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RESUMO

Os manguezais sao ecossistemas costeiros frequentemente expostos a polui¢do
por metais pesados, 0s quais se acumulam em teores elevados no sedimento.
Sabe-se que a biodisponibilidade e toxicidade desses metais no sedimento é
alterada pela salinidade, pH, teor de matéria orgéanica, entre outros fatores. De
acordo com o relatério do Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC)
espera-se uma diminuicdo da precipitacdo e, consequentemente, um aumento da
salinidade nas regides tropicais. Apesar da relevancia do tema, ha um vasto
campo a ser conhecido sobre os mecanismos morfolégicos, anatdmicos,
fisiolégicos e bioquimicos das espécies de manguezal no acumulo de metais, sob
diferentes condi¢cdes ambientais. Nas plantas, o acumulo de metais em seus
tecidos é determinado pela biodisponibilidade destes elementos no sedimento e
pela eficiéncia da planta em absorver e translocar os metais na raiz e nos tecidos
vasculares. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos de diferentes niveis de salinidade no acumulo de cromo, arsénio, mercurio
e chumbo e nas caracteristicas anatomicas, fisiolégicas e bioquimicas de
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. e Rhizophora mangle L. Para tanto,
propagulos foram cultivados durante 16 meses, em casa de vegetacao e, apos o
cultivo, as plantas foram expostas a trés concentracdes distintas de NaCl (3, 7 e
11 g L-1) com adicéo de 28 pg L-1 de Cr207, 2 pug L-1 de As203, 10 ug L-1 de
HgCI2 e 10 pg L-1 de PbCI2 na solucdo de Hoagland e Arnon (1950). Os dados
foram submetidos ao teste de Tukey, com 5% de significancia, a analise fatorial
multivariada (FA), a analise discriminante linear e ao teste de correlacdo de
Spearman. Foram realizadas as seguintes andlises: quantificacdo do teor de
cromo, arsénio, mercurio e chumbo em folhas, caules e raizes; determinacao do
fator de translocacdo; anatomia foliar; trocas gasosas e atividade das enzimas
APX, CAT e SOD. Os resultados mostraram que R. mangle sofre maior influéncia
da salinidade em suas caracteristicas do que L. racemosa, com correlacéao
negativa entre a salinidade e a atividade da CAT, a concentracdo de As no caule,
e o fator de translocacédo de As (caule/raiz). Houve também correlacdo positiva
entre a salinidade e o fator de translocacdo de Hg (parte aéreal/raiz). Por outro
lado, L. racemosa mostrou-se mais sensivel as concentracbes de metais

pesados, sobretudo, a presenca do cromo, arsénio e mercurio na raiz. Esses



metais influenciaram de forma positiva a densidade e condutancia estoméatica e a
area do feixe vascular da nervura central. Os resultados também indicam que, sob
uma condicdo mais salina, ha4 maior absor¢cdo de Cr, Pb, As e Hg, em L.
racemosa. Enquanto, maiores concentracdes de Cr e Hg sdo observadas em R.
mangle sob menor salinidade. Os resultados evidenciam que L. racemosa e R.
mangle apresentam respostas anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas distintas
guanto aos diferentes niveis de salinidade analisados, bem como, quanto a
bioacumulacéo de Cr, Pb, As e Hg.

Palavras-chave: Bioacumulacédo * estresse * Laguncularia racemosa *« mudangas

climaticas * Rhizophora mangle



ABSTRACT

The mangroves are coastal ecosystems frequently exposed to the pollution by
heavy metals, which accumulate in sediments at high level content. It is known
that the bioavailability and toxicity by such metals in the sediment is modified by
the salinity, pH, soil organic matter, and other factors. According to the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), there is a forecasting of
decreasing in precipitation with a consequent increasing of the salinity in tropical
regions. Despite of the relevance of this theme, few is known about the
morphological, anatomical, physiological and biochemical mechanisms of
mangrove species in metal accumulation under different environmental conditions.
The accumulation of metals in plant tissues is determined by the bioavailability of
such elements in the sediment and by the efficiency of the plant absorption and
translocation of such metals in root and vascular tissues. In this context, the
present study has the objective of evaluate the effect of different levels of salinity
on the accumulation of Chrome, Arsenio, Mercury, Lead; and into the anatomical,
physiological and biochemical traits of Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. e
Rhizophora mangle L. Thus, propagules of L. racemosa and R. mangle were
cultivated during to 16 months in a vegetation green-house and afterwards
exposed to modified Hoagland and Arnon (1950) solutions, containing three
distinct NaCl concentration (3, 7 and 11 g L™) with addition of 28 pg L™ of Cr,07, 2
ug L™ of AsyOs3, 10 pg L™ of HgCl, and 10 pg L™ of PbCl,. The outcomes were
statistically analyzed by the Tukey test in 5% of significance; the multivariate
factorial analysis (FA); the linear discriminant analysis; and the Spearman
correlation test. We performed the following analysis: 1) quantification of Chrome,
Arsenio, Mercury and Lead in leaves, stem and roots; 2) determination of the
factor of translocation; 3) leaf anatomy; gas exchanges; and 4) APX, CAT and
SOD enzyme activity. The results show that R. mangle traits is more affected by
salinity than L. racemosa, exhibiting a negative correlation to CAT activity, As stem
content, and translocation factor of As (stem/root). Moreover, the results show a
positive correlation between salinity and the Hg translocation factor (shoot/root).
However, L. racemosa show a higher sensitivity to the heavy metal concentration,
mainly to the Chrome, Arsenio and Mercury presence in roots. Those metals

positively influenced the stomatal density and conductance, and the vascular



bundle area from the central vein. The results also indicated that, under a more
saline condition, there is a higher absorption of Cr, Pb, As e Hg in L. racemosa.
Whereas higher concentrations of Cr and Hg were observed in R. mangle under
lower salinity conditions. The results highlight that L. racemosa and R. mangle
exhibit distinct anatomical, physiological and biochemical responses to the
different levels of salinity evaluated, and to the bioaccumulation of Cr, Pb, As and

Hg, as well.

Keywords: Bioaccumulation ¢ stress ¢ Laguncularia racemosa ¢ climate change °

Rhizophora mangle ¢
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1. INTRODUCAO GERAL

O manguezal é um ecossistema de transi¢éo entre os ambientes terrestre e
marinho, sujeito ao regime de marés e fisicamente e geologicamente
dindmico (ALONGI, 2015). Tipicos de regibes tropicais e subtropicais, esse
ecossistema desempenha papel fundamental na manutencdo da
biodiversidade de espécies atuando no equilibrio ecoldgico de toda regiao
costeira (DU et al., 2013).

Devido a sua distribuicdo costeira e proximidade de centros urbanos, os
manguezais frequentemente sdo expostos a poluicdo por metais pesados
(DEFEW et al., 2005; PETERS et al., 1997), os quais se acumulam em teores
elevados no sedimento. A contaminagdo dos sedimentos dos manguezais,
com altos niveis de metais contaminantes, tem sido relatada em varias areas
do globo (LEWIS et al., 2011; BAYEN, 2012, SOUZA et al., 2014).

Sabe-se que a biodisponibilidade e toxicidade dos metais pesados no
sedimento dos manguezais é alterada pela salinidade, pH, potencial redox,
teor de matéria organica, biota residente, e interacdes entre estas variaveis
(MARTIN et al., 2006; MORRISSEY & GUERINOT, 2009). Uma pequena
fracdo biodisponivel assume uma importancia consideravel no que diz
respeito  a bioacumulacdo de metais em diferentes espécies
(GUHATHAKURTA & KAVIRAJ, 2000; MACFARLANE et al., 2003).

Nas plantas, o acumulo de metais em seus tecidos € determinado pela
biodisponibilidade destes elementos no sedimento e pela eficiéncia da planta
em absorver e translocar os metais na raiz e nos tecidos vasculares (PILON-
SMIT, 2005; QIAN et al., 2012). A flora do manguezal, normalmente,
apresenta maior concentracdo de metais nas raizes do que na parte aérea
(ARRIVABENE et al., 2016; LEWIS et al., 2011). Adaptacbes anatbmicas e
fisiol6gicas das raizes (LIU et al., 2009), presenca de barreiras na epiderme e
endoderme (MACFARLANE & BURCHETT, 2000), bem como a formacao de
placas de ferro na superficie radicular (MACHADO et al., 2005), promovem
uma maior retencdo de metais nas raizes (LIU et al., 2009; MACFARLANE et
al., 2003). Recentemente, alguns trabalhos relataram a eliminacdo de alguns

metais por meio da sua secrecdo em glandulas de sal presente nas folhas de
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algumas espécies do manguezal (ARRIVABENE et al., 2011; MACFARLANE
& BURCHETT 1999, 2000).

Todavia, o comportamento da flora do manguezal também deve ser
analisado diante de outro problema de grande interesse para o meio cientifico
e tdo relevante quanto a poluicdo por metais, as mudancas climaticas. As
alteracbes climaticas tém causado profundo impacto no meio ambiente,
especialmente, nos recursos hidricos, florestais e agricultura, com implicacdes
nos setores sociais, econdmicos e ambientais.

O quinto relatério do Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC)
traz uma avaliacao cientifica e técnica da mudanca do clima, com previséo de
um aumento de precipitacdo nas altas latitudes, o que acarretara diminuicdo
da salinidade nessas regides e, diminuicdo da precipitacdo e aumento da
salinidade nas regides tropicais (CIAS et al., 2013). Apesar da relevancia do
tema, ha um vasto campo a ser conhecido sobre 0s mecanismos
morfologicos, anatdmicos, fisioldgicos e bioquimicos dessas espécies no
acumulo de metais em plantas de manguezal sob condicbes ambientais
adversas (SANCHEZ-ARIAS et al., 2008).

Além disso, sabendo que os metais acumulados nas plantas servem de
alimento para caranguejos e outros animais podendo ser transportados pela
cadeia alimentar costeira, e que as florestas de manguezal sdo consideradas
barreiras biogeoquimicas para o transporte de poluentes em areas costeiras
(SILVA et al., 1990), investigacdes que avaliem a influéncia da variacdo da
salinidade no acumulo de metais em plantas de manguezal tornam-se

fundamentais.
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2. HIPOTESE

Individuos de Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. e Rhizophora mangle L.

sujeitos a condicbes mais salinas apresentam maior acumulo dos metais Cr,

Pb,

As e Hg, levando a um maior estresse oxidativo, danos nas trocas

gasosas e alteracdes na anatomia foliar destas espécies.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da salinidade no acumulo de cromo, arsénio, mercurio e

chumbo e nas caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas de

Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. e Rhizophora mangle L.

3.1 Objetivos especificos

v

Quantificar o teor de cromo, arsénio, mercurio e chumbo em folhas,
caules e raizes de R. mangle e L. racemosa, sob diferentes niveis de
salinidade;

Determinar o fator de translocacdo de cromo, arsénio, mercurio e
chumbo em R. mangle e L. racemosa, sob diferentes niveis de
salinidade;

Analisar quantitativamente e qualitativamente a anatomia foliar de R.
mangle e L. racemosa, sob diferentes salinidades;

Analisar as trocas gasosas de R. mangle e L. racemosa sob diferentes
niveis de salinidade;

Verificar a ocorréncia de estresse oxidativo nas espécies estudadas, por

meio da analise da atividade das enzimas APX, CAT e SOD.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O ecossistema manguezal

O manguezal € um ecossistema costeiro, sujeito ao regime de marés, que
faz interface entre o ambiente marinho e terrestre (TOMLINSON, 1986).
Possui distribuicdo predominantemente em regides tropicais e subtropicais
(YOKOYA, 1995), sendo a maior area desse ecossistema encontrada em
menores latitudes (GIRI et al., 2011). Sua localizacdo em estuarios e deltas
marinhos faz desse ecossistema uma barreira contra a eroséo, protegendo a
costa litoranea (CLOUGH, 2013), e sentinela das mudancas de climéaticas
(ALONGI, 2015). Embora sejam caracterizados pela constante ciclagem de
nutrientes e matéria organica (SAENGER, 2002), os manguezais s&o
sistemas abertos nos quais a agua, sedimento, nutrientes e matéria organica
séo importados e exportados de ambientes adjacentes (CLOUGH, 2013).

Os sedimentos de manguezais apresentam condi¢cdes anoxicas, redutoras,
com um alto teor de matéria organica e de conteudo de sal, 0 que acaba
favorecendo a retencdo de metais pesados (FERNANDES & PERIA, 1995;
SILVA et al.,, 1990). Alguns estudos relatam que os sedimentos dos
manguezais, geralmente, atuam como sumidouros de metais pesados, pois
possuem grande capacidade de reter os metais pesados presente nas aguas
pluviais, das marés e dos rios (KJERFVE & LACERDA, 1993; TAM & WONG,
1993, 1995). Tipicamente argilosos, os sedimentos dos manguezais podem
variar na sua composicao quimica e textura (VANNUCCI, 1999), levando a
uma variacdo espacial na distribuicdo das espécies vegetais ao longo de
alguns manguezais (SAENGER, 2002).

O termo mangue é utilizado para identificar as plantas superiores que
crescem em regides costeiras tropicais e subtropicais, nas areas entremares,
e que demonstram tolerancia a altas concentracdes salinas e anoxia do
sedimento, e produzem propagulos dispersos pela agua do mar (SAENGER,
2002). Tomlinson (1994) dividiu os mangues em trés grupos distintos: (1)
elementos principais de manguezal ou mangue verdadeiro, (2) elementos
secundarios de manguezal e (3) elementos associados de mangue. Sendo
assim, 0s primeiros sao caracterizados por serem restritos a esse

ecossistema e apresentarem adaptagfes que permitem sua sobrevivéncia no
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mesmo, tais como, rizéforos para fixacgdo no sedimento instavel,
pneumatoéforos que auxiliam nas trocas gasosas, reproducdo por viviparidade
e mecanismo fisiolégico para exclusdo de sal. Os elementos secundarios de
manguezal ndo possuem habilidades de formar uma vegetagcdo conspicua e
0s elementos associados de mangue ocupam apenas ecoOtonos entre o
mangue e o continente.

A distribuicdo moderna global dos manguezais apresenta trés padrbes
principais: (1) diferencas taxondmica e numérica marcantes entre as espécies
da Africa, Asia e Américas; (2) um declinio no nimero de espécies com o
aumento da latitude, associado, principalmente, a temperatura; (3) redugéo na
diversidade de espécies com a diminuicdo da precipitacdo e aumento da
aridez (CLOUGH, 2013).

No Brasil, existem cerca de 962.683 ha de manguezais (FERREIRA &
LACERDA, 2016), cerca de 7% do total mundial (GIRI et al.,, 2011),
entretanto, a riqueza de espécies arbéreas de mangues verdadeiros é
pequena (Rhizophora mangle L., Rhizophora racemosa G. Mey, Rhizophora
harrisonii Leechm., Avicennia germinans (L.) L. , Avicennia schaueriana Stapf
& Leechm. ex Moldenke e Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn.)
(KIJERFVE & LACERDA, 1993). Quatro dessas espécies sao encontrados no
estado do Espirito Santo, sendo popularmente conhecidas como: mangue
vermelho (Rhizophora mangle L.), mangue preto ou siritba (Avicennia
schaueriana Stapf & Leechm. ex Moldenke), mangue preto (Avicennia
germinans (L.) L.) e mangue branco (Laguncularia racemosa (L.) C. F.
Gaertn.).

O estado do Espirito Santo possui uma area de 88,49 km? de manguezal,
sendo 11 km? localizados em Vitéria, capital do estado (EUGENIO et al.,
2017). Devido a proximidade desses manguezais a areas de atividade
industrial, os manguezais do Espirito Santo, em geral, ndo apresentam um
bom estado de conservacgdo, contendo, muitas vezes, metais contaminantes

em seu sedimento e agua intersticial (SOUZA et al., 2014).

4.2 Influéncia da salinidade na absorcdo de metais
A absor¢cdo de metais pesados pelas plantas depende que uma minima

fracdo do metal presente na 4gua intersticial e nas particulas do solo, esteja
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biodisponivel no ambiente (LUTTS & LEFEVRE, 2015). Sabe-se que a
biodisponibilidade de metais pesados nos solos depende, além da sua
concentracéo, de diversos fatores abidticos, tais como, a composi¢ao do solo,
a acidez do solo, o potencial redox e a salinidade (BAYEN, 2012).

A salinidade vem sendo relatada como um dos fatores responsaveis por
aumentar a mobilidade de metais, seja pela complexagéao de anions derivados
do sal com metais pesados, ou via competicdo de cations derivados de sal
com espécies de metais pesados (HATJE et al., 2003; ACOSTA et al., 2011).
Experimentos realizados com agua e sedimento de estuarios indicaram que a
cinética de adsorcdo e dessor¢cdo de metais em material particulado em
suspensao é dependente do metal e da salinidade da agua (HATJE et al.,
2003).

Acosta et al. (2011) investigaram a influéncia da salinidade na mobilizacao
dos metais Cd, Cu, Zn e Pb e constataram que os metais sdo mobilizados de
forma diferente de acordo com o tipo de sal presente no solo. O Pb, em
particular, mostrou maior mobilizacdo quando exposto a maiores
concentracfes salinas, sobretudo, com o sal na forma de CaCl, (ACOSTA et
al., 2011). Ao estudarem os efeitos da salinidade na fracionacdo de metais
pesados em solos de um estuario no Sul da China, Chu et al. (2014)
verificaram que a adicdo de NaCl aumentou as fracdes trocaveis de Cd, Pb e
Zn, sugerindo que o aumento da salinidade no solo pelas marés, durante a
estacdo seca, poderia aumentar a mobilidade desses metais. Ja 0 cromo
parece sofrer pouca influéncia da salinidade (CHU et al., 2014), exceto, em
pH superior a 5, onde ha um aumento na absor¢do desse metal (HATJE et al.,
2003).

Ao estudar o efeito da salinidade na absorcdo de metais, deve-se
considerar o estresse osmoético induzido no nivel da raiz (LUTTS & LEFEVRE,
2015). O aumento da salinidade no sedimento, pode induzir danos as
membranas das células radiculares e comprometer a seletividade da raiz em
relacdo a entrada de metais (HELAL et al., 1999; STEVENS et al., 2003)

4.3 Os metais arsénio, chumbo, cromo e mercurio e sua influéncia na

anatomia, fisiologia e bioguimica de plantas



22

Os metais pesados sdo um dos principais poluentes do nosso ambiente
natural devido a sua toxicidade, persisténcia e problemas de bioacumulagéo
(BAYEN, 2012; SOUZA et al., 2014). Muitos trabalhos avaliaram o acumulo
de metais contaminantes em plantas de manguezal como foco nos efeitos
toxicos desses elementos, nos aspectos anatdomicos, fisiolégicos e do
desenvolvimento das plantas (ZHANG et al., 2007; MACFARLANE &
BURCHETT, 2000; GARCIA et al., 2018).

Uma das principais respostas das plantas ao estresse por metais pesados
€ a geragcdo de ERO’s (DAS et al., 2015). Os metais pesados induzem o
estresse oxidativo em células e tecidos vegetais de quatro formas: por
transferéncia direta de elétrons em reacfes de elétrons Unicos que geram
radicais livres; pela interferéncia nas vias metabolicas, especialmente na
membrana tilacoidal, resultando no aumento de radicais livres; pela inativacéo
das enzimas antioxidantes POD, CAT, SOD, responsaveis pela remoc¢éao dos
radicais livres e; via esgotamento de antioxidantes de baixo peso molecular,
como a glutationa (SRIVASTAVA et al., 2005; DONG et al., 2007).

O cromo, chumbo arsénio e mercurio, em particular, tem seus efeitos bem
relatados na literatura. Segundo Das et al. (2015), o mercurio promove a
ruptura da biomembrana lipidica e interfere no metabolismo celular; o cromo
altera a producéo de pigmentos e aumenta a producdo de metabdlitos, como
glutationa e acido ascorbico; o chumbo inibe a germinacdo de sementes,
induz o estresse oxidativo, promove efeitos adversos na morfologia, no
crescimento e nos processos fotossintéticos.

A exposicdo prolongada ao As gera perda de pigmentos cloroplastidicos e
estresse oxidativo nas plantas (SETH et al., 2007; DUMAN et al., 2010).
Duman et al. (2010) verificaram aumento no nivel de clorofila total e
carotenoides, bem como da atividade das enzimas SOD, CAT e APX durante
estagios iniciais de experimento. Contudo, ap0s seis dias, esses autores
observaram diminuicdo nos pigmentos fotossintéticos e da atividade das
enzimas. Srivastava et al. (2007) também observaram declinio significativo
na atividade da SOD e APX em H. verticillata exposta a As (ll).

Naidoo et al. (2014) observaram em Avicenia marina uma diminuicdo na
condutancia estomatica, na assimilagcdo de CO; e na transpiracdo a medida

gue as concentragcbes de Pb, Hg, Cd e Zn, na soluc¢do nutritiva, aumentaram.
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Comportamento similar também foi observado em K. obovata com o aumento
de Cu, Pb e Zn no sedimento, em casa de vegetacdo (CHENG et al., 2017).
Além disso, Cd, Pb e Hg ocasionaram um decréscimo no teor de clorofilas a,
b e totais em K. candel e B. gymnorrhiza (HUANG & WANG, 2010).

Contudo, para ocasionarem os efeitos deletérios mencionados acima, 0s
metais precisam ser translocados para as partes aéreas das plantas (LUTTS
& LEFEVRE, 2015). Todavia, muitos autores relatam que os metais pesados
podem ser acumulados em maiores propor¢des em tecidos radiculares, com
uma pequena por¢cado sendo translocada para a parte aérea (MACFARLANE
et al., 2003; PENG et al., 1997).

A principal barreira ao transporte de metais no corpo da planta encontra-se
na epiderme das células da raiz, porém a endoderme também exerce grande
contribuicdo em evitar a entrada de alguns metais, dentre eles o chumbo
(MACFARLANE & BURCHETT, 2000; LU et al., 2014). A periderme radicular
mostrou-se mais espessa em locais com um nivel mais elevado de
contaminacdo por metais (SOUZA et al., 2014, 2015). A epiderme mais
espessa ocasionou menor acumulo de As nas raizes de L. racemosa (SOUZA
et al., 2014).

4.4. Descricao das espécies em estudo

Popularmente conhecida como mangue vermelho, Rhizophora mangle L.,
pertence a familia Rhizophoraceae. Com distribuicdo pantropical, a familia
Rhizophoraceae inclui 16 géneros e cerca de 150 espécies. No Brasil ocorrem
4 géneros e cerca de 15 espécies (SOUZA & LORENZI, 2008). A condicao
vivipara € uma particularidade da tribo Rhizophoreae, a qual possui 4 géneros
exclusivos de mangue: Bruguiera, Ceriops, Kandelia e Rhizophora
(TOMLINSON, 1986).

Descricdo da espécie: Sementes viviparas, germinadas pela extensdo do
hipocotilo; propagulos com 15- 20 cm, sem lenticelas conspicuas. Folhas
simples, inteiras, elipticas, com margens um pouco recurvadas. Textura foliar
coriacea, glabra, mas com numerosos pontos suberizados na superficie
abaxial, visiveis em folhas mais velhas como pontos escuros. Nervuras
evidentes, mas nao proeminentes. Peciolo curto e cilindrico. R. mangle se

distingue das demais espécies do género por habitualmente possuir folhas
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menores (TOMLINSON, 1986). Apresenta flores tetrdmeras; ovério bilocular
com 2 oOvulos anatropos. Presenca de rizéforos com geotropismo negativo,
responsavel por fornecer estabilidade no sedimento inconsistente, os quais,
qguando em contato com o solo, formam as raizes (MENEZES, 2006).

Laguncularia racemosa (L.) Gaertn, conhecida popularmente como mangue
branco, pertence a familia Combretaceae. A familia é caracterizada por flores
com ovario inferior unilocular com 2 6évulos usualmente pedunculares, um
disco floral bem desenvolvido e pseudocarpo sem endosperma. Com
distribuicdo predominantemente pantropical, a familia Combretaceae abrange
cerca de 20 géneros e entre 400 e 500 espécies. Destas, aproximadamente
60 espécies, distribuidas em 6 géneros, podem ser encontradas no Brasil
(SOUZA & LORENZI, 2008). Laguncularia é um género monotipico de
mangue com distribuic&o restrita na América e Oeste da Africa (TOMLINSON,
1986).

Descricdo da espécie: Raizes subterrdneas extensas, como cabo,
suportando pneumatoéforos e raizes de absorcdo. Casca aspera, fissurada,
cinza. Ramos com numerosas lenticelas proeminentes. Lamina foliar um
pouco carnosa, eliptica a oblonga, margem inteira, arredondada a
ligeiramente emarginada apicalmente. Base truncada e glabra. Folhas com
peciolo curto, apoiando duas glandulas circulares na superficie adaxial da
lamina. Arvores didicas ou hermafroditas. Cada flor com 5 pétalas
arredondadas e pilosas e 10 estames em duas séries de 5, inseridas em
niveis diferentes. Flores masculinas com estames funcionais e ovario ausente.
Flores femininas com estames nao-funcionais e ovarios bem desenvolvidos
com 2 6vulos funcionais. Flores perfeitas, com dimensdes de flores femininas
e estames e 6vulos funcionais (TOMLINSON, 1986). Francisco et al. (2009)
reconheceram 5 tipos de estruturas glandulares: um par de nectarios
extraflorais na porgao adaxial do peciolo; glandulas “tipo vulcao”, secretoras
de sal, distribuidas por toda a superficie da lamina foliar abaxial e adaxial;
micro-pélos na face abaxial, distribuidos desde a metade distal até o 4pice da
lamina foliar, e sobre a nervura mediana; hidatédios na periferia da folha e
sobre as nervuras secundarias no lado abaxial da lamina foliar; e glandulas do

bordo, imbricadas  ao redor de toda a margem foliar.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Material vegetal e condicao experimental

Propagulos de L. racemosa e R. mangle foram coletados na Estagéo
Ecoldgica Municipal llha do Lameirdo, Vitoria, Espirito Santo, em parcelas
situadas proximas a borda do manguezal. Os propagulos foram transportados
para casa de vegetacdo, na Universidade Federal do Espirito Santo, onde
foram cultivados em vasos de PVC (2,8 L) contendo areia lavada. Os vasos
de areia foram colocados em bandejas contendo solucdo de Hoagland e
Arnon (1950), com 1/4 de forca iénica e 7 g L™ de sal. As bandejas com
solucéo nutritiva foram cobertas com um filme PVC preto para prevenir foto-
oxidacao.

Os propagulos foram cultivados durante 16 meses e, ap0s o cultivo, as
plantas foram expostas a trés concentragdes distintas de NaCl (3, 7e 11 g L™
para avaliar os efeitos da salinidade no acumulo de cromo (Cr), chumbo (Pb),
arsénio (As) e mercurio (Hg) em L. racemosa e R. mangle. A concentracao de
7 g L™ de NaCl foi escolhida por estar proxima & concentracdo de sal tipica
dos manguezais (correspondente a 20% da agua do mar, MACFARLANE e
BURCHETT, 1999). Ao passo que as concentracdes de 3 e 11 g L™ foram
escolhidas para representar um ambiente com menor e maior salinidade,
respectivamente. O pH dos trés tratamentos foi mantido em 6,5 com auxilio do
tampéao biologico MES.

A exposicdo aos metais ocorreu pela adicdo de 28 ug L™ de Cr,O7, 2 ug L™
de As,0s3, 10 pg L™ de HgCl, e 10 pg L™ de PbCl, na solucéo de Hoagland e
Arnon (1950). Essas concentracdes foram definidas com base na literatura
(BAYEN, 2012, SOUZA et al, 2014), com o objetivo de escolher
concentracfes de ocorréncia em campo e que fossem suficientes para a
absorcdo e translocacdo pela planta. A solucdo nutritiva foi trocada
semanalmente.

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeticbes (n=5) de cada espécie, por tratamento. Apds,
12 semanas de tratamento, foi realizada coleta para posterior analise. As
folhas utilizadas para extracdo enzimatica foram banhadas em nitrogénio

liquido e levadas imediatamente para ultrafreezer a -80 °C.
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5.2 Trocas Gasosas

As medicOes de trocas gasosas foram realizadas aos 45, 65 e 90 dias de
experimento em folhas totalmente expandidas do segundo nd, entre 8 e 11
horas da manh4, utilizando-se um analisador de géas infravermelho portatil (LI-
6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, USA) acoplado com fonte de luz vermelho/azul
(LI-6400-02B LED). Utilizou-se, para ambas as espécies, irradiancia constante
de 750 pmol fétons m? s (valor definido, previamente, por meio de curva de
luz), 400 umol CO, mol™ ar e temperatura de 27°C. Foram obtidos os dados
de assimilacéo liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs), concentracao
intercelular de CO, (Ci) e transpiracdo (E). A partir destas variaveis, foram
calculadas a eficiéncia instantanea de carboxilacéo (A/Ci) e as eficiéncias do
uso da agua, intrinseca A/gs e instantanea A/E.

5.3 Extracgéo e atividade enzimatica

A avaliacdo do metabolismo antioxidante foi realizada por meio da
guantificacdo indireta de proteinas totais e das enzimas catalase (CAT),
peroxidase do ascorbato (APX) e superéxido dismutase (SOD). Essa analise
foi realizada nas mesmas folhas utilizadas para afericdo das trocas gasosas.

Aproximadamente 0,4 g de massa fresca foliar foi macerado em nitrogénio
liquido e homogeneizado com 3 mL de solucédo tampéao fosfato de potassio
(200 mM, pH 6,8), EDTA (0,1 mM), &cido ascorbico (10 mM) e
polivinilpolipirrolidona (1% p/v). As extracdes foram realizadas em almofariz e
pistilo, sendo o extrato resultante centrifugado a 12.000 Xg durante 15
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 °C,
compondo o extrato bruto para a quantificacdo de proteinas e enzimas.

A determinacdo do teor de proteinas totais seguiu 0 método descrito por
Bradford (1976). Para tanto, foi utilizado o corante Azul de Coomassie G250
para coloragao e a albumina sérica bovina como padrdo. Aliquotas de 100 uL
do extrato bruto, das duas espécies estudadas, foram adicionadas em 5 mL
do corante. Apos 2 minutos de reacédo foram realizadas as leituras em A595.

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato bruto,
ao meio de reagao constituido por 200 pL de H,O, (10 mM) e 1700 uL de
tampao fosfato Na,PO4 (50 mM, pH 7,0). O consumo do H,O, em A240 foi

monitorado durante 3 minutos, a 25 °C. A atividade enzimatica foi expressa
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em pumol de H.0, min mg™ de proteina (AEBI, 1984) e foi utilizado coeficiente
de extingdo molar de 36 mol™ L cm™ para seu célculo.

A atividade da APX baseou-se no método de Nakano e Asada (1981). Uma
aliquota de 100 pL do extrato bruto foi adicionada a 1900 uL de meio de
reacdo contendo tampao fosfato de sodio (50 mM, pH 7,0), EDTA (0,1 mM) e
acido ascorbico (0,5 mM). A reacao teve inicio ap6s adicdo de H,0; (0,1 mM)
e o decréscimo da absorbancia em A290 foi monitorado por 3 minutos a 25
°C. O coeficiente de extingdo molar do H202 utilizado no célculo da atividade
enzimética foi de 2,8 mmol™ L cm™, e a mesma foi expressa em umol de
ascorbato min™ mg™ de proteina.

Determinou-se a atividade da SOD com base no método descrito por
Giannopolitis e Ries (1977). Um volume de 50 pL do extrato bruto foi
adicionado em 2950 uL de meio reacédo, composto de tampao fosfato de sédio
(50 mM, pH 7,5), metionina (13 mM), riboflavina (2 pM), EDTA (0,1 mM) e
NBT (75 uM). A reacgao foi avaliada em A560 apos 40 minutos de incubacédo a
25°C. Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para inibir 50% da taxa de reducéo fotoquimica do NBT,

sendo expressa em unidade de SOD mg™ de proteina.

5.4 Anatomia foliar

Para ambas as espécies estudadas, amostras do terco mediano de folhas
totalmente expandidas, localizadas no terceiro n6 a partir do apice, foram
fixadas em FAA 50% por 48 horas (JOHANSEN, 1940) e, posteriormente,
armazenadas em etanol 70%. O material foi desidratado em série etilica
crescente e incluido em historresina (Leica®). Foram realizadas seccfes
transversais com auxilio de micrétomo rotativo, com espessura de 8 um.
Posteriormente, os cortes foram corados com solucdo de Azul de Toluidina
0,05% (O’BRIEN et al., 1964) e montados em entellan. A analise anatbmica
guantitativa, na regido internervural, foi realizada por meio de medi¢cdes da
espessura do limbo, da cuticula, das células epidérmicas de ambas as faces
da folha e dos parénquimas aquifero, palicadico e esponjoso. Na regido da
nervura central, foi medida a area do cilindro vascular. Para tanto, foram
realizadas trés medi¢des de cinco individuos, totalizando quinze medi¢des por

tratamento, para cada espécie. Foi determinada, também, a densidade
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estomatica e glandular (n/mm?) por meio da técnica de impress&o epidérmica,
utilizando-se uma gota de adesivo instantaneo universal (SuperBonder®) em
uma lamina de vidro, de forma a obter a impressdo da epiderme a ser
analisada. Foram analisados trés campos Opticos aleatérios da regido
internervural de cinco individuos, totalizando quinze campos 6pticos em cada
face foliar, por tratamento, para cada espécie. As mensuracdes foram feitas
com auxilio de sistema de captura de imagens acoplado ao microscopio
Nikon E200 por meio do software —Tsview, e o0s resultados foram
documentados por meio de fotomicrografias obtidas em fotomicroscopio
Nikon E200.

5.5 Determinacéo do teor de Cr, Pb, As e Hg

Toda vidraria e recipientes plasticos utilizados para preparacdo e analise
das amostras foram previamente lavados com detergente neutro Extran MA
02 (5% vlv), acido nitrico concentrado (15%, v/v) e agua purificada em
sistema PURELAB Ultra (ELGA, UK) com resistividade de 18,2 MQ, a fim de
promover a descontaminacdo dos mesmos.

As concentracdes de Cr, Pb, As e Hg foram determinadas em triplicata, por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
modelo Nexlon (Perkin Elmer, Alemanha). A garantia de qualidade (QG) e o
controle de qualidade (QC) foram realizados utilizando-se um material de
referéncia certiicado CRM-Agro C1003a - Folhas de Tomate. As
recuperacdes dos CRMs estavam acima de 80%, conforme recomendado
pela USEPA. Também foram preparadas amostras de raizes, caules e folhas
para verificar o efeito matriz. A faixa de recuperacédo desses ensaios foi de 86
a 102%.

5.5.1 Cr, Pb, As e Hg em folhas, caules e raizes

Apés coleta, as amostras de folha, caule e raiz de ambas as espécies
estudadas foram lavadas com &agua deionizada, secas a 37 °C até peso
constante, moidas e armazenadas em tubos Falcon® descontaminados e
hermeticamente fechados.

O procedimento de digestdo utilizado foi uma variagdo do método EPA
3051a (USEPA, 2007). Para tal, pesou-se uma massa aproximada de 0,100 g

em peso seco das amostras e adicionou-se 5,0 mL de HNO3; concentrado e
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1,0 mL de H,O ultra pura. Posteriormente, as amostras foram deixadas em
pré decomposi¢cao por um tempo de 10 min e, ap0s esse periodo, foram
decompostas utilizando aquecimento por radiacdo micro-ondas. O programa
de aquecimento utilizado consistiu em uma etapa de aquecimento onde a
temperatura atingiu 180 + 5°C, em 5 min, e permaneceu nesta temperatura
por um periodo de 20 min; o tempo de resfriamento foi de 20 min; apds esse
periodo aguardou-se por 90 min até que os tubos fossem abertos e as
amostras filtradas e avolumadas para um volume final de 50,0 mL. As
amostras foram armazenadas em geladeira até andlise. Os brancos foram
preparados utilizando o mesmo protocolo sem as amostras, somente 0s
reagentes.

Os fatores de translocacdo (FT) dos quatro metais pesados analisados
foram calculados entre os diferentes 6rgaos das plantas:

FTcr = [metal] caule / [metal] raiz
FTfc = [metal] folha / [metal] caule
FTfr = [metal] folha / [metal] raiz

FTpar = [metal] (folha+caule) / [metal] raiz

5.6 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, sendo adotado 5% de
nivel de significancia.

Os seguintes métodos estatisticos multivariados foram aplicados a
diferentes conjuntos de dados: analise fatorial (FA), andlise discriminante
linear (LDA) e o coeficiente de correlacdo de postos de Spearman. A analise
fatorial (FA) foi realizada com todas as matrizes de dados, onde as variaveis
foram escalonadas automaticamente. A extracdo dos principais fatores seguiu
o critério de Kaiser, onde somente autovalores maiores que 1 sao
considerados. O ponto de corte para selecionar as variaveis incluidas nesses
fatores foi de 0,75.

A LDA é um procedimento que maximiza as variacdes entre categorias e
minimiza as variagdes dentro de categorias (ARRIVABENE et al., 2014). A

LDA foi realizada usando os parametros que apresentaram autovalores
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maiores que 1 durante FA. O teste de correlagdo de postos Spearman foi
aplicado no presente trabalho para avaliar as correlagcdes entre as matrizes
de dados biolégicos e quimicos.

A analise multivariada foi realizada a fim de se obter uma visao integrada
dos dados quimicos e biolégicos, na busca pelas variaveis mais relevantes
para compreender a influéncia da salinidade no acumulo de metais pesados
(MONFERRAN et al., 2011).

6. RESULTADOS
6.1. Trocas gasosas

Em R. mangle, as trocas gasosas foram significativamente alteradas aos 45
dias de experimento (Tabela 1). A maior assimilacdo liquida de CO, foi
observada no tratamento com 3 g L™ de NaCl. Menores taxas de condutancia
estomatica, concentracéo de CO; interno e transpiracao foram observadas no
tratamento com 11 g L™ de NaCl. Esse tratamento também apresentou
maiores taxas de eficiéncia do uso da agua (A/gs e A/E). Aos 60 dias de
experimento nao foram verificadas alteracdes significativas das trocas
gasosas. Ja, a menor taxa de transpiracédo ocorreu aos 90 dias, no tratamento
com 11 g L™ de NaCl.

Em L. racemosa, foram observadas alteracGes significativas nas trocas
gasosas, aos 45 e 90 dias de experimento (Tabela 1). Aos 45 dias, as
menores taxas de assimilacéo liquida de CO,, de transpiracdo e de eficiéncia
intrinseca no uso da agua (A/gs) foram observadas no tratamento com 7 g L™
de NaCl. Enquanto, que as maiores taxas de assimilacdo liquida de CO, e de
transpiracdo foram notadas no tratamento com3 g L™* e 11 g L  de NaCl e, os
maiores valores de condutancia estomatica somente no tratamento com 11 g
L™ de NaCl. Aos 90 dias, foi verificada menor condutincia estomatica e
transpiracdo e, maior concentracdo interna de CO, no tratamento com 7 g L™
de NaCl. Apenas a assimilacdo liqguida de CO, apresentou mudanca
significativa aos 65 dias, com a maior taxa sendo observada no tratamento

com 3 g L'*de NaCl e a menor no tratamento com 11g L™ de NaCl.
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Tabela 1. Efeitos de diferentes concentracGes de NaCl sobre a assimilacdo liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs), concentracdo de CO2 interno
(Ci), transpiracao (E), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs e A/E) de Rhizophora mangle e
Laguncularia racemosa os 45, 65 e 90 dias.

AJE

[1NaCl A 2 1 9 2.1 N 1 5 2.1 A/Ci.z 1 Algs 1 1
(umol CO, m™“s™) (mol H,0 m™ s™) (umol CO, mol Ar”) (mmol H,O m™*s™) (molarm®s™) (umol CO, mol H,0™) (umol CO, mmol H,O™)
o 110 Lt 4,961+0,741b 0,038+0,01b 168,511 +25,219b 0,888+ 0,227 b 0,03+0,004a 135,019+ 16,238 a 5,686 + 0,562 a
§ 7gL? 5938+0,989ab 0,057+0,015a 209,747+32,405a 1,195+0,29a  0,029+0,005a 109,03 + 20,607 b 5,095+0,776 b
) N 3gL* 6,688+1403a 0,063+0014a 213521+18304a 1,422+0,275a 0,032+0,008a 105,969 +11,418b 4,706 + 0,456 b
§ o 119 Lt 3965+0,711a  0,037+0,007a 248,577 +51,986 a 1,07+041a 0,016 + 0,004 a 93,44 + 18,17 a 3,311+0,294 a
:__g § 7gLt 5548+0844a 0,061+0,018a 229,341+21,019a 1,39+0475a 0,024 +0,003 a 99,01+6,51a 3,169 + 0,397 a
.é' © 3gL? 587+13a 0,093+0,026 a 255,438 + 24,838 a 1,84+0,53 a 0,027 £ 0,001 a 90,33+ 12,71a 2,905+ 0,475 a
T o 110 Lt 5,234+0,857a  0,047+0,008a 204,716+22906a 1,085+0,171b 0,026+0,006a 112,386+ 14,493 a 4,843 + 0,646 a
§ 7gLt 6192+1725a 0,065+0,022a 228,588+16,843a 1,391+0,395a 0,027+0,007a 97,13+11,019a 4,492 + 0,389 a
o 3gL* 6314+£1269a 0,065+0015a 226,867+3,637a 1,362+0,266a 0,028 £0,005a 98,31+ 2,768 a 4,635+0,144 a
o 119 Lt 3,508+1,352a 0,035+0,01a 227,71+30,451a 0,796+0,23a 0,016 +0,009a 98,613+18,745a 4,339+0,845 a
§ 7gLt  1516+0919b 0,018+ 0,006 b 250,906 +69,816a 0,407+0,135b 0,007 +0,006a 86,644 + 44,648 b 3,793+1925a
2 N 3gL* 2533+051ab 0,023+0,004b 209,681 +38,078a 0,549+0,083ab 0,013+0,005a 109,416 +23,94 a 4,656 + 1,031 a
§ 0 11gL? 1,477+0451b 0,025+0,003a 290,658+22,956a 0,603+0,088a 0,005+0,002a 59,04+ 14,549 a 2,439 + 0,666 a
.% E 7gL?  1,901+045ab 0,027 +0,004a 272,374+22,72a  0,587+0,076a 0,007 +0,002a 70,961+ 14,133 a 3,253+ 0,6 a
§ © 3gL?t 4,09+2,1a 0,022 +0,012a 294,467 +£38,485a 0,447+0,223a 0,006 +0,006a 59,981 24,716 a 2,981+1,355a
;!" o 110 L 1,909+0516a 0,021+0,005ab 243,202+6,431b  0,558+0,119a 0,008+0,002a 88,399 + 3,938 a 3,397+0,24 a
§ 7gLt 1328+0,724a 0,02+0,006b 291,948+38,039a 0,515+0,156b 0,005+0,003a 62,092+ 23,903 a 2,371+0,88 a
2 3gL* 2108+0804a  0,025+0,004a 253,906+35425b 0,617+0,096a 0,009+0,004a 82,246 +22,075a 3,371+0,91a

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras comparam os tratamentos dentro do mesmo periodo de medida de uma espécie. Os
valores sdo médias * desvio padrdo (n=5).
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6.2. Atividade enzimatica
N&o foram observadas diferencas estatisticas para a atividade da CAT e da
SOD, em L. racemosa. Contudo, nesta espécie, a atividade da APX foi
diferente entre os trés tratamentos (Figuras 1 e 2), com maiores valores nas
plantas expostas a 3 g L™ de NaCl. J4, R. mangle apresentou menor atividade
da APX, CAT e SOD, sob tratamento com 11 g L™ de NaCl.
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' ER. mangle mL.racemosa A
& a
E o016
£
S
£3 o012
gg ©
oo
% S
L= 0,08 -
S8
— ab
o]
E 004
= a
é b b b =
( 0 __- I T I T 1
11gL-1 79gL-1 3glL-1
51 ER. mangle =L.racemosa B
)]
© a
- 4
= a
=
— 3 |
£ a
=] 2 a
o5
=]
a
5 |
5
0 1 T T 1
11gL-1 79gL-1 3glL-1

Figura 1. Efeito de diferentes concentragbes de NaCl na atividade das enzimas APX (A) e
CAT (B) em folhas de R. mangle e L. racemosa. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (p<0,05). Letras comparam os tratamentos dentro da mesma espécie.
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Figura 2. Efeito de diferentes concentra¢Bes de NaCl na atividade da enzima SOD em folhas
de R. mangle e L. racemosa. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Letras comparam os tratamentos dentro da mesma espécie.

6.3. Anatomia foliar

A tabela 2 apresenta as variaveis anatomicas foliares analisadas em R.
mangle e L. racemosa. Os individuos de R. mangle mostraram maior
espessura da epiderme abaxial, no tratamento com 3 g L™ de NaCl e menor
espessura deste tecido, no tratamento com 11 g L™ de NaCl. L. racemosa
apresentou valores maiores de area do cilindro vascular da nervura central no
tratamento com 7 g L™ de NaCl e, maiores valores de densidade estomatica
(ambas as faces), e densidade de glandulas de sal (face abaxial) no

tratamento com 3 g L™ de NaCl (Figura 3).
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentragcdes de NaCl sobre a anatomia foliar de R. mangle e L. racemosa. (espessura dos tecidos em pm; razéo

parénquima palicadico/ parénquima esponjoso: Pp/Pe).

R. mangle L.racemosa
Variaveis 11gL? 7gL? 3gL? 11gL? 7gLt 3gL*
Limbo (um) 4953+66,3a  4666+586a  5552+612a 496,6+69,0a 4269+346a 4508+185a
Parénquima paligadico (um) 104,2+10,5a 99,5+10,3a 111,4+13,3a 872+77a 86,5+7,5a 80,1+23a
Parénquima aquifero (um) 161,9+352a  150,3+26,8a 197,8£59,7 a 3033+47,4a 2448+185a 2747+127a
Parénquima esponjoso (um) 188,3+181a 1846+254a 2165+ 195a 68,1+69a 64,4+11,8a 66,0 +6,8a
Epiderme adaxial (um) 20,0+24a 18,7+0,4a 223+ 47a 176+11a 19,7+35a 16,2+05a
Epiderme abaxial (um) 233+1,1b 241+12ab 26,4+ 1,8a 204+25a 21,4+25a 19,8+3,5a
Cuticula adaxial (um) 171+21a 179+14a 17,8+15a na na na
Parénquima clorofiliano (um) 2925+269a  2842+274a  3279+157a 1553+11,2a  151,0+158a 1461+84a
Pp/Pe 0,56 +0,1a 0,55+0,1a 052+ 0,1a 12+01a 1,37+0,2 a 12+0,1a
Area cilindro vacular (mm?) 0,29+0,02 a 0,33+0,1a 043+011a 0,24+0,0b 0,31+0,0a 0,22+0,0b
Densidade estomatica abaxial (n° mm) 51,8+8,1a 52,7+21a 50,6 + 10,9 a 78,4 + 14,8 ab 590+64b 843+135a
Densidade estomatica adaxial (n°® mm?) na na na 1155+ 14,9 b 945+26b  1439+183a
Densidade de glandulas abaxial (n® mm'z) na na na 24+0,8ab 1,7+0,1b 34+x06a
Densidade de glandulas adaxial (n° mm'2) na na na 34+03a 3,1+05a 34+x0,1a

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores reportados sdo médias + desvio padrdo. Letras comparam os tratamentos dentro da

mesma espécie. (na: ndo avaliado)
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Figura 3. Secgles transversais

):-\._-‘h AY
e impressdes epidérmicas do limbo de L. racemosa. A-B.

Seccgles transversais da regido da nervura central. A. Tratamento com 7 ¢ L™" de NaCl . B.
Tratamento com 3 g L™ de NaCl. C-D. Impressdes epidérmicas. C. Tratamento com 3 g L™ de
NaCl. D. Tratamento com 7 g L™ de NaCl. (Fl:floema; Xi: xilema; seta indica estdmatos) Barras

= 50 pm.

6.4. Concentracdo de Cr, Pb, As e Hg em folhas, caules e raizes

A tabela 3 apresenta as concentracdes de Cr, Pb, As e Hg nas folhas,
caules e raizes de ambas as espécies estudadas, sob diferentes condi¢ces de
salinidade. Os individuos de R. mangle nao apresentaram diferenca
estatistica no acimulo de Cr nas raizes e folhas. Entretanto, no caule, a maior
concentracdo desse elemento foi observada nas plantas submetidas ao
tratamento com 7 g L™ de NaCl. Maior acimulo de Pb nas folhas foi verificado
nos tratamentos com 7 g L™ e 11 g L™ de NaCl. Quanto ao As, 0os maiores
valores em raizes e caules foram observados no tratamento com 7 g L™ de
NacCl.

Em L. racemosa, o maior teor de Cr foi verificado nos tratamentos com 3 g

L' e 11 g L* de NaCl, para caule e raiz, respectivamente. Ndo houve
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diferenca estatistica no acumulo de Pb e As em folhas, caules e raizes, para
essa espécie. A concentracdo de Hg foi maior nas folhas dos individuos
submetidos ao tratamento com 7 g L™ de NacCl.

6.5. Fatores de translocacao

Na tabela 3 é possivel notar que para R. mangle o FT do Cr entre caule e
folha foi maior a medida que a concentragcéo salina aumentou, enquanto que
os FT de Cr entre as partes aéreas de L. racemosa e suas raizes (FTcr, FTfr e
FTpar) foram maiores no tratamento com 7 g L™ de NaCl e menores nos
tratamentos com 3 e 11 g L™ de NaCl.

O FT de Pb ndo apresentou diferencas significativas em L. racemosa. Ja,
em R. mangle, observou-se menores valores de FT entre as partes aéreas e
suas raizes (FTcr, FTfr e FTpar) no tratamento com 7 g L™ NaCl.

Para o As, os FT entre as partes aéreas e raizes (FTcr, FTfr e FTpar) de
R.mangle, foram maiores no tratamento com concentracdo salina de 3 g L™.
Por outro lado, o FT entre folha e caule foi maior no tratamento com 11 g L™
de NacCl.

L. racemosa apresentou FT maior para As e Hg entre as partes aéreas e
raizes (FTcr, FTfr e FTpar) no tratamento com concentracdo salinade 7 g L™.
Menores valores de FT para Hg entre as partes aéreas e raizes (FTcr, FTfr e
FTpar) de R.mangle, foram observados com a diminuicdo da concentracdo

salina.
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Tabela 3. Concentracao de Cr, Pb, As e Hg nas raizes, caules e folhas de R. mangle e L. racemosa em diferentes concentracées de NaCl. FTcr: fator de

translocacao entre caule e raiz; FTfc: fator de translocacéo entre folha e caule; FTfr: fator de translocacdo entre folha e raiz; FTpar: fator de translocacéo

entre parte aérea e raiz.

R. mangle L. racemosa
11gL* 7glL? 3glL* 11gL*t 7gL? 3glL*?

Cr Raiz 1753,38 + 333,03 a 1897,87 +463,11a 2158,66 + 119,03 a 13623,83 £ 702,04 a <LQ 6596,85 + 531,7 b
Caule 444,42 +30,63b  581,7+100,83a 565,34 +31,14 ab 429,27 £ 40,8 b 511,85 +37,5ab 548,09 + 71,16 a
Folha  1948,66 + 174,23 a 1847,41+333,82a 1667,58+311,99a 2869,1 +368,54a  3724,49+1253,95a 2936,7 +2936,7 a
FTcr 0,26 + 0,07 a 0,32+0,11a 0,26 +0,03 a 0,04+0,01b 425+0,31 a 1,09+1,78 b
FTfc 4,42 +0,7 a 3,22 +0,67 ab 2,97 £0,66 b 6,78 £1,51 a 7,28+2,37 a 5,46 +1,13 a
FTfr 1,14+0,2a 1,01 +0,27 a 0,77+0,16 a 0,24+0,1Db 30,96 + 10,42 a 7,26 £12,27 b
FTpar 14+14a 1,33+0,36 a 1,04 +0,15a 0,28+0,11b 35,21 +10,48 a 8,35+14,05b

Pb  Raiz <LQ 503,61 + 109,54 a <LQ 124,31 £ 229,62 a <LQ 21,4 +23,79 a
Caule  233,22+102,25a 178,43+210,89a  394,04+61,88a 113,03 + 207,06 a 196,7 + 143,73 a 136,59 + 107,28 a
Folha 443,37 +1209a 620,66 + 237,47 a 110,19 +68 b 51,76 + 17,38 a 97,35+ 122,06 a 125,05 + 27,25 a
FTer 24,55+ 10,76 b 0,43+0,51¢c 41,48 +6,51 a 11,65 + 21,96 a 20,71+ 15,13 a 11,89 + 12,98 a
FTfc 2,13+0,77 a 43,09+4871a 0,29+0,18 a 4,44 +3,31a 7,2+14,03 a 2,87+4,01a
FTfr 46,67 +12,73a 1,21+0,32b 11,6 +7,16 b 349+231a 10,25 + 12,85 a 10,18 + 5,88 a
FTpar 71,22 £19,09 a 1,64+05b 53,08 +7,18 a 15,14 £ 22,55 a 30,95 + 6,58 a 22,07 + 18,08 a

As  Raiz 205,75+ 12,88 ab 243,51 +28,99 a 191,1 20,27 b 490,69 + 64,42 a <LQ 313,32+ 198,38 a
Caule 91,12+7,21b 114,69 £3,1 a 114,05 + 10,7 a 83,28 +4,32 a 78,72+8,31 a 83,79 + 15,09 a
Folha 246,4 + 24,61 a 247,23 +30,02 a 270,07 £15,3 a 308,19+ 4,85a 297,46 + 33,8 a 310,16 +17,07 a
FTer 0,44 +£0,05 b 0,48 £0,05 b 0,6 £0,08 a 0,17 £0,03 b 2,39+0,25a 0,7+£0,97b
FTfc 2,71+0,29 a 2,16 £0,26 b 2,38 £0,23 ab 3,71+0,24 a 3,8+0,53a 3,82+0,89a
FTfr 1,2+0,1ab 1,04 £0,23 b 1,42 £ 0,09 a 0,64 +£0,09b 9,04 +1,03 a 3,07+4,62b
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FTpar 1,64 +£0,13 ab 151+0,28b 2,02+0,16 a 0,81+0,11b 1143+11a 3,78+559b
Hg Raiz 79,05+ 14,75 a 98,69+ 9,75 a 113,92 + 30,86 a 211,92 +105,03 a <LQ 107,37 £ 65,65 a
Caule 67,19+ 5,88 a 51,85+754 a 46,65+ 17,99 a 58,86 + 2,68 a 56,38+291 a 37,63+20,6 a
Folha 59,87 +1,86 a 64,47 £ 3,79 a 47,81+ 14,38 a 33,58 £20,23 b 60,02 +4,25 a 53,81 £ 4,03 ab
FTer 0,87 +0,18 a 0,53 £0,09 ab 0,43+0,23 b 0,34+0,16 b 285+0,15a 0,51+0,37b
FTfc 09+0,1a 1,26 £0,19 a 1,34+1,12 a 0,56+0,32a 1,06 + 0,06 a 1,80+1,12 a
FTfr 0,78+0,14 a 0,66 = 0,09 ab 0,44+0,14Db 0,17+0,07b 3,03+0,21a 0,99+1,15b
FTpar 1,65+0,3a 1,19+ 0,15 ab 0,87+0,24Db 0,51+0,21b 588 +0,33a 15£149b

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores reportados sdo médias + desvio padrdo. Letras comparam os tratamentos dentro da
mesma espécie. (na: ndo avaliado)
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6.6. Estatistica multivariada
6.6.1. Andalise multivariada fatorial (FA)

Primeiramente, foi realizada a analise fatorial (FA) utilizando-se todas as
matrizes de dados (varidveis anatdbmicas, fisiol6gicas, bioquimicas e
guimicas). A FA extraiu seis fatores (F1 a F6) que representam 77,54% da
variancia acumulada. O primeiro fator (F1) foi responsavel por 25,13% da
variancia e mostrou altas cargas para as seguintes variaveis de R. mangle:
assimilacdo liquida de CO, aos 45 e 65 dias, eficiéncia instantanea de
carboxilacdo aos 45 dias, condutancia estomatica aos 65 dias, atividade da
CAT, concentracao de As e Hg caulinar, FT entre caule e raiz para As e Hg,
FT entre folha e caule e, parte aérea e raiz, para Hg. As variaveis de L.
racemosa que apresentaram altas cargas foram: assimilacdo liquida de CO,
aos 65 dias, eficiéncia instantanea de carboxilacdo em 65 dias, atividade da
APX e SOD, concentracéo caulinar de Cr.

O segundo fator (F2), com 20,37% de informacéao retida, apresentou altas
cargas para atividade da APX, concentracdo de Pb na raiz, FT de Pb entre
caule e raiz e entre parte aérea e raiz, todos de R. mangle. Em L. racemosa,
F2 apresentou altas cargas para as variaveis area do cilindro vascular,
densidade estomatica da face abaxial, condutancia estomatica aos 45 dias,
concentracdo de Cr, As e Hg na raiz, FT de Cr, As e Hg entre as partes
aéreas e raizes (FTcr, FTfr e FTpar). O terceiro componente principal (F3),
com 9,11% de informacdes retidas, apresentou altas cargas para espessura
do limbo, do parénquima aquifero e clorofiiano de R. mangle, e para
espessura do parénquima esponjoso, razao Pp/Pe, eficiéncia no uso da agua
(A/E) aos 45 dias e concentracao foliar de Cr, de L. racemosa.

O quarto fator (F4), apresenta 8,05% de informacao retida, com altas
cargas para espessura da cuticula da face adaxial de R. mangle e, em L.
racemosa, para concentracdo de Pb caulinar, e no FT de Pb entre caule e
raiz, e parte aérea e raiz. O quinto e sexto componentes principais (F5 e F6),
apresentam, respectivamente, 7,47% e 7,38% de informacéo retida. Para F5
foram obtidas altas cargas para espessura da epiderme da face adaxial de R.
mangle e para concentracdo de Hg foliar. F6 apresentou altas cargas para
atividade da CAT, concentracdo de As e Hg caulinar, FT do As e Hg entre

folha e caule, todos de L. racemosa. Os parametros extraidos de F1 a F6 sao
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responsaveis por 77% da variabilidade observada, e devem apontar

diferengas entre os tratamentos.

6.6.2. Analise discriminante linear (LDA)

A LDA foi realizada a partir das 54 variaveis selecionadas pela FA e
apontou 26 parametros com mais de 50% de classificacdo (dados nao
apresentados), como representantes das diferencas entre os tratamentos.
Dessa forma, a matrix complexa de dados fisiolégicos, anatdmicos,
bioquimicos e quimicos poderia ser reduzida a 26 parametros e, apenas estes
explicariam o comportamento das espécies estudadas em diferentes
concentracbes salinas. Das 26 varidveis selecionadas, apenas nove sao

variaveis de R. mangle.

6.6.3. Correlagcéao de postos Spearman
O teste de Spearman apontou que L. racemosa sofre menor influéncia da
salinidade em suas caracteristicas do que R. mangle, visto que somente a
atividade da APX e a concentracdo de Cr no caule, dessa espécie,

correlacionaram-se com as condicdes salinas (Figura 4) .
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Figura 4. Correlacdo de Spearman entre as concentracdes salinas com a atividade da APX e

com a concentragéo de Cr no caule em L. racemosa.
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J4, R. mangle, apresentou correlacdo negativa entre as concentracdes de
sal com a atividade da CAT, com a concentragédo de As no caule, com o FT do
As entre caule e raiz e, ainda, uma correlacdo positiva com o FT do Hg entre

parte aérea e raiz (Figura 5).
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Figura 5. Correlacdo de Spearman entre as concentra¢des salinas em R. mangle com a

atividade da CAT, com [As] no caule, com o FTpar do Hg e com o FTcr As.

Por outro lado, a concentracdo de Cr, Pb, As e Hg presente na folha, caule
e raiz de ambas as espécies estudadas mostrou ter maior influéncia sobre as
caracteristicas biolégicas (anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas) de L.
racemosa do que em R. mangle.

A concentracao de Cr, As e Hg presente na raiz, o FT do Cr entre folha e
raiz, e do Hg entre caule e raiz de L. racemosa, apresentaram forte influéncia
sobre a DE da face abaxial, condutancia estomatica e area do cilindro
vascular dessa espécie. Além disso, a concentracdo de As e Hg na raiz de L.

racemosa correlacionou-se positivamente com a concentragdo de Cr na raiz
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(Figura 6 e 7). O Hg também influenciou de forma positiva a quantidade de As
presente na raiz dessa espécie. O Pe e a razado Pp/Pe correlacionaram-se de
forma negativa e positiva, respectivamente, com a concentragao de Cr foliar
em L. racemosa. Também foi observado nessa espécie que o aumento da
concentracdo de Pb no caule leva a maior translocacado desse metal entre a

parte aérea e araiz e, entre o caule e a raiz.
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Figura 6. Correlacdo de Spearman entre as concentragfes de Hg, As e Cr na raiz de L.

racemosa com a gs, densidade estomatica (Deab) e area do cilindro vascular (ACV).

Em R. mangle apenas trés caracteristicas biologicas correlacionaram-se
com os metais pesados. Maiores valores de FT do As entre caule e raiz, e do
Hg entre a parte aérea e raiz ocasionaram, respectivamente, maior e menor
atividade da CAT. A atividade da APX, nessa espécie, correlacionou-se
positivamente com a concentracdo de Pb radicular. Também, em R. mangle,
foi observada correlagéo positiva entre os FT do Pb e As entre o caule e raiz e

0 parénquima clorofiliano.
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de Cr e As na raiz de L. racemosa.

7. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos verificou-se que a salinidade influencia de
maneira distinta a bioacumulacdo de Cr, Pb, As e Hg, bem como, as
caracteristicas anatébmicas, fisioldgicas e bioquimicas de R. mangle e L.
racemosa. Os individuos de R. mangle sofreram maior influéncia da
salinidade, sendo mais sensiveis a maiores niveis de NaCl. Enquanto, L.
racemosa mostrou maior sensibilidade ao Cr, As e Hg.

Os resultados encontrados para R.mangle, referentes a bioacumulacdo e
translocacdo do Hg e Pb, corroboram o observado na literatura. Em Tamarix
smyrnensis, uma haldéfita, o aumento da salinidade promoveu maior
translocacdo de Cd das raizes para as partes aéreas da planta (MANOUSAKI
et al.,, 2011). O aumento de concentracbes salinas promove maior
biodisponibilidade de metais pesados no sedimento (HATJE et al., 2003;

ACOSTA et al., 2011) e, consequentemente, maior absorcao pelas plantas
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(LUTTS & LEFEVRE, 2015). A translocac&o dos metais nas plantas também é
positivamente influenciada pela salinidade (MANOUSAKI et al., 2011).

L. racemosa apresentou resultados contrarios ao observado na literatura no
gue se refere a absorgdo e translocacdo de metais pesados. A salinidade nédo
apresentou grande influéncia sobre o acumulo de cromo, chumbo, arsénio e
mercurio, nessa espécie. Contudo, esse comportamento pode ser reflexo do
tipo de sal usado no experimento. Acosta et al. (2011) demonstraram que
tipos diferentes de sais influenciam de forma distinta a mobilidade e liberag&o
de metais no sedimento, devido a clorocomplexacdo ou pela competicao de
cations derivados do sal com espécies de metais pesados. Para o Pb, por
exemplo, maior mobilidade desse elemento ocorre na presenca de CaCl,.

Em relacdo a densidade estomatica, os valores encontrados em L.
racemosa corroboram os resultados de Sobrado et al. (2007) os quais
verificaram reducdo da densidade estomatica em L. racemosa, em resposta
ao aumento da concentracao salina . Essa relagcdo também foi observada em
outras especies de mangue (PARIDA et al., 2004; WERNER & STELZER,
1990).

O aumento na densidade de glandulas de sal € comum em individuos
sujeitos a maior salinidade, em comparacdo com aqueles que ocorrem em
ambientes menos salinos (BARHOUMI et al., 2007; MARCUM, 2006). As
glandulas de sal representam estruturas adaptativas que conferem tolerancia
a salinidade em algumas espécies de mangue (SOBRADO et al., 2004;
GARCIA et al.,, 2017). Contudo, no presente estudo, ndo foi observada
relacdo da densidade de glandulas de sal presentes nas folhas de L.
racemosa com o0s teores salinos. Por se tratar de uma espécie com folhas
longevas (SUAREZ, 2003), acreditamos que as folhas analisadas,
provavelmente, estavam em expansao durante o periodo dos tratamentos nos
guais os individuos foram submetidos, e portanto, o numero de glandulas de
sal ja havia sido determinado. A formacéo de glandulas de sal, normalmente,
cessa com o inicio da expanséo foliar, podendo ser observado um decréscimo
na densidade glandular, em algumas espécies (MACHADO & RODRIGUES,
2013).

Quanto ao efeito da salinidade nas trocas gasosas, 0s resultados obtidos

para R. mangle corroboram dados relatados na literatura para espécies de
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mangue (FERNANDES & PERIA, 1995; PARIDA & JHA, 2010; REEF &
LOVELOCK, 2015; GARCIA et al., 2017). Em geral, o excesso de sal afeta o
processo fotossintético, sobretudo, a assimilacdo de CO, (NAIDOO et al.,
2011). A maior concentragdo de sal na solugédo nutritiva, reduz o potencial
osmético, o que diminui a disponibilidade de 4gua para a planta (VERSLUES
et al.,, 2006). Contudo, chama a atencdo os resultados obtidos em L.
racemosa, cuja taxa de assimilagdo de CO, conduténcia estomatica,
transpiracdo e eficiéncia intrinseca do uso da &gua aumentaram em
condi¢cbes mais salinas. Tal fato pode ser explicado pelos mecanismos de
exclusdo de sal presentes nessa espécie. Uma vez que L. racemosa é uma
espécie sal secretora, ou seja, elimina o excesso de sal via glandulas de sal
(PARIDA & JHA, 2010), essas estruturas secretoras desempenham um papel
fundamental na manutencéo do equilibrio osmético interno, permitindo maior
atividade metabdlica com o aumento dos niveis de salinidade (TAN et al.,
2013; GARCIA et al., 2017).

O excesso de salinidade também pode gerar maior producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) (KOSOVA et al.,, 2013). As ERO’s sao
produzidas como subprodutos durante as atividades de transporte de elétrons
ligadas a membrana, por varias vias metabodlicas (SHAH et al., 2001) e
acarretam danos as biomoléculas, como lipidios de membrana, proteinas,
pigmentos cloroplastidicos, entre outros (MISHRA & SINGHAL, 1992). De
modo geral, quando sujeitas a maiores salinidades, as espécies de mangue
promovem um aumento na atividade da CAT, SOD e APX (TAKEMURA et
al., 2000; PARIDA et al., 2004; ATREYA et al., 2009) para minimizar os danos
do estresse oxidativo ocasionado por ERO’s. No presente estudo, entretanto,
0 aumento dos niveis de salinidade ocasionou uma diminuicdo da atividade
das enzimas CAT, SOD e APX, em R. mangle. Esse resultado, somado a
menor taxa de assimilacdo de CO, observada, indica danos no aparato
fotossintético. Resultados semelhantes foram relatados em Kandelia candel e
Rhizophora stylosa quando expostas a altos niveis de salinidade (HOSSAIN
et al., 2017). Embora a tolerancia ao sal seja constantemente associada com
0 aumento na atividade de enzimas antioxidantes, nem sempre essa
tolerancia depende de atividades antioxidantes mais altas (KIM et al., 2004).

Atividades enzimaticas mais altas podem ser interpretadas como um sintoma
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de sensibilidade ao sal, em alguns casos (ABOGADALLAH et al., 2010). A
menor atividade da SOD em salinidades elevadas tem sido explicada pela
atividade de oxidases alternativas, no controle da regeneracédo de superoxido
(GIRAUD et al., 2008) e pela extingdo direta desse radical livre, via osmélitos
(PARIDA et al., 2004; ZHU et al., 2011). J&4 a menor atividade da CAT pode
esta associada a baixa producédo de H,O, devido a menor atividade da SOD
(HOSSAIN et al., 2017), bem como a APX.

A correlacdo de Spearman evidenciou que L. racemosa € mais sensivel as
concentragcdes de metais pesados, sobretudo, a presenca do cromo, arsénio e
mercurio na raiz. De modo geral, o aumento da concentracdo de metais
pesados causa prejuizos a fotossintese nas haldfitas, levando a fotoinibicdo e
possiveis danos aos centros de reacdo do PSIl (LUTS & LEFEVRE, 2015;
GARCIA et al., 2018; NAIDOO et al., 2014). Entretanto, no presente estudo,
0s metais pesados influenciaram de forma positiva a densidade e condutancia
estomatica. O aumento da densidade estomatica pode permitir maior
condutancia estomatica (PEARCE et al., 2005), levando a maiores taxas
fotossintéticas (MOTT & MICHAELSON, 1991). Verificamos uma correlacéo
negativa entre a area do feixe vascular e o acumulo de cromo e arsénio na
raiz de L. racemosa. O estresse por metais pesados ocasiona menor
eficiéncia no uso da agua (LEFEVRE et al., 2014), e esta pode estar
relacionada com alteracbes na anatomia dos vasos condutores (BACELAR et
al., 2007). Todavia, maiores investigacdes sao necessarias.

A correlacdo positiva entre a concentracdo de mercurio e a concentragcao
de arsénio e cromo na raiz deve-se ao fato de que alguns metais tendem a
ficar retidos nas raizes, como observado para o cobre, chumbo, zinco e
mercurio (MACFARLANE et al.,, 2007; AGORAMOORTHY et al.,, 2008;
HUANG & WANG, 2010). A retencdo de metais nas raizes tem sido relatada
como uma estratégia para evitar os efeitos deletérios na parte aérea, do
estresse induzido pelos metais (HUANG & WANG, 2010).

A concentracdo de cromo no caule de L. racemosa foi positivamente
correlacionada com a concentragéo de sal. O cromo é um metal comumente
translocado para as partes aéreas da planta (RICHTER et al., 2016), sendo
assim, o aumento da salinidade, pode refletir maior fluxo desse metal do caule

para as folhas (NGUYEN et al., 2017). O maior teor salino ocasiona maior
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atividade das glandulas de sal (GARCIA et al., 2018) e, juntamente com a
secrec¢ao salina, maior quantidade de ions toxicos podem ser eliminados pela
folha (NAIDOO et al., 2014; MANOUSAKI et al., 2014, FLOWERS et al.,
2010).

Em R. mangle a atividade da CAT mostrou-se negativamente
correlacionada com os tratamentos salinos, com o FT do As entre a raiz e 0
caule e com o FT do Hg entre a raiz e a parte aérea. Menores atividade da
CAT em condi¢gbes mais salinas também foram relatadas para outras
espécies de mangues (ASHIHARA et al., 1997; PARIDA et al., 2004). Além
disso, a principal resposta das plantas ao estresse por metais pesados é a
formacédo de ERO’s (DAS et al., 2016) que pode ser resultado da inativagéo
das enzimas antioxidantes SOD, POD e CAT (DONG et al., 2007).

Os resultados obtidos pela LDA e pela correlacdo de Spearman indicam
gue L. racemosa apresenta maior eficiéncia como espécie bioindicadora

ambiental do que R. mangle.
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8. CONCLUSOES

Os resultas obtidos no presente estudo permitiram concluir que:
1. L. racemosa e R. mangle possuem respostas distintas no que tange
a bioacumulagdo de cromo, chumbo, arsénio e mercurio em funcdo da
salinidade.
2. L. racemosa é mais responsiva a concentracdo de cromo, arsénio e
mercurio do que R. mangle, sobretudo na raiz.
3. O acumulo de cromo, arsénio e mercurio na raiz afeta a densidade
estomatica, a condutancia estomatica, bem como a area de feixe
vascular da nervura central de L. racemosa.
4. R. mangle é mais sensivel a salinidade de 11 g L™* de NaCl, em
relacdo a L. racemosa, sendo a atividade da catalase o principal
parametro bioldgico afetado.
5. Considerando as espécies estudadas, L. racemosa € mais indicada
como bioindicadora ambiental em estudos de poluicdo por metais

pesados.
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