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RESUMO 

 

O setor de mineração apresenta uma importância incontestável para a economia brasileira. 

Todavia, essa atividade produz grande quantidade de resíduos potencialmente danosos ao 

meio ambiente. Exemplo disso foi o rompimento da barragem de Fundão (Mariana/MG), em 

novembro de 2015, onde os rios e centenas de quilômetros de áreas adjacentes à bacia do Rio 

Doce foram contaminadas com o rejeito, composto por concentrações elevadas de elementos 

traço, dentre os quais, Fe e Mn que foram encontrados em maiores quantidades. Espécies 

como Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., mais conhecida como ipê-felpudo, 

apresentam-se como uma boa alternativa para revegetação de áreas contaminadas por 

mineração por se tratar de uma espécie nativa, secundária inicial em relação ao grupo de 

sucessão ecológica e com características ruderais. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi 

avaliar os efeitos do excesso de Fe e Mn nos metabolismos do nitrogênio, do carbono e 

antioxidante em plantas jovens de ipê-felpudo. As plantas foram cultivadas em vasos 

preenchidos com areia, irrigada com solução nutritiva completa (BOLLE-JONES, 1957), –  

SNC (controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de 

manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 

mM (+ Fe + Mn). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado (DIC), 

totalizando 4 tratamentos e 6 repetições. Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de significância no software R®. Foram avaliadas as 

atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogênio (RN, GS, GOGAT e GDH) 

e do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX), parâmetros fotossintéticos, parâmetros de 

crescimento, concentrações de clorofilas e carotenoides, quantificação de carboidratos, 

proteínas e aminoácidos, além da quantificação dos teores de nitrogênio, ferro e manganês nas 

plantas. O excesso de ferro provocou sintomas de toxidez, evidenciados pela diminuição do 

comprimento radicular, redução no teor de pigmentos e da eficiência fotossintética, aumento 

de H2O2 nas folhas e redução de carboidratos nas raízes, o que não foi observado nos 

tratamentos com excesso de manganês. Em plantas sob altas concentrações tanto de ferro, 

quanto de manganês, foram observadas alterações no metabolismo do nitrogênio, degradação 

de proteínas e aumento de aminoácidos livres, redução dos teores de carboidratos solúveis 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 tóxicos 

provocados pelo excesso ferro na maioria dos parâmetros fisiológicos avaliados, sugerindo 

que essa espécie tem potencial promissor para ser utilizada na recuperação de solos 

contaminados pelo rejeito contendo concomitantemente Fe e Mn nas concentrações 

anteriormente relatadas. 

 

 

Palavras-chave: Elementos traço. Toxidez. Mineração. Mata Atlântica. Fotossíntese. 



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 Fundão 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 Ipê-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 H2O2 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. INTRODUÇÃO 

A mineração é uma das atividades econômicas de maior relevância para o Brasil. 

Porém, é responsável por produzir quantidade significativa de resíduos compostos por 

materiais químicos potencialmente tóxicos ao meio ambiente. A forma de descarte mais 

utilizada pelas mineradoras para depositar seus resíduos é através de barragens de contenção 

de rejeito, uma espécie de reservatório que serve para contenção e acúmulo do material 

líquido descartado, contendo substâncias químicas advindas do processo de beneficiamento de 

minérios (SOARES, 2010; KOSSOFF et al., 2014). Em novembro de 2015, ocorreu o 

rompimento da barragem de rejeitos de Fundão, localizada no distrito de Bento Rodrigues, 

município de Mariana, no estado de Minas Gerais. Este incidente lançou cerca de 68% de um 

total de 50 milhões de m3 de rejeitos de mineração na bacia hidrográfica do Rio Doce 

(IBAMA, 2015).  

O rejeito impactou negativamente a vegetação nativa dos biomas mata atlântica e 

cerrado, incluindo áreas de preservação permanente (APP’s), causou assoreamento dos cursos 

hídricos, acúmulo de sedimentos de natureza instável nas margens e impactou as condições 

físicas e a fertilidade dos solos (EMBRAPA, 2015; SAMARCO, 2016). Análises realizadas 

em solos de áreas atingidas pelo rejeito revelaram aumento na concentração de P, K, Ti, Mn, 

Fe, Zn, Rb, Sr, Zr e Pb, aumento do pH, baixa fertilidade e perda de matéria orgânica. Dentre 

esses elementos identificados, o ferro e o manganês foram os que apresentaram maiores 

concentrações (HATJE et al., 2017; SILVA et al., 2017; TRUGILHO, 2018). 

Ferro e manganês são elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas, 

sobretudo devido a capacidade redox desses metais. São requeridos em pequenas quantidades, 

por isso são considerados micronutrientes, pois a mesma função redox que os tornam 

importantes para as plantas, quando presentes em altas concentrações, podem provocar 

desequilíbrio metabólico gerando danos aos tecidos vegetais, principalmente pelo aumento na 

formação de espécies reativas de oxigênio. Além disso, a toxicidade causada por ferro e 

manganês compromete processos vitais das plantas, através dos distúrbios que provocam nos 

processos fisiológicos, bioquímicos e metabólicos, incluindo a absorção e assimilação de 

outros nutrientes essenciais como o nitrogênio (KROHLING et al., 2016; SANTOS et al., 

2017). 

As áreas atingidas pelo rejeito de mineração depositado após o rompimento da 

barragem são passíveis de recuperação e o uso de espécies nativas é fundamental para esse 

processo, permitindo a devolução dos serviços ecossistêmicos à área degradada. Estudos 
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sobre o desenvolvimento inicial de espécies nativas, perante as mudanças em seu ambiente 

natural após o acidente com a finalidade de descobrir quais impactos o rejeito pode causar no 

metabolismo das plantas, e se as mesmas serão capazes de se reestabelecer novamente na 

região são importantes para a viabilização e restauração dessas áreas. Centenas de famílias de 

árvores nativas da Bacia do Rio Doce já foram identificadas e listadas em estudos de 

composição florística, como espécies com potencial uso para recuperação ambiental, por 

exemplo as espécies das famílias Rubiaceae, Fabaceae, Asteraceae e Myrtaceae entre outras 

(LOMBARDI; GONÇALVES, 2000; FRANÇA; STEHMANN, 2013). Para este estudo, foi 

selecionada a espécie Zeyheria tuberculosa, popularmente conhecida como Ipê-felpudo, 

pertencente à família Bignoniaceae, devido a sua ocorrência natural na região (LOMBARDI; 

GONÇALVES, 2000), por ser considerada uma espécie de sucessão secundária inicial a 

secundária tardia no processo de regeneração de áreas degradadas (BARBOSA; MACEDO, 

1993; FERRETTI et al., 1995; LORENZI, 2002) e devido a disponibilidade de sementes para 

a realização de experimentos.  

Ainda não existem trabalhos que contenham informações básicas sobre eventos 

relacionados a assimilação de nitrogênio, carbono e sistema antioxidante em plantas de Ipê-

Felpudo. Tendo em vista a importância de estudos envolvendo os impactos ambientais 

causados por atividades antrópicas e o restabelecimento de espécies nativas para recuperação 

do meio ambiente degradado, aliada à escassez de pesquisas envolvendo essa temática, o 

objetivo desse trabalho foi avaliar possíveis alterações nos metabolismos do nitrogênio, do 

carbono e antioxidante em plantas jovens de Z. tuberculosa expostas ao excesso de ferro e 

manganês. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Importância econômica do setor de mineração no Brasil 

O Brasil é um país localizado em uma região geograficamente favorável no que diz 

respeito à disponibilidade de recursos naturais. Os solos brasileiros apresentam reservas 

expressivas de minérios com importância econômica, como ferro, manganês, ouro, alumínio, 

cobre, níquel, entre outros. Dessa forma, as empresas de mineração têm grande interesse em 

explorar esses recursos, o que acaba propiciando a movimentação da economia do país 

(BARCELOS; LAGE; CORDEIRO, 2020).  

A mineração de ferro é importante para a economia brasileira, principalmente por 

fornecer insumos na produção de ferramentas, máquinas entre outros materiais essenciais em 

diferentes setores da economia. Segundo o BNDES (2014), as principais empresas de 

exploração mineral do Brasil são: Vale (84,52%), SAMARCO (6.29%), CSN (5,45%) e 

USIMINAS (2%), localizadas nos estados do Pará (Serra dos Carajás), Mato Grosso do Sul 

(Maciço do Urucum) e Minas Gerais (Quadrilátero Ferrífero) (GERMANI, 2002). Em Minas 

Gerais, recebe o nome de Quadrilátero Ferrífero, pois possui forma semelhante a um 

quadrado, com cerca de 7000 Km2, que abrange as cidades de Itabira, Mariana, Rio 

Piracicaba, Itabirito e Barão de Cocais e seus respectivos distritos (GERMANI, 2002; 

ROESER; ROESER, 2010). 

A atividade mineradora é composta por três fases, sendo elas a extração do minério 

das rochas, o beneficiamento do material para obtenção 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 degradações ambientais e 

paisagísticas (ARAÚJO, 2006).  

A forma de descarte que as empresas de mineração consideram economicamente 

viável e a mais utilizada para a destinação dos rejeitos é através de barragens de contenção. 

Essas barragens consistem em uma espécie de reservatório que serve para depósito e acúmulo 

de material líquido descartado, o qual contém substâncias químicas advindas do processo de 

beneficiamento de minérios (SOARES, 2010; KOSSOFF et al., 2014). Contudo, diversos 

acidentes foram registrados ao decorrer dos últimos anos em mineradoras que utilizam esse 

tipo de estrutura, dentre eles, o rompimento da Barragem de Fundão, em Mariana (MG). Esse 

tipo de acidente envolvendo a dispersão de elementos traço se difere das demais atividades 



13 
 

antropogênicas devido à velocidade que a lama pode alcançar e aos estragos que ela pode 

causar à biota e aos corpos hídricos, ao cobrir solos, várzeas, sedimentos e margens de rios 

(HATJE et al, 2017). 

2.2 Rompimento da Barragem de Fundão e aspectos físico-químicos dos solos 

contaminados pelo rejeito 

No dia 05 de novembro de 2015 ocorreu o maior acidente ambiental no setor de 

mineração do Brasil e do mundo (CARMO et al., 2017), com o rompimento da barragem de 

rejeitos de Fundão. A barragem pertencia ao complexo minerário de Germano, localizada no 

distrito de Bento Rodrigues, município de Mariana/MG, propriedade da mineradora Samarco 

(IBAMA, 2015). De um total de 50 milhões de m3 de rejeitos de mineração contido na 

barragem, aproximadamente 35 milhões foram lançados no Rio Gualaxo do Norte e Rio 

Carmo, pertencentes à bacia hidrográfica do Rio Doce, chegando ao Oceano Atlântico em 22 

de novembro de 2015. O rejeito percorreu 663,2 km de corpos hídricos diretamente 

impactados causando danos ambientais considerados graves. A fauna e a flora assim como 

espécies endêmicas foram afetadas severamente, além de ter provocado a morte de 19 pessoas 

e afetado direta e indiretamente milhares de outras pessoas em 39 municípios atingidos pela 

lama (IBAMA, 2015; SAMARCO, 2016). 

A bacia hidrográfica do Rio Doce está localizada na região sudeste do Brasil, com 

86% de sua área de drenagem localizada no estado de Minas Gerais e 14% no estado do 

Espírito Santo, totalizando 82.646 Km². O bioma da mata atlântica está 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 Ombrófila Densa, com grandes matas ciliares. Hoje em 

dia, essa vegetação ocupa apenas 7% da área (ROMEIRO et al., 2012). 

O rompimento da barragem de Fundão impactou cerca de 1.587 hectares de cobertura 

vegetal, sendo mais de um terço dessa área pertencente à Mata Atlântica, incluindo áreas de 

preservação permanente (APP) (SEDRU, 2016). Segundo relatórios e laudos técnicos 

publicados após o acidente (IBAMA, 2015; EMBRAPA, 2015; SAMARCO, 2016), o rejeito 

causou assoreamento dos cursos hídricos, acúmulo de sedimentos de natureza instável nas 

margens, impactos nos aspectos físicos do solo, na sua fertilidade e causando contaminação 

química por elementos utilizados no beneficiamento do minério de ferro, pelos metais: 

arsênio, ferro, manganês, cobre, chumbo, magnésio e alumínio. Além da contaminação pela 

deposição do rejeito, houve ainda a ressuspensão dos sedimentos que já estavam acomodados 

https://www.nature.com/articles/s41598-017-11143-x#auth-1


14 
 

no fundo dos rios, elevando a concentração de outros metais potencialmente tóxicos como o 

mercúrio (IBAMA, 2015; EMBRAPA, 2015; SAMARCO, 2016). 

Em geral, as pesquisas mostraram que os solos contaminados por rejeito de mineração 

de ferro continham altas concentrações de elementos-traço. Por outro lado, esses solos 

apresentam baixo teor de matéria orgânica e baixa fertilidade mineral (HUDSON-

EDWARDS, 2003; KOSSOFF et al., 2014). Cruz et al. (2020) encontraram, em amostras de 

rejeito, valores próximos a zero para os macronutrientes N, P, K e Mg e para a matéria 

orgânica. Em contrapartida, encontraram valores altos em relação a concentração de ferro e 

manganês disponíveis no solo (Fe = 9,2 mg L-1 e Mn = 18,5 mg L-1). Segura et al. (2016) 

apontaram Fe e Mn como os elementos encontrados em maior concentração em solos 

atingidos pelo rejeito. Também foi observado o aumento do pH, valores baixos de matéria 

orgânica e diminuição da capacidade de troca catiônica (CTC) do solo (SILVA et al., 2017; 

TRUGILHO, 2018). Pinto-Coelho (2015) observou o aumento do pH em solos cobertos pela 

lama, para níveis acima do considerado ideal para o desenvolvimento de plantas. Esses 

resultados estão em concordância 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 biológicas mais abundantemente encontradas nas plantas 

estão em complexos de ferro-enxofre (Fe-S), proteínas contendo heme e ferro mononuclear, 

nas quais o ferro está envolvido como um cofator enzimático (BALK; SCHAEDLER, 2014). 

Por ser um componente importante de proteínas, principalmente em reações oxiredutoras, o 

ferro desempenha um papel fundamental em processos metabólicos, como a respiração, 

fotossíntese, síntese de clorofila, fixação do nitrogênio, síntese de DNA e hormônios 

(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 não está disponível na forma que pode ser absorvida pelas 

plantas (YI et al., 1994; JEONG; GUERINOT, 2009). A maneira mais comum de se encontrar 

o ferro em ambientes aeróbicos é na sua forma oxidada, chamado de ferro férrico (Fe3+), 

como constituinte de polímeros de baixa solubilidade e, portanto, indisponível para as plantas. 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11104-010-0566-0?shared-article-renderer#ref-CR71
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Essa é a principal causa de deficiência de ferro em culturas (JEONG; GUERINOT, 2009; 

ZUO; ZHANG, 2011; SAMARANAYAKE; PEIRIS; DSSANAYAKE, 2012). Os sintomas 

causados devido à deficiência de ferro nas plantas são clorose internerval em folhas jovens, 

devido à sua pouca mobilidade no floema, e redução do crescimento e produtividade das 

plantas (SFREDO; BORKERT, 2004; JEONG; GUERINOT, 2009). 

Entretanto, é comum em solos com pH ácido e com baixas concentrações de oxigênio 

ou totalmente alagados, que o ferro férrico (Fe3+) sofra redução e seja convertido em ferro 

ferroso (Fe2+), se tornando um íon solúvel e disponível para ser absorvido pelas plantas. 

Nessas condições ocorre um considerável aumento da concentração de ferro no solo e nos 

organismos vegetais (SCHMIDT, 1993). Esse aumento na concentração de ferro também 

ocorre em solos contaminados com rejeitos provenientes de atividades antrópicas (BAKER et 

al., 1994; BISINOTI; YABE; GIMENEZ, 2004), como por exemplo na região do 

“Quadrilátero Ferrífero” em Minas Gerais, cujas empresas de mineração produzem e emitem 

material particulado de ferro, contaminando solo, água e ar (KUKI et al., 2008; DE 

OLIVEIRA JUCOSKI et al, 2013). Sob essas condições, há uma absorção 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 absorção e acúmulo de ferro no 

organismo vegetal, os altos níveis desse elemento na solução do solo podem precipitar sobre 

as raízes e formar uma crosta de óxido de ferro, afetando diretamente na absorção de outros 

nutrientes importantes para as plantas (HANSEL et al., 2001). Em plantas superiores, a 

toxidez de ferro pode provocar sintomas como manchas necróticas nas folhas, escurecimento 

de raízes e inibição do crescimento (DOBERMANN; FAIRHURST, 2000). Sendo assim, a 

homeostase de ferro deve ser mantida, pois tanto a toxidez quanto a deficiência desse 

elemento podem ser prejudiciais aos processos fisiológicos das plantas (WALKER; 

CONNOLLY, 2008). 

Qualquer variação na drenagem, composição ou outras atividades promovidas pela 

biota do solo pode promover a solubilização de compostos formados por ferro e outros metais 

associados, apresentando um risco de contaminação crônica e toxidez em plantas (QUEIROZ 

et al., 2018). O rompimento da barragem de Fundão, por exemplo, promoveu o derramamento 

de milhões de toneladas de rejeito enriquecido com ferro e outros elementos como o 

manganês (EMBRAPA, 2015). A mineração, assim como outras atividades antropogênicas, 

por exemplo a queima de combustíveis fósseis, o descarte industrial e de resíduos municipais, 

fertilizantes, pesticidas, e alterações de lodo de esgoto são apontadas como principais 
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responsáveis pelo aumento da concentração de ferro no solo (JAYAWEERA et al., 2008; 

SARMA et al., 2012). 

2.4 Disponibilidade de Manganês 

O manganês (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 reações 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 são 

completamente dependentes de Mn para que se tornem ativas. Dentre elas, as mais conhecidas 

são a dismutase do superóxido (Mn-SOD), oxalato oxidase e aquelas do complexo mangânico 

presente no fotossistema II (PSII) no qual ocorre a fotólise da água (WALDRON et al., 2009; 

ZHU; RICHARDS, 2017). 

A deficiência de Mn afeta diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantas, 

pois sua ausência prejudica o funcionamento das enzimas que está associado, impedindo 

reações importantes para o funcionamento e manutenção do metabolismo celular, como a 

germinação de sementes, eliminação de espécies reativas de oxigênio (EROs), resistência a 

doenças fúngicas e principalmente a fotossíntese, devido ao seu papel fundamental no 

complexo de evolução do oxigênio (CEO) do PSII (UMENA et al., 2011; FERNANDO; 

LYNCH, 2015; SCHMIDT; HUSTED, 2019). Além disso, as plantas com deficiência de Mn 

apresentam clorose internerval nas folhas novas devido à baixa mobilidade desse elemento no 

floema (KIRKBY; ROMHELD, 2007; SCHMIDT; JENSEN; HUSTED, 2016). 

Nos solos, o Mn pode ser encontrado em três estados de oxidação (Mn2+, Mn3+ e 

Mn4+), entretanto só a forma bivalente Mn2+ é disponível para a absorção das plantas 

(SCHMIDT; HUSTED, 2019). Em rejeitos provenientes da atividade de mineração, este 

elemento é depositado na forma de óxidos (BRASIL, 2004). Solos ácidos (pH <5,5) 

propiciam o aumento da disponibilidade de Mn2+, o que favorece o excesso desse elemento 

nas plantas (FAGERIA; STONE, 2008). Assim como a falta de Mn, o excesso também é 

prejudicial às plantas, pois pode causar toxidez. As concentrações 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 degradação de lipídeos, carboidratos, proteínas 

e ácidos nucleicos (FERNANDO et al., 2013). Também pode prejudicar a captação e 

redistribuição de outros nutrientes, como o ferro e o nitrogênio por exemplo, além de alterar 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13361?casa_token=KL5vLHEiYtoAAAAA%3A2inFoMq-uXF6Y-FNrsBOAHn7InbwJyqyQoMcTzDngocAlVjVv6RFqep6IA7MeEU3O9dizFs0XZ5efWU#ppl13361-bib-0086
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppl.13361?casa_token=KL5vLHEiYtoAAAAA%3A2inFoMq-uXF6Y-FNrsBOAHn7InbwJyqyQoMcTzDngocAlVjVv6RFqep6IA7MeEU3O9dizFs0XZ5efWU#ppl13361-bib-0053
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as atividades enzimáticas (LAVRES JUNIOR et al., 2010). Os sintomas de toxidez de Mn 

variam consideravelmente em relação às espécies vegetais, entretanto, folhas enrugadas, 

manchas marrons em folhas mais velhas cercadas por clorose, são os sintomas mais comuns 

causados por toxidez de manganês (EL‐JAOUAL; COX, 1998; FERNANDO; LYNCH 2015). 

2.5 Metabolismo e assimilação de nitrogênio e carbono 

O nitrogênio está presente na biosfera predominantemente em sua forma molecular 

(N2), com cerca de 78% por volume. Entretanto, as plantas não são capazes de absorver o N2, 

e, por isso, dependem da quebra da ligação tripla entre as moléculas de nitrogênio para que 

sejam produzidas moléculas de amônia (NH3) e nitrato (NO3
–) através de reações químicas 

sucessivas. Todas as moléculas complexas sintetizadas pelas plantas que contém nitrogênio, 

partem de simples compostos minerais como amônio (NH4
+) e nitrato (NO3

–) que são as 

principais formas de absorção.  

O NO3
– ao ser absorvido pelas plantas, pode ser assimilado tanto nas raízes quanto na 

parte aérea (FORDE, 2002). Para que isso aconteça, o NO3
– precisa ser reduzido a NH4

+ por 

meio de uma reação 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 amônio (LI et al., 2013). O 

amônio obtido da redução do nitrato é incorporado aos aminoácidos envolvendo reações 

catalisadas pelas enzimas glutamina sintetase (GS) citosólica, GS plastídica e glutamato 

sintase (GOGAT). A GS forma glutamina ligando o NH4
+ ao glutamato (LEA; MIFLIN, 

2011). Para que essa reação ocorra, é necessária a quebra de uma molécula de ATP 

(Adenosina Trifosfato) e de um cátion bivalente como cofator, como por exemplo o Mg2+, 

Mn2+ ou Co2+). A GOGAT (glutamina:2-oxoglutarato aminotransferase) transfere um N 

amídico da glutamina para o 2-oxoglutarato, formando duas moléculas de glutamato, 

configurando a rota GS/GOGAT, considerada a principal via de assimilação primária 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; TERCÉ-

LAFORGUE et al., 2013). Contudo, a rota da GDH não é capaz de substituir a rota principal 

(GS/GOGAT) de assimilação de amônio e, segundo alguns estudos, está limitada apenas a 

desaminar o glutamato durante a realocação do nitrogênio, principalmente, quando a planta 

está sob condições ambientais adversas (SKOPELITIS et al., 2006). 
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Devido ao papel central do nitrogênio no metabolismo vegetal, sua interação com 

outros nutrientes pode influenciar o desenvolvimento das plantas (FAGERIA, 2001; 

WILKINSON, 1999). A interação entre o nitrogênio e os micronutrientes como o ferro e 

manganês pode ocorrer devido às alterações do pH do meio, dependendo também da forma 

como o N é absorvido (NH4
+ ou NO3

-), uma vez que, a disponibilidade de Fe e Mn para as 

plantas é altamente influenciada pelo pH presente no substrato. O aumento da absorção de 

NH4
+ diminui o pH e aumenta a concentração de Fe disponível para as plantas. O contrário 

ocorre quando o N é absorvido majoritariamente na forma de NO3
- (WALLACE; WOOD; 

SOUFI, 1976; AKTAS; VAN EGMOND, 1979). É importante citar que, a reação que reduz o 

nitrito a amônio envolve a transferência de elétrons da molécula de ferredoxina, uma proteína 

transportadora de elétrons constituídas por átomos de ferro e enxofre (TORTOLERO, 1975). 

O crescimento estimulado pelo aumento da concentração de nitrogênio no organismo das 

plantas aumenta também a demanda por outros nutrientes, como o manganês, podendo levar a 

sua deficiência, tanto pela baixa concentração no solo, quanto pela competição catiônica com 

NH4
+ (WILKINSON, 1999). 

Cruz et al. (2020) encontraram valores muito baixos de nitrogênio em amostras de 

solos atingidos pelo rejeito oriundos do rompimento da Barragem do Fundão. Para qualquer 

tentativa de revegetação dessa área, haverá uma necessidade de gastos com aplicação de 

adubos compostos por este nutriente, devido ao seu papel essencial no desenvolvimento das 

plantas, juntamente com os demais macronutrientes. Altas concentrações de ferro e manganês 

causados pela deposição do rejeito após o rompimento da barragem, propiciam interações 

entre os mesmos e também interações com nitrogênio. 

O carbono é um elemento fundamental na composição de moléculas orgânicas. Dentro 

das plantas, seu fluxo é controlado por três processos metabólicos principais, sendo eles a 

fotossíntese, fotorrespiração e respiração. Cada processo metabólico é composto por um 

conjunto de reações fisiológicas que podem ser influenciadas pelas condições ambientais nas 

quais as plantas são cultivadas. A primeira reação envolvida da assimilação de carbono pelas 

plantas é a fotossíntese, um processo que tem início através das reações luminosas, com a 

absorção de fótons de luz, que excitam uma clorofila especializada, chamada de P680, dando 

início ao transporte de elétrons para o aceptor final de elétrons (NADP+), produzindo poder 

redutor (NADPH). Ao longo da cadeia transportadora de elétrons da fotossíntese, um 

gradiente de prótons é criado através da membrana dos tilacoides e esse gradiente gera ATP a 

nível de substrato, por meio de uma proteína chamada ATP sintase. 
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A maior parte do ATP e NADPH gerados nesse processo, são consumidos no estroma 

do cloroplasto, no ciclo de Calvin-Benson, onde carbono é fixado, gerando trioses fosfato que, 

posteriormente serão utilizadas na formação de glicose, sacarose e outras moléculas 

compostas por carbono. A Rubisco, enzima responsável pela fixação do carbono durante as 

reações de carboxilação da fotossíntese, apresenta dupla função, devido à sua afinidade tanto 

com carbono quanto com oxigênio, ela pode carboxilar ou oxigenar molécula de ribulose-1,5-

bifosfato (RuBP) (SPREITZER; SALVUCCI, 2002). A oxigenação da RuBP, por sua vez, 

produz uma molécula de 2-fosfoglicolato (PG) e uma de 3-fosfoglicerato (PGA), diferente do 

que acontece na caboxilação. Sendo o PG tóxico para o metabolismo vegetal, é rapidamente 

processado por fotorrespiração (ZELITCH et al., 2009). O processo de fotorrespiração 

recupera 75% do carbono a cada ciclo e os outros 25% restantes são perdidos para a atmosfera 

pela molécula de CO2, em plantas C3, ou podem ser fixados nas plantas C4. Por fim, o 

processo de respiração promove a quebra da glicose formada por meio da fotossíntese para 

produzir uma quantidade de ATP suficiente para alimentar o metabolismo das plantas. 

Quando as plantas são cultivadas em solos com excesso de ferro e manganês, o 

metabolismo do carbono pode ser afetado. O Mn, por exemplo, é um elemento essencial na 

quebra da molécula de água e liberação do oxigênio no fotossistema II (PSII), fornecendo os 

elétrons necessários para a fotossíntese (GOUSSIAS; BOUSSAC; RUTHERFORD, 2002; 

NICKELSEN; RENGSTL, 2013). Quantidades excessivas de Mn podem provocar toxidez às 

plantas e impedir, portanto, a biossíntese da clorofila e reduzir a eficiência fotossintética das 

plantas (MILLALEO et al., 2010). O ferro por sua vez, quando presente em excesso no meio 

de cultivo, pode acabar comprometendo o processo fotossintético, principalmente devido ao 

distúrbio nas reações de oxirredução que participa, promovendo estresse oxidativo, mudanças 

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 nitrogênio em espécies 

arbóreas nativas da região da Bacia do Rio Doce, como a Z. tuberculosa ainda são escassos na 

literatura. 

2.6 Sistema antioxidante 

A presença de Fe e Mn em excesso no solo ou solução nutritiva pode causar 

interferências nos processos metabólicos das plantas, como a redução na absorção de outros 

nutrientes ou a alteração do processo de transferência de elétrons nas organelas celulares, 

proporcionando condições favoráveis à geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(FARMER; MUELLER, 2013). Portanto, é essencial que as plantas expostas ao excesso 
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desses elementos tenham um sistema antioxidante eficiente, diminuindo, dessa maneira, os 

danos causados por essas moléculas instáveis. O sistema antioxidante vegetal é composto por 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. As enzimas dismutase do superóxido (SOD), 

catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) estão entre as principais enzimas envolvidas 

no sistema antioxidante enzimático (GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012) e agem 

por meio de mecanismos de prevenção, controlando ou muitas vezes impedindo a formação 

de EROs (SHARMA et al., 2012). O sistema antioxidante não enzimático inclui carotenoides, 

ascorbato, glutationa, α- tocoferóis, flavonoides e prolina (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014). 

O ferro tem como característica, a capacidade de doar e receber elétrons, sendo esse 

um importante aspecto na sua função e participação nas reações vitais e estruturais 

importantes das plantas (WINTZ; FOX; VULPE, 2002). No entanto, quando há excesso desse 

elemento no organismo das plantas, pode ocorrer um desequilíbrio nas atividades redox nas 

células, gerando espécies reativas de oxigênio (EROs), como os radicais superóxido formado 

pela ligação entre ferro e oxigênio (O2 + Fe2+ → O2
- + Fe3+) e radical hidroxila formado pela 

reação de Fenton (H2O2 + Fe2+ 
→ Fe3+ + OH- + OH.), alterando as características bioquímicas, 

fisiológicas e morfológicas dos vegetais (HELL; STEPHAN, 2003; BROADLEY et al., 2012; 

KROHLING et al., 2016). As EROs podem causar danos às células vegetais, como 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, danos aos ácidos nucléicos e pigmentos de 

cloroplasto, dentre outros (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). O malondialdeído 

(MDA) é o produto final da peroxidação de lipídica nas membranas e, por isso, é utilizado 

como indicador do estresse oxidativo. 

O manganês, por ser requerido em pequenas concentrações 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 à desorganização das lamelas do cloroplasto, lesão no sistema da 

membrana dos tilacoides e inibição do processo de fotofosforilação não cíclico provocados 

pelas altas concentrações de manganês (MILLALEO et al., 2010). A resposta do sistema 

antioxidante aos estresses causados pelo excesso desse elemento não segue um padrão, os 

resultados são variáveis e controversos. Isso se deve ao fato de que o Mn, assim como outros 

metais, promove diferentes mecanismos de indução de estresse, exigindo respostas diferentes. 

Essas respostas dependem da espécie, do tecido vegetal, do compartimento celular em que 

está ocorrendo o estresse, entre outros aspectos (SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002; 

GRATÃO et al., 2009; GILL; TUTEJA, 2010, SANTOS et al., 2017). 
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2.7 Ipê-Felpudo [Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl.] 

A Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., popularmente conhecida como ipê-

felpudo, bolsa-de-pastor, bucho-de-boi, culhões-de-bode, ipê-bóia, ipê-preto, carobão entre 

outros, é uma espécie florestal nativa brasileira, que pertence à família Bignoniaceae, 

(GENTRY, 1992; CARVALHO, 2002). É uma árvore que pode variar de 6 a 35 metros de 

altura na fase adulta. Apresenta tronco reto e cilíndrico, com a copa colunar quando jovem e 

cônica a globosa quando adulta. A casca pode chegar à 5 cm de espessura, com coloração 

variando de cinza-clara a pardo-amarelada. As folhas são do tipo opostas, com cinco folíolos 

cartáceos, elípticos a obovais centrais, felpudos e pilosos, com pecíolo longo de até 30 cm de 

comprimento (LOHMANN; PIRANI, 1996; CARVALHO et al., 2000; CARVALHO, 2005). 

As flores dessa espécie estão reunidas em uma inflorescência em tirso terminal, 

apresentam coloração variando de amarelada a creme e comprimento variando de 0,8 a 1,5 

cm. O fruto apresenta formato de uma cápsula 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 núcleo cordiforme e diâmetro variando de 4 a 6,2 cm (CARVALHO, 2005). 

De acordo com as regiões fitoecológicas de ocorrência natural, a Z. tuberculosa pode 

ser encontrada na Floresta Estacional Semidecidual, integrando as vegetações da Caatinga, 

Cerrado e Mata Atlântica, no estado do Paraná e em vários estados do Sudeste e do Nordeste 

do Brasil (CARVALHO et al., 2000; SILVA; SOARES, 2002; CARVALHO, 2005). Em 

relação ao grupo ecológico ou sucessional, é considerada uma espécie pioneira a secundária 

inicial, apresentando capacidade de invadir pastagens e colonizar áreas 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 condições em que se encontra. Entretanto, esta 

espécie tem-se mostrado pouco exigente quanto à nutrição e à fertilidade do solo (JESUS; 

GARCIA, 1992; CARVALHO, 2005). O plantio é recomendado em sistemas agroflorestais 

para arborização de culturas ou em sistema silvipastoril, para arborização de pastagens 

(BAGGIO; CARPANEZZI, 1988; LOPES et al., 1996). Além disso, produz folhas de fácil 

decomposição, sendo indicada para utilização na recuperação de solos em áreas de 

reflorestamento para recuperação ambiental (BARROS; BRANDI, 1975; CARVALHO, 

2005). 
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Pouco se sabe sobre a tolerância e a sobrevivência dessa espécie em substrato 

contaminado com rejeitos de mineração. Informações básicas sobre as respostas metabólicas 

de Z. tuberculosa às altas concentrações de ferro e manganês possibilita a obtenção de um 

diagnóstico sobre os efeitos da contaminação pelo rejeito na sobrevivência dessa planta e seu 

potencial uso como uma espécie recuperadora de áreas impactadas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Obtenção das mudas e condições de experimento 

Os frutos de Z. tuberculosa foram coletados de matrizes nativas no município 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 distribuídos em bandejas, e 

deixados para secar, à sombra. Posteriormente, foram expostos a pleno sol, por cerca de 2 

dias, até sua abertura. A extração das sementes foi realizada manualmente e, as mesmas foram 

previamente semeadas em bandejas contendo areia lavada. Antes da semeadura, o envoltório 

celulósico fino da asa foi retirado. Após a germinação, as plântulas foram selecionadas de 

acordo com a uniformidade de tamanho, transplantadas em vasos com 5,5 litros de 

capacidade, contendo areia lavada e irrigada com solução nutritiva de Bolle-Jones (1957), 

sendo essa, uma solução utilizada com sucesso nos cultivos em hidroponia com espécies 

arbóreas. O volume de solução nutritiva utilizado na irrigação dos vasos foi obtido através da 

diferença entre o peso do vaso completo com areia seca e areia encharcada. Foram colocados 

pratos em baixo dos vasos para impedir o vazamento de solução nutritiva após a irrigação. O 

volume de solução que ficou retida nos pratos após a primeira irrigação foi marcado (0,5 L) e 

todos os dias foram feitas reposições diretamente nos pratos até que a marca fosse atingida, 

promovendo a subirrigação das plantas. 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, no setor de Fisiologia Vegetal da 

UFLA. As plântulas passaram por um período de aclimatação de 21 dias, nos quais receberam 

concentrações crescentes da solução nutritiva completa (SNC), contendo todos os nutrientes. 

Vinte dias após a germinação das sementes, com o surgimento do par de folhas primárias, 

iniciou-se o processo de aclimatação das mudas à aplicação de solução nutritiva, que teve 

início com ¼ da força, durante sete dias, ½ força por sete dias e força completa por sete dias. 

Posteriormente ao período de aclimatação, as mudas continuaram sendo irrigadas por solução 

nutritiva completa até a imposição dos tratamentos. Após 69 dias desde a semeadura, quando 

as plantas estavam com dois pares de folhas completamente expandidos, os tratamentos foram 

impostos, com duração de vinte dias até a coleta. 

3.2 Preparo de solução nutritiva de cultivo 

A solução nutritiva utilizada no experimento foi preparada segundo a recomendação 

de Bolle-Jones (1957). A quantidade de nutrientes recomendada em mmol L-1 para essa 

solução foi: N = 15 mM; 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; Cl = 0,03mM; Fe = 0,009 mM; Mn = 0,009 mM; Mo = 0,0003 

mM e Zn = 0,009 mM. Seguindo esta recomendação, as soluções estoques foram 

individualmente preparadas, com a utilização de sais puros para análise (P.A.). Os sais foram 

pesados e dissolvidos com água destilada e o volume completado para 1 litro. As soluções 

foram armazenadas em frascos âmbar e colocadas em local sem incidência direta de luz. Os 

sais utilizados no preparo das soluções e suas respectivas concentrações foram: KH2PO4 (1 

M), Ca (NO3)2.4H2O (1 M), NH4NO3 (2 M), K2SO4 (0,5 M), MgSO4.7H2O (1 M), (NH4)2SO4 

(1 M), FeCl36H2O/Na2EDTA (9 mM), H3BO3 (64 mM), MnSO4.H2O (9 mM), ZnSO4.7H2O 

(9,20 mM), CuSO4.5H2O (9,45 mM) e Na2MoO4.2H2O (85% MoO3) (0,30 mM). Os 

tratamentos que consistiram em superdosagem de ferro e manganês receberam uma 

quantidade mais elevada em mmol L-1 desses elementos (Fe = 0,009 + 0,151 mM e Mn = 

0,009 + 0,318 mM). 

3.3 Tratamentos 

Com o objetivo de simular as condições dos solos que foram contaminados pelo 

rejeito oriundo do rompimento da Barragem de Fundão, as concentrações de Fe e Mn 

utilizadas nos tratamentos foram definidas com base nos resultados obtidos por Cruz et al., 

(2020) nas análises químicas do rejeito coletado em abril de 2017. O rejeito foi coletado em 

profundidade de 0-20 cm às margens do rio do Carmo, no município de Barra Longa (MG, 

Brasil). A quantificação das formas disponíveis de ferro e manganês no rejeito (extraídos com 

solução de DTPA-TEA a pH 7,3) foi realizada no Instituto Agronômico de Campinas (IAC), 

sendo encontrados valores de 9 ppm de Fe (0,160 mM) e 18 ppm de manganês (0,327 mM), 

aproximadamente. O valor de pH adotado para este experimento foi pH = 6,5, baseado em 

teste de germinação prévio. Portanto, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos 

descritos na tabela abaixo: 

Tabela 1 – Concentrações de ferro e manganês utilizadas nos tratamentos. 

Tratamentos Concentração Fe (mM) Concentração 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 manganês. Os tratamentos T2 e T3 consistiram 

em SNC com adição de concentrações 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 repetições cada, sendo 4 plantas por repetição, divididas em 2 plantas destinadas para 

análises de matéria seca e 2 plantas destinadas para análises de matéria fresca.  

As coletas foram realizadas 20 dias após a implementação dos tratamentos e todos os 

parâmetros avaliados nesse experimento foram realizados após este período. O pH das 

soluções preparadas para os tratamentos correspondentes foi ajustado com soluções de NaOH 

ou HCl 1 mol L-1. A areia dos vasos foi lavada com água destilada e as soluções trocadas 

semanalmente, com o objetivo de manter a concentração dos sais minerais. 

3.4 Avaliações de crescimento 

As análises de crescimento foram realizadas no dia da coleta, vinte dias após a 

imposição dos tratamentos. Para isso, foram medidas a altura da parte aérea das plantas e 

comprimento das raízes, com o uso de régua graduada em centímetros (cm). Também foi 

medido o diâmetro do caule em milímetros (mm), com o auxílio de um paquímetro digital. O 

número de folhas foi obtido através da contagem direta das folhas. A massa seca da parte 

aérea (caule e folhas) e das raízes foram obtidas através de balança de precisão, após secagem 

das amostras em estufa à 65ºC com ventilação forçada até que o material atingisse peso 

constante. Medidas de alocação de biomassa foram mensuradas através da razão raiz/parte 

aérea. A mensuração de área foliar foi obtida diretamente por meio do programa Easy Leaf 

Area Free. 

3.5 Avaliações de parâmetros fotossintéticos 

 Com o auxílio do equipamento portátil MultispeQ, conectado à plataforma PhotosynQ 

(KUHLGERT et al., 2016), foram obtidas a fluorescência inicial (F0’), fluorescência máxima 

(Fm’) e eficiência quântica do fotossistema II, dada pela razão Fv’/Fm’, sendo a fluorescência 

variável (Fv’) obtida pela diferença entre F0’ e Fm’. Foram obtidas também a taxa de fluxo de 

prótons que passam através da ATP Sintase (gH+), taxa de transporte de elétrons (ETR) e o 

quenching não fotoquímico teórico (NPQt), com medições realizadas na presença de luz. As 

análises foram realizadas entre 8 e 10 horas da manhã, ao décimo sexto dia do mês de 
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dezembro de 2020, no segundo par de folhas completamente expandidas, antes da coleta no 

vigésimo dia de experimento. A radiação fotossintéticamente ativa (PAR) no interior da casa 

de vegetação obtida no dia das medições foi de 589 µmol de fótons m-2 s-1, valor 

aproximadamente 70% menor que o lado externo. 

3.6 Avaliações bioquímicas 

As análises foram realizadas conforme protocolos de rotina do Laboratório de 

Bioquímica e Metabolismo de Plantas (LBMP) do setor de Fisiologia Vegetal da UFLA. As 

repetições consistiram em um pool com as folhas ou raízes de todas as plantas da repetição 

contidas em cada vaso. As amostras de folhas e raízes foram congeladas em nitrogênio líquido 

e, posteriormente, armazenadas em freezer -80 ºC para conservação da matéria fresca (MF). 

Para as análises que utilizam matéria seca (MS), as amostras foram introduzidas em moinho 

do tipo Willey e armazenadas em tubos plásticos à temperatura ambiente. 

3.6.1 Enzimas do sistema antioxidante 

O extrato enzimático das enzimas do sistema antioxidante foi obtido após a maceração 

de 0,2 g de amostras de material fresco de folhas e raízes em nitrogênio líquido. 

Posteriormente foram adicionados 1,5 mL do tampão de extração contendo: 375 μL de 

tampão fosfato de potássio 400 mM (pH 7,8), 15 µL de EDTA 10 mM, 75 μL de ácido 

ascórbico 200 mM, e 1035 μL de água. O extrato foi centrifugado à 13.000 g por 10 minutos à 

4ºC e o sobrenadante foi coletado e armazenado a – 20 ºC durante o período das análises. O 

sobrenadante coletado foi utilizado nas análises enzimáticas da dismutase do superóxido 

(SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977; 

NAKANO; ASADA, 1981; HAVIR; MCHALE, 1987). 

3.6.1.1 Dismutase do superóxido (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredução 

do azul de nitrotetrazólio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), em um meio de incubação 

composto por 100 μL de fosfato de potássio 100 mM, pH 7,8, 40 μL de metionina 70 mM, 

3μL de EDTA 10 µM, 15 μL de NBT 1 mM, 2 μL de riboflavina 0,2 mM e 39 μL de água. Os 

tubos com o meio de reação e 2 µL de amostra receberam iluminação por 7 minutos, com uma 

lâmpada fluorescente de 15 W. O meio de reação sem amostras também foi submetido à 

iluminação. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 560 nm. Uma unidade da 
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SOD corresponde à quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredução do NBT nas 

condições 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 alíquota de 5 µL do extrato enzimático adicionada a 180 µL do meio 

de incubação, contendo 90 µL de fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0), 76 μL de água e 9 µL 

de peróxido de hidrogênio 250 mM, incubado a 28ºC. A atividade dessa enzima foi 

determinada pelo decréscimo na absorbância, com leitura em espectrofotômetro a 240 nm, a 

cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peróxido de hidrogênio. O 

coeficiente de extinção molar para esta análise é 36 mM-1 cm-1. 

3.6.1.3 Peroxidase do ascorbato (APX) 

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de oxidação do 

ascorbato, observada pela leitura espectrofotométrica a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 

minutos. Alíquotas do extrato enzimático foram previamente testadas e a escolhida (9 μL para 

raiz e 5 μL para folha) foi adicionada a 180 µL de tampão de incubação, composto por 90 µL 

de fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0), 9 µL de ácido ascórbico 10 mM, 63 μL de água e 9 

µL de peróxido de hidrogênio 4 mM (NAKANO; ASADA, 1981). Como a alíquota da folha 

foi reduzida, foi adicionado 4 μL de água para completar o volume final. O coeficiente de 

extinção molar para esta análise é 2,8 mM-1 cm-1. 

3.6.2 Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

O extrato utilizado para esta análise foi obtido através da maceração de 0,3 g de 

matéria fresca de folhas e raízes em nitrogênio líquido com polivinil polipirrolidona (PVPP), 

homogeneizados em 1,5 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 

12.000 g por 15 minutos, a 4ºC. O H2O2 foi determinado medindo-se a absorbância a 390 nm 

em um meio de reação, contendo 45 μL do extrato quando foi analisado raiz ou 20 μL do 

extrato somado a 20 μL de água quando foi analisado folha, à 45 μL tampão fosfato de 

potássio 10 mM, pH 7,0 e 90 μL de iodeto de potássio 1M (VELIKOVA; YORDANOV; 

EDREVA, 2000). A quantificação foi realizada, com base na curva padrão de peróxido de 

hidrogênio, com concentrações conhecidas. 
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3.6.3 Peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica foi determinada através da quantificação de espécies reativas 

ao ácido tiobarbitúrico, conforme descrito por Buege e Aust (1978). Para isso, 0,3 gramas de 

folhas e 0,3 gramas de raízes foram maceradas em nitrogênio líquido, acrescido de 20% de 

PVPP (m/v) e homogeneizados em 1,5 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O 

homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. Alíquotas (125 µL) do 

sobrenadante foram adicionadas ao meio de reação, contendo 0,5% (m/v) de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 

minutos. A reação foi paralisada por resfriamento rápido em gelo e as leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor 

avermelhada com o malondialdeído (MDA), que é um produto secundário do processo de 

peroxidação. O coeficiente de extinção molar utilizado foi 155 mM-1 cm-1. Esta análise 

também foi realizada em amostras de raiz, entretanto, foram encontrados valores negativos na 

leitura, impossibilitando a realização dos cálculos. 

3.6.4 Extração e quantificação de carboidratos, aminoácidos e proteínas totais 

A extração de carboidratos foi obtida a partir da massa seca de folhas completamente 

expandidas e raízes pela homogeneização de 0,2 g de massa seca em 10 mL de tampão fosfato 

de potássio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a 40 °C. 

Posteriormente, a solução homogeneizada foi centrifugada à 5.000 rpm, por 10 minutos e o 

sobrenadante coletado. O pellet foi reservado para posterior quantificação do amido. Para a 

quantificação de açúcares solúveis totais (AST), foi utilizado o método da Antrona (YEMM; 

WILLIS, 1954), no qual a quantificação foi baseada em uma curva padrão, cujo padrão 

utilizado foi a glicose 60 µg mL-1 em volumes crescentes. Foram adicionados 2 mL do 

reagente antrona, tanto à curva quanto às alíquotas das amostras e o volume foi ajustado com 

água destilada para 3 mL. A solução foi preparada a partir de 40 mg de antrona, 1 mL de água 

e 20 mL de ácido sulfúrico (P.A.). Os tubos foram agitados e levados ao banho-maria à 100ºC 

por 3 minutos. Posteriormente foram resfriados no gelo e a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 620 nm. 

A quantificação dos açúcares redutores (AR) também foi baseada em uma curva 

padrão, segundo o protocolo descrito por por Miller (1959), pelo método do ácido 

dinitrosalicílico (DNS). O padrão utilizado foi glicose (10 mM) em volumes crescentes. 

Foram adicionados 0,5 mL do reagente DNS tanto à curva quanto às alíquotas das amostras e 
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o volume foi ajustado para 1,25 mL com água destilada. Para o preparo do reagente DNS, 

foram adicionados 50 mL de hidróxido de sódio (NaOH) 2N a 2,5 g de DNS e 

aproximadamente 125 mL de água destilada que foram agitados até a total dissolução da 

solução. Posteriormente, foram adicionados 75g do sal de Rochelle e o volume da solução foi 

ajustado para 250 mL com água destilada. Os tubos foram agitados e em seguida levados ao 

banho-maria à 100 ºC durante 5 minutos. Em seguida foram esfriados a temperatura ambiente 

e o volume foi ajustado para 5 mL com água destilada. A leitura foi realizada a 540 nm em 

espectrofotômetro. A diferença entre AST e AR foi utilizada para a mensuração da quantidade 

de sacarose. 

 A quantificação de proteínas foi realizada segundo o protocolo de Bradford (1976). 

Para a obtenção da curva, o padrão 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 o volume foi ajustado para 1 litro com água destilada. A solução foi deixada em “overnight” 

com agitação constante e posteriormente filtrada. Foi adicionado 294 µL da solução de 

Comassie tanto à curva quanto às alíquotas das amostras e o volume foi ajustado com água 

destilada para 300 µL. A leitura foi realizada no espectrofotômetro a 595 nm. 

A quantificação de aminoácidos foi realizada pelo método da ninhidrina, proposto por 

Yemm e Coccking (1955). Para isso, foram preparados previamente os reagentes: Tampão 

citrato de sódio 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 (0,1μmol mL-1), que foi a molécula utilizada 

na curva-padrão em volumes crescentes. Após a mistura dos reagentes, os tubos foram 

agitados e levados ao banho-maria à 100ºC por 20 minutos. Posteriormente, o volume foi 

ajustado para 4 mL com etanol 60% e agitado novamente. Após o resfriamento a leitura foi 

realizada a 570 nm em espectrofotômetro. 

3.6.5 Extração e quantificação de amido 

Após o processo de homogeneização e centrifugação dos tecidos vegetais já descritos 

para a quantificação de carboidratos, aminoácidos e proteínas totais no tópico anterior (tópico 

3.6.4), o pellet que sobrou foi ressuspendido com 4 mL do tampão acetato de potássio 200 

mM pH 4,8. Foi adicionado 1 mL da solução da enzima amiloglucosidase (1 mg da enzima 

em 1 mL de tampão acetato de potássio 200 mM pH 4,8) por amostra. Posteriormente foi 

incubada em banho-maria a 40 °C por 2 horas e centrifugada à 5.000 rpm durante 10 minutos.  
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O sobrenadante foi coletado, armazenado em tubos devidamente identificados à -20 ºC. O 

amido foi quantificado pelo método da Antrona descrito por Yemm e Willis (1954). 

3.6.6 Quantificação de nitrogênio 

Os teores de N total foram determinados pelo método de Kjeldahl. Para realizar a 

digestão foi pesado 0,1 g de amostras secas e moídas de folhas e raízes, 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 K2SO4, 0,3 g de CuSO4 e 3 mL de H2SO4, sendo 

este último acrescentado cuidadosamente após os outros reagentes. Os tubos foram levados 

para o bloco digestor e submetidos à temperatura de 350 ºC, partindo-se da temperatura 

ambiente e aumentando-se 50 ºC a cada 30 minutos. A digestão ocorreu e foi caracterizada 

pela obtenção de um líquido incolor ou levemente esverdeado. Depois de esfriada, foi 

adicionado 30 mL de água destilada agitando até completa dissolução. Posteriormente, 1 

frasco de Erlenmeyer de 100 mL foi preparado para cada amostra, adicionando-se 10 mL da 

solução ácido bórico indicador. Primeiro, para cada 10 mL de água 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 água destilada, foi adicionado 1 g de H3BO3 e 0,5 mL da solução previamente 

preparada. Os frascos foram acoplados, um de cada vez ao destilador de Kjeldahl, e o 

processo de destilação ocorreu pela elevação da temperatura ao máximo até iniciar a ebulição 

e adicionando-se lentamente 10 mL de NaOH 13N a cada destilação. O processo foi 

finalizado quando o volume do destilado alcançou 75 mL. A titulação foi feita com HCl 

0,07143N até mudança de cor (coloração verde para rosa). O volume de ácido gasto para 

mudança de coloração foi convertido em porcentagem de N na amostra (FEEMA, 1983), 

através da fórmula: 

 

% nitrogênio total   =  

 

Sendo: 

V = Volume de ácido gasto na titulação 

M = molaridade do HCl 

f = Fator de correção do HCl 

P = Massa da amostra em gramas 
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Com a porcentagem de nitrogênio total, foi possível obter a quantidade de nitrogênio 

em gramas por parte da planta analisada. Para tanto, foi realizada uma regra de três simples 

em que para encontrar a quantidade absoluta de nitrogênio nas folhas e nas raízes, 

multiplicou-se a porcentagem de nitrogênio pelo peso seco das folhas e raízes 

respectivamente, e, esse valor foi dividido por 100. 

3.6.7 Enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogênio 

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 raízes em nitrogênio líquido com adição de 10% de 

Polivinilpolipirrolidona (PVPP). O macerado foi adicionado a 5 mL da solução de extração 

constituída por tampão fosfato de potássio 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 obtenção do extrato enzimático. Em seguida o meio de 

extração foi levado à centrifuga programada para16000 g durante 20 min à 4°C. O 

sobrenadante foi coletado em tubo Falcon de 15 mL e armazenado a -20 ºC.  

A atividade da RN foi realizada de acordo com o protocolo RN proposto por Berges e 

Harrison (1995). O meio de reação da enzima foi preparado em triplicata, no qual 14 μL da 

amostra foi pipetada em microplaca, seguido por 154 μL da solução de fosfato de potássio 0,1 

M, pH 7,5 com 0,1818 mg de KNO3. Depois o meio foi mantido em incubação no banho 

maria a 30°C por 3 minutos. Após o banho maria, foi pipetado 12 uL de β-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 oxidação do NADH. O coeficiente de extinção molar para essa 

análise é 6,22 mM-1 cm-1. 

A atividade da GS foi avaliada como proposto por Ratajczak, Ratajczak e Mazurowa 

(1981). O ensaio da GS foi realizado tomando-se uma alíquota de 75 µL do extrato bruto, ao 

qual foram adicionados 175 µL de um meio reacional contendo 50 µL de tampão tris-HCl 0,5 

M, pH 7,5; 25 µL de mercaptoetanol 0,1 M; 12,5 µL de MgSO4.7H2O 0,4 M; 37,5 µL de 

NH2OHCl 0,1 M; 25 µL de glutamato monossódico, 0,5 M e 25 µL de ATP 0,1 M.  A mistura 

foi incubada a 30 ºC por 30 minutos. A reação foi paralisada pela adição de 250 µL de uma 

solução composta de FeCl3 1,2 M, HCl 1,7 M e ácido tricloroacético (TCA) 0,7 mM. Em 

seguida, houve centrifugação a 16.000 g a 4 ºC por 5 minutos e o quelato Fe-L-

glutamilγhidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotômetro a 540 nm. 

Para determinação dos teores foi realizada uma curva padrão cujo padrão utilizado foi o 

gama-glutamil-hidroxamato na concentração de 20 µmol mL-1. 
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A atividade da GOGAT foi determinada a partir da adição do meio de reação contendo 

132 µL de Tris-HCl 0,1 M, pH 7,8, 12 µL de 2-oxoglutarato 135 mM e 12 uL de L-glutamina 

135 mM a uma alíquota de 14 µL do extrato. A mistura foi incubada a 35 ºC por 5 minutos e 

após a retirada das amostras do banho maria, foi adicionado 10 µL de β-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 oxidação do NADH. O coeficiente de extinção molar é 6,22 

mM-1 cm-1 (PIMENTA et. al., 1989 com modificações). 

A atividade da GDH foi determinada pela adição de 96 µL de Tris-HCl 0,2 M, pH 7,8, 

20 µL de 2-oxoglutarato 90 mM, 20 µL de CaCl2 36 mM e 20 uL de (NH4)2SO4 900 mM a 

uma alíquota de 14 µL do extrato enzimático. A mistura foi incubada a 30 ºC por 3 minutos e 

após a retirada das amostras do banho maria, foi adicionado 10 µL de β-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 oxidação do NADH. O coeficiente de extinção molar é 6,22 

mM-1 cm -1 (GROAT; VANCE, 1981). 

3.6.8 Quantificação de ferro e manganês 

A quantificação de ferro e manganês foi realizada em amostras compostas por um 

compilado de folhas e raízes, com o objetivo de representar a planta inteira. Inicialmente, as 

plantas foram lavadas em água corrente e com água deionizada, para que houvesse remoção 

dos sedimentos associados aos órgãos vegetais. As plantas utilizadas na quantificação de 

manganês tiveram as raízes lavadas em solução extratora composta por HCl (0,1%) e as 

plantas utilizadas na quantificação de ferro foram deixadas de molho por duas horas em 

solução ditionito-citratobicarbonato (DCB), seguindo o método de Taylor e Crowder (1983), 

composta por citrato de sódio (0,03 M), bicabornato de sódio (0,125 M) e 1 grama de 

ditionito de sódio a cada 50 mL de solução utilizada na lavagem, e, por fim, foram 

enxaguadas 3 vezes com água deionizada. Esse procedimento de lavagem de raízes foi 

realizado com o objetivo de remover vestígios de ferro e manganês que pudessem estar 

associados à superfície das raízes formando placas. 

 Em seguida, as plantas foram colocadas na estufa com circulação forçada de ar a 70 

°C, até atingirem peso constante. Após o processo de secagem, amostras de folhas e raízes 

foram trituradas, pesadas e mescladas. Posteriormente, as amostras foram inseridas em sacos 

plásticos, devidamente identificados e enviados para análise e quantificação no laboratório do 

Departamento de Solos da Universidade Federal de Viçosa. Para determinação dos teores de 

ferro e manganês, primeiro foi feita uma digestão Nítricoperclórica (SARRUGE; HAAG, 
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1974) e posteriormente os minerais foram quantificados utilizando espectrômetro de emissão 

ótica com plasma indutivamente acoplado (ICP- OES; Perkin Elmer Modelo Optima 8300 

DV). 

3.6.9 Determinação dos teores de Clorofilas e Carotenoides 

Para a determinação das concentrações 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 alumínio, 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 Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado (DIC), composto por 4 

tratamentos e 6 repetições. Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk (P ≥ 0,05) e homogeneidade das variâncias Bartlett (P > 0,05). Dados 

considerados dentro da normalidade foram submetidos à análise de variância (ANOVA) para 

verificar se houve diferença significativa entre os tratamentos (teste F, P < 0,05) e ao teste de 

Tukey a 5% de significância no software R®, utilizando a plataforma RStudio com os pacotes 

‘ExpDes.pt’ (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2020) e ‘fpp’ (HYNDMAN, 2013). 

Os dados de variáveis que não seguiram distribuição normal, sofreram transformações 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 DISCUSSÃO 

4.1 Concentração de ferro e manganês 

A quantificação dos micronutrientes ferro e manganês em plantas de Z. tuberculosa 

mostraram que as maiores concentrações de Fe ocorreram em plantas submetidas ao T2 

(FIGURA 1A), com uma média de 839,9 mg Kg-1 por planta. As maiores concentrações de 

manganês ocorreram no T3, com uma média de 212,2 mg L-1 por planta (FIGURA 1B), 

seguido pelo T4, no qual houve excesso simultâneo de manganês e ferro, com uma média de 

183,7 mg Kg-1 por planta. A concentração de ferro encontrada nas plantas foi 12 vezes maior 

que a concentração encontrada de manganês. 

 

Figura 1 – Concentração de ferro (A) e manganês (B) em plantas de Zeyheria tuberculosa 

(Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solução nutritiva 

completa (controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com 

excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e 

manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 

 

Como foi relatado em estudos anteriores, os elementos ferro e manganês são 

antagônicos, pois há inibição competitiva entre eles, uma vez que, ambos são cátions 

bivalentes, que competem pelos mesmos sítios ativos nos transportadores dentro das plantas 

(ECKHARDT; MARQUES; BUCKHOUT, 2001; LÓPEZ-MILLÁN et al., 2004; ZAITSEV; 

DUBROVINA; SHAINUROV, 2020). A relação antagônica entre esses elementos ficou 

evidente com a diferença entre a concentração de Fe em T2 e T4, quando houve uma redução 

significativa de Fe na presença de Mn (FIGURA 1A).  
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Quando analisamos a absorção de Mn, podemos observar que não houve redução 

significativa na absorção desse metal no T4 quando comparado com ao T3 onde havia 

excesso apenas de manganês. Esse resultado sugere que em T4, a concentração de Fe pode 

não ter sido suficiente para que esse elemento se sobressaísse na competição com Mn, 

mantendo a absorção de Mn elevada (ZAITSEV; DUBROVINA; SHAINUROV, 2020). O Fe 

adicional também não reduziu o acúmulo de Mn, em estudo realizado por Rossini-Oliva, 

Abreu e Leidi (2021) em espécies de Erica andevalensis, cultivadas em solução hidropônica 

sob crescentes concentrações de manganês. 

O nível crítico da concentração de ferro e manganês que pode causar toxicidade às 

plantas depende da espécie, da idade e estado nutricional das mesmas. Há uma grande 

variação na literatura em relação aos valores de concentrações de ferro no tecido vegetal que 

podem ser considerados tóxicos, variando de 300 a 2000 mg kg-1 MS (BECKER; ASCH, 

2005). Dobermann e Fairhurst (2000) observaram sintomas visíveis de toxicidade causada por 

ferro e, consequentemente a redução do crescimento em arroz e gramíneas anuais, onde foram 

encontradas concentração entre 300 e 500 mg kg -1 MS de Fe nas folhas. Em relação ao 

manganês, estudos mostraram que quando suas concentrações nos tecidos das plantas passam 

dos 150 mg kg -1 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 

Não houve diferenças estatísticas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos nos 

seguintes parâmetros de crescimento da parte aérea avaliados: altura, diâmetro de caule, 

número de folhas e área foliar (TABELA 2). Entretanto, em relação ao comprimento das 

raízes, no tratamento com excesso de ferro (T2) foram observadas as menores médias de 

comprimento (7,1 cm), seguido pelo T3, composto pelo excesso de manganês (8,9 cm). Mas 

no T4, onde foram aplicadas altas concentrações simultâneas de ferro e manganês, foi 

observado um aumento de 19,87% no tamanho das raízes em comparação com o controle 

(TABELA 2 e FIGURA 2). Não houve diferença significativa (P < 0,05) em relação a massa 

seca das folhas e raízes (TABELA 2). 
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Tabela 2 – Altura, comprimento de raiz (CR), diâmetro do caule (DC), número de folhas, 

área foliar, massa seca de folhas (MS folha), massa seca de raízes (MS raízes) e 

alocação de biomassa (RPA: razão raiz/parte aérea) em plantas de Zeyheria 

tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solução 

nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC 

com excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e 

manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 

   Tratamentos  

 Controle + Fe + Mn + Fe + Mn 

Altura (cm) 5,2 ± 0,23 a 5,4 ± 0,08 a 4,9 ± 0,15 a 5,0 ± 0,07 a 

CR (cm) 10,2 ± 0,88 ab 7,1 ± 0,73 c 8,9 ± 0,67 bc 12,2 ± 0,48 a 

DC (mm) 2,9 ± 0,12 a 2,8 ± 0,07 a 2,6 ± 0,14 a 2,6 ± 0,17 a 

Nº de folhas 5,6 ± 0,08 a 5,2 ± 0,29 a 5,4 ± 0,20 a 5,2 ± 0,26 a 

Área Foliar (cm2) 71,5 ± 5,25 a 63,7 ± 6,12 a 70,3 ± 5,39 a 65,5 ± 4,24 a 

MS Folha (g) 0,5 ± 0,03 a 0,4 ± 0,04 a 0,5 ± 0,03 a 0,5 ± 0,04 a 

MS Raiz (g) 0,1 ± 0,01 a 0,1 ± 0,01 a 0,1 ± 0,01 a 0,1 ± 0,01 a 

Razão RPA 0,2 ± 0,01 a 0,2 ± 0,02 a 0,2 ± 0,01 a 0,2 ± 0,02 a 

Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 

Por Zeyheria tuberculosa se tratar de uma espécie arbórea, com crescimento lento, os 

tratamentos podem não ter sido suficientes para observar diferenças significativas em relação 

aos parâmetros de crescimento referentes à altura das plantas, diâmetro do caule, número de 

folhas, área foliar, massa seca de folhas, massa seca de raízes e alocação de biomassa (razão 

raiz/parte aérea). Porém, foi observada uma redução no comprimento das raízes sob excesso 

de ferro. Onyango et al. (2019) também verificaram que houve redução no comprimento de 

raízes das quatro variedades de arroz estudadas e concluíram que esse efeito negativo foi 

causado pela toxidez causada pelo ferro adicionado aos tratamentos. O ferro quando presente 

em altas concentrações, provoca o desbalanceamento redox das células, originando uma série 

de sintomas típicos de toxidez, dentre eles, a redução no crescimento de raízes, que ademais 

podem apresentar textura áspera e mudança de coloração (GENON et al., 1994; HELL; 

STEPHAN, 2003; DE OLIVEIRA JUCOSKI et al., 2013). 

O excesso de manganês no T3 também provocou redução no comprimento das raízes 

em comparação ao controle, mas com médias de crescimento maiores do que no T2, com 

excesso de ferro. A oxidação do manganês no apoplasto foi apontada como principal reação 

que causa toxidez e limita o crescimento das plantas cultivadas sob excesso de manganês 

(HORST, 1988). Contudo, no T4, quando houve a aplicação em excesso de ferro e manganês 
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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 

inibição competitiva entre Fe e Mn possa ter causado uma anulação do efeito tóxico, 

provocado pelo excesso de ambos os metais, no crescimento radicular (TABELA 2 e 

FIGURA 2). 

 

Figura 2 – Disposição 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 medição 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 manganês (T3), as concentrações de clorofila a 

(FIGURA 3A) foram estatisticamente iguais ao controle. Contudo, sob excesso de ferro houve 

uma diminuição significativa desses valores, correspondendo a uma queda de 38% no T2 em 

relação ao controle. Nas análises de clorofila b (FIGURA 3B) o tratamento com excesso de 

manganês também não 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 aplicação de Fe e Mn concomitantemente no T4, 

esse aumento foi anulado, não apresentando diferenças estatísticas em relação ao controle 

(FIGURA 3C), assim como no T2. 
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Figura 3 – Concentrações 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 solução nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro 

– 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC 

com excesso de ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 
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Alguns trabalhos realizados anteriormente apresentaram resultados semelhantes, com 

a redução nos teores de clorofilas e carotenoides a medida em que aumentava a concentração 

de ferro nos tratamentos (MEHRABAN et al., 2008; VERMA; PANDEY, 2015). O manganês 

tem influência no aumento do teor de clorofilas das plantas, pois também atua na síntese das 

mesmas (SCHMIDT; JENSEN; HUSTED, 2016).  

Nesse trabalho, os resultados mostraram que o excesso de manganês 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 diminuição de clorofilas e carotenoides 

com o aumento das concentrações de Mn em plantas de Erica andevalensis, o que mostra que 

diferentes espécies apresentam respostas distintas quando submetidas à altas concentrações de 

manganês. No T4, o efeito da alta concentração de manganês no aumento dos teores dos 

pigmentos nas folhas foi inibido na presença de ferro. 

O excesso de Fe provocou a degradação dos pigmentos das plantas expostas ao T2. 

Além da diminuição da concentração de clorofilas e carotenoides nas folhas, o excesso de 

ferro pode ter comprometido também parâmetros do sistema fotossintético das plantas de Z. 

tuberculosa, verificado pela redução da eficiência quântica potencial do PS II e redução das 

taxas de transporte de elétrons e fluxo de prótons que passam através da ATP Sintase. A 

mesma função redox do ferro que é essencial na cadeia de transporte de elétrons da 

fotossíntese e na síntese de pigmentos, quando esse elemento está presente em excesso no 

meio de cultivo, pode ser responsável por efeitos tóxicos e redução da eficiência fotossintética 

e degradação de clorofilas e carotenoides, principalmente devido a superprodução de espécies 

reativas de oxigênio (KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012). 

4.3 Parâmetros fotossintéticos 

Em relação aos parâmetros fotossintéticos avaliados (TABELA 3), foi observado que 

no T2, foram obtidos os menores valores médios para fluorescência máxima na luz (Fm’), 

eficiência quântica potencial do fotossistema II (Fv’/Fm’), taxa de transporte de elétrons 

(ETR) e a taxa de fluxo de prótons que passam através da ATP Sintase (gH+). Contudo, nesse 

mesmo tratamento, a estimativa do quenching não fotoquímico (NPQt) foi aproximadamente 

duas vezes maior que o controle. A fluorescência mínima na luz (F0’) da clorofila a, não 

apresentou diferenças significativas entre os tratamentos (P < 0,05). Também não houve 

diferença significativa em relação aos tratamentos com excesso de Mn quando comparado ao 

tratamento controle nos parâmetros avaliados, exceto em relação à taxa de fluxo de prótons 

que passam através da ATP Sintase, que diminuiu no T4, quando o Fe foi adicionado 
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simultaneamente ao Mn e também em relação à estimativa do quenching não fotoquímico que 

aumentou no T4. 

Tabela 3 – Parâmetros fotossintéticos de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex 

Verl., submetidas aos tratamentos com solução nutritiva completa (controle), SNC 

com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganês – 0,327 

mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ 

Fe + Mn). 

   Tratamentos  

 Controle + Fe + Mn + Fe + Mn 

Fm’ 415,4 ± 31,98 a 264,9 ± 22,95 b 356,7 ± 40,06 ab 298,8 ± 26,30 ab 

F0’ 149,6 ± 11,51 a 131,3 ± 5,25 a 140,3 ± 10,04 a 133,6 ± 7,12 a 

Fv’/Fm’     0,6 ± 0,01 a     0,5 ± 0,04 b     0,6 ± 0,02 a     0,5 ± 0,02 ab 

NPQt     1,8 ± 0,12 c     4,9 ± 1,27 a      2,5 ± 0,36 bc     3,2 ± 0,35 ab 

ETR 145,9 ± 8,25 a 103,9 ± 8,29 b 146,7 ± 7,62 a 119,6 ± 8,83 ab 

gH+ 200,9 ± 4,70 a 128,2 ± 8,89 b 167,4 ± 14,19 ab 151,8 ± 12,46 b 

Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. Abreviaturas: Fm’ = Fluorescência máxima na luz; F0’ = Fluorescência mínima na luz; 

Fv’/Fm’ = eficiência quântica potencial do PS II; NPQt = estimativa do quenching não fotoquímico; 

ETR = taxa de transporte de elétrons; gH+ = taxa de fluxo de prótons que passam através da ATP 

Sintase. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 

No tratamento com excesso de Fe houve aumento do quenching não fotoquímico 

(NPQt) nas folhas. O NPQt é um parâmetro que estima a taxa constante de perda de energia 

na forma de calor pelo PSII, mas também está ligado a fotoproteção do sistema fotossintético. 

(MURCHIE; RUBAN, 2020). O aumento desse parâmetro em T2, mostra que houve uma 

maior perda de energia absorvida que não foi aproveitada em eventos fotoquímicos por essas 

plantas em comparação com as que foram cultivadas no tratamento controle e no tratamento 

sob excesso de manganês. A adição de Mn não 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 concentração de manganês presente nos tratamentos 

pode não ter sido suficiente para causar danos às reações fotoquímicas, ao contrário do que foi 

observado por Li et al. (2010). 
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4.4 Conteúdo de nitrogênio Total 

O conteúdo de nitrogênio total aumentou cerca de 40% nas raízes (FIGURA 4B) no 

T4 quando as plantas foram expostas ao excesso de Fe e Mn simultaneamente, enquanto em 

folhas (FIGURA 4A) não houve diferença significativa entre os tratamentos. 

Figura 4 – Conteúdo de nitrogênio total em folhas (A) e raízes (B) de plantas de Zeyheria 

tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solução 

nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC 

com excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e 

manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Tanto em folhas, quanto em raízes, a adição de Fe e Mn isoladamente nos tratamentos 

T2 e T3, não causaram diferenças no conteúdo de nitrogênio quando comparadas ao controle 

(FIGURAS 3A e 3B), não corroborando com os resultados encontrados por outros autores, 

que observaram a redução 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 aplicação simultânea de Fe e Mn induziu aumento 

significativo no conteúdo de nitrogênio em raízes (4,8 mg planta-1). Concentrações excessivas 

de Fe e Mn nos tecidos vegetais podem alterar diversos processos, desde 

atividades enzimáticas até absorção e alocação de outros nutrientes, como o nitrogênio 

(LAVRES JUNIOR et al., 2010;  ZAHRA et al., 2021). Esses resultados sugerem que, 

possivelmente houve uma inibição competitiva entre os metais Fe e Mn (MALAVOLTA et 

al., 1997; ZAITSEV; DUBROVINA; SHAINUROV, 2020), o que acabou impedindo os 

possíveis danos causados pelas altas concentrações de ambos. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plant-tissues
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4.5 Atividade das enzimas envolvidas na assimilação do nitrogênio (GS, GDH, 

GOGAT e RN) 

Não houve diferenças significativas (P < 0,05) entre os tratamentos nas análises 

realizadas em folhas de Z. tuberculosa em relação a atividade da redutase do nitrato (RN) 

(FIGURA 5A). Entretanto, em raízes (FIGURA 5B) foi possível 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 raízes (B) de 

plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos 

tratamentos com solução nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro 

– 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC 

com excesso de ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 

A atividade da GS, tanto em folhas (FIGURA 6A), quanto em raízes (FIGURA 6B), 

foi reduzida sob altas concentrações de Fe e Mn. Porém, a atividade da GS no tratamento 

controle foi quase 4 vezes maior nas folhas (200 mol de GGH min-1 g-1 MF) que nas raízes 

(55 mol de GGH min-1 g-1 MF). A atividade da GOGAT nas folhas (FIGURA 6C), 

aumentou com a imposição dos tratamentos quando comparada ao controle, apresentando um 

aumento de 28,81% no T4. Já em raízes 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 raízes no tratamento controle foram semelhantes (cerca de 3,5 mol de 

NADH min-1 g-1 MF). Ao contrário do que foi observado nas análises de atividade da enzima 

GS, a atividade da enzima GDH aumentou significativamente com a imposição dos 

tratamentos, em comparação com o controle, nas folhas (FIGURA 6E) e raízes (FIGURA 6F). 
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Contudo, a atividade de GDH observada nas folhas (3,0 mol de NADH min-1 g-1 MF) foi 

quase o dobro do que observado em raízes (aproximadamente 1,5 mol de NADH min-1 g-1 

MF). 
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Figura 6 – Atividade das enzimas glutamina sintetase (GS) em folhas (A) e raízes (B), 

glutamato sintase (GOGAT) em folhas (C) e raízes (D) e glutamato 

desidrogenase (GDH) em folhas (E) e raízes (F) de plantas de Zeyheria 

tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solução 

nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), 

SNC com excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de 

ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 
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O conteúdo de nitrogênio assimilado pelas plantas depende diretamente da 

disponibilidade de energia necessária 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 análises realizadas em raízes. O excesso 

de Fe afetou a ação da RN, assim como afetou negativamente comprimento das raízes e os 

parâmetros fotossintéticos, sugerindo que a concentração utilizada no T2 foi tóxica para as 

plantas de Z. tuberculosa. Esses sintomas de toxidez causados por ferro não foram observados 

no T4, com adição de ferro e manganês simultaneamente. As atividades da RN observada no 

tratamento controle em folhas (2,5 mol NADH min-1 g-1 MF) e raízes (3,5 mol NADH min-

1 g-1 MF) sugere que essa espécie tem capacidade muito semelhante de assimilação de NO3 

nesses órgãos.  

Enquanto a atividade da GS diminuiu em folhas e raízes de Z. tuberculosa com a 

imposição dos tratamentos compostos por altas concentrações de Fe e Mn, a atividade da 

GDH aumentou sob as mesmas condições. Uma vez que, a via principal de assimilação de 

amônio em plantas superiores acontece através do ciclo GS/GOGAT (MIFLIN; HABASH, 

2002) e essa via não pode ser substituída pela rota alternativa da GDH, os resultados sugerem 

que o aumento da atividade de GDH possa ter ocorrido devido à necessidade da planta em 

promover a desaminação do glutamato para obtenção de α-cetoglutarato, por meio da reação 

reversa dessa enzima. Quando a planta está sob limitação de carbono provocado por algum 

tipo de estresse, a atividade catabólica da GDH ajuda a reabastecer o ciclo de Krebs com o 

fornecimento de 2-oxoglutarato, promovendo, portanto, a ligação entre metabolismo do 

carbono e do nitrogênio (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 condições de estresse causado pela limitação de nitrogênio. A redução da atividade da 

GS sob altas concentrações de Fe e Mn infere que houve um distúrbio na via primária do 

metabolismo do nitrogênio. A formação de α-cetoglutarato pela GDH também pode estar 

envolvida no reabastecimento da via primária de assimilação de nitrogênio, fornecendo 

substrato para a atividade da GOGAT na formação de glutamato (AUBERT et al., 2001).  

4.6 Proteínas e aminoácidos 

As concentrações de aminoácidos aumentaram nas folhas (FIGURA 7A) com a 

imposição dos tratamentos, e esse aumento foi potencializado quando Fe e Mn foram 

adicionados simultaneamente. Nas raízes houve aumento em T3 e T4, quando Mn foi 



47 
 

adicionado (FIGURA 7B), sendo que no T4, esse aumento foi potencializado com a adição 

simultânea de Fe e Mn. No T1 foi possível observar que as raízes apresentaram concentrações 

superiores de aminoácidos quando comparadas as folhas. 

 A concentração de proteínas nas folhas (FIGURA 7C) foi mais baixa nos tratamentos 

com excesso de manganês. Nas raízes, os tratamentos com excesso de Fe e Mn aplicados 

isoladamente diminuíram significativamente a concentração dessas moléculas nesse órgão 

(FIGURA 7D). Em contrapartida, no T4 com excesso de Fe e Mn adicionados 

simultaneamente, houve um aumento de 25,39% na concentração de proteínas em relação ao 

controle. As raízes do T1 apresentaram concentrações de proteínas aproximadamente duas 

vezes maiores que nas folhas de Z. tuberculosa. 

Figura 7 – Concentração de aminoácidos em folhas (A) e raízes (B) e concentração de 

proteínas em folhas (C) e raízes (D) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) 

Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solução nutritiva completa 

(controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de 

manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganês – 0,160 

mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Com esses resultados, entende-se que o aumento dos níveis de aminoácidos dentro das 

células seja consequência da degradação das proteínas. As proteínas são moléculas que podem 

ser mobilizadas dentro das plantas durante seu desenvolvimento e utilizadas conforme a 

demanda dos tecidos vegetais, seja para o crescimento, manutenção ou até mesmo defesa. 

Elas são importantes fontes de armazenamento de nitrogênio, que uma vez gerados pela 

degradação proteica, podem ser remobilizados e reutilizados conforme a necessidade da 

planta (MÜNTZ, 1998; CÂNDIDO et al., 2011). Araújo et al. (2011) associaram a proteólise 

com o aumento dos níveis de aminoácidos a serem utilizados como substratos na síntese de 

ATP e também na remobilização de nitrogênio reduzido em plantas sob estresse abiótico. O 

trabalho de revisão realizado por Obata e Fernie (2012) mostra que vários estudos relataram 

mudanças nos níveis de aminoácidos em plantas sob diferentes tipos de estresses abióticos e a 

função regulatória dessas moléculas dentro do metabolismo em condições de estresse. 

4.7 Carboidratos 

Nas análises de açúcares solúveis totais, em folhas, os tratamentos com presença de 

ferro (T2 e T4) apresentaram os menores teores (FIGURA 8A), com uma redução de 25,39% 

no T2 e 30,71% no T4 em relação ao tratamento controle. Por outro lado, nas raízes de Z. 

tuberculosa (FIGURA 8B), os tratamentos com manganês (T3 e T4) apresentaram os maiores 

teores, com um aumento de 10,69% no T3 e 7,3% no T4, no qual o manganês parece ter 

mitigado os efeitos do ferro sobre os teores dessas moléculas nesse órgão da planta, uma vez 

que o T2 apresentou uma queda de 16,67% no acúmulo de AST. Quando comparadas folhas e 

raízes do T1, foi possível observar que a concentração de AST foi semelhante nos dois órgãos 

(aproximadamente 1600 mol de glicose g-1 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 raízes (FIGURA 

8D) os tratamentos com excesso de manganês 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 

relação a concentração de AR nas raízes (350 mol de glicose g-1 MS) das plantas do 

tratamento controle em relação às folhas (250 mol de glicose g-1 MS). 
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Figura 8 – Concentração de açúcares solúveis totais (AST) em folhas (A) e raízes (B) e 

concentração de açúcares redutores (AR) em folhas (C) e raízes (D) de de 

Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com 

solução nutritiva completa (controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ 

Fe), SNC com excesso de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de 

ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 

Em relação às concentrações de sacarose nas plantas, os resultados mostraram que 

houve uma redução média de 36,23% nos tratamentos com excesso de ferro (T2 e T4), em 

folhas (FIGURA 9A). Porém, nas raízes essa diminuição só foi observada no T2 (23,29%), e 

o T4 apresentou o mesmo comportamento que em análises de AST, com o manganês 

atenuando o efeito do ferro (FIGURA 9B). Quando comparadas folhas e raízes do tratamento 

controle, foi possível observar concentrações semelhantes de sacarose em ambos os órgãos.  

Com relação a concentração de amido nas folhas (FIGURA 9C), os tratamentos com 

presença de ferro, T2 e T4, apresentaram as menores concentrações dessa molécula, com uma 

diminuição de 19,23% e 14,71%, respectivamente, enquanto que as análises de amido em 
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raízes (FIGURA 9D), não mostraram diferenças significativas entre os tratamentos. A 

concentração de amido em folhas de Z. tuberculosa no tratamento controle foi 60% maior 

(aproximadamente 280 mol de glicose g-1 MS) que nas raízes (aproximadamente 170 mol 

de glicose g-1 MS). 

Figura 9 – Concentração de sacarose em folhas (A) e raízes (B) e concentração de amido em 

folhas (C) e raízes (D) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., 

submetidas aos tratamentos com solução nutritiva completa (controle), SNC com 

excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganês – 0,327 mM 

(+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + 

Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 

Os resultados indicaram que a redução da sacarose foi a principal responsável pela 

diminuição dos açúcares solúveis totais nas folhas com a imposição dos tratamentos. Já nas 

raízes, o excesso de manganês propiciou o aumento de AST nas plantas em relação ao 

controle e mitigou o efeito do ferro no T4, uma vez que o excesso de ferro provocou redução 

dessas moléculas no T2 assim como aconteceu nas folhas. Alguns estudos mostram que a 
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redução dos níveis de açúcares solúveis totais pode estar relacionada a atenuação da 

fotossíntese e consequentemente a redução na assimilação de carbono em plantas sob 

condições de estresse abiótico (ROITSCH, 1999; GUPTA; KAUR, 2005). Além disso, a 

baixa concentração de AST também pode estar envolvida no controle da produção de EROs, 

uma vez que os carboidratos são consumidos em vias metabólicas, por exemplo, na via das 

pentoses fosfato, responsáveis pela produção de poder redutor (NADPH), que contribui para a 

eliminação de espécies reativas de oxigênio (COUÉE et al., 2006). Onyango et al. (2019) 

observaram decréscimo nos níveis de açúcares solúveis em variedades de arroz não tolerantes 

à toxidez provocada pelo excesso de ferro e constataram que algumas dessas variedades 

utilizaram a mobilização de carboidratos no estágio inicial do período de estresse como 

mecanismo de tolerância para antecipar a escassez de metabólitos. 

Os AST são importantes substratos na obtenção de energia e no crescimento vegetal. 

A diminuição do nível dessas moléculas dentro das células, seja devido à baixa eficiência 

fotossintética ou devido a mobilização e consumo dos mesmos em outras vias, pode provocar 

vulnerabilidade nas plantas. Todavia, o amido é outra importante forma de reserva de 

carboidratos dentro das células vegetais e sua utilização, quando está armazenado, é 

acentuada quando há aumento na demanda de açúcares e também quando não está 

acontecendo fotossíntese (SMITH; STITT, 2007; SULPICE et al., 2009), o que explica a 

diminuição na concentração desse polissacarídeo 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 Peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica 

A concentração de peróxido de hidrogênio foi mais expressiva nas folhas de plantas 

submetidas aos tratamentos com excesso de ferro (FIGURA 10A), com uma diferença de 

20,19% no T2 e 7,83% no T4, quando comparados ao controle. Nas raízes não houve 

diferença significativa entre tratamentos (P < 0,05) (FIGURA 10B). Quando analisadas as 

concentrações de H2O2 em folhas e raízes do tratamento controle, foi possível observar que 

nas folhas esses valores foram cerca de 3 vezes maiores que nas raízes. 

A peroxidação lipídica, obtida através da quantificação de MDA, foi 2 vezes maior nas 

folhas de Z. tuberculosa submetidas ao T4 (FIGURA 10 C) quando comparadas aos demais 

tratamentos. Nas raízes, os valores de MDA ficaram abaixo do limite de detecção, portanto, 

não foi possível quantificar peroxidação lipídica nesse órgão.  



52 
 

Figura 10 – Concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) em folhas (A) e raízes (B) e 

peroxidação lipídica em folhas (C) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) 

Bureau ex Verl., submetidas aos tratamentos com solução nutritiva completa 

(controle), SNC com excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso 

de manganês – 0,327 mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganês – 

0,160 mM + 0,327 mM (+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 
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Nas análises realizadas em Z. tuberculosa, os resultados mostraram que houve 

acréscimo de H2O2 nas folhas das plantas do T2, submetidas ao excesso de ferro. O 

incremento de H2O2 nas células pode estar relacionada ao aumento de EROs provocada pelo 

excesso de Fe livre dentro das células em plantas de Ipê-felpudo. De Oliveira Jucoski et 

al. (2013) também verificaram que houve aumento de H2O2 em folhas de pitangueira sob 

excesso de ferro. Chalmardi, Abdolzadeh e Sadeghipour (2014) e Verma e Pandey (2015) 

relataram aumento nos níveis de peróxido de hidrogênio tanto em folhas quanto raízes de 

Oryza sativa L e Vigna radiata L. submetidas a altas concentrações de ferro. A adição de 

manganês no T4 acabou mitigando os efeitos provocados pelo excesso de ferro nas folhas, 

pois fez com que a concentração de H2O2 nesse tratamento fosse 12,36% menor do que em 

T2. 

A peroxidação lipídica é um marcador de estresse oxidativo, obtido através da 

quantificação do subproduto malondialdeído (MDA) (SHARMA et al., 2012). Em relação às 

análises de peroxidação lipídica 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 inferência de que, no T4, o sistema antioxidante das plantas não 

foi eficiente no combate às espécies reativas de oxigênio e ao peróxido de hidrogênio, 

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 raízes de Z. tuberculosa não foram 

constatadas concentrações de MDA, inferindo o excesso de Fe e Mn adicionados aos 

tratamentos não foram suficientes para causar dano oxidativo nesse órgão da planta. 

4.9  Atividade das enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX) 

Nas análises das enzimas do sistema antioxidante, a atividade da SOD (FIGURA 11A) 

apresentou aumento com a imposição dos tratamentos quando comparada ao controle, de: T2 

– 7,34%, T3 – 13,90% e T4 – 10,13%. Nas raízes (FIGURA 11B), a atividade da SOD não 

diferiu estatisticamente entre os tratamentos (P < 0,05). Quando comparadas folhas e raízes 

do T1, foi possível observar que nas raízes a atividade da SOD foi ligeiramente maior que nas 

folhas. 

A atividade da CAT também não diferiu estatisticamente entre os tratamentos em 

folhas (FIGURA 11C). Entretanto, nas raízes (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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relação ao controle. Contudo, no T4, onde as plantas estavam submetidas ao excesso de ferro 

e manganês simultaneamente, a atividade da CAT foi a menor entre todos os tratamentos, 

com uma diminuição de 37,99% em relação ao tratamento controle. Nas folhas do T1 foram 

analisados valores para a atividade da CAT cerca de 7 vezes maior que nas raízes. 

Em amostras de folha (FIGURA 11E) a atividade da enzima APX foi maior no T4, 

com uma diferença de 30,11% em relação aos demais tratamentos. Já em raízes (FIGURA 

11F), a atividade da APX foi maior nos tratamentos com excesso de manganês (T3 e T4), 

apresentando um aumento de 23,81% em relação ao controle. As folhas do T1 apresentaram 

aumento de 50% na atividade da enzima APX em relação às raízes. 
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Figura 11 – Atividade da dismutase do superóxido (SOD) em folhas (A) e raízes (B), catalase 

(CAT) em folhas (C) e raízes (D) e peroxidase do ascorbato (APX) em folhas 

(E) e raízes (F) de plantas de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau ex Verl., 

submetidas aos tratamentos com solução nutritiva completa (controle), SNC com 

excesso de ferro – 0,160 mM (+ Fe), SNC com excesso de manganês – 0,327 

mM (+ Mn) e SNC com excesso de ferro e manganês – 0,160 mM + 0,327 mM 

(+ Fe + Mn). 
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. As barras correspondem ao erro padrão da média de 6 repetições. Fonte: Do autor 2021. 
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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 à síntese de espécies reativas de oxigênio em plantas com toxicidade 

provocada pelo excesso de metais. A SOD possui a função de catalisar a dismutação do 

superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio, portanto, o aumento da concentração dessa 

enzima nas plantas, mostra que houve produção de EROs, durante a imposição dos 

tratamentos.  

O aumento de espécies reativas de oxigênio dentro das células vegetais foi atribuído 

ao excesso de ferro (CHALMARDI; ABDOLZADEH; SADEGHIPOUR, 2014; PANDEY; 

VERMA, 2019) e também ao excesso de manganês (CEBALLOS-LAITA et al., 2018) em 

estudos anteriores. O excesso de Fe pode provocar reações de Fenton e converter o H2O2 em 

radicais livres (RAVET et al., 2009). O excesso de manganês também está associado à 

produção de EROs e ativação dos mecanismos antioxidantes das plantas (CEBALLOS-

LAITA et al., 2018; SILVA et al., 2017). 
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5. CONCLUSÕES 

A absorção de ferro nos tecidos vegetais foi significativamente reduzida com a adição 

de manganês. Ainda assim, a concentração de Fe absorvida pelas plantas foi maior quando 

comparada à de Mn, o que acabou estimulando sintomas de toxidez em Z. tuberculosa, 

evidenciados pela redução na concentração de clorofilas e carotenoides, pela diminuição da 

eficiência fotossintética, redução da atividade da redutase do nitrato, da concentração de 

carboidratos e do crescimento das raízes, além do aumento na concentração de peróxido de 

hidrogênio nas folhas. No entanto, nos tratamentos onde houve adição de manganês, 

observou-se mitigação dos efeitos tóxicos provocados pelo ferro nos parâmetros avaliados. A 

ação conjunta do ferro e manganês propiciou o aumento dos teores de nitrogênio dentro das 

plantas e estimulou o crescimento das raízes de Z. tuberculosa em comparação com o 

tratamento controle. As atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogênio 

sofreram alterações, com a queda da atividade da GS em folhas e raízes na presença de Fe e 

Mn em excesso e com o aumento na atividade de GDH. A Atividade da GOGAT aumentou na 

presença de Mn nas folhas e com a presença de Fe nas raízes.  Além disso, o aumento das 

concentrações desses elementos no meio de cultivo provocou a degradação de proteínas, 

aumento de aminoácidos livres e induziu o aumento da atividade das enzimas do sistema 

antioxidante em folhas e raízes de Z. tuberculosa. A quantificação da concentração de MDA 

evidenciou que houve dano oxidativo provocado pela ação simultânea de Fe e Mn nas folhas, 

mas não houve estresse oxidativo nas raízes em nenhum dos tratamentos. O Mn se mostrou 

menos danoso aos processos fisiológicos 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 

concentrações que foram encontradas e relatadas nos laudos e estudos publicados 

anteriormente. 
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