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RESUMO

SILVA, Advanio Inicio Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢o de 2009.
Morfoanatomia e composicio mineral de raizes de duas espécies de restinga
submetidas ao excesso de ferro. Orientadora: Luzimar Campos da Silva. Coorientadores:
Aristéa Alves Azevedo e Marco Antonio Oliva Cano.

No litoral sul do Espirito Santo, Brasil, a restinga tem recebido nos ultimos anos,
um aporte adicional de ferro, em func@o da atividade de industrias mineradoras de ferro.
Objetivou-se caracterizar a estrutura das raizes das espécies nativas de restinga, Ipomoea
pes-caprae L. (Convolvulaceae) e Canavalia rosea DC. (Fabaceae), com o
desenvolvimento da placa de ferro; verificar a composi¢do quimica da placa de ferro e o
seu efeito na assimilagdo de nutrientes; histolocalizar os provaveis sitios de acimulo de
ferro nas raizes; e identificar os sintomas morfoanatomicos causados pelo ferro como
poluente, na estrutura radicular dessas espécies. Mudas de ambas as espécies foram
cultivadas em soluc¢do nutritiva de Hoagland, em pH 5,5, com e sem excesso de fon ferroso
(150 mg/L de Fe*? como FeS0O,4.7H,0), variando-se o tempo de exposi¢ao (12; 36; 108 e
228 horas), ap0s a aplicagd@o do ferro. Ao término de cada exposicdo foram coletadas raizes
laterais em ambas as espécies, e coleto em C. rosea, para as andlises morfoanatomicas,
histoquimicas e ultraestruturais, além da quantificacio do ferro na planta e teor de
nutrientes nas folhas e raizes, extracdo e composi¢do quimica da placa de ferro. As raizes
laterais do tratamento controle nas espécies estudadas apresentaram coloragcdo branco-
parda, sem formacdo de placa de ferro. Apds exposi¢do ao excesso de ferro, verificou-se
alteracdo na morfologia externa dessas raizes, como reducdo visual no crescimento e
emissdo de novas raizes, flacidez das raizes, auséncia de ramifica¢do, além de um aspecto
mucilaginoso e coloracdo cinza em 1. pes-caprae e alaranjada em C. rosea. Em raizes de I.
pes-caprae houve escurecimento intenso no dpice radicular, com necrose seguida de queda
do 4pice. C. rosea foi a espécie que mais acumulou ferro na placa de ferro. Entre as
espécies estudadas, quando expostas ao excesso de ferro, nao houve diferenca estatistica no
fator de translocacdo de ferro para a parte aérea. A raiz de ambas as espécies apresentou a
maior capacidade de concentracdo de ferro, e o caule, a menor. C. rosea apresentou o maior
fator de bioconcentracdo de ferro em todos os 6rgaos. No tratamento com excesso de ferro,
a assimilacdo de Zn aumentou em C. rosea e o teor de N reduziu nas folhas de I pes-

caprae. Nos tratamentos de exposi¢do ao excesso de ferro por 12, 36 e 108 horas, ndo
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foram observadas alteragdes anatdmicas nas raizes das duas espécies estudadas. Em ambas
as espécies houve alteracdo na organizacdo e no formato das células do periciclo e do
cortex, e o metaxilema ndo completou sua diferenciagdo. Em I. pes-caprae houve necrose e
colapso dos primérdios de raiz lateral e do cilindro vascular. As células do cortex
apresentaram retracdo do protoplasto, formacdo de tecido de cicatrizacdo e colapso celular.
Em C. rosea houve alteracdo no padrio de divisdo e diferenciacio celular do cortex e na
diferenciacdo celular do periciclo. Em microscopia eletronica de varredura, as placas de
ferro foram evidentes em toda a superficie da raiz, com padrdo de deposi¢do desuniforme
nas duas espécies. O ferro foi histolocalizado em todos os tecidos radiculares de ambas as
espécies, na exposi¢do mdxima ao ferro, corroborando com o encontrado na quantificacdo.
O incremento didrio de ferro no solo da vegetacdo de restinga do litoral sul do Espirito
Santo, seguido de assimilacdo e alteracdes morfoanatdmicas nas raizes, pode comprometer

a fisiologia dessas espécies.
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ABSTRACT

SILVA, Advanio Indcio Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2009.
Morphoanatomy and mineral composition of roots from two species of restinga
submitted to iron excess. Adviser: Luzimar Campos da Silva. Co-Advisers: Aristéa Alves
Azevedo and Marco Antonio Oliva Cano.

In the south coast of Espirito Santo, Brazil, the restinga has received in the last
years, an additional increment of iron, due to activities of iron ore industries. It was
objectified to characterize the roots structure of the native restinga species, I[pomoea pes-
caprae L. (Convolvulaceae) and Canavalia rosea DC. (Fabaceae), with the iron plaque
development; to verify the chemical composition of iron plaque and its effect in nutrients
assimilation; to histolocalize the probable sites of iron accumulation in roots; and identify
the morpho-anatomical symptoms caused by iron as a pollutant, in the root structure of
these species. Seedlings of both species were grown in Hoagland nutrient solution, at pH
5.5, with and without excess of ferrous ion (150 mg / L Fe 2 as FeS0,4.7H,0), ranging the
exposure time (12, 36, 108 and 228 hours) after the application of iron. At the end of each
exposure were collected lateral roots in both species, and root collar in C. rosea, for
morpho-anatomical, histochemical and ultrastructural analysis, besides the quantification of
iron in the plant and nutrient content in leaves and roots, extraction and chemical
composition of the iron plaque. The lateral roots of the control treatment in the studied
species presented white-brown coloration, without formation of iron plaque. After exposure
to excess 1iron, it was verified alteration in the external morphology of these roots, as visual
reduction in growth and emission of new roots, root flaccidity, absence of branching,
besides a mucilaginous aspect and gray coloration in /. pes-caprae and orange in C. rosea.
In 1. pes-caprae roots there were intense browning in root apex, with necrosis followed by
apex fall. C. rosea was the specie that accumulated more iron in the iron plaque. Among
the species studied, when exposed to excess iron, there was no statistical difference in the
translocation factor of iron to the aerial part. The root of both species presented the highest
capacity for iron concentration, and the stem, the lowest. C. rosea presented the highest
bioconcentration factor of iron in all organs. In the treatment with excess iron, the
assimilation of Zn increased in C. rosea and the content of N reduced in the leaves of I
pes-caprae. In the treatments of exposure to excess iron for 12, 36 and 108 hours, it was not

observed anatomical changes in the roots of both species. In both species there was a
X



change in organization and shape of pericycle and cortex cells, and metaxylem did not
complete its differentiation. In 1. pes-caprae there were necrosis and collapse of lateral root
primordiums and of the vascular cylinder. The cortex cells presented shrinkage of the
protoplast, formation of a cicatrization tissue and cell collapse. In C. rosea there was
alteration in the division and differentiation pattern of cortex cell and differentiation of
pericycle cell. In scanning electron microscopy, the iron plaques were evident across the
surface of the root, with irregular deposition pattern in both species. The iron was
histolocalized in all root tissues of both species, in maximum iron exposition, corroborating
with discoveries in quantification. The daily increment of iron on the restinga vegetation
soil in the south coast of Espirito Santo, followed by assimilation and morpho-anatomical

changes in roots, can compromise the physiology of these species.
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INTRODUCAO

Na costa brasileira, as restingas se destacam por constituirem um ecossistema de
estreita relagdo com o mar, formando um mosaico de comunidades vegetais associadas a
geomorfologia local e adaptadas as condigdes ambientais (HENRIQUES et al.,1986;
ARAUJO, 1992; THOMAZ & MONTEIRO, 1992). Dentre as formagdes vegetais da
restinga, estdo as comunidades Hal6fita e Psamoéfita Reptante, na qual Ipomoea pes-caprae
L. (Convolvulaceae) e Canavalia rosea DC. (Fabaceae) desempenham papel fundamental
na dindmica sucessional e na preservacido da vegetacdo de restinga, pois sao responsaveis
por fixar as dunas arenosas, contribuindo para a estabilizagdo do solo e o desenvolvimento
de espécies vegetais mais exigentes (PEREIRA, 1990).

Apesar de sua grande importancia, a vegetacdo de restinga vem sofrendo grandes
impactos ao longo dos anos, principalmente devido a especulagdo imobilidria. Mais
recentemente, impactos decorrentes das atividades de mineradoras de ferro podem ser
observados em dreas de restingas no litoral sul do Espirito Santo, em especial no municipio
de Anchieta, em conseqiiéncia do funcionamento de uma inddstria de beneficiamento e
pelotizacdo de minério de ferro (LOPES et al., 2000; SILVA et al., 2006; SILVA &
AZEVEDO, 2007; OLIVEIRA et al., 2007; KUKI et al., 2008a-c, 2009; PEREIRA et al.,
2009). O material particulado de ferro constitui um dos principais poluentes gerado e
emitido por esta indudstria (LOPES et al., 2000; GRANTZ et al., 2003; SILVA &
AZEVEDO, 2007), representando um aporte adicional de ferro para o ecossistema local e
uma nova fonte de estresse para a vegetacao.

O minério de ferro € a principal matéria-prima da industria do aco, um importante
setor econdmico brasileiro. O Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores e
exportadores mundiais de minério de ferro (AUSTIN et al., 2007) sendo que suas principais
industrias estdo, atualmente, passando por franca expansdo em busca da lideranca no
mercado mundial, o que aumenta o risco para a vegetagao local.

Em usinas de pelotizacdo de minério de ferro, as atividades geradoras de emissoes
atmosféricas estdo relacionadas, principalmente, com o manuseio de insumos, queima de
combustiveis fésseis, armazenamento, transporte e recuperacdo dos produtos (LOPES et al.,
2000). Uma vez depositado no solo, os metais podem ser acumulados em niveis fitotoxicos

e, em associacdo com baixo pH, podem modificar a composicio do substrato e a



disponibilidade de nutrientes para as plantas (FARMER, 1993; UHLIG & JUNTILLA,
2001).

Embora o ferro seja um micronutriente essencial para o crescimento e
desenvolvimento normal das plantas, participando de processos fundamentais como
fotossintese, respiracao, fixagdo de nitrogénio e sintese de DNA (GUERINOT & YI, 1994;
BRIAT et al., 1995; BRIAT & LOBREAUX, 1997; BECANA et al., 1998), poucos estudos
tem sido direcionados para sua acumulagdo excessiva (AMILS et al., 2007). A absor¢do e
acumulacdo de metais em altas concentragdes podem ser citotoxicas para algumas espécies
vegetais, afetando os mecanismos fisioldgicos das plantas e causando alteragdes estruturais
e ultraestruturais (BARCELO et al., 1988; ZHAO et al., 2000; HAN et al., 2004). Elevadas
concentragdes de ferro no solo podem induzir a sintomas de toxicidade como estresse
oxidativo com producdo de espécies reativas de oxigénio e alteracdo da integridade de
estruturas celulares (KAMPFENKEL et al., 1995; VANSUYT et al., 1997, CONNOLLY &
GUERINOT, 2002), além de bronzeamento das folhas, escurecimento do dpice radicular,
flacidez e inibicao do crescimento da raiz (SNOWDEN & WHEELER, 1995; SCHMIDT &
FUHNER, 1998). A longo prazo, pode haver comprometimento da populagio e em tltima
instancia, do ecossistema (GRANTZ et al., 2003).

Os efeitos do excesso de ferro podem ser diretos, quando hd absor¢do e acimulo
excessivo desse elemento pelas plantas (LOBREAUX et al., 1995; SCHMIDT, 2006), ou
indiretos, quando sob condi¢des redutoras o ferro € precipitado sobre a superficie das raizes
de algumas espécies vegetais, formando uma camada, denominada placa de ferro
(TAYLOR et al., 1984; OTTE et al., 1989; LIU et al., 2007, 2008), que pode alterar a
capacidade de absor¢@o de nutrientes pelas raizes (HOWELER, 1973; CHEN et al., 1980b;
DYNIA & FAGERIA, 1994; ZHANG et al., 1998), atuar como uma barreira para metais
fitotéxicos (TAYLOR & CROWDER, 1983; BATTY et al., 2000; LIU et al., 2004, 2005)
ou, alternativamente, como um pool que aumenta a absor¢do de elementos toxicos e
nutrientes (ZHANG et al., 1998, 1999; YE et al., 1997, 1998, 2001). Entretanto, pouco se
sabe sobre o real papel da placa de ferro, resultando em informacdes conflitantes na
literatura (BATTY et al., 2000). Um consenso geral é que a formacdo da placa de ferro é
conseqiiéncia da oxidac¢do do ion ferroso a ion férrico, seguido da precipitagdo de 6xido ou

hidréxido de ferro na superficie radicular, em funcdo da capacidade oxidativa das raizes



(CHEN et al., 1980b; TAYLOR et al., 1984), e/ou oxidacdo biolégica por microrganismos
(EMERSON et al., 1999; KUSEL et al., 2003; WEISS et al., 2003).

A presenca de estruturas minerais nos tecidos vegetais, em especial placas de ferro
nas raizes das plantas, tem sido relatada em vdrias espécies de monocotiledOoneas e
dicotiledoneas (ARMSTRONG, 1967, BACHA & ROSSNER, 1977; CHEN et al.,
1980a,b, 2006; MENDELSSOHN & POSTEK, 1982; TAYLOR & CROWDER, 1983;
TAYLOR et al., 1984; CROWDER & MACEFIE, 1986; OTTE et al., 1989; YE et al., 1997,
1998; BATTY et al., 2002; LIU et al., 2004, 2005, 2006, 2007). Além do ferro, outros
elementos ocorrem em placas naturais, como o As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, S, Sr, Ti e Zn
(GREIPSSON & CROWDER, 1992). A placa de ferro é composta predominantemente de
hidréxido férrico, goetita e siderita (HANSEL et al., 2001), sendo que sua capacidade em
acumular metais € limitada e depende de fatores como a sua extensdo, a concentragdo do
metal, o pH da solucdo da cultura ou da rizosfera e a idade da raiz (YE et al., 1997).

Em condicao hidropdnica, a placa de ferro tem sido induzida em raizes de Typha
latifolia (Typhaceae), Phragmites australis (Poaceae), Oryza sativa (Poaceae) e Carex
rostrata (Cyperaceae) (CROWDER & MACFIE, 1986). Embora a composi¢ao e a estrutura
da placa de ferro formada possa ser diferente da condicdo natural, estudos devem ser
conduzidos para avaliar o seu desenvolvimento nas raizes de espécies vegetais
(CROWDER & ST-CYR, 1991).

A maioria dos estudos que abordam o efeito da formacdo da placa de ferro nas
raizes das plantas estdo concentrados, principalmente, em espécies ocorrentes em ambientes
aquaticos naturais (ARMSTRONG, 1967; TAYLOR et al., 1984) ou poluidos (BACHA &
HOSSNER, 1977; TAYLOR et al., 1984; OTTE et al., 1989; SNOWDEN & WHEELER,
1995; HANSEL et al., 2001), ndo enfocando as espécies de restinga expostas ao ferro como
poluente, bem como a histolocalizagdo dos minerais e as alteracdes estruturais nas raizes
com placa de ferro.

O emprego de técnicas histoquimicas tem permitido a histolocaliza¢do do ferro, em
espécies vegetais de restinga, evidenciando os principais sitios de acimulo deste elemento
nos tecidos (SILVA et al., 2006; SILVA & AZEVEDO, 2007; CARLI, 2008).

Neste trabalho, pretendeu-se testar a hipétese de que espécies vegetais de restinga
quando expostas ao excesso de ferro desenvolvem placas de ferro em suas raizes. Assim, 0s

objetivos deste estudo foram: caracterizar a estrutura das raizes de Ipomoea pes-caprae e
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Canavalia rosea e o desenvolvimento da placa de ferro; verificar a composi¢cao quimica da
placa de ferro e o seu efeito na assimilacdo de nutrientes; histolocalizar os provaveis sitios
de acimulo de ferro nas raizes; e identificar os sintomas morfoanatomicos causados pelo

ferro, como poluente, na estrutura radicular de espécies nativas de restinga.



MATERIAL E METODOS

Caracterizacao e obtencao do material vegetal

Ipomoea pes-caprae L. (Convolvulaceae) € uma espécie herbacea, rasteira, perene,
com potencial medicinal (PEREDA-MIRANDA et al., 2005; ESCOBEDO-MARTINEZ &
PEREDA-MIRANDA, 2007; LORENZI & ABREU MATOS, 2008), que apresenta ampla
distribuicdo ao longo das praias de dreas tropicais e subtropicais das Américas do Norte e
Sul, costa central leste e oeste da Africa, India, Asia e Australia, e em todo litoral brasileiro
(CORDAZZO et al., 2006). Possui raiz principal pouco ramificada, com cerca de 40 cm de
comprimento, da qual partem raizes laterais que atingem varios metros de comprimento a
20 ou 30 cm de profundidade do solo (CORDAZZO et al., 2006).

Canavalia rosea DC. (Fabaceae) ¢ uma espécie herbdcea, rasteira, com potencial
alimentar (ABBEY & IBEH, 1987; ARUN et al., 2003, SEENA & SRIDHAR, 2005, 2006;
SRIDHAR & SEENA, 2006; BHAGYA et al., 2009), cosmopolita, encontrada comumente
em dareas costeiras (KITAJIMA et al., 2008). Possui raiz pivotante curta, que aos 10 cm de
profundidade torna-se horizontal ao solo e alcanga até 3 metros de comprimento. Do coleto
partem vdrios caules pouco ramificados, podendo atingir at¢ 8 m de comprimento
(CORDAZZO et al., 2006).

Plantas de I pes-caprae foram obtidas por propagacdo vegetativa através de
estaquia de um unico individuo proveniente da restinga do municipio de Anchieta, litoral
sul do Espirito Santo, situada a 6 m de altitude sob as coordenadas geogréficas de
20°46°16” de latitude sul e 40°34°30” de longitude oeste, mapeado mediante utilizagdo do
sistema de posicionamento global (modelo eTrex H, Garmin Ltd., Hampshire, UK).

A técnica de estaquia foi escolhida devido a sua rapidez, qualidade e baixo custo.
As estacas foram preparadas com aproximadamente 35 cm de comprimento (5 néds), e
cultivadas em bandejas pldsticas (dimensdes 440 x 300 x 90 mm), contendo areia lavada
como substrato e 12 estacas por bandeja. O cultivo das estacas foi realizado durante os
meses de fevereiro a maio de 2008, utilizando-se sombrite com 35% de cobertura em casa
de vegetacdo, na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) da Universidade Federal de
Vigosa, localizada a 649 m de altitude, 20° 45° 20 de latitude sul e 42° 52’ 40” de

longitude oeste.



Plantas de C. rosea foram obtidas através do plantio de sementes provenientes da
restinga do municipio de Guarapari, litoral sul do Espirito Santo, situada a 9 m de altitude
sob as coordenadas geograficas de 20°36°55” de latitude sul e 40°24°72” de longitude oeste.

A semeadura foi realizada em leito de areia lavada, em vasos plasticos de 0,65 litros
contendo uma semente por vaso, apOs escarificagdo mecanica com puncio do tegumento
por tesoura no lado oposto ao hilo da semente. O cultivo foi realizado a pleno sol em casa
de vegetacdao na UCP, durante os meses de julho a setembro de 2008.

As estacas de I. pes-caprae e as mudas de C. rosea foram irrigadas diariamente com
dgua e a cada 10 dias com solu¢do nutritiva de Hoagland (HOAGLAND & ARNON,

1950), a meia forga idnica.

Cultivo em sistema hidroponico

Apbs 12 e 8 semanas de cultivo em areia, respectivamente para I. pes-caprae e C.
rosea, as mudas foram padronizadas, quanto ao vigor e estado fitossanitdrio (I. pes-caprae
com ramificac@o na parte aérea de aproximadamente 30 cm de comprimento a partir do n6
e C. rosea com dois trifélios e aproximadamente 20 cm de altura), e transplantadas para
caixas de isopor (dimensdes 195 x 105 x 140 mm), uma muda por caixa, com trés litros de
solucdo nutritiva de Hoagland, a meia forca i6nica, em pH 5,5, constantemente aerada. Na
etapa de transplante das mudas, foi feita a lavagem das raizes com dgua corrente para
completa remocdo da areia e de possivel entrelacamento das raizes. As mudas foram
aclimatadas em solucdo nutritiva por cinco semanas, permitindo maior desenvolvimento
das raizes. A soluc¢do nutritiva foi renovada a cada 6 dias, sendo seu volume restituido com
dgua corrente sempre que necessario e o pH ajustado a cada dois dias usando KOH ou HCI.

O cultivo em soluc¢do hidropdnica até a aplicagdo dos tratamentos foi realizado em

casa de vegetacao da UCP, sob condi¢Oes monitoradas de pH e nutricao.



Inducio a formacao da placa de ferro nas raizes

Experimentos preliminares foram conduzidos a fim de determinar a concentracio
ideal de ion ferroso (Fe+2 como FeS04.7H,0) adicionada a soluc@o nutritiva capaz de
induzir a formacao da placa de ferro nas raizes das espécies estudadas, assim como o tempo
apropriado para avaliacdo das plantas. Para tal, mudas de ambas as espécies, aclimatadas
em solucdo nutritiva, foram transferidas para uma nova solucio nutritiva de Hoagland a
meia for¢a, aerada, variando-se as concentracdes de ion ferroso (0,5; 50; 150 e 300 mg/L).
O pH de todos os tratamentos foi ajustado diariamente para 5,5, utilizando-se KOH ou HCI,
e as solugdes renovadas a cada quatro dias. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com trés repeticdes por tratamento € uma muda por vaso. Analisou-se
visualmente a formacgdo da placa de ferro nas raizes, para definicdo do tempo de exposicao
aos tratamentos e utiliza¢ao posterior no experimento definitivo.

A partir desses dados, novo experimento foi montado. Mudas aclimatadas a solucao
nutritiva foram transferidas para uma nova solu¢do nutritiva de Hoagland a meia forca,
acrescida da concentracdo de 150 mg/L de ion ferroso, sob constante aeracdo, variando-se o
tempo de exposi¢do (12; 36; 108 e 228 horas). Um tratamento controle, sem adi¢ao extra do
ion ferroso, foi realizado em paralelo para cada tempo de exposicdo, utilizando solucdo
nutritiva de Hoagland a meia forca, com concentracdo de 0,5 mg/L de ion ferroso. O pH de
todos os tratamentos foi ajustado diariamente para 5,5, utilizando KOH ou HCI. As
solugdes foram renovadas a cada quatro dias. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por tratamento € uma muda por vaso, para

cada tempo de exposi¢do, totalizando 40 mudas.
Extracao e composicio quimica da placa de ferro da superficie radicular

A placa de ferro da superficie radicular foi extraida usando a técnica do DCB
(ditionito-citrato-bicarbonato)  recomendada por Taylor &  Crowder (1983).
Aproximadamente 7 g do material a fresco das raizes de cada repeticdo, coletadas
aleatoriamente em cada tratamento, foi colocado em uma solugao de 40 mL de 0,3 M de
citrato de s6dio (Na3;CsHs07.2H,0) e 5 mL de 1 M de bicarbonato de sédio (NaHCO3), a

temperatura ambiente. Trés gramas de ditionito de s6dio (Na;S,04) foram adicionados e a



mistura foi agitada continuamente por 3 horas em agitador orbital. Apds esse periodo, a
solucdo de lavagem foi coletada, e as raizes lavadas trés vezes com 15 mL de dgua
desionizada. A solucdo resultante foi completada para o volume de 100 mL com &gua
desionizada e submetida a quantificacdo de Fe, Mn, Zn, Cu, P, Ca e Mg em
espectrofotdometro de emissdo Otica em plasma indutivelmente acoplado - ICP-OES
(modelo Optima 3300 DV, Perkin Elmer, Norwalk, USA). Os comprimentos de onda do
ICP-OES selecionados para a leitura da composi¢c@o quimica da placa de ferro no extrato de
DCB foram: 259,939; 259,372; 213,857; 327,393; 214,914; 317,933 e 285,213 nm para Fe,
Mn, Zn, Cu, P, Ca e Mg, respectivamente. O teor de K foi determinado em fotometro de

chama (modelo Analyser 910 M, Comércio e Industria Ltda, Sao Paulo, Brasil).

Quantificacao de ferro e teor de nutrientes nas plantas, apés 228 horas de exposicao

Para a quantificagdo do teor de ferro na planta apds lavagem das raizes em extrato
DCB, e demais nutrientes nas folhas e raizes, amostras do material a fresco ap6s 228 horas
de exposicdo aos tratamentos, foram secas a temperatura de 75°C até atingirem peso
constante, moidas em moinho (modelo TE048, Tecnal Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo) e
peneiradas em dimensOes menores que 1 mm. Apds secas e moidas, 0,5 g do material
vegetal foi digerido em 10 mL de solucdo nitrico-perclérica (3:1), seguindo metodologia
proposta por Tedesco et al. (1995).

Os teores de Fe, Mn, Zn, Cu, P, Ca e Mg foram determinados por
espectrofotometria de emissao 6tica e o de K, por fotometria de chama. A quantificagdo de
nitrogénio total foi determinada por titulagdo apos digestdo de 0,25 g do material vegetal
seco em 5 mL de mistura digestora (175 mL de dgua destilada; 3,6 g de selenito de sédio;
21,39 g de sulfato de sédio; 4 g de sulfato de cobre pentahidratado e 200 mL de acido
sulftrico concentrado) e destilacio em microdestilador Kjeldahl, conforme metodologia
proposta por Malavolta et al. (1997).

A partir da quantidade de Fe acumulado ao final de 228 horas de exposi¢do aos
tratamentos, foi calculado o fator de translocacdo (FT) e o fator de bioconcentragdo (FBC),
conforme equagdes propostas por Bao et al. (2009). O conceito de FT usado neste estudo é
definido como a razdo da concentragdo de ferro na parte aérea da planta (mg/Kg) para a
concentracdo de ferro nas raizes (mg/Kg), ao final de 228 horas de exposi¢do aos

tratamentos. O conceito de FBC usado neste estudo € a razdo da concentracdo de ferro na
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planta para a concentracdo de ferro na solugdo nutritiva: FBC = (Cf — C1)/Cs, onde Cf =
concentracdo de ferro no 6rgdo ao final de 228 horas de exposi¢do ao excesso de ferro
(mg/Kg), Ci = concentracdo de ferro no 6rgido ao final de 228 horas sem exposi¢do ao
excesso de ferro (mg/Kg), e Cs = concentracdo de ferro na solug@o nutritiva (mg/L) com

excesso de ferro.

Caracterizacao morfolégica

Andlises visuais da aparéncia da superficie radicular, como altera¢do na coloragao,
surgimento de necroses e formacgdo da placa de ferro foram registradas e fotografadas em

cada coleta.

Microscopia de luz e eletronica de varredura

Para caracterizacdo estrutural, em microscopia de luz, dos tratamentos nos tempos
de exposicao (12; 36; 108 e 228 horas), raizes laterais foram fixadas em solucdo de
glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4%), em tampdo cacodilato de sodio (pH 7,2),
acrescido de cloreto de cdlcio 5 mM (KARNOVSKY, 1965), por 48 horas, e estocadas em
alcool 70%. Posteriormente, foram desidratadas em série etilica e incluidas em historresina
Leica (Leica Historesin, Nussloch/Heidelberg, Germany). Cortes transversais (7 um) e
longitudinais (9 wm) foram obtidos em micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo
RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA), sendo corados com azul de toluidina
pH 4,0 e montados em Permount. As observacdes e documentacOes fotograficas foram
realizadas em fotomicroscopio (modelo AX70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japao)
equipado com sistema U-photo, acoplado a uma camera (modelo Spot Insightcolour 3.2.0,
Diagnostic Instruments inc., New York, USA) e a um microcomputador, do Laboratério de
Anatomia Vegetal da UFV.

Para a andlise em microscopia eletronica de varredura, amostras de raizes laterais,
de ambas as espécies, com aproximadamente 1 cm de comprimento a partir do dpice
radicular, e por¢des do coleto de C. rosea com 1 cm de comprimento, foram coletadas antes
da remogao da placa de ferro, e fixadas em Karnovsky. Em seguida, foram desidratadas em

série etilica, secas ao ponto critico de CO, em equipamento (modelo CPD 020, Bal-Tec,
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Balzers, Liechtenstein), afixadas com fita a um suporte e cobertas com ouro em metalizador
(equipamento Sputter Coater, modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A
documentagdo fotografica foi realizada em microscépio eletronico de varredura (modelo
Zeiss, LEO 1430 VP, Cambridge, Inglaterra) do Nucleo de Microscopia e Microandlise da
UFV.

Histoquimica da raiz

Cortes transversais das raizes laterais, apos 228 horas de exposi¢@o aos tratamentos
foram obtidos em micr6tomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e
Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil). Apds lavagem em &dgua destilada, os cortes
foram colocados em solucdo contendo ferricianeto de potdssio 4% e acido cloridrico 4%
(SILVA et al., 2006), por um periodo de 48 horas. Este teste evidencia a presenca de ferro
pela coloragdo azul formada, o Azul de Prissia. Um controle negativo, chamado de branco
do teste, no qual os cortes ndo foram expostos a reacdo foi realizado em paralelo. Apds
lavagem em 4gua destilada, os cortes foram montados em laminas com solug@o de glicerina

a 50% e a documentacao fotografica foi realizada em fotomicroscopio.
Analise estatistica

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia, € as
médias, comparadas pelo teste de Tukey, a 5%, através do programa estatistico SAS —

Statistical Analysis System (versdao 9.1 — SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA,
2004).
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RESULTADOS

Em Ipomoea pes-caprae houve formacgdo de raizes adventicias na base da estaca
caulinar, formando um sistema radicular fasciculado (Figura 1A), diferindo de Canavalia
rosea que apresentou uma organizacdo tipica de dicotiledonea, com sistema radicular
pivotante e raiz primdria desenvolvida, dando origem as raizes laterais (Figura 1H).

No tratamento controle, com o tempo, as raizes laterais de ambas as espécies
apresentaram aumento visual da quantidade de raizes, coloragdo branco-parda, sem
evidéncia de coloragdo tipica da presenca da placa de ferro (Figura 1A, 1F, 1H e IM).

Apos exposicdo ao excesso de ferro, foram observadas alteracdes na morfologia
externa das raizes como diminui¢do visual no crescimento e emissdo de novas raizes,
flacidez das raizes, auséncia de ramificag¢do, além de um aspecto mucilaginoso e coloracao
cinza em I. pes-caprae (Figura 1B-E, 1G) e alaranjada em C. rosea (Figura 1J-L, IN), em
virtude da presenca da placa de ferro.

Ap6s 12 horas de exposicdo ao excesso de ferro, foi possivel observar em 1. pes-
caprae, inicio de escurecimento da superficie radicular, que teve sua intensidade de
coloragdo e distribui¢do aumentada com o tempo de exposic¢do ao tratamento (Figura 1B-E,
1G). O mesmo foi observado para C. rosea, porém apds 36 horas, e com tonalidade laranja
(Figura 1J-L, 1N). Nas raizes de 1. pes-caprae que apresentaram escurecimento no dpice
radicular, houve necrose seguida de queda do dpice (Figura 1G). Nas regides do caule onde
se inserem as raizes adventicias (I. pes-caprae), do coleto (C. rosea) e nas regides
proximais das raizes laterais de ambas as espécies ocorreram as maiores intensidades de
coloracdo em relacdo as regides mais distais das raizes. Em algumas raizes de C. rosea do
tratamento ferro por 228 horas, pdde-se notar que no dpice radicular ndo houve deposicio
da placa de ferro (Figura IN). Nessa espécie, as raizes do tratamento ferro por 12 horas
(Figura 11I), ndo apresentaram coloracdo tipica de inicio de formacdo da placa de ferro,
embora a extracao pela solu¢do de DCB tenha confirmado sua presenca (Figura 2).

Os resultados das quantificacdes da composi¢do quimica da placa de ferro extraida
pelas solugdes de DCB, mostraram aumento significativo na concentracdo de ferro em
relacdo ao tempo de exposi¢do ao tratamento com ferro, o que ndo foi observado no

tratamento controle (Figura 2).

11



C. rosea acumulou maior quantidade de ferro na placa (450,12 mg/L),
caracterizando mais que o dobro que 1. pes-caprae (209,5 mg/L), a 228 horas (Figura 2). A
equacgdo de regressdo foi significativa para as plantas do tratamento com ferro, em ambas as
espécies (Figura 2).

Além do ferro, estavam presentes na placa, apds 228 horas, outros elementos como:
Mn (1,43 mg/L), Zn (0,21 mg/L), Cu (6,51 mg/L), Mg (0,40 mg/L) e K (51 mg/L) em 1L
pes-caprae; e P (4,10 mg/L), Zn (0,17 mg/L) e K (35,2 mg/L)) em C. rosea. Em ambas as
espécies, apds 108 horas de exposi¢cdo ao ferro, houve supressdo na placa do elemento Ca,
além dos elementos Mn e Mg, em C. rosea. O elemento Cu foi encontrado compondo
somente a placa de I. pes-caprae, assim como o elemento P em C. rosea, em todos os
tempos de exposicao.

Para o tempo mdximo de exposicdo aos tratamentos, o teor de ferro nas folhas foi
cerca de 3 vezes e 55 vezes maior , respectivamente para I. pes-caprae e C. rosea, expostas
ao excesso de ferro em comparagdo ao seu respectivo controle; e o das raizes, cerca de 5
vezes e 7 vezes maior, respectivamente para I. pes-caprae e C. rosea (Tabela 1). Apds 228
horas de exposicdo aos tratamentos, o teor de ferro no caule de I pes-caprae foi 7,60 e
90,30 mg/Kg, respectivamente para o tratamento controle e ferro; e em C. rosea, foi de
172,14 mg/Kg no tratamento com ferro, ndo havendo actiimulo de ferro no caule das plantas
controle.

Em ambas as espécies, a assimilagdo dos demais nutrientes minerais pelas raizes
ndo foi afetada, quando comparado com o tratamento controle, com excec¢ao para 0 zinco,
que teve sua assimilacdo aumentada em C. rosea € o teor de nitrogénio, que teve reducio na
folha de I. pes-caprae (Tabela 1).

Plantas de C. rosea expostas ao excesso de ferro apresentaram fator de translocagio
cerca de 6 vezes maior que as plantas controle, enquanto que as de I pes-caprae
apresentaram igual fator translocacdo entre os tratamentos ferro e controle (Tabela 2).
Plantas controle de 1. pes-caprae translocaram 4 vezes mais ferro que as plantas controle de
C. rosea, ndo havendo diferenca significativa no fator de translocacdo entre as plantas do
tratamento ferro das espécies estudadas. (Tabela 2).

A raiz de ambas as espécies apresentou o maior fator de bioconcentracdo de ferro, e

o caule, o menor (Tabela 2). Plantas de C. rosea expostas ao excesso de ferro apresentaram
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fator de bioconcentracdo cerca de 5; 2 e 1,5 vezes maior que as plantas de 1. pes-caprae,
respectivamente para folha, caule e raiz (Tabela 2).

Nos tratamentos de exposicdo ao excesso de ferro por 12, 36 e 108 horas ndo foram
observadas alteracOes anatOmicas nas raizes de ambas as espécies estudadas. Em seccdo
longitudinal, na regido de ramificacdo das raizes do tratamento controle de I. pes-caprae
(Figura 3A-C) e de C. rosea (Figura 3G e 3H), observou-se tecidos totalmente integros e
emissdo de raizes laterais em dois estddios de desenvolvimento: um primérdio de raiz bem
jovem originado por divisdes do periciclo, confirmando a sua origem endégena (Figura 3B
e 3G) e outro quase completando a sua emergéncia através do cortex (Figura 3C e 3H).

Apos exposicdo ao ferro por 228 horas, foi possivel observar necrose e colapso de
primérdios de raiz lateral de I. pes-caprae (Figura 3D-F), o que nao foi observado em C.
rosea (Figura 31). Em sucessivos estddios de desenvolvimento do primérdio de raiz lateral
de I pes-caprae, o periciclo apresentou conteido escuro, alteracdo no padrdo de divisdo
celular, menor conteido celular e necrose seguida de colapso integral de suas células
(Figura 3D-F). A endoderme, por sua vez, apresentou alteracao no formato de suas células
que acabaram se colapsando (Figura 3D-F).

Em sec¢do longitudinal, na regido do meristema apical das raizes do tratamento
controle de C. rosea, podem ser visualizados a coifa plurisseriada, o promeristema, a
protoderme, o procAmbio e o meristema fundamental (Figura 4A e 4B). O promeristema
apresenta uma organizacao apical do tipo aberto, com todas as regides das raizes originando
de um grupo de iniciais comuns (Figura 4A e 4B).

Apos exposi¢do ao excesso de ferro por 228 horas, houve alteragdo no padrao de
divisdo celular do meristema apical das raizes de C. rosea (Figura 4C e 4D). A coifa e o
promeristema apresentaram conteido esverdeado intensamente corado por azul de toluidina
(Figura 4C e 4D).

No estdgio de crescimento primdrio (Figura 5A, 5B, S5E e 5F) e inicio de
crescimento secunddrio (Figura 5C, 5D, 5G e 5H) das raizes de I. pes-caprae e C. rosea
podem ser distinguidos em corte transversal ao microscopio de luz trés sistemas de tecidos:
o dérmico composto pela epiderme; o vascular pelo xilema e floema e o fundamental pelo
parénquima cortical. A epiderme apresenta uma camada unisseriada de células tabulares,
com paredes delgadas (Figura SA, 5C-E) e de volume menor que as células da exoderme

(Figura 5A). O cortex ocupa a maior parte da drea do corpo primdrio das raizes (Figura 5A,
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5C-E), e apresenta espacos intercelulares, com formacgdo de aerénquima em I. pes-caprae
(Figura 5C e 5D). Sua camada mais interna, a endoderme, € unisseriada e formada por
células compactamente arranjadas (Figura 5A-H), podendo ser visualizadas estrias de
Caspary em suas paredes anticlinais (Figura 5B). Em C. rosea, externamente a endoderme,
h4 uma camada de células corticais contendo uma unidade de cristal prismético por célula
(Figura 5G e 5H). Em [I. pes-caprae, a camada mais externa do cortex, a exoderme, é
unisseriada, compactadamente arranjada e apresenta espessamento em sua parede periclinal
externa e parte da anticlinal (Figura 5A). O cilindro vascular possui como camada mais
externa um periciclo unisseriado (Figura SA-G). Os elementos do xilema diferenciam-se
centripetamente, ocupando toda a regido central do cilindro vascular (Figura SA-H),
juntamente com o floema que ocorre alternado com os p6los de protoxilema. No estdgio
inicial de desenvolvimento secunddrio da raiz, hd instalacdo do cambio vascular e o cilindro
vascular forma um cilindro sélido (Figura 5C, 5D, 5G e 5SH).

Ap6s exposicdo ao excesso de ferro por 228 horas, observou-se alteragcdes no cortex
e no cilindro vascular (Figura 6A-H) das raizes de I. pes-caprae e C. rosea.

Em I pes-caprae, as células do cortex apresentaram retracdo do protoplasto (Figura
6A, 6B e 6D), incluindo as células da endoderme (Figura 6A e 6B) e formagdo de tecido de
cicatrizagcdo (Figura 6C). Em C. rosea ocorreram alteracdo no padrdo de diferenciacio e
divisdo celular, altera¢do na organizacdo e no formato das células (Figura 6F-H). Em ambas
as espécies ocorreram células com contetddo corado com o azul de toluidina (Figura 6A-H).
Em I pes-caprae, verificou-se colapso das células do cortex (Figura 6E), e em C. rosea
houve menor distin¢ao das células da endoderme (Figura 6F-H).

No cilindro vascular, houve alteracdo na organiza¢do e formato das células do
periciclo das duas espécies (Figura 6A, 6B, 6D, 6F-H) e do protoxilema em I. pes-caprae
(Figura 6A, 6B e 6D), bem como na diferenciacio celular do periciclo em C. rosea (Figura
6F-H). O metaxilema ndo completou sua diferencia¢do nas duas espécies (Figura 6A, 6D,
6F-H). Em um grau mais severo, o cilindro vascular apresentou-se necrosado com colapso
integral de suas células em I. pes-caprae (Figura 6E). O limite celular entre o cortex e o
periciclo ndo se apresentou nitido em C. rosea (6F-H).

Comparando-se as raizes do tratamento controle (Figura 7A, 7E e 7G) com as raizes
expostas ao excesso de ferro (Figura 7B-D, 7F e 7H) em microscopia eletronica de

varredura, verificou-se a presenca de placas de ferro de diferentes tamanhos sobre a
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superficie radicular das duas espécies estudadas e sobre o coleto de C. rosea. Nas plantas
do tratamento controle, a superficie radicular de ambas as espécies e o coleto de C. rosea
apresentaram-se praticamente livres de deposi¢do externa, podendo ser visualizados os
limites de cada célula epidérmica, sem evidéncia de danos (Figura 7A, 7E e 7G).

Com o aumento no tempo de exposic¢do ao ferro, houve intensificacdo da deposi¢ao
da placa de ferro em toda a superficie radicular, de modo desuniforme, ndo sendo possivel
visualizar os limites das células epidérmicas nos locais de maior formacdo da placa (Figura
7B-D, 7F e 7H). Visualizou-se também hifas fungicas sobre a superficie radicular (Figura
7B e 7D) e coleto (Figura 7F).

O ferro foi histolocalizado nas raizes laterais de I. pes-caprae e C. rosea. Nas
plantas do tratamento controle, a reacdo foi fraca (baixa intensidade de coloragdo azul) em
todos os tecidos da raiz (Figura 8A e 8F). Nas plantas expostas ao excesso de ferro, houve
reacdo positiva (alta intensidade de colorac@o azul) em todos os tecidos radiculares, a saber:
epiderme (Figura 8B e 8G), incluindo pélos radiculares (Figura 8C), cortex (Figura 8B, 8D,
8E, 8G-I) incluindo a exoderme (Figura 8B) e endoderme (Figura 8B, 8D, 8E, 8G),
periciclo, xilema e floema (Figura 8B, 8D, 8E e 8G).

Apos 228 horas de exposicdo ao excesso de ferro, foi observada clorose em toda
lamina foliar do trifélio mais basal e das folhas cotiledonares de C. rosea. Para este mesmo

tempo e tratamento, nas folhas de I. pes-caprae foi observado inicio de clorose venal.
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DISCUSSAO

As alteragdes morfolégicas nas raizes de Ipomoea pes-caprae e Canavalia rosea
verificadas neste estudo, como retardamento no crescimento, flacidez e menor ramificagio
em funcdo da exposi¢do ao excesso de ferro, foram também observadas em Lychnis flos-
cuculi (Caryophyllaceae), Carex appropinquata (Cyperaceae) e Caltha palustris
(Ranunculaceae) (SNOWDEN & WHEELER, 1995); em espécies do género Plantago
(SCHMIDT & FUHNER, 1998); ¢ em Phragmites australis (BATTY & YOUNGER,
2003). O menor lancamento de raizes nessas plantas pode ser consequéncia do efeito
fitotoxico do ferro, visualizado no presente trabalho pelas necroses e colapsos nos
primérdios e no dpice das raizes laterais de I. pes-caprae, e pelas alteracdes na morfologia e
no padrao de diferenciacao celular das raizes de ambas as espécies estudadas. As necroses
causadas pelo excesso de ferro, como observadas neste estudo, foram também relatadas
para outras espécies (SNOWDEN & WHEELER, 1995; SCHMIDT & FUHNER, 1998;
NGUYEN et al., 2005; SILVA et al., 2006).

A intensificacdo da formacdo da placa de ferro e da tonalidade do precipitado nas
raizes, ao longo do tempo, como ocorrido nas espécies do presente estudo quando expostas
ao excesso de ferro, ja havia sido relatado em raizes de outras espécies ocorrentes em area
alagada (SNOWDEN & WHEELER, 1995). Estes autores relataram que sintomas como
flacidez e escurecimento da raiz (especialmente do dpice), foram comuns nas espécies mais
sensiveis ao ferro. A auséncia de deposicao de placa de ferro na extremidade da raiz, como
em C. rosea, foi também constatada em outros estudos (ARMSTRONG, 1967; CHEN et
al., 1980a; BATTY et al., 2000, 2002). Segundo Armstrong (1967), esse fato se deve a
maior atividade oxidativa da regido apical da raiz, que causa a oxidacdo do ferro a algumas
distancias dessas regides. Ou talvez, pela presenca da bainha de mucigel no dpice da raiz
dessa espécie, que protege essa regido da deposi¢do de metais fitotoxicos.

Embora a formacdo da placa de ferro nas raizes possa reduzir a quantidade de ferro
disponivel para as plantas, funcionando como um mecanismo de evitagcdo da toxicidade do
ferro (GREEN & ETHERINGTON, 1977; CHEN et al., 1980a,b; BATTY & YOUNGER,
2003), nas espécies estudadas, houve grande concentragcdo de ferro nos tecidos, o que pode

ter contribuido para os efeitos fitotoxicos deste elemento.
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Em cultivo com excesso de ferro, ambas as espécies estudadas apresentaram
estratégias semelhantes de mobilidade de ferro, visto que ndo houve variacao do fator de
translocagdo entre as espécies. Entretanto, em condi¢des de cultivo sem excesso de ferro, 1.
pes-caprae apresentou maior requerimento e efetividade na mobilidade do ferro para a
parte aérea da planta. Como constatado nesse estudo, a raiz exibiu a maior capacidade de
concentrar o excesso de ferro, e o caule, a menor (KRAL'OVA et al., 2007).

Apbs exposi¢do ao excesso de ferro, os niveis de ferro na matéria seca das folhas e
raizes de C. rosea, e das raizes de I. pes-caprae ficaram acima do nivel critico de
toxicidade (500 mgFe Kg' de matéria seca) para plantas (MARSCHNER, 1995; LEVY et
al., 1999; DOBERMANN & FAIRHURST, 2000; PUGH et al., 2002). Entretanto, os niveis
de ferro na matéria seca das folhas de I. pes-caprae ficaram abaixo dos valores minimos
considerados como fitotoxicos, corroborando os resultados obtidos por Kuki et al. (2008a).
Em estudos de campo, a diferentes distancias de uma industria de minério de ferro, esses
autores relataram que o conteido de ferro nas folhas de 1. pes-caprae e C. rosea nunca
alcancaram os valores considerados fitotdxicos, inferindo que essas espécies provavelmente
possuem mecanismos de evitagdo da acumulacdo excessiva de ferro ou que o tempo de
exposicdo a este elemento foi curto. Como constatado nesse estudo, o conteido de ferro
pode ser aumentado especialmente em raizes e folhas sob alto nivel de exposicdo ao ferro
(TANAKA et al., 1966).

Em estudos de cultivo de I. pes-caprae em solugdo hidropdnica com excesso de
ferro (acima de 2 uM de Fe-EDTA), Carli (2008), verificou maior acimulo de ferro nas
raizes e folhas, como constatado no presente estudo. Carli (2008) sugeriu que com a
saturacdo do ferro na raiz, ha limitacdo da sua absorc¢ao e transporte até as folhas.

O excesso de ferro pode causar severas desordens nutricionais para as plantas,
podendo comprometer a sua fisiologia (BRIAT & LOBREAUX, 1997). O aumento da
absorc¢do de zinco pelas raizes de C. rosea, na presenca da placa de ferro, corroborou com
os resultados obtidos por OTTE et al. (1989) e ZHANG et al. (1998). Segundo esses
autores, a placa de ferro interfere na assimilacdo de zinco, e quanto maior a sua extensao,
maior € a liberagdo do zinco adsorvido na placa para a assimilacdo pela raiz. A redugdo na
concentracdo de nitrogénio nas folhas, como verificado em 1. pes-caprae quando exposta ao

excesso de ferro, também foi observada em outros estudos (TANAKA et al., 1966;
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SNOWDEN & WHEELER, 1995), indicando que os mecanismos de translocacdo desse
elemento podem ter sido afetados.

As cloroses foliares, como verificadas em C. rosea e I. pes-caprae, foram relatadas
anteriormente como sintoma associado a toxicidade por ferro (SNOWDEN & WHEELER,
1995; SCHMIDT & FUHNER, 1998; MONTAS RAMIREZ et al., 2002). O ferro é um
elemento essencial para a biossintese de clorofila (MARSCHNER, 1995; MARTINEZ,
2006), e o seu excesso pode ter causado desordens fisioldgicas nas espécies estudadas e,
conseqiientemente, diminuido o conteudo de clorofila dessas folhas.

Como observado nesse estudo, a composicao da placa de ferro ndo € somente por
ferro, tendo outros nutrientes nela adsorvidos (OTTE et al., 1989; GREIPSSON &
CROWDER, 1992; BATTY et al.,, 2000). A baixa capacidade da placa de ferro em
imobilizar o Cu na rizosfera (BATTY et al., 2002), pode justificar a auséncia desse
elemento na placa de C. rosea. A auséncia do elemento P na placa de ferro de 1. pes-
caprae, pode ser devido ao aumento da assimilacdo desse elemento pela planta, como
sugerido por Zhang et al. (1999), tornando-o indisponivel para a placa. A supressdo do
elemento Ca na placa em ambas as espécies, e dos elementos Mn e Mg em C. rosea, pode
ser devido ao requerimento maior destes elementos para as reacdoes metabdlicas nessas
espécies, niao sobrando para a acumulacgio na placa.

A capacidade oxidativa das raizes € um fator essencial para o processo de formacao
da placa de ferro (ARMSTRONG, 1967; CHEN et al., 1980b; TAYLOR & CROWDER,
1983; TAYLOR et al., 1984; BATTY et al., 2000). A presenca de aerénquima, como
encontrado em /. pes-caprae, pode ter contribuido na oxidacdo do ion ferroso a fon férrico e
precipitacdo do oxi-hidréxido de ferro na superficie radicular (BACHA & HOSSNER,
1977; CHEN et al., 1980a). Através deste tecido, o oxigénio proveniente da fotossintese ou
da atmosfera € transportado para o dpice radicular e para a rizosfera, desenvolvendo uma
zona oxidativa na rizosfera (EVANS, 2003), favorecendo a formacdo da placa de ferro
nessa espécie.

A formagdo de tecido de cicatrizacdo no cortex das raizes de I. pes-caprae nesse
estudo, foi observada em algumas espécies como resposta a poluentes (SILVA et al.,
2005a,b; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006a). Assim, funciona como uma barreira que

previne o progresso da necrose para os tecidos sadios.
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As alteragdes anatdmicas causadas pelo ferro nas espécies aqui estudadas, como
retracdo do protoplasto, necrose dos tecidos, colapso celular, desorganizacdo do cilindro
vascular, alteracdo no padrdo de diferenciacdo celular, no formato e conteido das células,
foram similares as causadas por outros poluentes em outras espécies vegetais (SILVA et al.,
2000, 2005a,b; MORAES-DALAQUA et al., 2000; CHAVES et al., 2002; VITORIA et al.,
2003/2004; SANT’ ANNA-SANTOS et al., 2006a,b, 2007).

O excesso de ferro pode induzir a peroxidacdo de lipidios, alterando a estrutura e a
permeabilidade da membrana plasmdtica (SINHA et al., 1997; SOUZA-SANTOS et al.,
2001), o que pode ter contribuido para as alteragdes morfoanatdmicas encontradas nas
raizes das espécies desse estudo. As alteracdes morfoanatdomicas podem também ser reflexo
de uma possivel interferéncia do excesso de ferro na atividade do cdlcio, visto que este
elemento atua na composi¢do estrutural das paredes celulares e na regulacdo da
permeabilidade da membrana plasmdtica, bem como na resisténcia e estabilizacdo das
paredes celulares, na estabilizagdo de membranas, na divisdo e expansao das células, e na
modulacdo de enzimas (MARTINEZ, 2006).

A presenca de barrreiras apopldsticas, exoderme e endoderme, pode ser de grande
importancia para a protecao dos tecidos radiculares contra os efeitos toxicos dos metais
(LUX et al., 2004). Entretanto, estas barreiras ndo foram efetivas contra a fitotoxidade do
ferro em I. pes-caprae, resultando em toxicidade no estelo e queda na sobrevivéncia do
dpice radicular, vital para a raiz como um todo. A retracdo do protoplasto no cortex e
endoderme dessa espécie, pode ter contribuido para a perda da seletividade de membranas a
ions téxicos, como o ferro.

A histolocalizacao do ferro em I. pes-caprae encontrada no presente trabalho esté de
acordo com os dados obtidos por Carli (2008), com plantas expostas ao excesso de ferro
(acima de 2 uM de Fe-EDTA) em solu¢do nutritiva. Entretanto, tais dados contrastam com
os resultados obtidos por outros autores em outras espécies vegetais. Segundo Batty et al.
(2000, 2002) o ferro nao penetrou no interior das células epidérmicas de Phragmites
australis (Poaceae). O ferro ndo atravessou a endoderme de Typha latifolia, ficando restrito
a trés camadas de células no cortex (TAYLOR et al., 1984). Mendelssohn & Postek (1982)
observaram que o ferro ficou restrito a superficie das células epidérmicas de Spartina
alterniflora (Poaceae), enquanto que em Oryza sativa, ele se estendeu para o interior do

cortex, estando ausente no estelo (GREEN & ETHERINGTON, 1977). Em outras espécies

19



vegetais de restinga, Byrsonima sericea DC. (Malpighiaceae), Cordia verbenaceae DC.
(Boraginaceae), Psidium guineense SW. (Myrtaceae), foram relatados que os sitios de
acimulo de ferro nos tecidos foram: epiderme, parénquima, tricomas, xilema, floema,
periciclo e endoderme (SILVA et al., 2006; SILVA & AZEVEDO, 2007).

A presenca de hifas fungicas, comum nas raizes de I pes-caprae e C. rosea
(CORKIDI & RINCON, 1997; BEENA et al., 2001), pode também ter contribuido para a
reducdo da toxicidade do ferro, através de mecanismos de absorcdo e de evitagdo, a serem
elucidados (LIU et al., 2000; NOGUEIRA et al., 2007). Provavelmente, com a presenca das
hifas fingicas, ha diminui¢do da superficie de contato das raizes com a solucdo saturada de
ferro.

Os resultados de microscopia eletronica de varredura obtidos nesse estudo, ddo
suporte para o hipotético modelo de formacdo da placa de ferro proposto por Chen et al.
(1980a), no qual o ferro é oxidado sob a superficie externa da parede celular das células
epidérmicas intactas. Além do revestimento denso e macico dos depdsitos da placa de ferro
sobre as raizes, houve a fusdo dessa com a superficie das células epidérmicas, formando
moldes, também relatados por Chen et al. (1980a), em Oryza sativa (Poaceae), e Taylor et
al. (1984), em Typha latifolia (Typhaceae).

As plantas, em geral, utilizam uma série de mecanismos que evitam a concentra¢ao
de excesso de metais no citosol, e entdo previnem o inicio de sintomas de toxicidade
(HALL, 2002). Estes mecanismos incluem a compartimentaliza¢do vacuolar; a quelagdo do
metal no citosol por aminodcidos, dcidos organicos e peptideos; o papel de micorrizas e da
parede celular; o efluxo de fons pela membrana plasmatica e a utilizacdo de proteinas de
choque térmico. Acredita-se que em algumas espécies vegetais, mecanismos especificos
devem ocorrer, fazendo-se necessdrio estudos a fim de elucidar a utilizacdo destes
mecanismos por espécies vegetais de restinga, quando expostas ao excesso de ferro.

A absor¢do, a distribuicdo e a estocagem de ferro nas plantas sdo reguladas em
funcdo das necessidades celulares e da disponibilidade de ferro em nivel espacial e
temporal (HELL & STEPHAN, 2003; SCHMIDT, 2006). Depois de assimilado, o excesso
de ferro tem que ser complexado ou seqiiestrado dentro da célula para evitar a toxicidade,
sendo que a homeostase do ferro nas plantas € dependente da poliamina nicotianamina
(HELL & STEPHAN, 2003; SCHMIDT, 2006; BRIAT et al., 2007; KOVACS et al.,

2009). Nas plantas, a maioria do excesso de ferro livre nas células € estocado na ferritina,
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uma proteina que protege as células do estresse oxidativo a0 mesmo tempo que armazena o
ferro em uma forma biodisponivel para fun¢des vitais da célula (GUERINOT & YI, 1994;
BECANA et al., 1998; CONNOLLY & GUERINOT, 2002; HELL & STEPHAN, 2003).
Estudos futuros sdo necessdrios para identificar a presencga e o papel da nicotianamina e da
ferritina na homeostase do ferro em I. pes-caprae e C. rosea.

Os problemas na diferenciacdo e divisdo celular das raizes, como ocorrido neste
estudo, podem ser conseqiiéncia de alteracdes na atividade da proteina quinase ativada por
mitdgeno (MAPK), em fun¢do do excesso de ferro e da perda da regido apical de algumas
raizes. A proteina MAPK € essencial para as funcdes fisioldgicas, incluindo diferenciagao,
divisdo celular e resposta ao estresse, € sua atividade € induzida pelo excesso de ferro, se
mostrando maior na regido apical das raizes de arroz (TSAI & HUANG, 2006). Entretanto,
os estudos do efeito do ferro na ativacio da MAPK estdo concentrados em Oryza sativa,
sendo necessdrio estudos com outras plantas, incluindo as espécies vegetais de restinga,
para confirmar se essas espécies apresentam respostas semelhantes.

Os danos causados pelo excesso de ferro em 1. pes-caprae, podem estar ligados a
morte celular programada (MCP), visto que este processo tem relacdo direta com a
formacao de aerénquima (EVANS, 2003; GUNAWARDENA, 2008), e em raizes de arroz,
houve aumento da MCP em altas concentracdoes de ferro (TSAI & HUANG, 2006).
Portanto, faz-se necessdrio estudos que avaliem a morte celular em espécies vegetais de
restinga, quando expostas ao excesso de ferro.

A emissdo de material particulado de ferro, por uma industria de minério de ferro
localizada proxima a fragmentos de restinga no litoral sul do Espirito Santo, representa um
incremento didrio de ferro no solo, que, sob condi¢des favordveis, pode contribuir para a
formacao in situ da placa de ferro nas raizes de 1. pes-caprae e C. rosea. Estudos em campo
sd0 necessarios para confirmar os resultados obtidos em laboratério. A excessiva
assimilacdo de ferro em raizes com placa de ferro, e conseqiiente alteracdo na sua estrutura,
na assimilagdo de nutrientes e na precocidade na morte das raizes, podem, a longo prazo,
eliminar essas espécies de ambientes poluidos por ferro, bem como comprometer a
dindmica sucessional e a preservacdo da vegetacdo de restinga do litoral sul do Espirito
Santo.

A presenca da placa de ferro nas raizes das espécies estudadas ndao impediu a

assimilacdo de ferro pelas raizes, que atingiu concentra¢des acima dos valores minimos

21



considerados como fitotoxicos. As alteragdes morfoanatdmicas encontradas nas espécies
desse estudo, confirmam o efeito da placa de ferro nestas plantas, que pode comprometer a
fisiologia dessas espécies, quando em ambientes com excesso de ferro.

Futuras pesquisas, particularmente utilizando técnicas in sifu, sdo necessdrias para

confirmar os dados obtidos no presente trabalho em condi¢des hidroponicas.
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Tabela 1. Nutrientes minerais presentes na matéria seca das folhas e raizes de Ipomoea pes-caprae e Canavalia rosea apds 228 horas de

exposi¢do aos tratamentos com e sem excesso de ferro (150 mg/L) em solucdo nutritiva.

Ipomoea pes-caprae

()rgﬁo Tratamento Nutriente [mg/Kg] Nutriente [g/Kg]
Fe Mn Zn Cu P Ca Mg K N
Folha Controle 111,98+16,31 B 186,18+20,58 A 26,27+£1,84 A <LD 6,49+£0,55 A 13,71+1,19 A 2,6240,11 A 35,64+2,70 A 32,00+1,04 A
Ferro 315,20+13,63 A 168,64£15,11 A 22,64+1,65 A <LD 6,52+0,31 A 1524+1,12 A 2,97+0,14 A 29,48+2,58 A 26,67+1,15B
Raiz Controle 413,06+£53,58 b 49,04+8,80 a 72,22+6,15 a 35,88+4,02 a 4,06+0,20 a 1,91+0,12 a 1,05+£0,08 a 16,06+1,41 a 29,1240,18 a
Ferro 2082,11£210,81 a 44,02+6,50 a 75,90+£9,97 a 26,75+4,68 a 3,35+0,28 a 2,7740,39 a 1,39+0,12 a 16,28+0,80 a 26,80+1,21 a
Canavalia rosea
()rgﬁo Tratamento Nutriente [mg/Kg] Nutriente [g/Kg]
Fe Mn Zn Cu P Ca Mg K N
Folha Controle 18,82+3,27 B 66,56+8.41 A 21,22+1,81 A <LD 291041 A 10,24+0,89 A 1,6740,15 A 19,14+1,45 A 25,75£2,33 A
Ferro 1027,03£102,31 A 70,90+£7,87 A 20,68+1,16 A <LD 2,5140,36 A 7,83+0,59 A 1,6540,15 A 18,26+1,41 A 26,20+1,18 A
Raiz Controle 418,02+154,82 b 56,59+11,99 a 99,0248,79b  19,49+223 a 5,14+0,37 a 2,32+0,09 a 0,26+0,01 a 5,72+0,64 a 34,83+0,63 a
Ferro 2996,58+270,93 a 37,6343,66 a 149,14+13,53 a 36,65+4,63 a 4,90+0,52 a 2,07£0,43 a 0,28+0,06 a 3,30+0,77 a 36,55+1,25 a

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula para folha e mindscula para raiz, na coluna para uma mesma espécie, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Média * erro padrdo (n=5). LD: Limite detectavel do ICP-OES.
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Tabela 2. Fator de translocac@o (FT) e fator de bioconcentragdo (FBC) em Ipomoea pes-
caprae e Canavalia rosea ap6s 228 horas de exposi¢io aos tratamentos com € sem excesso
de ferro (150 mg/L) em solucdo nutritiva.

-1
Espécie Tratamento FT FBC (L. Kg')
Folha Caule Raiz
I pes-caprae  COmtrole 0.2920.007A2 | 35.0042b  0,5540,230a  11,1341,049 b
Ferro 0,20+0,030 Aa
C. rosea Controle 0.07£0.040Bb ¢ 2r 106600  1.150267a 171941433 a
Ferro 0,41+0,063 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula entre tratamentos dentro da mesma espécie e
mindscula entre espécies dentro do mesmo tratamento, na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Média * erro padrao (n=5).
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Ipomoea pes-caprae

Canavalia rosea

Figura 1. Raizes de Ipomoea pes-caprae (A-G) e Canavalia rosea (H-N), ap6s 12 (B e 1),
36 (Cel), 108 (D e K) e 228 (A, E-H, L-N) horas de cultivo em solug@o nutritiva com ou
sem adicdo extra de ferro. Controle (A e F, H e M) e 150 mg/L de ferro (B-E, G, I-L, N).
Barras: 30 mm (A-E); 20 mm (H-M); 10 mm (F e G, N).
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Figura 2. Relacdo entre o ferro extraido pelo extrato de DCB nas raizes de Ipomoea pes-
caprae e Canavalia rosea e o tempo de exposicdo aos tratamentos. As equacdes de
regressao das plantas do tratamento com excesso de ferro indicam significativas correlagdes
a 5% de probabilidade (Ipomoea pes-caprae ferro: y = 0,7737x + 33,0733 e Canavalia
rosea ferro: y = 1,9873x - 2,9834).
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Figura 3. Raiz de Ipomoea pes-caprae (A-F) e Canavalia rosea (G-1) do tratamento
controle (A-C, G e H) e ap6s 228 horas (D-F, I) de exposicdo a 150 mg/L de ferro (secgdes
longitudinais). A-C: Regido de ramificagdo com primérdios de raizes laterais originados a
partir do periciclo. D-F: Necrose e colapso do primérdio de raiz lateral. G-I: Regido de
ramificacdo com primérdios de raizes laterais originados a partir do periciclo. Legenda:
(Pr) primérdio da raiz lateral, (Cv) cilindro vascular, (Ae) aerénquima, (Pe) periciclo, (En)
endoderme. Barras: 100 um (B-E, G); 300 um (A, F, He I).
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Figura 4. Raiz de Canavalia rosea do tratamento controle (A e B) e apds exposi¢dao a 150
mg/L de ferro (C e D), em sec¢des longitudinais. A e B: Regido do meristema apical do
tratamento controle. C e D: Regido do meristema apical com alteracdo no padrdo de divisdao
celular apds exposicdo ao excesso de ferro por 228 horas. Legenda: (Cf) coifa, (—)
promeristema, (Pt) protoderme, (Mf) meristema fundamental, (Pc) procambio. Barras: 100
um (A, C); 50 um (B, D).
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Figura 5. Raiz de Ipomoea pes-caprae (A-D) e Canavalia rosea (E-H) do tratamento
controle (seccdes transversais). A: Fase inicial de maturacdo do xilema primério. B:
Detalhe da estria de caspary. C e D: Raiz madura. E e F: Fase inicial de maturagdo do
xilema primdrio. G: Detalhe do cilindro vascular maduro. H: Detalhe de G sob luz
polarizada. Legenda: (Ep) epiderme, (Ex) exoderme, (Pc) parénquima cortical, (Ae)
aerénquima, (En) endoderme, (Pe) periciclo, (Fl) floema, (Px) protoxilema, (Ec) estria de
caspary, (Mx) metaxilema, (*) cambio vascular em diferenciacdo, (Xs) xilema secundério.
Barras: 50 um (A e B, F-H); 100 um (C-E).
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Figura 6. Raiz de Ipomoea pes-caprae (A-E) e Canavalia rosea (F-H) coletada apds 228
horas de exposicdo a 150 mg/L de ferro (secgdes transversais). A: Cilindro vascular. B:
Detalhe do cortex e da endoderme. C: Detalhe do tecido de cicatrizacdo no cortex. D:
Cilindro vascular. E: Colapso integral das células do cilindro vascular e parcial das células
do cortex. F-G: Detalhe da alteracdo na organizacdo e no padrdo de diferenciagdo do
cilindro vascular e cortex. Legenda: (—) retracdo do protoplasto, (En) endoderme, (Pe)
periciclo, (*) protoxilema, (Tc) tecido de cicatrizacdo, (Cv) cilindro vascular, (Ep)
epiderme, (Pc) parénquima cortical. Barras: 100 um (A, D-F), 50 um (B e C, G e H).
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Figura 7. Superficie radicular de Ipomoea pes-caprae (A-D) e coleto e superficie radicular
de Canavalia rosea (E-H) em microscopia eletronica de varredura. Tratamento controle (A,
E e G) e com placa de ferro (B-D, F e H). A: Controle, sem depésito externo. B: Placa de
ferro ap6s 36 horas. C: Placa de ferro ap6s 108 horas. D: Placa de ferro apds 228 horas. E:
Coleto sem deposito externo. F: Coleto com deposi¢cdo de placa de ferro apds 36 horas. G:
Superficie radicular sem depdsito externo. H: Superficie radicular com placa de ferro apds
228 horas. Legenda: (Ep) epiderme, (Hf) hifa fingica, (—) placa de ferro. Barras: 20 um
(A, C-G); 10 um (B e H).
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Figura 8. Deteccdo histoquimica de ferro em raiz de Ipomoea pes-caprae (A-E) e
Canavalia rosea (F-1), seccdes transversais. Tratamento controle (A e F) e apds 228 horas
de exposicdo a 150 mg/L. de ferro (B-E, G-I). A e F: Controle com reacdo. B-E, G-I:
Reacdo positiva para ferro. Legenda: (Pe) periciclo, (En) endoderme, (Ep) epiderme, (Ex)
exoderme, (Pr) pélo radicular, (Px) protoxilema, (Ec) estria de caspary, (Fl) floema, (Pc)
parénquima cortical, (Mx) metaxilema. Barras: 100 um (A, F); 50 um (B-E, G-I).
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CONCLUSOES GERAIS

Nesse trabalho constatou-se a presenga da placa de ferro nas raizes de Ipomoea pes-
caprae e Canavalia rosea. A absor¢do e acimulo excessivo de ferro causou mudangas
estruturais e ultraestruturais que afetaram o crescimento das raizes, em ambas as espécies.
Na presenca da placa de ferro, a assimilacio de zinco em C. rosea, e a translocacdo de N
em I. pes-caprae, também foi comprometida. A composi¢do quimica da placa de ferro nas
duas espécies variou, mas o ferro foi o elemento com maior propor¢do na placa. Nas
condicdes de cultivo com excesso de ferro, as espécies estudadas apresentaram semelhantes
estratégias de translocacdo e bioconcentracdo de ferro. Entretanto, C. rosea foi a espécie
que mais concentrou ferro em seus tecidos. Em ambas as espécies houve alteracdo na
organizacdo e no formato das células do periciclo e do cértex, e o metaxilema nao
completou sua diferenciacdo. Em 1. pes-caprae houve necrose e colapso dos primérdios de
raiz lateral e do cilindro vascular. As células do coértex apresentaram retracdo do
protoplasto, formacdo de tecido de cicatrizagdo e colapso celular. Em C. rosea houve
alteracdo no padrao de divisdo e diferenciacdo celular do cértex e na diferenciagio celular
do periciclo. O ferro foi histolocalizado em todos os tecidos das raizes, quando expostas ao
excesso de ferro, indicando que o ferro é realmente assimilado, o que foi confirmado nas
quantificacdes da matéria seca. Os niveis de ferro na matéria seca das folhas e raizes de C.
rosea, e das raizes de I. pes-caprae ficaram acima do nivel critico de toxicidade para

plantas, indicando que a regulacdo na homeostase do ferro possa estar comprometida.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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