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ARRIVABENE, H.P.ACUMULO, DISTRIBUICAO E ELIMINACAO DE FERRO EM
TRES ESPECIES VEGETAIS DO MANGUEZAL. 2016. 102p. TESE (DOUTORADO) —
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTAUAL PAULISTA,

BOTUCATU.

RESUMO - A poluigdo por metais tem sido um dos principaisbfgmas ambientais, tendo em vista a sua
toxicidade, persisténcia no ambiente e bioacumalagi manguezais frequentemente sdo expostos & esse
contaminantes, sendo o ferro um dos metais presemte maior concentracdo no sedimento e com papel
biogeoquimico importante quanto a precipitacdackagem de metais. Investigamos o acumulo, a dis¢dio e

a eliminacdo de ferro eAwicennia schaueriangtapf & Leechm. ex Modenkeaguncularia racemosél..)

C.F. Gaertn. ®hizophora mangle. submetidas a diferentes concentracbes de feam esse estudo,
propagulos das trés espécies estudadas foramdmdetan campo e cultivados em meio nutritivo de toah
ApOs o cultivo, as plantas foram submetidas a questamentos pela adicdo de 0 (controle), 10, 200emg L

1de Fe(I)SQno meio nutritivo. As plantas foram entdo coletadsendo realizadas andlises quimicas,
anatdmicas, histoquimicas e ultracitoquimicas.ePaléssas andlises também foi feita em campo para
comparacéo dos dados. Os resultados mostraram jaeaade ferro € local de grande acumulo de feessas
plantasL. racemosdoi a espécie que mais acumulou ferro em placa adzes, enquantA.
schauerianaapresentou 0s niveis mais altos em caules e folkdmoacumulacao de ferro em placa e raizes
del. racemosaumentou progressivamente a medida que a conc&otde ferro no substrato aumentou. A
secrecdo de ferro por glandulas de sal ocorreu ®riemente inibida sob concentragfes de ferronacilo
controle emL. racemosa enquanto erA. schauerianado houve uma queda evidente entre controle e
concentracdes de ferro mais elevadas. Em derahcemosapresentou os menores fatores de translocacgéo
entre as trés espécies estudadas. Com o aumefelnalao substrato houve reducéo nos fatores dsltreacao

de ferro entre partes aéreas e raiz e isso foi evaente eniR. mangle A maioria dos parametros analisados na
anatomia radicular ndo mostrou diferenca signifieaentre os tratamentos. Os parametros que mastrar
alteracdes foram espessura de raiz e corted.eschauerianacom valores maiores em plantas controle, e
espessura de raiz dmracemosacom valores menores em plantas expostas a 100Yr@ara as trés espécies
estudadas, os principais locais de bioacumulac&erde (Fe (II) e Fe (Ill)) em raizes foram pringimente a
epiderme, mas também o cortex. A bioacumulacéede &m caules e folhas foi diferente para cadadisp

Em caules, o cambio vascularlderacemosa a periderme d&. mangl€oram os principais locais de acimulo.
Por outro lado, em. schauerianado foi possivel identificar os principais locaisn folhas, o ferro foi
detectado principalmente no parénquima aquiferd.dechauerian@ no xilema dé. racemosa Ambas as
espécies também mostraram acumulo de ferro emgésde sal. ErR. mangle a bioacumulacéo foliar de
ferro ocorreu em diversos tecidos, sobretudo ongaienatico. Analises de material vegetal frescagne
coletado em campo, mostraram que glandulas deesal schauerian&L. racemosaambém exibem reacéo
histoquimica positiva quando testada com o reagdetePerl, indicando acumulo de ferro. Além disso,

ultracitoquimicamente e usando o mesmo marcadcecégm, o ferro foi localizado em células secraspr
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aderido a membrana de vacuolos e a plasmodesmaairibas as espécies residentes em campo, a preenca
ferro na secrecao foi confirmada por meio de aad@jismicaAo nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
detalhado sobre a resposta de plantas de mangaezahcentracdes crescentes de ferro sob condicdes

controladas.

Palavras-chave:glandulas de sal, histoquimica, manguezal, padupg ferro, ultraestrutura.



ARRIVABENE, H.P.IRON ACUMULATION, DISTRIBUTION AND ELIMINATION
IN THREE PLANT SPECIES OF MANGROVE. 2016. 102p. PhD. THESIS -

BIOSCIENCE INSTITUTE, UNESP — SAO PAULO STATE UNIWSITY, BOTUCATU.

ABSTRACT - Metal pollution has long been one of the majovimnmental problems due to its toxicity,
environmental persistence and bioaccumulation. Margs are often exposed to these contaminantsyamds
one of the metals present in higher concentratiorsediments and has an important biogeochemidal as
regards the precipitation and cycling of metals. Vdeestigate the iron accumulation, distributiondan
elimination inAvicennia schauerian&tapf & Leechm. ex Modenkéaguncularia racemosdlL.) CF Gaertn.
and Rhizophora manglé. exposed to different concentrations of ironr Bos study, propagules of all species
were collected in field and were cultivated in Hizagl’s nutritive medium. After growing, plants wesgposed
to four treatments by adding 0 (control), 10, 2@ 400 mg ! of Fe(ll)SQ to the nutritive medium. Then,
plants were collected and chemical, anatomicatpbiiemical and ultracitochemical analysis wereiedrout.
Part of these analyses was also made in the fielddta comparison. The results showed that thel&epie is a
place of high iron accumulation in these plamhtsracemosaaccumulated the highest amounts of iron in the
plague and roots, whil&. schaueriangresented the highest levels in stems and ledVesbioaccumulation of
iron in plaque and roots &f racemosancreased progressively as the added-iron coratgrirrose. The iron
secretion through salt glands occurred and it wrasgly inhibited inL. racemosaat iron concentrations above
controls, while A. schauerianadid not show a noticeable drop from controls te thighest added-iron
concentration used. In generhl, racemosagresented the lowest translocation factors ambaghree studied
species. With the increase of iron in the substithgre was a drop in translocation factors betwasial parts
and root, and that was more evidentRn mangle Most analyzed parameters in root anatomy did siiw
significant changes throughout iron concentratiofise parameters showing changes were the thickokess
cortex and root irA. schauerianawith higher values in controls, and thicknessaidt in L. racemosawith
lower values in plants exposed to 100 mY The main places of iron bioaccumulation (Fe(hy &e(lll)) in
roots were mainly the epidermis, but also cortexthie three studied species. The bioaccumulationoaofin
stems and leaves was different for each speciedeins, the vascular cambiumlofracemosaand the periderm
of R. manglewere the main places for accumulation. Conversely. schauerianat was not possible to verify
the main places. In leaves, iron was mostly deteatewater storage parenchyma Af schauerianaand in
xylem of L. racemosaBoth species also showed accumulation of irosaiih glands. The leaf bioaccumulation
in R. mangleoccurred in several tissues, mainly the parenchyresh plant material analysis, recently sampled
in field, shown that salt glands fro& schauerianaandL. racemoséhad positive histochemical reaction when
tested with Perl's reagent, indicating iron accuatioh. Additionally, ultracitochemistry, using teame specific
marker, showed that iron was in secretory celleeaed to the membrane of vacuoles and to plasmadasin
both species resident in field, the presence of inothe secretion was confirmed by chemical anglyso our
knowledge, this is the first detailed report on tesponse of mangrove plants to increasing irorc@amations
under controlled conditions.



Keywords: histochemistry, iron pollution, mangrove, saltrgla, ultrastructure.



Introducao

A poluicdo por metais contaminantes tem sido um plescipais problemas da
atualidade, tendo em vista a sua toxicidade, pgérgim no ambiente e bioacumulacao
(Gbaruko & Friday 2007). Esses poluentes representena ameaca potencial a varios
organismos, afetando negativamente a densidadersidiade de comunidades bidticas (Hsu
et al. 2006).

Devido a sua distribuicdo costeira e proximidadecelgros urbanos, os manguezais
frequentemente sdo expostos a poluicdo por m&atsrget al. 1997, Silva Filheet al. 1998,
Tam & Yao 1998, Tam & Wong 2000, Defeat al. 2005), os quais se acumulam em teores
elevados no sedimento. De um modo geral, a aliactdgde de adsor¢cdo da matéria organica
acarreta em baixa biodisponibilidade dos metaisnatados (Lacerda & Abrdo 1984, Silea
al. 1990). Contudo, em concentra¢fes tdo elevadas,jnfima fracdo biodisponivel assume
uma importancia consideravel no que diz respeibboacumulacdo de metais em espécies
animais e vegetais do manguezal (Szedferal. 1998, Guhathakurta & Kaviraj 2000,
MacFarlaneet al. 2003).

As espécies vegetais do manguezal possuem relatigedncia aos metais pesados
presentes no sedimento (Macfarlane & Burchett 2@@2)jdo a adaptacbes anatdbmicas e
fisiologicas nas raizes que dificultam a absorcé@ongbtais por meio, principalmente, da
oxidacdo do sedimento (Thibodeau & Nickerson 1986, et al. 2009), da formacédo de
placas de ferro na superficie radicular (Machatal. 2005) e de barreiras na epiderme e
endoderme (MacFarlane & Burchett 2000). Mais remeente, alguns trabalhos
demonstraram que as glandulas de sal presentdslhas de algumas espécies de mangue
podem secretar metais, tais como zinco (Macfarl&éurchett 1999, 2000), cobre
(Macfarlane & Burchett 2000) e ferro (Arrivabenel2D

De um modo geral, o ferro € um dos metais em nwaincentracdo no sedimento dos
manguezais (Defewt al. 2005), sendo que em areas contaminadas, sobnetudadividades
mineradoras, o nivel desse elemento pode aumariistascialmente. Peters e colaboradores
(1997) compilaram, em revisdo, valores entre 188.492ug/g de Fe no sedimento em areas
diversas de manguezal. No Espirito Santo, estamide do maior complexo de producéo e
exportacao de pelotas de ferro do mundo (IBEF 2@ilyalores chegam a 23.29§8g de Fe
(Arrivabene 2015), estando muito acima da maioos hlores encontrados em outras areas
de manguezal poluidas (Lacemtaal. 1989, Silvaet al. 1990, Sadiq & Zaidi 1994, Sherman
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et al. 1998, Sarangkt al. 2002, Defewet al.2005). Além disso, o ferro apresenta-se como um
dos elementos responséveis por modular a biodisiidade e especiacdo de metais no
sedimento, uma vez que, devido ao ambiente anaerébao alto teor de matéria organica e
de sulfeto no sedimento dos manguezais, a formagéecipitacdo de Fe como sulfetos de
ferro contribuem para a alta taxa de sedimentagé&senambiente (Morse & Rickards 2004).

O ferro € um micronutriente essencial as plantagplegido em importantes funcdes
metabolicas, como na biossintese de clorofila ¢epras (Marschner 2012). Contudo, em
niveis muito elevados, esse elemento pode serat@scplantas, podendo acarretar estresse
oxidativo e danificar lipidios, proteinas e DNA gébrmacédo de radicais hidroxila na reacéo
de Fenton (Connolly & Guerinot 2002). Quando emeszo, um possivel mecanismo para a
destoxificacdo de ferro em plantas tolerantes éceugartimentalizacdo em vacuolos, onde
nao reage com substancias metabolicamente ativa&ula (Kim & Guerinot 2007).

A maior parte dos trabalhos que avaliaram a disg@o do ferro em espécies vegetais
do manguezal se concentrou unicamente na analie®dde ferro foliar (Cuzzuol & Campos
2001, Berniniet al. 2006, Agoramoorthyt al. 2008). Estudos que avaliem a distribuicdo do
ferro em diferentes O0rgdos vegetais de espéciamatmue, incluindo raiz, caule e folha,
foram desenvolvidom situ (Silvaet al. 1990, Saifullalet al. 2004), sendo encontrado apenas
um estudo sobre a bioacumulacéo de ferro em caeslicontroladas (Chergg al. 2012b).
Além disso, estudos anteriores ndo relataram aildigtio de ferro em todos os
compartimentos vegetais. Também néo foram encadrpdblicacbes acerca das respostas
anatémicas e ultraestruturais de mangues ao fentido no sedimento, tampouco um estudo
integrado sobre a distribuicdo desse elementoragnldos tecidos vegetais ou, ainda, onde se
encontram possiveis barreiras a sua translocagéo.

Sabendo que as florestas de manguezal sdo comksidearreiras biogeoquimicas
para o transporte de poluentes em areas costeiasais (Silvaet al. 1990) e que essas areas
tém sido consideradas em planos de gestdo da @ologmo uma alternativa no tratamento
de &guas residuais urbanas (Siétaal. 1990, Tam & Wong 1997), investigac6es sobre a
viabilidade do uso de espécies de mangue na retedgdmetais e informacdes sobre 0s
mecanismos de aprisionamento desses poluentest@m&undamentais.

Além disso, a avaliacdo do papel funcional de gléaslde sal na eliminacdo de
metais abre uma nova perspectiva de estudo, a rgaedce ser investigada em maior
profundidade, visto que, tradicionalmente, essaditasas tém sido descritas unicamente

como adaptacdes a elevada concentracao de salinteséo (Sobrado 2004, Y&t al. 2005).
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Diante do exposto, 0 presente estudo teve comdiabjavaliar, experimentalmente
(Fig. 1), o acumulo, a distribuicdo e a eliminagi® ferro emAvicennia schaueriana
Laguncularia racemosa Rhizophora mangleprocurando especificamente responder as
seguintes questdes: (1) Com o aumento do teorrde rie substrato ha um maior acumulo
desse elemento na placa de ferro?; (2) Com o aontknteor de ferro no substrato ha um
maior acumulo desse elemento em raizes, cauletbhas® (3) HA um maior teor de ferro
acumulado em raizes em relacédo a caules e fol@s€om o aumento do teor de ferro no
substrato ha alteracbes anatdbmicas nas raizes?ag®) sejam encontradas alteracdes, elas
estariam correlacionadas com a formacao da plackerde e com a quantidade de ferro
acumulada nos tecidos vegetais? (6) A epiderme d®demme radicular constituem os
principais locais de acumulo de ferro na raiz?;Ei) nivel celular, o vacuolo constitui o
principal local de acumulo de ferro?; (8) Ha eliagéo de ferro pelas glandulas de salfem
schauerianae L. racemosa; (9) Com o aumento do teor de ferro no substratama maior
eliminacdo desse elemento pelas glandulas de @)l*a alteracdes ultraestruturais em

glandulas de sal de individuos submetidos a maamesentracdes de ferro no substrato?



Figura 1. A-E. Etapas do experimento por meio do qual visamagsoreter as perguntas
propostas neste estud®. Coleta em campo dos propagulos para montagem mkyimento.
Propagulos dé. racemosdB) e A. schaueriandC) coletadosD. Montagem do experimento
em casa de vegetacdn.Mudas com 8 meses de idade.



Consideracoes Finais

Os resultados mostram que as plantas tém padrdeserdiais em relacdo a
bioacumulacao, translocacéo e secrecao de femeestde glandulas de sal.

Em geral, 0 aumento do teor de ferro no substredoretou em maior acumulo desse
elemento em placa de ferro, raizes e caules, maseméfolhas. Os menores fatores de
translocacao encontrados sob maiores doses denfestvam que o aumento do teor de ferro
no substrato afetou significativamente a translécadesse elemento nas trés espécies
estudadas.

N&o observamos maior teor de ferro em raiz quaondwparado a parte aérea paia
schaueriana diferente do comumente relatado em literaturasilPAs 0 maior teor de ferro
acumulado em raizes mostrado em alguns estudos,sgodlevido a retencédo desse metal na
placa de ferro e ndo ao acumulo real desse elemesttecidos radiculares.

Houve maior acumulo de ferro em racemosa(para raiz) eA. schauerianapara
caule e folha) em relacdo R. mangle com menor acumulo, 0 que destaca a absorcdo
diferencial de elementos devido aos mecanismodaggres de sal nas raizes.

Poucas alteracbes anatbmicas foram encontradasiess rsob diferentes doses de
ferro. Nao houve aumento da lacuna de ar e essaenéorrelacionou com a placa de ferro,
tdo pouco com a quantidade de ferro acumuladagcaos vegetais.

A epiderme se confirmou como o principal local @éiraulo de ferro em raizes e,
provavelmente, confere a principal barreira a elatrdesse metal nas plantas. Contudo,
histoquimicamente, ndo detectamos acumulo de ferendoderme radicular.

A eliminacdo de ferro por glandulas de sal Aleschauerianae L. racemosafoi
indicada por meio de teste histoquimico e ultrgeitmico, e confirmada por meio de analise
quimica. Contudo, diferente do relatado em liteegtundo verificamos maior secrecdo de
ferro sob concentragdes crescentes desse elenwatistrato.

Para fins de monitoramento ambiental da poluicao fpoo, avaliando-se as trés
espéciesl.. racemosdaoi a que apresentou melhor capacidade de uso dwontdicadora,
uma vez que a bioacumulacdo de ferro em placa rde éeraizes foi maior e aumentou
progressivamente com o0 aumento de ferro no substiEém disso, nessa espécie, a
guantidade de ferro secretada por glandulas deidafltemente inibida quando os individuos

foram expostos a maiores dosagens de ferro.
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Ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudndiadeio sobre a resposta de plantas
de manguezal a concentracdes crescentes de ferbo cemdicdes controladas,

complementando dados existentes em campo.
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