing purposes. 

Abbreviations 

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the 

first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined 

at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations 

throughout the article. 

Acknowledgements 

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the 

references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or 

otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing 

language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). 

Nomenclature and units 

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of 

units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. 

Footnotes 

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, 

using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this 

feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and 
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present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in 

the Reference list. 

Table footnotes 

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter. 

Artwork 

Electronic artwork 

General points 

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 

• Embed the used fonts if the application provides that option. 

• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, 

Symbol, or use fonts that look similar. 

• Number the illustrations according to their sequence in the text. 

• Use a logical naming convention for your artwork files. 

• Provide captions to illustrations separately. 

• Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version. 

• Submit each illustration as a separate file. 

 

A detailed guide on electronic artwork is available on our website: 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions 

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here. 

Formats 

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, 

PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the 

application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 

'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements 

for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector 

drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), 

keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line 

drawings, keep to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-

tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi. 

Please do not: 

• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these 

typically have a 

low number of pixels and limited set of colors; 

• Supply files that are too low in resolution; 
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• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

Color artwork 

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or 

PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, 

you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these 

figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of 

whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color 

reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt 

of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. 

For further information on the preparation of electronic artwork, please see 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications 

that can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not 

opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the color 

illustrations. 

Figure captions 

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the 

figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the 

illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and 

abbreviations used. 

Tables 

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place 

footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. 

Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables 

do not duplicate results described elsewhere in the article. 

References 

Citation in text 

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and 

vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and 

personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in 

the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard 

reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either 

'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies 

that the item has been accepted for publication. 

Reference links 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online 

links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, 

such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are 

correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination 

may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already 

contain errors. Use of the DOI is encouraged. 

Web references 

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last 

accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source 

publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the 

reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list. 

References in a special issue 

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any 

citations in the text) to other articles in the same Special Issue. 

Reference management software 

This journal has standard templates available in key reference management packages 

EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager 

(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors 

only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of 

references and citations to these will be formatted according to the journal style which is 

described below. 

Reference formatting 

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be 

in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), 

journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter 

and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used 

by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that 

missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format 

the references yourself they should be arranged according to the following examples: 

Reference style Text: 

All citations in the text should refer to: 

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the 

year of publication; 

2. Two authors: both authors' names and the year of publication; 
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3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of 

publication. 

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed 

chronologically. List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted 

chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year 

must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication. 

Use the following system for arranging your references: 

a. For periodicals Stewart, D.A., Agnew, D., Boyd, R., Briggs, R., Toland, P., 1993. The 

derivation of changes in Nephrops per unit effort values for the Northern Ireland fishing fleet. 

Fish. Res. 17, 273-292. 

b. For edited symposia, special issues, etc. published in a periodical Roberts, R.J., 1993. 

Ulcerative dermal necrosis (UDN) in wild salmonids. In: Bruno, D.W. (Ed.), Pathological 

conditions of wild salmonids. Fish. Res. 17, 3 14. 

c. For books Gaugh, Jr., H.G., 1992. Statistical Analysis of Regional Yield Trials. 

Elsevier, Amsterdam. 

d. For multi-author books Bucke, D., 1989. Histology. In: Austin, B., Austin, D.A. (Eds.), 

Methods for the Microbiological Examination of Fish and Shellfish. Wiley, New York, pp. 69-

97. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be 

retained. However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and 

a notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added. Work 

accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press". References 

concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited in the reference 

list but may be mentioned in the text. 

Journal abbreviations source 

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations: 

http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/. 

Video data 

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your 

scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their 

article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can 

be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and 

noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled 

so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or 

animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file 

formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be 
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published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including 

ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can 

choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used 

instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed 

instructions please visit our video instruction pages at 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be 

embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the 

print version for the portions of the article that refer to this content. 

AudioSlides  

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published 

article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online 

article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their 

own words and to help readers understand what the paper is about. More information and 

examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will 

automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance 

of their paper. 

Supplementary data 

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific 

research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting 

applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary 

files supplied will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier 

Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that 

your submitted material is directly usable, please provide the data in one of our recommended 

file formats. Authors should submit the material in electronic format together with the article and 

supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit 

our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

Google Maps and KML files 

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles 

by providing KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or 

KMZ files can be uploaded in our online submission system. KML is an XML schema for 

expressing geographic annotation and visualization within Internet-based Earth browsers. 

Elsevier will generate Google Maps from the submitted KML files and include these in the 

article when published online. Submitted KML files will also be available for downloading from 

your online article on ScienceDirect. For more information see 

http://www.elsevier.com/googlemaps. 

http://www.sciencedirect.com/
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Interactive Phylogenetic Trees 

You can enrich your online articles by providing phylogenetic tree data files (optional) in 

Newick or NeXML format, which will be visualized using the interactive tree viewer embedded 

within the online article. Using the viewer it will be possible to zoom into certain tree areas, 

change the tree layout, search within the tree, and collapse/expand tree nodes and branches. 

Submitted tree files will also be available for downloading from your online article on 

ScienceDirect. Each tree must be contained in an individual data file before being uploaded 

separately to the online submission system, via the 'phylogenetic tree data' submission category. 

Newick files must have the extension .new or .nwk (note that a semicolon is needed to end the 

tree). Please do not enclose comments in Newick files and also delete any artificial line breaks 

within the tree data because these will stop the tree from showing. For NeXML, the file 

extension should be .xml. Please do not enclose comments in the file. Tree data submitted with 

other file extensions will not be processed. Please make sure that you validate your 

Newick/NeXML files prior to submission. For more information please see 

http://www.elsevier.com/phylogenetictrees. 

Interactive plots 

This journal encourages you to include data and quantitative results as interactive plots 

with your publication. To make use of this feature, please include your data as a CSV (comma-

separated values) file when you submit your manuscript. Please refer to 

http://www.elsevier.com/interactiveplots for further details and formatting instructions. 

Submission checklist 

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it 

to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item. 

Ensure that the following items are present: 

One author has been designated as the corresponding author with contact details: 

• E-mail address 

• Full postal address 

• Phone numbers 

All necessary files have been uploaded, and contain: 

• Keywords 

• All figure captions 

• All tables (including title, description, footnotes) 

Further considerations 

• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' 

• References are in the correct format for this journal 
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• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa 

• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources 

(including the Web) 

• Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web 

(free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in 

black-and-white in print 

• If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also 

supplied for printing purposes For any further information please visit our customer support site 

at http://support.elsevier.com. 

AFTER ACCEPTANCE 

Use of the Digital Object Identifier 
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