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RESUMO

Objetivou-se no presente trabalho, estudar o impacto de diferentes fontes de nitrogénio no
crescimento e metabolismos do nitrogénio e antioxidante em plantas jovens de milho (Zea mays)
cultivadas em substrato contendo rejeito de mineracdo. Dessa maneira, sementes de milho
(Cultivar Lavrador) foram semeadas em vasos de 1 litro com substrato contendo rejeito de
mineracado, oriundo do rompimento da barragem de Fundao (Mariana - MG) e areia na proporcao
3:1, respectivamente. Foram testados 4 tratamentos com 8 repeticdes variando a fonte de
nitrogénio na dose recomendada para milho de 100 kg ha?. As fontes de nitrogénio utilizadas
foram sulfato de aménio (tratamento com amonio), nitrato de calcio (tratamento com nitrato),
nitrato de aménio (tratamento com amonio e nitrato) e o tratamento sem fonte de nitrogénio (S/
N). Avaliou-se os metabolismos do nitrogénio e antioxidante, assim como o crescimento. Os
resultados mostraram que plantas cultivadas no substrato contendo apenas NO3™ apresentaram
maior crescimento em altura e diametro. Plantas cultivadas com NOs  apresentaram maior
crescimento em altura da parte aérea e diametro. Para nimero de folhas e comprimento de raiz o
tratamento com NH4" apresentou maiores valores. Clorofila a e b os maiores teores encontrados
foram nos tratamentos NH4* e NH4*/NOs". Para carotenoides o menor teor observado foi no
tratamento com NOs". Para teor de nitrogénio total o tratamento com maior teor foi o com NHa4",
tanto para folhas, quanto para raizes. A atividade da enzima redutase do nitrato ndo diferiu em
funcéo da fonte nitrogenada, em raizes. Em folhas a maior atividade foi observada no tratamento
com NOs". Em raizes a atividade da enzima GS néo diferiu em funcdo da fonte nitrogenada e foi
baixa, entretanto nas folhas a atividade foi mais presente e diferiu no tratamento com NH4*/NOs".
A atividade da GDH em folhas foi maior em plantas cultivadas com NH.*, para raizes foram as
cultivadas com NOsz". Para GOGAT tanto folhas quanto raizes apresentaram maior atividade com
o tratamento de NH4*. Para peroxidacdo lipidica em folhas o tratamento com NH4*/NOs™ foi o
com maior valor e em raizes os tratamentos nao diferiram em funcdo da fonte nitrogenadas. O
conteddo de peroxido de hidrogénio foi maior observado e ndo diferiram nos tratamentos com
NOs’, NH4*/NO3™ e S/ N, entretanto em raizes nao ocorreram diferencas. A atividade da SOD nas
folhas ndo diferiu em funcdo da fonte nitrogenada, em raizes, foi maior no tratamento S/ N. O
tratamento S/ N aumentou a atividade da APX nas folhas, em raizes a maior atividade se deu no
tratamento com NH4". A atividade da CAT em folhas ndo diferiu em funcéo da fonte nitrogenada
e em raizes a maior atividade foi observada no substrato com NOs".

Palavras-chave: Assimilagdo do nitrogénio. Enzimas antioxidantes. Zea mays. Mineracao.



ABSTRACT

The objective of this work was to study the impact of different sources of nitrogen on the
growth and metabolism of nitrogen and antioxidants in young plants of corn (Zea mays)
cultivated in substrate containing mining waste. In this way, corn seeds (Cultivar Lavrador)
were sown in 1 liter pots with substrate containing mining waste, resulting from the rupture of
the Funddo dam (Mariana - MG) and 3:1 sand, respectively. Four treatments were tested with 8
repetitions, varying the nitrogen source in the recommended dose for corn of 100 kg ha. The
nitrogen sources used were ammonium sulfate (treatment with ammonium), calcium nitrate
(treatment with nitrate), ammonium nitrate (treatment with ammonium and nitrate) and
treatment without a nitrogen source (S/ N). Nitrogen and antioxidant metabolisms were
evaluated, as well as growth. The results showed that plants cutivated in the substrate containing
only NOs™ showed greater growth in height and diameter. For number of leaves and root length,
the treatment with NH.* showed higher values. Chlorophyll a and b the highest levels found
were in the NH4" and NH4*/NOstreatments. For carotenoids, the lowest content observed was in
the treatment with NOs". For total nitrogen content, the treatment with the highest content was
NH,4", for both leaves and roots. The activity of the nitrate reductase enzyme did not differ
according to the nitrogen source, in roots. In leaves the greatest activity was observed in the
treatment with NOs". In roots, the activity of the GS enzyme did not differ due to the nitrogen
source and was low, however the activity was more present in the leaves and differed in the
treatment with NH4*/ NO3". GDH activity in leaves was higher in plants cultivated with NH4",
for roots were cultivated with NOs™. For GOGAT, both leaves and roots showed greater activity
with NH4" treatment. For lipid peroxidation in leaves the treatment with NH4*/NOs™ were the
ones with higher values and in roots the treatments did not differ depending on the nitrogen
source. The hydrogen peroxide content was higher observed and did not differ in the treatments
with NOs", NH4*/NO3 and S/ N, however in roots there were no differences. The SOD activity
on the leaves did not differ according to the nitrogen source, in roots, it was higher in the S/ N
treatment. The S/ N treatment increased the APX activity in the leaves, in roots the greatest
activity occurred in the NH4" treatment. The activity of CAT in leaves did not differ according
to the nitrogen source and in roots the greatest activity was observed in the substrate with NO3".

Keywords:  Nitrogen assimilation.  Antioxidant enzymes. Zea mays. Mining.
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1. INTRODUCAO

O rompimento da barragem de Fundéo foi responsavel pelo lancamento de cerca de 50
milhdes de m3 de rejeito de mineragcdo de ferro no ambiente (PORTO, 2016). O acidente,
classificado pela Defesa Civil como de nivel IV (de muito grande porte) e de evolugdo subita
(devido a violéncia dos fatores adversos causados), impactou diretamente cerca de 663,2 km de
um corpo hidrico que se estende entre os estados de Minas Gerais ao Espirito Santo (IBAMA,
2015). Entre os impactos ambientais causados pela onda de lama de rejeitos, destacam-se a
destruicdo de areas de preservacdo permanente e vegetacdo nativa da Mata Atlantica, a
mortandade da biodiversidade aquética e da fauna terrestre; o assoreamento dos cursos d’agua,
e a perda e fragmentacdo de habitats (IBAMA,2015).

A restricdo dos servicos ambientais nestes ecossistemas gera impactos
socioeconémicos diretos, afetando a qualidade de vida da populacdo das areas atingidas. Além
da vasta area de remanescente de Mata Atlantica, a lama de rejeito de minério foi responsével
pela destruicdo de &reas agricolas e pastos, levando a perdas consideraveis de receitas
econdmicas.

Os rejeitos de mineracdo afetaram também, o solo pela alteracdo de suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas (pH, teores de matéria organica, microorganismos, etc). Em longo
prazo, essas mudancas dificultam a reestruturacdo natural através do recrutamento das espécies
ocorrentes nas areas, podendo resultar no estabelecimento de ecossistemas diferentes dos originais
(IBAMA, 2015).

Devido aos altos niveis de elementos tracos presentes em areas mineradas, nem todas as
espécies vegetais se desenvolvem nestes substratos, o que dificulta sua revegetacdo. Um estudo
realizado por um grupo independente para a Avaliagdo de Impacto Ambiental (GIA- Grupo
Independente de Avaliagdo do Impacto Ambiental, 2015) sobre os residuos do incidente da
barragem do Fundao, verificou que os niveis encontrados de chumbo (Pb), manganés (Mn) e
arsénio (As) foram mais elevados do que o recomendado pelos regulamentos brasileiros, porém
outros estudos verificaram que 0s rejeitos ndo contém vestigios de elementos com
concentragfes toxicas, mostrando assim resultados controversos (CRUZ et al., 2020;
EMBRAPA, 2015). No trabalho por Hatje et al. (2017), as concentracdes de ferro (Fe),

mercurio (Hg), Mn e As apds o derrame do rejeito ultrapassou os limites de qualidade para
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sedimentos e também com a forca do volume de rejeito despejado nos rios os sedimentos

podem ter sido agitados e suspensos do fundo dos cursos d’agua que contém vestigios de
metais de uso historico que podem ter sido espalhados pelo caminho da lama (SEDRU, 2016;
Hatje et al., 2017).

Altos niveis desses elementos no solo podem inibir a mobilizacdo de reservas, ocasionar a
formacéo de espécies reativas de oxigénio, interrupcdo da osmorregulacédo celular e degradacéo
das atividades proteoliticas, causando também a inibicdo da germinacdo e desenvolvimento de
plantulas, afetando o processo fotossintético (ADREES et al. 2015; BARCELO™ e
POSCHENRIEDER, 1990; PERFUS-BARBEOCH et al. 2002; KARMOUS et al. 2015;
BASZYN’'SKI, 2014).

Cruz et al., (2020), mostraram que a adubacdo com NPK, aumentou a biomassa nas
plantas cultivadas no rejeito fertilizado e particularmente, maior concentracdo de N,
constituinte essencial das clorofilas assegurando uma alta atividade de fotossintese. Com isso
sabendo que os macro e micronutrientes séo elementos vitais devido ao seu envolvimento em
metabolismo, fisiologia e desenvolvimento dos processos nas plantas, sdo necessarias
quantidades adequadas de nutrientes para sustentar o crescimento das plantas.

O milho (Zea mays) é uma das principais culturas cultivadas no mundo, pois, além de
fornecer produtos largamente utilizados pelo homem e pelos animais, € importante matéria-prima
para a inddstria, em razdo da quantidade e da natureza das reservas acumuladas em seus graos
(Fancelli & Dourado Neto, 2000). Também é um cultura conhecida por apresentar uma demanda
elevada por nutrientes, principalmente o N, podendo sua deficiéncia reduzir o rendimento de
grdos, devido a isso sua disponibilidade é importante durante todo o ciclo da cultura e sua
aplicacdo é extremamente necessaria para obtencdo de altas produtividades (BASTOS et al.,
2008; FIDELIS et al., 2007).

Com isso, o0 presente estudo teve como objetivo verificar o impacto de fontes de
nitrogénio no crescimento e metabolismos do nitrogénio e antioxidante em plantas jovens de

milho cultivadas em substrato contendo rejeito de mineragéo.
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2.1 Mineracédo: importancia e consequéncias

A mineracdo é uma importante fonte de renda e suporte financeiro e econémico para o
pais, por meio do equilibrio econémico, influéncia histérica e no PIB nacional e geracdo de
empregos. (IBRAM, 2019). No caso do Brasil, a atividade se torna grande protagonista nesse
contexto, em fungdo do potencial do solo nacional, caracterizado por seu diferencial e riqueza.
Dessa forma, a mineragdo € um dos setores basicos da economiabrasileira.

A crescente demanda pelo minério de ferro é proporcional ao nimero de &reas que
precisam ser degradadas para que este recurso seja explorado. A exploracdo pode causar uma
série de distdrbios no ambiente, como a grande producdo de rejeitos, contaminacdo da agua,
remocdo da camada superficial do solo, frequente desmatamento/supressdo da vegetacao
nativa, e modificacdo das paisagens, o que demonstra a grande importancia de planos de
reabilitacdo das areas mineradas (KOPPE, 2007).

A degradacao de areas pela mineracao de ferro (Fe) pode modificar todo o ecossistema,
seja pela supressdo da vegetacdo ou pelo acumulo de rejeitos, o que acaba dificultando
processos de restauracdo ecoldgica. Além disso, 0 excesso de metais como o Fe nos tecidos,
pode causar modificacfes nos processos fisiologicos dos vegetais, em funcdo da formacao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (BROADLEY et al., 2012; NEVES et al., 2009) e
desencadear um déficit nutricional de diversos minerais, uma vez que pode haver competicao e
consequente diminui¢do dos teores de nutrientes absorvidos (ZANINE e SANTOS, 2004).

Dentre os fatores abidticos que dificultam o estabelecimento de espécies em areas
alteradas pela mineracdo, é comum a escassez de nutrientes importantes como nitrogénio (N) e
fosforo (P), cuja disponibilidade e absorcdo sé@o dificultadas pela perda de matéria orgéanica
(FRANCO et al., 1995). Além disso, nos tecidos vegetais a agdo de enzimas importantes pode
ser prejudicada, como por exemplo, a nitrato redutase (NR), relacionada ao metabolismo do N
e a regulacdo da incorporacdo deste nutriente no metabolismo das plantas (PURCINO et al.,
1994), incluindo as gramineas (MENGEL et al.,2001).
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O milho pertence a familia Poaceae, ao género Zea e sua espécie Unica recebe 0 nome
de Zea mays. E uma cultura mundialmente importante devido a sua diversidade de utilizac&o,
da extensdo da area cultivada e de sua elevada capacidade produtiva. E uma cultura exigente
em nutrientes, principalmente o nitrogénio (N), pois sua deficiéncia pode reduzir entre 10% e
22 % o rendimento de grdo (SUBEDI et al., 2009).

A absorcdo do nitrogénio pela planta de milho ocorre durantetodo o ciclo vegetativo, sendo

pequena nos primeiros 30 dias. Nesta fase, as plantas absorvem menos do que 0,5 kg N ha ™ dia
(SCHRODER etal., 2000). Porém, com a deficiéncia de N nos estadios iniciais de desenvolvimento
da cultura, o numero de 6vulos nos primoérdios da espiga (SCHREIBER et al., 2000), o
crescimento e o desenvolvimento da planta sdo reduzidos (PIZOLATO NETO et al., 2016). Desta
maneira, a adequada disponibilidade de N é importante durante todo o ciclo da cultura e a
avaliacdo da capacidade de absorcdo e da remobilizacdo do nitrogénio em cada estadio do
desenvolvimento da planta fornece dados importantes para a avaliacdo de sua eficiéncia na
utilizacdo desse nutriente e pode ser utilizada no planejamento de uma agricultura ecoldgica e
economicamente mais eficiente (MORTATE et al., 2018).

Apesar do milho ser classificado no grupo das plantas C4, espera-se uma maior eficiéncia
do uso do N devido a auséncia aparente da fotorrespiracdo e menor investimento do N nas
enzimas relacionadas a carboxilacdo quando comparadas as plantas C3, sendo possivel assim, 0
investimento na producdo de novas folhas (SAGE et al., 1987; SAGE, 2004) e também possui
ampla adaptacdo a diferentes condi¢cdes deambiente.

O milho atende as caracteristicas necessarias quanto a producdo de grande quantidade
de residuos vegetais que sdo importantes na reciclagem de nutrientes dando origem a matéria
organica, que sao indicadas por contribuir com o estabelecimento de outras espécies durante o
processo de restauragdo (RESENDE et al., 2013). Segundo Lauer (2016), a palhada do milho
também € muito importante como cobertura morta do solo, evitando que os pingos de chuva
atinjam diretamente ele desagregando-o e, portanto, tornando-o facilmente transportavel pela
enxurrada. Além da palha, as raizes, depois de decompostas, também ajudam na formacéo de

canais que mantém o solo rico e ajudam a conservar 0s recursos hidricos.
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O milho é uma das poucas espécies que fornecem essas substancias e por isso € muito utilizado

na rotacdo de culturas do plantio direto (ARTUZO et al., 2019).

2.3 Metabolismo e assimilacdo do nitrogénio pelas plantas

Dentre os elementos minerais essenciais requeridos pelas plantas, o N é o que se necessita
em maiores quantidades. Esse macronutriente atua na sintese de proteinas estruturais e
enzimaticas, clorofilas, acidos nucléicos, coenzimas, além de fitormdénios, vitaminas e alcaloides
0s quais realizam papéis essenciais no metabolismo vegetal. Sua escassez pode limitar o
crescimento vegetal, sendo os sintomas a clorose gradual das folhas mais velhas, seguida por
abscisdo e a reducdo do crescimento da planta (PALLARDY, 2008; LI; WANG; STEWAR,
2013).

O N esta disponivel no solo em diversas formas, entre elas 0 NH4*, NO3z", aminoacidos,
peptideos sollveis. Porém, NO3z" e NH4" sédo as principais fontes minerais de N absorvidas pelas
plantas, sendo que a forma de N inorganico absorvida depende da espécie e das condic¢des do solo
(WILLIAMS; MILLER, 2001). Em condicfes ideais de pH e oxigénio, a forma nitrica é
predominante em consequéncia do processo de nitrificagdo no qual bactérias promovem a
oxidacdo do NH4" livre (LI et al., 2013). J& em solos anaerébicos, com baixo pH, baixa
temperatura, ou com acumulo de compostos fendlicos alelopaticos que inibem o processo de
nitrificacdo, a forma amoniacal pode se tornar mais abundante (MILLER; CRAMER, 2005).

O NOs™ absorvido pelas plantas pode ser assimilado nas raizes, na parte aérea, ou em
ambos os locais (FORDE, 2002), porém primeiramente o NOs™ precisa ser reduzido a NH4*. Essa
reducdo é catalisada por enzimas em duas etapas: a primeira ocorre no citosol através da enzima
redutase do nitrato (RN) que transforma NOs em nitrito (NO2) e a segunda ocorre nos
cloroplastos (parte aérea) e plastidios (raizes), através da redutase do nitrito (RNi) que converte
NO2  a NH4" (LI et al., 2013). O NH4" produzido é, entdo, assimilado pelas enzimas glutamina
sintetase (GS), que requer ATP na reacdo que adiciona NH4" ao glutamato formando glutamina,
posteriormente, a glutamato sintase (GOGAT) transfere um N amidico da glutamina ao 2-
oxoglutarato para formar duas moléculas de glutamato (ciclo GS/GOGAT) (LEA; MIFLIN,
2011).
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Quando NOsz" e NH4" sdo disponibilizados as plantas em quantidades iguais, 0 NH4" é

absorvido mais rapidamente do que o NOs". Essa preferéncia pelo NH.s* , pode ser explicada
através da energia extra que a planta gastaria para reduzir o NOs a NHs" antes de sua
incorporacdo em componentes organicos (BLOOM et al., 1992).

A assimilacdo do N pode ocorrer nas raizes ou na parte aérea, dependendo da espécie
vegetal e das condicGes ambientais. Para assimilacdo na parte aérea, € necessario o transporte do
N para as folhas, o qual ocorre via xilema, embora a redistribui¢éo das folhas para outros érgdos
ocorra predominantemente na forma de aminoacidos, via floema (PATE et al., 1981). Essa
redistribuicdo é fundamental para o suprimento dos tecidos que ndo participam na assimilacédo de
N.

Quando a assimilacdo do N ocorre nas raizes, aminoacidos sdo transportados para as
folhas maduras via fluxo transpiratério pelo xilema (MARSCHNER et al., 1997). Além de poder
ser transportado atraveés da membrana plasmatica de certas células, em outras formas tais como
peptideos menores (STEINER et al., 1994), bases purinas e pirimidinas e seus derivados
(GILLISSEN et al., 2000). Com isso, a analise de compostos nitrogenados na seiva do xilema
pode indicar como a planta esta assimilando e transportando o N. O N transportado pelo xilema
pode n&o ser exclusivamente de origem radicular, pois as reservas de N podem ser remobilizadas.
Geralmente, no xilema, séo transportados NOz", as amidas, aminoacidos acidos e tracos de NH4" .

Apesas de existir trabalhos de conhecimento sobre as formas de absorcéo, assimilacdo e
transporte do N na avaliacdo do comportamento fisioldgico dessa espécie nos diferentes estadios
de desenvolvimento das plantas (LEMOS et al., 1999), o estudo ainda é escaso sobre esse assunto

em distintas condi¢des ambientais, como por exemplo, em rejeito de mineragéo.

2.4 Sistema antioxidante

As plantas estdo expostas a uma grande variedade de estresses ambientais, como aqueles
associados as mudancas de temperatura, seca, niveis de luz, sanilidade, hipoxia, metais pesados e
deficiéncia de nutrientes minerais.

A exposicao das plantas a condi¢des ambientais desfavoraveis, incluindo a deficiéncia de

nutrientes, como por exemplo o nitrogénio e também as diferentes concentragfes deste nutriente
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nas plantas, induz a um estado de estresse que pode ativar varias vias metabdlicas. As espécies

reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas normalmente durante os processos oxidativos
bioldgicos, mas seus efeitos sdo incrementados sob condigcbes estressantes em diversos sitios
intracelulares como mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (LIMON-PACHECO;
GONSEBATT, 2009). As EROs como o radical superéxido (O2), radical hidroxila (OH),
peroxido de hidrogénio (H20.) e oxigénio s&o geradas durante processos metabolicos.

Os radicais O2" e OH™ possuem baixa mobilidade pela membrana celular e curto tempo de
meia-vida, o que implica em elevada capacidade de reacédo e especificidade de sinalizagdo dessas
EROs.O peroxido de hidrogénio uma espécie ndo radical, possui capacidade de cruzar as
membranas sinalizadoras do estresse oxidativo (BLOKHINA, FAGERSTEDT, 2010). Os
radicais OH", que podem ser formados a partir de O ou H20>, séo os ais reativos, sendo também
considerados os iniciadores da peroxidacéo lipidica (SCANDALIOS, 1993).

O estresse oxidativo resultante da producdo continua de EROs durante 0s processos
metabolicos normais ou em condicdes de estresse levou ao desenvolvimento de um complexo
sistema antioxidante (ALI et al., 2008). O sistema antioxidante é capaz de retardar ou inibir o
aparecimento e a progressdo da oxidacdo, bloqueando a formacgdo de radicais livres ou
interagindo com estes, tornando-os inativos. O sistema enzimatico é formado por diversas
enzimas, destacando-se a dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e as peroxidases
(APX) (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A SOD catalisa a dismutacdo dos ions superoxido, formando H.O; e é a primeira enzima
do sistema antioxidante e pode ser vista como protetora contra os danos oxidativos causados
pelos radicais O," (SCANDALIOS, 1993), pois estd presente em todos 0s compartimentos
celulares suscetiveis ao estresse oxidativo (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992). A CAT
transforma o H>O> em agua e oxigénio molecular. A APX estd presente em cloroplastos e
mitocondrias, ou ainda no citosol e nos peroxissomos, apresentando alta afinidade pelo substrato
(WILLEKENS et al., 1995), é a principal enzima do ciclo ascorbato-glutationa, que tem como
substrato H»O2, formando agua como produto final. O ascorbato é utilizado como cofator
enzimatico, resultando na formacéao de dehidroascorbato o qual é reciclado a ascorbato, sendo a
glutationa reduzida (GSH) e doadora de elétrons, de forma que a glutationa oxidada (GSSG) seja
convertida pela glutationa redutase (GR) dependente de NADPH (ASADA; TAKAHASHI,
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3. MATERIAIS EMETODOS

3.1 Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em Lavras, Minas
Gerais, entre 0s meses de agosto e setembro de 2020.

Primeiramente sementes de milho (Zea mays) , cultivar Lavrador foram selecionadas e
semeadas em recipientes plasticos com capacidade para 1 litro contendo o rejeito de mineracao
coletado em 2019 em Rio Doce, Mariana — Minas Gerais, no qual a Fundacdo Renova. ja havia
realizado uma adubacdo, e areia, com proporcdo 3:1, respectivamente. Foram utilizadas
diferentes fontes de nitrogénio em cada tratamento (Tabela 1), sendo 4 tratamentos, 8
repeti¢des por tratamento e 4 plantas em cada recipiente plastico de 1L. A dose recomendada
de nitrogénio para milho sdo 100 kg ha', sendo assim, as contas das quantidades de nitrogénio
para cada tratamento foram realizadas com base no tamanho dos recipientes plasticos de 1L. As
diferentes fontes de nitrogénio foram misturadas junto ao rejeito e a areia de acordo com o

tratamento.

Tabela 1 — Tratamentos e fontes de nitrogénio utilizados.

Tratamentos Fontes de nitrogénio
T1 - Amonio (NH4*) Sulfato de amonio (NH4)2S04
T2 - Nitrato (NO3") Nitrato de calcio Ca(NOz)2
T3 - Amdnio/nitrato (NH4*/NO3) Nitrato de amonio (NH4*NO3")

T4 - Sem fonte de nitrogénio (S/ N) -
Fonte: Do autor (2020).

As plantas foram irrigadas uma vez por dia até préximo a capacidade de campo, durante
30 dias. Apobs esses 30 dias de cultivo nos tratamentos, em setembro de 2020 foram feitas as
avaliacOes necessérias e a coleta do material para as analises bioquimicas.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC, sendo 1 cultivar,



totalizando 4 tratamentos, com 8 repeticOes cada). 20

3.2 Massa seca e massa fresca

Antes da secagem do material vegetal, foram retiradas amostras de matéria fresca para
analise de clorofila e bioquimica. A massa seca de folhas e raizes foram obtidas por meio de
amostras secas em estufa de ventilacdo forcada a 70° C durante 72 horas. Apds esse tempo,
ambas foram pesadas em balanca e seus valores anotados até peso constante.

As avaliacdes bioquimicas foram realizadas em folhas e raizes. Em seguida da coleta,
0s materiais foram congelados em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C.

Das 8 repeticdes por tratamento, 4 repeticdes foram utilizadas para matéria seca e 4

repeticdes para matéria fresca, sendo 4 plantas em cada repeticéo.

3.3 Andlise de crescimento

Apbds o final do experimento, no momento da coleta as plantas foram retiradas dos
recipientes plasticos, suas raizes lavadas em agua corrente e secas em papel toalha absorvente.
Foram medidas altura da parte aérea, comprimento da raiz, diametro do caule e nimero de

folhas de cada planta.

3.4 Clorofilas e Carotenoides

Para a determinagédo dos teores de clorofilas, foram macerados 0,1 g detecido foliar
fresco de cada tratamento em acetona 80%. O volume final foi completado para 10 ml, sendo
realizadas as leituras espectrofotométricas a 647 e 663 nm, conforme metodologia de
Lichtenthaler e Buschmann (2001). . Os calculos de ug de clorofila/g e g carotenoides/g de
materia fresca foliar, seguiram as equacoes:

Clorofila a: 12.25xAe63,2— 2,79XA646 8;
Clorofila b: 21.50xAs46,8 — 5,10XA663 2.



Carotendide: (1000xA470-1,82XCa-85,02xCh)/198 21

3.5 Teor de nitrogénio

Os teores de N total foram determinados pelo método de Kjeldahl. A mistura digestora
foi composta por 175 mL de agua destilada, 5,47 g de Na2SOs. 5H20, 21,39 g de Naz2SOa.
10H20, 4 g de CuSOs4. 5H20 e 200 mL de H2SOs4, sendo este ultimo acrescentado
cuidadosamente apds a diluicdo dos outros reagentes. Para realizar a digestdo foi pesado 0,1 g
de amostra de folhas e raizes moidas para baldo de Kjeldahl e adicionado 7 mL da mistura
digestora e posteriormente levados para bloco digestor e submetido a temperatura de 350°C
partindo-se da temperatura ambiente e aumentando- se 50°C a cada 30 minutos. Permaneceu
assim até completar a digestdo caracterizada pela obtencdo de um liquido incolor ou levemente
esverdeado. Posteriormente, foi realizada a destilacdo adicionando NaOH 13N e a titulagdo com
HCI 0,07143N até mudanca de cor (coloracdo verde para rosa). O volume gasto de &cido foi
anotado para os calculos de teores deN total. (FEEMA, 1983).

3.6 Avaliacao das atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio em

folhas e raizes

Os extratos enzimaticos para a determinacédo da atividade da GS, GOGAT, GDH e RN
foram obtidos a partir da maceracdo de 1 g de folha e raiz de matéria fresca em nitrogénio
liquido, adicionando-se 5 mL de tampéo de extracdo contendo tampdo de fosfato de potassio
100 mM (pH 7,5), PMSF 1 mM, EDTA 100 mM, 10% PVPP e DTT 2 mM. O extrato foi
centrifugado a 16.000 g por 20 minutos a 4 °C.

A atividade da RN foi avaliada, in vitro, como proposto por Berger e Harrison (1995)
com modificactes. Foram pipetados 14 ul de amostra, em triplicatas, na placa de Elisa-UV.
Posteriormente foi adicionado o tampéo de incubag¢do composto por fosfato de potéassio 100
mM, pH 7,5 e KNOs, a mistura foi incubada a 30°C por 3 minutos. Apés a incubacdo foi
adicionado B- NADH para disparar a reagdo. A leitura foi feita em espectrofotémetro, a 340 nm,

a cada 1 minuto, por 10 minutos, ocorrendo decréscimo na absorbancia pela oxidacdo do
NADH.
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A atividade da GS foi avaliada como proposto por Ratajczack et al. (1981). Foi realizada

tomando-se uma aliquota de 300 pL do extrato bruto, adicionou-se 700 puL de um meio
reacional composto por tris-HCI 500 mM, pH 7,5; mercaptoetanol 100 mM; MgS0Oa4.7H20 400
mM; NH20HCI 100 mM; glutamato monossodico 500 mM e ATP 100 mM. A mistura foi
incubada a 30 °C por 30 minutos. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de uma solugdo
composta de FeCls 1,2M, HCI 1,7 M e acido tricloroacético (TCA) 0,7 mM. Em seguida, foi
realizada uma centrifugacdo a 16.000 g, a 4°C, por 5 minutos. O sobrenadante foi pipetado na
placa e a leitura realizada a 540 nm para a quantificagdo do quelato Fe-L-gltamil-y- hidroxamato
(GHA) produzido pela reacéo.

A GOGAT foi determinada pelo método de Pimenta et al.(1989) com modificacgdes,
adicionando junto as aliquotas das amostras, tampéo de incubacdo composto por tris-HCL 100
mM, pH 7,8; 2- oxoglutarato 135 mM e L-glutamina 135 mM. A mistura foi incubada a 35°C
por 5 minutos, posteriormente foi adicionado B-NADH 3,6 mM para disparar a reacdo e
imediatamente foi realizada a leitura a 340 nm, de 1 em 1 minuto, durante 10 minutos.

A atividade da GDH foi pipetando junto da aliquota das amostras, tampéo de incubacéo
composto por Tris-HCI, pH 7,8 200 mM, 2-oxoglutarato 90 mM, CaCl2 36 mM e (NH4)2S04
900 mM (GROAT e VANCE, 1981). A mistura foi incubada a 30°C por 3 minutos. Apds esse
tempo foi adicionado B-NADH 3,6 mM para disparar a reagdo. Assim como a GOGAT,
imediatamente ap6s adicionar o B-NADH foi realizada a leitura a 340 nm, de 1 em 1 minuto,

durante 10 minutos.

3.7 Quantificacdo de peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada pelo método TBARS (acido tiobarbiturico)
conforme descrito por Buege e Aust (1978). 300 mg de folhas e de raizes frescas foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas com 1,5 mL de acido tricloroacético
(TCA) 0,1%. Posteriormente foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante coletado. A reacdo foi realizada com 125 pL de aliquota do sobrenadante e
pipetado em um eppendorf contendo 250 uL do seguinte meio de reacdo TBA 0,5% e acido

tiobarbitarico (TBA) 10%, levando a banho- maria a 95°C por 30 minutos. A estimativa da
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peroxidacdo lipidica foi medida a partir da leitura espectrofotdmetro a 535 nm e 600 nm para

contabilizacdo de interferentes.

3.8 Quantificagdo de peroxido de hidrogénio

Os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) foram quantificados pelo método de
Velikova et al. (2000). 300 mg de folhas e de raizes frescas foram maceradas em nitrogénio
liquido e homogeneizadas com 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. As amostras
foram centrifugadas e a reacdo realizada com tampéo fosfato de potassio (KH2PO4) 10mM, pH
7,0 e iodeto de potéssio (KI) a 1M. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro com

leitura da absorbancia a 390 nm e os niveis de H20: quantificados por meio de curva padra.

3.9 Enzimas do metabolismo antioxidante

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de 200 mg de
material fresco de folhas e raizes, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampdo de extracao
contendo: 375 uL de tampéo fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), 15 uL de EDTA 10 mM,
75 uL de acido ascorbico 200 mM, e 1035 uL de agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado a - 20° C durante o periodo das
analises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises enzimaticas da dismutase do
superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase doascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998).

3.9.1 Dismutase do superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do
azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), em um meio de incubagdo
composto por 100 uL de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, 40 uL. de metionina 70 mM, 3uL
de EDTA 10 pM, 15 uL de NBT 1 mM, 2 uL de riboflavina 0,2 mM e 31 uL de &gua. Os

tubos com o0 meio de reacdo e 10 puL de amostra foram iluminados, por 7 minutos, com uma
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lampada fluorescente de 20 W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra foi

iluminado.

As leituras foram realizadas a 560 nm e o célculo da enzima foi feito com a seguinte
equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com extrato enzimatico — A560 controle sem
enzima)/(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de

enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condig¢des do ensaio.

3.9.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada, segundo Havir e McHale (1987), em que uma aliquota de 5 pL do
extrato enzimatico foi adicionada a 180 uL do meio de incubacgdo, contendo 90 uL de fosfato
de potéssio 200 mM (pH 7,0), 9 uL de perdéxido de hidrogénio 250 mM e 72 uL de agua,
incubado a 28°C. A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia, a
240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de

hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM-tcm-™,

3.9.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de oxidacdo do
ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma aliquota de 3 pL do extrato
enzimatico foi adicionada a 180 pL de tampdo de incubagdo, composto por 90 pL de fosfato
de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 puL de acido ascorbico 10 mM, 9 pL de perdxido de
hidrogénio 2 mM e 63 pL de 4gua (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo

molar utilizado foi 2,8 mM-1 cm-1.
3.10 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos primeiramente ao teste de normalidade de Shapiro-

Wilk (P > 0,05) e os dados considerados dentro da normalidade foram submetidos a analise de

variancia e teste de médias por Scott-Knott (1974) (p < 0,05), utilizando-se 0 programa
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estatistico SISVAR 4.3 (Sistema de Andlise de Variancia Para Dados Balanceados)

(FERREIRA, 2011).

4, RESULTADOS EDISCUSSAO

4.1 Crescimento e massa seca

Massa seca ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos em folha. Para

raiz foi observado diferenca significativa apenas no tratamento NH4+, quando comparado aos

demais, sendo esse o de menor fitomassa (Figura 1).

Para crescimento, o tratamento NO3™ apresentou estatisticamente os maiores valores de
altura de parte aérea e diametro do caule (10 cm e 5 mm respectivamente) (Figura 2A e 2B). Os
tratamentos NHs* e NOsz ndo apresentaram diferenca significativa entre si para nimero de

folhas (5,7 e 5,6 respectivamente) (Figura 2C), mas apresentaram valores estatisticamente
+ -
maiores do que NHs /NO3 e S/ N. O tratamento NHs* mostrou maiores valores de comprimento

de raiz, (27,5 cm) (Figura 2D), seguido por NOz e NH4+/N03_ (20 cm para ambos) e por ultimo
S/ N (15 cm).
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Figura 1 — Massa seca de plantas de milho (Zea mays), cultivadas em substrato contendo rejeito de mineracéo e areia, utilizando
diferentes fontes de nitrogénio.
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Legenda: Letras mailsculas comparam os tratamentos de folhas e raizes (NH4*, NOs, NH, /NO; e S/ N). Diferentes letras indicam
diferencas significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4
repeticoes.

Fonte: Do autor (2020).
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Figura 2 —Altura da parte aérea (A), diametro (B), nimero de folhos (C) e comprimento de raiz (D), de plantas de milho (Zea mays),
cultivadas em substrato contendo rejeito de mineracéo e areia, utilizando diferentes fontes de nitrogénio.
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diferencas significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4
repeticoes.

Fonte: Do autor (2020).



28

O uso do N absorvido pode variar dependendo da proporgéo NO;s X NH4+ no meio de
cultivo, porém apesar da alta demanda energética para a utilizagdo do nitrato, o crescimento das
plantas é melhor quando supridas com nitrato e ndo amonio, evidenciado no tratamento com NOs’
para parte aérea e diametro do caule (Figura 2A e 2B).

EGHBALL & MARANVILLE (1993) observaram que, tanto em condicdes de campo
como em casa de vegetacdo, a deficiéncia de nitrogénio aumentou 0 comprimento e a massa seca
do sistema radicular de alguns genétipos de milho, assim como observado no presente trabalho
(Figura 1). Para esses autores, sistemas radiculares mais volumosos, associados a deficiéncia de
nitrogénio, podem possibilitar maior exploracdo de camadas mais profundas do solo e extrair
maiores quantidades de nitrogénio. Os mecanismos relacionados a esse crescimento diferencial
do sistema radicular, sob concentragdo variada de nitrogénio, ndo estdo totalmente esclarecidos,
mas existe a possibilidade de que fatores hormonais e a particdo de carbono e nitrogénio entre a
raiz e a parte aérea possam estar envolvidos (Van der WERF & NAGEL, 1996).

Para nimero de folhas e comprimento de raiz (Figura 2C e 2D), o tratamento S/ N foi o
de menor valor, sendo de conhecimento que plantas cultivadas sob deficiéncia de N podem néo
expressar seu potencial produtivo, pois sob tais condi¢cbes podem ocorrer reducdes na taxa de
formacdo e expansdo foliar. Também para os dois parametros o tratamento NHs* foi os que
apresentaram maiores valores evidenciando o fato de que, algumas espécies tendem a absorver o
nitrato mais rapidamente do que o aménio, enquanto outras agem justamente ao contrério,

preferindo absorver o aménio (CRUZ et al., 2004b).



Figura 3 - Vigésimo dia do experimento executado no Setor de Fisiologia Vegetal —
Universidade Federal de Lavras.

Fonte: Do autor (2020).
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Figura 4 — Plantas de milho ao final do experimento (A). Plantas de milho de cada tratamento,
NH4* (T1), NOs (T2), NH, /NO; (T3) e S/ N (T4) posterior a coleta (B).

Fonte: Do autor (2020).
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Os teores de clorofila "a" e b" apresentaram alteragdes em resposta ao substrato com
diferentes tipos de adubacdo nitrogenada, contaminado com rejeito de mineragdo. Para o teor

de clorofila "a" (Figura 5A) foi possivel observar uma diferenca significativa entre os
tratamentos NHs" e NH4+/N03' dos tratamentos NOz e S/ N, sendo 0s maiores teores

observados nos tratamentos NHs" e NH4 +/N03', Também foram observados as mesmas
diferencas significativas nos tratamentos para clorofila "b" (Figura 5B). Para carotenoides
(Figura 5C), ocorreu diferenca significativa apenas no tratamento NO3’, onde se observou uma
menor concentracdo de carotenoides.

Para teor de nitrogénio, em folhas e raizes, todos os tratamentos tiveram diferenca

+ -
significativa, porém em ambos, os tratamentos NOs" e NH; /NO3 ndo apresentaram diferenca

significativa entre si (Figura 5D).
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Figura 5— Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), carotenoides (C) e nitrogénio total (D) em plantas de milho (Zea mays),
cultivadas em substrato contendo rejeito de mineracéo e areia, utilizando diferentes fontes de nitrogénio.
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Legenda: Letras maiusculas comparam os tratamentos de folhas e raizes (NH.*, NOs’, NH4+/N03- e S/ N). Diferentes letras indicam diferencas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4 repeticdes.
Fonte: Do autor (2020).
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O N é um dos nutrientes requeridos em maior quantidade pelo milho, estando

diretamente relacionado aos teores de clorofila na folha. A concentracdo de clorofila das folhas
se relaciona positivamente com a concentracdo foliar de N uma vez que 70% do N contido nas
folhas estdo nos cloroplastos que participam da sintese e da estrutura das moléculas de
clorofila, enzimas e proteinas envolvidas na assimilagdo do carbono e influenciam o
desenvolvimento e a producdo das culturas (SOUSA et al., 2016), entdo quanto maior a
disponibilidade de N para a planta maior € a disponibilidade para a sintese de biomoléculas
nitrogenadas. De acordo com Lopes et al. (2012) quanto maior o teor de N na folha do milho
(Figura 5D) maior o teor de clorofila (Figura 5A e 5B) e sintese, estando de acordo com 0s
dados que foram apresentados neste trabalho.

A producdo de carotenoides estd ligada a mecanismos de protecdo do aparato
fotossintético, prevenindo a fotoinibicdo sob condicGes de estresse. Também atuam na
dissipacdo do estado excitado da clorofila e neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio,
uma vez que sdo antioxidantes de baixo peso molecular (KRESLAVSKI et al., 2013). Plantas
estressadas realizam a sintese de novo da zeaxantina, um tipo de carotenoide, com o objetivo
de prevenir a fotoinibicdo (YOUNG, 1991). Uma vez que ha clorose nas folhas, entdo esta
ocorrendo o acumulo de antocianinas devido possivelmente a deficiéncia de N, e também o
fato do conteddo de clorofilas A e B (Figura 5A e 5B) serem semelhantes entre os tratamentos,

pode ser explicado pelo teor de carotenoide (Figura5C).

4.3 Enzimas envolvidas na assimilacdo do nitrogénio (GS, GDH, GOGAT e RN)

Para GS, em folha foi observado diferenca significativa em todos os tratamentos, ja em
raiz ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos sendo que em folha a atividade da
GS foi mais presente (Figura 6A).

Quanto atividade da enzima GDH em folha, ocorreram diferencas significativas entre
os tratamentos, sendo o tratamento com amonio o de maior atividade da enzima GDH, porém
NOs e S/ N ndo diferiram entre si. J4 em raiz ndo ocorreu diferenga significativa em nenhum

tratamento (Figura 6B).
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Para GOGAT, tanto em folha quanto em raiz foi observado diferenca significativa entre

os tratamentos, porém em folhas, os tratamentos NH4" e S/ N ndo tiveram diferenca entre si mas

foram o0s que obtiveram os maiores valores de atividade enzimética da GOGAT, e 0s

tratamentos NOs™ e NH4+/N03' também ndo diferiram entre si. J& em raiz os tratamentos que
nao diferiram entre si foram NH4" e o tratamento NOs", sendo esses 0s com maior atividade da
enzima (Figura 6C).

Para atividade da redutase do nitrato, em folha ocorreu diferencga significativa entre os

tratamentos, sendo a maior atividade encontrada em NHs" e NOz', porém NH; /NO; e S/ N
ndo diferiram entre si. Em raiz ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
(Figura 6D).



Figura 6 — Atividade das enzimas GS (A), GDH (B), GOGAT (C) e RN (D), em plantas de milho (Zea mays), cultivadas em
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substrato contendo rejeito de mineracao e areia, utilizando diferentes fontes de nitrogénio.
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Fonte: Do autor (2020).
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O efeito do nitrogénio sobre a atividade da GS ja foi observado em varias culturas, tais

como feijao, ervilha e soja (HOELZLE et al., 1992), porém resultados com milho séo
divergentes, Watanabe et al. (1985) observaram um aumento significativo na atividade da GS
em folhas, em fungdo da aplicagdo de nitrato, assim como foram observados no presente

trabalho (Figura 6A), o tratamento com NOsz~ e NH4*/NOs, foram os que obtiveram a maior

atividade da enzima GS, estando associada a assimilagdo primaria de N (MASCLAUX-
DAUBRESSE et al., 2006).

A aplicacdo de nitrato ao substrato aumentou a atividade da GS e GOGAT (Figura 6) em
raizes também. O aumento semelhante da atividade das duas enzimas mostra que elas atuam de
forma coordenada na rota de assimilacdo do NH4* denominada GS/GOGAT (LEA & MINFLIN,
1974). Watanabe et al. (1985) também observaram que, em milho, para folhas o aumento na
concentragdo de NOs", no meio de cultivo, aumentou a sua atividade, quando a massa fresca foi a
base de expressdo. No entanto, PURCINO et al. (1998) verificaram que 0 aumento na
disponibilidade de NOz  tanto pode aumentar quanto reduzir a atividade da GS de alguns
genotipos de milho. Em seringueira, a aplicacdo tanto do NO3z™ quanto do NHs" no meio de
cultivo pode induzir aumentos na atividade da GS em folhas, muito embora o NH4* tivesse sido
significativamente mais efetivo (LEMOS, 1996).

Embora existam citagdes mostrando que o NOz™ possa diminuir ou ndo apresentar nenhum
efeito sobre a atividade da GDH, a possibilidade maior € que, em trabalhos de longa duragdo, o
NOs™ estimule a atividade dessa enzima (SRIVASTAVA & SINGH, 1987), conforme aqui
observado, em raiz (Figura 6B). No entanto, o efeito positivo do NO3z™ sobre a GDH-NADH
parece ser indireto, via produtos de sua reducdo. Por exemplo, PEETERS & van LAERE (1992)
verificaram que a inclusdo de NH4™ no meio de incubagdo promoveu um aumento na atividade da
GDH maior do que quando se usou o NOz™ como Unica fonte de nitrogénio, observado em folha
no presente trabalho. O aumento da atividade da GDH, quando se aumenta a proporgdo de
NH4":NOs™ na solugdo nutritiva, também mostra que o0 NH4™ e ndo o NOs" seja mais efetivo em
induzir a atividade da GDH (ZORNOZA & GONZALEZ, 1998).

Em relacdo a GOGAT, em raizes apresentaram, para todos os tratamentos, aumento na
atividade enzimatica (Figura 6C) com valores semelhantes entre as plantas cultivadas na presenga

deam®nio ou nitrato, maiores que o0s valores para o tratamento sem nitrogénio. A comparagao
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das atividades enziméticas obtidas para GS com as obtidas para GOGAT mostra que a

transaminacdo € inferior a sintese de glutamina, o que indica que a glutamina sintetizada pode
ser translocada para os tecidos foliares para a transaminacdo. Ainda em relacdo a GOGAT,
DELU-FILHO (1994) mostrou que a nutri¢do nitrica promoveu aumentos na sua atividade em
folhas. Em milho, a expresséo do gene para a GOGAT-Fd e GOGAT-NADH foi aumentada em
resposta a aplicacdo de NOs” (SAKAKIBARA et al., 1997) e, quando plantas de cevada foram
cultivadas continuamente com NOs” 0 mMRNA, 0s niveis da proteina e a atividade da GOGAT-
Fd tiveram aumentos consideraveis (PAJUELO et al., 1997). Esses resultados sdo semelhantes
ao efeito positivo do nitrato sobre a atividade da GOGAT em raiz, encontrado no presente
trabalho.

As plantas cultivadas sob o tratamento com NOs™ apresentaram a maior atividade da
RN em folhas (Figura 6D). Esse efeito positivo do nitrato sobre a atividade da RN também foi
encontrado em folhas de braquiaria (FERNANDES et al., 1976) e seringueira (DELU-FILHO,
1994). Para CRAWFORD et al. (1992), o NO3™ pode ser considerado como o sinal primario
para a inducdo da atividade da RN, visto que ele, além de propiciar aumentos nos niveis do
mRNA da proteina, também estimularia a sua atividade. Adicionalmente, 0 NO3z" também pode
colaborar para a reducdo da atividade de proteases e prevenir a degradacdo da RN
(GALANGAU et al., 1988).

Entretanto o efeito do aumento da atividade da RN sob o tratamento com NOz™ leva
também um aumento na concentragdo de NH4" celular, consequentemente aumentando a
atividade da GS, GOGAT-Fd e GDH-NADH e também podendo aumentar a assimilacdo e
reassimilacdo do NH4" e evitar o acimulo desse ion, em niveis toxicos. Esses resultados
também concordam com os dados obtidos por EDWARDS & CORUZZI (1989), que
mostraram haver uma relacdo positiva entre o aumento do processo fotorrespiratdrio
(principal formador de NH4" foliar) e a acumulagdo do mRNA da GS.

Com base em todos os dados e informacgbes, ndo deve ser desconsiderados a
necessidade de estudos complementares envolvendo a quantificagdo dos nutrientes minerais,
especialmente do rejeito, e também utilizar as formas de transporte de nitrogénio no xilema e
floema e seus envolvimentos com os processos fisioldgicos espeficicos, tanto na folha como na

raiz.
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4.4 Peroxidacao lipidica e perdxido de hidrogénio

Peroxidacdo lipidica em folha foi observada diferenca significativa entre o0s
tratamentos, com NHs" e S/ N ndo diferindo significativamente entre si e sendo esses os de
menores valores, o maior valor de peroxidacdo foi encontrado no tratamento S/ N. Em raiz ndo
foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos, sendo assim em folha onde apresentou
uma maior atividade da enzima (Figura 7A).

Para peroxido de hidrogénio, em folhas, o tratamento NH4" foi o Gnico que apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos, sendo esse, o de menor atividade do perédxido de

hidrogénio. Ja em raiz ndo foi observada essa diferenca em nenhum tratamento (Figura 7B).

Figura 7 — Peroxidacdo lipidica (A) e perdxido de hidrogénio (B), em plantas de milho (Zea
mays), cultivadas em substrato contendo rejeito de mineracdo e areia, utilizando diferentes
fontes de nitrogénio.

30 A
_‘CJ]
2 25 A
= B o
=] 1 c
g C "
EL
2 10
E A
g 3 A = é A
. 2
NHg* NO3™ NH; /NO; SN NH{T NO3 NH; /NOs SN
Folha Raiz
1.6
- B i\ A
S ¥ A +
5 1 |
e 1
= B
5508
=
S 06
g 04
S0 .
8 2 A % A A
0 R 2 =
NHgT NO3 NH, /NO; 8N NHeT NO3 NHy /NO; SIN

Folha Raiz



39

Legenda: Letras mailsculas comparam os tratamentos de folhas e raizes (NH4*, NOg", NH4+/N03' e S/
N). Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott. As barras correspondem ao erro padrdo da média de 4 repeti¢es.

Fonte: Do autor (2020).

Rutschow, Baskin e Kramer (2011) sugerem que baixas concentracfes de H202 geram
um suave sinal de estresse que pode aliviar o estresse mais intenso e quando em elevadas

concentragdes vai produzir uma forte mensagem de estresse, podendo ser observada nos

tratamentos NOs, NH4+/N03_ e S/ N em folha (Figura 7B). Quando perdxido de hidrogénio
estd em menor atividade, consequentemente menor a atividade da peroxidacdo lipidica,
observada em raiz (Figura 7A e 7B).

Em condicBes fisioldgicas normais, existe um equilibrio entre espécies reativas de
oxigénio e os antioxidantes, porém, em condi¢fes estressantes hd um rompimento do
equilibrio celular, provocando umaumento na producéo dessas espécies. Embora esse aumento
possa ser uma ameaca as células, essas espécies podem também atuar como sinalizadoras para a

ativagdo da resposta ao estresse e vias de defesa do vegetal (MITTLER, 2011).

45 SOD, CAT e APX

A atividade da enzima SOD ndo obteve grandes diferencas nos tratamentos. Em folha
ndo se observou diferenca significativa entre os tratamentos, ja em raiz apenas o tratamento S/
N apresentou diferenca significativa e foi o tratamento com maior atividade da SOD (Figura
8A).

Quanto a atividade da enzima catalase, em folha ndo foi observada diferenca estatistica
entre os tratamentos, em raiz ocorreu diferenga, porém os tratamentos NOz e S/ N ndo
apresentaram diferencga significativa entre si, a maior atividade da enzima foi verificada em
NH." (Figura 8B).

Para a enzima APX, em folha ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos,

porém NOs e NH4+/N03_ ndo diferiram entre si, sendo a maior atividade no tratamento S/ N.

Em raiz apenas o tratamento NH4" obteve diferenca significativa (Figura 8C).
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Figura 8 — Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B) e APX (C) em plantas de milho (Zea mays), cultivadas em substrato contendo
rejeito de mineracdo e areia, utilizando diferentes fontes de nitrogénio.
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Fonte: Do autor (2020).
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Os processos metabolicos nos cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e parede celular

podem direcionar para reacfes em cadeia gerando EROs, que causam o estresse oxidativo
(PANDA; KHAN, 2009). A disponibilidade de nitrogénio para as plantas intensifica esse estresse
em diversas espécies vegetais sendo potencialmente prejudicial as células da planta (JALEEL et
al., 2009), uma vez que o acumulo de EROs leva a uma cascata de eventos que se inicia com a
peroxidacdo de lipideos, avanca para degradacdo de membranas e morte celular (PANDA,;
KHAN, 2009). Em contrapartida, como uma estratégia de protecdo, as plantas amplificam seu
sistema de defesa composto por enzimas tais como SOD, CAT e APX que detoxificam as células
(JALEEL et al., 2009). Neste experimento a SOD n&o apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos, sugerindo que foi igualmente ativada em todos eles (Figura 8A).

Em relacdo a CAT, todos os tratamentos apresentaram atividade (Figura 8B) menor
quando comparada com as atividades da SOD e APX (Figura 8A e 8C). A CAT tem uma baixa
afinidade pelo H,O, sendo ativa somente quando este esta em altas concentragdes, ou seja,
quando o estresse € muito grande, motivo pelo qual a sua atividade foi observada em todos os
tratamentos, sendo maiores na raizem NHs" e NOs".

A atividade da APX na folha foi maior no tratamento S/ N onde nédo teve fonte de
nitrogénio (Figura 8C), j& a CAT em folha, os tratamentos ndo tiveram diferenca estatistica,
porém se mantiveram altos em todos os tratamentos. Esses resultados das duas enzimas podem
estar diretamente relacionado com os niveis de peroxido de hidrogénio (Figura 7B), que foram
superiores nesse 6rgdo da planta também. Isso se deve a afinidade diferenciada dessas duas
enzimas pelo seu substrato, de maneira que a APX, com sua alta afinidade, atua quando o H,O;
estd presente em baixas concentracfes e a CAT, tem comportamento contrario (GILL;
TUTEJA, 2010). Plantas que apresentam maior atividade do sistema antioxidante sdo mais
resistentes aos danos oxidativos (HERNANDEZ et al., 2010). Logo, evitar a superproducdo de
EROs, as quais sdo altamente danosas as estruturas e aos componentes celulares, é
fundamental para as plantas principalmente sob condicGes adversas (GIANNAKOULA et al.,
2010).
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5. CONCLUSOES

Plantas cutivadas com NOs™ apresentaram maior crescimento em altura da parte aérea e
diamétro. Para nimero de folhas e compriento de raiz o tratamento com NH4™ apresentou maiores
valores.

Clorofila a e b os maiores teores encontrados foram nos tratamentos NHs* e NH4*/NO3
.Para carotenoides o menor teor observado foi no tratamento com NOs".

Para teor de nitrogénio total o tratamento com maior teor foi 0 com NH4", tanto para
folhas, quanto para raizes.

A atividade da enzima redutase do nitrato ndo difereiu em fungé@o da fonte nitrogenada,
em raizes. Em folhas a maior atividade foi observada no tratamento com NOs".

Em raizes a atividade da enzima GS ndo diferiu em funcdo da fonte nitrogenada e foi
baixa, entretando nas folhas a atividade foi mais presente e diferiu no tratamento com NH4"/NOs".

A atividade da GDH em folhas foi maior em plantas cultivadas com NH4*, para raizes
foram as cultivadas com NOs".

Para GOGAT tanto folhas quanto raizes apresentaram maior atividade com o tratamento
de NH4*.

Para peroxidacéo lipidica em folhas o tratamento com NH4*/NOs". foram os com maiores
valores e em raizes os tratamentos nao diferiram em funcédo da fonte nitrogenadas.

O contetdo de peroxido de hidrogénio foi maior observado e ndo diferiram nos
tratamentos com NO3", NH4*/NOs". e S/ N, entretando em raizes ndo ocorreram diferencas.

A atividade da SOD nas folhas n&o diferiu em fungéo da fonte nitrogenada, em raizes, foi
maior no tratamento S/ N.

O tratamento S/ N aumentou a atividade da APX nas folhas, em raizes a maior atividade
se deu no tratamento com NH4".

A atividade da CAT em folhas nédo diferiu em funcdo da fonte nitrogenada e em raizses a
maior atividade foi observada no substrato com NOs'.
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