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RESUMO

Embora o manguezal seja um ecossistema com grande produtividade e importancia, esta
vulneravel a diversos impactos como o aporte de contaminantes. Metais pesados e
hidrocarbonetos de petréleo estdo entre os que mais ameagam o funcionamento e equilibrio de
manguezais. Caracteristicas de seu sedimento e sua localizacdo costeira contribuem para
retencdo e deposicéo destes poluentes. Este trabalho apresenta uma revisdo sobre manguezais,
sua importancia e contaminacdo por metais pesados e hidrocarbonetos de petréleo (artigo
cientifico I). O segundo artigo que compde esta dissertacdo buscou investigar a ocorréncia de
Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) e Dark Septate Endophytes (DSE) em associagdo
com vegetais do manguezal de Gargau, Sdo Francisco de Itabapoana, RJ. A literatura
cientifica tem relatado a importancia destes fungos na sobrevivéncia de plantas em locais com
metais e hidrocarbonetos e também na biorremediacdo de locais contaminados por estes e na
estabilizacdo de metais. Pesquisas que busquem alternativas ecoldgicas de remediacdo de
manguezais precisam avancar devido a importancia do ecossistema e por estar sujeito a
contaminacdo. Neste trabalho foi verificada a ocorréncia destes fungos e frequéncia de
colonizacdo em raizes de plantulas coletadas no manguezal de Gargad. Esporos de FMA
foram separados e quantificados de amostras de sedimento coletadas. Observou-se que as
raizes estavam colonizadas por FMA e DSE. A taxa de colonizacdo por FMA foi de 18% em
BF (Buraco Fundo) e de 72% em BR (Braco Rio). Em BF a taxa de colonizacdo por DSE foi
de 29% e em BR de 47%. Uma média de 6 esporos por 50 mL de solo foram encontrados em
BF e de 5 em BR. Estes resultados sdo relevantes uma vez que poucos estudos tém sido
conduzidos sobre a presenca de FMA e DSE em manguezais em todo mundo. No Brasil ndo
ha relatos da ocorréncia destes fungos em manguezais. Dada a importancia dos mesmos em
ambientes contaminados por metais e hidrocarbonetos, considera-se que os FMAs e DSE sdo
alternativas promissoras de biorremediacdo em manguezais impactados, sugerindo-se que
pesquisas avancem na verificacdo de seu potencial biorremediador e na tolerancia de vegetais

deste ecossistema.

Palavras-chave: Metais pesados; hidrocarbonetos de petrdleo; manguezais; FMA; DSE;

biorremediagéo.
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ABSTRACT

Although the mangrove is an ecosystem with high productivity and importance, it is
vulnerable to various impacts as contaminant input. Heavy metals and petroleum
hydrocarbons are among those that threaten the functioning and balance of mangroves.
Characteristics of its sediment and its coastal location contribute to retention and deposition
of pollutants. This paper presents an overview of mangroves, their importance and
contamination by heavy metals and petroleum hydrocarbons (scientific article I). The second
article that makes up this thesis sought to investigate the occurrence of Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (AMF) and Dark Septate Endophytes (DSE) in association with plants
mangrove of Gargal, S&o Francisco de Itabapoana, RJ. The scientific literature has reported
the importance of these fungi on the survival of plants in places with metals and
hydrocarbons, and also in the bioremediation of contaminated sites for these and metals
stabilization. Research seeking ecological alternatives mangroves remediation need to
advance because of the importance of the ecosystem and be subject to contamination. This
study evaluated the occurrence of these fungi and frequency of colonization in seedling roots
collected in mangrove of Gargau. Spores of AMF were separated and quantified of collected
sediment samples. The roots were observed to be colonized by AMF and DSE. The AMF
colonization rate was 18% in BF (Buraco Fundo) and 72% in BR (Brago do Rio). In BF the
rate of colonization by DSE was 29% and in BR of 47%. An average of 6 spores per 50 mL of
soil were found in BF and 5 in BR. These results are relevant since few studies have been
conducted on the presence of AMF and DSE in mangroves worldwide. In Brazil there are no
reports of occurrence of these fungi in mangroves. Given the importance of these
environments contaminated by metals and hydrocarbons, it is considered that the AMF and
DSE are promising bioremediation alternatives in impacted mangroves, suggesting that
research advance in checking your potential biorremediador and in the plant tolerance of this

ecosystem.

Keywords: Heavy metals; petroleum hydrocarbons; mangroves; AMF; DSE; bioremediation.
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1 APRESENTACAO

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros, tipicos de regides onde ha encontro de
4gua doce e salgada. E um dos ecossistemas mais produtivos do planeta, no entanto, é
também um dos mais afetados pela acdo humana (ALVES, 2001).! Os manguezais estdo
vulneraveis a diversas pressdes negativas como a contaminacdo por poluentes como metais
pesados e hidrocarbonetos de petréleo. Estes podem ser altamente tdxicos para a biota e
causar efeitos danosos no metabolismo de plantas e animais, podendo persistir por anos no
ambiente (BURNS et al., 1993).

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS) colonizam uma ampla variedade de
plantas terrestres estabelecendo com elas uma relacdo simbidtica (GIANINAZZI e
GIANINAZZI-PEARSON, 1986; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estudos apontam o
potencial biorremediador destes fungos e indicam que plantas colonizadas por FMA possuem
maior capacidade de nutricdo e crescimento em locais contaminados por metais e
hidrocarbonetos de petroleo do que as ndo colonizadas (BENTO, 2008; NAKATANI et. al.,
2008; ANDRADE, 2012).

Os Dark Sepate Endophytes (DSE) ou fungo endofitico septado escuro estdo entre os
colonizadores mais abundantes de raizes das plantas (JUMPPONEN e TRAPPE, 1998). Os
DSE estdo frequentemente associados a ambientes com metais pesados. Segundo estudos,
estes fungos tém aumentado a tolerancia de vegetais a estes contaminantes, porém, pouco
ainda tem sido relatado sobre esta associacdo (LI et. al., 2012; SHEN et. al., 2015).

Quanto ao manguezal, ainda existem poucos estudos verificando a ocorréncia de FMA
e DSE neste ecossistema. Dada a importancia destes fungos, seja na tolerancia de vegetais a
contaminantes como metais e hidrocarbonetos ou na biorremediacdo de ambientes
contaminados, € de extrema importancia que estudos sejam feitos no sentido de verificar sua
ocorréncia em manguezais, uma vez que 0S mesmos S0 susceptiveis ao aporte destes
contaminantes.

Esta dissertacdo é composta pelo artigo cientifico | (qualificacdo), que apresenta uma
revisdo sobre 0s manguezais e a contaminacdo por metais pesados e hidrocarbonetos de
petréleo, e pelo artigo cientifico 11, que teve como objetivo verificar a ocorréncia de FMA e
DSE no manguezal do estuario secundario do rio Paraiba do Sul, situado na localidade de

Gargau, municipio de Séo Francisco de Itabapoana, RJ, Brasil.

! As referéncias contidas nesta apresentacio estdo na segio “Referéncias Bibliograficas” dos artigos I e IL.
13



2 ARTIGO CIENTIFICO I

CONTAMINACAO POR METAIS PESADOS E HIDROCARBONETOS DE PETROLEO:
UMA AMEACA PARA OS MANGUEZAIS

RESUMO

Os manguezais estdo presentes na zona estuarina de costas tropicais e subtropicais e sdo de
grande importancia ecolégica, pois protegem a costa, imobilizam contaminantes, sdo fonte de
alimento e refugio para diversos organismos. Alem disso, sdo importantes também sob o
ponto de vista econdmico e social. A pressdo antropica pode afetar negativamente o ambiente
de manguezais. Os metais pesados estdo entre 0s principais contaminantes que causam
impactos negativos sobre estes. Dejetos industriais, fertilizantes, dentre outros, séo fontes de
metais pesados que, uma vez nos rios, correm em direcdo ao mar e chegando a areas de
manguezal podem se depositar. Os poluentes orgéanicos também podem causar efeitos
adversos em manguezais. Dentre as potenciais fontes de contaminacdo do ecossistema por
estes estdo 0s derrames de petroleo e derivados. Nas Ultimas décadas, a poluicdo por metais e
hidrocarbonetos de petrdleo em manguezais esta recebendo maior atengdo. O namero de
derrames de petréleo proximos ao ecossistema tem aumentado especialmente em locais onde
a indastria do petrdleo vem crescendo, assim como estudos tém relatado grandes
concentracdes de metais em seu sedimento. Estes relatos sdo preocupantes dada a importancia
que o ecossistema possui. Neste artigo é apresentada uma revisdo sobre 0s manguezais, suas
caracteristicas, importancia e sobre os principais contaminantes que ameagam 0 ecossistema:

metais pesados e hidrocarbonetos de petréleo.

Palavras-chave: Manguezais; metais pesados; hidrocarbonetos de petrdleo.
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ABSTRACT

Mangroves are present in the estuarine area of tropical and subtropical coasts and are of great
ecological importance, protecting the coast, immobilize contaminants, are a source of food
and refuge for many organisms. Moreover, they are also important from an economic and
social point of view. The human pressure can negatively affect the environment of
mangroves. Heavy metals are among the major contaminants that cause negative impacts on
this ecosystem. Industrial discharges, fertilizers, among others, are sources of heavy metals
that, once in the rivers, run towards the sea and reaching areas of mangrove can deposit.
Organic pollutants can also cause adverse effects on mangroves. Among the potential sources
of contamination of the ecosystem by these are the oil spills and derivatives. In recent
decades, the pollution by metals and petroleum hydrocarbons in mangroves are getting more
attention. The number of oil spills near the ecosystem has increased especially in places where
the oil industry has been growing, thus as studies have reported large concentrations of metals
in their sediment. These reports are worrisome because the importance of the ecosystem. This
article presents a review of mangroves, their characteristics, their importance and the main

contaminants that threaten the ecosystem: heavy metals and petroleum hydrocarbons.

Keywords: Mangrove; heavy metals; hydrocarbon petroleum.
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2.1 INTRODUCAO

O ecossistema manguezal € um dos mais produtivos do planeta e possui relevante
importancia ecolégica. Oferece diversos servigos como a protecdo da regido costeira da
erosdo, fixacdo e imobilizacdo de contaminantes, é fonte de nutrientes para areas costeiras
adjacentes, bercario e local de reflgio, alimentacdo e reproducdo de vérias espécies. Além
disto, os manguezais sao importantes social e economicamente, pois servem como fonte de
renda de populagdes que vivem em seu entorno pela venda de diversos pescados advindos ou
providos por este ecossistema (ALVES, 2001).

Por estarem localizados na zona costeira, 0s manguezais estdo entre os ambientes mais
vulneraveis a degradacdo pelas atividades humanas. Construgdes de moradias, especulacdo
imobiliaria e projetos industriais avangam sobre o mesmo, destruindo-o ou afetando sua
produtividade apesar de sua importancia ja mencionada. Os manguezais sdo ambientes que
recebem grande aporte de contaminantes, transportados em grande parte pelos rios. Dentre
estes contaminantes podem-se citar os metais pesados, que possuem como principal fonte de
liberacdo neste ambiente despejos de residuos industriais e de esgotos, mineracgdo, derrames
de petroleo e uso de fertilizantes, e os poluentes organicos, advindos em sua maior parte de
derrames da industria petrolifera. Estes contaminantes alcangcam os manguezais, podendo se
depositar nestes, causando diversos efeitos negativos e afetando seu equilibrio
(FELLENBERG, 1980; FORSTNER e WITTMANN, 1983; LACERDA et al.,, 1993;
JACQUES et. al., 2007; MOREIRA et. al., 2013).

Neste trabalho é apresentada uma revisdo sobre o ecossistema manguezal, sua
importancia e sobre o0s metais pesados e hidrocarbonetos de petréleo, principais

contaminantes que afetam negativamente 0s manguezais.

2.2 REVISAO DE LITERATURA

2.2.1 O ecossistema manguezal

O manguezal € um ecossistema costeiro, tipico de regibes onde ha encontro de agua
doce e salgada como estudrios, baias, deltas e lagoas costeiras, estando sujeito a regime de
marés (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995). Seu ponto de origem ocorreu nas regides dos
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oceanos Indico e Pacifico, distribuindo-se pelo mundo com o auxilio das correntes marinhas
durante o processo de separagédo dos continentes (WALSH, 1974; CHAPMAN, 1975).

A distribuicdo geogréafica dos manguezais se da nas zonas intertropicais e apresentam
maiores dimensdes a medida que se aproximam da linha do Equador, devido a grande
quantidade de energia solar que incide nesta regido (WALSH, 1974). Estima-se que no
planeta existem cerca de 162.000 km? de manguezais (USP, 2016). No Brasil, esse
ecossistema € encontrado ao longo de praticamente toda a costa, estabelecido numa éarea de
aproximadamente 25.000 km?, que vai desde a foz do Rio Oiapoque, no estado do Amapa, até
0 municipio de Laguna, em Santa Catarina, representando mais de 12% dos manguezais do
planeta (ALVES, 2001; USP, 2016).

O calor e a luminosidade sdo condi¢cdes fundamentais para o desenvolvimento de
manguezais. O clima ¢, portanto, um dos fatores limitantes para sua ocorréncia. Os
manguezais precisam de temperaturas médias acima de 20°C, por isso, ndo se desenvolvem
bem em regibes temperadas, de clima mais frio. Locais abrigados, de baixa energia marinha
também sdo imprescindiveis para a ocorréncia deste ecossistema, constituindo outra grande
limitacdo para seu desenvolvimento (WALSH, 1974).

Os manguezais se estabelecem em locais onde ha a deposicdo de sedimentos,
geralmente associados a planicies costeiras de baixa declividade. O substrato onde se
desenvolvem s@o geralmente inconsolidados, devido as inundagdes diarias de maré. Sao
formados por sedimentos de granulometria mais fina como argila e silte, carreados de rios,
mas também podem ser formados por areia vinda da area oceanica, trazida por mares, ondas e
ventos. O solo dos manguezais possui cores acinzentadas a pretas, devido a decomposicdo de
matéria organica e a saturacdo de agua. Estes fatores reduzem os niveis de oxigénio no
sedimento dos manguezais e o torna rico em H,S (sulfeto de hidrogénio), que, ao entrar em
contato com o ar atmosférico, sofre reducdo e transforma-se em H,SO, (acido sulfurico),
acidificando o pH do sedimento e conferindo a este o odor forte caracteristico dos manguezais
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; ALVES, 2001). O solo predominante em manguezais é
halomérfico e de carater tiomorfico, correspondendo aos Gleissolos e Organossolos. A
diferenciacdo de horizontes ao longo do perfil ocorre apenas em areas marginais, onde ha
desenvolvimento de um horizonte superficial com textura variavel, desde argilosa até arenosa
(AGEITEC- EMBRAPA, 2016).

As marés desempenham papéis de grande importancia na formacao e desenvolvimento

dos manguezais: favorecem o estabelecimento de espécies de plantas haléfitas, resistentes a
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salinidade, enquanto inibe o desenvolvimento das espécies que ndo toleram ambientes salinos,
transportam sedimentos, matéria organica, propéagulos, servem como via aos animais,
promovem a oxigenacdo do substrato. Além das marés, o aporte de dgua doce também tem
papel fundamental no equilibrio do ecossistema, pois além de transportar nutrientes, equilibra
0 pH écido e diminui a salinidade excessiva da agua do mar permitindo o desenvolvimento
adequado das espécies vegetais, uma vez que o0 excesso de sal também é fator limitante a
sobrevivéncia destas. As inundac¢fes de maré ocorrem de uma a duas vezes durante 24 horas e
seu intervalo (amplitude) varia de acordo com a latitude, aumentando a medida que estdo mais
préximas da linha do Equador. Esta variacdo estd diretamente relacionada a altura dos
vegetais e a area de manguezal, pois a medida que hd maior variacdo das marés, maiores sao
0s vegetais do manguezal e maior a area que as plantulas hal6fitas podem se instalar (ALVES,
2001; SOFFIATI, 2014).

A vegetacdo do manguezal, denominada mangue, desenvolveu mecanismos de
adaptacdo, fisiologicos e anatdmicos, que a permitisse sobreviver em um ambiente com alta
salinidade, de substrato andxido e frouxo. O manguezal possui baixa riqueza de espécies, uma
vez que poucas sdo as que desenvolveram tais mecanismos de adaptacdo e sdo capazes de
tolerar este ambiente. Assim, poucas sd0 as espécies vegetais ditas exclusivas deste
ecossistema (TOMLINSON, 1986).

No Brasil, as florestas de mangue sdo compostas basicamente por trés géneros de
plantas lenhosas: Avicennia, Laguncularia e Rhizophora (BARROS, et al., 2000), sendo
também encontradas em alguns manguezais plantas do género Conocarpus (USP, 2016).
Além das espécies lenhosas exclusivas do manguezal ocorrem também neste ambiente
vegetais associados como espécies do género Hibiscus e epifitas como bromélias,
samambaias, orquideas, algas e liqguens (TOMLINSON, 1986).

Para sobreviver em meio a alta salinidade as espécies exclusivas de manguezal
desenvolveram a capacidade de excretar o excesso de sal por mindsculos poros presentes em
suas folhas, como ocorre com o género Avicennia, que suporta altas concentracdes de sal.
Outro mecanismo de adaptacdo é a formacdo de comportas capazes de barrar a entrada de sal
em excesso pelo fechamento de lenticelas, que sdo poros situados acima do solo em raizes
denominadas pneumatéforos. Os pneumatéforos se distribuem radialmente abaixo da
superficie do solo, emitindo ramificacdes verticais em direcdo a superficie e auxiliam a planta
na captacdo de ar atmosférico e troca de gases com o ambiente pelas lenticelas presentes

neles. Com a subida e descida da maré, as lenticelas abrem-se e fecham-se. A planta fica
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submetida a uma situacdo de estresse quando ha imersdo constante dos pneumatéforos, o que
a obriga a desenvolver lenticelas acima do nivel da agua. A formagao destas raizes pode ser
observada nos géneros Avicennia e Laguncularia. Uma forma de se fixar melhor no substrato
inconsolidado é o enraizamento em forma de roda, desenvolvido por espécies do género
Rhizophora. Além disso, o desenvolvimento de raizes aéreas (também chamadas de raizes
adventicias) e de ramificacbes denominadas rizoforos, que partem do caule crescendo em
diregdo ao solo (gravitropismo positivo) auxiliam na sustentagdo da planta. Estas estruturas
podem ser observadas em espécies do género Rhizophora. As plantas exclusivas de
manguezal sdo viviparas, ou seja, suas sementes germinam enquanto ainda estdo ligadas a
planta-mae. Os embrides se desenvolvem e transformam-se em propagulos que sdo liberados
no ambiente, possuindo grandes quantidades de reservas nutritivas que 0S permitem
sobreviver enquanto flutuam na agua até encontrarem local adequado a sua fixacdo ou
enquanto enraizam-se no solo. A viviparidade é outro mecanismo de adaptacdo ao ambiente
(TOMLINSON, 1986; SOFFIATI, 2014).

A vegetacdo caracteristica dos manguezais esta distribuida em faixas ao longo de um
gradiente ecologico, a chamada zonagéo. Cada manguezal possui seu padrao de zonagéo e nao
cabe um mesmo padrdo geral para todos. Assim, exigéncias da espécie como salinidade,
imersdo, solo, etc. irdo determinar quais se estabelecerdo em determinado local.
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

A fauna deste ecossistema é bastante diversificada devido a grande variedade de
nichos ecoldgicos, consequéncia da peculiaridade de sua vegetacdo (PEREIRA e ALVES,
1999). Neste ambiente podem ser encontrados vermes, moluscos, crustaceos, insetos, peixes,
répteis, anfibios, aves e mamiferos. O manguezal pode ser frequentado em carater
permanente, semi-permanente e em carater ocasional. O caranguejo-uca (Ucides cordatus) é
um exemplo de espécie que se encontra exclusivamente neste ecossistema. Ha espécies que
utilizam o ambiente durante uma parte de sua vida, para se proteger de predadores, na época

de reproducdo e/ou para obtencao de alimento (NOVELLI, 2004).

2.2.2 Importancia do manguezal

O ecossistema manguezal é gerador de diversos bens e servicos e apresenta relevante
importancia tanto do ponto de visto ecolégico, como econdmico e social. Funciona como uma

barreira natural a acdo erosiva das ondas e marés, protegendo a linha costeira; retém
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sedimentos transportados pelos rios o que permite a ocupagéo e propagacao da vegetacao; fixa
e imobiliza contaminantes, como metais pesados; constitui importante fonte de detritos para
as areas costeiras adjacentes pela producdo de serrapilheira e ciclagem de nutrientes, sendo
um ambiente altamente nutritivo; funciona como ponto de repouso, alimentacéo e abrigo para
aves migratorias; suas aguas calmas, rasas e ricas em nutrientes possibilitam a reproducédo e
desenvolvimento de varias espécies, muitas de interesse econdmico como peixes e crustaceos,
funcionando como verdadeiros bercarios naturais. O consumo e venda destes pescados é
muitas vezes a principal forma de subsisténcia de popula¢des que vivem préximas aos
manguezais (ALVES, 2001).

Apesar de sua grande importancia, 0S manguezais estdo entre 0s ecossistemas mais
ameacados do planeta. Por desenvolverem-se em regides litoraneas, locais com intenso
crescimento populacional e industrial, 0s manguezais vém sofrendo constantes presses que
cada vez mais desequilibram seu funcionamento e causam sua destruicdo. A sobre-exploracao
de seus recursos e o crescente desenvolvimento da regido costeira tém ocasionado grandes
perdas da area de manguezais em todo mundo. De acordo com Rosen (2000)
aproximadamente 50% de cobertura de manguezais ja foram destruidas no planeta.

Os manguezais estdo sujeitos a diversos contaminantes. Efluentes industriais, esgotos,
derrames de petréleo, atividades de mineracdo e fertilizantes sdo fontes potenciais para
entrada de metais pesados e de substancias organicas como hidrocarbonetos de petroleo neste
ecossistema. Estes poluentes podem ser altamente téxicos aos organismos bioldgicos,
desequilibrando o funcionamento do ecossistema (DSIKOWITZKY et al., 2011; KABATA-
PENDIAS, 2011; PINHEIRO et al., 2012; MOREIRA et al., 2013).

2.2.3 Principais contaminantes que afetam os manguezais

2.2.3.1 Metais Pesados

O termo metal pesado tem sido usado para definir um grupo heterogéneo de
elementos, incluindo metais, semi-metais e ndo metais que possuem ndmero atbmico maior
que 20 ou peso especifico maior que 5 g cm™ (MALAVOLTA, 1994). Outra denominacio
encontrada na literatura para metais pesados é “elementos traco”, pois sdo encontrados na
natureza em baixas concentracGes, da ordem de partes por bilhdo (ppb) a partes por milhdo
(ppm) (MATTIAZZO-PREZOTTO, 1994; ESTEVES, 1998).
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Os metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente por intemperismo e
desagregacéo das rochas, erosdo do solo, fontes termais e atividades vulcanicas (FORSTNER
e WITTMANN, 1983). No entanto atividades antrépicas como o despejo de residuos
industriais e de esgotos, mineracdo, derrames de petroleo e uso de fertilizantes s&o
importantes fontes de liberacdo destes elementos no ambiente (FELLENBERG, 1980;
MOREIRA et. al., 2013). Os metais pesados sdo considerados poluentes graves, pois, ao
contrério do observado para 0s contaminantes organicos, ndo sdo degradados por processos
naturais, podendo persistir por anos no ambiente (GUIMARAES, 2006).

Mesmo em baixas concentracOes estes elementos possuem alta toxicidade e uma vez
presente no solo, no ar ou na &gua, podem adentrar a cadeia alimentar e se bioacumular.
Dependendo do metal este pode biomagnificar ao longo da cadeia, causando sérios problemas
aos animais, plantas e até ao homem (PINHEIRO et al., 2012).

Por se tratarem de areas abrigadas, de baixa energia marinha, com altas taxas de
sedimentacdo e alto teor de matéria organica, 0os manguezais sdo ambientes favoraveis a
acumulacdo por metais pesados. Estes contaminantes podem vir associados ao material
particulado em suspensao de origem fluvial ou dissolvidos em suas aguas, depositando-se nos
manguezais. Devido a estas caracteristicas, este ecossistema pode apresentar altos niveis de
metais pesados, mesmo que ndo haja fontes pontuais dos mesmos, atuando como sumidouro.
Os manguezais funcionam como uma barreira geoquimica, retendo os poluentes (LACERDA
etal., 1993; LACERDA e SALOMONS, 1998).

Por ser altamente redutor, constituido de particulas finas e rico em matéria organica, o
sedimento de manguezal age como quelante de metais, o que favorece sua acumulacédo e
consequentemente o torna menos disponivel para biota local. Os metais tendem a ser
adsorvidos nas particulas do sedimento e formar complexos com a matéria organica. Esta é
um dos principais complexantes organicos naturais e podem definir a biodisponibilidade dos
metais para 0 ambiente. A precipitacdo dos metais pesados é favorecida pelo elevado pH e
pela reacdo com Oxidos e hidroxidos de ferro (Fe) e manganés (Mn). A degradacédo
microbiana da matéria organica no sedimento de manguezal cria um ambiente andxido que é
ideal para a reducdo bacteriana de sulfato a sulfeto e de Fe** a Fe?*, levando & formagdo de
pirita (FeS;). A pirita pode atuar como importante imobilizante de metais pesados
principalmente através da co-precipitacdo e adsorc¢do a sua superficie. Os efeitos deletérios da
toxicidade dos metais podem ser reduzidos grandemente pela complexacdo destes com
ligantes inorganicos ou organicos (ODUM, 1972; FERREIRA, 2002).
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No entanto, diversas variaveis fisico-quimicas e bioldgicas irdo determinar a
permanéncia dos metais nos diversos compartimentos ambientais e sua remobilizacéo.
Eventuais mudancas de pH, potencial redox, salinidade, oxigénio dissolvido e temperatura
podem influenciar nos niveis de toxicidade e biodisponibilidade dos metais (LACERDA,
1998). A remobilizacdo destes elementos também pode ocorrer quando a capacidade de
retencdo do sedimento estd saturada. A retirada da vegetacdo de mangue promove 0
revolvimento do sedimento e € outro fator que pode remobilizar estes contaminantes,
tornando-os disponiveis. Os metais pesados que antes estavam estocados no sedimento se
transformam em uma fonte de polui¢do secundaria ao serem carreados para areas adjacentes
pela acdo das marés e/ou incorporados a vegetais, entrando na cadeia alimentar e ficando
disponiveis para os organismos (TAM e WONG, 1993; LACERDA, 1998).

Os sedimentos sdo o0s principais acumuladores de metais nos manguezais,
apresentando concentracfes destes muito mais elevadas quando comparadas as presentes na
coluna d’agua por exemplo. Desta forma, os sedimentos constituem-Se importantes
indicadores da qualidade do ambiente. No entanto, apenas simples determinacdes da
concentracdo de metais no sedimento ndo oferecem informacGes precisas sobre a
biodisponibilidade e o potencial toxico que estes podem causar no ambiente. Os metais se
tornam mais toxicos quando estdo biodisponiveis do que na forma complexada por ligantes
organicos ou adsorvida no material particulado. A fracdo dos metais nos sedimentos
considerada biodisponivel é aquela que se encontra na fase dissolvida, ou seja, na agua
intersticial. Os metais de origem natural sdo acumulados nas fracGes mais profundas,
fortemente ligados aos minerais dos sedimentos e dificilmente serdo remobilizados em
condi¢cBes naturais. J& os advindos de acdo antropica se acumulam principalmente nas
primeiras fraces (RUBIO et al., 1991; KENNISH, 1992).

Altos niveis de metais no meio podem resultar em elevadas concentracfes na biota.
Uma vez biodisponiveis, 0s metais podem ser incorporados aos vegetais do manguezal e
como nao sdo biodegradaveis, se acumulam em seus tecidos, podendo causar efeitos nocivos.
Ao serem absorvidos pela planta, estes contaminantes podem ser transportados da raiz para a
arte aérea e reagir com moléculas da membrana celular, afetando importantes processos
fisiologicos. Estes contaminantes também sdo incorporados a fauna do manguezal, podendo
causar disturbios nos seus processos metabolicos (RAHMAN et al., 2009; PINHEIRO et al.,
2012).
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Vérios estudos tém verificado a ocorréncia de metais pesados em sedimentos de
manguezais em todo mundo (MCCONCHIE et al., 1988; CHAN, 1992; TAM et al., 1995;
BORGES et al., 2007; FORTUNATO et al., 2012), assim como em tecidos de mangue
(TAM et al., 1995; ONG CHE, 1999; SAIFULLAH et al., 2002; EINOLLAHIPEER et al.,
2013) e acumulados na fauna (MTANGA e MACHIWA, 2007; BANCI, 2008, PINHEIRO
et al., 2012).

Organismos animais que vivem em manguezais com elevados niveis de concentragao
de metais pesados estdo sujeitos a acumularem estes contaminantes. Mais estudos sdo
necessarios na caracterizacao dos efeitos toxicos dos metais para a fauna nestes ambientes. A
maioria destes é realizada em macroinvertebrados benténicos. Estes organismos possuem
baixa mobilidade e acumulam maiores concentracdes de metais quando comparado com
organismos que vivem, por exemplo, na agua (CHAPMAN et al., 1998). O caranguejo uca
(Ucides cordatus) € um macroinvertebrado que tem sido muito estudado para verificacdo da
acumulacdo e toxicidade de metais, além de ser bom indicador de impactos ambientais em
manguezais, devido caracteristicas da espécie como, por exemplo, longo ciclo de vida, baixa
taxa de crescimento, facil captura e ser exclusiva de manguezais (SILVA, 2011; FRAGOSO,
2013). Pinheiro e colaboradores (2012) quantificaram a acumulacdo de seis metais: cadmio
(Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg), manganés (Mn) e chumbo (Pb) em érgéaos de
Ucides cordatus de areas do manguezal de Cubatdo, SP. Exceto Hg e Pb, todos os outros
metais foram encontrados nos érgaos deste macroinvertebrado, sendo que o Cr se mostrou
acima dos niveis seguros para consumo humano. Ferreira e colaboradores (2010) encontraram
altos niveis de metais no figado e rins de Nycticorax nycticorax (Garca-da-noite), um
organismo de topo de cadeia, mostrando assim que 0s metais podem ser bioacumulados e
biomagnificados via teia alimentar. Embora os organismos possuam eficientes processos de
desintoxicacdo de metais, em concentragdes muito altas estes contaminantes podem causar
graves efeitos toxicos como o rompimento da integridade da membrana celular, acarretando
faléncia de 6rgdos e morte (MACFARLANE e BURCHETT, 2001).

Quando estdo biodisponiveis, os metais podem ser absorvidos pelos vegetais do
manguezal e se acumular em diversos tecidos. A concentracao do metal nos diferentes tecidos
depende de fatores como idade da planta e o tipo de tecido em que ird acumular (SILVA et
al., 1990; SARANGI et al., 2002). Silva e colaboradores (1990) observaram diferencas na
absorcdo de Cr, Cu e Zinco (Zn) em tecidos de Rizophora mangle. Concentracdes de metais

tendem a ser maiores na raiz do que na parte aérea dos vegetais de mangue, uma vez que na
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parte &rea como folhas, podem ser mais toxicas para o vegetal, interferindo em importantes
processos fisiologicos. Podem levar a deplecdo de moléculas como a clorofila, afetando a
fotossintese e gerar estresse oxidativo, causando sérios danos ao vegetal (SILVA et al., 1990;
RAHMAN et al., 2009).

Os vegetais de manguezal possuem diversos mecanismos de defesa e desintoxicacdo
na resposta a exposicao por metais. A imobilizacdo em vacuolos em células das raizes é um
deles. Além disto, a alta concentracdo de metais pode induzir as células a produzir proteinas
chamadas metalotioneinas que se ligam a estes metais intracelularmente, causando reducéo
dos efeitos nocivos sobre as células. A atividade de peroxidases no combate ao estresse
oxidativo também tém sido relatadas (MACFARLANE e BURCHETT, 2001; ZHANG et al.,
2007). Segundo Lacerda e colaboradores (1986), certos mecanismos de adaptacdo de mangues
a salinidade tambem estdo relacionados a absorcdo de metais. Espécies do género Rizophora
sdo sal-excludentes, separam a agua doce por um sistema de filtros na superficie da raiz. Este
mecanismo parece ser eficiente no sentido de evitar a absorcdo de alguns metais. As espécies
de mangue respondem de forma diferenciada aos metais, sendo que a concentragdo de um
mesmo metal pode variar em diferentes espécies bem como entre individuos de uma mesma
espécie (UNTAWALE et al., 1980).

A baixa toxicidade de certos metais pesados para espécies vegetais do manguezal
principalmente pelo fato de ndo estarem, na maioria das vezes, disponiveis para serem
absorvidos, mostra que o aporte destes contaminantes nestas areas pode ndo ser fator tao
grande de estresse para as especies de mangue. Além disto, os mecanismos de defesa e
desintoxicacdo mencionados anteriormente parecem ser 0s responsaveis pela certa tolerancia
que as especies vegetais do manguezal tém a elevadas concentracfes de metais pesados
(LEWIS, et al., 2011).

Segundo Lewis e colaboradores (2011), poucos esforcos tém sido feitos para se
determinar a significancia e os efeitos de metais pesados sobre os manguezais. Embora o
namero de estudos tenha crescido nos ultimos anos, um ndmero maior € necessario a fim de
se conhecer os efeitos causados pelo contaminante tanto de forma isolada quanto em
combinacdo com diversos fatores, sejam variaveis abidticas ou bidticas. Sdo escassos 0s
estudos que demonstrem os potenciais efeitos toxicos de contaminantes sob condicdes
realistas. Muitas vezes a abordagem experimental é inconsistente e limita a avaliacdo destes
efeitos a escalas geograficas locais e a poucas espécies e estressores. Deve ser dada prioridade

na realizacdo de estudos com espécie vegetais de manguezais na fase inicial de vida,
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determinando-se as concentracfes limite de metais que causardo efeitos toxicos nestes em

combinagfes com diversos fatores ambientais e na presenca de varios contaminantes.

2.2.3.2 Hidrocarbonetos de petréleo

O petroleo é derivado de matéria organica, depositada em fundo de lagos e mares que
ao longo de milhdes de anos sofreu inGimeras transformagdes quimicas. E constituido por uma
mistura de diferentes compostos organicos, destacando-se 0s hidrocarbonetos, compostos de
hidrogénio e carbono, que constituem até 98% da composicdo total de petrdleo (FONSECA,
1992).

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo aqueles que possuem anel benzénico na sua
estrutura. Estes podem ser monoaromaticos: possuem um anel aromatico, também conhecidos
como BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos - isdmeros: orto-, meta- e para-xileno)
e poliaromaticos (HPAS): possuem dois ou mais anéis aromaticos. Os HPAs séo altamente
hidrofobicos e sdo menos sollveis a medida que possuem mais aneis aromaticos, sendo,
geralmente encontrados adsorvidos a particulas do solo (BONILLA et al., 2009). A Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) considera 16 HPAs como Poluentes
Organicos Persistentes (POP), podendo ser carcinogénicos e mutagénicos devido sua
capacidade de reagir com o DNA. Os BTEX por sua vez, sdo compostos de grande
preocupacdo ambiental devido sua alta toxicidade e ampla mobilidade no ambiente, uma vez
que apresentam alta solubilidade em agua (COSTA et al., 2009; ANDRADE et al., 2010).
Séo considerados compostos carcinogénicos e mutagénicos pela Agéncia Internacional de
Pesquisa de Cancer (International Agency for Research on Céancer - IARC), 6rgdo da
Organizacdo Mundial da Saude, sendo 0 benzeno o mais téxico entre 0s BTEX (JOHNSON et
al., 2003).

Acidentes envolvendo derrames de petrdleo e derivados afetam mares e zonas
costeiras causando enormes danos ambientais. Os acidentes na industria do petréleo ocorrem
principalmente pelas atividades destinadas a sua exploracdo como extracdo, transporte, refino,
transformacédo e utilizacdo (JACQUES et al., 2007). Embora os grandes vazamentos causem
preocupagdes e recebam maiores destaques quando comparados com pequenos vazamentos,
pequenos derramamentos de petroleo podem causar enormes prejuizos ambientais devido ao

grau de toxicidade dos compostos derramados.
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Por serem ecossistemas costeiros, 0s manguezais sdo ambientes propicios de serem
impactados por hidrocarbonetos de petroleo, provenientes de derrames, sendo um dos
principais locais de destino dos compostos oleosos. Especialmente em paises onde a industria
petrolifera vem crescendo, areas de manguezal tém sido afetadas o que causa sérios efeitos
negativos ambientais e econdmicos a estas regides. Diversos trabalhos tém relatado a
contaminagcdo de manguezais por petroleo e seus derivados provenientes de acidentes da
indastria petrolifera (CLARK e WARD, 1994; BOTELHO, 2003; GIRI et al., 2011;
BIOMASS RESEARCH, 2014; NOAA, 2014). No Brasil, pode-se mencionar trabalhos sobre
a contaminacao de manguezais da Baia de Guanabara, RJ, devido ao acidente ocorrido no ano
2000 (BOTELHO, 2003; SOARES et, al.,2003; BAYARDINO, 2004; FARIAS, 2006) e de
manguezais da Baia de Todos os Santos, Bahia, afetados por derrames de petroleo (VEIGA,
2003; QUEIROZ e CELINO, 2008; MOREIRA et al., 2011).

Caracteristicas dos manguezais ja& mencionadas anteriormente fazem com que, assim
como 0s metais, os poluentes organicos se acumulem em seu sedimento. Estes poluentes
afetam a fauna e flora do manguezal, podendo causar diversos efeitos negativos ao
ecossistema, afetando seu equilibrio e produtividade.

Uma vez no manguezal o poluente organico tende a se depositar; as lenticelas dos
pneumatoforos sofrem com isto sufocamento, o que impossibilita a respiracdo das raizes e a
troca gasosa com 0 meio. Em consequéncia, pode ocorrer morte de individuos e abertura de
clareiras, como ocorrido em manguezais da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, Brasil, ap0s o
acidente que causou derramamento de 1,3 milhdo de toneladas de petréleo (SOARES, et al.,
2003). A diminuicéo de arvores torna o manguezal vulneravel a perturbacdes como a eroséo,
por exemplo (DUKE et al., 2000). A reducdo da producdo de folhas e assim de detritos
diminui a exportacdo de matéria organica para areas adjacentes, afetando a produtividade
destas areas. A populacdo de decompositores, importantes para a ciclagem de nutrientes do
meio, também pode ser afetada (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1988). O depdsito de
petréleo e derivados no manguezal pode ndo levar a morte das arvores diretamente, no
entanto, pode torna-las enfraquecidas e mais suscetiveis a outros tipos de estresses
(SNEDAKER, et al., 1997; DUKE et al., 2000). Diminuicdo na producdo de sementes e
queda de folhas estdo entre as consequéncias observadas em manguezais impactados por
compostos oleosos. Clark e Ward (1994) observaram que plantas de mangue afetadas por um
acidente de petréleo no sul da Australia diminuiram drasticamente a producdo de sementes

ap0os 17 meses do derramamento. Em um manguezal atingido por derramamento de petréleo
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em Porto Rico, foi observada, apés 85 dias, perda de 90% da biomassa foliar (CINTRON et
al., 1981).

A fauna que reside ou utiliza o manguezal é grandemente afetada por poluentes
organicos que podem causar, dentre outros danos, a morte direta de individuos por
sufocamento ou por absorcdo de frages toxicas soluveis. Os hidrocarbonetos podem causar
disturbios na reproducdo e respiracdo provocando efeitos adversos no metabolismo e
fisiologia dos animais presentes no manguezal, além de possuirem capacidade carcinogénica e
mutagénica. A mobilidade de moluscos, crustaceos, peixes, répteis, anfibios, aves e
mamiferos fica comprometida, assim como é reduzida a tolerancia a predadores, infeccGes e
outros estresses (BLUMER, 1971; SUCHANEK, 1993; JOHNSON et al., 2003; IARC,
2015). Pesquisadores australianos observaram que diversas espécies de peixes importantes
economicamente que cresciam em areas manguezal no sul da Australia impactadas por
derramamento de petréleo ocorrido no ano de 1992 apresentaram menor taxa de crescimento
quando comparadas a peixes que cresciam em areas ndo contaminadas pelo derramamento.
Estes resultados indicam que os compostos oleosos retardam o crescimento de varias espécies
de interesse comercial (CONNOLLY e JONES, 1996). Os efeitos negativos causados pelos
compostos organicos em manguezais levam ao comprometimento da produtividade costeira
local e de areas adjacentes, uma vez que o manguezal é considerado bercario natural e local
de reproducdo e desenvolvimento de espécies de interesse econdémico como peixes e
crustaceos.

Fatores como quantidade, composi¢do, grau de toxicidade do poluente organico que
chega ao manguezal irdo interferir no tempo que o manguezal pode levar pra se recuperar da
perturbacdo (PROFFITT et al., 1995). A degradacdo de poluentes organicos em manguezais
tende a ser mais lenta que outros locais, isto por causa da caracteristica andxida de seu
sedimento, podendo se estender por 20 anos ou mais o tempo de recuperacdo (BURNS et al.,
1993). De acordo com Brito e colaboradores (2009), os danos causados pelos poluentes
organicos aos manguezais, em algumas situac6es, podem ser permanentes.

Segundo Jacobi e Schaeffer-Novelli (1990), estudos sobre o tempo de residéncia de
diferentes classes de hidrocarbonetos e sua biodisponibilidade em florestas de manguezais do
Brasil sdo necessarios para relacionar as concentracdes toxicas dos poluentes com os efeitos
sobre a biota como também o tempo de recuperacdo. E necessario maior conhecimento sobre
0 comportamento destes poluentes organicos, principalmente em manguezais do Brasil.

Assim como para 0s metais pesados, faltam dados sobre os efeitos combinados dos compostos
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organicos com diversos fatores ambientais sobre a biota bem como os efeitos causados por

diferentes concentracdes.

2.3 CONCLUSAO

Esta revisdo apresenta as caracteristicas dos manguezais, sua importancia e também
vulnerabilidade quanto ao recebimento de contaminantes, como metais pesados e
hidrocarbonetos de petroleo. Como relatado, os efeitos negativos destes para biota de
manguezais podem ser enormes. O funcionamento do ecossistema fica comprometido,
podendo ser permanentes, a depender do grau de contaminacdo, os danos causados ao

manguezal.
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3 ARTIGO CIENTIFICO II

FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAs) E DARK SEPTATE ENDOPHYTES
(DSE): IDENTIFICACAO EM VEGETAIS DO MANGUEZAL DE GARGAU, SAO
FRANCISCO DE ITABAPOANA, RJ (BRASIL)

RESUMO

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros sujeitos ao aporte de contaminantes. Metais
pesados e hidrocarbonetos de petrdleo sdo uma ameaga para manguezais e uma vez neste
ambiente podem alterar seu funcionamento e produtividade. A biorremediacdo € uma técnica
que utiliza organismos vivos como plantas e microrganismos (fungos e bactérias) para
remover ou reduzir poluentes no ambiente. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) e Dark
Septate Endophytes (DSE) sdo fungos que estdo associados de forma simbiotica a diversas
espécies de vegetais. Estudos tém revelado a importancia destes fungos para espécies de
plantas crescidas em ambientes contaminados e sua importancia na biorremediacdo de solos
contaminados por hidrocarbonetos ou na estabilizagdo de metais em solos poluidos pelos
mesmos. O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia destes fungos associados com
plantas do manguezal de Gargad, situado no estuario secundario do rio Paraiba do Sul.
Plantulas de Avicennia sp. e Laguncularia sp. e sedimento foram coletados em dois pontos do
manguezal: Buraco Fundo (BF) e Braco do Rio (BR) e levados para o laboratorio para
realizacdo das andlises. As raizes foram clarificadas e coradas segundo técnica de Souza e
Guerra (1998) - adaptada e UFLA (2015). As porcentagens de colonizacdo por FMA e DSE
foram realizadas pelo método de Trouvelot e colaboradores (1986). A extracao de esporos foi
realizada pelo método de decantacdo e peneiramento Umido de acordo com Gerdemann e
Nicolson (1963). Os esporos foram separados e contados, seguido de montagem de laminas
com resina PVLG e PVLG + MELZER para observacdo em microscopio. Foi verificado que
as raizes estavam colonizadas por FMA e DSE. Observou-se maior taxa de colonizacdo por
FMA (72%) e DSE (47%) em BR. Em BF as taxas de colonizacdo por FMA e DSE foram
18% e 29%, respectivamente. Uma média de 6 esporos por 50 mL de solo foram encontrados
em BF e de 5 em BR. Constatou-se que as plantas coletadas no manguezal de Gargau estavam
colonizadas por FMA e DSE. Acredita-se que estes fungos sejam uma alternativa viavel para

serem utilizados em programas de biorremediacdo futuros em manguezais contaminados.

Palavras-chave: Manguezais; metais pesados, hidrocarbonetos de petrdleo; biorremediacéo;
FMA; DSE.
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ABSTRACT

Mangroves are coastal ecosystems subject to contaminant intake. Heavy metals and petroleum
hydrocarbons are a threat to mangroves and once in this environment may alter its operation
and productivity. Bioremediation is a technique that uses living organisms such as plants and
microorganisms (fungi and bacteria) to remove or reduce pollutants in the environment.
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) and Dark Septate Endophytes (DSE) are fungi that are
associated symbiotically with various plant species. Studies have revealed the importance of
these fungi to plant species grown in contaminated environments and its importance in the
bioremediation of soils contaminated with hydrocarbons or stabilizing metals in soils polluted
by them. The aim of this study was to verify the occurrence of these fungi associated with
mangrove plants Gargad, situated in the estuary secondary of Paraiba do Sul river. Seedlings
Avicennia sp. and Laguncularia sp. and sediment were collected at two points of the
mangrove: Buraco Fundo (BF) and Braco do Rio (BR) and taken to the laboratory for
analysis. The roots were clarified and stained according to the technique of Souza and Guerra
(1998) - adapted and UFLA (2015). The percentages of colonization by AMF and DSE were
performed by the method of Trouvelot and collaborators (1986). The spore extraction was
carried out by the decantation and wet sieving method according to Gerdemann and Nicolson
(1963). The spores were separated and counted, followed by coverslipping with PVLG and
PVLG + MELZER resin for observation under a microscope. It was found that the roots were
colonized by AMF and DSE. There was a higher rate of colonization by AMF (72%) and
DSE (47%) in BR. In BF the Colonization rates by AMF and DSE were 18% and 29%,
respectively. An average of 6 spores per mL was found in soil in BF and 5 in BR. It was
observed that the plants collected in mangrove Gargau were colonized by AMF and DSE. It is
believed that these fungi are a viable alternative for future use in bioremediation of

contaminated mangrove programs.

Keywords: Mangroves; heavy metals, petroleum hydrocarbons; bioremediation; AMF; DSE.
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3.1 INTRODUCAO

A poluicdo dos solos por contaminantes inorganicos e organicos € um problema
mundial e vem aumentando gradativamente devido & expansdo das atividades industriais. A
crescente conscientizacdo dos efeitos nocivos da poluicdo para o ambiente e para salde
humana levou a um aumento acentuado na investigacdo de diversas estratégias que poderao
ser utilizadas para a descontaminacdo de ambientes poluidos.

Os manguezais sdo ecossistemas susceptiveis a interferéncia de poluentes inorganicos
como 0s metais pesados e organicos como os hidrocarbonetos de petrdleo. A biorremediagédo
torna-se uma técnica promissora na descontaminagédo deste tipo de ambiente (GAYLARDE et
al., 2005). A Introducdo seletiva de microrganismos especificos com grande capacidade
biodegradante na rizosfera de uma planta pode acelerar a recuperagéo de solos contaminados
com produtos quimicos inorganicos e organicos (SILVA, et. al., 2006; GONCALVES, 2012).

Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS) e do tipo Dark Sepate Endophytes (DSE)
colonizam raizes de diversas espécies vegetais (GIANINAZZI e GIANINAZZI-PEARSON,
1986; JUMPPONEN e TRAPPE, 1998; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estudos tém
relatado seus papéis na tolerancia de plantas a contaminantes como metais e hidrocarbonetos
de petréleo e na biorremediacdo de ambientes contaminados (SILVA, et. al., 2006; BENTO,
2008; ANDRADE, 2012; LI et. al., 2012; SHEN et. al., 2015). A respeito de sua importancia,
estes fungos podem ter relevante papel em areas de manguezal impactadas por atividades
antropicas.

Ainda sdo escassos trabalhos sobre a presenca de FMA e DSE em manguezais e pouco
se conhece sobre a ecologia destes fungos neste ecossistema, tornando-se imprescindiveis
estudos que avancem no sentido de verificar sua ocorréncia e 0s papéis da interacdo destes
fungos com o ecossistema manguezal.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo verificar a existéncia de FMA e DSE
associados aos vegetais do manguezal de Gargal, Sdo Francisco de Itabapoana, RJ, sendo
objetivos especificos: verificar a ocorréncia de estruturas de FMA e DSE em raizes das
plantas coletadas, verificar a taxa de colonizacdo fungica das raizes e extrair e quantificar

esporos de FMA das amostras de sedimento coletadas.
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3.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.1 Biorremediacao

A biorremediacdo é uma técnica que utiliza organismos vivos como microrganismos e
plantas para remover ou reduzir poluentes no ambiente. Dentre as tecnologias utilizadas para
0 tratamento de ambientes contaminados, a biorremedia¢do tem se destacado por ser uma
alternativa eficaz, de menor custo e ecologicamente mais adequada no tratamento de
ambientes contaminados com moléculas organicas de dificil degradacdo como os
hidrocarbonetos de petréleo, por exemplo, e metais téxicos (GAYLARDE et al., 2005;
ANDRADE et al., 2010).

Microrganismos como bactérias e fungos sdo considerados eficazes na
descontaminacdo de ambientes, sendo comumente utilizados em processos de biorremediacao
devido sua abundancia, reciclagem de grande parte das moléculas da biosfera e sua
capacidade de biodegradar e biotransformar diversos contaminantes, tornando-os produtos
com nenhuma ou pouca toxicidade (KATAOKA, 2001; GAYLARDE et al., 2005;
ANDRADE et al., 2010).

Vérios fatores ambientais podem interferir em um processo de biorremediacdo, e
assim, acelerar ou reduzir a taxa de degradacdo das moléculas poluentes pelos
microrganismos. Dentre os principais fatores estdo: temperatura, luz, matriz onde a substancia
€ encontrada, presenca de oxigénio, potencial redox do meio, nutrientes, estrutura e
composicao quimica do poluente (JACQUES et al., 2007).

Pode-se utilizar, no processo de biorremediacdo de locais contaminados,
microrganismos autoctones (do proprio local) ou aloctones (de outro local). O tratamento
pode ser in situ, ou seja, no préprio local da contaminacdo ou ex-situ, realizado em lugar
diferente de onde houve a contaminacao, sendo preciso escavar e remover o solo contaminado
para outro lugar, o que aumenta o custo do tratamento, tornando-o menos atrativo que o
tratamento no local (ANDRADE et al., 2010). Landfarming, compostagem, biorreatores e
biopilhas estdo entre as técnicas empregadas para biorremediacdo ex situ, sendo esta ultima
uma das mais utilizadas. As principais técnicas empregadas na biorremediacdo in situ sdo a
bioestimulacdo (atenuacdo natural acelerada) e a bioaumentacdo. O processo de
bioestimulacdo consiste na otimizacdo das condi¢cGes ambientais e em adicionar nutrientes
(orgénicos e inorganicos) no local a ser tratado, favorecendo assim o crescimento da

populacdo de microrganismos do meio e aumento da taxa de degradacdo do poluente. Na
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técnica de bioaumentacdo séo introduzidos no local contaminado microrganismos aloctones
(ndo originarios do ambiente onde ocorre a contaminagdo) com o objetivo de aumentar a
microbiota local e assim a taxa de degradacéo do contaminante (BENTO et al., 2003; SILVA,
2009; ANDRADE et al., 2010).

3.2.1.1 Fitorremediacdo e Rizorremediagéo

A fitorremediacdo é um tipo de biorremediacdo que utiliza espécies vegetais com o
objetivo de remover, transformar ou imobilizar contaminantes como metais pesados,
compostos organicos e radioativos presentes no solo e na agua (ACCIOLY e SIQUEIRA,
2000; SUSARLA et al., 2002; DINARDI, 2003; GRATAO et al., 2005; CHEN et al., 2013).
A fitorremediacdo mostra-se vantajosa quando comparada com técnicas tradicionais, como
bombeamento e tratamento, ou remog&o fisica da camada contaminada, principalmente pela
eficiéncia (PIRES et al., 2005) e baixo custo (SUSARLA et al., 2002).

Os manguezais sdo ambientes vulneraveis a compostos téxicos. Alguns estudos
demonstram que certas espécies de mangue sdo grandes acumuladoras de metais, sendo
importantes na fitoestabilizacdo de contaminantes em manguezais impactados. Almahasheer e
colaboradores (2014) verificaram a acumulacdo de metais em Avicennia marina de
manguezais de uma baia no leste da Arabia Saudita e encontraram maiores concentracdes em
raizes que no sedimento, concluindo que esta espécie faz a depuracdo de sedimentos
contaminados por metais, alocando 0os mesmos em seus tecidos. Pakzadtoochaei (2013),
estudando a mesma espécie em manguezais da costa Iraniana, verificou que esta acumula
metais como cadmio (Cd), cobre (Cu), niquel (Ni) e zinco (Zn) em varios tecidos sem
apresentar nenhuma injuria ou lesdo. Espécies de mangue também sdo potenciais
fitorremediadoras de locais contaminados por hidrocarbonetos de petréleo. Moreira e
colaboradores (2011) observaram que mudas de Rizophora mangle apresentaram, apds 90
dias, maior eficiéncia na remocdo de hidrocarbonetos de um sedimento de manguezal
contaminado (87%) quando comparado com a biorremediacdo intrinseca (técnica que se
baseia na acdo dos fatores naturais para remediacdo do ambiente), mostrando que a
fitorremediacdo por Rizophora mangle é uma alternativa promissora de descontaminacdo em
ambientes de manguezal.

Os microrganismos simbiontes que vivem na rizosfera (interface raiz-solo) de vegetais

fitorremediadores possuem importante papel no aumento do potencial remediador de solos
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contaminados por metais toxicos ou compostos organicos. Denomina-se rizorremediacdo a
biorremediag&o realizada pela associa¢do microrganismos-plantas (JONER e LEYVAL, 2003;
KUIPER et al., 2004; BENTO, 2008).

A associacdo da microbiota do solo com as raizes das plantas tém se demonstrado um
mecanismo Util na biorremediacdo in situ de solos contaminados. O processo de
biorremediagdo se torna mais eficiente em um solo coberto por vegetagdo uma vez que o
sistema radicular dos vegetais favorece uma rizosfera composta por uma maior densidade de
microrganimos. As raizes das plantas liberam exsudatos como agucares e aminoécidos que
estimulam o crescimento de fungos e bactérias ao redor da raiz, além de provocarem maior
aeracdo do meio promovendo transformacdes aerdbias préximas a raiz (BENTO, 2008).

Em locais contaminados por compostos organicos como petréleo e seus derivados e
por metais toxicos, a rizorremediacdo mostra-se uma tecnica importante na remediacdo.
Microrganismos presentes na rizosfera participam da degradacdo dos compostos organicos,
uma vez que estes ndo podem ser absorvidos pelas plantas, e utilizam o carbono dos
contaminantes como fonte de energia (BENTO, 2008). Em ambientes contaminados por
metais, os fungos micorrizicos, por exemplo, associados a raizes de plantas podem favorecer a
retencdo de metais nas raizes evitando a translocacao para parte aérea, o que evita disturbios
maiores causados pelo contaminante ao vegetal (CHRISTIE et al., 2004). A técnica que
consiste na utilizacdo de fungos micorrizicos para a remediacdo de solos contaminados €
chamada micorizorremediacdo (KHAN, 2006).

Dentre os fungos associados a raizes de vegetais e que possuem importante papel em
ambientes contaminados estdo os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS) e os fungos do
tipo Dark Septate Endophytes (DSE).

3.2.2 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

Micorrizas sdo associacdes entre alguns tipos de fungos de solo e raizes de plantas
(SCHURLER et al., 2001) e distinguem-se em dois grandes grupos: as ectomicorrizas e as
endomicorrizas. As ectomicorrizas sdo predominantes em florestas de clima temperado,
podendo ser encontradas também em algumas arvores de clima tropical. A penetracdo do
fungo se dé intercelularmente no cortex da raiz, ndo ocorrendo penetracdo celular (SMITH e
READ, 2008). As hifas crescem nos espacos entre as células do cértex envolvendo-as e

formam uma estrutura conhecida como rede de Harting. Os fungos ectomicorrizicos
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modificam a morfologia das raizes sendo possivel detectd-los visualmente. Nas
endomicorrizas, as hifas flngicas penetram inter e intracelularmente as células do cortex da
raiz formando estruturas em seu interior e ndo se verifica modificagdo anatdmica aparente na
morfologia da raiz (BERBARA, et al., 2006). O tipo mais comum de endomicorrizas sdo as
micorrizas arbusculares (MA).

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMASs) sdo pertencentes ao filo monofilético
Glomeromycota e colonizam uma ampla variedade de plantas terrestres (cerca de 70 a 90 %
das plantas estabelecem uma relacdo simbidtica com estes fungos) (GIANINAZZI e
GIANINAZZI-PEARSON, 1986; SCHURLER, 2001; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Pode-
se dizer também que esta relacdo é mutualistica, visto que ambos 0s organismos se beneficiam
da associagdo (BERBARA et al., 2006). Os FMAs favorecem o crescimento da planta
hospedeira, uma vez que aumentam sua area de captacdo de agua e nutrientes, principalmente
fosforo, ao passo que as plantas fornecem fotoassimilados necessarios ao desenvolvimento e
reproducdo destes fungos (BERBARA et al., 2006; SMITH e READ, 2008).

Os FMAs se reproduzem assexuadamente, ndo existindo evidéncias, segundo Berbara
e colaboradores (2006), que se reproduzam de forma sexuada. S&o constituidos por uma rede
de hifas, geralmente asseptadas, com varios nacleos no mesmo citoplasma. O conjunto de
hifas, o micélio, tem a capacidade de se diferenciar em diferentes outras células. Os FMAs
sdo simbiotroficos obrigatérios e s6 completam seu ciclo de vida na presenca da raiz
hospedeira (BERBARA et al., 2006).

A colonizacédo das raizes pelos FMAs se da por hifas que se originam de propagulos
encontrados no solo na forma de esporos, micélio e fragmentos de raizes colonizadas. Os
exsudados liberados pela planta susceptivel a micorrizacdo na rizosfera e fatores fisico-
quimicos podem estimular o desenvolvimento das hifas e a colonizacdo das raizes
(BERBARA et al., 2006; PARNISKE, 2008).

Uma vez em contato com a raiz, hd a formacdo de um apressério nas células da
epiderme, o0 que permite a entrada e desenvolvimento das hifas nos espacos entre células. Ao
chegar ao cortex radicular as hifas se ramificam dentro e entre as células formando estruturas
chamadas arblsculos. Estas estruturas ramificadas formam invaginacdes na plasmalema, o
gue aumenta a superficie de contato com a célula vegetal e torna os arbusculos principal local
de troca de metabdlitos entre o FMA e a planta (HARRISON, 1999; BERBARA et al., 2006).
Por um lado o vegetal fornece fotoassimilados ao fungo e este, os elementos minerais

extraidos do solo. A hifa intrarradicular se torna extremamente fina apds penetrar a parede
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celular da célula vegetal, o que permite eficiente troca de nutrientes entre 0s organismos
devido ao aumento da superficie entre as membranas celulares dos simbiontes. J& as hifas
extrarradiculares, por serem finas e longas, s&o mais eficientes na captura de nutrientes que as
raizes, podendo explorar volumes do solo inatingiveis por estruturas radiculares (BERBARA
et al., 2006). No espaco inter e intracelular do cértex da raiz também podem ser formadas
estruturas ovais ou esféricas chamadas vesiculas. Estas estruturas podem ser formadas por
certos géneros de FMA e possuem a funcdo de armazenar lipideos e granulos de glicogénio,
funcionando como érgdo de reserva para o fungo (BERBARA et al., 2006; OEHL, 2011).
Alguns FMASs possuem as chamadas células auxiliares cuja fungdo também é servir de reserva
para o fungo. Estas células sdo ricas em lipideos e sdo formadas fora das raizes (MORTON e
BENTIVENGA, 1994).

Os esporos de FMAs séo estruturas que reunem todas as informacgdes gendmicas do
fungo, podem permanecer anos no solo, suportar situagdes ambientais adversas e ao
encontrarem uma situacdo favoravel, podem germinar e dar inicio a uma nova simbiose
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Os esporos do filo Glomeromycota sdo chamados de
glomerosporos (GOTO e MAIA, 2006). A identificacdo taxonémica dos FMAs tém se
baseado principalmente nas caracteristicas morfologicas de seus esporos como cor, tamanho,
forma e caracteristicas da parede como tipo e quantidade (WALKER, 1983; MORTON e
BENNY, 1990; WALKER e VESTBERG, 1998). Este tipo de identificacdo pode ser
dificultada uma vez que diferencas nas caracteristicas dos esporos nem sempre sdo evidentes
(GOTO et al., 2009). Diversos fatores podem influenciar na identificacdo como maturidade
dos esporos, esporos parasitados e com paredes degradadas e poucos esporos encontrados no
local de coleta. A taxonomia dos FMAs baseada em analise molecular tem avancado e se
torna uma ferramenta importante na superacdo de dificuldades de identificacdo baseadas nos
caracteres morfoldgicos. O avango nas analises moleculares em taxonomia dos FMAS permite
que se chegue a novas descobertas e classificacdes destes fungos (SCHURLER et al., 2001,
SCHURLER e WALKER, 2010; GOTO 2012; OEHL et al., 2011, 2014); REDECKER et al.,
2013).

A associacdo entre vegetais e FMA pode auxiliar no estabelecimento, crescimento e
sobrevivéncia das espécies, sobretudo em ambientes estressantes (BRUNDRETT e
KENDRICK, 1996; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Os FMAs podem aumentar a tolerancia
de plantas submetidas a ambientes poluidos por metais e compostos organicos, uma vez que

as mesmas, quando colonizadas por estes fungos, possuem maior capacidade de nutrigdo.
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Assim, os FMAs podem amenizar o estresse causado pelos contaminantes (SILVA, et. al.,
2006; BENTO, 2008; ANDRADE, 2012). Alguns estudos tém revelado a capacidade dos
FMAs em biodegradar compostos derivados do petrdleo, como os hidrocarbonetos (PAULA
et al., 2006; NAKATANI et al., 2008; PINTO, 2016).

Pesquisas preliminares tém sido desenvolvidas com o objetivo de verificar a
ocorréncia de relacdo simbidtica entre FMAs e plantas de manguezal. Em trabalhos realizados
em manguezais da india (SENGUPTA e CHAUDHURI, 2002; KUMAR e GHOSE, 2008;
SOUZA e RODRIGUES, 2013) e da China (WANG et al., 2010) observou-se a ocorréncia de
colonizacdo de vegetais por FMA. Entretanto, estes ainda sdo escassos. Pesquisas neste
sentido sdo importantes uma vez que estes ambientes sdo propicios a serem impactados por
poluentes inorgénicos e organicos. A presenca de FMA, portanto, pode indicar maior
toleréncia das espécies vegetais aos contaminantes como também seu potencial biodegradador

em manguezais contaminados.

3.2.3 Dark Septate Endophytes (DSE)

Os fungos do tipo Dark Septate Endophytes (DSE) ou fungos endofiticos septados
escuros constituem o grupo mais abundante de fungos endofiticos de raizes de plantas. Os
fungos chamados endofiticos ocorrem dentro do tecido de vegetais (WILSON, 1995). O
termo “DS hifas” ou hifas escuras septadas foi introduzido por Read e Haselwandter (1981)
para designar hifas septadas, escuras, estéreis que formam microesclerddios que ocorrem em
raizes de diversas plantas alpinas. Posteriormente o termo ganhou novo nome. O termo Dark
Septate Endophytes (DSE) foi utilizado por Stoyke e Currah (1991) para descrever fungos que
formam hifas septadas parcialmente ou totalmente melanizadas dentro de tecidos saudaveis de
raiz.

Os DSE séo frequentemente encontrados no cortex, epiderme e sobre a superficie de
raizes. Colonizam uma ampla variedade de plantas de diferentes regifes do planeta, possuindo
baixa ou nenhuma especificidade pelo hospedeiro. Raizes de mais de 600 espécies de plantas
foram relatadas serem colonizadas por DSE (JUMPPONEN e TRAPPE 1998). Trabalhos tém
relatado a ampla associacdo de espécies de DSE com raizes de plantas alpinas (AHLICK e
SIEBER, 1996; JUMPPONEN e TRAPPE 1998). Verifica-se também sua associacdo com
diversos outros vegetais (JUMPPONEN e TRAPPE 1998; PEREIRA et al., 2011; LIKAR e
REGVAR, 2013; SEERANGAN e THANGAVELU, 2014).

43



A colonizagdo de raizes por DSE segue um padrdo similar em diferentes plantas
(JUMPPONEN e TRAPPE, 1998). A colonizagéo inicial ocorre normalmente por hifas que
crescem entre células epidérmicas e podem colonizar o espago entre células corticais ao longo
do eixo principal da raiz. Eventualmente as hifas penetram nas células corticais externas. Uma
vez na camada da epiderme as hifas crescem paralelamente para o eixo principal da raiz e de
célula em célula dentro da epiderme. As hifas passam entre as células da epiderme pela
penetracdo de estreitos tubos unidos a sua parede (CURRAH et. al., 1993).

A classificacdio dos DSE € uma questdo problematica porque suas estruturas
reprodutivas sexuais e assexuais sdo raras ou ausentes ou produzidas sob condicGes
especificas. A morfologia geralmente é usada para classificagdes iniciais, no entanto, técnicas
de biologia molecular tém sido utilizadas para uma classificacdo mais confiavel de espécies
(AHLICH e SIEBER 1996; CARTER et al.,1997). Evidéncias moleculares demonstram
afinidade de muitos DSE com os Ascomicetos (LOBUGLIO et. al., 1996; JUMPPONEN e
TRAPPE, 1998) sendo classificados como pertencentes a este grupo (JUMPPONEN, 2001,
ADDY et al., 2005). A reproducdo dos DSE ainda ndo é bem conhecida. A fragmentagéo
micelial pode ser a principal forma de dispersdo destes fungos, sendo também possivel a
dispersdo por conidiosporos. A reproducdo sexual também pode ocorrer, embora nenhuma
conexdo dos estados anamorfos (assexual) e telomorfos (sexual) tenha sido estabelecida
(CURRAH et. al., 1993).

Estudos tém relatado que os DSE sdo encontrados, muitas vezes, em co-existéncia
com diferentes tipos de fungos micorrizicos como os FMAs (JUMPPONEN e TRAPPE,
1998; ANDRADE, 2012; SEERANGAN e THANGAVELU, 2014). Segundo Livingston e
Blaschke (1984), a colonizacdo de DSE ocorre frequentemente em partes mais velhas da raiz,
0 que pode ser um indicativo sobre a preferéncia deste fungo por tecidos mais velhos, como
também de que o DSE pode estar reciclando nutrientes de células senescentes para células
mais jovens.

Acredita-se que os DSE atuem como promotores do crescimento vegetal, facilitando a
aquisicdo de nutrientes (LINGFEI et al., 2005; RODRIGUEZ, et al., 2009). O trabalho de
Jumpponen e colaboradores (1998), por exemplo, demonstrou que o DSE Phialocephala
fortinii facilitou a absorcdo de nitrogénio e fosforo em Pinus contorta. Alguns DSE possuem
a capacidade de produzir enzimas extracelulares como laccases, lipases, amilases e polifenol

oxidases, algumas envolvidas em processos como degradacdo da lignina. Enzimas lignofiticas
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e celuliticas geralmente sdo requeridas quando o fungo penetra as paredes da célula
hospedeira (AHLICH, 1997).

Os DSE ocorrem muitas vezes em ambientes estressados e estdo frequentemente
associados a vegetais expostos a metais pesados. A presenca de melanina na parede celular
fungica do DSE tem importante papel na sobrevivéncia destes fungos a ambientes adversos,
conferindo aos mesmos resisténcia a temperaturas extremamente frias e quentes, bem como
tolerancia a metais pesados. Estudos revelam que a melanina diminui a toxicidade dos metais
(GADD, 1993; LI et al., 2012). Enzimas também s&o outro importante agente de tolerancia a
metais. Trabalhos tém mostrado que enzimas antioxidantes como glutationa (GSH), catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD) tém suas atividades aumentadas em DSE submetidos a
altas concentracdes de metais. Estas enzimas representam importante mecanismo de defesa
celular contra os danos oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio, na exposicao
a metais (BAN, et al., 2012; SHEN et al., 2015; ZHAN et al., 2015).

Estudos indicam que o fungo DSE pode desempenhar um importante papel na
protecdo de plantas expostas a metais pesados, aumentando sua tolerancia a estes (LIKAR e
REGVAR, 2013).

Alguns estudos preliminares relatam a relataram a presenca de DSE em manguezais
(SENGUPTA e CHAUDHURI, 1994; WANG e LI, 2003). No entanto, apesar destes
trabalhos, praticamente ndo sdo encontrados na literatura estudos sobre a presenca de DSE em
ambientes de manguezal. A microbiota deste ecossistema ainda é pouco conhecida e mais
estudos sdo necessarios a fim de se fazer sua caracterizacdo. E provavel que estes organismos
estejam em associacdo com raizes de vegetais de manguezais, principalmente naqueles
contaminados por metais pesados. Assim, os DSE podem ser importantes aliados de espécies
de mangue na protecdo e tolerancia destas a metais pesados bem como indicadores da
presenca destes contaminantes em manguezais.

Pouco se conhece a respeito da interacdo entre DSE e FMA e 0s vegetais de
manguezal. Os estudos sdo poucos e ainda estdo no inicio. No Brasil ndo ha relatos da
ocorréncia destes fungos em manguezais. Pesquisas que avancem neste sentido, de modo a se
verificar a presenca de DSE e FMA neste ecossistema, se tornam extremamente importantes,
visto a importancia, ja relatada neste estudo, destes fungos na biorremediacéo e na protecéo e

sobrevivéncia de espécies vegetais a ambientes estressantes.
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3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Local de coleta das amostras

O presente estudo foi conduzido no manguezal de Gargad, situado no estuario
secundério do Rio Paraiba do Sul, no municipio de Sdo Francisco do Itabapoana - RJ
(21°36°00” S € 41°03°00” W) (Figura 1).
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Figura 1: Imagem do manguezal do estuério do Rio Paraiba do Sul com marcacdo (em amarelo) dos
locais de coleta. Fonte: Programa Google Earth.

O manguezal do estuario do Rio Paraiba do Sul possui uma area estimada em 725
hectares (ha) e € o maior do Norte Fluminense (BERNINI et al., 2010). Sua floresta é
constituida pelo mangue siriba ou preto (Avicennia germinans), mangue branco
(Laguncularia racemosa) e mangue vermelho (Rhizophora mangle) (BERNINI e RESENDE,
2004).

Segundo Santos (2008) Gargal esta estimada em torno de 3 mil habitantes e o
manguezal situado nesta localidade desempenha importante papel, pois, a cata de caranguejos
e o pescado, que estdo diretamente ligados ao manguezal, sdo as principais atividades
econdmicas da populacdo de Gargau (ROCHA, 2013). No entanto, este manguezal vem

sofrendo constantes ameacas, De acordo com Soffiati (2014), a urbanizacdo esta entre 0s
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principais problemas que afligem o manguezal de Gargau, com casas avangando sobre este.
Dentre outros problemas estdo as obras de dragagem efetuadas no Canal de Gargad,
sobrecaptura de caranguejo-ucd e guaiamum, descarte de 6éleo por barcos motorizados. O
descarte de lixo e esgoto completa o quadro de poluentes a causar impactos ao manguezal.

Foram realizadas 3 coletas no manguezal de Gargad. Sendo as duas primeiras para
testes. A primeira coleta foi realizada no dia 11/05/2015, a segunda no dia 01/10/2015 e a
terceira coleta no dia 07/03/16. Foram escolhidos dois pontos (Figura 2) para coleta das
amostras: Buraco Fundo (21°35°5.15” S e 41°3°39.72” O) e Brago do Rio (21°34°35.85” S e
41°3°25.64” O).
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Figura 2: Locais de coleta das amostras. (A) Buraco Fundo e (B) Braco do Rio. Fonte: Programa Google Earth.

Buraco Fundo é o nome do bairro de Gargal onde estdo localizadas a maioria das
moradias do local. Este bairro é margeado por um manguezal que ficou conhecido como
manguezal do Buraco Fundo. Pela proximidade das casas, este manguezal € um dos mais
antropizados. Recebe constantes cargas de esgoto e lixo, sofre com aterramento e abertura de

clareiras. O solo do local é argiloso (Figura 3).

Figura 3 — Manguezal do Buraco Fundo. Fotos da autora.

47



O outro ponto de coleta esta localizado no brago do Rio Paraiba do Sul, proximo a
abertura do estuario secundério do Rio. Este brago do rio forma uma laguna, local bem
frequentado por banhistas em épocas de calor. O local de coleta, no entanto, esta situado mais
distante de onde h& ocorréncia de atividades humanas. O solo do local, diferente do Buraco

Fundo, é arenoso (Figura 4).

Figura 4: Floresta de mangue ébeira do ba do Rio Paraiba do S ts a autora. -

3.3.2 Metodologia de amostragem do solo e plantas para estudo

Para a verificacdo da presenca de FMA e DSE no manguezal de Gargal, amostras de
plantulas de mangue e de sedimento foram coletadas nos dois pontos de coleta. No campo,
observou-se que em cada local de coleta dominava florestas compostas por uma determinada
espécie ou género. Com base em caracteristicas das plantas como cor do peciolo e morfologia
das folhas, por exemplo, constatou-se que as plantulas coletadas no Buraco Fundo eram
Avicennia sp. e as coletadas no Braco do Rio, Laguncularia sp. (Figura 5). Uma media de 5
plantulas foram coletadas por local. As amostras de solo e de plantulas foram retiradas com
auxilio de pa a uma profundidade de, em média, 10 cm e raio de 2 m. Em cada local de coleta
foram recolhidas em torno de 4 amostras de solo, formando uma amostra composta de
aproximadamente 2 Kg. No Buraco Fundo, as amostras estavam a aproximadamente 4 m da
linha d’gua da maré e no Brago do Rio as amostras coletadas estavam imersas na agua, sendo
este ponto de coleta local mais sujeito as alteracfes de maré, o que faz com que os individuos

fiquem submersos, quando a mareé esta alta (Figura 4).
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As amostras foram adicionadas em sacos plasticos e transportadas em um recipiente
com gelo para o Laboratdrio de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM) em

Cabo Frio — RJ onde foram realizadas as analises.

Figura 5: Plantulas de Avicennia sp. (A) e Laguncularia sp. (B) coletadas no Buraco Fundo e Braco do Rio,
respectivamente. Fotos da autora.

3.3.3 Avaliacdo das Raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp.

A avaliacdo das raizes foi realizada logo apds a lavagem com &gua, seguindo de
tratamento de clarificacdo por KOH 10% (30 minutos/70 ° C em banho maria) e a
neutralizacdo com HCI a 2% (30 minutos a temperatura ambiente). Finalmente, a raiz foi
corada com azul de Trypan 0,05% durante 10 minutos a 70 ° C em banho-maria (SOUZA e
GUERRA, 1998 — adaptado; UFLA, 2015). Apos estarem coradas as raizes foram cortadas
em fragmentos de aproximadamente 1 cm a 1,5 cm de comprimento. As porcentagens de
colonizacdo por FMA e DSE foram realizadas pelo método de Trouvelot e colaboradores
(1986), utilizando o sistema de classificacdo de 0 a 5 para observacdo de micélio (hifas),
onde: 0 (0%), 1 (< 1%), 2 (< 10%), 3 (< 50%), 4 (> 50%) e 5 (> 90%) e de A0 a A3 para
estruturas de FMA (arbusculos, vesiculas e esporos) e de DSE (microesclerodios), onde: AO
(nenhuma estrutura), Al (poucas estruturas), A2 (frequentes) e A3 (abundantes). Foram feitas
6 ldminas com 5 fragmentos cada, totalizando 30 fragmentos de raizes de cada plantula. As
analises foram realizadas em triplicadas sendo utilizados trés individuos e gerando um total de
90 fragmentos de raizes de cada ponto de coleta. As laminas foram montadas com 50% de
glicerol e observadas em microscépio oOptico (Novel BM 2100) acoplado a uma camera

fotografica (Toup CAM UCOS05100KPA). As imagens foram tratadas no programa Toup
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Lite. Apds observacdo das l1aminas, os resultados foram inseridos no programa MY COCALC

(www.dijon.inra.fr/mychintec/) para obtencdo das taxas de colonizagéo.

3.3.4 Extracgéo, contagem e identificacdo de esporos

Anteriormente ao procedimento de extracdo de esporos foi realizada a
homogeneizacdo e quarteamento do substrato a fim de se obter uma amostra significativa
(SILVA, 2009). Dos aproximadamente 2 kg de substrato coletados em cada ponto de coleta,
foram separadas 3 subamostras de 400 g cada. Foi realizado o quarteamento de cada uma
destas subamostras e retirados 50 g (em triplicatas) de cada uma, totalizando 9 subamostras de
50 g que foram utilizadas para extracdo e quantificacdo do nimero de esporos presentes.

Para extracdo de esporos pelo método de decantacdo e peneiramento Umido, peneiras
com malhas de 420 e 53 um foram utilizadas, seguido de centrifuga¢do em agua a 3000 rpm
por trés minutos e em solucdo de sacarose a 50% a 2000 rpm durante dois minutos
(GERDEMANN e NICOLSON, 1963). O isolamento dos esporos, apos a extracdo pelo
peneiramento Umido, foi realizado em vidro de relégio com o auxilio de alfinetes
entomoldgicos e lupa estereoscopica (40x de aumento), sendo estes contados e separados
conforme sua morfologia. Foram montadas laminas com resina PVLG e PVLG + MELZER e
0s esporos observados sob microscépio Optico para identificacdo, realizada com auxilio de
publicacbes de pesquisadores especialistas em taxonomia de FMAs e do banco de dados

INVAM (International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Resultados preliminares

Em coleta realizada no més de maio de 2015 para testes foi possivel verificar
preliminarmente que as raizes de Avicennia sp. estavam colonizadas por FMA e DSE. A
ocorréncia dos dois fungos no manguezal de Gargal pbde ser constatada por meio da
observacdo de estrutura semelhante a arblsculo de FMA e de hifas septatadas escuras e
estruturas semelhantes a microesclerédios de DSE em células da raiz de Avicennia sp.

conforme mostrado na Figura 6.
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Figura 6: Observacéao de estruturas de FMA e DSE em raizes: de Avicennia sp. coletadas no Buraco Fundo. (A)
ARB: Arbusculo. (B) MIC: Microesclerddio e (C) HDSE: Hifas de DSE. Aumento de 1000x. Fotos da autora.

Com a verificacao de estruturas de FMA e DSE em amostras coletas no Buraco Fundo
foi possivel constatar a ocorréncia de relacdo simbidtica entre os fungos e vegetais do
manguezal de Gargal, ndo sendo necessaria, nesta primeira analise-teste, realizacéo de analise
nas amostras coletadas no outro ponto de coleta. A partir de entdo foram realizados
procedimentos com os materiais coletados para aprendizado das técnicas laboratoriais.

A seguir sdo mostrados os resultados das analises referentes a coleta realizada em

marc¢o de 2016, utilizados nesta dissertacao.

51



3.4.2 ldentificacdo de estruturas fungicas em raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp.

Verificou-se, nas raizes analisadas, a presenca de estruturas de FMA e DSE (Figura 7).

r o4

” ‘ .. -‘«7\ ::\P .
Figura 7: A - F: Estruturas de FMA e DSE em raizes de Avicennia sp. coletadas no Buraco Fundo. G — O:
Estruturas fangicas em raizes de Laguncularia sp.coletadas no Brago do Rio. HFMA: Hifa de FMA (A, B, G e
H). HDSE: Hifa de DSE (B, C, D, K, L e M). MIC: Microesclerddio (E, F, N e O). ESP: Esporo (G e K). HOF:
Hifa de outro fungo (G, J e K). VES: Vesicula (I). Aumento de 1000x.
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Estruturas como esporos (Figura 7, G e K), hifas hialinas de FMA (Figura 7, A, B, G e
H), vesicula (Figura 7, 1), hifas septadas escuras (DSE) (Figura 7, B, C, D, K, L e M) e
microesclerddios (Figura 7, E, F, N e O) puderam ser observadas nos fragmentos de raizes
analisados, confirmando que estes vegetais do manguezal de Gargau séo simbiontes de FMA
e DSE. Outro tipo fungico também pdde ser observado nas amostras do Brago do Rio (Figura
7, G, J e K). As raizes coletadas neste local estavam grandemente colonizadas por ele. Este
fungo possui hifas septadas, porém ndo-melanizadas como as do Dark Septate Endophytes
(DSE), podendo ser comparado as ectomicorrizas.

Os FMAs proporcionam diversos beneficios para o0s vegetais que colonizam.
Favorecem o estabelecimento da planta, crescimento e sobrevivéncia, o que explica o fato de
a maioria destas, cerca de 90%, estabelecerem relacdo simbidtica com estes fungos
(GIANINAZZI e GIANINAZZI-PEARSON, 1986; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Os trabalhos existentes sobre FMAs em manguezais tém avancado na tentativa de
investigar sobre a relacdo destes fungos com as espécies de mangues, seu comportamento e
papel no ecossistema. Sengupta e Chaudhuri (2002) verificaram a associacdo de FMA com
espécies de mangue do estuario do rio Ganges, na india. Eles observaram que os FMASs sao
comuns nas raizes de mangue e das plantas associadas do local de estudo. Estruturas como
hifas intra e inter-celulares, arbusculos e vesiculas foram bem aparentes nas espécies de
mangue. Em estudo realizado por Souza e Rodrigues (2013) também na India, observou-se
que apenas 1 das 17 espécies coletadas ndo estava colonizada por FMA. Estes estudos
demonstram que espécies de manguezal estabelecem relacdo simbidtica com os FMAs. Wang
e colaboradores (2010) observaram, em experimento realizado em casa de vegetacdo, que
plantas de mangue inoculadas com FMA tiveram um aumento no crescimento e na absor¢édo
de nutrientes como Nitogénio (N), fésforo (P) e potassio (K), o que sugere que os FMASs
desempenham papéis de relevante importancia no desenvolvimento dos manguezais. Apesar
dos trabalhos citados, ainda h& poucos estudos no sentido de verificar a presenca destes
fungos em manguezais.

Os FMAs possuem grande importancia, sobretudo em ambientes estressados, pois
auxiliam no estabelecimento e favorecem o crescimento do vegetal (SMITH e READ, 2008).
Estudos tém mostrado o potencial dos FMAs na protecdo de plantas expostas a metais
pesados e na retencdo destes em seus tecidos. Silva e colaboradores (2006) observaram que a
Brachiaria decumbens inoculada com FMAs foi capaz de extrair metais pesados de solo

contaminado. Os fungos favoreceram a retencdo dos metais na raiz e a reducdo na parte aérea
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do vegetal, amenizando a toxicidez dos metais. Cabral e colaboradores (2010) verificaram a
capacidade de retencdo de metais nos tecidos de FMAs cultivados in vitro. Os resultados
mostraram que tecidos de Glomus clarum apresentaram elevada capacidade de retencdo de
cobre (Cu), cddmio (Cd) e chumbo (Pb), enquanto que para zinco (Zn), maior retencao
ocorreu em micélio de Gigaspora gigantea, sendo, estes isolados, considerados promissores
em programas de biorremediag&o.

O papel dos fungos micorrizicos arbusculares em locais contaminados por petroleo e
derivados também tém sido evidenciado em pesquisas cientificas. Paula e colaboradores
(2006) observaram crescimento de biomassa de alfafa (Medicago sativa L.), braquiaria
(Brachiaria brizantha cv. Marandu) e sorgo (Sorghum vulgare Pers.), inoculados com uma
mistura de isolados de FMA e crescidos sobre solo extraido de area de landfarming de residuo
petroquimico. Resultado parecido com o verificado por Bento (2008), em que espécies de
leguminosas arboreas inoculadas com FMAS apresentaram bons resultados de crescimento em
solo contaminado por petroleo bruto, sendo estes fungos sugeridos para serem usados como
inoculantes nas mudas em areas contaminadas por petroleo. Em estudo realizado em casa de
vegetacdo com Sabid (Mimosa caesalpiniifolia) submetida a diferentes concentracdes de 6leo
diesel (0%, 0,5%, 1%, 2% e 3%), Pinto (2016) verificou que esta espécie quando inoculada
com o FMA promoveu, mesmo em curto prazo, a fitorremediacdo de solo contaminado por
Oleo diesel.

A agregacdo do solo realizada pelos FMAs por meio de suas hifas extrarradiculares e
pelos exsudados que liberam no meio favorecem a retencdo de contaminantes. Dentre estes
exsudados estd a glomalina, uma glicoproteina que possui importante papel na estabilizacéo
do solo, promovendo, em locais contaminados, a quelacdo dos contaminantes (BERBARA et
al., 2006). Os FMAs também podem estabiliza-los pela adsorcdo a componentes da parede
celular de hifas (CABRAL et al., 2010). Desta forma, é diminuida a absorcdo dos
contaminantes pelas raizes das plantas.

Os estudos citados acima revelam o beneficio dos FMASs para espécies vegetais em
solos poluidos por compostos organicos e inorganicos, evidenciando que plantas micorrizadas
tém melhor desempenho em locais estressantes do que aquelas ndo-micorrizadas, além de
indicarem o uso dos FMAs como potencial agente biorremediador e evidenciam também a
importancia destes fungos em programas de revegetacao de solos contendo contaminantes.

Os Dark Septate Endophytes ou DSE colonizam diversos vegetais e acredita-se, que

assim como os FMAs, promovem o crescimento da planta, auxiliando na captacdo de
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nutrientes (LINGFEI et al., 2005; RODRIGUEZ, et al., 2009). A descoberta destes fungos é
relativamente recente e pouco se sabe ainda sobre eles (JUMPPONEN e TRAPPE, 1998).
Com relacdo aos manguezais alguns poucos trabalhos relatam a ocorréncia dos Dark Septate
Endophytes neste ecossistema, sendo ainda infimo o nimero de publicacdes cientificas que
demonstrem a associagcdo dos DSE com plantas de mangue.

Sengupta e Chaudhuri (1994) encontraram DSE e FMAs em associagdo com raizes de
plantas de mangue e da vegetacdo associada em manguezais situados no estuario do rio
Ganges, na India. Wang e Li (2003) observaram que espécies de manguezais de Qinzhou
(China) estavam colonizadas por DSE e FMAs e verificaram que os DSE ocorrem mais
extensivamente que os FMAs, colonizando as raizes, sozinhos ou na presenca destes. O
mesmo pbde ser observado neste estudo, em que ambos os fungos foram encontrados
colonizando raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp. (Figura 7). Na literatura cientifica
encontram-se diversos trabalhos relatando a co-ocorréncia de DSE e FMA na colonizagdo de
vegetais (LINGFEI, et al., 2005; KAI e ZHIWEI, 2006; LI e GUAN, 2007; WAGG et al.,
2008; SCERVINO et al., 2009; SEERANGAN e THANGAVELU, 2014).

Os DSE estdo frequentemente associados a plantas de ambientes com alta
concentracdo de metais pesados (BAN, et al., 2012; LIKAR e REGVAR, 2013; ZHAN et al.,
2015). Estudos tém evidenciado que estes fungos podem desempenhar um importante papel
na protecdo de plantas expostas a metais, aumentando sua tolerancia a estes. Likar e Regvar
(2009) rastrearam a distribuicdo de comunidades fungicas nas raizes de Salgueiro (Salix
Caprea) em locais contaminados por metais. Foi observado que grande diversidade de DSE
ocorreu em locais com altas concentracGes de metais pesados. Estes mesmos pesquisadores
verificaram o papel de DSE na fisiologia da arvore de Salgueiro crescendo em locais
enriquecidos com metais (LIKAR e REGVAR, 2013). Eles observaram que os DSE
aumentaram os niveis de clorofila da planta em comparagdo com as plantas de Salgueiro ndo
inoculadas com DSE e que houve reducdo da acumulacdo de metais em folhas, concluindo
gue os DSE aumentaram a tolerancia da planta aos metais. Segundo estes autores a reducdo da
acumulacdo de metais em Salgueiro pode ter sido resultado da quelacdo destes contaminantes
no solo, absorcdo pela parede celular e sequestro intracelular de metais pelos fungos. Li e
colaboradores (2010) observaram que plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com DSE
tolerante a metais e crescidas em solo contendo Pb, Zn e Cd apresentaram crescimento de
biomassa quando comparadas com aquelas que cresciam em solo ndo contaminado. A

colonizacdo das plantas pelo DSE aumentou a toleréncia destas aos metais, restringindo a
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translocacdo de metais das raizes para parte aérea. Segundo 0s pesquisadores, a simbiose entre
DSE e plantas de milho pode ser uma estratégia eficiente para a sobrevivéncia em ambientes
com metais pesados.

Alguns estudos demonstram o potencial fitorremediador de espécies de mangue em
manguezais impactados por metais (PAKZADTOOCHAEI, 2013; ALMAHASHEER et al.,
2014) e por hidrocarbonetos de petrdleo (MOREIRA et al.,, 2011). A associacdo de
microrganismos com potencial biorremediador a espécies fitorremediadoras pode acelerar o
processo de biorremediacdo de areas contaminadas. FMAs e DSE associados a plantas de
mangue podem ser uma alternativa eficiente de rizorremediacdo em manguezais impactados
por metais e compostos organicos.

Tecnologias de tratamento de locais contaminados que utilizam microrganismos para tal
fim tém se mostrado eficazes, de menor custo e ecologicamente mais adequadas (GAYLARDE et
al., 2005; ANDRADE et al., 2010). Técnicas de biorremediacéo in-situ como a bioaumentagédo
sdo promissoras de serem utilizadas em manguezais contaminados por petroleo e derivados.
Gongalves (2012) observou que a bioaumentacdo utilizando o fungo Aspergillus spp. na
biorremediagédo de solo de manguezal contaminado por petroleo, apresentou bons resultados,
sendo verificada diminuicdo de hidrocarbonetos. Peixoto e colaboradores (2009) verificaram
que plantas de Laguncularia racemosa crescidas em microcosmo contendo consorcio
microbiano e contaminado com 1% de diesel tiveram sua sobrevivéncia aumentada em 35%,
alem de observarem reducdo pela metade nos niveis de hidrocarbonetos totais de petréleo
(HTP) no sedimento com consorcio em comparacdo ao sedimento sem 0 consorcio
microbiano.

FMAs e DSE tolerantes a metais pesados e hidrocarbonetos de petréleo possuem
grande capacidade para serem utilizados em programas futuros de biorremediacdo de
manguezais impactados por estes contaminantes através da técnica de bioaumentacdo, devido
sua resisténcia, seus papéis no crescimento vegetal e no aumento de tolerancia do mesmo e na
degradacdo e estabilizacdo dos contaminantes. Experimentos laboratoriais que verifiguem o
comportamento e eficiéncia destes fungos na degradacdo de compostos organicos e
estabilizacdo de metais em sedimento de manguezal bem como seus papéis na tolerancia de
plantas de mangue submetidas a diferentes niveis destes poluentes sdo imprescindiveis na
busca de respostas mais precisas que possam auxiliar futuros programas de biorremediacdo

em manguezais contaminados.
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3.4.3 Colonizagdo de raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp. por FMA e DSE

Apobs a observacdo em microscopio optico, os dados de colonizacdo foram inseridos e
calculados no programa MYCOCALC (TROUVELOT et al., 1986) e os parametros
utilizados foram: F% (frequéncia de colonizacdo fungica no sistema radicular), M%
(intensidade de colonizacdo fungica no cortex da raiz), m% (intensidade de colonizacdo
fungica em fragmentos de raizes), a% (abundancia de estruturas flangicas internas em
fragmentos de raizes), A% (abundancia de estruturas fUngicas internas no sistema de raiz)
(Figura 8). A colonizagdo fungica diz respeito a colonizacdo por FMA ou DSE (identificados
por meio do micélio) e as estruturas fungicas dizem respeito as estruturas tipicas de FMA
como arbusculos, vesiculas e esporos e de DSE (microesclerddios). Como resultados das

amostras foram encontrados hifas, vesiculas, esporos e microesclerodios.
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Figura 8: Dados de colonizacdo por FMA e DSE em raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp. coletadas no
Buraco Fundo (A) e Braco do Rio (B), respectivamente. Onde: F% (frequéncia de colonizac¢do fingica no
sistema radicular), M% (intensidade de colonizacédo fangica no cértex da raiz), m% (intensidade de colonizagéo
fungica em fragmentos de raizes), a % (abundancia de estruturas fangicas internas em fragmentos de raizes), A%
(abundancia de estruturas fangicas internas no sistema de raiz). As barras indicam o desvio padrédo.

Os resultados por parametro das raizes coletadas no Buraco Fundo por colonizagdo por
FMA foram: F%= 18; M%= 0; m%= 1; a%= 0; A%= 7 e por DSE: F%= 29; M%= 1; m%-= 6;
a%-= 0; A%= 1. Nas raizes coletadas no Braco do Rio os resultados para FMA foram: F%=
72; M%= 17; m%= 22; a%= 12; A%= 68 e para DSE: F%= 47; M%= 4; m%= 8; a%= 0;
A%= 1. Os resultados demonstram que as estruturas de FMAs e DSE estdo presentes nas
raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp. coletadas no manguezal de Gargad.

A frequéncia de colonizacdo mostra o percentual de colonizacdo das raizes pelos dois

fungos (Figura 9).
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Figura 9: Frequéncia de colonizagdo de FMA e DSE em raizes de Avicennia sp. e Laguncularia sp. coletadas no
manguezal de Gargad.

A frequéncia de colonizagéo das raizes das plantas coletadas por FMA foi de 18% para
BF e de 72% para BR. No estudo de Wang e colaboradores (2010), a porcentagem de
colonizacéo de raizes por FMA em diferentes espéecies de mangue de manguezais na China,
variou de 10% até 80%. Souza e Rodrigues (2013) encontraram varia¢des de 6% a 77% na
colonizagio de plantas de mangue na india. Nestes trabalhos ndo ha relatos de contaminagio
destes manguezais. Os valores de colonizagdo destes estudos mostram-se semelhantes aos do
presente estudo. A frequéncia de colonizacdo das raizes das plantas por DSE foi de 29% para
BF e de 47% para BR. A taxa de colonizacdo observada em BR mostra-se semelhante ao
encontrado por Li e Guan (2007) que observaram uma taxa de colonizacdo média por DSE de
47,4% em espécies de plantas (herbaceas) do género Pedicularis, do noroeste da China.

De acordo com a figura 9, pode-se observar que as raizes coletadas em BR estavam
mais colonizadas por FMA do que as coletadas em BF, o mesmo padrao verificado para DSE.
Na comparacdo entre os dois fungos por local de coleta, em BF observa-se maior colonizacéo
das raizes por DSE que por FMA, diferentemente de BR que apresentou raizes mais
colonizadas por FMA.

E possivel que caracteristicas de BR como possuir solo arenoso, ser um local com
formacdo inicial de floresta de mangue e estar sujeito a inundacdes frequentes de maré
resultem na alta taxa de colonizacdo por FMA neste local, devido ao importante papel destes
fungos na estabilizacdo e agregacdo do solo (BERBARA et al., 2006). Maior colonizacdo por

DSE também foi observada em BR quando comparado com BF.
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BF é um local proximo a moradias e margeado por um canal formado por &guas
oriundas do mar e do rio Paraiba do Sul, que recebe constantes descargas de lixo, esgoto,
gasolina que vazam de embarcac0es, etc., sendo um local que tende a reter contaminantes, por
ser mais restrito e com pouca circulacdo de dgua. Embora menor colonizagdo por DSE tenha
sido observada neste local quando comparado a BR, as plantas estavam mais colonizadas por
este fungo do que por FMA.

Estudos relatam a ocorréncia de metais pesados nos sedimentos do manguezal de
Gargal. Rangel (2008), dentre outros objetivos, avaliou a distribuicdo dos metais aluminio
(Al), ferro (Fe), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo
(Pb), vanadio (V) e zinco (Zn) em sedimentos de fundo do manguezal de Gargau entre 1995
(resultados de outros pesquisadores disponiveis na literatura) e 2006, ap6s derramamento de
efluentes industriais ocorridos neste ano em afluentes do rio Paraiba do Sul. Em seu estudo foi
observado diminuicdo das concentracdes de metais quando comparados com estudos
realizados desde 1995. Quanto a contaminacdo por petroleo, entretanto, ndo ha evidéncias.
Silva (2011) verificou que bactérias coletadas em sedimentos do manguezal de Gargau foram
capazes de produzir biossurfactantes em meio contendo petroleo, embora as analises tenham
indicado que ndo ha contaminacdo de origem petrogénica no sedimento analisado.

A presenca de DSE pode ser um indicador ambiental de contaminacdo, uma vez que
sdo frequentemente encontrados em locais com altas concentracGes de metais. No entanto,
somente pela presenca DSE ndo se pode afirmar que o manguezal de Gargal esteja
contaminado. Embora estudos tenham verificado a ocorréncia de metais no sedimento de
fungo deste manguezal, analises recentes de sedimento seriam necessarias para afirmar que o
mesmo esta contaminado por metais.

Menor colonizacdo das plantas ocorridas em BF pelos dois fungos p6de ser observada,
sendo a colonizacdo por FMA neste local menor que por DSE. A taxa de P no solo € um dos
fatores que pode limitar o desenvolvimento de FMA. Wang e colaboradores (2010)
verificaram diminuicdo da colonizacdo de plantas de mangue por FMA em solos com altos
niveis de P. Todavia, verificaram em seu estudo que o decréscimo de colonizacdo também
ocorreu em solo com baixos niveis de P, sugerindo que solos com niveis altos ou
suficientemente baixos de P sdo capazes de inibir a colonizacdo por FMA.

Poucas estruturas de DSE foram observadas em BF e BR (Figura 8, A e B, a%, A%),
enquanto estruturas de FMA como hifas, esporos e vesiculas foram abundantes nas raizes de

BR (Figura 8, B, a%). Vesiculas ndo foram observadas em raizes de plantas de BF, somente
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poucas hifas e esporos. Pode-se verificar a presenca de estrutura semelhante a arbisculo
(Figura 6, A) somente nas amostras coletadas para teste, ndo sendo porém observada
posteriormente.

Wang e colaboradores (2010) investigando a simbiose entre FMA e espécies de
mangue de dois manguezais no sul da China, verificaram a ocorréncia de vesiculas nas raizes
estudadas enquanto arblsculos foram raros ou ausentes. Resultados semelhantes aos de
Sengupta e Chaudhuri (2002) e aos do presente estudo, o que indica que vesiculas s&o
estruturas comumente presentes em plantas de manguezal. Segundo Miransari (2011),
vesiculas de FMA podem acumular ions de sodio e cloreto em ambientes hal6fitos.
Possivelmente este seja 0 motivo da frequente ocorréncia de vesiculas em plantas de
manguezal. Os FMAs sdo capazes de suportar ambientes com teores de sais moderados, no
entanto, a alta salinidade pode ter afeitos negativos sobre estes fungos. A germinagdo de
esporos e consequente crescimento da hifa, por exemplo, podem ser reduzidos com aumento
da salinidade (JUNIPER e ABBOTT, 1993). Kumar e Ghose (2008) observaram que a
frequéncia micorrizica e a riqueza de esporos de FMA em manguezais na India estavam
negativamente correlacionadas com a salinidade do solo.

Wang e colaboradores (2010) observaram também que houve simbiose entre FMA e
plantas de mangue expostas a condic¢des de inundacao por mais de 11 horas por dia, indicando
que ha espécies de FMA que suportam condicdes de baixa concentracdo de oxigénio
(hipoxia), embora também tenham observado supressdo da colonizacdo por FMA em
condicdes de hipoxia por longo tempo nos dois manguezais estudados. Em Gargau a cheia e
baixa da maré ocorrem 2 vezes ao dia. As plantulas coletadas em BR ficam, por dia,
inundadas por aproximadamente 12 horas, semelhante ao que ocorre no estudo de Wang e
colaboradores (2010). Em nosso estudo, a situacdo de hipoxia ndo foi um fator que levou a
auséncia de colonizacdo, sendo ao contrério, observada alta taxa de colonizacdo das plantas
do local por FMA (72%). Seerangan e Thangavelu (2014) observaram baixa incidéncia de
DSE em macrofitas aquéaticas da [ndia. Apenas 5 das 58 espécies analisadas estavam
colonizadas por este fungo. Segundo estes pesquisadores as condi¢des anaerdbicas do local de
estudo podem afetar a colonizacdo das plantas por DSE, no entanto sugerem que estudos
futuros sejam realizados para o melhor entendimento dos fatores que inibem a colonizagéo
das espécies estudadas por DSE.

Pouco se conhece, portanto, sobre fatores que interferem na taxa de colonizacdo de

DSE em vegetais de determinados ambientes, principalmente em manguezais. Os estudos

60



sobre estes fungos séo ainda iniciais e se baseiam em determinar sua ocorréncia e grau de
colonizacdo. Sabe-se, porém, que 0s DSE estdo presentes em ambientes com diversos tipos de
estresses, possuindo capacidade de resistir bem a condi¢cdes ambientais extremas.

Estruturas de outro tipo fungico foram observadas em nosso estudo em raizes de
laguncularia sp. coletadas em BR (Figura 7, G, J e K). O micélio deste fungo é semelhante ao
de ectomicorrizas encontradas no trabalho de (WAGG et al., 2008). Estes pesquisadores
verificaram a co-ocorréncia de ectomicorrizas, FMAs e DSE em raizes plantas alpinas
crescidas em solo contendo herbicida. Apesar da semelhanca, ndo é possivel afirmar com
certeza que os fungos encontrados em nosso estudo sejam ectomicorrizas, sendo necessarios

mais estudos como analises moleculares, por exemplo, para constatagéo.
3.4.4 Quantificacdo e tipos de glomerosporos encontrados
A quantificacdo de glomerosporos dos dois pontos de coleta esta apresentada no

quadro abaixo:

Quadrol: Quantificacdo de glomerosporos das amostras de solo coletadas no manguezal de Gargad. As médias
foram obtidas por contagem em triplicata (50 ml) de cada ponto de coleta. O desvio padrdo da média também é
apresentado.

Buraco Fundo | Braco Rio

Media 6+3,5 5+2

Total 55 48

Em 50 mL de solo de cada ponto de coleta obteve-se uma média de 6 esporos em BF e
5 em BR. No total, foram separados 103 esporos, sendo 55 de BF e 48 de BR.

Sengupta e Chaudhuri (2002), observando 33 espécies de mangue e associadas
pertencentes a 4 estagios de sucessao fisiograficos quanto a colonizacdo por FMA,
observaram no estagio de sucessdo I, por exemplo, onde haviam 9 espécies de mangue, 170
esporos em 10 g de sedimento da rizosfera destas plantas, o que da, de acordo com nossas
observac6es, uma média de 18 esporos associados a rizosfera de cada uma destas plantas. Este
valor é considerado alto se comparado com nosso estudo, uma vez que 50 mL de sedimento
equivaleram a uma média de 65 g. No entanto, em nosso estudo a extracdo de esporos foi feito

de sedimento préximo as plantulas coletadas e ndo da rizosfera.
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Seerangan e Thangavelu (2014) encontraram 4 a 8 esporos por 100 g de solo da zona
de raiz de espécies de macrofitas de zonas imidas da India. Os pesquisadores observaram que
0s esporos fungicos estavam presentes em apenas 9 das 55 espécies analisadas. Além disto, 0s
esporos de FMA estavam ausentes em zonas de raiz de varias raizes de plantas micorrizadas,
0 que pode sugerir que o processo inicial de colonizacdo de plantas aquéticas seja realizado
por outros tipos de propéagulos como hifas extrarradiculares e raizes micorrizadas, uma vez
que a taxa de colonizacdo por FMA média de raizes das espécies estudadas foi de 68%,
considerada alta. Tal fato pode estar acontecendo em nosso estudo, o que explica a baixa
quantidade de esporos encontrada e alta taxa de colonizacdo das raizes por FMA em BR, por
exemplo (Figura 9).

Segundo Zhao (1999) fatores como sazonalidade, idade das plantas hospedeiras,
caracteristicas do solo, como por exemplo, quantidade de P e umidade podem interferir na
densidade de esporos. Com relacdo a sazonalidade, porém, Bonfim (2015) ndo observou
variagdo no numero de esporos extraidos de solo de Mata Atlantica, variando apenas a
colonizacéo radicular, sendo maior no verdo e outono. Maior varia¢do do nimero de esporos
ocorreu em diferentes altitudes, com maior numero na floresta de maior altitude (1000 m). O
numero de esporos encontrados por Bonfim (2015) foi menor que 12 em 50 g de solo. Em seu
estudo, Kumar e Ghose (2008) observaram que a disponibilidade de P estava negativamente
correlacionada com a riqueza de esporos de FMA em manguezais da india.

Vinte e oito espécies de FMA foram encontradas por Souza e Rodrigues (2013) em
rizosfera de dezesseis espécies de mangue situadas na india, sendo identificados cinco
géneros: Glomus, Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora e Entrophospora. Dentre estes,
Glomus foi 0 género mais abundante. Também na india, Kumar e Ghose (2008) encontram
um total de 44 espécies de FMA dos géneros Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora,
Glomus, Sclerocystis e Scutellospora em rizosfera de 15 espécies de mangue e uma associada,
sendo Glomus o género mais abundante. Seis espécies pertencentes aos géneros Glomus e
Acaulospora foram identificados em rizosfera de 16 espécies de mangue de dois manguezais
da China por Wang e colaboradores (2010). Estes géneros estdo entre os principais relatados
na utilizacdo em experimentos de biorremediacdo (PAULA et al., 2006; SILVA et al., 2006;
BENTO, 2008; CABRAL, 2008).

Apos separacdo e contagem dos esporos foram preparadas laminas para observacgédo e
identificacdo dos mesmos em microscdpio. Diversos tipos de esporos foram encontrados, com

alguns esporos diferentes em cada local de coleta (Figura 10). Consultas ao site INVAM e a
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publicacBes de pesquisadores especialistas em taxonomia de FMA foram feitas, porém o fato
de haver diferentes tipos de esporos, mas pequeno numero de um determinado tipo tornou
dificil a identificacdo. Optou-se entdo deixa-los todos sob a nomenclatura de glomerosporos.
A germinacdo dos esporos de FMA da origem a uma hifa que, na presenca de seu
hospedeiro, se desenvolve e o coloniza. Hifas de FMA séo hialinas e geralmente asseptadas
(BERBARA et al., 2006). No entanto, observou-se, em dois esporos, hifas semelhantes a de
fungos do tipo DSE, septadas e melanizadas (Figura 10, N e Q). A co-ocorréncia de FMA e
DSE tém sido relatada na literatura em raizes de plantas. No entanto, ndo ha relatos da
ocorréncia de hifas de DSE em esporos de FMA, o que necessita maiores investigacoes.

63



Hifado tipo DSE

7

Hifado tipo DSE

P g p——_ - R :
Figura 10: Alguns dos tipos de glomerosporos extraidos do solo coletado do Buraco Fundo e Brago do Rio. A —
H: Glomerosporos encontrados no solo coletado no Buraco Fundo. | — R: Glomerosporos encontrados no solo
coletado no Braco do Rio. Imagens D, H, N e Q sob lente com aumento de 1000x. Demais imagens sob lente
com aumento de 400x. Detalhe para hifas do tipo DSE em N e Q.
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3.5 CONCLUSAO

Neste estudo foram observadas estruturas de FMA como hifas, vesiculas e esporos em
raizes de plantas coletadas no manguezal de Gargal, S8 Francisco de Itabapoana - RJ.
Também foram encontrados esporos no sedimento coletado. Desta forma, verificou-se a
ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares neste manguezal. A presenca de hifas septadas
melanizadas e estruturas semelhantes a microesclerodios foram observadas nas raizes
analisadas, constatando que os DSE estdo associados a vegetais do manguezal de Gargad.
Outro tipo fangico foi observado nas raizes coletas, semelhantes a ectomicorrizas, entretanto

nao foi possivel afirmar que eram estes fungos.

3.6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Novos estudos que abordem a ecologia e ocorréncia dos FMAs e DSE em manguezal
como também o seu potencial na biorremediacdo de manguezais contaminados por metais e

hidrocarbonetos devem ser conduzidos. Algumas sugestfes podem ser dadas, como:

e Verificar em microcosmos com sedimento e plantas de manguezal, se ha
degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo e estabilizacdo de metais pesados
por FMA e DSE e verificar a tolerancia destes em diferentes concentracdes dos
poluentes e seus papéis na sobrevivéncia e crescimento das plantas;

e Coletar sedimento para analise da presenca de metais pesados e verificar a
ocorréncia dos fungos e taxas de colonizacdo em locais mais e menos
antropizados, correlacionando com as concentracdes de metais, caso sejam
encontrados;

e Verificar a taxa de colonizacdo de FMA e DSE correlacionando com fatores

como sazonalidade, P, pH, salinidade, tempo de exposicao a inundacao, etc.
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