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RESUMO

A mineragdo de ferro é um dos setores mais rentaveis na balanga comercial. Entretanto,
causa impactos ao remover solo e cobertura vegetal além da contaminacdo da area por
exemplo com Fe, Mn, Cr, Cd, Pb, Zn, Ni e Cu. Devido a degradacdo por essa atividade,
técnicas de reflorestamento com espécies arbdreas nativas, como o Handroanthus
heptaphyllus (ipé-rosa) sdo importantes. O priming de sementes € um tratamento de pré-
semeadura, de baixo custo, usado para melhorar o desempenho da germinacdo e do
estabelecimento de plantulas sob condi¢es ambientais adversas. Moléculas sinalizadoras
como priming, tais como NO (6xido nitrico) e o H20> (perdxido de hidrogénio), atuam no
crescimento e desenvolvimento das plantas e aliviam a influéncia negativa do estresse
abidtico por metais pesados. Assim, esse trabalho teve como objetivo investigar se sementes
tratadas com priming em solugdes contendo NO e H2O; e a sua combinagdo apresentariam
melhoras na antecipacdo da germinacdo e no estabelecimento de plantulas em rejeitos de
mineracdo de ferro, para serem usadas futuramente em técnicas de recuperacao. Tratamentos
de priming foram aplicados em sementes de H. heptaphyllus com os condicionantes: H20O,
200uM NO, 100uM H202 bem como a combinagdo 200uM NO+100uM H20.. Apos a
aplicacdo, as sementes foram cultivadas em latossolo vermelho ou em rejeito de mineradora
de ferro proveniente do rompimento da barragem de Brumadinho-MG, Brasil, em 2019. Os
resultados mostraram que os tratamentos de priming em sementes em ipé-rosa nao
demostraram efeito na antecipacdo da germinacdo quando comparada com o0s controles nos
dois substratos nem danos oxidativos, tampoco alteracfes no conteudo das reservas. Contudo,
0 tipo de priming mostrou efeito nas plantulas de ipé-rosa. O condicionante com NO
apresentou maior absorcdo de Fe e Mn no rejeito, aumentou as atividades das enzimas do
sistema antioxidante, ao passo que o condicionante de H2O2 levou a uma menor absor¢do
desses elementos, e ambos condicionantes ndo apresentaram danos no aparato fotossintético.
Pode-se concluir que NO e H>0; induziram diferentes mecanismos de resisténcia ao Fe e Mn
em plantulas de ipé-rosa. Estudos mais aprofundados com essa espécie podem ser usados para
diferentes vertentes da aplicacdo do priming com NO podendo vir a servir para técnicas de
fitorremediagcdo; e o priming com H20> podendo ser utilizado para técnicas de
reflorestamento em areas impactadas.

Palavras chave: Barragem de rejeito, Ipé-rosa, Oxido nitrico, Peréxido de hidrogénio.



ABSTRACT

Iron mining is one of the most profitable sectors in the trade balance. However, it causes
impacts by removing soil and vegetation cover and contamination of the area, for example,
Fe, Mn, Cr, Cd, Pb, Zn, Ni, and Cu. Due to degradation from this activity, reforestation
techniques with native tree species, such as Handroanthus heptaphyllus (Ipé-rosa) are
important. Seed priming is a low-cost pre-sowing treatment used to improve germination and
seedling establishment performance under adverse environmental conditions. Signaling
molecules such as priming, such as NO (nitric oxide) and H20, (hydrogen peroxide), act on
plant growth and development and alleviate the negative influence of abiotic stress by heavy
metals. Thus, this work aimed to investigate whether seeds treated with priming in solutions
containing NO and H20. and their combination would improve the anticipation of
germination and the establishment of seedlings in iron mining tailings, to be used in future in
recovery techniques. Priming treatments were applied to H. heptaphyllus seeds with the
conditions: H20, 200pM NO, 100uM H20: as well as the combination 200pM NO+100uM
H.O,. After application, the seeds were cultivated in red oxisol or tailings from an iron
mining company from the rupture of the Brumadinho-MG, Brazil, dam in 2019. The results
showed that the priming treatments on seeds in ipe-rosa did not affect anticipating the
germination when compared to controls on the two substrates, nor oxidative damage, nor
changes in the content of the reserves. However, the type of priming showed an effect on Ipé-
rosa seedlings. The NO conditioning showed higher Fe and Mn absorption in the tailings,
increased the activities of the enzymes of the antioxidant system, while the H2O2 conditioning
led to lower absorption of these elements, and both conditioning agents did not damage the
photosynthetic apparatus. It can be concluded that NO and H20; induced different resistance
mechanisms to Fe and Mn in Ipé-rosa seedlings. More in-depth studies with this species can
be used for different aspects of the application of priming with NO, which could be used for
phytoremediation techniques; and priming with H202 can be used for reforestation techniques
in impacted areas.

Keywords: Tailings dam, Nitric oxide, Hydrogen peroxide, Ipé-rosa.
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1. Introducédo

O crescimento populacional ocasiona um aumento nos processos de industrializagdo, o
que acarreta problemas ambientais de origem antropica (NICOLAS et al., 2008; SCIACCA &
OLIVERI CONTI, 2009; DESHMUKH et al., 2012). A atividade de mineracdo de ferro é
uma das mais lucrativas decorrentes da industrializacéo, contudo geram impactos, removendo
0s solos originais e a cobertura vegetal, como também deixam materiais residuais que
contaminam o ar, a 4gua e os solos (SINGH, 2005). Esses residuos de mineracdo geralmente
liberam metais pesados como o Fe, Mn, Cr, Cd, Pb, Zn, Ni, Cu (VERMA et al., 2012) no solo
circundante e contaminam as aguas superficiais e subterraneas (ADHIKARY, 2015). Com a
magnitude dos impactos negativos da mineracédo, o artigo 225 da Constituicdo da Republica
Federativa do Brasil exige a recuperagdo de areas degradadas (RAD) (BRASIL, 1988), no
qual recomenda-se o0 restabelecimento da cobertura vegetal nas areas degradadas, pratica

conhecida como revegetacdo (MOURA, 2015).

O Quadrilatero Ferrifero, estado de Minas Gerais-BR, é uma das principais regides
produtoras de minério de ferro no Brasil, possuindo industrias em plena atividade em areas do
Cerrado e da Mata Atlantica.Tais dominios sdo listadas como hotspots de biodiversidade
mundiais, pois apresentam uma alta taxa de endemismo e um alto percentual de agdes
antrdpicas, o que faz dessas areas locais de importancia para estudos de restauracdo viavel
dessa area (MYERS et al., 2000). Diante da necessidade de restauracdo de areas degradadas,
percebe-se urgéncia nos estudos com técnicas eficazes, que sejam rapidas, gerem baixos
custos e pouco manejo, principalmente, com 0 uso de espécies arbdreas nativas em areas
originalmente florestais (ANICETO et al., 2021). Entre as técnicas de restauracdo florestal, a
mais utilizada € o plantio de mudas. Contudo, a técnica de semeadura direta, que consiste na
introducdo direta de sementes no solo do local a ser reflorestado, tem se mostrado eficaz,
principalmente, por ser de baixo custo financeiro (Cava et al., 2016; Raupp, et al., 2020;
Rodrigues et al., 2020). Nota-se no processo de restauracdo que a utilizacdo de espécies
nativas, como Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos (ipé-rosa), que ocorrem nesses
dominios € de extrema importancia na tentativa de restaurar os padrfes dos ecossistemas de

referéncia.

A rapidez e uniformidade da germinacdo sdo caracteristicas desejaveis, pois quanto

mais tempo as plantulas permanecem nos estagios iniciais de desenvolvimento mais ficam
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sujeitas as condicBes adversas do ambiente (MARTINS et al., 1999). Como as areas de
mineradoras possuem altos niveis de metais pesados presentes do solo, acabam dificultando
técnicas de revegetacdo e reduzindo a taxa de sucesso de estabelecimento das plantulas apos a
germinacdo. Altos niveis de metais como o Fe e 0 Mn podem inibir a mobilizacao de reservas,
ocasionar a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), interrup¢do da osmorregulacéo
celular, causando também a inibi¢do da germinacéo e desenvolvimento de plantulas, afetando
0 processo fotossintético (BARCELO” e POSCHENRIEDER, 1990; PERFUS-BARBEOCH
et al., 2002; BASZYN'SKI, 2014ADREES et al., 2015; KARMOUS et al., 2015). Dessa
forma, é imprescindivel instaurar técnicas que estimulem a tolerancia de sementes e plantulas

a esses ambientes e que resulte no aumento do sucesso no processo de restauracgao.

Em estudos com a aplicacdo de priming com espécies reativas de oxigénio (ROS) e
com espécies reativas de nitrogénio (RNS), é possivel verificar que a exposicdo inicial a
agentes condicionantes proporciona maior tolerdncia das plantas a estresses abioticos
(BRUCE et al., 2007; WAHID et al., 2007 WANG et al., 2010; HASANUZZAMAN et al.,
2011a; MOSTOFA e FUJITA, 2013; MOSTOFA et al.,, 2014a; SATHIYARAJ et al.,
2014; TENG et al., 2014). O perdxido de hidrogénio (H20.) possui um papel importante no
processo de transducdo de sinal associado a toleréncia a estresses abi6ticos e bioticos, e a
inducdo do fendmeno de tolerancia cruzada a estresse frequentemente observado em plantas
(HOSSAIN et al., 2015). A aplicagdo exogena de H202 pode melhorar a germinacdo, como a
antecipacdo e uniformidade de sementes (FONTAINE et al., 1994; LEUNG, 2019),
coordenando o inicio da germinagdo de sementes (BARBA-ESPI'N et al., 2011). A aplicacdo
exogena de liberadores de 6xido nitrico (NO) resultou em maiores taxas de germinacdo de
sementes e crescimento inicial de plantulas sob vérias condi¢bes adversas (ZHENG et al.,
2011; SINGH et al., 2018; EGBICHI et al., 2014). Dentre os diversos compostos geradores de
NO, o nitroprussiato de sédio € um dos mais utilizados em estudos de sinalizagdo de plantas

devido a sua eficiéncia, principalmente em tecidos foliares (EDERLI et al., 2009).

A hipdtese de que sementes de H. heptaphyllus pré-condicionadas em solu¢do osmética
(H202 ou NO) aceleram o processo germinativo e mitigam efeitos de estresses durante o
estabelecimento de plantulas em rejeito de mineracéo de ferro foi aqui testada. O objetivo foi
investigar se as sementes de H. heptaphyllus, pré-condicionadas com H;O2 e NO e a
combinacdo de ambos poderiam implicar no aumento da porcentagem e velocidade da
germinacdo e estabelecimento de plantulas e quais seriam as alteracdes bioquimicas

decorrentes do cultivo em rejeito de minério de ferro ap6s o priming. Espera-se que o priming
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possa ser usado futuramente em técnicas de restauracdo em &reas degradadas por atividades
de mineragéo de ferro.

2. Referencial teérico

2.1. Osimpactos negativos da mineracao de ferro e os desafios das areas exploradas
O crescimento populacional ocasiona uma intensificagdo nos processos de

industrializacdo, o que acarreta problemas ambientais (NICOLAS et al., 2008; SCIACCA e
OLIVERI CONTI, 2009; DESHMUKH et al., 2012) gerando os impactos antropicos. De
acordo com Yang et al., (2011), a mineracdo € uma das inddstrias que mais degradam o
ambiente a as areas ao seu entorno. Atividades de mineracdo alteram drasticamente a
superficie natural do solo através de sua remocdo e despejo de rejeitos (BANERJEE;
GOSWAMI; MUKHERJEE, 2018). Esses residuos provenientes de mineracdo de geralmente
liberam metais pesados toxicos no solo circundante e contaminam as aguas superficiais e
subterraneas (ADHIKARY, 2015). Os residuos e entulhos de véarias minas contém
aproximadamente 1-50 g kg* de ions de metais pesados, como As, Cd, Cu, Mn, Fe, Pb e Zn,
que sao tdxicos na natureza (BRADSHAW et al., 1978).

Altas concentragOes de metais pesados no solo afetam negativamente o crescimento e
o desenvolvimento das plantas, inclusive a germinacéo, cujo atraso é causado pelo efeito
toxico de ions de metais pesados (WIERZBICKA e OBIDZINSKA 1998, IZMAILOW et al.
2015). Estudos documentaram que, através da inibicdo da mobilizacdo de reservas, da
formacao de espécies reativas de oxigénio e interrupcdo da osmorregulacdo celular, os metais
pesados causam inibicdo da germinacdo e desenvolvimento de plantulas, afetando
posteriormente o processo fotossintético (BARCELO”™ e POSCHENRIEDER, 1990;
PERFUS-BARBEOCH et al., 2002; BASZYN'SKI, 2014ADREES et al., 2015; KARMOUS
et al., 2015).

Dentre as principais causas de danos provenientes de metais pesados, observa-se
mudancas nos perfis proteicos das plantas e danos no processo fotossintetico. As proteinas,
importantes reservas e fonte de cadeias carbOnicas para a sintese de enzimas durante a
germinacdo das sementes, sdo drasticamente afetadas em sementes e plantulas que crescem
em ambientes contaminados por metais pesados (SENEVIRATNE, et al., 2017). Estudos
extensos foram realizados sobre o efeito de As, Cd, Al e Ni na atividades dessa enzimas
proteases (MAHESHWARI E DUBEY 2008, 2009; MISHRA E DUBEY 2006; MISHRA et
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al. 2011; SHAH E DUBEY 1995, 1998; SHAH et al. 2001), no qual mostraram mudangas nos
niveis de proteinas e aminoacidos livres em sementes e plantulas. Os metais pesados séo
frequentemente descritos como substancias prejudiciais para a fotossintese (PRASAD E
STRZALKA 1999). Eles interrompem as atividades enzimaticas, oxidam o PSIl e
desorganizam a cadeia de transporte de elétrons, além disso, causam danos estruturais nos
cloroplastos e nas membranas tilacoides (SENEVIRATNE, et al., 2017).

O potencial impacto associado aos rejeitos de mineracdo de ferro e os contaminantes
provenientes é o foco de preocupacdo tanto da industria de mineragdo quanto das agéncias de
legislacdo ambiental e membros do poder publico. Dessa forma, se vé a urgéncia que as areas
de p6s-mineracdo e os residuos gerados precisem ser rapidamente revegetados (BANERJEE;
GOSWAMI; MUKHERJEE, 2018). Devido a magnitude dos impactos negativos da
mineracdo (MECHI; SANCHES, 2010), o artigo 225 da Constituicdo Federal exige a Re-
cuperacdo de Areas Degradadas (RAD) por mineragdo por parte do minerador (BRASIL,
1988), devendo este elaborar Plano de Recuperacio da Area Degradada (PRAD) ao final da
sua fase produtiva (BRASIL, 1989). O documento recomenda a ado¢do de procedimentos
para estabelecer ou restabelecer a cobertura vegetal nas areas degradadas, pratica conhecida
como revegetacdo (MOURA, 2015).

O surgimento de espécies vegetais nativas de maneira espontdnea, permitindo uma
sucessdo vegetal, em ambientes previamente minerados é um processo lento, dificil que acaba
sendo quase impossivel (MALCOVA et al., 2001, SILVA et al., 2006). Por esse motivo se faz
necessario o desenvolvimento de técnicas que oferecam subsidios e facilitem recuperacdo da
area alterada a partir da eliminacdo ou reducdo dos impactos gerados (RODRIGUES et al.,
2009).

Estudos para a restauragdo de areas degradadas, que visam técnicas de reflorestamento
eficazes, rapidas, com baixos custos financeiros e de preferéncia com pouco manejo,
principalmente, com espécies arboreas nativas (ANICETO et al., 2021) séo urgentes. O
plantio de mudas estd entre as técnicas mais utilizadas de recuperacgéo florestal, contudo a
técnica de semeadura direta, que consiste na introducdo direta de sementes de espécies
florestais no solo do local a ser reflorestado, tem se mostrado mais eficaz pois acaba sendo de
menor custo e pouco manejo (Cava et al., 2016; Raupp, et al., 2020; Rodrigues et al., 2020).

Nos ultimos anos, dois eventos chamaram muita aten¢do para o setor de mineragdo de
ferro no Brasil, desastres que impactaram a fauna, flora, as comunidades e a economia
(AUGUSTO, 2018). Em 05 de novembro de 2015 uma das barragens de contencdo da
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SAMARCO, a barragem de Funddo, localizada no municipio de Mariana- MG, Brasil,
rompeu e langou no ambiente cerca de 50 milhdes de m?® de rejeito (IBAMA, 2015),
resultando em 19 mortes (AUGUSTO, 2018), esse foi um dos maiores desastres ambientais
do setor de mineracdo do mundo, tanto na questdo de volume do residuo despejado quanto na
magnitude do dano (CARMO et al., 2017). Em 25 de janeiro de 2019 ocorreu 0 rompimento
da Barragem | da VALE, no Cdrrego do Feijdo, em Brumadinho-MG, Brasil, resultando no
vazamento de 12 milhGes m3 de rejeitos, atingindo 46 km de areas proximas, totalizando 165 vitimas
fatais e 155 pessoas desaparecidas (ARMADA, 2020).

Saber escolher as espécies vegetais ¢ fundamental para programas bem-sucedidos de
conservacdo e recuperacdo em ambientes degradados por atividades de mineracdo
(SIQUEIRA-SILVA, et al.,2019). Segundo Almeida, Moura e Vieira (2019), espécies
arbéreas apresentam inimeras vantagens num processo de recuperacdo, quanto a melhoria da
qualidade do solo, pois seu extenso sistema radicular permite que as arvores ndo s6 acumulem
nutrientes que sdo retirados do solo, mas também efetuem sua redistribuicdo melhorando a

fertilidade dos horizontes subsuperficiais.

A escolha da espécie para a presente proposta levou como fator importante de decisdo
que ela seja nativa e presente nos dominios Cerrado e Mata Atlantica. Nativa destes dois
dominios, H. heptaphyllus, mais comumente conhecido como ipé-rosa, pertencente a familia
Bignoniaceae (REITZ et al., 1983), é uma espécie que tem sido recentemente utilizada na
recuperacdo de areas degradadas e em relacdo a contaminagdo por metais. Estudos mostram
que o ipé-rosa € uma espécie tolerante a solos contaminados com Zn, mantendo crescimento
mesmo sob altas concentracdes do metal (GAI & VIEIRA, 2017). Cruz et al. (2020)
verificaram que H. heptaphyllus consegue germinar e se estabelecer em rejeitos de minério de
ferro oriundos do rompimento da barragem de Mariana (MG) e acumular ferro na parte aérea.
Dessa forma, o uso de sementes de H. heptaphyllus é uma alterativa promissora na

recomposicao de &reas degradadas.

2.2.  Priming de sementes, plantas nativas e o futuro das técnicas de restauracao
Segundo Bewley et al. 2013, p.113,

“A germinagdo comega com a absor¢do de agua pela semente (embebigdo) e termina
com o surgimento do eixo embrionario, geralmente a radicula, através das estruturas
que o circundam”.

A absorc¢do inicial da &gua, Fase I, é principalmente um processo fisico; porém, as

atividades fisiologicas podem comecar em poucos minutos apos a hidratagdo de uma célula,
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muito antes de todos os tecidos das sementes serem totalmente hidratados. Durante a Fase 11,
0 conteldo de &gua das sementes € estabilizado e as atividades metabdlicas aumentam com a
transcricdo substancial de novos genes. O surgimento da radicula através das estruturas
circundantes no final desta fase marca a conclusdo da germinacdo e, na fase Ill, hd mais
absorcdo de dgua a medida que as plantulas se estabelecem, utilizando as principais reservas
armazenadas.

Velocidade e uniformidade de germinacdo sdo varidveis requeridas em processos de
restauracdo, pois quanto mais tempo a plantula permanece nos estagios iniciais do seu
desenvolvimento, consequentemente ficam mais tempo sujeitas as condi¢Ges adversas do
ambiente (MARTINS et al., 1999). O priming de sementes é um tratamento de pré-semeadura
usado com sucesso para melhorar o desempenho da germinacdo e o estabelecimento de varias

plantas cultivadas em condi¢fes ambientais 6timas e adversas (LECHOWSKA et al., 2019).

O processo de priming de sementes, ou condicionamento fisiologico de sementes,
envolve, primeiro, a exposicdo a um condicionante, tornando as plantas mais tolerantes a
exposicao futura ao estresse (BECKERS e CONRATH, 2007; TANOU et al., 2012, BORGES
et al., 2014). O priming é um procedimento que consiste na hidratacdo da semente até a fase
I, com ou sem um agente condicionante, seguido pela secagem da semente, para que 0
processo fisiolégico da germinacdo inicie, mas impeca o surgimento da radicula (GIRI E
SCHILLINGER, 2003). O priming melhora mecanismos de germinacdo, e o de defesa, que
capacita as sementes a superar 0s estresses ambientais que ocorrem durante a germinacao
(FAROOQ et al., 2006, 2009). Tais tratamentos resultam em uniformidade aumento da taxa
de germinacdo e emergéncia de plantulas (KORKMAZ, 2005; SIVRITEPE et al., 2005;
FAROOQ et al., 2007; GUPTA et al., 2008; DURSUN e EKINCI, 2010; SHARMA et al.,
2014) e pode melhorar o estabelecimento de plantulas sob condi¢Bes estressantes
(MCDONALD, 2000; ASHRAF e FOOLAD, 2005; SOEDA et al., 2005; KHAN et al.,
2009a, 2009b; PATADE et al., 2009; FILIPPOU et al.,, 2012 BEWLEY et al., 2013,
HOSSAIN e FUJITA, 2013; MOSTOFA e FUJITA, 2013; BORGES et al., 2014; MOSTOFA
etal., 2014a, b, c; NAHAR et al., 2014, WANG et al., 2014).

Ha diversos métodos de priming de sementes desenvolvidos para melhorar os
parametros de germinacdo e o0 vigor das plantulas, incluindo hidrocondicionamento,
osmocondicionamento, bio-condicionamento, preparacédo de matriz solida,
hormocondicionamento e outros (LUTTS et al, 2016). O osmocondicionamento

(osmopriming) é uma técnica na qual a hidratacdo das sementes durante a fase de imersdo €
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restrita ao nivel desejado pela aplicacdo de uma solucdo com baixo potencial osmatico
(WOJTYLA et al., 2016). Trabalhos sugerem que a exposi¢do inicial a agentes primarios
quimicos (como H202 e NO), torna as plantas mais tolerantes a estresses abioticos (BRUCE et
al., 2007; WAHID et al., 2007, WANG et al., 2010a; HASANUZZAMAN et al.,
2011a; MOSTOFA e FUJITA, 2013; MOSTOFA et al., 2014a; SATHIYARAJ et al.,,
2014; TENG et al., 2014).

O priming resulta em sucesso no estimulo a germinacdo de espécies arbdreas nativas
pioneiras em florestas tropicais (RODRIGUES et al. 2009); o priming melhorou o
estabelecimento de plantulas de uma espécie de arvore pioneira Guazuma ulmifolia, arvore
nativa do Brasil (BRANCALION et al., 2010), também induziu a germinacao antecipada de
varias  espécies arboreas  (Albizia saman, Cedrela odorata, Enterolobium
cyclocarpum e Swietenia macrophylla) nativas da floresta tropical semidecidua de Veracruz,
Meéxico (PERAZA-VILLARREAL et al., 2018). A técnica de priming de sementes nativas
auxilia nos métodos semeadura direta para a recuperacdo de impactadas negativamente
(PEDRINI et al., 2020). Dessa forma, € de se esperar que em solos contaminados por metais
pesados, o priming de sementes melhore a germinacao ao estimular as atividades metabolicas
da semente, desenvolvendo raizes robustas em plantulas sob condicdes de estresse por zinco
(SHETEIWY et al. 2016). Em solos contaminados por cadmio, ja foi relatado que o priming

de sementes com moléculas sinalizadoras antecipam a germinacdo (LU et al., 2018).

2.3. O Papel de ROS e RNS na germinacdo, estabelecimentos de plantulas e em
eventos de estresse

Em sementes durante a embebicdo, as espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ser
geradas a partir de todos os compartimentos metabolicamente ativos, como nas mitocondrias
(por atividade respiratoria) e NADPH oxidase localizadas na membrana plasmatica (BAILLY,
2004). Em sementes hidratadas, a continuacdo do aumento da atividade respiratoria ao longo
da embebicdo pode levar ao aumento da produgédo de ROS (RHOADS et al., 2006; EL-
MAAROUF-BOUTEAU e BAILLY, 2008).

De acordo com Bailly et al. (2008), as sementes respondem diferentemente as ROS
dentro de uma “janela oxidativa”, que, em concentragdes controladas, promove a germinagédo

das sementes. Niveis de ROS acima ou abaixo desta “janela oxidativa” podem danificar as
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células ou podem néo ser suficientes para ativar as vias metabdlicas relevantes do processo de
germinacao.

Nas plantas, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é um resultado da
oxidacdo do oxigénio molecular em decorréncia de reacdes metabdlicas que ocorrem em
varios locais dentro de uma célula vegetal. Além do perdéxido de hidrogénio (H202), 0 &nion
superoxido (O-2), o radical hidroxila (OH) e o oxigénio singleto (*O-2) também s&o
produzidos como uma das primeiras respostas de células vegetais a estresses ambientais, que
em concentracdes fora do controle homeostatico celular, podem causar danos a uma variedade
de processos bioldgicos (HALLIWELL, 2006; GILL e TUTEJA, 2010;DAS E
ROYCHOUDHURY, 2014). Em plantas sujeitas a estresses abidticos, como salinidade, seca,
frio, calor e metais pesados, os niveis de ROS podem aumentar significativamente, levando a
desequilibrio redox e estresse oxidativo (HOSSAIN et al., 2010; HASANUZZAMAN et al.,
2011a, b; HOSSAIN e FUIJITA, 2013; MOSTOFA e FUJITA, 2013;DAS e
ROYCHOUDHURY, 2014; MOSTOFA et al., 2014a, b, c; NAHAR et al., 2014). Niveis
elevados de ROS podem causar danos intensos as proteinas, ao DNA e aos lipidios, afetando
as funcdes celulares normais, o que pode levar a disfuncdo metabdlica permanente e

consequentemente a morte de plantas (ANJUM et al., 2015).

Em niveis de homeostase redox, ROS desempenham um significativo papel na sinalizacdo
para regular a ampla variedade de processos vegetais, incluindo alongamento, diferenciacéo,
morfogénese celular e respostas ao estresse ambiental (DAT et al., 2000; FOREMAN et al.,
2003; TSUKAGOSHI et al., 2010; BHATTACHARJEE, 2012). Estudos demonstraram que 0
H>O> possui um papel importante no processo de transducao de sinal associado a tolerancia a
estresses abidticos e bidticos, e a inducdo do fendbmeno de tolerdncia cruzada a estresse
frequentemente observado em plantas (HOSSAIN et al., 2015).

As espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo geradas quando o Oxido nitrico (NO)
produzido tanto de maneira exdgena ou endodgena, interagem com espécies reativas de
oxigénio (AUGER et al., 2011). As RNS como o NO estdo envolvidos em muitos processos
fisiologicos primérios, incluindo germinacdo de sementes, crescimento e desenvolvimento
radicular, controle dos movimentos estomaticos, floracdo, regulacdo do crescimento do tubo
polinico, amadurecimento de frutos e senescéncia (DOMINGOS et al., 2015; SAMI et al.,
2018). O NO também desempenha um papel critico no desencadeamento dos mecanismos de

defesa das plantas na resposta aos estresses abioticos, como salinidade, seca, alta e baixa
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temperatura e metais pesados (CORPAS et al., 2011; GUPTA et al.,2011; SAHAY e GUPTA
2017; SAMl et al., 2018).

Conforme descrito, tem-se que as moléculas de sinalizagdo de NO e H>O, possuem
funcbes variadas na regulacdo de diversos processos fisiologicos em plantas
(LINDERMAYR, 2018). Estudos recentes mostram que 0 NO e o H20- interagem para aliviar
a influéncia negativa do estresse abidtico no crescimento, metabolismo e desenvolvimento das
plantas. Assim, ambos NO e H20. sdo gerados nas células vegetais para ativar diferentes
mecanismos de resisténcia (Gupta et al. 2019).

A germinacdo das sementes e o crescimento inicial das plantulas sdo dois estagios
importantes do desenvolvimento das plantas (AZEREDO et al., 2016) muito sensiveis a
presenca de metais pesados, que interferem negativamente nesses estagios (SENEVIRATNE,
et al., 2017). O trabalho realizado por Cruz et al., (2020) com espécies nativas mostrou que o
rejeito de minério de ferro da barragem de Fundao (MG) interferiu no crescimento de espécies
vegetais nativas da Mata Atlantica, mas ndo na sua germinacéo, relatando que elas podem ser
utilizadas para revegetar essa area. Mas novas pesquisas devem ser feitas para investigar a
utilizacdo de sementes pré-condicionadas para melhorar a germinacéo e o estabelecimento de
plantulas de espécies nativas para revegetar as areas degradadas pela atividade de mineracédo
de ferro.

Pesquisas tém mostrado que a aplicacdo exdgena de H20, pode induzir tolerancia a
salinidade, seca, frio, e altas temperaturas, a altos niveis de metais pesados (GONG et al.,
2001; UCHIDA et al., 2002; AZEVEDO-NETO et al., 2005; CHAO et al., 2009; LIU et al.,
2010; WANG et al., 2010,2014;ISHIBASHI et al, 2011;GONDIM et al,
2012, 2013; HOSSAIN e FUJITA, 2013), melhorando a germinagéo de sementes de muitas
especies de plantas (FONTAINE et al., 1994; ZEINALABEDINI et al., 2009; LEUNG,
2019). Ja foi relatado que o0 H202 coordena o inicio da germinacgdo de sementes, atuando como
um fator primordial que envolve alteracdes especificas resultando na aceleracdo do processo
de germinacéo, provavelmente devido ao fortalecimento das sementes (BARBA-ESPIN et al.,
2011).

Dentre os diversos compostos geradores de NO, o nitroprussiato de soédio é um dos
mais utilizados em estudos de sinalizagdo de plantas devido a sua eficiéncia, principalmente
em tecidos foliares (EDERLLI et al., 2009). O uso de doadores de NO resulta em altas taxas de
germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas sob ambientes com estresses
bidticos e abioticos (ZHENG et al., 2011; SINGH et al., 2018; EGBICHI et al., 2014).
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Estudos mostraram a interacdo e sinalizagdo entre espécies reativas de nitrogénio, como NO,
com outros reguladores do crescimento, ocorrendo antes da concluséo da germinacdo de
sementes (NONOGAKI 2014, 2017).

Dessa forma, o priming de sementes torna-se uma alternativa vidvel para ser inserida
como tecnologia auxiliar na revegetacdo de areas degradadas, pois trata-se de uma técnica
facil, de baixo custo e risco, ha tempos ja usada para superar o problema de estresse abiotico
(MAITI e PRAMANIK, 2013). Assim, é urgente que estudos possam viabilizar o uso da

técnica para a restauracdo de areas afetadas pela atividade mineradora de ferro.

3. Material e métodos

3.1. Material vegetal
As sementes de Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos, popularmente conhecido

como ipé-rosa, pertencente a familia Bignoniaceae (REITZ et al., 1983), foram coletadas no
campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA)- Lavras—MG, Brasil, com coordenadas
geogréficas de referéncia sao 21°17'33” S de latitude, 45°10'41” W de longitude ¢ 904 m de
altitude, com pelo menos 10 individuos da populacdo, cujas matrizes estdo cultivadas em
latossolo vermelho. As sementes foram beneficiadas, armazenadas em sacos de papel kraft e

colocadas no refrigerador até o inicio dos testes e experimentos.

3.2. Caracterizacdo das sementes para o priming

3.2.1. Curva de embebicdo
As sementes H. heptaphyllus foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio

(NaClO) 1,0% com duas gotas de Tween 20 (detergente) por 10 minutos e lavadas trés vezes
em &gua deionizada. A massa fresca foi aferida por meio de balanga analitica utilizando 4
repeticdes de 25 sementes e foi considerado o peso de cada repeticdo na obtencdo dos valores.
Apos a desinfestacdo e a obtencdo da massa inicial, as sementes foram colocadas em placas
de Petri sobre papel filtro umedecido com agua deionizada. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente (25 £ 2° C) e a cada uma hora durante 12 horas e logo depois foram
realizadas pesagens de 24h em 24h foi realizada a obtencdo da massa fresca das sementes. A
curva de embebicdo das sementes foi construida com os valores de massa fresca ao longo do

tempo. O tempo obtido para estabilizacdo do peso marcou o final da fase Il da embebicéo
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(Fig.1) e foi utilizado na aplicacdo dos tratamentos. Assim, foi determinado o tempo de 45h
para que as sementes de H. heptaphyllus atingissem a fase II.

Figura 1- Curva de embebicéo de sementes de Handroanthus heptaphyllus.
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Fonte: Do Autor (2021).

3.2.2. Curva de secagem
Ao atingirem o tempo de embebicéo de 45h, as sementes foram colocadas para secar para

retornarem a massa inicial. As sementes foram mantidas em estufa a temperatura de 28°C e as
massas foram aferidas por meio de pesagens a cada 1h nas primeiras 12h, e logo depois foram
realizadas pesagens de 2h em 2h para determinar quanto tempo as sementes tardaram a
retornar a massa inicial. Foi assim determinado o tempo de 20h em estufa a temperatura de

28°C para a secagem das sementes de H. heptaphyllus até a massa inicial.

3.2.3. Preparo e determinacdo das concentragdes usadas no priming
Foi feita uma curva de dose e resposta germinativa para determinar as concentragdes de

peroxido de hidrogénio (H20-) e oxido nitrico (NO) para aplicagdo do priming. Foi utilizado
o Nitroprussiato de sédio como doador de NO. As concentracfes de H>O> utilizadas foram:
100, 200, 300 400 e 500 uM (Hemalatha et. al, 2017), e para 0 NO as concentra¢des foram:
50, 100, 150, 200 e 250 uM. (GAVASSI et al., 2019). Apds a embebicdo nestas solugdes e
posterior secagem, conforme mencionado, as sementes, logo em seguida, foram colocadas

para germinar.
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Em caixas tipo Gerbox transparentes foram colocados 1509 de substrato vermiculita,
onde foram semeadas sementes pré-condicionadas nas concentracBes citadas com 25
sementes, com 4 repetices para cada concentracdo dos condicionantes. As sementes foram
colocadas para germinar em camera de germinacdo com fotoperiodo, sendo a temperatura
6tima de germinagdo 30°C e fotoperiodo 12 horas e 40 umol fotons m? s (CRUZ et al.,
2020). Foi feito 0 acompanhamento da germinacdo ao longo de 7 dias, no qual foi possivel
determinar a concentracdo mais eficiente de NO e H.O> para promogdo da germinacdo (Fig.
2). De acordo com os valores do indice de velocidade de germinacdo (IVG), foram entdo
determinadas as concentragdes de 200uM NO e 100uM H2O0> para sementes de H.
heptaphyllus para serem cultivadas em solo ou rejeito.

3.3.  Obtencéo e caracterizagao do rejeito de mineradora de ferro
O rejeito de mineracdo utilizado nos experimentos foi coletado na Mina do Pico,

pertencente a empresa VALE S.A., no municipio de Itabirito- MG, Brasil, em abril de 20109.

O rejeito de mineracdo de ferro foi encaminhado ao Laboratério de Anélise de Solo,
Tecidos vegetais e Fertilizante (UFV- Vigosa) e o latossolo utilizado nos experimentos
proveniente dessa area de transicdo Cerrado e Mata Atlantica foi encaminhado ao Laboratorio
de analise de Solos (UFLA) para as analises de composicao quimicas de ambos os substratos,
pelo método de espectrometria de absorgdo atdmica, pelo extrator Mehlich™, da qual foram
obtidas as seguintes concentragdes de macronutrientes, micronutrientes e metais pesados
(Tabela 1).

Tabela 1- Andlises quimicas dos substratos (mg dm=) latossolo e rejeito de mineragdo de

ferro
Componentes quimicos Latossolo Rejeito de Mineradora de ferro

P (mg dm?) 0,05 8,3
Mg (mg dm3) 0,20 0,01

Ca (mg dm) 0,60 0,31
Mn (mg dm) 12,0 26,0

Fe (mg dm) 61,20 33,1

zn(mg dm) 0,60 0,64

Cu (mg dm) 1,09 0,45

Cd (mg dm-®) - 0,23

Pb (mg dm) - 1,13
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pH 6.4 5,48

Fonte: Do Autor (2021).

3.4.  Condicao dos experimentos

No experimento 1, foi avaliada a germinacao de sementes de H. heptaphyllus em solo ou
rejeito de mineragdo. No experimento 2, foi avaliado o estabelecimento de plantulas de H.
heptaphyllus em solo ou rejeito de mineragdo. Em ambos os experimentos o latossolo
vermelho foi misturado em uma proporcdo 2:1 de areia, sendo uma proporcdo de 2 de
latossolo vermelho e 1 de areia, e o rejeito de mineracdo de ferro na proporcao 1:1 de areia.
Em ambos, as sementes foram provenientes ou ndo dos tratamentos de priming com HO,
200uM NO e 100uM H202 e da combinagéo de ambos.

Os experimentos foram conduzidos em parelelo, em casa de vegetacdo no campus da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras — MG, Brasil, coordenadas geograficas de
referéncia sdo 21°17'33” S de latitude, 45°10'41” W de longitude e 904 m de altitude. No
experimento 1, foram semeadas 35 sementes de H. heptaphyllus em vasos de 0,8L com o0s
respectivos substratos (solo e rejeito), com o0s seguintes tratamentos: 1) Controle (sementes
ndo tratadas); 2) priming com H20; 3) priming com 200uM NO; 4) priming com 100uM
H20. e 5) priming com 200uM NO+100uM H20». Foram utilizadas 5 repeticGes de cada

tratamento para cada tipo de substrato, totalizando 50 unidades amostrais.

As sementes foram acompanhadas por 10 dias, que foi o periodo de estabilizacdo da
germinacdo (dois dias sem aumento da porcentagem de germinacdo nas repeticdes). Neste
periodo foram avaliados os parametros germinativos. As sementes foram também coletadas

para analises bioguimicas (topico 3.7)

No experimento 2, dez plantulas em cada repeticdo cultivadas em vasos nas mesmas
condicBes descritas para as sementes. Foram analisadas quanto ao crescimento, fluorescéncia
da clorofila a e ensaios bioquimicos (topico 3.7) aos 50 dias de cultivo, onde o controle ja

estavam com o segundo par de folhas emergidos.

3.5. Parametros germinativos
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3.5.1. Germinabilidade
As sementes foram avaliadas diariamente para verificagdo da porcentagem de germinagéo

(germinagdo acumulada), cujo critério adotado foi a protrusio da radicula (> 2mm). O indice
de Velocidade de Germinacao (IVG) foi calculado segundo Maguire (1962), onde G= numero

de sementes germinadas, e N= dias da instalacdo do teste.

n
Vg = Z e
N1 N2 Nn'

3.5.2. Tso
O Tso corresponde ao tempo necessario para que 50% do lote de sementes germine, de

acordo com a férmula abaixo, em que: N o nimero total de sementes germinadas; ni e nj, o
ndmero de sementes de acordo com: ni < N/2 < nj; e ti e tj sdo os dias em que ni e nj

ocorreram, segundo Farooq et al., (2005).

(—— ) (t; — t;)

(n; —n;)

Teg_t; +

3.6. Termoesbilidade de membrana

A determinagéo da termoestabilidade de membranas das sementes de H. heptaphyllus
foi medida usando condutivimetro. Em frascos contendo 10 ml de agua deionizada, dez
sementes por repeticdo foram mantidas a 25 °C por 4 h para leitura utilizando condutivimetro.
Os frascos foram autoclavados e por 15 minutos a 120°C a 1 atm e resfriados a temperatura
ambiente para a realizacdo da segunda medicao.

A permeabilidade da membrana foi aferida pelo indice de estabilidade da membrana

celular (CMS) de acordo com Sullivan & Ross (1979) e calculada usando a seguinte equagao:

Tl
1-12
WCMS = =100
,_C1L
C2

As letras T e C sdo as condutividades das amostras dos tratamentos e controle,
respectivamente. T1 e T2 correspondem a primeira e segunda condutividade da solucédo
determinada para amostras tratadas, e C1 e C2 sdo 0s respectivos valores para o controle. Os

resultados foram expressos em % em relagéo ao controle.
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3.7.  Analises bioquimicas
Para as analises bioguimicas que necessitam de material fresco, tanto sementes recém-

germinadas como plantulas foram congeladas em nitrogénio liquido no momento da coleta e
armazenados a -80°C até o0 momento das analises. Para sementes o tegumento foi retirado em
momentos antes dos ensaios bioquimicos, e entdo, sementes e plantulas foram maceradas com
N> liquido em um pool por cada repeticdo. Para as analises que necessitam de matéria seca,
sementes sem tegumentos e plantulas foram levadas a estufa de circulagdo forgada a 60°C por
72h. Para todas as analises bioquimicas, cada repeti¢do consistiu num pool de 25 sementes ou

05 plantulas maceradas.

3.7.1. Extracdo de agucares sollveis totais e aminoacidos
Seguindo a metodologia descrita por Zanandrea et al. (2010), foram utilizados 0,2 g de

MS (matéria seca) tanto para sementes e como para plantulas, em 10 mL de tampéao fosfato de
potassio 0,1 M pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a 40 °C. Depois a amostra foi
centrifugada a 6.4000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente houve o armazenamento em
potes plasticos devidamente identificados a -20 °C. As aliquotas do sobrenadante serviram

para as analises de acUcares solUveis totais e aminoacidos sollveis totais.

3.7.1.1. Quantificacdo de agUcares solaveis
Com as aliquotas obtidas do item acima, os aguUcares sollveis totais (AST) foram

quantificados segundo (YEMM & WILLIS, 1954), os resultados foram calculados com base
na curva padrio de glicose e expressos em pmol AST. g MS? tendo a leitura em
espectrofotdmetro realizada a 620nm. Os acUcares redutores (AR) foram quantificados de
acordo com a metodologia de (MILLER, 1959), e os resultados foram calculados com base na
curva padrio de glicose e expressos em pmol AR. g MS? tendo a leitura em
espectrofotémetro realizada a 540nm. Os acUcares ndo-redutores (ANR) foram obtidos pela
diferenca entre AST e AR.

3.7.1.2.  Quantificacdo de aminoacidos solUveis totais
O método descrito por Yemm & Cocking (1955) foi utilizado para quantificar as

variagfes na concentracdo de aminodcidos solUveis totais presentes nas sementes e nas
plantulas. Apds a obtencdo do extrato no volume de 1 ml, foram adicionados 500 pl tampé&o
citrato de sédio 0,2 M, pH= 5,8, 200 pl solugdo ninhidrina 5% em éter monometilico de
etilenoglicol + 1 ml de solugdo KCN 0,0002 M. O ensaio foi aquecido a 100° C em banho-
maria por 20 minutos e, apos, resfriado por 10 minutos acrescentou-se 1 ml de &lcool etilico
60%, seguindo-se leitura em espectrofotdmetro em 570nm e os resultados foram expressos em

umol.gMS™,
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3.7.2. Quantificacédo de prolina
O método utilizado foi o descrito por (CARILLO & GIBBON, 2011). Amostras com 0,1

g de matéria fresca de plantulas foram homogeneizadas com etanol 60% e centrifugadas a
14000g durante 5 minutos. Em tubo de ensaio contendo 0,5 ml do sobrenadante, foi
adicionado 1 ml de ninhidrina 1% em 4&cido acetico 60% e etanol 20%. Em seguida, as
amostras foram mantidas 20 min em banho-maria a 95° C. Ap6s o resfriamento, por imersdo
em banho de gelo, foi adicianado 1 ml de etanol 60%, realizada a leitura em
espectrofotdbmetro a 520 nm. As absorbancias obtidas foram comparadas com a curva-padrédo

de prolina. Os resultados obtidos expressos em microgramas de prolina por pg.mgMSs

3.7.3. Extracdo e quantificacdo de proteinas totais
A quantificacdo de proteinas sollveis totais, 0,1 g de sementes e plantulas (matéria

fresca) foram maceradas em N2 liquido e homogeneizadas com 750 pl de tampé&o fosfato (100
mM pH 7,8) contendo 100 mM de &cido etilenodiaminatetracético (EDTA), 1 mM de &cido
ascorbico e 5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) (GOMES; SOARES & GARCIA, 2014).
O sobrenadante foi coletado e uma aliquota do extrato foi retirada e misturada com o reagente
de Bradford. As proteinas sollveis totais foram determinadas em espectrofotdmetro com
absorbancia de 595 nm, de acordo com o método descrito por (BRADFORD, 1976) e o0s
resultados foram expressos em mg g *MF.

3.7.4. Extracdo e quantificacdo do perdxido de hidrogénio
Os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) foram quantificados pelo método de

Velikova et al. (2000). 0,1 g de sementes ou plantulas foram maceradas em N e
homogeneizadas com 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. As amostras foram
centrifugadas e a reagdo foi realizada com tampéo fosfato de potassio (KH2PO4) 10mM, pH
7,0 e iodeto de potassio (K1) a IM. As amostras foram analisadas em espectrofotémetro a 390
nm e os niveis de H>O> foram quantificados por meio de curva padrdo. Os resultados foram

expressos em Hz20:2 (umol.g MF).

3.7.5. Extracao de enzimas do sistema antioxidante
Para a extracdo enzimatica (catalase — CAT, superoxido dismutase — SOD e ascorbato

peroxidase — APX), 0,1 g de sementes e plantulas foram maceradas em N2 liquido e
homogeneizadas com 750 pl de tampéo fosfato (100 mM pH 7,8) contendo 100 mM de &cido
etilenodiaminatetracético (EDTA), 1 mM de acido ascérbico e 5% de polivinilpirrolidona
(PVPP) (GOMES et al. 2014).
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3.75.1. Catalase (CAT)
O meio de reacdo para CAT foi composto por tampéo fosfato de potassio 67 mM (pH

7,0), 10 mM de H;0: e extrato enzimatico. O consumo de H.O; foi mensurado a 240 nM
conforme descrito por Anderson et al. (1995). Os resultados foram expressos em CAT

atividade (umol H202 min™t mg? proteina).

3.7.5.2. Ascorbato peroxidase (APX)
A atividade da APX foi aferida da em meio composto por 50 mM de tampéo fosfato (pH

7,0), 0,5 mM de é&cido ascorbico, 2 mM de H»O, e quantidade adequada de extrato
enzimatico. A oxidacdo do ascorbato foi feita a leitura & 290 nm seguindo Nakano e Asada

(1981). Os resultados foram expressos em APX atividade (umol H202 min™t mg™? proteina).

3.7.5.3.  Superdxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi medida em meio de reacdo contendo 50 mM de tampao fosfato

(pH 7,8), 13 mM de L-metionina, 0,1 mM de EDTA, 0,002 mM de riboflavina e 0,075 mM de
NBT, segundo descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A reagdo foi conduzida em luz
fluorescente (15 W) por 10 minutos enquanto o controle (sem amostra) foi mantido no escuro
a temperatura ambiente. Foi feita a leitura no espectrofotdmetro a 575 nm. Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a reducdo do

NBT. Os resultados foram expressos SOD atividade (U min™ g proteina™®).

3.7.6. Pigmentos
Seguiu-se 0 método de Lichtenthaler, Buschmann (2001) para a quantificacdo de

clorofilas. As folhas foram coletadas em papel aluminio devidamente identificadas e mantidas
em gelo. Foram maceradas 0,1 g de massa fresca foliar em 5 mL de acetona 80%. Logo ap6s
os extratos foram filtrados, e o volume foi completado com acetona 80% para 10mL. As

leituras foram realizadas a 663,2 nm, 646,8 nm e 470 nm em espectrofotdmetro.

Os célculos de pg de clorofila/g de matéria fresca foliar, seguiram as equagdes:
Clorofila a: 12.25xAe63,2 — 2,79XAs646 8;

Clorofila b: 21.50xAs646,8 — 5,10XAs63 2.
Clorofilas totais: Ca + Cp = (20,20 x Asas) + (8,02 X Ass3)

Os célculos de pg de Carotenoides/g de matéria fresca foliar:

Carotenoides: (1000xAa470 -1,82xCa-85,02xCpb) /198
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3.8.  Fluorescéncia da clorofila a

As medigOes da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no 50° dia em folhas
totalmente expandidas, na parte da manha, com o fluorémetro portatil Mini-PAM (Heinz
Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). Tecidos foliares foram previamente aclimatados ao
escuro por 40 min para obter a fluorescéncia inicial (FO) e a fluorescéncia maxima (Fm). A

eficiéncia quantica maxima do FSII foi entdo calculada como:
Fv/IFm = (Fm - FO) / Fm

O rendimento quantico efetivo do PSII foi calculado como:
oPSII= (Fm’ — F) / Fm’

O quenching ndo fotoquimico (NPQ) foi calculado de acordo com Bilger e Bjoérkman
(1990), como:

NPQ= (Fm - Fm’) / Fm’

A taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) foi calculada de acordo Baker (2008),

como:
ETR = (¢PSII * PAR * 0,84 * 0,5)

onde PAR ¢ a Radiacdo fotossinteticamente ativa, 0,84 € o coeficiente de absorcdo da

folha 0,5 representa a contribuicdo de 50% do PSII para a absorbancia total da amostra.

3.9.  Analises de parametros de tolerancia
As plantulas foram coletadas apos 50 dias para as analises de massa fresca, nUmero de

folhas e medidas de comprimento da plantula, da parte aérea e da raiz. Foi realizado a massa
seca; e a diferenca da massa fresca com a massa seca, proporcionou avaliar o conteudo de

agua nas plantulas
O indice de tolerancia ao estresse abidtico foi calculado da seguinte forma:
(IT=BMT/BMC)

onde BMT ¢ a biomassa acumulada em cada tratamento e BMC ¢ a biomassa acumulada no

tratamento controle (Rahman et al., 2013).



28

3.10. Analises de acumulo de metais
A concentragdo dos metais Fe e Mn nas plantulas foi quantificado por espectrofotometria de

absorcdo atbmica apos digestdo nitrico-perclorica, utilizando 0,1g de massa seca.

O Fator de Transferencia (FT) de cada metal foi determinado pela equacdo descrita com
Lubben & Sauerbeck (1991):

FT = (QPA/QR)

sendo QPA a quantidade acumulada de cada metal nas plantulas e QR o quantidade total de

cada metal acumulado que foi extraida do solo.

A Eficiéncia de Remocéo (E%) de cada metal foi determinada pela seguinte equagéo
(JORGE et al., 2010):

E% = (FT * 100) / N
onde FT ¢é o fator de transferéncia e o N é o numero da repeticdo de cada tratamento.

3.11. Delineamento experimental e analise estatistica

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5 repeticdes contendo 35
sementes ou 10 plantulas em fatorial 2x5, dois tipos de substratos: latossolo vermelho e
rejeito de mineracdo de ferro e cinco tratamentos de priming: 1) Controle (sementes nao
tratadas); 2) priming com H»O; 3) priming com 200uM NO; 4) priming com 100uM H20: e
5) priming com 200uM NO+100uM H202. A normalidade dos dados e a homogeneidade das
variancias foram verificadas através dos testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente e
submetidos a analise de variancia fatorial, com dois fatores (nivel de significancia 5% pelo
teste de Tukey), utilizando-se o software livre Rbio©, os graficos foram produzidos no

software SigmaPlot©.

4. Resultados
4.1. Efeitos do priming na germinacéo de sementes de H. heptaphyllus

4.1.1. Efeitos de doses de priming de NO e H202 na germinagéo de sementes de H.
heptaphyllus em condic¢des controladas

Em relagdo as doses testadas de ambos condicionantes, H.O> e NO, observou-se que
no tratamento com NO a dose de 200 uM antecipou e uniformizou a germinacao (Fig. 2A) e
apresentou um maior IVG (Fig. 2C). Para as doses de H20 nota-se que o tratamento com

100uM apresentou germinacdo antecipada quando comparada aos demais tratamentos (Fig.
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2B) entretanto sem diferengas no 1IVG nas demais concentragdes (Fig. 2D). Dessa forma, as
concentracoes de 200uM de NO e 100uM de H20- foram as utilizadas para o priming.

Figura 2- Germinacdo acumulada de sementes pré-condicionadas de Handroanthus
heptaphyllus com concentracdes de NO (A) e H2O, (B) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) nas concentracdes de NO (C) e H20»
(D).
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As barras representam as médias + erro padrdo. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. Fonte: Do Autor (2021).

4.1.2. Efeitos do priming na germinacéo de sementes de H. heptaphyllus em
solo e rejeito de mineracgéo de ferro

A germinacdo das sementes no rejeito apresentou atraso quando comparadas ao
cultivo no solo. Em relagdo ao cultivo no solo (Fig. 3A), verificou-se que as sementes no
controle obtiveram maior germinacdo acumulada e IVG e menor T50, chegando a cerca de
100% de germinagéo, enquanto nos tratamentos de priming a germinagéo ficou em torno de
70% (Fig. 3C; 3D; 3E). No rejeito (Fig. 3B), observam-se resultados similares para as
mesmas varidvies de germinagdo, porém houve uma reducdo do percentual de germinacéo
(Fig. 3C) em relagéo ao observado no cultivo das sementes no solo. As sementes do controle
no rejeito apresentaram germinacéo final em torno de 80% enquanto as sementes tratadas com

o0s condicionantes apresentaram em torno de 60% de germinacéo (Fig. 3C).
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Figura 3- Germinacdo acumulada de sementes no solo (A), e no rejeito (B).
Porcentagem de germinacéo (C), Indice de velocidade de germinagéo - IVG
(D) e T50 (E) de sementes de Handroanthus heptaphyllus pré-
condicionadas (Controle, H20, 200uM NO, 100uM H202 e 200uM
NO-+100uM H20,) e cultivadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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As barras representam as médias * erro padrdo. As letras mailsculas comparam diferengas
entre os substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras minusculas comparam o0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o
significativo) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps=
valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interagdo
dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

Em relacdo as andlises bioquimicas, os niveis endogenos de H2O. (Fig. 4A) foram
maiores nas sementes cultivadas no solo com o condicionante NO+H»O; para as sementes
cultivadas em rejeito, o condicionante H>O, apresentou o maior valor de niveis de perdxido de
hidrogénio. Em relagdo a termosestabilidade de membrana, todas as condigdes apresentaram

um valor menor que 100 (Fig. 4B).

Dentre as atividades especificas das enzimas do sistema antioxidante, observou-se que
a atividade de CAT (Fig. 4C) em sementes cultivadas no solo, o tratamento controle e o
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condicionante de H.O» apresentaram as maiores atividades comparados aos demais
condicionantes, contudo as baixas atividades de CAT dessas sementes foram encontradas no
NO+H20- para ambos os substratos (Fig. 4C). Para APX (Fig. 4D), as sementes cultivadas no
solo, em geral, apresentaram 0s maiores niveis de atividade especifica do que as do rejeito,
mostrando um decréscimo na atividade em sementes cultivadas no solo provenientes do
condicionante NO+H»O,. Para a atividade especifica de SOD (Fig. 4E), as sementes
cultivadas no solo apresentaram maiores valores quando tratadas com o condicionante H;O.
No rejeito, os condicionantes H.O, NO, H>02 e NO+H>0- apresentaram uma maior atividade
de SOD quando comparada com o controle neste substrato (Fig. 4E).

Figura 4- Niveis enddgenos de peroxido de hidrogénio (A), termoestabilidade de
membrana (B), atividades especificas de catalase — CAT (C), ascorbato
peroxidase- APX (D) e superdxido dismutase- SOD (E) em sementes recém
germinadas de Handroanthus heptaphyllus pré-condicionadas (Controle,

H>0, 200uM NO, 100uM H20; e 200uM NO+100uM H20,) semeadas em
solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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/As barras representam as médias + erro padréo. As letras mailsculas comparam a diferenca
entre os substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras minusculas comparam o0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o
significativo) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps=
valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interacéo
dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).
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Para as proteinas solUveis totais (Fig. 5A) nas sementes cultivadas no solo, o controle
e o condicionante de NO+H,O> apresentaram 0s maiores valores quando comparados aos
demais tratamentos nesse substrato. No rejeito, as sementes tratadas com os condicionantes
H20O, NO, H202 e o controle apresentaram valores mais elevados quando comparados ao
tratamento NO+H,O; (Fig. 5A). Para amino&cidos totais (Fig. 5B) das sementes cultivadas no
solo, os maiores niveis foram encontrados no condicionante com NO; ja para o rejeito, 0
condicionante NO+H»0O; resultou em maior valor, mas todos os condicionantes mostraram

concentragcdes maiores do que o controle (Fig. 5B).

Para acucares soluveis totais (Fig. 5C), em sementes cultivadas no solo, observaram-
se elevados niveis no tratamento controle e com o condicionante H20.. No rejeito ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Em relacdo aos niveis de aclcares redutores (Fig.
5D), o menor valor foi observado em sementes provenientes do priming com H.O e NO em
solo e no rejeito no condicionante NO. Para os acUcares nao redutores (Fig. 5E) os
tratamentos com NO e NO+H>0: no solo apresentaram a menor concentracao; no rejeito o
condicionante NO+ H>0- apresentou 0 menor valor em comparagdo aos dessas tratamentos
desse substrato.

Figura 5- Proteinas sollveis totais (A), aminoacidos totais (B), acUcares sollveis

totais- AST (C), acUcares redutores- AR (D) e agucares ndo redutores- ANR
(E) em sementes recém germinadas de Handroanthus heptaphyllus pré-

condicionadas (Controle, H.O, 200uM NO, 100uM H202 e 200uM
NO+100uM H20,) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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As barras representam as médias + erro padrdo. As letras mailsculas comparam a diferenga
entre o0s substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras minusculas comparam 0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (Nao
significativo) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey & 5% de significancia. Ps=
valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo
dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

4.2.  Efeitos do priming no estabelecimento de plantulas de H. heptaphyllus cultivadas
em solo e rejeito de mineracéo de ferro

Os acumulos de ferro (Fig. 6A) e de manganés (Fig. 6B) foram maiores nas plantulas de
H. heptaphyllus provenientes do priming com NO em plantulas cultivadas em rejeito. As
plantulas cultivadas em rejeito provenientes dos condicionantes com H.O2 e NO+H,0; foram
as que menos acumularam esses nutrientes. No cultivo no solo, os tratamentos com priming
ndo apresentaram diferenca significativa para ambos os nutrientes analisados em relagcéo ao
controle.

Figura 6- Concentracdo de ferro (A) e manganés (B) em pléantulas de Handroanthus

heptaphyllus pré-condicionadas (Controle, H>O, 200uM NO, 100uM H20> e
200uM NO+100uM H202) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de

ferro.
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As barras representam as médias + erro padrdo. As letras mailsculas comparam a diferenca
entre 0s substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras mindsculas comparam 0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps= valor de p entre os substratos,
P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo dos substratos e 0s
condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

Para os parametros de toleréncia das plantulas aos metais Fe e Mn (Tabela. 2), observa-se
que no solo ndo houve diferenca entre os condicionantes em ambos metais para as variaveis

fator de transferéncia (FT) e a eficiéncia de remocao (E%) e apresentaram um maior indice de
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tolerancia (IT) no solo. Contudo, no rejeito nota-se que os IT variam conforme os tratamentos,

no NO observa-se um IT moderado e 0 H202 observa-se um IT tolerante alto (Tabela. 2).

Tabela 2- indice de tolerancia (IT), Fator de transferéncia (FT) e Eficiéncia de remogéo (E%)
para ferro e manganés em plantulas de Handroanthus heptaphyllus pré-
condicionadas (Controle, H2O, 200uM NO, 100uM H202 ¢ 200uM NO+100uM
H>0>) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.

Mn
Tratamentos IT FT E (%) FT E (%)
(mg Kg*) (mg Kg*)
Solo Controle 1,0 0,001%0 Ba 0,026* 0,003%  0,0002 * QB2 0,004* 052
H.0 1,16 0,001*0Ba 0,020* 0,020%  0,0002* 0B 0,004* 052
NO 1,05 0,002*0 B2 0,048*0,006%  0,0003* 0 B2 0,005* 0 Ba
H20; 1,10 0,002*0 Ba 0,036* 0,0025  0,0002* 0B 0,004* 052
NO+H;0; 1,18 0,003*0 52 0,054* 0,0088  0,0002*0B2  0,005*0,001 B2
Rejeito  Controle 0,59 0,033*0,004°  0,666*0,074°  0,0007* 04  0,014* 0,0014
H.0 0,60 0,022% 00,0024 0,441%0,0474  0,0008*0”°  0,015* 0,001
NO 0,46 0,061* 0,003 1,218*0,0827%  0,0012* 0"  0,024* 0,0034
H20; 0,80 0,018* 0,0034¢ 0,355* 0,054  0,0004* 0~ 0,009* 0,001A¢
NO+H;0; 0,69 0,015* 0,003~°  0,300* 0,064%°  0,0005* 0A°  0,010* 0,001
Ps <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Pc <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
PsXc <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

As letras mailsculas comparam a diferenca entre os substratos dentro do mesmo
condicionante, e as letras mindsculas comparam os condicionantes dentro do mesmo substrato. As
médias seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Ps= valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psxc= valor
de p da interacdo dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

De forma geral, no solo as plantulas de H. heptaphyllus apresentaram um maior
comprimento total, de parte aérea, radicular e nimeros de par de folhas (Tabela 3) do que no
rejeito. Contudo, no rejeito as plantulas com o condicionante de NO mostrou um maior

comprimento da raiz quando comparado com o solo, e as plantulas com o condicionante de

H20- apresentou 0 maior comprimento de raiz entre os tratamentos no rejeito.

Tabela 3- Comprimento da plantula, da parte aérea, radicular e nimero de par de folhas aos
50 dias em plantulas de Handroanthus heptaphyllus pré-condicionadas (Controle,

H20, 200uM NO, 100uM H202 ¢ 200uM NO+100uM H202) semeadas em solo e

em rejeito de mineradora de ferro.
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Tratamentos Comprimento da Comprimento Comprimento
plantula (cm) Parte aérea (cm) Radicular (cm) folhas
Solo Controle 15,73*0,36"° 8,930,184 6,80%0,20 A% 1,9*0,17
H.0 17,821,074 9,180,454 8,640,704 2,004
NO 15,370,294 8,960,264 6,41*0,10 B° 1,9%0,142
H20: 17,19%0,37 42 9,32 0,26 "¢ 7,88%0,20 A% 2,001
NO+H0; 17,830,694 9,73*0,25% 8,10*0,50 A% 2,004
Rejeito Controle 13,24%0,77 B2 7,38%0,23 B2 5,86*0,59 B° 1,0:082
H.0 14,18*0,16 B2 7,70%0,28 B2 6,49* 0,25 B 1,1*0,182
NO 14,02¢0,36 B2 6,61%0,38 B2 7,410,432 1,0t08a
H-0; 15,53*0,27 B2 7,88t 0,17 B2 7,640,192 1,0t08a
NO+H0; 13,88%0,35 B2 7,37%0,24 B2 6,51*0,29 B° 1,0t0B2
Ps <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Pc <0,05 Ns Ns Ns
PsXc Ns Ns <0,05 Ns

As letras mailsculas comparam a diferenca entre os substratos dentro do mesmo
condicionante, e as letras mindsculas comparam os condicionantes dentro do mesmo substrato. As
médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o significante) ndo apresentam diferenca significativa
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps= valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre o0s
condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor
(2021).

Para a biomassa total da parte aérea e radicular (Tabela 4), as plantulas dos
tratamentos no solo apresentaram 0s maiores valores quando comparado com o rejeito.
Porém, as plantulas do condicionante de H.O> apresentou a maior biomassa total e radicular
guando comparados com os demais tratamentos no rejeito.

Tabela 4- Biomassa total, da parte aérea e radicular aos 50 dias em plantulas de Handroanthus

heptaphyllus pré-condicionadas (Controle, H2O, 200uM NO, 100uM H20: e
200uM NO+100uM H202) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.

Tratamentos Biomassa Biomassa Parte Biomassa
Total (g) aérea (g) Radicular (g)
Solo Controle 0,46%0,02 A2 0,36*0,02 42 0,09t044
H.0 0,53*0,034a 0,42*0,02 A2 0,11*0,0142
NO 0,48*0,0142 0,38*0,0142 0,11*0,0142
H.0; 0,50%0,0142 0,40%0,0142 0,10t 042
NO+H,0, 0,54%*0,02 42 0,43*0,0142 0,10*0,0142
Rejeito Controle 0,27*0,02 B° 0,19%0,02 B2 0,080 Bab
H.0 0,27*0,02 Bb 0,21*0,02 B2 0,07+0 B0
NO 0,25*0,03 Bb 0,20%0,02 B2 0,05*0,01 B°
H20, 0,37+0,03 B2 0,27*0,02 B2 0,100,015
NO+H,0, 0,32*0,018° 0,24*0,01 B2 0,07*0,01 Bab
Ps <0,05 <0,05 <0,05
Pc <0,05 <0,05 Ns
PsXc Ns Ns <0,05

As letras maiusculas comparam a diferenga entre o0s substratos dentro do mesmo
condicionante, e as letras mindsculas comparam os condicionantes dentro do mesmo substrato. As
médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o significante) ndo apresentam diferenga significativa
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pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps= valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os
condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor
(2021).

Quando avaliado o conteudo de agua presente na parte aérea e radicular (Tabela 5),
observa-se gque as plantulas no solo houveram um maior contetudo de agua que as plantulas no
rejeito, ndo havendo diferenca estatistica entre os condicionantes em ambos 0s substratos.
Tabela 5- Contetdo de &gua da parte aére e radicular de plantulas de Handroanthus

heptaphyllus pré-condicionadas (Controle, H.O, 200uM NO, 100uM H2O0: e
200uM NO+100uM H20>) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.

Tratamentos Conteldo de 4gua Conteldo de 4gua
Parte aérea (%)

Radicular (%)

Solo Controle 42,66* 1,562 17,230,542
H.0 46,882,524 16,96* 1,88 A
NO 42,830,994 16,86* 1,86 A
H>0, 44,381,362 13,710,314
NO+H;0, 48,581,374 15,83*0,7542

Rejeito Controle 22,99*0,04 B2 9,10*0,01 52
H>O 30,65*3,41 B2 10,37%0,65 B2
NO 23,302,382 10,471,563 B2
H.0, 31,20*0,98 B2 12,86*0,96 B2
NO+H;0, 25,77 0,59 B2 9,38*0,29 B2
Ps <0,05 <0,05
Pc <0,05 Ns
PsXc Ns Ns

As letras maiusculas comparam a diferenga entre os substratos dentro do mesmo
condicionante, e as letras mindsculas comparam os condicionantes dentro do mesmo substrato. As
médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o significante) ndo apresentam diferenca significativa
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps= valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre 0s
condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo dos substratos e os condicionantes. Fonte:Do Autor
(2021).

Em relacdo aos niveis de clorofila a (Fig. 7A) clorofila b (Fig. 7B) e clorofilas totais
(Fig. 7C), observa-se maiores niveis nas folhas no condicionante H>O. no solo quando
comparados aos outros condicionantes e quando comparado as folhas das plantulas no rejeito.
Quando cultivadas no rejeito, as plantulas do controle apresentaram a maior concentracéo de
clorofila a (Fig. 7A) clorofila b (Fig. 7B) do que as plantulas dos demais tratamentos,
clorofilas totais apresentaram um maior valor em folhas de plantulas no controle e no
condicionante de NO em relacdo aos demais condicionantes. O contedo de carotenoides em
plantulas provenientes do condicionamento em H2O> apresentou maiores valores no rejeito do
que no solo.

Figura 7- Teores de clorofilas a (A), clorofilas b (B), clorofilas totais (C) e
carotenoides (D) em folhas de plantulas de Handroanthus heptaphyllus
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pré-condicionadas (Controle, H.O, 200uM NO, 100uM H20, e 200uM
NO+100uM H202) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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As barras representam as médias + erro padrdo. As letras mailsculas comparam a diferenga
entre os substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras minusculas comparam 0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps= valor de p entre os substratos,
P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo dos substratos e 0s
condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

Avaliando a fluorescéncia da clorofila a, nota-se que o rendimento quéantico maximo
do PSII (Fv/Fm) (Fig. 8A) apresentou um decréscimo nas plantulas dos tratamentos no rejeito
quando comparados com o solo, ndo mostrando diferenca estatistica dentro dos tratamentos
em ambos 0s substratos. Quanto ao rendimento quantico efetivo do PSII (®PSII) (Fig. 8B),
nota-se que no solo, as plantulas com o condicionante de NO resultou em valores de ®PSII
significativamente maiores nas plantulas cultivadas no rejeito em relacdo aquelas cultivadas
no solo, observe-se também que no rejeito, somente as plantulas oriundas do condicionante
com H>O> apresentaram menor ®PSII. As plantulas provenientes do condicionante com

NO+H20- apresentou o maior valor em comparagao as plantulas dos outros tratamentos.

Em relacdo ao quenching nédo fotoquimico (NPQ) (Fig. 8C), as plantulas provenientes

do condicionanteo com H>O. apresentaram um maior valor quando cultivadas no solo
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comparado ao rejeito. No rejeito, as plantulas do condicionante com H>O apresentaram valor
mais elevado que os demais tratamentos, seguido pelas plantulas com os condicionantes NO e
H20> (Fig. 8C). O ETR (Fig. 8D) apresentou maiores valores em plantulas provenientes do
condicionantecom H20 e H20- cultivadas no solo e no rejeito, respectivamente em relagéo

ao0s outros condicionantes.

Figura 8- Rendimento quéntico maximo- Fv/Fm (A), rendimento quéantico do fluxo de
elétrons através do PSII- ®PSII (B), quenching ndo fotoquimico- NPQ (C) e
a taxa de transporte de elétrons- ETR (D) em folhas de plantulas de
Handroanthus heptaphyllus pré-condicionadas (Controle, H>O, 200uM NO,
100uM H202 € 200uM NO+100uM H202) semeadas em solo e em rejeito de
mineradora de ferro.
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As barras representam as médias + erro padrdo. As letras mailsculas comparam a diferenca
entre 0s substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras mindsculas comparam 0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o
significante) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps=
valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psxc.= valor de p da interagdo
dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

Os niveis enddgenos de perdxido de hidrogénio (Fig. 9A) mostraram 0s maiores
valores em plantulas cultivadas no solo provenientes dos tratamentos controle e NO+H>0>

guando comparados as plantulas dos demais tratamentos nesse substrato. No rejeito, o Unico
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tratamento que apresentou maiores niveis de H2O. que no solo foi nas plantulas proveniente
do condicionante com NO. Avaliando as atividades especificas das enzimas do sistema
antioxidante, observou-se que a CAT (Fig. 9B) em plantulas cultivadas no solo apresentou
maior atividade no controle que os demais tratamentos. Em plantulas cultivadas no rejeito,
observa-se maior atividade de CAT que no solo nos condicionantes NO, H20. e NO+H20-
porém, sendo o tratamento com o condicionante de NO apresentando a maior atividade entre
os condicionantes no rejeito. Quanto a atividade da APX (Fig. 9C), as plantulas cultivadas no
rejeito apresentaram maiores niveis em relacdo as plantulas do solo, com maiores atividade
nos condicionantes H202 e NO+H202 no rejeito. Para a atividade especifica de SOD (Fig. 9D),
também observaram-se maiores atividades nas plantulas nos tratamentos no rejeito do que no
solo, mostrando uma maior atividade em plantulas provenientes do condicionante NO no

rejeito.

Figura 9- Niveis enddgenos de peroxido de hidrogénio (A), atividades especificas de
catalase — CAT (B), ascorbato peroxidase- APX (C) e superoxido
dismutase- SOD (D) em plantulas de Handroanthus heptaphyllus preé-
condicionadas (Controle, H.O, 200uM NO, 100uM H202 e 200uM
NO+100uM H20>) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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As barras representam as médias + erro padrdo. As letras mailsculas comparam a diferenga
entre o0s substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras minusculas comparam 0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps= valor de p entre os substratos,
P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interacdo dos substratos e 0s
condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

Verifica-se um decréscimo do teor de proteinas sollveis totais em plantulas cultivadas
no rejeito quando comparado com o solo (Fig. 10A). No solo, verificaram-se maiores
concentracdes de proteinas em plantulas nos tratamentos controle e H.O. Para aminoacidos
totais (Fig. 10B) em pléntulas cultivadas no solo, as maiores concentragdes estao presentes no
controle e no condicionante NO+H202, e no rejeito as maiores concentragdes foram
observadas em plantulas nos condicionantes H2O, NO e H202 em relacéo ao solo. Os niveis de
prolina nas plantulas, (Fig. 10C) mostraram um menor valor no condicionante NO em ambos

0s substratos quando se compara com 0s demais tratamentos.

Figura 10- Proteinas soluveis totais (A), aminoacidos totais (B) e prolina (C) em
plantulas de Handroanthus heptaphyllus pré-condicionadas (Controle,
H20, 200uM NO, 100pM H20; e 200uM NO+100uM H,0;) cultivadas
em solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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Condicionantes Condicionantes {ondicionantes

As barras representam as médias + erro padrdo. As letras maitsculas comparam a diferenca
entre 0s substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras mindsculas comparam 0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o
significante) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ps=
valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interagéo
dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

Os niveis de acucares soluveis totais (Fig. 11A) mostraram um decréscimo em
plantulas condicionadas com NO em ambos os substratos quando se compara com o0s demais
tratamentos. As maiores concentra¢cbes de acucares redutores (Fig. 11B) em plantulas
cultivadas no solo foram encontradas nos tratamentos controle, NO e NO+H202. No rejeito, 0s
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maiores valores foram verificados nos tratamentos H.0 e H20, em comparagao ao solo (Fig.
11B). Quanto aos niveis de aglcares ndo redutores (Fig. 11C), os menores valores foram
observados em plantulas provenientes do condicionante NO em ambos o0s substratos, e 0s

maiores valores estdo presentes nas plantulas condicionadas com H>O também para ambos os

substratos.

Figura 11- AcUcares sollveis totais- AST (A), acucares redutores- AR (B) e acUcares
ndo redutores- ANR (C) em pléntulas de Handroanthus heptaphyllus pré-
condicionadas (Controle, H20, 200uM NO, 100uM H20; e 200uM
NO+100uM H202) semeadas em solo e em rejeito de mineradora de ferro.
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As barras representam as médias + erro padrdo. As letras maitsculas comparam a diferenca
entre os substratos dentro do mesmo condicionante, e as letras minusculas comparam o0s
condicionantes dentro do mesmo substrato. As médias seguidas pelas mesmas letras ou Ns (N&o
significante) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. Ps=
valor de p entre os substratos, P.= valor de p entre os condicionantes e Psx.= valor de p da interacéo
dos substratos e os condicionantes. Fonte: Do Autor (2021).

5. Discussao

Este trabalho demonstrou que a técnica do priming, ou condicionamento fisioldgico,
em sementes nativas pode ser utilizada com diversos fins em programas de recomposicédo de
ambientes degradados, a depender do tipo de priming utilizado. O priming acarreta mudangas
bioquimicas e fisiologicas nas sementes (PAWAR and LAWARE, 2018) levando a
sincronizacdo da germinacdo e melhora no estabelecimento de plantulas (LECHOWSKA et
al.,, 2019). Entretanto, neste trabalho, a sincronizagdo da germinacdo com o uso dos
condicionantes, s6 foi percebida quando a germinagdo foi conduzida em laboratério, com
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temperatura e luminosidade controladas. Para as sementes cultivadas em solo e rejeito de
mineragdo em casa de vegetacdo, verificou-se que os pré-condicionantes ndo afetaram a
sincronizacdo da germinacdo. A eficiéncia do priming é influenciada por fatores abidticos,
como temperatura, disponibilidade de oxigénio e luminosidade (HUSSAIN et al., 2019).
Neste trabalho, os tratamentos de priming para sementes cultivadas no rejeito mostraram um
atraso na germinacgdo em relacdo ao solo, o que pode ser explicado pela estrutura do rejeito,
que devido a sua compactacdo, forma-se uma fina camada de agua e os niveis de oxigénio

disponiveis podem ser reduzidos (CRUZ et al., 2020).

A maior formagdo de H>O> e menores atividades de CAT e APX em sementes
cultivadas no solo provenientes do priming com H20.+NO néo resultou em perdas ou danos
nas membranas, como mostram o0s resultados de termoestabilidade de membranas. J& foi
verificado que o H202 pode reagir com o NO, produzindo mais ROS, que podem exercer um
efeito limitador das atividades de CAT e APX (CORPAS et al., 2015, 2017). Acredita-se que
esses niveis internos de H2O verificados neste trabalho estejam relacionados a niveis de
sinalizagdo, se apresentando dentro da “janela oxidativa” conforme descrita por Bailly et
al., (2008), na qual os niveis de ROS formadas sdo controlados, mantendo a homeostase
redox. Ademais do sistema antioxidante, as reservas das sementes que passaram ou ndo pelos
tratamentos com o0s condicionantes, ndo apresentaram alteracGes drasticas, porém com
aumento dos niveis de aminoacidos no rejeito de mineracdo de ferro quando comparado com

o0 tratamento controle.

O priming ndo promoveu mudancas significativas nos parametros germinativos e
bioquimicos de sementes de H. heptaphyllus neste trabalho, mas os seus efeitos foram
notados a posteriori no estabelecimento das plantulas, principalmente em relacdo ao acimulo
de Fe e Mn. A maior concentracdo de Fe e Mn no latossolo vermelho e no rejeito de
mineragdo de ferro, respectivamente, esta relacionada & origem da composic¢ao do latossolo,
rico em ions de ferro (FERNANDES et al., 2004), em ambos os substratos foram relatados pH
baixos, 0 que torna esses dois elementos mais disponiveis para a absor¢do (ANDRESEN et
al., 2018). Entretanto, esse maior contetdo de ferro disponivel no latossolo ndo resultou em
maior absor¢éo pelas plantulas.

As plantulas de ipé-rosa pré-condicionadas com NO quando cultivadas no rejeito
acumularam uma concentracdo de Mn e Fe acima do limite de toxidez nas plantas, sendo o
limite de 10 mg Kg® e 500 mg Kg?, respectivamente (MORRIS & PIERRE, 1994;
MARSCHNER, 1995). O Fe e 0 Mn sdo micronutrientes essenciais para as plantas (KUPPER,
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2017), porém em concentracGes elevadas, esses metais podem causar danos oxidativos,
inibindo atividades de enzimas antioxidantes, inibindo o crescimento e danos no aparato
fotossintético (EL-JAOUAL and COX, 1998, BECKER and ASCH, 2005, TEWARI et al.,
2013, e ANDRESEN et al., 2018), contudo esses danos nao foram observados ao longo do
experimento.

Ha& relatos na literatura de interagcdes do NO com o Fe, regulando sua homeostase
(GRAZIANO & LAMATTINA, 2005) ou como a aplicacdo de NO deixa o Fe mais
disponivel (RAMIREZ et al., 2010), mas ainda ndo se tem conhecimento de relatos sobre
como o priming de sementes afeta a absorcdo de Fe pelas plantas. Ademais, este € o primeiro
estudo que descreve a interagé@o entre o priming com NO aumento a absorgéo de. Entretanto,
ha provaveis mecanismos pelos quais a intercdo NO / Fe / Mn pode ser explicada. O influxo
de Mn?* pode ser mediado pela proteina IRT1 que é a responsavel pela absorcdo de Fe?*
(KORSHUNOVA et al., 1999) sendo assim IRT1 é capaz de transportar tanto Fe como Mn
(PEDAS et al., 2008). O NO também pode promover a incorporacdo de metais no vacuolo,
aumentando a sintese de fitoquelatina (ARASIMOWICZ-JELONEK et al., 2011). Entretanto,
0 mecanismo pelo qual o priming com NO promoveu maior absorcdo de Fe pelas plantulas
aqui estudadas ainda é incerto.

Segundo Ci et al., (2010), o indice de tolerancia (IT) aos estresses abidticos varia de 0
a 1,0 sendo: i) 0 a 0,2 mostrando que a planta é mais sensivel ao contaminante; ii) 0,2 a 0,4
sendo classificada como sensivel; iii) 0,4 a 0,6 sendo classificadas como moderadamente
tolerante; iv) 0,6 a 0,8 sendo classificadas como tolerante e v) 0,8 a 1,0 € considerado
altamente tolerante. Neste trabalho, nota-se que as plantulas de ipé-rosa cultivadas no rejeito
de mineragdo de ferro com o tratamento NO podem ser classificadas como moderamente
tolerantes. Principalmente com relacdo ao excesso de Fe e Mn, pois como visto, foram as
plantulas desse tratamento que mais acumularam ambos 0s metais. Consequentemente, esses
dados demonstram um fator de transferéncia e de eficiéncia de remogéo. Por outro lado, o
tratamento com H>O> no rejeito apresenta um indice de tolerancia alto e a maior biomassa da
plantula, possivelmente pode ser explicada pela menor absorcdo de Fe e Mn, 0 que sugere que
0 tratamento com essa molécula promove um dos mecanismo de evitacdo desses metais
(GUPTA et al., 2019).

As plantulas de ipé-rosa provenientes do pré-condicionamento com NO néo
apresentaram prejuizo no crescimento mesmo acumulando concentracbes potencialmente
fitotoxicas de Fe e Mn. Mesmo tendo um atraso na germinag&o, os tratamentos de priming no

solo conseguiram manter um crescimento comparado com o controle, no rejeito mesmo
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apresentando reducdo do comprimento e atraso no aparecimento do segundo par de folhas.
Entretanto, como visto por Cruz et al., (2020), isso se da pela falta de nutrientes e de matéria
organica presentes em muitos rejeitos de mineradora de ferro e também pela compactacao
desses rejeitos (CLARK et al., 2003). A raiz € o primeiro 6rgdo a ter o contato e sentir 0s
efeitos de altas concentragcfes de Fe, limitando o seu crescimento (ONAGA et
al., 2016). Contudo, o priming com NO e H202 proporcionaram um aumento no crescimento
radicular, pois essas moléculas estdo relacionadas com o desenvolvimento da raiz principal
(GUPTA et al., 2019).

O teor maior de clorofilas nas plantulas do tratamento com H>O> em solo neste
trabalho, também foi relatado em plantulas de graviola cujas sementes foram embebidas em
H202 (VELOSO et al., 2020). Entretanto, ainda ndo esta claro como esta molécula influencia
no aumento dos pigmentos fotossintetizantes. Por outro lado, nos tratamentos de priming em
sementes cujas plantulas foram cultivas no rejeito, com o excesso de Fe e Mn, ja foi relatada
diminuicdo de clorofilas e carotenoides e consequentemente reducdo do processo
fotossintético (LI et al., 2019 e XUE et al.,, 2018). Essas discrepancias podem estar
relacionadas aos niveis de Fe e Mn absorvidos e da tolerdncia inerente a cada espécie a estes
metais. Neste trabalho, a reducdo destes pigmentos ndo afetou significativamente a
fotossintese, conforme se verificou pelos valores de Fv/Fm e ®PSII, ETR e NPQ. Entretanto,
de acordo com alguns autores (PENA-OLMOS & CASIERRA-POSADA, 2013 E LIN & JIN,
2018), a ETR e Fv/Fm podem diminuir drasticamente sob maior teor de Fe e de outros metais
como o Mn, o que resulta em atividades fotossintéticas mais baixas. O dano ao PSII pode
ocorrer devido a incapacidade na transferéncia de energia de excitacdo da antena para o centro
de reacdo (BAKER & ROSENQVIST, 2004), limitando a dissipagdo ndo fotoquimica em
funcdo dos danos oxidativos causados pelo excesso de Fe (PINTO et al., 2016). Mas nesse
caso observamos gque o aumento do NPQ com o condicionante de H.O2, se da pelo aumento
de clorofilas associadas com o complexo antena, promovendo uma fotoprotegdo dissipando
esse excesso de energia. Sabe-se que reduzindo o complexo antena das clorofilas o tamanho
das antenas de clorofila, reduz o desperdicio de energia por meio do NPQ e melhorando a
eficiéncia de conversdo de energia solar (GU et al., 2017).

Para as enzimas do sistema antioxidante, observa-se resposta similar em relacdo a
APX encontrado nas sementes no tratamento com NO+H20O. no solo conforme descrito por
Corpas et al., (2015 e 2017). Contudo, nesse condicionante no rejeito vemos uma atividade
inversa, do que foi descrita por estes autores, devido a presenca de Fe e Mn. No

condicionante com NO no rejeito foi verificada alta atividade de SOD e CAT, o que pode ser
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explicado como uma resposta compensatdria pelo acimulo de metais (CARGNELUTTI et al.,
2006). Estudos mostram que o nitroprussiato de sddio, como doador de NO, tem um efeito
protetor aumentando a atividade de SOD e CAT (KUMARI et al., 2010), garantindo uma acéo
eficaz da atividade para manter sob controle os niveis de H20a.

Em altas concentracbes de Fe e outros metais, j& foi relatado que o conteldo de
proteinas sollveis diminui enquanto aumenta o conteddo de aminoécidos livres
(MEHRABAN et al., 2008 e SENEVIRATNE, et al., 2017). Neste trabalho, o acimulo de
prolina presente em plantulas de ipé-rosa ndo foi diferente nos substratos. Contudo, no
tratamento com NO h& uma reducdo desse aminoacido em ambos os substratos, e até o
momento ndo se tem indicios de uma via de interacdo entre o NO e prolina. A prolina é uma
molécula osmoprotetora, em resposta a estresses pode ocorrer 0 seu acimulo ou a sua reducédo
(VERBRUGGEN & HERMANS 2008), o que mostra a sua atuacdo no sistema antioxidante
ndo enzimatico (KAUR & ASTHIR, 2015).

Tem sido relatado que o teor de acucares sollveis tende a uma diminuigdo com o
excesso de Fe e outros metais, 0 que esta realacionado a menor taxa fotossintética
(ONYANGO et al., 2019). Entretanto, como ndo houve danos no processo fotossintético, o
conteddo de acucares sollveis, redutores e ndo redutores mantiveram-se similares
independente ou ndo da presenca de metais nas plantulas cultivadas no solo e no rejeito de

mineracao de ferro.

6. Concluséo e perspectivas

As sementes pré-condicionadas em rejeito apresentaram um atraso na germinagdo e uma
baixa taxa de germinacdo, contudo mantiveram as atividades do sistema antioxidante
enzimatico prevenindo danos oxidativos. As plantulas provenientes do pré-condicionamento
apresentaram um eficiente estabelecimento no rejeito, demonstrando um atraso no
crescimento e ndo apresentaram danos no aparato fotossintético. As plantulas provenientes do
priming com H2O> apresentaram o maior indice de toleréncia, devido ao fato de néo
acumularem os metais. As plantulas provenientes do priming com NO, cultivadas em rejeito
mostraram um maior acimulo de Fe e Mn, maior eficiéncia de remocdo, maior atividade do

sistema enzimatico antioxidante e ndo apresentaram danos no sistema fotossintético. Conclui-
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se que o priming de sementes com diferentes moléculas sinalizadoras promovem vieses
distindos em plantulas de ipé-rosa. Quando tratadas com o H20., as plantulas provenientes
desse priming apresentaram mecanismos de evitacdo a absorcdo de Fe e Mn presentes no
rejeito de mineracdo de ferro. Com mais estudos, a técnica do priming podera ser utilizada em
préticas de restauracdo da cobertura vegetal de locais degradados pela atividade mineradora.
Por outro lado, as plantulas provenientes do priming com NO, mostraram um mecanismo de
tolerancia ao Fe e Mn, e com estudos futuros esse conhecimento podera ser utilizado em

técnicas de fitorremediacao desses locais contaminados por excesso de ferro e manganés.
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