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RESUMO

O setor de mineracdo apresenta uma importancia incontestvel para a economia brasileira.
Todavia, essa atividade produz grande quantidade de residuos potencialmente danosos ao
meio ambiente. Exemplo disso foi o rompimento da barragem de Fundao (Mariana/MG), em
novembro de 2015, onde os rios e centenas de quilémetros de areas adjacentes a bacia do Rio
Doce foram contaminadas com o rejeito, composto por concentracGes elevadas de elementos
traco, dentre os quais, Fe e Mn que foram encontrados em maiores quantidades. Espécies
como Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., mais conhecida como ipé-felpudo,
apresentam-se como uma boa alternativa para revegetacdo de areas contaminadas por
mineracdo por se tratar de uma espécie nativa, secundéria inicial em relacdo ao grupo de
sucessao ecoldgica e com caracteristicas ruderais. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos do excesso de Fe e Mn nos metabolismos do nitrogénio, do carbono e
antioxidante em plantas jovens de ipé-felpudo. As plantas foram cultivadas em vasos
preenchidos com areia, irrigada com solucdo nutritiva completa (BOLLE-JONES, 1957), —
SNC (controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de
manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327
mM (+ Fe + Mn). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado (DIC),
totalizando 4 tratamentos e 6 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de significancia no software R®. Foram avaliadas as
atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio (RN, GS, GOGAT e GDH)
e do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX), parametros fotossintéticos, parametros de
crescimento, concentracOes de clorofilas e carotenoides, quantificacdo de carboidratos,
proteinas e aminoacidos, além da quantificacdo dos teores de nitrogénio, ferro e manganés nas
plantas. O excesso de ferro provocou sintomas de toxidez, evidenciados pela diminui¢do do
comprimento radicular, reducdo no teor de pigmentos e da eficiéncia fotossintética, aumento
de H202 nas folhas e reducdo de carboidratos nas raizes, o que ndo foi observado nos
tratamentos com excesso de manganés. Em plantas sob altas concentragdes tanto de ferro,
guanto de manganés, foram observadas alteracdes no metabolismo do nitrogénio, degradacéo
de proteinas e aumento de aminoécidos livres, reducdo dos teores de carboidratos solUveis e
de reserva, aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante e dano oxidativo nas
folhas. O excesso de Mn se mostrou menos danoso, além de ter mitigado os efeitos toxicos
provocados pelo excesso ferro na maioria dos parametros fisioldgicos avaliados, sugerindo
que essa espécie tem potencial promissor para ser utilizada na recuperacdo de solos
contaminados pelo rejeito contendo concomitantemente Fe e Mn nas concentracdes
anteriormente relatadas.

Palavras-chave: Elementos traco. Toxidez. Mineracdo. Mata Atlantica. Fotossintese.



ABSTRACT

The mining sector has an undeniable importance for the Brazilian economy. However, this
activity produces a large amount of waste potentially harmful to the environment. An example
of this was the collapse of the Fund&o dam (Mariana/MG) in November 2015, where rivers
and hundreds of kilometers of areas adjacent to the Rio Doce basin were contaminated with
tailings, composed of high concentrations of trace elements, among which, Fe and Mn were
found in larger quantities. Species such as Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl.,
better known as Ipé-felpudo, are a good alternative for revegetation of areas contaminated by
mining because it is a native species, initial secondary to the succession group ecological and
with ruderal characteristics. Thus, the objective of this work was to evaluate the effects of
excess Fe and Mn on nitrogen, carbon and antioxidant metabolisms in young ipe-fery plants.
Plants were grown in pots filled with sand, irrigated with complete nutrient solution (CNS)
(BOLLE-JONES, 1957), — CNS (control), CNS with excess iron — 0.160 mM (+ Fe), CNS
with excess manganese — 0.327 mM (+ Mn) and CNS with excess iron and manganese —
0.160 mM + 0.327 mM (+ Fe + Mn). The experimental design used was completely
randomized, totaling 4 treatments and 6 replications. Data were subjected to analysis of
variance (ANOVA) and Tukey's test at 5% significance in the R® software. The activities of
enzymes involved in nitrogen metabolism (NR, GS, GOGAT and GDH) and the antioxidant
system (SOD, CAT and APX), photosynthetic parameters, growth parameters, concentrations
of chlorophylls and carotenoids, quantification of carbohydrates, proteins and amino acids, in
addition to the quantification of nitrogen, iron and manganese contents in the plants, were
evaluated. Excess iron caused symptoms of toxicity, evidenced by decreased root length,
reduced pigment content and photosynthetic efficiency, increased H>O; in leaves and reduced
carbohydrates in roots, which were not observed in treatments with excess manganese. In
plants under high concentrations of both iron and manganese, changes in nitrogen
metabolism, protein degradation and increase in free amino acids, reduction in soluble and
reserve carbohydrates, increased enzyme activity of the antioxidant system and damage
oxidative in the leaves were observed. The excess of Mn proved to be less harmful, in
addition to having mitigated the toxic effects caused by excess iron in most of the
physiological parameters evaluated, suggesting that this species has promising potential to be
used in the recovery of soils contaminated by tailings containing concomitantly Fe and Mn in
the previously reported concentrations.

Keywords: Trace elements. Toxicity. Mining. Atlantic forest. Photosynthesis.
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1. INTRODUCAO

A mineracdo é uma das atividades econdmicas de maior relevancia para o Brasil.
Porém, é responsavel por produzir quantidade significativa de residuos compostos por
materiais quimicos potencialmente toxicos ao meio ambiente. A forma de descarte mais
utilizada pelas mineradoras para depositar seus residuos é através de barragens de contencéo
de rejeito, uma espécie de reservatério que serve para contencdo e acumulo do material
liquido descartado, contendo substancias quimicas advindas do processo de beneficiamento de
minérios (SOARES, 2010; KOSSOFF et al., 2014). Em novembro de 2015, ocorreu 0
rompimento da barragem de rejeitos de Funddo, localizada no distrito de Bento Rodrigues,
municipio de Mariana, no estado de Minas Gerais. Este incidente langou cerca de 68% de um
total de 50 milhdes de m® de rejeitos de mineracdo na bacia hidrografica do Rio Doce
(IBAMA, 2015).

O rejeito impactou negativamente a vegetacdo nativa dos biomas mata atlantica e
cerrado, incluindo areas de preservacdo permanente (APP’s), causou assoreamento dos cursos
hidricos, acimulo de sedimentos de natureza instavel nas margens e impactou as condi¢des
fisicas e a fertilidade dos solos (EMBRAPA, 2015; SAMARCO, 2016). Analises realizadas
em solos de areas atingidas pelo rejeito revelaram aumento na concentracao de P, K, Ti, Mn,
Fe, Zn, Rb, Sr, Zr e Pb, aumento do pH, baixa fertilidade e perda de matéria organica. Dentre
esses elementos identificados, o ferro e 0 manganés foram 0s que apresentaram maiores
concentragdes (HATJE et al., 2017; SILVA et al., 2017; TRUGILHO, 2018).

Ferro e manganés sdo elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas,
sobretudo devido a capacidade redox desses metais. Sdo requeridos em pequenas quantidades,
por isso sdo considerados micronutrientes, pois a mesma funcdo redox que 0s tornam
importantes para as plantas, quando presentes em altas concentracdes, podem provocar
desequilibrio metabdlico gerando danos aos tecidos vegetais, principalmente pelo aumento na
formacdo de espécies reativas de oxigénio. Além disso, a toxicidade causada por ferro e
manganés compromete processos vitais das plantas, através dos distarbios que provocam nos
processos fisioldgicos, bioquimicos e metabdlicos, incluindo a absor¢do e assimilacdo de
outros nutrientes essenciais como o nitrogénio (KROHLING et al., 2016; SANTOS et al.,
2017).

As areas atingidas pelo rejeito de mineracdo depositado apdés o rompimento da
barragem sdo passiveis de recuperacdo e 0 uso de espécies nativas € fundamental para esse

processo, permitindo a devolugdo dos servigos ecossistémicos a area degradada. Estudos
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sobre o desenvolvimento inicial de espécies nativas, perante as mudancas em seu ambiente
natural apos o acidente com a finalidade de descobrir quais impactos o rejeito pode causar no
metabolismo das plantas, e se as mesmas serdo capazes de se reestabelecer novamente na
regido sdo importantes para a viabilizacdo e restauracdo dessas areas. Centenas de familias de
arvores nativas da Bacia do Rio Doce ja foram identificadas e listadas em estudos de
composicgdo floristica, como espécies com potencial uso para recuperacdo ambiental, por
exemplo as espeécies das familias Rubiaceae, Fabaceae, Asteraceae e Myrtaceae entre outras
(LOMBARDI; GONCALVES, 2000; FRANCA; STEHMANN, 2013). Para este estudo, foi
selecionada a espécie Zeyheria tuberculosa, popularmente conhecida como Ipé-felpudo,
pertencente & familia Bignoniaceae, devido a sua ocorréncia natural na regido (LOMBARDI;
GONCALVES, 2000), por ser considerada uma espécie de sucessdo secundaria inicial a
secundaria tardia no processo de regeneracdo de areas degradadas (BARBOSA; MACEDO,
1993; FERRETTI et al., 1995; LORENZI, 2002) e devido a disponibilidade de sementes para
a realizacdo de experimentos.

Ainda ndo existem trabalhos que contenham informacgdes basicas sobre eventos
relacionados a assimilacdo de nitrogénio, carbono e sistema antioxidante em plantas de Ipé-
Felpudo. Tendo em vista a importancia de estudos envolvendo os impactos ambientais
causados por atividades antrépicas e o restabelecimento de espécies nativas para recuperagao
do meio ambiente degradado, aliada a escassez de pesquisas envolvendo essa tematica, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis alteracbes nos metabolismos do nitrogénio, do
carbono e antioxidante em plantas jovens de Z. tuberculosa expostas ao excesso de ferro e

manganés.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia econdmica do setor de minerac¢ao no Brasil

O Brasil € um pais localizado em uma regido geograficamente favoravel no que diz
respeito a disponibilidade de recursos naturais. Os solos brasileiros apresentam reservas
expressivas de minérios com importancia econdmica, como ferro, manganés, ouro, aluminio,
cobre, niquel, entre outros. Dessa forma, as empresas de mineragdo tém grande interesse em
explorar esses recursos, o que acaba propiciando a movimentacdo da economia do pais
(BARCELOS; LAGE; CORDEIRO, 2020).

A mineracdo de ferro é importante para a economia brasileira, principalmente por
fornecer insumos na produgdo de ferramentas, maquinas entre outros materiais essenciais em
diferentes setores da economia. Segundo o BNDES (2014), as principais empresas de
exploracdo mineral do Brasil sdo: Vale (84,52%), SAMARCO (6.29%), CSN (5,45%) e
USIMINAS (2%), localizadas nos estados do Para (Serra dos Carajas), Mato Grosso do Sul
(Macico do Urucum) e Minas Gerais (Quadrilatero Ferrifero) (GERMANI, 2002). Em Minas
Gerais, recebe o nome de Quadrilatero Ferrifero, pois possui forma semelhante a um
quadrado, com cerca de 7000 Km? que abrange as cidades de Itabira, Mariana, Rio
Piracicaba, Itabirito e Bardo de Cocais e seus respectivos distritos (GERMANI, 2002;
ROESER; ROESER, 2010).

A atividade mineradora é composta por trés fases, sendo elas a extracdo do minério
das rochas, o beneficiamento do material para obtencdo do produto de interesse, e por fim, o
descarte das sobras desse beneficiamento, chamadas de rejeito. Essa terceira fase é o maior
desafio para as mineradoras, que precisam descartar adequadamente esse material
potencialmente danoso para o meio ambiente, pois podem causar degradacdes ambientais e
paisagisticas (ARAUJO, 2006).

A forma de descarte que as empresas de mineracdo consideram economicamente
viavel e a mais utilizada para a destinacdo dos rejeitos € atraves de barragens de contencéo.
Essas barragens consistem em uma espécie de reservatdrio que serve para deposito e acimulo
de material liquido descartado, o qual contém substancias quimicas advindas do processo de
beneficiamento de minérios (SOARES, 2010; KOSSOFF et al., 2014). Contudo, diversos
acidentes foram registrados ao decorrer dos ultimos anos em mineradoras que utilizam esse
tipo de estrutura, dentre eles, o rompimento da Barragem de Fund&o, em Mariana (MG). Esse

tipo de acidente envolvendo a disperséo de elementos trago se difere das demais atividades
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antropogénicas devido a velocidade que a lama pode alcangar e aos estragos que ela pode
causar a biota e aos corpos hidricos, ao cobrir solos, varzeas, sedimentos e margens de rios
(HATJE et al, 2017).

2.2 Rompimento da Barragem de Fundao e aspectos fisico-quimicos dos solos

contaminados pelo rejeito

No dia 05 de novembro de 2015 ocorreu 0 maior acidente ambiental no setor de
mineracdo do Brasil e do mundo (CARMO et al., 2017), com o rompimento da barragem de
rejeitos de Fund&do. A barragem pertencia ao complexo minerario de Germano, localizada no
distrito de Bento Rodrigues, municipio de Mariana/MG, propriedade da mineradora Samarco
(IBAMA, 2015). De um total de 50 milhdes de m® de rejeitos de mineragdo contido na
barragem, aproximadamente 35 milhdes foram lancados no Rio Gualaxo do Norte e Rio
Carmo, pertencentes a bacia hidrografica do Rio Doce, chegando ao Oceano Atlantico em 22
de novembro de 2015. O rejeito percorreu 663,2 km de corpos hidricos diretamente
impactados causando danos ambientais considerados graves. A fauna e a flora assim como
espécies endémicas foram afetadas severamente, além de ter provocado a morte de 19 pessoas
e afetado direta e indiretamente milhares de outras pessoas em 39 municipios atingidos pela
lama (IBAMA, 2015; SAMARCO, 2016).

A bacia hidrogréafica do Rio Doce estad localizada na regido sudeste do Brasil, com
86% de sua area de drenagem localizada no estado de Minas Gerais e 14% no estado do
Espirito Santo, totalizando 82.646 Km2. O bioma da mata atlantica esta presente em 98% da
bacia do Rio Doce. Os 2% restantes fazem parte do bioma de Cerrado (VIEIRA, 2010;
SILVA et al., 2013; IBAMA, 2015). Originalmente, a bacia era composta por Floresta
Estacional Semidecidual e Floresta Ombrdéfila Densa, com grandes matas ciliares. Hoje em
dia, essa vegetacdo ocupa apenas 7% da area (ROMEIRO et al., 2012).

O rompimento da barragem de Funddo impactou cerca de 1.587 hectares de cobertura
vegetal, sendo mais de um terco dessa area pertencente a Mata Atlantica, incluindo areas de
preservacdo permanente (APP) (SEDRU, 2016). Segundo relatorios e laudos técnicos
publicados apds o acidente (IBAMA, 2015; EMBRAPA, 2015; SAMARCO, 2016), o rejeito
causou assoreamento dos cursos hidricos, acimulo de sedimentos de natureza instavel nas
margens, impactos nos aspectos fisicos do solo, na sua fertilidade e causando contaminacéo
quimica por elementos utilizados no beneficiamento do minério de ferro, pelos metais:
arsénio, ferro, manganés, cobre, chumbo, magneésio e aluminio. Além da contaminagdo pela

deposicao do rejeito, houve ainda a ressuspensao dos sedimentos que ja estavam acomodados
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no fundo dos rios, elevando a concentracdo de outros metais potencialmente toxicos como o
mercurio (IBAMA, 2015; EMBRAPA, 2015; SAMARCO, 2016).

Em geral, as pesquisas mostraram que 0s solos contaminados por rejeito de mineragédo
de ferro continham altas concentracbes de elementos-traco. Por outro lado, esses solos
apresentam baixo teor de matéria organica e baixa fertilidade mineral (HUDSON-
EDWARDS, 2003; KOSSOFF et al., 2014). Cruz et al. (2020) encontraram, em amostras de
rejeito, valores proximos a zero para os macronutrientes N, P, K e Mg e para a matéria
organica. Em contrapartida, encontraram valores altos em relacdo a concentracdo de ferro e
manganés disponiveis no solo (Fe = 9,2 mg L e Mn = 18,5 mg L™). Segura et al. (2016)
apontaram Fe e Mn como os elementos encontrados em maior concentragdo em solos
atingidos pelo rejeito. Também foi observado o aumento do pH, valores baixos de matéria
organica e diminuicdo da capacidade de troca catiénica (CTC) do solo (SILVA et al., 2017;
TRUGILHO, 2018). Pinto-Coelho (2015) observou o aumento do pH em solos cobertos pela
lama, para niveis acima do considerado ideal para o desenvolvimento de plantas. Esses

resultados estdo em concordancia com o laudo divulgado pela EMBRAPA (2015).
2.3 Disponibilidade de Ferro

O Ferro (Fe) é um micronutriente e apresenta uma ampla faixa funcional no
metabolismo das plantas. As formas biolégicas mais abundantemente encontradas nas plantas
estdo em complexos de ferro-enxofre (Fe-S), proteinas contendo heme e ferro mononuclear,
nas quais o ferro estd envolvido como um cofator enzimatico (BALK; SCHAEDLER, 2014).
Por ser um componente importante de proteinas, principalmente em reacdes oxiredutoras, o
ferro desempenha um papel fundamental em processos metabdlicos, como a respiracéo,
fotossintese, sintese de clorofila, fixacdo do nitrogénio, sintese de DNA e hormonios
(REEVES; BAKER, 2000; KIM; GUERINOT, 2007; DE OLIVEIRA JUCOSKI et al., 2013;
BALK; SCHAEDLER, 2014).

Mesmo sendo considerado o segundo metal mais abundante (CHEN et al., 2019) e
constituinte de aproximadamente 5% da crosta terrestre (MENGEL; KIRKBY, 1987), o ferro
é o terceiro nutriente mais limitante no metabolismo e desenvolvimento vegetal (ZUO;
ZHANG, 2011; SAMARANAYAKE; PEIRIS; DSSANAYAKE, 2012), pois a maior parte do
ferro encontrado na natureza ndo esta disponivel na forma que pode ser absorvida pelas
plantas (Yl et al., 1994; JEONG; GUERINOT, 2009). A maneira mais comum de se encontrar
o ferro em ambientes aerdbicos é na sua forma oxidada, chamado de ferro férrico (Fe®"),

como constituinte de polimeros de baixa solubilidade e, portanto, indisponivel para as plantas.
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Essa é a principal causa de deficiéncia de ferro em culturas (JEONG; GUERINOT, 2009;
ZUO; ZHANG, 2011; SAMARANAYAKE; PEIRIS; DSSANAYAKE, 2012). Os sintomas
causados devido a deficiéncia de ferro nas plantas séo clorose internerval em folhas jovens,
devido a sua pouca mobilidade no floema, e reducdo do crescimento e produtividade das
plantas (SFREDO; BORKERT, 2004; JEONG; GUERINOT, 2009).

Entretanto, é comum em solos com pH &cido e com baixas concentracbes de oxigénio
ou totalmente alagados, que o ferro férrico (Fe®*") sofra reducdo e seja convertido em ferro
ferroso (Fe?*), se tornando um ion soltvel e disponivel para ser absorvido pelas plantas.
Nessas condi¢Bes ocorre um consideravel aumento da concentracdo de ferro no solo e nos
organismos vegetais (SCHMIDT, 1993). Esse aumento na concentracdo de ferro também
ocorre em solos contaminados com rejeitos provenientes de atividades antropicas (BAKER et
al.,, 1994; BISINOTI; YABE; GIMENEZ, 2004), como por exemplo na regido do
“Quadrilatero Ferrifero” em Minas Gerais, cujas empresas de mineragdo produzem e emitem
material particulado de ferro, contaminando solo, &gua e ar (KUKI et al., 2008; DE
OLIVEIRA JUCOSKI et al, 2013). Sob essas condi¢des, hd uma absorcdo excessiva de ferro
pelas plantas, o que pode causar toxicidade interferindo ou afetando o metabolismo e
consequentemente o seu crescimento e desenvolvimento (CRICHTON et al., 2002).

Além dos danos diretos causados pelo excesso de absor¢do e acumulo de ferro no
organismo vegetal, os altos niveis desse elemento na solugdo do solo podem precipitar sobre
as raizes e formar uma crosta de oxido de ferro, afetando diretamente na absorcdo de outros
nutrientes importantes para as plantas (HANSEL et al., 2001). Em plantas superiores, a
toxidez de ferro pode provocar sintomas como manchas necréticas nas folhas, escurecimento
de raizes e inibicdo do crescimento (DOBERMANN; FAIRHURST, 2000). Sendo assim, a
homeostase de ferro deve ser mantida, pois tanto a toxidez quanto a deficiéncia desse
elemento podem ser prejudiciais aos processos fisiologicos das plantas (WALKER,;
CONNOLLY, 2008).

Qualquer variacdo na drenagem, composi¢do ou outras atividades promovidas pela
biota do solo pode promover a solubilizagdo de compostos formados por ferro e outros metais
associados, apresentando um risco de contaminacéo cronica e toxidez em plantas (QUEIROZ
et al., 2018). O rompimento da barragem de Fundao, por exemplo, promoveu o derramamento
de milhGes de toneladas de rejeito enriquecido com ferro e outros elementos como o
manganés (EMBRAPA, 2015). A mineragdo, assim como outras atividades antropogénicas,
por exemplo a queima de combustiveis fosseis, o descarte industrial e de residuos municipais,

fertilizantes, pesticidas, e alteracdes de lodo de esgoto sdo apontadas como principais



16

responsaveis pelo aumento da concentracdo de ferro no solo (JAYAWEERA et al., 2008;
SARMA et al., 2012).

2.4 Disponibilidade de Manganés

O manganés (Mn) é um dos metais mais abundantes da Terra e assim como o ferro,
também faz parte dos elementos essenciais para as plantas, importante em todas as fases do
desenvolvimento (MARSCHNER, 1995). Além de participar de reacdes redox da célula, o
Mn é um metal que atua como ativador de diversas enzimas, como por exemplo as
descarboxilases e as desidrogenases envolvidas no ciclo de Krebs. Algumas enzimas sédo
completamente dependentes de Mn para que se tornem ativas. Dentre elas, as mais conhecidas
sdo a dismutase do superoxido (Mn-SOD), oxalato oxidase e aquelas do complexo manganico
presente no fotossistema Il (PSII) no qual ocorre a fotolise da agua (WALDRON et al., 2009;
ZHU; RICHARDS, 2017).

A deficiéncia de Mn afeta diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantas,
pois sua auséncia prejudica o funcionamento das enzimas que esta associado, impedindo
reacOes importantes para o funcionamento e manutencdo do metabolismo celular, como a
germinacdo de sementes, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), resisténcia a
doencas flngicas e principalmente a fotossintese, devido ao seu papel fundamental no
complexo de evolugdo do oxigénio (CEO) do PSII (UMENA et al., 2011; FERNANDO;
LYNCH, 2015; SCHMIDT; HUSTED, 2019). Além disso, as plantas com deficiéncia de Mn
apresentam clorose internerval nas folhas novas devido a baixa mobilidade desse elemento no
floema (KIRKBY; ROMHELD, 2007; SCHMIDT; JENSEN; HUSTED, 2016).

Nos solos, 0 Mn pode ser encontrado em trés estados de oxidagdo (Mn?*, Mn*" e
Mn*"), entretanto s6 a forma bivalente Mn?* é disponivel para a absor¢do das plantas
(SCHMIDT; HUSTED, 2019). Em rejeitos provenientes da atividade de mineracdo, este
elemento é depositado na forma de oOxidos (BRASIL, 2004). Solos é&cidos (pH <5,5)
propiciam o aumento da disponibilidade de Mn?*, o que favorece o excesso desse elemento
nas plantas (FAGERIA; STONE, 2008). Assim como a falta de Mn, o excesso também ¢é
prejudicial as plantas, pois pode causar toxidez. As concentracdes que podem causar toxidez
de Mn nas plantas variam de acordo com as espécies, sendo algumas mais tolerantes que
outras (KOCHIAN et al., 2004; DUCIC; POLLE, 2005).

A toxidez de Mn nas plantas resulta na degradacédo de lipideos, carboidratos, proteinas
e acidos nucleicos (FERNANDO et al., 2013). Também pode prejudicar a captacdo e

redistribuicdo de outros nutrientes, como o ferro e o nitrogénio por exemplo, além de alterar
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as atividades enzimaticas (LAVRES JUNIOR et al., 2010). Os sintomas de toxidez de Mn
variam consideravelmente em relagdo as espécies vegetais, entretanto, folhas enrugadas,
manchas marrons em folhas mais velhas cercadas por clorose, sdo 0s sintomas mais comuns
causados por toxidez de manganés (EL-JAOUAL; COX, 1998; FERNANDO; LYNCH 2015).

2.5 Metabolismo e assimilacéo de nitrogénio e carbono

O nitrogénio estd presente na biosfera predominantemente em sua forma molecular
(N2), com cerca de 78% por volume. Entretanto, as plantas ndo sdo capazes de absorver o N,
e, por isso, dependem da quebra da ligagdo tripla entre as moléculas de nitrogénio para que
sejam produzidas moléculas de aménia (NHs) e nitrato (NO3") através de reagdes quimicas
sucessivas. Todas as moléculas complexas sintetizadas pelas plantas que contém nitrogénio,
partem de simples compostos minerais como amonio (NH4") e nitrato (NOs") que sdo as
principais formas de absorcéo.

O NOz ao ser absorvido pelas plantas, pode ser assimilado tanto nas raizes quanto na
parte aérea (FORDE, 2002). Para que isso aconteca, 0 NOs™ precisa ser reduzido a NH4™ por
meio de uma reacdo que acontece em duas etapas. A primeira ocorre no citosol, catalisada
pela enzima redutase do nitrato (RN), que reduz o nitrato a nitrito (NO2"). E a segunda etapa é
catalisada pela redutase do nitrito (RNi), que reduz nitrito a aménio (LI et al., 2013). O
amonio obtido da reducdo do nitrato € incorporado aos aminoacidos envolvendo reacdes
catalisadas pelas enzimas glutamina sintetase (GS) citosOlica, GS plastidica e glutamato
sintase (GOGAT). A GS forma glutamina ligando o NH4" ao glutamato (LEA; MIFLIN,
2011). Para que essa reacdo ocorra, € necessaria a quebra de uma molécula de ATP
(Adenosina Trifosfato) e de um cétion bivalente como cofator, como por exemplo o Mg?*,
Mn?* ou Co*). A GOGAT (glutamina:2-oxoglutarato aminotransferase) transfere um N
amidico da glutamina para o 2-oxoglutarato, formando duas moléculas de glutamato,
configurando a rota GS/GOGAT, considerada a principal via de assimilacdo primaria de NH4*
(LEA; MIFLIN, 2011).

Existe ainda uma rota alternativa que sintetiza ou desamina o 2-oxoglutarato,
catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH) (FONTAINE et al., 2012; TERCE-
LAFORGUE et al., 2013). Contudo, a rota da GDH nao é capaz de substituir a rota principal
(GS/IGOGAT) de assimilagdo de aménio e, segundo alguns estudos, esta limitada apenas a
desaminar o glutamato durante a realocacdo do nitrogénio, principalmente, quando a planta
estd sob condi¢Ges ambientais adversas (SKOPELITIS et al., 2006).
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Devido ao papel central do nitrogénio no metabolismo vegetal, sua interagdo com
outros nutrientes pode influenciar o desenvolvimento das plantas (FAGERIA, 2001,
WILKINSON, 1999). A interacdo entre o nitrogénio e 0os micronutrientes como o ferro e
manganés pode ocorrer devido as alteracbes do pH do meio, dependendo também da forma
como o N é absorvido (NH4" ou NOs’), uma vez que, a disponibilidade de Fe e Mn para as
plantas é altamente influenciada pelo pH presente no substrato. O aumento da absor¢do de
NH4* diminui o pH e aumenta a concentracao de Fe disponivel para as plantas. O contrario
ocorre quando o N é absorvido majoritariamente na forma de NOs” (WALLACE; WOOQOD;
SOUFI, 1976; AKTAS; VAN EGMOND, 1979). E importante citar que, a reagdo que reduz o
nitrito a aménio envolve a transferéncia de elétrons da molécula de ferredoxina, uma proteina
transportadora de elétrons constituidas por atomos de ferro e enxofre (TORTOLERO, 1975).
O crescimento estimulado pelo aumento da concentracdo de nitrogénio no organismo das
plantas aumenta também a demanda por outros nutrientes, como 0 manganés, podendo levar a
sua deficiéncia, tanto pela baixa concentra¢do no solo, quanto pela competicdo catidnica com
NH4* (WILKINSON, 1999).

Cruz et al. (2020) encontraram valores muito baixos de nitrogénio em amostras de
solos atingidos pelo rejeito oriundos do rompimento da Barragem do Fund&o. Para qualquer
tentativa de revegetacdo dessa area, havera uma necessidade de gastos com aplicagdo de
adubos compostos por este nutriente, devido ao seu papel essencial no desenvolvimento das
plantas, juntamente com os demais macronutrientes. Altas concentracdes de ferro e manganés
causados pela deposicdo do rejeito apés o rompimento da barragem, propiciam interac6es
entre 0s mesmos e também interacdes com nitrogénio.

O carbono é um elemento fundamental na composicao de moléculas organicas. Dentro
das plantas, seu fluxo é controlado por trés processos metabdlicos principais, sendo eles a
fotossintese, fotorrespiracdo e respiracdo. Cada processo metabolico é composto por um
conjunto de reacdes fisioldgicas que podem ser influenciadas pelas condi¢cGes ambientais nas
quais as plantas sdo cultivadas. A primeira reacdo envolvida da assimilacdo de carbono pelas
plantas é a fotossintese, um processo que tem inicio atraves das reagfes luminosas, com a
absorcdo de fotons de luz, que excitam uma clorofila especializada, chamada de P680, dando
inicio ao transporte de elétrons para o aceptor final de elétrons (NADP™), produzindo poder
redutor (NADPH). Ao longo da cadeia transportadora de elétrons da fotossintese, um
gradiente de prétons é criado através da membrana dos tilacoides e esse gradiente gera ATP a

nivel de substrato, por meio de uma proteina chamada ATP sintase.
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A maior parte do ATP e NADPH gerados nesse processo, sdéo consumidos no estroma
do cloroplasto, no ciclo de Calvin-Benson, onde carbono é fixado, gerando trioses fosfato que,
posteriormente serdo utilizadas na formacdo de glicose, sacarose e outras moléculas
compostas por carbono. A Rubisco, enzima responsavel pela fixacdo do carbono durante as
reacOes de carboxilacdo da fotossintese, apresenta dupla funcéo, devido a sua afinidade tanto
com carbono quanto com oxigénio, ela pode carboxilar ou oxigenar molécula de ribulose-1,5-
bifosfato (RuBP) (SPREITZER; SALVUCCI, 2002). A oxigena¢do da RuBP, por sua vez,
produz uma molécula de 2-fosfoglicolato (PG) e uma de 3-fosfoglicerato (PGA), diferente do
que acontece na caboxilacdo. Sendo o PG toxico para o metabolismo vegetal, é rapidamente
processado por fotorrespiragdo (ZELITCH et al., 2009). O processo de fotorrespiracéo
recupera 75% do carbono a cada ciclo e os outros 25% restantes sdo perdidos para a atmosfera
pela molécula de CO2, em plantas C3, ou podem ser fixados nas plantas C4. Por fim, o
processo de respiracdo promove a quebra da glicose formada por meio da fotossintese para
produzir uma quantidade de ATP suficiente para alimentar o metabolismo das plantas.

Quando as plantas sdo cultivadas em solos com excesso de ferro e manganés, o
metabolismo do carbono pode ser afetado. O Mn, por exemplo, é um elemento essencial na
quebra da molécula de agua e liberacdo do oxigénio no fotossistema Il (PSII), fornecendo os
elétrons necessarios para a fotossintese (GOUSSIAS; BOUSSAC; RUTHERFORD, 2002;
NICKELSEN; RENGSTL, 2013). Quantidades excessivas de Mn podem provocar toxidez as
plantas e impedir, portanto, a biossintese da clorofila e reduzir a eficiéncia fotossintética das
plantas (MILLALEO et al., 2010). O ferro por sua vez, quando presente em excesso N0 mMeio
de cultivo, pode acabar comprometendo o processo fotossintético, principalmente devido ao
disturbio nas reacdes de oxirreducdo que participa, promovendo estresse oxidativo, mudangas
no pH e estado nutricional das plantas (BECANA; MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998).
Os efeitos do excesso de Fe e Mn no metabolismo do carbono e do nitrogénio em espécies
arbéreas nativas da regido da Bacia do Rio Doce, como a Z. tuberculosa ainda sdo escassos na

literatura.
2.6 Sistema antioxidante

A presenca de Fe e Mn em excesso no solo ou solugdo nutritiva pode causar
interferéncias nos processos metabolicos das plantas, como a reducdo na absorcéo de outros
nutrientes ou a alteracdo do processo de transferéncia de elétrons nas organelas celulares,
proporcionando condigdes favordveis a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

(FARMER; MUELLER, 2013). Portanto, é essencial que as plantas expostas ao excesso



20

desses elementos tenham um sistema antioxidante eficiente, diminuindo, dessa maneira, 0S
danos causados por essas moléculas instaveis. O sistema antioxidante vegetal é composto por
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. As enzimas dismutase do superoxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) estdo entre as principais enzimas envolvidas
no sistema antioxidante enzimatico (GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012) e agem
por meio de mecanismos de prevencdo, controlando ou muitas vezes impedindo a formacéo
de EROs (SHARMA et al., 2012). O sistema antioxidante ndo enzimatico inclui carotenoides,
ascorbato, glutationa, a- tocoferois, flavonoides e prolina (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014).

O ferro tem como caracteristica, a capacidade de doar e receber elétrons, sendo esse
um importante aspecto na sua fungdo e participacdo nas reagOes vitais e estruturais
importantes das plantas (WINTZ; FOX; VULPE, 2002). No entanto, quando ha excesso desse
elemento no organismo das plantas, pode ocorrer um desequilibrio nas atividades redox nas
células, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), como os radicais superoxido formado
pela ligagdo entre ferro e oxigénio (O + Fe?* > O, + Fe®") e radical hidroxila formado pela
reacdo de Fenton (H.02 + Fe?* = Fe®" + OH + OH), alterando as caracteristicas bioquimicas,
fisioldgicas e morfoldgicas dos vegetais (HELL; STEPHAN, 2003; BROADLEY et al., 2012;
KROHLING et al., 2016). As EROs podem causar danos as células vegetais, como
peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas, danos aos &cidos nucléicos e pigmentos de
cloroplasto, dentre outros (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). O malondialdeido
(MDA) é o produto final da peroxidacdo de lipidica nas membranas e, por isso, é utilizado
como indicador do estresse oxidativo.

O manganés, por ser requerido em pequenas concentracdes dentro das plantas, pode
rapidamente causar estresse oxidativo nas mesmas quando presente em excesso no substrato
(CLAIR; CARLSON; LYNCH, 2005; CLAIR; LYNCH, 2005). O estresse oxidativo ocorre,
principalmente, devido a desorganizacdo das lamelas do cloroplasto, lesdo no sistema da
membrana dos tilacoides e inibicdo do processo de fotofosforilagdo nédo ciclico provocados
pelas altas concentracdes de manganés (MILLALEO et al., 2010). A resposta do sistema
antioxidante aos estresses causados pelo excesso desse elemento ndo segue um padrdo, 0s
resultados sdo variaveis e controversos. Isso se deve ao fato de que o Mn, assim como outros
metais, promove diferentes mecanismos de inducao de estresse, exigindo respostas diferentes.
Essas respostas dependem da espécie, do tecido vegetal, do compartimento celular em que
estd ocorrendo o estresse, entre outros aspectos (SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002;
GRATAO et al., 2009; GILL; TUTEJA, 2010, SANTOS et al., 2017).
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2.7 Ipé-Felpudo [Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl.]

A Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., popularmente conhecida como ipé-
felpudo, bolsa-de-pastor, bucho-de-boi, culhdes-de-bode, ipé-bdia, ipé-preto, carobdo entre
outros, € uma espécie florestal nativa brasileira, que pertence a familia Bignoniaceae,
(GENTRY, 1992; CARVALHO, 2002). E uma éarvore que pode variar de 6 a 35 metros de
altura na fase adulta. Apresenta tronco reto e cilindrico, com a copa colunar quando jovem e
conica a globosa quando adulta. A casca pode chegar a 5 cm de espessura, com coloracao
variando de cinza-clara a pardo-amarelada. As folhas sdo do tipo opostas, com cinco foliolos
cartaceos, elipticos a obovais centrais, felpudos e pilosos, com peciolo longo de até 30 cm de
comprimento (LOHMANN; PIRANI, 1996; CARVALHO et al., 2000; CARVALHO, 2005).

As flores dessa espécie estdo reunidas em uma inflorescéncia em tirso terminal,
apresentam coloracdo variando de amarelada a creme e comprimento variando de 0,8 a 1,5
cm. O fruto apresenta formato de uma cépsula esférica achatada, lenhosa e deiscente com
medidas variando de 13 a 20 cm de comprimento por 9 a 15 cm de largura. Apresenta uma
cobertura densa de pelos pontiagudos, se assemelhando a uma bolsa de pastor (PICKEL,
1953). Cada fruto é composto por cerca de 100 sementes achatadas, com textura felpuda,
aladas, com o nucleo cordiforme e didmetro variando de 4 a 6,2 cm (CARVALHO, 2005).

De acordo com as regibes fitoecoldgicas de ocorréncia natural, a Z. tuberculosa pode
ser encontrada na Floresta Estacional Semidecidual, integrando as vegetacdes da Caatinga,
Cerrado e Mata Atléntica, no estado do Parané e em varios estados do Sudeste e do Nordeste
do Brasil (CARVALHO et al., 2000; SILVA; SOARES, 2002; CARVALHO, 2005). Em
relacdo ao grupo ecoldgico ou sucessional, é considerada uma espécie pioneira a secundaria
inicial, apresentando capacidade de invadir pastagens e colonizar areas degradadas e
abandonadas (JESUS, 1997; SILVA; SOARES, 2002; CARVALHO, 2005).

Estudos mostram que o Z. tuberculosa ocorre naturalmente em variados tipos de solos,
e seu desenvolvimento varia de acordo com as condi¢fes em que se encontra. Entretanto, esta
espécie tem-se mostrado pouco exigente quanto a nutricdo e a fertilidade do solo (JESUS;
GARCIA, 1992; CARVALHO, 2005). O plantio é recomendado em sistemas agroflorestais
para arborizagcdo de culturas ou em sistema silvipastoril, para arborizacdo de pastagens
(BAGGIO; CARPANEZZI, 1988; LOPES et al., 1996). Além disso, produz folhas de facil
decomposicdo, sendo indicada para utilizacdo na recuperacdo de solos em areas de
reflorestamento para recuperacdo ambiental (BARROS; BRANDI, 1975; CARVALHO,
2005).



22

Pouco se sabe sobre a tolerdncia e a sobrevivéncia dessa espécie em substrato
contaminado com rejeitos de mineragdo. Informac@es basicas sobre as respostas metabolicas
de Z. tuberculosa as altas concentracfes de ferro e manganés possibilita a obtencdo de um
diagnostico sobre os efeitos da contaminacgéo pelo rejeito na sobrevivéncia dessa planta e seu

potencial uso como uma espécie recuperadora de areas impactadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das mudas e condicdes de experimento

Os frutos de Z. tuberculosa foram coletados de matrizes nativas no municipio de
Nepomuceno, no estado de Minas Gerais, situado a 843 metros de altitude (21°13'38.3"S
45°13'29.5"W), no dia 12 de agosto de 2020. Os frutos foram distribuidos em bandejas, e
deixados para secar, a sombra. Posteriormente, foram expostos a pleno sol, por cerca de 2
dias, até sua abertura. A extracdo das sementes foi realizada manualmente e, as mesmas foram
previamente semeadas em bandejas contendo areia lavada. Antes da semeadura, o envoltorio
celulésico fino da asa foi retirado. Ap6s a germinacao, as plantulas foram selecionadas de
acordo com a uniformidade de tamanho, transplantadas em vasos com 5,5 litros de
capacidade, contendo areia lavada e irrigada com solucdo nutritiva de Bolle-Jones (1957),
sendo essa, uma solucdo utilizada com sucesso nos cultivos em hidroponia com espécies
arbéreas. O volume de solucdo nutritiva utilizado na irrigacdo dos vasos foi obtido através da
diferenca entre o peso do vaso completo com areia seca e areia encharcada. Foram colocados
pratos em baixo dos vasos para impedir o vazamento de solugdo nutritiva apos a irrigacdo. O
volume de solugdo que ficou retida nos pratos ap6s a primeira irrigacéo foi marcado (0,5 L) e
todos os dias foram feitas reposi¢cdes diretamente nos pratos até que a marca fosse atingida,
promovendo a subirrigacao das plantas.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no setor de Fisiologia Vegetal da
UFLA. As plantulas passaram por um periodo de aclimatacdo de 21 dias, nos quais receberam
concentragdes crescentes da solucdo nutritiva completa (SNC), contendo todos os nutrientes.
Vinte dias apds a germinacdo das sementes, com o surgimento do par de folhas primarias,
iniciou-se 0 processo de aclimatacdo das mudas a aplicacdo de solugcdo nutritiva, que teve
inicio com ¥ da forca, durante sete dias, %2 forca por sete dias e forca completa por sete dias.
Posteriormente ao periodo de aclimatacéo, as mudas continuaram sendo irrigadas por solucdo
nutritiva completa até a imposicdo dos tratamentos. Apos 69 dias desde a semeadura, quando
as plantas estavam com dois pares de folhas completamente expandidos, os tratamentos foram

impostos, com duragéo de vinte dias até a coleta.
3.2 Preparo de solugéo nutritiva de cultivo

A solugéo nutritiva utilizada no experimento foi preparada segundo a recomendagéo
de Bolle-Jones (1957). A quantidade de nutrientes recomendada em mmol L™ para essa
solugéo foi: N=15mM; P =1 mM; K=3 mM,; Ca=2 mM,; Mg =1,25 mM; S = 3,75 mM; B
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= 0,06 mM; Cu = 0,009 mM; CI = 0,03mM; Fe = 0,009 mM; Mn = 0,009 mM; Mo = 0,0003
mM e Zn = 0,009 mM. Seguindo esta recomendagdo, as solucbGes estoques foram
individualmente preparadas, com a utilizacdo de sais puros para analise (P.A.). Os sais foram
pesados e dissolvidos com &gua destilada e o volume completado para 1 litro. As solucdes
foram armazenadas em frascos ambar e colocadas em local sem incidéncia direta de luz. Os
sais utilizados no preparo das solugdes e suas respectivas concentragdes foram: KH2PO4 (1
M), Ca (NO3)2.4H20 (1 M), NHsNO3 (2 M), K2SO4 (0,5 M), MgS04.7H20 (1 M), (NH4)2SO4
(1 M), FeCls6H20/Na2EDTA (9 mM), HzBOs (64 mM), MnSO4.H20 (9 mM), ZnSO4.7H20
(9,20 mM), CuSO4.5H.0 (9,45 mM) e Na:Mo004.2H>O (85% MoOs) (0,30 mM). Os
tratamentos que consistiram em superdosagem de ferro e manganés receberam uma
quantidade mais elevada em mmol L* desses elementos (Fe = 0,009 + 0,151 mM e Mn =
0,009 + 0,318 mM).

3.3 Tratamentos

Com o objetivo de simular as condi¢des dos solos que foram contaminados pelo
rejeito oriundo do rompimento da Barragem de Funddo, as concentracdes de Fe e Mn
utilizadas nos tratamentos foram definidas com base nos resultados obtidos por Cruz et al.,
(2020) nas anélises quimicas do rejeito coletado em abril de 2017. O rejeito foi coletado em
profundidade de 0-20 cm as margens do rio do Carmo, no municipio de Barra Longa (MG,
Brasil). A quantificacdo das formas disponiveis de ferro e manganés no rejeito (extraidos com
solucdo de DTPA-TEA a pH 7,3) foi realizada no Instituto Agronémico de Campinas (IAC),
sendo encontrados valores de 9 ppm de Fe (0,160 mM) e 18 ppm de manganés (0,327 mM),
aproximadamente. O valor de pH adotado para este experimento foi pH = 6,5, baseado em
teste de germinacdo prévio. Portanto, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos
descritos na tabela abaixo:

Tabela 1 — Concentracdes de ferro e manganés utilizadas nos tratamentos.

Tratamentos  Concentracdo Fe (mM)  Concentragdo de Mn (mM)

T1 - Controle 0,009 0,009
T2 — +Fe 0,160 0,009
T3 —-+Mn 0,009 0,327
T4 — +Fe +Mn 0,160 0,327

Fonte: Do autor (2021).
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O T1 consistiu no tratamento controle, com vasos preenchidos com areia, irrigados
com SNC, sem excesso dos elementos ferro e manganés. Os tratamentos T2 e T3 consistiram
em SNC com adi¢do de concentracOes elevadas de Fe (17,5 vezes maior que no tratamento
controle) e Mn (35,5 vezes maior que no tratamento controle) respectivamente. No tratamento
T4 houve superdosagem de Fe e Mn, simultaneamente (Tabela 1). Os tratamentos contaram
com 6 repetices cada, sendo 4 plantas por repeticdo, divididas em 2 plantas destinadas para
analises de matéria seca e 2 plantas destinadas para analises de matéria fresca.

As coletas foram realizadas 20 dias ap0s a implementacao dos tratamentos e todos os
pardmetros avaliados nesse experimento foram realizados apds este periodo. O pH das
solugdes preparadas para os tratamentos correspondentes foi ajustado com solucdes de NaOH
ou HCI 1 mol L. A areia dos vasos foi lavada com agua destilada e as solugdes trocadas

semanalmente, com o objetivo de manter a concentracdo dos sais minerais.
3.4 AvaliagOes de crescimento

As andlises de crescimento foram realizadas no dia da coleta, vinte dias ap6s a
imposicdo dos tratamentos. Para isso, foram medidas a altura da parte aérea das plantas e
comprimento das raizes, com o uso de régua graduada em centimetros (cm). Também foi
medido o didmetro do caule em milimetros (mm), com o auxilio de um paquimetro digital. O
namero de folhas foi obtido através da contagem direta das folhas. A massa seca da parte
aérea (caule e folhas) e das raizes foram obtidas através de balanca de precisdo, apds secagem
das amostras em estufa a 65°C com ventilacdo forcada até que o material atingisse peso
constante. Medidas de alocacdo de biomassa foram mensuradas através da razdo raiz/parte
aerea. A mensuragdo de &rea foliar foi obtida diretamente por meio do programa Easy Leaf
Area Free.

3.5 AvaliacGes de parametros fotossintéticos

Com o auxilio do equipamento portéatil MultispeQ, conectado a plataforma PhotosynQ
(KUHLGERT et al., 2016), foram obtidas a fluorescéncia inicial (Fo’), fluorescéncia maxima
(Fm’) e eficiéncia quéntica do fotossistema Il, dada pela razo Fv’/Fm’, sendo a fluorescéncia
variavel (Fv’) obtida pela diferenca entre Fo’ € Fm’. Foram obtidas também a taxa de fluxo de
prétons que passam através da ATP Sintase (gH+), taxa de transporte de elétrons (ETR) e 0
guenching ndo fotoquimico tedrico (NPQt), com medicdes realizadas na presenca de luz. As

analises foram realizadas entre 8 e 10 horas da manha, ao décimo sexto dia do més de
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dezembro de 2020, no segundo par de folhas completamente expandidas, antes da coleta no
vigesimo dia de experimento. A radiacdo fotossintéticamente ativa (PAR) no interior da casa
de vegetacio obtida no dia das medicbes foi de 589 pmol de fétons m2 s, valor

aproximadamente 70% menor que o lado externo.
3.6 Avaliac@es bioquimicas

As andlises foram realizadas conforme protocolos de rotina do Laboratério de
Bioquimica e Metabolismo de Plantas (LBMP) do setor de Fisiologia Vegetal da UFLA. As
repeticdes consistiram em um pool com as folhas ou raizes de todas as plantas da repeticéo
contidas em cada vaso. As amostras de folhas e raizes foram congeladas em nitrogénio liquido
e, posteriormente, armazenadas em freezer -80 °C para conservacdo da matéria fresca (MF).
Para as analises que utilizam matéria seca (MS), as amostras foram introduzidas em moinho

do tipo Willey e armazenadas em tubos plasticos a temperatura ambiente.
3.6.1 Enzimas do sistema antioxidante

O extrato enzimético das enzimas do sistema antioxidante foi obtido apds a maceragéo
de 0,2 g de amostras de material fresco de folhas e raizes em nitrogénio liquido.
Posteriormente foram adicionados 1,5 mL do tampao de extragdo contendo: 375 pL de
tampdo fosfato de potéssio 400 mM (pH 7,8), 15 puL de EDTA 10 mM, 75 uL de acido
ascorbico 200 mM, e 1035 pL de agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a
4°C e o sobrenadante foi coletado e armazenado a — 20 °C durante o periodo das analises. O
sobrenadante coletado foi utilizado nas analises enzimaticas da dismutase do superdxido
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977,
NAKANO; ASADA, 1981; HAVIR; MCHALE, 1987).

3.6.1.1 Dismutase do superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugao
do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), em um meio de incubagdo
composto por 100 pL. de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, 40 uL de metionina 70 mM,
3uL de EDTA 10 uM, 15 pL de NBT 1 mM, 2 pL de riboflavina 0,2 mM e 39 pL de agua. Os
tubos com 0 meio de reagdo e 2 pL de amostra receberam iluminagé&o por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 15 W. O meio de reacdo sem amostras também foi submetido a

iluminagdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 560 nm. Uma unidade da
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SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas
condigdes do ensaio.

3.6.1.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada, segundo o método de Havir e McHale (1987), que
consiste em utilizar uma aliquota de 5 pL do extrato enzimatico adicionada a 180 pL do meio
de incubac&o, contendo 90 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 76 uL de agua e 9 puL
de peréxido de hidrogénio 250 mM, incubado a 28°C. A atividade dessa enzima foi
determinada pelo decréscimo na absorbancia, com leitura em espectrofotémetro a 240 nm, a
cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio. O
coeficiente de extingdo molar para esta anélise é 36 mM™* cm™.

3.6.1.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de oxidagdo do
ascorbato, observada pela leitura espectrofotométrica a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3
minutos. Aliquotas do extrato enzimético foram previamente testadas e a escolhida (9 uL para
raiz e 5 uL para folha) foi adicionada a 180 pL de tampdo de incubagdo, composto por 90 pL
de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 uL de acido ascorbico 10 mM, 63 pL de agua e 9
uL de peréxido de hidrogénio 4 mM (NAKANO; ASADA, 1981). Como a aliquota da folha
foi reduzida, foi adicionado 4 uL de agua para completar o volume final. O coeficiente de

extingdo molar para esta analise é 2,8 mM™* cm™,
3.6.2 Peroxido de hidrogénio (H202)

O extrato utilizado para esta analise foi obtido através da maceracdo de 0,3 g de
matéria fresca de folhas e raizes em nitrogénio liquido com polivinil polipirrolidona (PVPP),
homogeneizados em 1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a
12.000 g por 15 minutos, a 4°C. O H20; foi determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm
em um meio de reagdo, contendo 45 pL do extrato quando foi analisado raiz ou 20 pL do
extrato somado a 20 pL de agua quando foi analisado folha, a 45 pL tampéo fosfato de
potassio 10 mM, pH 7,0 e 90 uL de iodeto de potassio 1M (VELIKOVA; YORDANOV;
EDREVA, 2000). A quantificacdo foi realizada, com base na curva padrdo de perdxido de

hidrogénio, com concentra¢es conhecidas.
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3.6.3 Peroxidacdo lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada atraves da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust (1978). Para isso, 0,3 gramas de
folhas e 0,3 gramas de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido, acrescido de 20% de
PVPP (m/v) e homogeneizados em 1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. Aliquotas (125 pL) do
sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo, contendo 0,5% (m/v) de acido
tiobarbitarico (TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30
minutos. A reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
realizadas em espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada com o malondialdeido (MDA), que é um produto secundario do processo de
peroxidagdo. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 155 mM™? cm™. Esta andlise
também foi realizada em amostras de raiz, entretanto, foram encontrados valores negativos na

leitura, impossibilitando a realizag¢&o dos calculos.

3.6.4 Extracdo e quantificacdo de carboidratos, aminoacidos e proteinas totais

A extracdo de carboidratos foi obtida a partir da massa seca de folhas completamente
expandidas e raizes pela homogeneizacao de 0,2 g de massa seca em 10 mL de tampéo fosfato
de potéssio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a 40 °C.
Posteriormente, a solucdo homogeneizada foi centrifugada a 5.000 rpm, por 10 minutos e o
sobrenadante coletado. O pellet foi reservado para posterior quantificacdo do amido. Para a
quantificacdo de acucares soluveis totais (AST), foi utilizado o método da Antrona (YEMM,;
WILLIS, 1954), no qual a quantificacdo foi baseada em uma curva padrdo, cujo padréo
utilizado foi a glicose 60 pug mL™* em volumes crescentes. Foram adicionados 2 mL do
reagente antrona, tanto a curva quanto as aliquotas das amostras e o volume foi ajustado com
agua destilada para 3 mL. A solucéo foi preparada a partir de 40 mg de antrona, 1 mL de agua
e 20 mL de acido sulfurico (P.A.). Os tubos foram agitados e levados ao banho-maria a 100°C
por 3 minutos. Posteriormente foram resfriados no gelo e a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro a 620 nm.

A quantificacdo dos agucares redutores (AR) também foi baseada em uma curva
padrdo, segundo o protocolo descrito por por Miller (1959), pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS). O padréo utilizado foi glicose (10 mM) em volumes crescentes.

Foram adicionados 0,5 mL do reagente DNS tanto a curva quanto as aliquotas das amostras e
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o volume foi ajustado para 1,25 mL com agua destilada. Para o preparo do reagente DNS,
foram adicionados 50 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 2N a 2,5 g de DNS e
aproximadamente 125 mL de agua destilada que foram agitados até a total dissolugcdo da
solucdo. Posteriormente, foram adicionados 75g do sal de Rochelle e o volume da solucéo foi
ajustado para 250 mL com &gua destilada. Os tubos foram agitados e em seguida levados ao
banho-maria a 100 °C durante 5 minutos. Em seguida foram esfriados a temperatura ambiente
e o volume foi ajustado para 5 mL com &gua destilada. A leitura foi realizada a 540 nm em
espectrofotometro. A diferenca entre AST e AR foi utilizada para a mensuracdo da quantidade
de sacarose.

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo o protocolo de Bradford (1976).
Para a obtencdo da curva, o padrdo utilizado foi o BSA (Soro Albumina Bovina) (2,5 mg mL"
1, em volumes crescentes. Para isso, 100 gramas do reagente Comassie Blue G-250 foi
dissolvido em 50 mL de etanol 95%. Em seguida, foram adicionados 100 mL de H3PO4 85%
e 0 volume foi ajustado para 1 litro com agua destilada. A solucéo foi deixada em “overnight”
com agitacdo constante e posteriormente filtrada. Foi adicionado 294 pL da solucdo de
Comassie tanto a curva quanto as aliquotas das amostras e o volume foi ajustado com agua
destilada para 300 pL. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro a 595 nm.

A quantificacdo de aminoacidos foi realizada pelo método da ninhidrina, proposto por
Yemm e Coccking (1955). Para isso, foram preparados previamente os reagentes: Tampao
citrato de sodio 0,2M, pH = 5,0 (A), ninhidrina 5% em metil celosolve (Etileno glicol
monometil éter) (B), KCN 2% em metil celosolve (2 mL de KCN 0,01M em 100 mL de
metilcelosolve) (C), etanol 60% (v/v) e glicina (0,1pmol mL™), que foi a molécula utilizada
na curva-padrdo em volumes crescentes. Ap6s a mistura dos reagentes, os tubos foram
agitados e levados ao banho-maria a 100°C por 20 minutos. Posteriormente, o volume foi
ajustado para 4 mL com etanol 60% e agitado novamente. Apds o resfriamento a leitura foi

realizada a 570 nm em espectrofotometro.
3.6.5 Extracéo e quantificacdo de amido

Ap0s o processo de homogeneizagdo e centrifugacdo dos tecidos vegetais ja descritos
para a quantificacdo de carboidratos, aminoacidos e proteinas totais no topico anterior (topico
3.6.4), o pellet que sobrou foi ressuspendido com 4 mL do tampdo acetato de potéssio 200
mM pH 4,8. Foi adicionado 1 mL da solucdo da enzima amiloglucosidase (1 mg da enzima
em 1 mL de tampdo acetato de potassio 200 mM pH 4,8) por amostra. Posteriormente foi

incubada em banho-maria a 40 °C por 2 horas e centrifugada a 5.000 rpm durante 10 minutos.
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O sobrenadante foi coletado, armazenado em tubos devidamente identificados a -20 °C. O
amido foi quantificado pelo método da Antrona descrito por Yemm e Willis (1954).

3.6.6 Quantificacdo de nitrogénio

Os teores de N total foram determinados pelo método de Kjeldahl. Para realizar a
digestdo foi pesado 0,1 g de amostras secas e moidas de folhas e raizes, em tubos de vidro e
adicionado a mistura digestora. O primeiro processo consistiu em adicionar a mistura
digestora a cada amostra contendo 1,5 g de K2SOy4, 0,3 g de CuSO4 e 3 mL de H2SO4, sendo
este Ultimo acrescentado cuidadosamente ap0s 0s outros reagentes. Os tubos foram levados
para o bloco digestor e submetidos a temperatura de 350 °C, partindo-se da temperatura
ambiente e aumentando-se 50 °C a cada 30 minutos. A digestdo ocorreu e foi caracterizada
pela obtencdo de um liquido incolor ou levemente esverdeado. Depois de esfriada, foi
adicionado 30 mL de agua destilada agitando até completa dissolucdo. Posteriormente, 1
frasco de Erlenmeyer de 100 mL foi preparado para cada amostra, adicionando-se 10 mL da
solucdo &cido borico indicador. Primeiro, para cada 10 mL de agua destilada dissolveu-se
0,015 g de verde de bromocresol e 0,006 g de vermelho de metila. Em seguida, para cada 49,5
mL de &gua destilada, foi adicionado 1 g de H3BOs e 0,5 mL da solugdo previamente
preparada. Os frascos foram acoplados, um de cada vez ao destilador de Kjeldahl, e o
processo de destilacdo ocorreu pela elevacdo da temperatura ao maximo até iniciar a ebulicdo
e adicionando-se lentamente 10 mL de NaOH 13N a cada destilagdo. O processo foi
finalizado quando o volume do destilado alcancou 75 mL. A titulacdo foi feita com HCI
0,07143N até mudanca de cor (coloracdo verde para rosa). O volume de &cido gasto para
mudanga de coloracdo foi convertido em porcentagem de N na amostra (FEEMA, 1983),

através da férmula:

VabMxfx 0,014 x 100
P

% nitrogénio total =

Sendo:

V = Volume de acido gasto na titulagdo
M = molaridade do HCI

f = Fator de corre¢éo do HCI

P = Massa da amostra em gramas
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Com a porcentagem de nitrogénio total, foi possivel obter a quantidade de nitrogénio
em gramas por parte da planta analisada. Para tanto, foi realizada uma regra de trés simples
em que para encontrar a quantidade absoluta de nitrogénio nas folhas e nas raizes,
multiplicou-se a porcentagem de nitrogénio pelo peso seco das folhas e raizes

respectivamente, e, esse valor foi dividido por 100.
3.6.7 Enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio

As atividades da redutase do nitrato (RN), glutamina sintetase (GS), glutamato sintase
(GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH) foram avaliadas, in vitro. Foram maceradas 1,25
g de matéria fresca de folhas e raizes em nitrogénio liquido com adicdo de 10% de
Polivinilpolipirrolidona (PVPP). O macerado foi adicionado a 5 mL da solucéo de extracéo
constituida por tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,5, contendo: 9,3 mg de EDTA, 1,5 mg
de DTT e 0,8 mg de PMSF para a obtencdo do extrato enzimatico. Em seguida o meio de
extracdo foi levado a centrifuga programada paral6000 g durante 20 min a 4°C. O
sobrenadante foi coletado em tubo Falcon de 15 mL e armazenado a -20 °C.

A atividade da RN foi realizada de acordo com o protocolo RN proposto por Berges e
Harrison (1995). O meio de reacdo da enzima foi preparado em triplicata, no qual 14 pL da
amostra foi pipetada em microplaca, seguido por 154 uL da solugdo de fosfato de potéssio 0,1
M, pH 7,5 com 0,1818 mg de KNOs. Depois o meio foi mantido em incubagdo no banho
maria a 30°C por 3 minutos. Ap6s o banho maria, foi pipetado 12 uL de B-NADH 3mM. Em
seguida a leitura da placa foi realizada a 340 nm, de 1 em 1 min, durante 10 min, tendo sido
observado o decaimento pela oxidacdo do NADH. O coeficiente de extin¢cdo molar para essa
analise é 6,22 mM™ cm™.

A atividade da GS foi avaliada como proposto por Ratajczak, Ratajczak e Mazurowa
(1981). O ensaio da GS foi realizado tomando-se uma aliquota de 75 pL do extrato bruto, ao
qual foram adicionados 175 pL de um meio reacional contendo 50 pL de tampao tris-HCI 0,5
M, pH 7,5; 25 uL de mercaptoetanol 0,1 M; 12,5 uL de MgS0O4.7H.0O 0,4 M; 37,5 uL de
NH20OHCI 0,1 M; 25 L de glutamato monossédico, 0,5 M e 25 pL de ATP 0,1 M. A mistura
foi incubada a 30 °C por 30 minutos. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 250 pL de uma
solucdo composta de FeCls 1,2 M, HCI 1,7 M e &cido tricloroacético (TCA) 0,7 mM. Em
sequida, houve centrifugacdo a 16.000 g a 4 °C por 5 minutos e o quelato Fe-L-
glutamilyhidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotdometro a 540 nm.
Para determinacdo dos teores foi realizada uma curva padrdo cujo padrdo utilizado foi o

gama-glutamil-hidroxamato na concentragdo de 20 umol mL™.
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A atividade da GOGAT foi determinada a partir da adicdo do meio de reagcdo contendo
132 pL de Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8, 12 pL de 2-oxoglutarato 135 mM e 12 uL de L-glutamina
135 mM a uma aliquota de 14 pL do extrato. A mistura foi incubada a 35 °C por 5 minutos e
apos a retirada das amostras do banho maria, foi adicionado 10 pL de p-NADH 3,6 mM. Em
seguida a leitura da placa foi realizada a 340 nm, de 1 em 1 min, durante 10 min, tendo sido
observado o decaimento pela oxidacdo do NADH. O coeficiente de extingdo molar é 6,22
mM* cm™? (PIMENTA et. al., 1989 com modificaces).

A atividade da GDH foi determinada pela adi¢éo de 96 pL de Tris-HCI 0,2 M, pH 7,8,
20 pL de 2-oxoglutarato 90 mM, 20 pL de CaCl> 36 mM e 20 uL de (NH4)2SO4 900 mM a
uma aliquota de 14 pL do extrato enziméatico. A mistura foi incubada a 30 °C por 3 minutos e
apos a retirada das amostras do banho maria, foi adicionado 10 pL de B-NADH 3,6 mM. Em
seguida a leitura da placa foi realizada a 340 nm, de 1 em 1 min, durante 10 min, tendo sido
observado o decaimento pela oxidacdo do NADH. O coeficiente de extingdo molar é 6,22
mM™ cm ™ (GROAT; VANCE, 1981).

3.6.8 Quantificacdo de ferro e manganés

A quantificacdo de ferro e manganés foi realizada em amostras compostas por um
compilado de folhas e raizes, com o objetivo de representar a planta inteira. Inicialmente, as
plantas foram lavadas em agua corrente e com &gua deionizada, para que houvesse remoc¢éo
dos sedimentos associados aos 6rgdos vegetais. As plantas utilizadas na quantificacdo de
manganés tiveram as raizes lavadas em solucdo extratora composta por HCI (0,1%) e as
plantas utilizadas na quantificacdo de ferro foram deixadas de molho por duas horas em
solucdo ditionito-citratobicarbonato (DCB), seguindo o método de Taylor e Crowder (1983),
composta por citrato de sodio (0,03 M), bicabornato de sodio (0,125 M) e 1 grama de
ditionito de sodio a cada 50 mL de solucdo utilizada na lavagem, e, por fim, foram
enxaguadas 3 vezes com agua deionizada. Esse procedimento de lavagem de raizes foi
realizado com o objetivo de remover vestigios de ferro e manganés que pudessem estar
associados a superficie das raizes formando placas.

Em seguida, as plantas foram colocadas na estufa com circulagdo forgada de ar a 70
°C, até atingirem peso constante. Ap6s 0 processo de secagem, amostras de folhas e raizes
foram trituradas, pesadas e mescladas. Posteriormente, as amostras foram inseridas em sacos
plasticos, devidamente identificados e enviados para analise e quantificacdo no laboratério do
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa. Para determinagéo dos teores de

ferro e manganés, primeiro foi feita uma digestdo Nitricoperclérica (SARRUGE; HAAG,
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1974) e posteriormente os minerais foram quantificados utilizando espectrometro de emisséo
Otica com plasma indutivamente acoplado (ICP- OES; Perkin Elmer Modelo Optima 8300
DV).

3.6.9 Determinacdo dos teores de Clorofilas e Carotenoides

Para a determinagdo das concentracdes de carotenoides e clorofilas “a” e “b”, foram
macerados 0,1 g de tecido foliar fresco do primeiro par de folhas completamente expandido
transferidos para um tubo Falcon contendo 10 mL de acetona 80%. Os tubos foram
armazenados na geladeira, protegidos do escuro com papel aluminio, por 7 dias. O volume
final foi completado para 10 mL, e as leituras espectrofotométricas foram realizadas a 440 nm
para carotenoides e a 645 e 663 nm, para os teores de clorofilas, segundo a metodologia de
Lichtenthaler e Buschmann (2001).

3.7 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado (DIC), composto por 4
tratamentos e 6 repeti¢fes. Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (P > 0,05) e homogeneidade das variéncias Bartlett (P > 0,05). Dados
considerados dentro da normalidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para
verificar se houve diferenca significativa entre os tratamentos (teste F, P < 0,05) e ao teste de
Tukey a 5% de significancia no software R®, utilizando a plataforma RStudio com os pacotes
‘ExpDes.pt’ (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2020) e “fpp’ (HYNDMAN, 2013).
Os dados de varidveis que ndo seguiram distribuicdo normal, sofreram transformacdes de
Box-cox para que se adequassem a normalidade e, novamente, foram submetidos a ANOVA e
teste de medias (Tukey, P <0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracao de ferro e manganés

A quantificacdo dos micronutrientes ferro e manganés em plantas de Z. tuberculosa
mostraram que as maiores concentracbes de Fe ocorreram em plantas submetidas ao T2
(FIGURA 1A), com uma média de 839,9 mg Kg* por planta. As maiores concentracdes de
manganés ocorreram no T3, com uma média de 212,2 mg L? por planta (FIGURA 1B),
sequido pelo T4, no qual houve excesso simultdneo de manganés e ferro, com uma média de
183,7 mg Kg-* por planta. A concentracio de ferro encontrada nas plantas foi 12 vezes maior

que a concentracdo encontrada de manganés.

Figura 1 — Concentracdo de ferro (A) e manganés (B) em plantas de Zeyheria tuberculosa
(Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solucdo nutritiva
completa (controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com
excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e
manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 6 repeti¢cdes. Fonte: Do autor 2021.

Como foi relatado em estudos anteriores, os elementos ferro e manganés sao
antagonicos, pois ha inibicdo competitiva entre eles, uma vez que, ambos sdo cétions
bivalentes, que competem pelos mesmos sitios ativos nos transportadores dentro das plantas
(ECKHARDT; MARQUES; BUCKHOUT, 2001; LOPEZ-MILLAN et al., 2004; ZAITSEV;
DUBROVINA; SHAINUROV, 2020). A relagdo antagdnica entre esses elementos ficou
evidente com a diferenca entre a concentracdo de Fe em T2 e T4, quando houve uma reducgéo
significativa de Fe na presenca de Mn (FIGURA 1A).
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Quando analisamos a absor¢do de Mn, podemos observar que ndo houve reducdo
significativa na absorcdo desse metal no T4 quando comparado com ao T3 onde havia
excesso apenas de manganés. Esse resultado sugere que em T4, a concentracdo de Fe pode
ndo ter sido suficiente para que esse elemento se sobressaisse na competicdo com Mn,
mantendo a absorcéo de Mn elevada (ZAITSEV; DUBROVINA; SHAINUROQV, 2020). O Fe
adicional também ndo reduziu o acimulo de Mn, em estudo realizado por Rossini-Oliva,
Abreu e Leidi (2021) em espécies de Erica andevalensis, cultivadas em solucao hidropdnica
sob crescentes concentracGes de manganés.

O nivel critico da concentracdo de ferro e manganés que pode causar toxicidade as
plantas depende da espécie, da idade e estado nutricional das mesmas. H& uma grande
variacdo na literatura em relacdo aos valores de concentracdes de ferro no tecido vegetal que
podem ser considerados toxicos, variando de 300 a 2000 mg kg MS (BECKER; ASCH,
2005). Dobermann e Fairhurst (2000) observaram sintomas visiveis de toxicidade causada por
ferro e, consequentemente a reducdo do crescimento em arroz e gramineas anuais, onde foram
encontradas concentragdo entre 300 e 500 mg kg * MS de Fe nas folhas. Em relagdo ao
manganés, estudos mostraram que quando suas concentracdes nos tecidos das plantas passam
dos 150 mg kg * MS, esse metal pode causar toxicidade (MUKHOPADHYAY; SHARMA,
1991; MILLALEO et al., 2010), mas isso varia consideravelmente a cada espécie
(FECHT-CHRISTOFFERS et al., 2003).

4.2 Crescimento das plantas

N&o houve diferencas estatisticas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos nos
seguintes parametros de crescimento da parte aérea avaliados: altura, didametro de caule,
namero de folhas e area foliar (TABELA 2). Entretanto, em relagdo ao comprimento das
raizes, no tratamento com excesso de ferro (T2) foram observadas as menores médias de
comprimento (7,1 cm), seguido pelo T3, composto pelo excesso de manganés (8,9 cm). Mas
no T4, onde foram aplicadas altas concentracBes simultaneas de ferro e manganés, foi
observado um aumento de 19,87% no tamanho das raizes em comparagcdo com o controle
(TABELA 2 e FIGURA 2). Ndo houve diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo a massa
seca das folhas e raizes (TABELA 2).
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Tabela 2 — Altura, comprimento de raiz (CR), didmetro do caule (DC), numero de folhas,
area foliar, massa seca de folhas (MS folha), massa seca de raizes (MS raizes) e
alocacdo de biomassa (RPA: razdo raiz/parte aérea) em plantas de Zeyheria
tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solucdo
nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC
com excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e
manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).

Tratamentos

Controle + Fe + Mn + Fe + Mn
Altura (cm) 52+0,23a 54+0,08a 49+0,15a 50+0,07a
CR (cm) 10,2+ 0,88 ab 71+0,73¢ 8,9+ 0,67 bc 12,2+0,48 a
DC (mm) 29+0,12a 2,8+0,07a 26+014a 26+017a
N° de folhas 56+0,08a 52%£0,29a 54+0,20a 52%0,26a
Area Foliar (cm?) 715+525a 63,7 +6,12 a 70,3+5,39a 65,5+ 4,24 a
MS Folha (g) 0,5+0,03a 0,4+0,04a 0,5+0,03a 05+0,04a
MS Raiz (9) 0,1+001la 0,1+0,01a 0,1+0,0la 0,1+0,01a
Razdo RPA 0,2+001a 0,2+0,02a 0,2+0,0la 0,2+0,02a

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 6 repeti¢cdes. Fonte: Do autor 2021.

Por Zeyheria tuberculosa se tratar de uma espécie arbdrea, com crescimento lento, os
tratamentos podem nao ter sido suficientes para observar diferencas significativas em relagéo
aos parametros de crescimento referentes a altura das plantas, diametro do caule, nimero de
folhas, area foliar, massa seca de folhas, massa seca de raizes e alocacdo de biomassa (razdo
raiz/parte aérea). Porém, foi observada uma redu¢do no comprimento das raizes sob excesso
de ferro. Onyango et al. (2019) também verificaram que houve reducdo no comprimento de
raizes das quatro variedades de arroz estudadas e concluiram que esse efeito negativo foi
causado pela toxidez causada pelo ferro adicionado aos tratamentos. O ferro quando presente
em altas concentra¢des, provoca o desbalanceamento redox das células, originando uma série
de sintomas tipicos de toxidez, dentre eles, a reducdo no crescimento de raizes, que ademais
podem apresentar textura &spera e mudanca de coloracdo (GENON et al., 1994; HELL;
STEPHAN, 2003; DE OLIVEIRA JUCOSKI et al., 2013).

O excesso de manganés no T3 também provocou reducdo no comprimento das raizes
em comparagdo ao controle, mas com médias de crescimento maiores do que no T2, com
excesso de ferro. A oxidacdo do manganés no apoplasto foi apontada como principal reagdo
gue causa toxidez e limita o crescimento das plantas cultivadas sob excesso de manganés

(HORST, 1988). Contudo, no T4, quando houve a aplicagdo em excesso de ferro e manganés
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conjuntamente, foi observado um valor médio do comprimento de raiz significativamente
maior do que em todos os outros tratamentos (12,2 cm). Esse resultado, pode induzir que a
inibicdo competitiva entre Fe e Mn possa ter causado uma anulacdo do efeito toxico,
provocado pelo excesso de ambos os metais, no crescimento radicular (TABELA 2 e

FIGURA 2).

Figura 2 — Disposicdo dos vasos utilizados no cultivo de plantas de Z. tuberculosa
submetidas aos tratamentos (A e B). Plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.)
Bureau ex Verl., utilizadas na medicdo de comprimento de raiz e altura de
parte aérea — T1 (Controle), T2 (+Fe), T3 (+Mn) e T4 (+Fe + Mn) no dia da
coleta (C).

-
"

Fonte: Do autor (2021).
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4.2 Clorofilas e Carotenoides

No tratamento com excesso de manganés (T3), as concentracbes de clorofila a
(FIGURA 3A) foram estatisticamente iguais ao controle. Contudo, sob excesso de ferro houve
uma diminuicao significativa desses valores, correspondendo a uma queda de 38% no T2 em
relacdo ao controle. Nas analises de clorofila b (FIGURA 3B) o tratamento com excesso de
manganés também ndo diferiu estatisticamente do controle, mas houve um decréscimo desse
pigmento no T2 (33,46%) e T4 (19,86%). Houve um aumento significativo nos teores de
carotenoides no T3 (17,32%), porém, com a aplicacdo de Fe e Mn concomitantemente no T4,
esse aumento foi anulado, ndo apresentando diferencas estatisticas em relacdo ao controle
(FIGURA 3C), assim como no T2.
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Figura 3 — ConcentracOes de clorofila a (A), clorofila b (B) e carotenoides (C) em folhas de
plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos
tratamentos com solucdo nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro
— 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC
com excesso de ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Alguns trabalhos realizados anteriormente apresentaram resultados semelhantes, com
a reducéo nos teores de clorofilas e carotenoides a medida em que aumentava a concentracao
de ferro nos tratamentos (MEHRABAN et al., 2008; VERMA; PANDEY, 2015). O manganés
tem influéncia no aumento do teor de clorofilas das plantas, pois também atua na sintese das
mesmas (SCHMIDT; JENSEN; HUSTED, 2016).

Nesse trabalho, os resultados mostraram que 0 excesso de manganés estimulou o
aumento de clorofila a e b e, também dos carotenoides. Porém, em estudo desenvolvido por
Rossini-Oliva, Abreu e Leidi (2021), foi observado a diminuicdo de clorofilas e carotenoides
com o0 aumento das concentragdes de Mn em plantas de Erica andevalensis, 0 que mostra que
diferentes espécies apresentam respostas distintas quando submetidas a altas concentra¢Ges de
manganés. No T4, o efeito da alta concentracdo de manganés no aumento dos teores dos
pigmentos nas folhas foi inibido na presenca de ferro.

O excesso de Fe provocou a degradacdo dos pigmentos das plantas expostas ao T2.
Além da diminuicdo da concentragdo de clorofilas e carotenoides nas folhas, o excesso de
ferro pode ter comprometido também parametros do sistema fotossintético das plantas de Z.
tuberculosa, verificado pela reducdo da eficiéncia quantica potencial do PS Il e reducdo das
taxas de transporte de elétrons e fluxo de prétons que passam através da ATP Sintase. A
mesma funcdo redox do ferro que é essencial na cadeia de transporte de elétrons da
fotossintese e na sintese de pigmentos, quando esse elemento esta presente em excesso no
meio de cultivo, pode ser responsavel por efeitos toxicos e reducdo da eficiéncia fotossintética
e degradacdo de clorofilas e carotenoides, principalmente devido a superproducéo de espécies
reativas de oxigénio (KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012).

4.3 Parametros fotossintéticos

Em relacdo aos parametros fotossintéticos avaliados (TABELA 3), foi observado que
no T2, foram obtidos 0os menores valores médios para fluorescéncia maxima na luz (Fm’),
eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv’/Fm’), taxa de transporte de elétrons
(ETR) e a taxa de fluxo de prétons que passam atraves da ATP Sintase (gH+). Contudo, nesse
mesmo tratamento, a estimativa do quenching ndo fotoquimico (NPQt) foi aproximadamente
duas vezes maior que o controle. A fluorescéncia minima na luz (F0’) da clorofila a, ndo
apresentou diferengas significativas entre os tratamentos (P < 0,05). Também n&o houve
diferenca significativa em relacdo aos tratamentos com excesso de Mn quando comparado ao
tratamento controle nos pardmetros avaliados, exceto em relacdo a taxa de fluxo de prétons

gue passam através da ATP Sintase, que diminuiu no T4, quando o Fe foi adicionado
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simultaneamente ao Mn e também em relacéo a estimativa do quenching ndo fotoquimico que

aumentou no T4.

Tabela 3 — Parametros fotossintéticos de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex
Verl., submetidas aos tratamentos com solucéo nutritiva completa (controle), SNC
com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganés — 0,327
mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+

Fe + Mn).
Tratamentos

Controle + Fe + Mn + Fe + Mn
Fm’ 415,4+ 31,98 a 264,9£2295b 356,7 +£40,06 ab  298,8 + 26,30 ab
FO’ 1496 £ 11,51 a 131,3+£525a 140,3 £ 10,04 a 1336 +7,12a
Fv’/Fm’ 0,6+0,01a 05+£0,04b 0,6 +0,02a 0,5+0,02 ab
NPQt 18+0,12¢c 49+127a 2,5+0,36 bc 3,2+0,35ab
ETR 1459+ 8,25 a 103,9+8,29 b 146,7 £ 7,62 a 119,6 £ 8,83 ab
gH+ 2009+ 4,70 a 128,2+8,89b 167,4+14,19ab  151,8+12,46b

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Abreviaturas: Fm’ = Fluorescéncia maxima na luz; FO’ = Fluorescéncia minima na luz;
Fv’/Fm’ = eficiéncia quéantica potencial do PS Il; NPQt = estimativa do quenching nao fotoquimico;
ETR = taxa de transporte de elétrons; gH+ = taxa de fluxo de prétons que passam através da ATP
Sintase. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 6 repeti¢des. Fonte: Do autor 2021.

No tratamento com excesso de Fe houve aumento do quenching ndo fotoquimico
(NPQ) nas folhas. O NPQt é um parametro que estima a taxa constante de perda de energia
na forma de calor pelo PSII, mas também esta ligado a fotoprotecdo do sistema fotossintético.
(MURCHIE; RUBAN, 2020). O aumento desse parametro em T2, mostra que houve uma
maior perda de energia absorvida que nédo foi aproveitada em eventos fotoquimicos por essas
plantas em comparagdo com as que foram cultivadas no tratamento controle e no tratamento
sob excesso de manganés. A adicdo de Mn ndo estimulou o aumento significativo do NPQt
em T3, e, além disso acabou amenizando a perda de energia provocada pelo excesso de ferro
no T4. Esses resultados sugerem que a concentracdo de manganés presente nos tratamentos
pode n&o ter sido suficiente para causar danos as rea¢des fotoquimicas, ao contrario do que foi
observado por Li et al. (2010).
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4.4 Conteudo de nitrogénio Total

O conteudo de nitrogénio total aumentou cerca de 40% nas raizes (FIGURA 4B) no
T4 quando as plantas foram expostas ao excesso de Fe e Mn simultaneamente, enquanto em

folhas (FIGURA 4A) nao houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Figura 4 — Contetdo de nitrogénio total em folhas (A) e raizes (B) de plantas de Zeyheria
tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solucdo
nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC
com excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e
manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 6 repeticdes. Fonte: Do autor 2021.

Tanto em folhas, quanto em raizes, a adicdo de Fe e Mn isoladamente nos tratamentos
T2 e T3, ndo causaram diferencas no conteido de nitrogénio quando comparadas ao controle
(FIGURAS 3A e 3B), ndo corroborando com os resultados encontrados por outros autores,
que observaram a reducdo de N causada pelo excesso de Fe (LUO et al., 1997; FAGERIA,
2001; ZAHRA et al., 2021) e também pelo excesso de Mn (LAVRES JUNIOR et al., 2010;
SANTOS et al., 2017). Entretanto, no T4, a aplicacdo simultanea de Fe e Mn induziu aumento
significativo no contetido de nitrogénio em raizes (4,8 mg planta). ConcentragGes excessivas
de Fe e Mn nostecidos vegetaispodem alterar diversos processos, desde
atividades enzimaticas até absorcdo e alocacdo de outros nutrientes, como 0 nitrogénio
(LAVRES JUNIOR et al.,, 2010; ZAHRA et al., 2021). Esses resultados sugerem que,
possivelmente houve uma inibicdo competitiva entre os metais Fe e Mn (MALAVOLTA et
al., 1997; ZAITSEV; DUBROVINA; SHAINUROV, 2020), o que acabou impedindo os

possiveis danos causados pelas altas concentracdes de ambos.
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4.5 Atividade das enzimas envolvidas na assimilagdo do nitrogénio (GS, GDH,
GOGAT e RN)

Ndo houve diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos nas analises
realizadas em folhas de Z. tuberculosa em relacdo a atividade da redutase do nitrato (RN)
(FIGURA 5A). Entretanto, em raizes (FIGURA 5B) foi possivel observar que o excesso de
ferro no T2 reduziu a atividade de RN em aproximadamente 21,45%, diferenciando
estatisticamente das médias dos demais tratamentos.

Figura 5 — Atividade da enzima redutase do nitrato (RN) em folhas (A) e raizes (B) de
plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos
tratamentos com solucdo nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro

— 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC
com excesso de ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 6 repeticdes. Fonte: Do autor 2021.

A atividade da GS, tanto em folhas (FIGURA 6A), quanto em raizes (FIGURA 6B),
foi reduzida sob altas concentracGes de Fe e Mn. Porém, a atividade da GS no tratamento
controle foi quase 4 vezes maior nas folhas (200 nmol de GGH min? g MF) que nas raizes
(55 mmol de GGH min? g! MF). A atividade da GOGAT nas folhas (FIGURA 6C),
aumentou com a imposic¢ao dos tratamentos quando comparada ao controle, apresentando um
aumento de 28,81% no T4. Ja em raizes de Z. tuberculosa (FIGURA 6D) o aumento da
atividade da GOGAT foi no T2, quando submetida a superdosagem de ferro. A atividade da
GOGAT em folhas e raizes no tratamento controle foram semelhantes (cerca de 3,5 nmol de
NADH mint g MF). Ao contrario do que foi observado nas analises de atividade da enzima
GS, a atividade da enzima GDH aumentou significativamente com a imposi¢cdo dos

tratamentos, em comparagdo com o controle, nas folhas (FIGURA 6E) e raizes (FIGURA 6F).



44

Contudo, a atividade de GDH observada nas folhas (3,0 nmol de NADH min? g! MF) foi

quase o dobro do que observado em raizes (aproximadamente 1,5 nmol de NADH min? g
MF).
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Figura 6 — Atividade das enzimas glutamina sintetase (GS) em folhas (A) e raizes (B),

250

200 -

150 A

100 A

Atividade da GDH (nmol NADH min'L g1 MF)  Atividade da GOGAT (nmol NADH mint g™1 MF)  Atividade da GS (nmol de GGH min“1g™1 MF)
N
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tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solugéo
nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe),
SNC com excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de
ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).

33
o
L

Folha |_§|_ 250 Raiz
Al 3 B
a ‘o
Lo,
T b IS
T b T
1 an 8 1501
3
Is)
g 100 A
o a
3 ab bc c
8 50
(<5}
=}
@
, , , , S : : , :
e e n n
CO““O\e x re x ‘\I\“ " Fe X ‘\!\“ i CO““O\ * 2 X ‘\,\ x te B3 ‘\A
LL
Folha - Raiz
a C ' D
- -
bc 2 : = 4 a
E 1 -
? T bc - %b
T <D( L Cc
Zz 3
g
£ 2
|_
<
O
(@]
(O] 1
8
g
Co(\“o\e g Fe g ‘\I\“ " Fe B d ‘\A“ g CO““O\E + Fe kg ‘\I\“ x Fe X N\“
Folha g 5 Raiz
E — F
a o
= —
b b s 4 a
N e E - a a
c E = T T
z
T <ZE 3 T
Is)
1S
g 2 b
% +
o
s 1
[«5}
g
T T T T S 0 T - T T
conrole +Fe F N o xR b¢ contro\® +Fe x N o WO

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 6 repeticdes. Fonte: Do autor 2021.



46

O conteudo de nitrogénio assimilado pelas plantas depende diretamente da
disponibilidade de energia necessaria para tais processos e da atividade das enzimas
envolvidas em seu metabolismo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). A atividade da RN
foi significativamente menor no T2 (P < 0,05), nas andlises realizadas em raizes. O excesso
de Fe afetou a agdo da RN, assim como afetou negativamente comprimento das raizes e 0s
parametros fotossintéticos, sugerindo que a concentracdo utilizada no T2 foi toxica para as
plantas de Z. tuberculosa. Esses sintomas de toxidez causados por ferro ndo foram observados
no T4, com adicdo de ferro e manganés simultaneamente. As atividades da RN observada no
tratamento controle em folhas (2,5 nmol NADH min g MF) e raizes (3,5 nmol NADH min-
L 9! MF) sugere que essa espécie tem capacidade muito semelhante de assimilagdo de NO3
nesses 6rgaos.

Enquanto a atividade da GS diminuiu em folhas e raizes de Z. tuberculosa com a
imposicdo dos tratamentos compostos por altas concentracdes de Fe e Mn, a atividade da
GDH aumentou sob as mesmas condi¢des. Uma vez que, a via principal de assimilacdo de
amonio em plantas superiores acontece através do ciclo GS/IGOGAT (MIFLIN; HABASH,
2002) e essa via ndo pode ser substituida pela rota alternativa da GDH, os resultados sugerem
gue o aumento da atividade de GDH possa ter ocorrido devido a necessidade da planta em
promover a desaminacgdo do glutamato para obtencdo de a-cetoglutarato, por meio da reagdo
reversa dessa enzima. Quando a planta esta sob limitagdo de carbono provocado por algum
tipo de estresse, a atividade catabolica da GDH ajuda a reabastecer o ciclo de Krebs com o
fornecimento de 2-oxoglutarato, promovendo, portanto, a ligacdo entre metabolismo do
carbono e do nitrogénio (MELO-OLIVEIRA et al., 1996). Shan et al. (2012) em estudos com
seringueira, observaram valores para atividade da GDH quatro vezes maiores que da enzima
GS sob condicdes de estresse causado pela limitacdo de nitrogénio. A reducédo da atividade da
GS sob altas concentracdes de Fe e Mn infere que houve um distirbio na via priméria do
metabolismo do nitrogénio. A formacdo de a-cetoglutarato pela GDH também pode estar
envolvida no reabastecimento da via primaria de assimilacdo de nitrogénio, fornecendo
substrato para a atividade da GOGAT na formacéo de glutamato (AUBERT et al., 2001).

4.6 Proteinas e aminoacidos

As concentracbes de aminoacidos aumentaram nas folhas (FIGURA 7A) com a
imposicdo dos tratamentos, e esse aumento foi potencializado quando Fe e Mn foram

adicionados simultaneamente. Nas raizes houve aumento em T3 e T4, quando Mn foi
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adicionado (FIGURA 7B), sendo que no T4, esse aumento foi potencializado com a adigéo
simultanea de Fe e Mn. No T1 foi possivel observar que as raizes apresentaram concentracdes
superiores de aminoacidos quando comparadas as folhas.

A concentracdo de proteinas nas folhas (FIGURA 7C) foi mais baixa nos tratamentos
com excesso de manganés. Nas raizes, os tratamentos com excesso de Fe e Mn aplicados
isoladamente diminuiram significativamente a concentracdo dessas moléculas nesse 6érgédo
(FIGURA 7D). Em contrapartida, no T4 com excesso de Fe e Mn adicionados
simultaneamente, houve um aumento de 25,39% na concentracdo de proteinas em relacdo ao
controle. As raizes do T1 apresentaram concentracdes de proteinas aproximadamente duas

vezes maiores que nas folhas de Z. tuberculosa.

Figura 7 — Concentracdo de aminoacidos em folhas (A) e raizes (B) e concentracdo de
proteinas em folhas (C) e raizes (D) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.)
Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solucdo nutritiva completa
(controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de
manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganés — 0,160
mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Com esses resultados, entende-se que o aumento dos niveis de aminoécidos dentro das
células seja consequéncia da degradacdo das proteinas. As proteinas sdo moléculas que podem
ser mobilizadas dentro das plantas durante seu desenvolvimento e utilizadas conforme a
demanda dos tecidos vegetais, seja para 0 crescimento, manutencdo ou até mesmo defesa.
Elas sdo importantes fontes de armazenamento de nitrogénio, que uma vez gerados pela
degradacdo proteica, podem ser remobilizados e reutilizados conforme a necessidade da
planta (MUNTZ, 1998; CANDIDO et al., 2011). Aradjo et al. (2011) associaram a protedlise
com o0 aumento dos niveis de aminoacidos a serem utilizados como substratos na sintese de
ATP e também na remobilizacdo de nitrogénio reduzido em plantas sob estresse abidtico. O
trabalho de revisdo realizado por Obata e Fernie (2012) mostra que varios estudos relataram
mudancas nos niveis de aminoacidos em plantas sob diferentes tipos de estresses abioticos e a

funcdo regulatéria dessas moléculas dentro do metabolismo em condicdes de estresse.
4.7 Carboidratos

Nas andlises de acucares solUveis totais, em folhas, os tratamentos com presenca de
ferro (T2 e T4) apresentaram os menores teores (FIGURA 8A), com uma reducdo de 25,39%
no T2 e 30,71% no T4 em relacdo ao tratamento controle. Por outro lado, nas raizes de Z.
tuberculosa (FIGURA 8B), os tratamentos com manganés (T3 e T4) apresentaram 0s maiores
teores, com um aumento de 10,69% no T3 e 7,3% no T4, no qual o manganés parece ter
mitigado os efeitos do ferro sobre os teores dessas moléculas nesse 6rgdo da planta, uma vez
que o T2 apresentou uma queda de 16,67% no acumulo de AST. Quando comparadas folhas e
raizes do T1, foi possivel observar que a concentracdo de AST foi semelhante nos dois 6rgaos
(aproximadamente 1600 umol de glicose g MS).

Quando submetida ao excesso de ferro, Z. tuberculosa apresentou um aumento de
29,37% nos teores de AR em folhas (FIGURA 8C). Em contrapartida, nas raizes (FIGURA
8D) os tratamentos com excesso de manganés apresentaram os maiores teores de AR, com um
aumento de 32,93% e 27,04%, em T3 e T4, respectivamente. Houve um aumento discreto em
relagdo a concentragido de AR nas raizes (350 pmol de glicose g MS) das plantas do

tratamento controle em relagdo as folhas (250 pmol de glicose g MS).
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Figura 8 — Concentracdo de acucares sollveis totais (AST) em folhas (A) e raizes (B) e
concentracdo de acUcares redutores (AR) em folhas (C) e raizes (D) de de
Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com
solugéo nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+
Fe), SNC com excesso de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de
ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Em relacdo as concentracdes de sacarose nas plantas, os resultados mostraram que
houve uma reducdo média de 36,23% nos tratamentos com excesso de ferro (T2 e T4), em
folhas (FIGURA 9A). Porém, nas raizes essa diminuicdo sé foi observada no T2 (23,29%), e
0 T4 apresentou 0 mesmo comportamento que em analises de AST, com 0 manganés
atenuando o efeito do ferro (FIGURA 9B). Quando comparadas folhas e raizes do tratamento
controle, foi possivel observar concentracGes semelhantes de sacarose em ambos 0s 6rgéos.

Com relacdo a concentracdo de amido nas folhas (FIGURA 9C), os tratamentos com
presenca de ferro, T2 e T4, apresentaram as menores concentra¢des dessa molécula, com uma

diminuicdo de 19,23% e 14,71%, respectivamente, enquanto que as analises de amido em
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raizes (FIGURA 9D), ndo mostraram diferencas significativas entre os tratamentos. A
concentracdo de amido em folhas de Z. tuberculosa no tratamento controle foi 60% maior
(aproximadamente 280 pumol de glicose g™t MS) que nas raizes (aproximadamente 170 pmol

de glicose gt MS).

Figura 9 — Concentracao de sacarose em folhas (A) e raizes (B) e concentracdo de amido em
folhas (C) e raizes (D) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl.,
submetidas aos tratamentos com solucéo nutritiva completa (controle), SNC com
excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganés — 0,327 mM
(+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe +

Mn).
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Os resultados indicaram que a reducdo da sacarose foi a principal responsével pela
diminuicdo dos agUcares soluveis totais nas folhas com a imposi¢do dos tratamentos. J& nas
raizes, o excesso de manganés propiciou 0 aumento de AST nas plantas em relacdo ao
controle e mitigou o efeito do ferro no T4, uma vez que o0 excesso de ferro provocou reducao

dessas moléculas no T2 assim como aconteceu nas folhas. Alguns estudos mostram que a
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reducdo dos niveis de aclcares sollveis totais pode estar relacionada a atenuacdo da
fotossintese e consequentemente a redugdo na assimilacdo de carbono em plantas sob
condicdes de estresse abidtico (ROITSCH, 1999; GUPTA; KAUR, 2005). Além disso, a
baixa concentracdo de AST também pode estar envolvida no controle da producéo de EROs,
uma vez que os carboidratos sdo consumidos em vias metabdlicas, por exemplo, na via das
pentoses fosfato, responsaveis pela producdo de poder redutor (NADPH), que contribui para a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (COUEE et al., 2006). Onyango et al. (2019)
observaram decrescimo nos niveis de acUcares sollveis em variedades de arroz ndo tolerantes
a toxidez provocada pelo excesso de ferro e constataram que algumas dessas variedades
utilizaram a mobilizacdo de carboidratos no estagio inicial do periodo de estresse como
mecanismo de tolerancia para antecipar a escassez de metabolitos.

Os AST sdo importantes substratos na obtencdo de energia e no crescimento vegetal.
A diminuicdo do nivel dessas moléculas dentro das células, seja devido & baixa eficiéncia
fotossintética ou devido a mobilizacdo e consumo dos mesmos em outras vias, pode provocar
vulnerabilidade nas plantas. Todavia, 0 amido € outra importante forma de reserva de
carboidratos dentro das células vegetais e sua utilizacdo, quando estd armazenado, €
acentuada quando ha aumento na demanda de acglUcares e também quando ndo esta
acontecendo fotossintese (SMITH; STITT, 2007; SULPICE et al., 2009), o que explica a
diminuicdo na concentracdo desse polissacarideo em folhas de Z. tuberculosa nos tratamentos
com excesso de Fe e Mn (FIGURA 8A), promovendo o fornecimento de carbono para as

plantas.
4.8 Perdxido de hidrogénio e peroxidacéo lipidica

A concentracdo de perdxido de hidrogénio foi mais expressiva nas folhas de plantas
submetidas aos tratamentos com excesso de ferro (FIGURA 10A), com uma diferenca de
20,19% no T2 e 7,83% no T4, quando comparados ao controle. Nas raizes ndo houve
diferenca significativa entre tratamentos (P < 0,05) (FIGURA 10B). Quando analisadas as
concentracdes de H>O> em folhas e raizes do tratamento controle, foi possivel observar que
nas folhas esses valores foram cerca de 3 vezes maiores que nas raizes.

A peroxidacdo lipidica, obtida através da quantificagdo de MDA, foi 2 vezes maior nas
folhas de Z. tuberculosa submetidas ao T4 (FIGURA 10 C) quando comparadas aos demais
tratamentos. Nas raizes, os valores de MDA ficaram abaixo do limite de detec¢édo, portanto,

ndo foi possivel quantificar peroxidacéo lipidica nesse orgéo.
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Figura 10 — Concentracdo de perdxido de hidrogénio (H202) em folhas (A) e raizes (B) e
peroxidacdo lipidica em folhas (C) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.)
Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solucdo nutritiva completa
(controle), SNC com excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso
de manganés — 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganés —
0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn).
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Nas analises realizadas em Z. tuberculosa, os resultados mostraram que houve
acréscimo de H20. nas folhas das plantas do T2, submetidas ao excesso de ferro. O
incremento de H20- nas células pode estar relacionada ao aumento de EROs provocada pelo
excesso de Fe livre dentro das células em plantas de Ipé-felpudo. De Oliveira Jucoski et
al. (2013) tambeém verificaram que houve aumento de H>O, em folhas de pitangueira sob
excesso de ferro. Chalmardi, Abdolzadeh e Sadeghipour (2014) e Verma e Pandey (2015)
relataram aumento nos niveis de peroxido de hidrogénio tanto em folhas quanto raizes de
Oryza sativa L e Vigna radiata L. submetidas a altas concentracdes de ferro. A adicdo de
manganés no T4 acabou mitigando os efeitos provocados pelo excesso de ferro nas folhas,
pois fez com que a concentragdo de H202 nesse tratamento fosse 12,36% menor do que em
T2.

A peroxidacdo lipidica € um marcador de estresse oxidativo, obtido através da
quantificacdo do subproduto malondialdeido (MDA) (SHARMA et al., 2012). Em relacdo as
analises de peroxidacéo lipidica em folhas (FIGURA 10C), os maiores valores encontrados
foram no T4, no qual as plantas foram submetidas ao excesso de Fe e Mn concomitantemente.
Esse resultado possibilita a inferéncia de que, no T4, o sistema antioxidante das plantas ndo
foi eficiente no combate as espécies reativas de oxigénio e ao peroxido de hidrogénio,
causando, portanto, dano oxidativo. Pandey e Verma (2019) também verificaram aumento de
MDA nas folhas de Triticum aestivum L. submetidos ao estresse causado por excesso de ferro
e Silva et al. (2017) observaram aumento de MDA em folhas de Zea mays L. cv. Saracura
submetidas ao estresse causado por excesso de Mn. Em raizes de Z. tuberculosa ndo foram
constatadas concentracbes de MDA, inferindo o excesso de Fe e Mn adicionados aos

tratamentos ndo foram suficientes para causar dano oxidativo nesse 6rgdo da planta.
4.9 Atividade das enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX)

Nas analises das enzimas do sistema antioxidante, a atividade da SOD (FIGURA 11A)
apresentou aumento com a imposicdo dos tratamentos quando comparada ao controle, de: T2
—7,34%, T3 — 13,90% e T4 — 10,13%. Nas raizes (FIGURA 11B), a atividade da SOD néo
diferiu estatisticamente entre os tratamentos (P < 0,05). Quando comparadas folhas e raizes
do T1, foi possivel observar que nas raizes a atividade da SOD foi ligeiramente maior que nas
folhas.

A atividade da CAT também ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos em
folhas (FIGURA 11C). Entretanto, nas raizes (FIGURA 11D), o T2 e o T3 apresentaram

maiores atividades da enzima, com aumento de 77,50% e 65,36%, respectivamente, em
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relagdo ao controle. Contudo, no T4, onde as plantas estavam submetidas ao excesso de ferro
e manganés simultaneamente, a atividade da CAT foi a menor entre todos os tratamentos,
com uma diminuicdo de 37,99% em relacdo ao tratamento controle. Nas folhas do T1 foram
analisados valores para a atividade da CAT cerca de 7 vezes maior que nas raizes.

Em amostras de folha (FIGURA 11E) a atividade da enzima APX foi maior no T4,
com uma diferenga de 30,11% em relacdo aos demais tratamentos. J& em raizes (FIGURA
11F), a atividade da APX foi maior nos tratamentos com excesso de manganés (T3 e T4),
apresentando um aumento de 23,81% em relacdo ao controle. As folhas do T1 apresentaram

aumento de 50% na atividade da enzima APX em relag&o as raizes.
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Figura 11 — Atividade da dismutase do superdxido (SOD) em folhas (A) e raizes (B), catalase
(CAT) em folhas (C) e raizes (D) e peroxidase do ascorbato (APX) em folhas
(E) e raizes (F) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl.,
submetidas aos tratamentos com solucéo nutritiva completa (controle), SNC com
excesso de ferro — 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganés — 0,327
mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganés — 0,160 mM + 0,327 mM

(+ Fe + Mn).
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O excesso de Fe e Mn adicionados aos tratamentos favoreceu o aumento na atividade
das enzimas SOD, CAT e APX envolvidas no sistema antioxidante das plantas. Segundo
Boojar e Goodarzi (2007), o aumento das atividades das enzimas antioxidantes faz parte dos
mecanismos de resposta a sintese de espécies reativas de oxigénio em plantas com toxicidade
provocada pelo excesso de metais. A SOD possui a fungdo de catalisar a dismutacdo do
superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, portanto, 0 aumento da concentracdo dessa
enzima nas plantas, mostra que houve producdo de EROs, durante a imposicdo dos
tratamentos.

O aumento de espécies reativas de oxigénio dentro das células vegetais foi atribuido
ao excesso de ferro (CHALMARDI; ABDOLZADEH; SADEGHIPOUR, 2014; PANDEY;
VERMA, 2019) e também ao excesso de manganés (CEBALLOS-LAITA et al., 2018) em
estudos anteriores. O excesso de Fe pode provocar reacdes de Fenton e converter o H,O2 em
radicais livres (RAVET et al., 2009). O excesso de manganés também estad associado a
producdo de EROs e ativacdo dos mecanismos antioxidantes das plantas (CEBALLOS-
LAITA etal., 2018; SILVA et al., 2017).
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5. CONCLUSOES

A absorcdo de ferro nos tecidos vegetais foi significativamente reduzida com a adi¢do
de manganés. Ainda assim, a concentracdo de Fe absorvida pelas plantas foi maior quando
comparada a de Mn, o que acabou estimulando sintomas de toxidez em Z. tuberculosa,
evidenciados pela redugdo na concentracdo de clorofilas e carotenoides, pela diminuicdo da
eficiéncia fotossintética, reducdo da atividade da redutase do nitrato, da concentracdo de
carboidratos e do crescimento das raizes, além do aumento na concentracdo de peroxido de
hidrogénio nas folhas. No entanto, nos tratamentos onde houve adicdo de manganés,
observou-se mitigacdo dos efeitos toxicos provocados pelo ferro nos parametros avaliados. A
acao conjunta do ferro e manganés propiciou o0 aumento dos teores de nitrogénio dentro das
plantas e estimulou o crescimento das raizes de Z. tuberculosa em comparacdo com o
tratamento controle. As atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio
sofreram alteracdes, com a queda da atividade da GS em folhas e raizes na presenca de Fe e
Mn em excesso e com 0 aumento na atividade de GDH. A Atividade da GOGAT aumentou na
presenca de Mn nas folhas e com a presenca de Fe nas raizes. Além disso, 0 aumento das
concentracdes desses elementos no meio de cultivo provocou a degradacdo de proteinas,
aumento de amino&cidos livres e induziu o aumento da atividade das enzimas do sistema
antioxidante em folhas e raizes de Z. tuberculosa. A quantificacdo da concentracdo de MDA
evidenciou que houve dano oxidativo provocado pela agdo simultanea de Fe e Mn nas folhas,
mas ndo houve estresse oxidativo nas raizes em nenhum dos tratamentos. O Mn se mostrou
menos danoso aos processos fisiologicos avaliados em mudas de Z. tuberculosa, quando
comparados ao excesso de ferro. Esses resultados sugerem que essa espécie tem potencial
para se desenvolver em solos contaminados pelo rejeito composto por Fe e Mn nas
concentracdes que foram encontradas e relatadas nos laudos e estudos publicados

anteriormente.
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