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RESUMO

A contaminacdo de &reas agricultaveis pelo cadmio (Cd), além de causar desequilibrio
ecoldgico, afeta a producdo. A toxicidade do Cd pode interferir na fotossintese e na atividade
do sistema antioxidante das plantas, além de competir na assimilacdo de nutrientes como o ferro
(Fe). O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivados no mundo, fazendo parte da
alimentacéo da populacdo mundial e é uma das culturas agricolas afetadas pelas contaminacfes
dos solos com Cd. Recentemente, novas tecnologias envolvendo o uso de nanoparticulas
obtiveram resultados eficazes na descontaminacdo dos sistemas agrarios. Dessa forma,
emprega-las em técnicas de priming de sementes pode oferecer um aprimoramento do processo
germinativo em solos contaminados. A hip6tese do trabalho é que o priming de sementes com
agua (hidropriming) e com FeNPs (Fe.O3) (nanopriming) pode incrementar a germinacéo e o
beneficiar o crescimento e desenvolvimento de plantas de arroz cultivadas em substrato
contaminado por Cd. Sementes de duas cultivares de arroz, IRGA424 e IRGA417, nédo
condicionadas e submetidas ao nanopriming (0 e 100 mg L™ FeNP) foram cultivadas em solo
contaminado por Cd (0 e 5 mg L™ de Cd(NOs),), avaliadas quanto ao crescimento através da
massa seca total (MST), area foliar (AF), comprimento radicular (CR) e produtividade, além da
quantificacdo dos teores de Cd e Fe nas folhas e andlises de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a durante a diferenciacéo da panicula (R1). Os resultados indicam que 0 nanopriming
impactou na reducgdo da MST e CR nos estadios iniciais e em maior AF durante o florescimento
para a cultivar IRGA417. Ja as plantas cultivadas em solo contaminado por Cd apresentaram
maior acumulo de MST nas fases iniciais e uma queda no periodo de maturacdo fisiologica das
sementes para cultivar IRGA424 e na colheita em IRGA417. Os teores de Fe foram maiores
em plantas advindas de sementes ndo condicionadas e cultivadas em solo ndo contaminado da
cultivar IRGA417. Somente foi detectado Cd nas folhas da cultivar IRGA424, porém sem
diferencas significativas em nenhuma das condi¢fes de priming. N&o houve quaisquer
alteracdes nas variaveis de fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas, com exce¢do para 0s
maiores valores de fotossintese liquida (A) na cultivar IRGA417 exposta ao nanopriming,
independente da contaminacdo do solo. A massa de grdos por planta foi menor nas plantas
cultivadas em solo contaminado e submetidas ao hidropriming e nanopriming da cultivar
IRGA424. Quando em condi¢cdes de solo ndo contaminado, o hidropriming pode representar
ganhos em produtividade, ja que é uma técnica de facil aplicacdo e baixo custo para 0s
produtores.

Palavras-chave: nanopriming. nanoparticulas de 6xido de ferro. Oryza sativa L..



ABSTRACT

Contamination of agricultural areas by cadmium (Cd), leading to ecological imbalance and
affects the field. Cd toxicity can interfere in photosynthesis and in the activity of the antioxidant
system of plants, competing in the assimilation of nutrients such as iron (Fe). Rice (Oryza sativa
L.) is one of the most cultivated cereals in the world, part of the feeding of the world population
and is one of the agricultural crops affected by soil contamination. Recently, new technologies
involving the use of nanoparticles have obtained effective results in the decontamination of
agricultural systems. Thus, using them in seed priming techniques can offer an improvement in
the germination process in contaminated soils. The hypothesis of the study is that the priming
of seeds with water (hydropriming) and with FeNPs (Fe203) (nanopriming) can increase
germination and benefit the growth and development of rice plants growing in a substrate
contaminated by Cd. Seeds of two rice cultivars, IRGA424 and IRGA417, unconditioned and
subjected to nanopriming (0 and 100 mg L™ FeNP) were grown in soil contaminated by Cd (0
and 5 mg L of Cd (NOs)2), evaluated for growth through total dry mass (TDM), leaf area (LA),
root length (RL) and field, and to quantifying the levels of Cd and Fe in the leaves and analysis
of gas exchange and chlorophyll a fluorescence during panicle differentiation ( R1). The results
indicate that nanopriming impacted the reduction of TDM and RL in the initial stages and in
greater AF during flowering for the cultivar IRGA417. Plants grown in soil contaminated by
Cd, on the other hand, showed a greater accumulation of MST in the initial stages and a decrease
in the period of physiological maturation of the seeds to cultivate IRGA424 and in the harvest
in IRGA417. Fe contents were higher in plants from unconditioned seeds and cultivated in
uncontaminated soil of the IRGA417 cultivar. Only Cd was detected in the leaves of the cultivar
IRGA424, but without significant differences in any of the priming conditions. There were no
changes in the fluorescence variables of chlorophyll a and gas exchange, except for the highest
values of liquid photosynthesis (A) in the cultivar IRGA417 exposed to nanopriming, regardless
of soil contamination. The mass of grains per plant was lower in plants grown in contaminated
soil and subjected to the hydropriming and nanopriming of the cultivar IRGA424. When in
conditions of uncontaminated soil, hydropriming can represent gains in productivity, since it is
a technique of easy application and affordable for farmers.

Keywords: nanopriming. iron oxide nanoparticles. Oryza sativa L..
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo de areas agricultaveis com elementos traco, além de afetar a produgéo
de diferentes culturas, interfere no equilibrio ecoldgico devido a sua transferéncia na cadeia
tréfica e a toxicidade para os seres vivos (MURTAZA et al., 2017). As fertirrigacdes de
inadvertidas fontes e uso de adubos fostatados, cuja rocha de origem pode ser rica em elementos
traco, provocam o aumento das concentra¢fes de cadmio (Cd) no solo (GUILHERME et al.,
2019; NACKE et al., 2013). Esse elemento traco pode ser absorvido pelas plantas e afetar
diferentes processos celulares, metabdlicos e fisiologicos (LIU et al., 2017). Além de afetar a
fotossintese, a transpiracéo e a atividade do sistema antioxidante, o Cd também compete com o
ferro (Fe) pelos sitios ativos de absor¢cdo na membrana, o que acarreta decréscimo no
crescimento e rendimento das plantas (BARI et al., 2019; HUSSAIN et al., 2019). O arroz
(Oryza sativa L.) é uma das culturas agricolas afetadas por essa contaminacdo, em que seus
gréos ao serem consumidos podem contaminar os seres humanos (BASHIR et al., 2018). Esse
acumulo de Cd nos grdos depende do ambiente, dos mecanismos de resisténcia, do manejo
adequado, das estratégias de cultivo e das interacOes entre esses fatores (BARI et al., 2019).

Recentemente, novas tecnologias envolvendo o uso de nanoparticulas (NPs) resultaram
em métodos eficazes na descontaminacdo dos sistemas agrarios. Sabe-se que, em diferentes
culturas, as NPs podem mitigar diversos estresses abioticos, incluindo a salinidade, a seca e a
presenca de elementos traco tdxicos (ADREES et al., 2020; BHATERIA & SINGH, 2019;
DASGUPTA et al., 2015). Diversas evidéncias comprovam que as NPs de 6xido de Fe (FeNPs)
afetam de forma positiva o crescimento e a producéo de trigo, além de reduzir as concentracées
de Cd nos tecidos da planta (HUSSAIN et al., 2019; SUNDARIA et al., 2019). Os ensaios com
arroz sdo comumente conduzidos com a incorporacdo no solo ou pulverizacédo foliar de NPs
nos estadios iniciais de crescimento, em niveis de concentracdo que variam entre 0 e 100 ppm,
e tamanhos de NPs de 10 a 140 nm, implicando em aumento nos contetdos de clorofila, trocas
gasosas e ganho de massa, alem de reduzirem o teor de Cd na parte aérea das plantas (AHMED
et al., 2021; MA et al., 2020; RIZWAN et al., 2019). Alguns fatores influenciam diretamente
nas reacdes, como é o caso do tamanho das NPs, visto que um aumento significativo em sua
area superficial potencializa sua interacdo com o meio (SIDDIQUI et al., 2015). Além disso, as
concentracdes ideais das NPs sdo essenciais para um desempenho favoravel. Em concentracfes

de 0 a500 mg L de FeNP as sementes de sorgo sob estresse salino apresentaram incrementos
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na velocidade da germinacdo, estabelecimento homogéneo das plantulas, aumento da
fotossintese liquida, contetdo de clorofila e queda da peroxidacdo lipidica (MASWADA,;
DJANAGUIRAMAN; PRASAD, 2018). Porém, concentracOes elevadas podem resultar em
estresse oxidativo, como observado nos efeitos negativos das NPs de Fe zero valente no
crescimento inicial de plantas de arroz em condi¢es ambientais favoraveis ao estabelecimento
(GUHA et al., 2018).

O periodo entre a semeadura e a emergéncia das plantulas € um dos mais criticos durante
o ciclo das plantas, ja que as condi¢cGes ambientais muitas vezes ndo sdo consideradas ideais
para o rapido estabelecimento e crescimento inicial. Logo, técnicas que beneficiem esse
momento sdo essenciais para a reducdo da exposicdo das sementes as condicdes deletérias.
Portanto, o conhecimento do processo germinativo é fundamental para o estabelecimento do
priming, que é uma ferramenta de condicionamento de sementes, com resultados positivos na
porcentagem de germinacéo e estabelecimento de plantulas em diversas condi¢des de plantio
(FAROOQ et al., 2009). Podem ser usados diferentes agentes durante o priming, como a agua
ou solugcdo com nanomateriais (nanopriming) (LUTTS et al., 2016). O nanopriming pode ser
uma técnica viavel para uso na aplicacdo das FeNPs, facilitando o manejo para implementacéo
em campo e reduzindo os custos de utilizacdo das NPs.

Sabendo disso, a hipotese do trabalho é que o priming de sementes com agua
(hidropriming) e com FeNPs (Fe:Oz) (nanopriming) pode incrementar a germinagdo e
beneficiar o crescimento e desenvolvimento de plantas de arroz cultivadas em substrato
contaminado por Cd. Assim, o estudo teve por objetivos estudar os efeitos do hidro e
nanopriming com FeNPs na germinacdo de sementes e crescimento inicial em plantas de arroz
e a manutencao destes efeitos na reducédo da toxicidade do Cd no crescimento e produtividade

da cultura.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arroz

O arroz é uma planta anual da familia das poaceas, com sistema fotossintético C3 e

adaptada a ambientes alagados. A presenca de aerénquimas no colmo e nas raizes da planta,
permite a difusdo de oxigénio da atmosfera para a planta (COUNCE et al., 2000; FAROOQ et
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al., 2009; YOSHIDA, 1981). O estadio vegetativo do arroz ¢ caracterizado pelo perfilhamento,
crescimento em altura, e lancamento de folhas. Enquanto o estadio reprodutivo inicia-se com o
elongacdo dos internodios, decréscimo no perfilhamento, emergéncia da folha-bandeira e
panicula, com posterior florescimento (COUNCE et al., 2000; YOSHIDA, 1981). Apesar de
ser cultivada em diferentes latitudes, plantas de arroz possuem melhor desempenho em dias
curtos, ou seja, com a presenca de menor quantidade de horas de luz solar durante o dia.
Contudo pode ter seu ciclo influenciado por fotoperiodos curtos, 10 horas de luz, antecipando
o florescimento. As temperaturas 6timas variam de acordo com o periodo de desenvolvimento,
para germinagéo estdo entre 20 e 35 °C, florescimento varia de 30 a 33 °C e maturagéo entre
20 e 25 °C (COUNCE et al., 2000; YOSHIDA, 1981).

A semente ndo embebida € identificada como estadio fenologico So, apds a embebicao
ocorre a protusdo do eixo embrionario (S1), seguida pela emergéncia da radicula ou coleoptilo
(S2), por fim ocorre o surgimento do profilo a partir do coledptilo (S3) (Figura 1). Durante o
processo de germinacdo, tanto o coledptilo quanto a radicula podem protundir primeiro. Em
situacOes de solo com umidade adequada, a radicula é a primeira a emergir. Porém, quando as
sementes estdo sob alagamento durante a pré-germinacdo, o coledptilo emerge antes da
radicula. Logo em seguida, a primeira folha, com distin¢do entre lamina e bainha. Em condicdes
de baixa disponibilidade de oxigénio (alagamento), a radicula pode emergir somente apos a

emissdo completa da primeira folha (COUNCE et al., 2000).
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Figura 1 — Sementes de arroz (Oryza sativa L.) nos estadios de desenvolvimento da plantula.

“Ponto de agulha”‘ ‘

Estadios de desenvolvimento da plantula (S) de arroz (Oryza sativa) com os respectivos
identificadores morfoldgicos, sendo So: semente ndo embebida, Si: protusao do coleoptilo/radicula, Sa:
emergéncia da radicula/coledptilo e S3: emergéncia do profilo do coledptilo (ponto de agulha). Fotos:
T.F. S. de Freitas e D. Grohs. Fonte: SOSBAI, 2018.

Apos a germinacdo os identificadores morfoldgicos recebem a indicacdo de estadio
vegetativo (V) (Figura 2). Nesse periodo ocorre aparecimento das raizes seminais, responsaveis
pela sustentacdo da plantula. Apds o surgimento das raizes adventicias, provenientes dos nos
do colmo subsuperficiais, ha degeneracéo das raizes seminais. As raizes adventicias assumem
a funcéo de fixacdo, absorcdo de agua e de nutrientes para a planta de arroz (COUNCE et al.,
2000; YOSHIDA, 1981). Ocorre também o desenvolvimento dos fitbmeros, que sdo compostos
pela 1amina e bainha foliar, n6 e entrend. A estrutura foliar inicia sua diferenciacdo, com a
formacdo de uma folha por no, de forma alternada no colmo. Depois da formacéo do colar da
quarta folha (V4), aproximadamente trés semanas apds a germinacéo, tem inicio a emisséo de

perfilhos. Surgindo em ordem alternada a partir dos nés do colmo (COUNCE et al., 2000).
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Figura 2 — Plantas de arroz (Oryza sativa L.) em trés estadios de desenvolvimento vegetativo.

Estadios de desenvolvimento vegetativo (V) da planta de arroz (Oryza sativa) com os respectivos
identificadores morfolégicos, sendo Vs: colar da bainha completamente formado na terceira folha do
colmo principal — periodo de perfilhamento, Va: colar da bainha completamente formado na quarta
folha do colmo principal — periodo de perfilhamento, Vs: colar da bainha completamente formado na
oitava folha do colmo principal — iniciacdo da panicula. Fotos: T. F. S. de Freitas e D. Grohs. Fonte:
SOSBAI, 2018.

O inicio do estadio reprodutivo é marcado pela iniciacdo da panicula, pela
transformacéo do meristema apical nessa estrutura (Figura 3). Logo apds ha diferenciacdo das
flores masculinas e femininas, seguidos pela micro e megasporogénese, emergéncia da
panicula, antese, desenvolvimento dos grdos até sua maturacédo fisiolégica (COUNCE et al.,
2000).
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Figura 3 — Plantas de arroz (Oryza sativa L.) em quatro estadios de desenvolvimento
reprodutivo.

R1 RZ
Diferenciagao Emborracha- Maturacao
da panicula mento

Estadios de desenvolvimento reprodutivo (R) da planta de arroz (Oryza sativa) com os respectivos
identificadores morfoldgicos, sendo R;: diferenciacdo da panicula, R2: formacédo do colar da bainha na
folha bandeira, R4: antese (uma ou mais espiguetas), R4: maturidade fisiol6gica dos grdos. Fotos: T. F.

S. de Freitas e D. Grohs. T. F. S. de Freitas, D. Grohs e S. I. G. Lopes. Fonte: SOSBAI, 2018.

O arroz irrigado € cultivado em areas com topografia plana e dificil drenagem, com
saturacdo do solo em periodos de maior precipitacdo. Essas condi¢des favorecem o cultivo do
arroz, permitindo a manutencdo da lamina de agua sobre a superficie do solo, reduzindo a
lixiviacdo de nutrientes (SOSBAI, 2018). Contudo, o0 uso de lodo de esgoto para fertilizacéo
dos solos, aplicacédo de adubacdo com fosforo, proveniente de rochas ricas em elementos traco,
aléem dos residuos de industria e mineracdo, contribuem para a contaminacdo desses locais
(MURTAZA et al., 2017; SEBASTIAN; PRASAD, 2014).

2.2 Elementos traco

Os solos de agrossistemas apresentam naturalmente em sua constituicdo elementos
traco, que também sdo componentes dos materiais de origem de fertilizantes utilizados nas
adubacdes dessas areas (GUILHERME et al., 2019). Esses elementos traco sdo denominados
metais pesados quando apresentam densidade maior que 5 g cm?®, cujas concentracdes
naturalmente encontradas sé@o de poucas partes por milhdo (BHATERIA; SINGH, 2019;
KABATA-PENDIAS, 2010). Alguns desses metais sdo essenciais para as plantas, como ferro
(Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e cobalto (Co). Contudo, em excesso sdo tdo
toxicos quanto cadmio (Cd), mercurio (Hg) e chumbo (Pb) (FOY et al., 1978; KRUPA et al.,



17

2002). A sua absorcao pelas plantas depende, além das caracteristicas fisioldgicas das espécies,
da sua mobilidade e disponibilidade no solo (ARIF et al., 2019). Os componentes ativos do solo
ao interagirem com esses elementos desencadeiam uma série de reaces fisicas, quimicas e
bioldgicas, incluindo adsorcdo, complexacdo, precipitacdo e substituicdo (CHLOPECKA,
1996; YIN et al., 2016).

Dentre os elementos traco, o Cd destaca-se por reduzir o crescimento e a taxa
fotossintética das plantas, afetando o ciclo de Calvin-Benson, a formacdo dos grana e da
clorofila, a abertura e fechamento dos estdmatos, a cadeia transportadora de elétrons, as enzimas
e o sistema antioxidante (ARIF et al., 2019; BARI et al., 2019; SIEDLECKA; KRUPA, 1999).
No solo o Cd encontra-se na camada superficial, sob a forma Cd?* e também associado & matéria
organica, como quelatos de Cd. Sua disponibilidade é maior em solos acidos devido a acdo do
pH, com sua solubilidade aumentada através dos exsudados radiculares (ADREES et al., 2020;
RIZWAN et al., 2016). Uma concentragdo foliar de Cd acima de 100 pg g* de matéria seca
(0,01%) ¢ considerado como um valor limite para sua hiperacumulagdo. A contaminacdo dos
solos por Cd € um dos fatores mais limitantes para a producao agricola, seu excesso leva a
formacdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio, que causam danos oxidativos e afetam
negativamente o sistema de defesa das plantas (RIZWAN et al., 2016).

O Cd pode ser absorvido tanto pelas folhas quanto pelas raizes, sendo as raizes a
principal via de absorcdo. A absorcao ocorre sob a forma de quelatos de Cd via proteinas YSL
(Yellow Stripe 1-Like) e via transportadores ZIP (Zinc Regulated Transport Iron Regulated
Transport-like Protein) ou por canais de calcio (Ca) (DACC — Depolarization-Activated
Calcium Channels, HACC — Hyperpolarization Activated Calcium Channels) e canais de
cations (VICC — Voltage-Insensitive Cation Channels), relativamente ndo seletivos (CURIE et
al., 2009; LUX et al., 2011). O Cd entdo é transportado pelas rotas simplasticas e apoplasticas,
sendo carregado para o simplasto via Pig-ATPases e também pelas proteinas YSL. Em
Arabidopsis o efluxo de Cd através da membrana plasmatica na epiderme e pélos radiculares
ocorre via transportadores ABC (ATP-binding cassette) (KIM et al., 2007).

Para arroz foi verificado que o transportador de auxina, OSAUX1, esta envolvido com
na tolerdncia ao Cd (YU et al., 2015). A superexpressdao de OsHMAS3, aumentou o nimero de
transportadores de zinco localizados na raiz do arroz, levando a uma diminuigdo do acumulo
de Cd no gréo (SASAKI et al., 2014). Alguns mecanismos apresentados pelas plantas sdo

capazes de reduzir a concentracdo de Cd livre no citossol, entre elas a compartimentalizacdo
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em estruturas sub celulares, exclusdo e/ou diminui¢do do transporte através da membrana,
formacéo de fitoquelatinas que complexam o metal e aumento na atividade antioxidante, através
da producéo de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR); além
do desenvolvimento de barreiras fisicas a0 movimento extracelular de Cd. O Cd pode ser
armazenado no vactolo através de canais antiporte Cd?*/H*, por P1g-ATPases e sob a forma de
quelatos via transportadores ABC (LUX et al., 2011).

Grande parte dos ions de Cd ficam retidos nas células das raizes, ja que é facilmente
aderido as paredes celulares. Portanto somente uma pequena porcdo deste elemento trago é
absorvido e transportado até a parte aérea via xilema, outra parte é complexada por
aminodcidos, acidos organicos e/ou fitoquelatinas (LUX et al., 2011; RIZWAN, et al., 2016).
Ele também se encontra associado a substancias contendo enxofre, como glutationa,
metalotioneinas e fitoquelatinas. O aumento na sintese de fitoquelatinas esta associada a
exposic¢éo das plantas ao Cd, no qual os complexos Cd-fitoquelatinas séo sequestrados para 0s
vacuolos pelos transportadores NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein)
(LUX et al., 2011; RIZWAN, et al., 2016).

O Cd compete com o Fe pelos sitios ativos de absor¢do na membrana, levando a clorose
(SIEDLECKA; KRUPA, 1999). A imobilizacdo dos elementos traco pelos 6xidos de Fe ndo é
permanente. Esses metais podem retornar ao meio pela reducao dos 6xidos, gerando um grande
impacto aos solos (YIN et al., 2016). O Fe é considerado elemento essencial para a realizagdo
do processo metabolico de todos os organismos vivos. Apesar de ser o quarto elemento mais
abundante na litosfera, o Fe é encontrado em formas ndo disponiveis para as plantas na solucéo
do solo (KOBAYASHI; NOZOYE; NISHIZAWA, 2019).

A proporcao de Fe reduzido (Fe?") ou oxidado (Fe®") e sua biodisponibilidade para as
plantas depende da reacdo e do potencial redox do solo (PRASAD et al., 2006). E exatamente
por causa de sua caracteristica de oxidacao-reducdo, que o Fe participa em diversos processos
enzimaticos, como fotossintese, respiracéo, fixacdo de N. atmosférico, biossintese de clorofila
e fitorménios ((KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012). Sua circulacdo na planta depende de
transportadores especificos para sua forma complexada, possuindo grande afinidade com
moléculas organicas. No xilema o Fe é, geralmente, complexado em Fe-citrato. No floema ele
é quelatado a Fe-nicotinamina. Na semente o vacuolo pode acumular Fe (BRIAT et al., 2007).

O alagamento do solo, durante a producdo de arroz, promove a solubilizagdo de Fe,

podendo o actiimulo de Fe?* na solugéo do solo atingir niveis toxicos para o arroz. Influenciando
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na geragdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e posteriores danos ao metabolismo das
plantas. A sintomatologia tipica de toxicidade por Fe € caracterizada por bronzeamento foliar,
escurecimento das raizes, reducdo no numero de folhas, na altura da parte aérea, no
comprimento da raiz principal, na producdo de massa seca e nos teores de pigmentos
cloroplastidicos (WU et al., 2014). A absorcdo de Fe pelas plantas de arroz (ISHIMARU et al.,
2006) da-se através de duas estratégias. Geralmente a estratégia | € comum nas dicotiledéneas
e monocotiledoneas, com excecdo das gramineas, onde o processo de reducdo do Fe3* ocorre
na rizosfera. O Fe é quelatado por compostos fendlicos secretados pela raiz, tornando-o sollvel
na solugdo do solo. No apoplasto das células epidérmicas da raiz o Fe* presente na solugio do
solo é reduzido a Fe?" pela enzima Fe(l11) redutase. A estratégia Il é adotada pelas gramineas
em geral e consiste na producdo de fitosider6foros responsaveis pela quelacdo do Fe3* e seu
transporte atravées da membrana celular, onde sera reduzido pelas células das raizes
(KOBAYASHI et al., 2019; KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012; SIEDLECKA; KRUPA,
1999).

A baixa concentragdo de oxigénio (O2) na solucéo do solo promove a acidificacdo da
rizosfera, permitindo que o Mn, Fe, Co, Zn e Cd, por exemplo, tornem-se mais soltveis, além
de afetar o0 Mo refletindo na sua menor disponibilidade no meio. Além disso, a atividade da Fe
quelato redutase e do transportador IRT1 (Iron Regulated Transporter) sdo induzidas,
aumentando assim a absor¢do de Mn, Co, Zn e Cd, uma vez que IRT1 possui menos
especifidade por Fe em relagéo a outros transportadores (KIM; GUERINOT, 2007).

O Cd influencia a estratégia | de absorcao de Fe nas plantas, levando a um decréscimo
da atividade das redutases presentes nas membranas das células da raiz e resultando na inducao
de deficiéncia de Fe em plantas expostas ao Cd (Figura 4). A interacdo entre Fe e Cd afeta,
também o transporte do Fe das raizes para as folhas (SIEDLECKA; KRUPA, 1999).Da mesma
forma, o Fe afeta o transporte de Cd das raizes a parte aérea das plantas. Sob estresse provocado
por Cd, as plantas desenvolvem maneiras de imobilizar esse metal nas raizes: formacdo de
compostos quelatizados com aminoécidos, acumulo no vacuolo e células da parede,
precipitacdo na forma de sais insoliveis ou quelatados com &cido citrico ou fitoquelatinas
(SIEDLECKA; KRUPA, 1999).
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Figura 4 — Estratégias de absor¢do de ferro em angiospermas.
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2.3 Nanoparticulas

Nos ultimos anos a hanotecnologia vem sendo utilizada como ferramenta para a reducgéo
dos impactos negativos da contaminacdo do meio por elementos traco, reduzindo os efeitos
deletérios no ambiente (BHATERIA; SINGH, 2019; GONG et al., 2018). Nanomateriais sao
usualmente definidos como particulas com tamanho de 100 nm ou menos, em pelo menos uma
dimensdo (LIN et al., 2014). Nanoparticulas (NPs) magnéticas sdo sistemas formados por
particulas da ordem de nandmetros (10° m) que, por encontrarem-se entre o estado molecular
e atdmico, possuem propriedades fisicas e quimicas bastante diferentes das observadas em
materiais volumosos e/ou massivos. O tamanho dessas NPs é responsavel direto pela sua
interacdo com os materiais no meio, devido a sua grande area superficial (FRANCISQUINI et
al., 2014).

Os efeitos dos nanomateriais nas plantas, bem como a sua transferéncia na cadeia trofica
foram alvo de maiores investigacdes nos ultimos anos. A interacdo entre 0s nanomateriais e
plantas, as respostas fisiolégicas, moleculares, vias de absor¢do, toxicidade e

compartimentalizagdo celular comecgaram a ser melhor esclarecidas (PAGANO et al., 2016;
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SCHWAB et al., 2015; GARDEA-TORRESDEY et al., 2014). Contudo é dificil determinar um
padréo de resposta, tendo em vista a grande variedade de materiais em relacdo ao material de
origem, tamanho e tipo de nanomaterial.

Nanoparticulas de 6xido de Fe (FeNPs) possuem propriedades superparamagnéticas,
alta capacidade catalitica, devido a area superficial e elevada reatividade, além de atividade
antimicrobiana. As propriedades magnéticas das FeNPs se devem ao movimento dos elétrons
ao redor do nudcleo que formam uma magnetizacdo permanente, denominada ferrimagnetismo
(BHATERIA; SINGH, 2019). Os efeitos das FeNPs nas plantas variam desde inibicdo a
promocao da germinacdo, alteraces na eficiéncia fotossintética e sistema antioxidante, bem
como nenhuma influéncia, sendo as respostas bastante relacionadas com o tipo de NP e a
espécie vegetal (MAHAKHAM et al., 2017; KIM et al., 2015; PARIONA et al., 2017;
RIZWAN et al., 2017; SUNDARIA et al., 2019).

2.4 Priming de sementes

A germinacdo pode ser afetada pela exposicéo das sementes a diversas combinagoes de
temperatura e ciclos de hidratacdo e desidratacdo. O priming de sementes pode reduzir o
periodo entre a semeadura e o estabelecimento de plantulas, proporcionando um estande mais
homogéneo, vigoroso e com melhores e maiores produtividades em algumas culturas (MONDO
et al., 2016; FAROOQ et al., 2009).

A germinacdo é caracterizada por um padrdo trifasico, onde a fase | é caracterizada pela
rapida absorcdo de &gua pela semente e inicia-se 0s primeiros momentos de reativacdo do
metabolismo, como o aumento da respiracdo, ativacdo enzimatica, sintese de proteinas a partir
de mMRNA armazenados durante o fim da maturacéo fisiologica (BEWLEY et al., 2013). A fase
Il é acompanhada pela estabilizacdo da absor¢do de &gua e reducdo da respiracdo, sendo
varidveis de acordo com cada espécie e condi¢bes ambientais (BASKIN; BASKIN, 2014).
Nessa fase a semente continua com 0s processos bioquimicos necessarios para a germinacgao,
com a sintese de enzimas, DNA e mRNA iniciados na fase | (BEWLEY et al., 2013). Na fase
I11 o crescimento do embrido torna-se visivel e tem fim com a protusdo do eixo embrionario,
assim completando a germinacdo (BEWLEY et al., 2013).

O priming viabiliza a entrada de agua nas sementes promovendo o inicio das atividades

metabdlicas nas fases iniciais da germinacdo, porém sem atingir a fase Ill. As sementes
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submetidas ao priming sao retiradas do tratamento antes de sua intolerancia a dessecacao tornar-
se critica. Sendo entdo submetidas a um processo de desidratacdo, retornando ao seu peso
inicial, caracterizando assim o procedimento de priming de sementes (FAROOQ et al., 2010).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e caracterizacéo inicial das sementes

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Crescimento e Desenvolvimento
de Plantas (LCDP), pertencente ao Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia
Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e no Laboratorio de Fisiologia do Estresse
Abidtico (LASP), do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Vigosa —
Campus Florestal (UFV/CAF), entre os meses de julho de 2019 a maio de 2020.

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de arroz (Oryza sativa L.), IRGA424 e
IRGA417, classificadas como tolerante e suscetivel a toxicidade por Fe, respectivamente,
produzidas no ano agricola de 2019 e cedidas pelo Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA).
Essas sementes foram acondicionadas em embalagens de papel e armazenadas em refrigerador
com temperatura de = 4 °C, até o inicio dos experimentos. Em todos o0s testes e ensaios as
sementes foram desinfestadas em solugéo de hipoclorito de sodio (NaClO) 10,0%, com adi¢ao
de uma gota de detergente liquido para quebra da tensdo superficial, por 10 minutos e em
seguida submetidas a triplice lavagem em agua deionizada.

Para a caracterizacdo inicial do processo germinativo nas cultivares IRGA424 e
IRGA417, foi determinado o teor de agua das sementes (7,78 e 8,42 %, respectivamente) e
porcentagem de germinacdo (98,0 e 83,0 %, respectivamente). O teor de 4gua das sementes foi
determinado pelo método da estufa a 105 °C (x 3 °C), durante 24 horas, utilizando-se quatro
repeticdes de 25 sementes, totalizando 100 sementes por cultivar (BRASIL, 2009).

Os testes de germinacdo foram realizados com 4 repeticdes de 25 sementes por cultivar,
dispostas em placas de Petri 90 x 15 mm, em papel umedecido com agua deionizada em
quantidade equivalente a 2,5 vezes em relacao ao seu peso seco e reposta com pipetas de Pasteur
a medida que o papel apresentasse brilho opaco. As placas de Petri foram mantidas em camaras
de germinagdo, com temperatura constante de 25 °C (£ 3 °C) e fotoperiodo de 12/12h fornecido

por luz 40 umol fotons m? st (BRASIL, 2009) e dispostas em delineamento inteiramente
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casualizado (DIC). Foram consideradas germinadas as sementes que tiveram a protusao de, pelo
menos, 2 mm do eixo embrionario. As contagens de germinagdo foram realizadas a cada 12
horas, sendo considerada estavel apds quatro avaliagdes consecutivas, obtendo-se a média das
repeticdes em porcentagem.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi determinado durante o teste de
germinacdo e calculado segundo Maguire (1962), > (ni/tj), onde ni € o nimero de sementes
germinadas e ti 0 nimero de dias do ensaio a cada contagem.

As sementes ndo germinadas remanescentes foram cortadas longitudinalmente com
auxilio de pinca e bisturi e submetidas as teste de tetrazolio, com solucéo de 0,5% de cloreto 2-
3-5 trifenil tetrazdlio, em frascos escuros e mantidos em camara de germinagdo com
temperatura de 30 °C (x 3 °C), por 2 horas (BRASIL, 2009), para verificacdo da viabilidade.

Para determinar a curva de embebicéao e o periodo de aplicacdo do priming, as sementes
foram dispostas em DIC, sob temperatura ambiente e fotoperiodo natural, com quatro repeticdes
de 25 sementes para cada cultivar. As sementes de cada repeticdo, previamente pesadas (peso
inicial), foram colocadas em placas de Petri sobre substrato papel umedecido com agua
deionizada em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 peso do substrato seco e posteriormente
fechadas, para reduzir as perdas de agua por evaporacao. Para monitorar a absor¢do de agua
pelas sementes foram realizadas avaliac6es a cada 1 hora, durante um periodo de 35 horas até
a protusdo do eixo embrionario. Ao final de cada intervalo de avaliacdo, as sementes foram
retiradas dos recipientes, superficialmente secas e pesadas, em balanca analitica (precisdo de
0,001g).

A guantidade de agua absorvida foi calculada a partir da seguinte férmula TA = ((Pf—
Pi) / P;) x 100, onde TA ¢ a quantidade de agua absorvida (%), Pi o peso inicial das sementes
(9) e Ps o peso final das sementes em cada intervalo de tempo (g). As fases da embebicdo foram
determinadas de acordo com o tempo necessario para a estabilizacdo da massa.O percentual de
absorcdo de agua nas primeiras horas de embebicdo marcaram a fase | do padréo trifasico de
germinacdo e a partir da sexta hora de embebicdo até 26 horas do inicio do teste, quando as
primeiras sementes comecaram a germinar, foi demarcado o final da fase Il e inicio da fase I11.
Esse incremento discreto no teor de agua durante a fase Il e fase I11 refletiu na massa fresca das
sementes, que permaneceu estavel mesmo apos a germinacdo da maioria das sementes, com 33

horas de embebigdo para ambas cultivares. O percentual maximo de teor de 4gua das sementes,
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de ambas as cultivares, sem que houvesse a protusdo da radicula, foi atingido 25 horas apés o

inicio da embebicdo, sendo entdo demarcado para 10 horas o periodo de priming das sementes.

3.2 Aplicagdo do priming em sementes de arroz e germinagdo em substrato contaminado por
Cd

Para aplicacdo do priming com agua deionizada (hidropriming), 25 sementes de arroz,
com o peso inicial aferido em balanca de precisdo 0,001g, foram colocadas em tubos Falcon
(15 mL), contendo 5 mL de &gua deionizada, protegidas da luminosidade e levadas a mesa
agitadora, com velocidade de agitacdo de 150 rpm, por um periodo de 10 horas. Logo apos, as
sementes foram secas em estufa a 35 °C por um periodo de 24 horas, quando atingiram o
contetdo de agua similar ao inicial, antes do hidropriming.

Em um primeiro ensaio, sementes de arroz nao submetidas (unprimed) e submetidas ao
hidropriming foram dispostas em caixas gerbox de poliestireno transparente, dimensées de 11,0
x 11,0 x 3,5 cm, com 100 g de substrato vermiculita, contaminado por Cd na forma de nitrato
de cadmio (Cd(NOs)2), em concentragdes de 0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 mg L. As
caixas gerbox foram dispostas em camaras de germinacao, com temperatura constante de 25 °C
(£ 3 °C) e fotoperiodo de 12/12h fornecido por luz 40 umol fotons m? s?, por um periodo de
cinco dias. O ensaio foi realizado em DIC, com esquema fatorial 2 x 7 e cinco repeticGes com
25 sementes cada. Os testes de germinacao e indice de velocidade de germinacgéo (IVG), foram
realizados conforme descrito anteriormente.

Apos o periodo de cinco dias, cinco plantulas de arroz por repeti¢do foram selecionadas
aleatoriamente para a avaliacdo das seguintes variaveis morfoldgicas: comprimento e massa
seca da parte aérea, raizes e total. Cada repeticao representou a média dos valores das cinco
plantulas avaliadas. As plantulas foram seccionadas, com o auxilio de estilete, em parte area e
radicular. O comprimento das plantulas foi aferido com régua graduada e os resultados
expressos em centimetros (cm).

Essas plantulas foram acondicionadas em sacos de papel kraft e levadas a estufa de
secagem, com circulacdo de ar, a 70 °C até atingirem peso constante. A massa seca da parte
aerea e radicular das plantulas foi verificada com a pesagem em balanca analitica (precisdo de

0,001g) e a massa total obtida pelo somatdrio das partes. Os valores foram expressos em gramas

(9).
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3.3 Aplicagdo do nanopriming em sementes de arroz, germinacgdo em substrato contaminado
por Cd, fluorescéncia da clorofila a e analises bioquimicas de marcadores de estresse

oxidativo

Foi utilizada solucdo de nanoparticulas (NPs) magnéticas de 0xido de Fe (Fe203), de 5
nm de tamanho, massa molar de 231,53 g mol*, densidade de 1,0 g mlI* a 25 °C, concentracio
de 5 mg ml** em H,0, adquiridas comercialmente (SIGMA-ALDRICH). A solugéo estoque foi
preparada em concentragdo de 500 mg L de NPs de 6xido de Fe (FeNP), com o auxilio de
ultra-sonografia, 100 W e 30 KHz (processador ultra-sdnico UP100H, Hielscher Ultrasound
Technology, Alemanha), aplicada por 15 min, para quebra da agregacdo das NPs em solucéo
aquosa.

Em seguida, 25 sementes de cada uma das cultivares, IRGA424 e IRGA417, com massa
média de 1,124 e 1,087 g, respectivamente, foram colocadas em tubos Falcon (15,0 mL) com
5,0 mL da solucéo de FeNPs em concentrac6es de 0,0 (apenas hidropriming); 12,5; 25,0; 50,0;
100,0; 200,0 e 500 mg L* de FeNP, por um periodo de 10 horas, que corresponde a metade da
fase Il, determinada em ensaio anterior. Apds esse periodo as sementes foram lavadas em agua
deionizada e secas em estufa a 35° C por um periodo de 24 horas, quando atingiram o contetdo
de &gua similar ao inicial, antes do nanopriming.

Sementes submetidas ao hidropriming e nanopriming foram dispostas em caixas gerbox
de poliestireno transparente, dimensdes de 11,0 x 11,0 x 3,5 cm, com 0,100 g de substrato
vermiculita, contaminado por Cd em concentragdo de 5,0 mg L™ de Cd(NOs)2, determinada
com base nos ensaios anteriores. As caixas gerbox foram dispostas em camaras de germinacéo,
com temperatura constante de 25 °C (+ 3 °C) e fotoperiodo de 12/12h fornecido por luz 40
umol fotons m? s, por um periodo de 21 dias. O experimento seguiu DIC, em esquema fatorial
2 X 7 e cinco repeticdes com 25 sementes cada. Durante os cinco primeiros dias foi verificada
a germinacdo e o IVG, conforme descrito anteriormente. As sementes ndo germinadas
remanescentes foram cortadas longitudinalmente com auxilio de pinca e bisturi e submetidas
as teste de tetrazolio conforme descrito anteriormente.

Aos 21 dias de ensaio, foram coletadas aleatoriamente 12 plantulas em cada repetigdo
para avaliacdo das variaveis morfoldgicas: comprimento e massa seca da parte aérea, raizes e

total, conforme descrito previamente. O restante das plantulas foi coletado, envolvidas em papel
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aluminio e acondicionadas em sacos pléasticos, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido
(N2 lig) e armazenadas em ultra freezer & -80 °C para andlises do perdxido de hidrogénio (H20-)
e da peroxidacdo lipidica pela producéo de malondialdeido (MDA).

Os niveis de H.O> foram quantificados pelo método de (VELIKOVA et al., 2000), em
que cada repeticdo foi composta de 0,1 g das plantulas inteiras coletadas, maceradas em N liq
e homogeneizadas com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1%. As amostras foram
centrifugadas por 15 min a 12.000 g a 4 °C, sendo a reacgéo realizada com tampéo fosfato de
potassio (KH2PO4) 10mM, pH 7,0 e iodeto de potéssio (KI) a LM. As amostras foram analisadas
em espectrofotdmetro com leitura da absorbancia a 390 nm e os niveis de H20, foram
quantificados por meio de curva padréo.

A quantificacdo de MDA foi determinada conforme descrito por Du & Bramlage (1992),
cada repeticdo constituida por 0,100 g das plantulas inteiras, maceradas em N liquido e
homogeneizadas com 1 mL de etanol 80%, em triplice extragdo. A reacéo foi realizada com 1
mL de TCA 20%, 0,65% de &cido tiobarbitdrico (TBA) e 0,01% de betahidroxitolueno (BHT).
A estimativa da peroxidacdo lipidica foi medida a partir da leitura espectrofotdometro a 600, 440
e 532 nm para contabilizacdo de interferentes.

Duas plantulas de cada repeticdo foram utilizadas para avaliacdo da fluorescéncia da
clorofila a, que foi medida na ultima folha totalmente expandida, alocando-as juntas para
preenchimento da area da pinca do fluorémetro modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich,
Germany). Apoés aclimatacdo no escuro por no minimo 30 minutos, foi determinada a
fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm), utilizando-se a luz de medicdo menor
que 1,0 pmol m? st e pulso de luz saturante de 12000 pmol m? s por 0,8 segundos,
respectivamente. A partir desses dados foi determinada a eficiéncia quantica maxima do PSII
(FW/Fm = (Fm — Fo)/[Fm) (GENTY; BAKER; BRIANTAIS, 1989).

3.4 Resisténcia a toxicidade de Cd induzida por hidro e nanopriming em plantas de arroz

Ap0s 0s ensaios iniciais para determinacdo da concentracdo de Cd para contaminagéo
do solo e concentracdo de FeNPs para o nanopriming, foi conduzido um experimento em casa
de vegetagcdo no Campus Florestal (UFV/CAF), em Florestal - MG, localizada a latitude 19°
53' 227 sul, longitude de 44° 25' 57” oeste, altitude 776 m, no periodo de setembro de 2020 a

janeiro de 2021. De acordo com Koppen, a classificacdo do clima é Aw, cujo verdo tem mais
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pluviosidade que o inverno, com temperatura media de 21,5 °C e pluviosidade média de 1434
mm anual. Durante o periodo experimental a temperatura maxima, média e minima dentro da
casa de vegetacdo foi de 45,7; 36,5 e 15,8 ° C, respectivamente.

As cultivares IRGA 424 e IRGA417 foram submetidas a experimentos em arranjo
fatorial 2 x 3 e 5 repeticGes, com duas condi¢Oes de solo (contaminado com Cd e controle) e
trés condicionamentos de sementes (Tabela 1). O experimento foi distribuido em delineamento
em blocos casualizados (DBC) com cada unidade experimental compostas por duas plantas,

contabilizando 60 unidades experimentais (vasos).

Tabela 1 — Descri¢do do arranjo fatorial e tratamentos aplicados em cada uma das cultivares
de arroz (Oryza sativa L.). Sementes ndo submetidas ao priming — unpriming;
sementes submetidas ao hidropriming; sementes submetidas ao nanopriming (100
mg L FeNPs).

Condicéo do Solo Condicionamento da semente
Unpriming
N&o contaminado Hidropriming
Nanopriming
Unpriming
Contaminado 5,0 mg L™ Cd(NOs) Hidropriming
Nanopriming

O solo utilizado foi coletado em area de varzea da Universidade Federal de Vigosa —
Campus Florestal (UFV/CAF). A analise quimica foi feita a partir de uma amostra composta,
de acordo com RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ (1999). As propriedades quimicas do
solo foram entdo determinadas: pH = 6,27 (pH em agua, KCl e CaCl — Relacéo 1:2,5), P = 29,2
mg dm?3, K =262,0 mg dm™ (P e K - extrator Mehlich-1), Ca2* = 8,52 cmol. dm, Mg?* = 1,28
cmole dm3, AR* = 0,0 cmol. dm? (Ca2*, Mg2* e AB* - extrator KCI 1 mol L), H+AIl = 2,1
cmolc dm (extrator de Acetato de Célcio 0,5 mol L™ — pH 7,0), SB = 10,47 cmol. dm (soma
de bases trocaveis), t = 10,47 cmol. dm™ (capacidade de troca catidnica efetiva), T = 12,57
cmole dm (capacidade de troca catidnica a pH 7,0), V (indice de saturagdo por bases) = 83,3
%, m = 0,0 % e P-rem = 23,0 mg L (fsforo remanescente).

Para contaminacgdo do substrato foi preparada uma solucdo estoque com Cd(NOs)2, na
concentragdo de 5,0 mg L7, e aplicada no solo até a sua completa saturacdo, quando uma
lamina de solugdo de cerca de 2 mm formou-se na superficie dos vasos, dias antes da semeadura.
Também foi determinada a capacidade de campo do solo (VEIHMEYER; HENDRICKSON,
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1931) e entdo as sementes de arroz foram semeadas. A cobertura com lamina de agua entre 2,0
e 4,0 cm foi iniciada ap6s o desbaste das plantas, ocorrido em V3 e mantida durante todo o ciclo
da planta, exceto durante a colheita dos gréos, quando 15 dias antes foi cortado o fornecimento
de &gua nos vasos. A adubacdo foi feita de acordo com os resultados da anélise de solo e
necessidades da cultura, no momento da semeadura. A aplicacdo de nitrogénio foi feita na forma
de ureia (NH*"), na semeadura e em cobertura, quando as plantas estavam em estadio Ve
(iniciagdo da panicula), conforme recomendagéo da Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado
(SOSBAI, 2018).

N&o houve necessidade de qualquer controle de insetos ao longo do experimento e 0
controle de plantas daninhas foi realizado por arranquio e posteriormente pelo controle da
inundag&o dos vasos.

Foram semeadas dez sementes de arroz em vasos de 5,0; 10,0 e 20,0 litros utilizados
para as coletas destrutivas a medida do desenvolvimento das plantas. Foi realizado o desbaste
em V3, permanecendo duas plantas por vaso. Em cada um dos seguintes estadios fenologicos:
V3 (inicio do perfilhamento), Ve (apds a adubagéo de cobertura), R: (diferenciagéo da panicula),
R4 (antese), R7 (maturacéo fisiologica) e Ry (colheita), as plantas foram avaliadas em relagéo
ao crescimento. Foram avaliadas as variaveis: comprimento radicular, com régua graduada
milimetrada, com resultados expressos em cm; area foliar, onde as laminas foliares foram
capturadas por camera no dispositivo CamScan e logo em seguida medidas em software de
imagens Image J, com resultados expressos em cm?; a massa seca da parte aérea (paniculas e
gréos), raiz e total, apos, secagem das plantas em estufa com circulacdo de ar, a 70 °C. As
plantas coletadas nos estadios R7 e Ry tiveram contabilizados também o nimero de paniculas
por planta e a massa de grdos por planta (12% de umidade/gréos).

As avaliacdes dos teores relativos de clorofila (clorofila total) foram feitas com auxilio
do medidor portétil de clorofila ClorofiLOG (Falker, Brasil). A avaliacao foi realizada na folha
bandeira, no estadio reprodutivo Ri, através da média de trés medidas realizadas na porcgao
central folha.

As analises de trocas gasosas: assimilacdo liquida de CO; (A); condutancia estomatica
(9s), transpiracdo (E) e razdo entre a concentracdo interna e externa de CO; (Ci/Ca) foram
realizadas no estadio fenoldgico Ri (antese), no terco médio da folha bandeira, para cada
individuo, durante o periodo da manhd, entre 7 e 11:30 horas, com auxilio de um analisador de

gases no infravermelho, modelo LI1-6400xt (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). A luz foi
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fornecida em uma densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) de 1500 pmol m? s,
com é&rea foliar (cm?) corrigida de acordo com o tamanho das folhas. As avaliagbes foram
realizadas com auxilio de sistema de controle de CO2 (modelo 6400-01, Li-Cor Inc.), com
concentracdo de 400 umol mol 1, taxa de fluxo de 500 mmol s e temperatura do bloco de
28°C.

Nas mesmas folhas em que foram feitas as medicOes de trocas gasosas, foram efetuadas
medicdes das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, com o auxilio de um fluorémetro de
pulso modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Apos aclimatacdo do tecido
vegetal ao escuro por pelo menos 30 minutos, foram feitas medicdes da fluorescéncia inicial
(Fo) e fluorescéncia maxima (Fm). Os valores obtidos foram utilizados para a determinagédo da
eficiéncia quantica maxima do fotossitema Il (PSII), (Fv/Fm) (GENTY; BAKER; BRIANTAIS,
1989), conforme descrito anteriormente. Apos a determinacdo de Fv/Fm, 0 tecido vegetal foi
exposto por 30 segundos a densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) de 1500 umol
m?2 s Apds o periodo de iluminacdo foi aplicado um pulso de luz saturante, para a
determinacdo das variaveis: F — fluorescéncia em steadystate, antes do pulso de luz saturante;
Fm — fluorescéncia maxima do tecido vegetal iluminado. Também foram calculadas as
variaveis: ¢PSIl = (Fm—F)/ Fn — rendimento quéntico efetivo do PSIlI (GENTY; BAKER,;
BRIANTAIS, 1989); e NPQ = Fm - Fn/ Fm - coeficiente de dissipagdo ndo-fotoquimico
(BILGER; BJORKMAN, 1990); ETR= 0,5 x IA x ¢PSII x DFFF — taxa de transporte de
elétrons, em que 0,5 é a proporcdo de fotons destinado aos dois fossistemas (MELIS et al.,
1987) e 1A ¢ a absorbancia foliar.

Amostras de 0,100 g de folhas reduzidas a particulas menores que 1mm, com auxilio de
moinho de facas de aco inox, para a determinacéo dos teores de Fe e Cd, atraves de digestao
nitroperclérica. Ao material vegetal moido e pesado foram adicionados 10 mL da mistura de
acido nitrico (HNOs) + acido perclorico (HCIO4) na proporcéo 4:1 dentro de capela de exaustéo.
Inicialmente foi realizada a pré-digestdo do material com a adicdo do HNO3z em pernoite por 12
horas. O material pré-digerido foi levado em bloco digestor e quando atingiu a temperatura de
95 °C foi acrescido 0 HCIO4, logo em seguida a temperatura elevada gradativamente até atingir
165 °C. Quando o extrato atingiu uma coloracao cristalina suavemente amarelada, a solucao foi
retirada do bloco digestor para esfriar e posteriormente o volume foi completado com agua
deionizada para 25 mL (SARRUGE; HAAG, 1974). Os teores de Fe e Cd foram quantificados
por espectrofotometria de absorcéo atbmica (MALAVOLTA et al., 1989).
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3.5 Analise estatistica

Todos os experimentos de caracterizagdo da germinacdo e crescimento inicial foram
conduzidos em DIC. Os niveis do fator quantitativo foram testados pela analise de regressao,
verificando a significancia do maior grau do polindmio e os niveis qualitativos foram avaliados
por teste F, ANOVA, utilizando o software R (R CORE TEAM, 2021), pacote ExpDes.pt
(FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2021). O experimento em casa de vegetacao foi
conduzido em DBC, em esquema fatorial 2 x 3 para cada cultivar, sendo duas condicdes de solo
e trés condigdes de priming, com 5 repeticbes. Para as variaveis morfoldgicas, os seis estadios
fenoldgicos avaliados foram inseridos em sub-parcelas. Os testes estatisticos foram feitos por
teste F (ANOVA) e quando significantes realizados os testes de média via teste Tukey a 5% de
significancia, utilizando-se o software de anélises estatisticas R (R CORE TEAM, 2021), pacote
ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2021) para analise de todos os dados.
Os gréaficos foram construidos a partir do software Sigma Plot, versdo 14.0 (SYSTAT
SOFTWARE INC, 2017).

4 RESULTADOS

4.1 Condicionamento de sementes (priming) e efeitos do Cd e nanoparticulas de éxido de Fe

(FeNP) na germinacéo e no crescimento inicial de arroz

As sementes de arroz (Oryza sativa L.) das cultivares IRGA424 e IRGA417,
apresentaram germinacdo de 96,13 e 96,02 %, respectivamente, em substrato ndo contaminado
por Cd (Figura 5 A e B). As sementes das cultivares IRGA424 e IRGA417 que ndo foram
submetidas a condicionamento (unprimed, UP), demonstraram reducdo da porcentagem final
de germinacdo a medida que a concentracdo de Cd aumentou, com valores de 43 e 41%,
respectivamente, na concentracdo de 100 ppm (Figura 5 A e B). As sementes de ambas as
cultivares quando submetidas ao condicionamento por hidropriming (HP) ndo apresentaram
diferenca significativa na porcentagem de germinagdo em todas as condi¢des de contaminacao
do substrato (Figura 5 A e B).
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Ocorreu reducédo significativa do IVG das sementes UP em ambas as cultivares, a
medida que as concentragfes de Cd aumentaram (Figura 5 C e D). Para a cultivar IRGA424
ndo houve diferenca para o IVG nas diferentes concentragdes de Cd quando as sementes
condicionadas ao HP (Figura 5 C). Ja a cultivar IRGA417 apresentou variacdo no 1IVG nas
sementes expostas ao HP, de acordo com o aumento nas concentragdes de Cd, com o maior
valor de IVG em 50,0 ppm de Cd no substrato (Figura 5 D).

As plantulas de ambas as cultivares oriundas de sementes HP, apresentaram os maiores
valores de comprimento radicular nas concentracdes de 0, 2,5 e 5,0 ppm de Cd em relacdo ao
tratamento com UP. Entretanto, as plantulas advindas de sementes UP apresentaram os maiores
comprimentos radiculares nas doses de 50,0 e 100,0 ppm de Cd, em relac&o ao tratamento HP
(Figura5 E e F).

As sementes expostas ao HP de ambas cultivares resultaram em plantulas com menor
massa seca total (Figura 5 G e H) quando comparadas as das sementes UP. Porém, somente a
cultivar IRGA417 nas condigdes de contaminacdo de vermiculita com 2,5 e 5,0 ppm de Cd
apresentam valores iguais para massa seca total das plantulas oriundas de sementes UP e HP.

A partir desses resultados, foi determinada a concentracdo de 5,0 ppm Cd para

contaminacdo dos substratos a serem usados em ensaios posteriores.
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Figura 5 — Porcentagem de germinacdo (A e B), indice de velocidade de germinacédo (IVG) (C
e D), comprimento radicular (E e F) e massa seca total de plantulas (G e H) das
cultivares de arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 e IRGA417 condicionadas ou nao
ao hidropriming (HP e UP, respectivamente) e semeadas em vermiculita sob
diferentes concentragdes de cadmio.
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haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras mailsculas comparam os tratamentos com condicionamento das
sementes (UP e HP) e letras mindsculas comparam os efeitos das concentracdes de Cd nos parametros obtidos
em UP e HP isoladamente. Fonte: do autor (2021).

As sementes de ambas as cultivares foram semeadas em vermiculita contaminada com
5,0 ppm de Cd, apds serem submetidas ao nanopriming (NP) com nanoparticulas de 6xido de
ferro (FeNP) nas concentracdes de 12,5 a 500,0 ppm e ao hidropriming (0 ppm de FeNP)
(Figura 6).

O IVG foi significativamente diferente entre as cultivares IRGA424 e IRGA417 (Figura
6 A), com excecdo das concentracdes de 0 e 25,0 ppm de Fe. O rendimento quantico maximo
do fotossistema Il (Fv/Fm) nas folhas das plantulas oriundas de sementes HP (Figura 6 B) foi
menor somente na cultivar IRGA417 na dose de 0 ppm em relacdo as demais concentracdes de
FeNP.

O comprimento radicular da cultivar IRGA417 foi maior em todas as concentracfes de
FeNP em relacdo a IRGA 424 (Figura 6 C). N&o foram observadas diferencgas significativas
entre as concentracdes de FeNP ou em relacdo a interagdo. A massa seca total das plantulas
(Figura 6 D) ndo apresentou diferencas significativas em ambas as cultivares em quaisquer
condicdes de aplicacdo de FeNP nas sementes.

As cultivares diferiram entre si no teor de H.0, e MDA. Nas concentracdes de 50,0 e
100,0 ppm de FeNP, em que a IRGA424 apresentou valores maiores de H>O dentre as
concentracdes de FeNP (Figura 6 E). Os teores de MDA foram maiores nas doses de 12,5 e
50,0 a 500,0 ppm de FeNP para a cultivar IRGA417 em relacdo a IRGA424 (Figura 6 F).
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Figura 6 — Indice de velocidade de germinacdo (IVG) (A), rendimento quantico maximo do
PSII (Fv/Fm) (B), comprimento radicular (C), massa seca total (D), perdxido de
hidrogénio (H-0:) (E) e peroxidacdo lipidica da membrana (MDA) (F) de plantulas
das cultivares de a arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 e IRGA417 submetidas a
nanopriming em diferentes concentracGes de nanoparticulas de oxido de ferro
(FeNP) na presenca de substrato contaminado por 5 ppm de Cd.
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ANOVA e ™ indica ndo haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras maitsculas comparam as

cultivares e letras minusculas comparam os efeitos das concentracfes de FeNP em cada cultivar.
Fonte: do autor (2021).

Com base nos resultados apresentados na Figura 6, foi determinada a concentragédo de

100,0 ppm de FeNP para o nanopriming das sementes de arroz (Oryza sativa L.).
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4.2 Crescimento das plantas de arroz em substrato contaminado com Cd

N&o houve diferenca significativa na MST, AF e CR em funcdo dos diferentes
tratamentos com priming durante todo o crescimento das plantas da cultivar IRGA424. Contudo
em relacdo a contaminacdo do solo, as plantas cultivadas em solo contaminado por Cd no
estadio V3, apresentaram MST, AF e CR maiores que as plantas cultivadas em solo controle,
sendo o contrério observado no estadio R7 para AF e no estadio Rg para MST e CR. Em Rg as
plantas cultivadas em solo controle e expostas ao HP obtiveram MST até 62,34 % maior que
aquelas cultivadas em solo contaminado por Cd (Tabela 2). O comprimento radicular das
plantas do cultivar IRGA424 no solo contaminado por Cd foi menor para o tratamento UP e NP
nos estadios Ri1 e Ry, respectivamente (Tabela 2).

A cultivar IRGA417 apresentou diferenca significativa em relagdo ao priming das
sementes nos estadios de desenvolvimento vegetativo avaliados (V3 e Vg), porém néo resultou
em diferencas significativas nos estadios reprodutivos. Plantas advindas de sementes
condicionadas ao NP apresentaram 0s menores valores de MST no estadio Vs,
independentemente da contaminacdo do solo, porém a presenca de Cd no solo reduziu a MST
neste tratamento. Em Vs 0s maiores valores de MST foram obtidos nas plantas de sementes UP,
principalmente quando cultivadas na presenca de Cd no solo, com MST maior quando
comparado ao controle (Tabela 2). As plantas da cultivar IRGA417 quando obtidas sem
condicionamento das sementes (UP), em solo contaminado por Cd apresentam oS menores
valores de MST nos estadios R1 e R7. Em Ry, as plantas obtidas sem condicionamento das
sementes (UP) apresentaram maior MST quando cultivadas em solo contaminado por Cd. As
plantas oriundas de sementes com os demais tratamentos de priming (HP e NP) apresentaram
maior massa quando cultivadas em solo controle (Tabela 2).

Ao longo do desenvolvimento as plantas da cultivar IRGA424 oriundas das sementes
UP e HP acumularam maior MST em Rg, independentemente da contaminagéo do solo por Cd.
Entretanto quando submetidas a NP, as plantas cultivadas em solo contaminado por Cd
obtiveram as maiores MST em Ry e Rs. A cultivar IRGA417 quando oriundas de sementes UP
e cultivadas em solo ndo contaminado por Cd acumularam maior MST em R4, R7 € Rg. Ao

serem cultivadas em solo contaminado, a maior MST das plantas de sementes UP foi em Ro.
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Nos condicionamentos HP e NP as maiores MST foram em Rg, independetemente da
contaminagéo do solo.

A AF da cultivar IRGA417 apresentou maiores valores no estadio R4 (florescimento)
para as plantas oriundas do condicionamento com NP, seguido por HP e UP, independemente
das concentracdes de Cd no solo. No estadio V3, as plantas obtidas apds o HP apresentaram
maiores AF em condicdes de solo contaminado, sendo em NP o oposto. A AF das plantas no
estadio Vs foi maior quando cultivadas em solo contaminado por Cd, independente do priming,
sendo o oposto do que observou-se em Ri. Ao longo do desenvolvimento, a maior AF foi
observada em R4 para ambas as cultivares, seguidas por R1 e R7, e com 0s menores valores em
Ve e V3, respectivamente e independentemente do priming e contaminacgéo do solo (Tabela 2).

Os maiores valores de CR foram observados para a cultivar IRGA417 exposta ao HP,
seguidas por UP e NP, independente da contaminacdo do solo. Os maiores CR das plantas
oriundas da cultivar IRGA417, independente da contaminagdo do solo e priming, foram
observados em Ry e decrescendo até Vs, ao longo do crescimento. J& as plantas da cultivar
IRGA424 quando em NP e solo contaminado por Cd, atingiram o maior CR a partir de Ve. Em
UP, solo ndo contaminado, os maiores dados de CR ocorreram em Vs e R7, ao longo do
crescimento. O estadio R7 representou o maior CR para a cultivar IRGA417 nas condigdes de
UP, solo contaminado, HP, independentemente da contaminacdo do solo e NP, solo nédo

contaminado (Tabela 2).
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Tabela 2 — Massa seca total (MST), area foliar (AF) e comprimento radicular (CR) das
cultivares de arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 e IRGA417 em diferentes estadios

fenoldgicos.
MST (g)
. . uUpP HP NP

Cultivar | Estadio | 501 cd.0] | cdo.o]  cdB0] | Cd00]  Cd[5.0]
Vs 0.043%" 0.068"" | 0.058""  0.061°" | 0.050""  0.069"¢
Vs 0.593 0.978~ | 0.894%  0.887AY | 0.808"  0.9027¢
IRGA424 R: 4.9574° 5.2174° 3.3974¢ 2.913%¢ 4.049"° 4.755"°
R4 34.453%  36.4597%° | 47.968"°  38.284"° | 47.584"°  80.901*
Ry 43.622°°  41.3527% | 46.494"°  50.576"° | 42.049%°  23.492%°
Ro 70.151%"  64.394%" | 112.170%" 69.926"%" | 105.461°" 54.679""
Vs 0.077/¢ 0.070% | 0.062"¢ 0.077% | 0.061%"  0.0398¢
Ve 0.867°° 1.435%9" | 0.824°B%" 1 .336"B%" | 0.6528%"  0.812B%"
IRGA4L7 R1 6.492°%" 4.466" | 4.630°° 5.4344¢ 5.358"° 5.320"°
R4 41.100" 38.7327 | 23.458"°  27.7327° | 37.123"°  34.536"°
R7 51.360%"  23.799""" | 36.681%"  36.482°° | 35.308"°  42.140"
Ro 82.602°"  91.773" | 108.900%" 65.948"%" | 104.171°% 77.284""

AF (cm?)
\VA 6.58A" 11.904" | 920"  11.34A" | 8.13A"  11.57A"
Vs 77.98%¢ 150.34"° | 176.35%¢  150.51"° | 116.25%° 153.67%¢
IRGA424 R1 521.44%° 550.53%° | 530.06"° 415.21"° | 396.76"°  477.06"°
Rs 946.74% 792.51% | 993.47%% 1183.52"% | 951.69"%  844.58"
R7 463.16""  332.45%" | 495.00"" 407.39"%" | 562.19%"  236.40""
Vs 11.92A 12.60% | 9.12A%  13.38A% | 10.97A"  7.17A"
Vs 116.81°  180.40°¢" | 121.61°° 181.30"°" | 97.43%  111.38"
IRGA417 R1 499.547"  301.02°" | 587.92°%" 381.84"%" | 497.16""" 362.41""
Rs 783.2652 717.96% | 794.96"%% 846.337%2 | 1153.78% 1113.12"°
R7 479.24"° 301.52”° | 433.61"° 386.19"° | 295.80"°  409.29"°

Cp Raiz (cm)
Vs 6.88°°" 11.64% | 6.76"  10.96" | 6.50° 9.97/%"
Vs 21.387%® 18.02°° | 18.68"°  18.48"% | 17.46"° = 19.98"
IRGA424 R1 19.944 15.70%¢" | 17.56"°  16.04"°¢ | 17.10%  17.96"
Rs 16.00%° 19.60%° | 21.00%%  19.00" | 19.20"°  18.70"
R7 26.20M 25.80% | 2550%  24.46" | 29.00%"  22.30%
Vs 8.4178d 7.4778¢ 9.52Ad 9.15”¢ 7.148¢ 6.418¢
Vs 15.46~ 20.48%" | 17.26°  20.26""" | 15.82°  19.00"""
IRGA417 Ry 16.327° 15.56"° | 16.40%°  17.06"° | 16.88"°  16.48"°
R4 19.30%° 18.10%¢ | 19.40%°  17.20" | 21.00"°  20.70"*°
R7 22.70% 26.00% | 26.60"  2570" | 21.00" = 25.00"

Legenda: Os dados representam as médias de 5 (cinco) repeti¢des. Sendo as sementes UP aquelas ndo
submetidas ao priming, HP submetidas ao hidropriming e NP as sementes submetidas ao nanopriming
(100,0 ppm de FeNP); Cd[0,0] indica o solo ndo contaminado e Cd[5,0] faz referéncia ao solo
contaminado por 5,0 ppm de Cd. O asterisco (*) compara as médias dos parametros obtidos pela
contaminacdo do solo por Cd, letras maitsculas comparam as médias dos pardmetros obtidos entre os
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condicionamentos das sementes (priming) em cada cultivar e letras mintsculas comparam as médias
dos parametros obtidos ao longo do desenvolvimento das plantas em UP, HP e NP isoladamente para
as condicGes de contaminagdo ou ndo do solo. Fonte: do autor (2021).

4.3 Teores de ferro e cddmio em plantas de arroz

Os teores de Fe na cultivar IRGA424 ndo diferiram entre os tipos de priming e as
condicdes de contaminacdo do solo (Figura 7 A). Os maiores teores de Fe foram verificados
em plantas da cultivar IRGA417 sem condicionamento das sementes (UP) e cultivadas em solo
controle (Figura 7 B).

Os teores de Cd somente foram detectados na cultivar IRGA424 quando cultivada em
solo contaminado, sem diferencas significativas entre as condigdes de priming (Figura 7 C e
D).
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Figura 7 — Teores de ferro (A e B) e cadmio (C e D) nas folhas das cultivares de arroz (Oryza
sativa L.) IRGA424 (A e C) e IRGA417 (B e D) em estadio reprodutivo Ry, obtidas
apos condicionamento das sementes em hidropriming (HP), nanopriming (NP) e
sem condicionamento (UP) e cultivadas em solo sem contaminagdo por Cd
(Controle) e contaminado por 5 ppm de Cd (Cd).
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Colunas indicam as médias e as barras o erro padrdo de 5 (cinco) repeticdes. O asterisco (*) representa
diferenca significativa para os fatores isolados e a interagio Priming x Cd no resumo da ANOVA e N
indica ndo haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras mailsculas comparam as médias dos
parametros obtidos entre os condicionamentos, sendo eles UP (sementes ndo submetidas ao priming),
HP (sementes submetidas a hidropriming) e NP (sementes submetidas a nanopriming) em cada
cultivar; letras minGsculas comparam as médias dos parametros obtidos em UP, HP e NP isoladamente
de acordo com contaminagéo ou ndo do solo por Cd. Fonte: do autor (2021).

4.4  Alteraces fotossintéticas em plantas de arroz em substrato contaminado com Cd

A taxa fotossintética da cultivar IRGA424 ndo foi afetada pelos tratamentos (Figura 8
A). As condicGes de priming ocasionaram alteracGes significativas somente na cultivar
IRGA417, que apresentou maior A nas plantas oriundas do NP, seguidas por HP e UP ,
independente da contaminacao do solo por Cd (Figura 8 B). Nao foram observadas diferencas
significativas em funcdo do priming e da contaminacédo do solo com Cd para as demais variaveis

de trocas gasosas (Figura8 C, D, E, F, G e H).
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Figura 8 — Fotossintese liquida A (A e B), condutancia estomatica gs (C e D), transpiracdo
foliar E (E e F) e razdo CO; interno/ambiente (Ci/Ca) (G e H) nas folhas das
cultivares de arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 (A e C) e IRGA417 (B e D) em
estadio reprodutivo R, obtidas ap6s condicionamento das sementes em
hidropriming (HP), nanopriming (NP) e sem condicionamento (UP) e cultivadas
em solo sem contaminacgéo por Cd (Controle) e contaminado por 5 ppm de Cd.

IRGA424 IRGA417
40.0 1Priming A | Priming* = Controle Bl 400
cd cd* = Cd
Priming x Cd"® Priming x Cd"®
f: 30.0 ts0.0 &
Qg é
o) 0
(@]
8 200 a0 S
© 3.
N
£ g
< =
< 100 L 100 <
0.0 oo
1.0 1o
Priming x Cd"® Priming x Cd"®
<G 0.8 Los &
t}l"’ e Aa g
g 0.6 1 Los T
o N
: e
g 04 04 1N
£ ;
3 %
0.2
0.0
Priming
10.0 1 cgns
Priming x Cd"®
4 8o m
; =
<\“E Aa Aa 3
o) 6.0 &
i\‘ (@]
© 3.
£ 40 .
E "
w R
2.0 1
0.0
Priming"®
1.0 {cghs
Priming x cd™s
Aa Aa
0.8 -
[0 4
8 06 o
3 %)
© Q
0.4 1
0.2
0.0

up HP NP

Priming Priming



41

Colunas indicam as médias e as barras o erro padrdo de 5 (cinco) repeticdes. O asterisco (*) representa
diferenca significativa para os fatores isolados e a interagdo Priming x Cd no resumo da ANOVA e N
indica ndo haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras mailsculas comparam as médias dos
parametros obtidos entre os condicionamentos, sendo eles UP (sementes ndo submetidas ao priming),
HP (sementes submetidas a hidropriming) e NP (sementes submetidas a nanopriming) em cada
cultivar; letras mintsculas comparam as médias dos parametros obtidos em UP, HP e NP isoladamente
de acordo com contaminagéo ou ndo do solo por Cd. Fonte: do autor (2021).

Né&o houve diferencas significativas para os indices de clorofila total (Figura 9 A e B),
rendimento quantico maximo do PSII (Figura 9 C e D), rendimento quéntico efetivo do PSII
(drsu) (Figura 10 A e B), taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 10 C e D) e quenching
ndo-fotoquimico (NPQ) (Figura 10 E e F), nas cultivares de arroz em funcdo das diferentes

condicdes de priming e da contaminacdo do solo com Cd.

Figura 9 — Indice de clorofila total (A e B) e rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm)
(C e D) nas folhas das cultivares de arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 (A e C) e
IRGA417 (B e D) em estadio reprodutivo R1, obtidas apds condicionamento das
sementes em hidropriming (HP), nanopriming (NP) e sem condicionamento (UP)
e cultivadas em solo sem contaminacgéo por Cd (Controle) e contaminado por 5 ppm

de Cd.
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ICF — indice de clorofila Falker. Colunas indicam as médias e as barras o erro padrao de 5 (cinco)

repeticdes. O asterisco (*) representa diferenca significativa para os fatores isolados e a interacdo

Priming x Cd no resumo da ANOVA e ™ indica ndo haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras
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maiusculas comparam as médias dos parametros obtidos entre os condicionamentos, sendo eles UP
(sementes ndo submetidas ao priming), HP (sementes submetidas a hidropriming) e NP (sementes
submetidas a nanopriming) em cada cultivar; letras mintsculas comparam as médias dos parametros
obtidos em UP, HP e NP isoladamente de acordo com contaminacgdo ou ndo do solo por Cd. Fonte: do
autor (2021).

Figura 10 — Rendimento quantico efetivo do PSII (®PSII) (A e B), taxa de transporte de
elétrons (ETR) (C e D) e quenching ndo-fotoquimico (NPQ) (E e F) nas folhas
das cultivares de arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 (A e C) e IRGA417 (B e D)
em estadio reprodutivo Ri, obtidas ap6s condicionamento das sementes em
hidropriming (HP), nanopriming (NP) e sem condicionamento (UP) e cultivadas
em solo sem contaminacgéo por Cd (Controle) e contaminado por 5 ppm de Cd.

IRGA424 IRGA417
Priming™® A|Priming™® = Controle B
0.30 {cgMs cd™® . Cd + 0.30
Priming x Cd"® Priming x Cd"$
0.25 - ra L 0.25
Aa Aa
0.20 A Aa 0.20
_ Aa Aa
5 5
* 0.15 015 2
0.10 A 0.10
0.05 A r 0.05
0.00 r 0.00
Priming™® C|Priming"® D
200.0 {cg™s Ca* L 200.0
Priming x Cd"® Priming x Cd"“®
Aa Aa
150.0 4 Aa r 150.0
Aa Aa
o m
pus 5
& 1000 100.0 ®
50.0 A r 50.0
0.0 r 0.
Priming™® E| Priming"® 00
1.6 {cg™® cas r1.6
Priming x Cd"® Priming x Cd"®
1.4+ F1.4
1.2 4 r12
1.0 1 r 1.0
8’ Aa Aa Aa %
Z 08 Aa na na o8 ©
0.6 1 r 0.6
0.4 4 r 0.4
0.2 A r 0.2
0.0 - 0.0
uP HP NP uP HP NP
Priming Priming

Colunas indicam as médias e as barras o erro padréo de 5 (cinco) repeticdes. O asterisco (*) representa
diferenca significativa para os fatores isolados e a interacio Priming x Cd no resumo da ANOVA e N
indica ndo haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras maiusculas comparam as médias dos
parametros obtidos entre os condicionamentos, sendo eles UP (sementes ndo submetidas ao priming),
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HP (sementes submetidas a hidropriming) e NP (sementes submetidas a nanopriming) em cada
cultivar; letras mintsculas comparam as médias dos parametros obtidos em UP, HP e NP isoladamente
de acordo com contaminagéo ou ndo do solo por Cd. Fonte: do autor (2021).

4.5 Produtividade de cultivares de arroz oriundos de tratamentos com priming e cultivados

em solo contaminado com Cd

A cultivar IRGA417 apresentou maior nimero de paniculas por planta em relagdo a
IRGA424 (Figura 11 A e B), porém sem diferencas na massa de graos por planta (Figura 11 C
e D). A cultivar IRGA424 apresentou menores valores de massa de graos por planta em solo
contaminado, somente na condi¢do de hidropriming e nanopriming (Figura 11 C). A cultivar
IRGA417 nao apresentou diferencas significativas para a massa de grdos por planta em

quaisquer condicdes de priming e contaminacéo do solo (Figura 11 D).

Figura 11 — Numero de paniculas por planta (A e B) e massa de graos por planta (C e D) das
cultivares de arroz (Oryza sativa L.) IRGA424 (A e C) e IRGA417 (B e D),
obtidas ap0s condicionamento das sementes em hidropriming (HP), nanopriming
(NP) e sem condicionamento (UP) e cultivadas em solo sem contaminacéo por Cd
(Controle) e contaminado por 5 ppm de Cd.
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Colunas indicam as médias e as barras o erro padrdo de 5 (cinco) repeticdes. O asterisco (*) representa
diferenca significativa para os fatores isolados e a interagdo Priming x Cd no resumo da ANOVA e N
indica ndo haver diferenca significativa (P < 0.05). Letras maitsculas comparam as médias dos
parametros obtidos entre os condicionamentos, sendo eles UP (sementes ndo submetidas ao priming),
HP (sementes submetidas a hidropriming) e NP (sementes submetidas a nanopriming) em cada
cultivar; letras mintsculas comparam as médias dos parametros obtidos em UP, HP e NP isoladamente
de acordo com contaminacao ou ndo do solo por Cd. Fonte: do autor (2021).

5 DISCUSSAO

A toxicidade do Cd nos solos cultivados com arroz constitui uma séria ameaca a saude
humana através de sua transferéncia na cadeia alimentar e potencial magnificacdo trofica. A
minimizacdo da absorgdo dos elementos trago & uma demanda urgente durante o cultivo de
arroz e o condicionamento de sementes pode ser uma ferramenta importante para uma
germinacéo rapida e um estabelecimento de estande homogéneo. O uso de tecnologias como o
nanopriming pode ser capaz de atingir os objetivos de mitigacdo da toxicidade por Cd e
aumento da produtividade, principalmente na cultivar IRGA424, contudo o uso de
hidropriming ja seria suficiente para alcancar a proposta, sem deixar o procedimento mais
dispendioso técnica e financeiramente.

Sementes com alto percentual germinativo e IVG, como apresentado pelas cultivares
IRGA424 e IRGA417 em condigdes controle (Figura 5 A, B, C e D), s@o essenciais para uma
rapida emergéncia e estabelecimento uniforme em campo (VENTURA et al., 2012). Contudo,
a queda gradativa no percentual germinativo e no IVG apresentado por ambas as cultivares ao
serem semeadas em substrato com diferentes concentraces de Cd e no tratamento UP
relaciona-se diretamente com o aumento da concentracdo de Cd na vermiculita. Os resultados
obtidos vao ao encontro das informaces verificadas por YIN et al. (2018), quando sementes
de arroz apresentaram quedas significativas na germinacédo na presenca de Cd. Essa diminuicao
pode estar relacionada com o aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
capazes de alterar a homeostase e interferirem de forma negativa no processo germinativo
(HUSSAIN et al., 2019; RIZWAN et al., 2016a).

As sementes necessitam de um metabolismo eficiente na remobilizacdo de reservas,
sintese de novo de DNA e mRNA e sistema antioxidante, durante os primeiros momentos do
processo pré-germinativo e o hidropriming foi capaz de mitigar os efeitos da contaminagéo do
substrato por diferentes concentracdes de Cd (0 a 100 mg L™ Cd(NOs),). O hidropriming é uma

eficaz ferramenta na melhoria da tolerancia a estresses, pois induz os processos de reparo do
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DNA e respostas do sistema antioxidante associado ao metabolismo pré-germinativo, refletindo
na homogeneidade da germinacdo e emergéncia, o que também beneficia o estabelecimento
inicial do estande de plantas (BHUSAL; THAKUR, 2020).

Além dos efeitos na germinacdo, o maior comprimento radicular das plantulas do
tratamento HP indica maior vigor dessas plantas, mesmo em condi¢des de substrato
contaminado, ainda que o Cd afete de forma negativa o crescimento radicular das plantas de
arroz (RIZWAN et al., 2016a; SONG et al., 2015). Trabalhos realizados com sementes de trigo
por Gao et al. (2019), sem nenhum condicionamento, indicaram uma redugdo no comprimento
radicular das plantulas expostas a concentragdo de 5,0 ppm de Cd, corroborando os dados
verificados nas plantulas de sementes UP. O fato de apresentarem maior comprimento radicular
ndo se refletiu na MST das plantulas de sementes HP, o que pode ser em funcéo do trade-off
energético, pelo possivel investimento em reparo e metabolismo antioxidante induzido pelo
priming ao invés de ganho de biomassa. J& a maior MST nas plantulas de sementes UP pode
ser contribuicdo direta da massa seca de suas raizes, que também apresentaram maior espessura
em relacdo as plantulas de sementes HP, de acordo com caracterizagéo visual.

Tendo em vista a eficiéncia do hidropriming na reducédo dos efeitos negativos do Cd no
processo de germinacao e estabelecimento inicial das plantulas, foram avaliados os efeitos do
nanopriming nas sementes das mesmas cultivares. O nanopriming com FeNP tambem
contribuiu para a reducdo dos efeitos do Cd na germinacdo das sementes, como observados
pelos resultados de IVG (Figura 6 A). Contudo, esse aumento pode estar relacionado aos
mesmos efeitos do condicionamento por agua (hidropriming), j& que as sementes HP
apresentaram IVG igual as demais sementes em diferentes concentracdes de FeNPs, além disso
a germinacdo de sementes de trigo também ndo apresentou diferencas significativas quando em
concentracdes de até 100 ppm de FeNPs (SUNDARIA et al., 2019).

A diferenca na resposta de Fv/Fm das plantulas HP da cultivar IRGA417 (Figura 6 B),
pode estar relacionada com o menor contetdo de clorofila total apresentado por elas (dados néo
apresentados). A perda de pigmentos é uma das respostas a toxicidade por Cd, devido a reducéo
da biossintese de clorofila, além da substituicho do Mg?* na molécula
(SEBASTIAN; PRASAD, 2014; WANG et al., 2014). A deficiéncia de Fe desencadeada pela
toxicidade do Cd também pode levar a fotodano, ja que nos cloroplastos as proteinas heme e
Fe-enxofre sdo essenciais na cadeia transportadora de elétrons (KOBAYASHI; NOZOYE;
NISHIZAWA, 2019).
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Com o aumento das concentragOes de FeNP fornecidas pelo NP, a cultivar IRGA417,
sensivel a toxicidade por Fe, apresentou comprimento radicular maior e MST igual a cultivar
IRGA424. O menor crescimento radicular da cultivar IRGA424 pode estar justamente
relacionado ao seu metabolismo tolerante a toxicidade por Fe, que requer mais investimento
energético nesses mecanismos. A maior MST da cultivar IRGA 417 (sensivel ao Fe) indica que
o0 Fe fornecido pelas FeNPs néo foi suficiente para causar toxicidade nas plantas, visto que o
teor de Fe nas folhas ficou abaixo do limite considerado fitotoxico para o arroz (500 mg kg™)
(DOBERMANN et al., 2000; SAHRAWAT et al., 1996). Ja que o Cd pode atuar na supressao
da absorcdo de Fe pelas plantas, o fornecimento de Fe a plantas cultivadas em ambiente
contaminado por Cd leva ao maior acimulo de pigmentos fotossintetizantes, beneficiando a
fotossintese e incrementando o seu crescimento (SIEDLECKA; KRUPA, 1999).

Durante o processo de reidratacdo ha producéao de espécies reativas de oxigénio (EROS)
em diferentes compartimentos celulares, derivando, por exemplo, da degradacao de lipideos e
respiracao mitocondrial (VENTURA et al., 2012). Em concentrac6es elevadas as FeNPs podem
levar a um incremento na producéo radicais livres hidroxilas por meio da reacdo de Fenton e
ocasionar danos oxidativos (CHEN et al., 2012). Entretanto, apesar do maior acimulo de H20>
nas plantulas NP da cultivar IRGA424, nas concentracdes entre 50,0 e 200,0 ppm FeNP, em
relacdo a cultivar IRGA417, ndo houve um maior dano oxidativo nesses mesmos individuos
(Figura 6 E e F). O estresse oxidativo pode ocorrer ndo somente sob excesso de Fe, mas também
sob a sua deficiéncia, ja que a atividade de algumas enzimas envolvidas na eliminagédo e
controle das EROS podem sofrer reducdo nessas condicbes (KOBAYASHI; NOZOYE;
NISHIZAWA, 2019). O aumento significativo de MDA nas plantulas NP da cultivar IRGA417,
suscetivel a toxicidade por Fe, quando comparada a cultivar IRGA424, sugerem que as EROS
podem ter sido geradas pelo aumento na concentracdo de FeNP e ndo somente pelo Cd presente
no substrato.

A absorc¢do do Cd e translocacao pela planta esta associado a ions metalicos como o Fe
(URAGUCHI; FUJIWARA, 2012). De forma geral, o Cd é absorvido pelas raizes e translocado
para parte aérea via xilema (SEBASTIAN; PRASAD, 2014), sendo entdo redirecionado via
floema para folhas e grdos (URAGUCHI; FUJIWARA, 2012). Sabe-se também que suas
concentragdes nas diferentes cultivares de arroz podem variar, onde parte do elemento pode ser
imobilizado nas paredes celulares da raiz, reduzindo sua concentragdo na parte
aérea (ZHOU et al., 2014; SONG et al., 2015; RIZWAN et al., 2016). Considerando a dose e
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0 acumulo de Cd a cultivar IRGA424 pode ser considerada tolerante ao Cd, entretanto a cultivar
IRGA417 possui estratégias de evitacdo evidentes, devido & auséncia de quantificacdo de Cd
em sua parte aérea (Figura 7 D). A ndo deteccdo na parte aérea sugere um mecanismo de
imobilizacéo eficiente nas raizes dessas plantas. Além disso, a reducédo na absorcéo e toxicidade
de Cd em plantas de arroz pode ocorrer com 0 manejo de nutrientes essenciais como o Fe
(RIZWAN et al., 2016a). E relatado que o processo de nanopriming pode atuar como um
estimulador positivo para uma maior absorcdo de ferro nas plantas (SUNDARIA et al., 2019).
Entretano, nesse estudo as plantas UP da cultivar IRGA417 apresentaram 0s maiores teores de
Fe na parte aérea (Figura 7 B).

Apesar de ter sido observado efeito do priming na germinacéo e crescimento inicial,
este efeito ndo resultou em alteracdes em relagdo ao acimulo de MST, AF e CR da cultivar
IRGA424. A auséncia de efeito do priming na MST nos estadios de desenvolvimento mais
avancados pode indicar uma limitacdo da sua ac¢do no crescimento da planta, restringindo-se a
efeitos significativos na germinacdo e estabelecimento do estande. O arroz pode tolerar o
excesso de Cd atraves do seu acumulo em tecidos menos sensiveis, quelagdo com acidos
organicos e proteinas, assim como o0 aumento das concentracées de reguladores de crescimento
e homeostase de ions (RIZWAN et al., 2016a). Uma vez que os maiores valores de MST, AF e
CR da cultivar IRGA424 no estadio V3, frente a contaminacgdo do solo com 5,0 ppm de Cd,
podem demonstrar acdo das EROS frente a sinalizacdo para o crescimento (CARVALHO;
CASTRO; AZEVEDO, 2020). A adicdo de Fe pode restaurar as atividades das enzimas do
sistema antioxidante, o que pode garantir a janela oxidativa para o crescimento (BASHIR et al.,
2015).

Embora a adi¢do de Fe as sementes de arroz via nanopriming pudesse afetar a sintese
de clorofilas e ocasionar um incremento em seu conteddo, mesmo as plantas UP e HP
apresentaram valores semelhantes de clorofila total (Figura 9 A e B). Um alto rendimento
quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) implica em elevados indices de ETR (LIU et al.,
2020). Apesar de apresentarem Fv/Fm em torno de 0,8, as diferencas entre os indices ETR da
cultivar IRGA417, indica possiveis alteracdes na cadeia transportadora de elétrons dessas
plantas. Espera-se que o Cd ocasione anomalias nos estdmatos, na sintese de pigmentos
fotossintetizantes, bem como alteragdes nas ultraestruturas dos cloroplastos, contribuindo para

reducdo da a eficéncia fotossintética (LIU et al., 2020).
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A eficiéncia do fotossistema Il € uma importante ferramenta para a avaliagdo do impacto
da nanotoxicidade por metais e éxidos metélicos (SIDDIQI; HUSEN, 2017). Durante a
fotossintese, o estresse por Cd pode ser mitigado pelo suprimento de Fe (LIU et al., 2020).
Entretanto esse efeito foi notado somente em Ry, quando as plantas NP da cultivar IRGA417
obtiveram aumento na A, em relacdo as plantas HP e UP, respectivamente, independente da
contaminacéo do solo. Entretanto, os efeitos da toxicidade por Cd né&o foram observados em
nenhuma das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, podendo indicar que as concentracfes
as quais as plantas foram submetidas ndo foram suficientes para ocasionar danos significativos.

A cultivar IRGA417 demonstrou ndo ser efetivamente afetada pelo condicionamento de
sementes em relacdo aos parametros de produtividade. Embora a produtividade de massa de
gréos por planta da cultivar IRGA424 tenha sido igual nas condic¢des de solo ndo contaminado,
ao extrapolarmos a producdo para condicGes de campo, as plantas HP possuem potencial para
uma producado 47,5 e 12 % maior em relacdo as plantas UP e NP, respectivamente. Quando as
condicdes de cultivo sdo em solo contaminado, esse incremento das plantas HP cai para 12 %
em relacdo as plantas NP, mas ainda assim constitui um aumento significativo para o produtor,
que empregara uma técnica de condicionamento de sementes relativamente simples, mas que

pode refletir em ganhos consideraveis de produtividade.

6 CONCLUSAO

Apesar do Cd reduzir a germinacao das sementes unprimed, quando submetidas ao
hidropriming suas respostas indicam manutencdo da germinacdo e aumento do 1VG, mesmo
expostas a 100 ppm de Cd no substrato. Alem disso, 0 nanopriming também mantém o
percentual germinativo constante e maior IVG em relacdo aos demais condicionamentos de
sementes, quando semeadas em substrato contaminado por 5 ppm de Cd. Apesar das maiores
concentragdes de H>O> sob 50 e 200 ppm de Cd, as plantulas da cultivar IRGA424 ndo
apresentaram peroxidacao lipidica maior que as plantulas de IRGA417. Indicando que para 0s
processos germinativos e de estabelecimento inicial, o priming de sementes é capaz de conceder
as sementes melhores estratégias para ambientes desfavoraveis, quanto a contaminacao por Cd.

Ao serem cultivadas em solo contaminado por 5 ppm de Cd, as plantas da cultivar IRGA
417 ndo apresentaram quaisquer concentragdes de Cd em suas folhas no estadio R1. J& as plantas

UP da mesma cultivar quando em solo ndo contaminado, obtiveram os maiores teores de Fe nas
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mesmas folhas. Os parédmetros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, quando
avaliados em Ry, indicaram diferengas somente na fotossintese liquida das plantas da cultivar
IRGA417. Apesar dessa diferenca ndo houve reflexo em sua produtividade por planta. Embora,
quando extrapolado para condigdes de campo, as porcentagens de massa de grdos por planta,
possam indicar ganhos substanciais para os produtores ao utilizarem o hidropriming nas
sementes da cultivar IRGA 424.
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