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RESUMO

A compreensdo dos efeitos toxicos do ferro nos processos fisiologicos vegetais aparece
como importante ferramenta para o fomento de acdes que visem potencializar a producao
agricola em areas sob influéncia de atividade mineradora ou, cujas caracteristicas ambientais
favorecam a biodisponibilidade do metal. O objetivo deste trabalho é verificar as alteragbes
fisiologicas na germinacdo e crescimento do feijoeiro (P. wvulgaris) e do milho (Z. mays)
submetidos ao plantio em condicdes elevadas de ferro. As plantas foram submetidas as
concentracdes de 1, 4, e 8 mM de ferro nas formas de Fe-EDTA, Sulfato de Ferroso (Fe*?),
sendo que P. vulgaris passou pelo tratamento complementar com Cloreto de Ferro (Fe*®) nas
mesmas concentragdes das demais fontes. As sementes foram germinadas em camara de
germinacdo B.O.D., utilizando-se a temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo 12h/12h
sendo que as variaveis analisadas foram a porcentagem de germinacao (%G), indice de
velocidade de germinacdo. Plantas foram cultivadas em vasos de polietileno de 0,5L em
substrato inerte, nutridas solucdo de Hoagland a meia forca ibnica e pH 5,0 e as seguintes
variaveis foram analisadas: Area foliar, comprimento do caule, comprimento da raiz, massa
seca, quantificacdo de pigmentos cloroplastideos, analise da fluorescéncia da clorofila. Foi
verificada a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, POX para as plantulas jovens. O
estresse por ferro ndo gerou alteracéo na germinacéao das espécies avaliadas, porém afetou
o crescimento inicial e alocacdo de biomassa nas concentracdoes de 4 mM e 8 mM para as
diferentes fontes de Fe. A espécie P. vulgaris ndo apresentou variacdes nos teores de
pigmentos cloroplastideos entre os tratamentos, ja em Z. mays 0s pigmentos variaram em
relacdo ao controle em todos os tratamentos. O poluente ndo afetou a integridade do
processo fotossintético das espécies avaliadas. A acdo das enzimas antioxidantes nao foi
observada em P. vulgaris, sendo caracteristica da espécie a utilizacdo de rotas nao
enzimaticas para combate as ERO, jA Z. mays apresentou acdo da POX no tratamento Fe*?.
Desta forma se pode concluir que as concentracdes de Fe acima de 4 mM geram alteracdes

no crescimento dos cultivares avaliados.

Palavras chave: Estresse; Germinacao; Metal pesado, Fisiologia

ABSTRACT



Understanding the toxic effects of iron on plant physiological processes appears as an
important tool for promoting actions that aim to enhance agricultural production in areas under
the influence of mining activities or whose environmental characteristics favor the
bioavailability of the metal. The objective of this work is to verify the physiological alterations
in the germination and growth of common bean (P. vulgaris) and mayze (Z. mays) submitted
to planting under high iron conditions. The plants were submitted to concentrations of 1, 4,
and 8 mM of iron in the forms of Fe-EDTA, Ferrous Sulfate (Fe*?), and P. vulgaris underwent
complementary treatment with Iron Chloride (Fe*®) at the same concentrations as the other
sources. The seeds were germinated in a germination chamber B.O.D., using a constant
temperature of 25 °C and a photoperiod of 12h/12h. The analyzed variables were the
germination percentage (%G), germination speed index. Plants were grown in 0.5L
polyethylene pots in an inert substrate, fed Hoagland's solution at half ionic strength and pH
5.0 and the following variables were analyzed: Leaf area, stem length, root length, dry mass,
quantification of chloroplast pigments, analysis of chlorophyll fluorescence. The activity of the
antioxidant enzymes SOD, CAT, POX was verified for the young seedlings. Iron stress did not
change the germination of the evaluated species, however it affected the initial growth and
biomass allocation at concentrations of 4 mM and 8 mM for the different sources of Fe. The
species P. vulgaris did not show variations in the levels of chloroplast pigments. between
treatments, however, in Z. mays the pigments varied in relation to the control in all treatments.
The pollutant did not affect the integrity of the photosynthetic process of the evaluated
species. The action of antioxidant enzymes was not observed in P. vulgaris, and the use of
non-enzymatic routes to combat ROS is characteristic of the species, whereas Z. mays
showed POX action in the Fe™ treatment. Thus, it can be concluded that Fe concentrations

above 4 mM generate changes in the growth of the evaluated cultivars.

Keywords: Stress; germination; Heavy metal, Physiology
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1. INTRODUGAO GERAL

Os reflexos negativos das ac¢des antrdpicas exercem pressdo sobre o meio ambiente,
afetando a qualidade dos ecossistemas e também a produtividade agricola em diversas
regidoes do mundo (TRIPATHI, et al. 2018).

Tais reflexos podem propulsionar a agdo de agentes fisicos e quimicos que acarretam
em estresses sobre as populacdes vegetais, dentre esses se destacam: calor, frio,
seca, radiacdo ultravioleta e exposicdo a metais pesados. Tais agentes geram
alteracdes sobre o ciclo de vida das plantas afetando-as em seu processo fisioldgico,
refletindo em mudancas em seus padrbes de crescimento e produtividade (BOTELHO
e PEREZ, 2001; VERDAGUER et al. 2017; LIU et al.,, 2021). A presenca de metais
pesados em cultivares, além de gerar alteracbes em produtividade, leva a reducéo do
nivel de nutrientes, alteracdes fisioldgicas e anatbmicas nas plantas (PASCALICCHIO,
2002; TRIPATHI, et al. 2018; SAEED et al., 2020).

Considerando o estresse por metais pesados, a presenca do elemento ferro (Fe) em
solos alagaveis ou em areas de contato com o minério € um fendmeno preocupante,
devido o seu potencial de toxicidade (JUCOSKY, 2011). A mineracao constitui-se uma
atividade econ6mica com consideravel representatividade no Sudeste brasileiro ao
mesmo tempo em que agrega residuos em areas de sua atuacédo, principalmente nos
estados de Minas Gerais e Espirito Santo (RIOS, 2017).

A disponibilidade de ferro no solo, em condi¢cdes normais, se da na forma insolavel e
oxidada (Fe*®), com baixa absorcéo pelos organismos vegetais. A forma reduzida do
ion (Fe*®) ocorre quando em condicGes aerdbias e Acidas e apresenta alta absorcdo
pelo vegetal (BECANA et al. 1998; MAGALHAES JR. et al. 2005). Embora seja um
elemento essencial, presente em diversas reacfes fundamentais de plantas
(fotossintese, respiragdo e reacdes redox) e composi¢do de estruturas (proteinas), a
grande disponibilidade de ferro pode ocasionar toxicidade, pela producdo de espécies
reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo (HELL e STEPHAN, 2003;
JUCOSKY, 2011; RODRIGUES FILHO et al. 2021). Os efeitos da toxicidade por ferro
podem incluir danos a membrana pela peroxidacdo lipidica, reducdo da taxa
fotossintética, clorose nas folhas e queda na taxa de crescimento (BECANA et al. 1998;
NEVES et al. 2009; KROHLING et al. 2016).
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A contaminacao por ferro tem sido alvo de preocupa¢des ambientais, principalmente
pela permanéncia do metal nos ambientes e ciclos biogeoquimicos, afetando tanto
espécies de vegetacdo proximas as fontes do mineral, como de &reas adjacentes
qguando de seu fluxo biogeoquimico (COTTA et al., 2006; MARENGONI et al., 2013).
Por nao apresentar caracteristicas biodegradaveis, sdo raras as espécies com
capacidade de tolerancia ou que conseguem evitar a absorcdo desse elemento (SILVA-
OLIVEIRA et al., 2008).

No Brasil, as espécies Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) e Zea mays L. (Poacea) tém
grande importancia socioeconémica, principalmente para os agricultores familiares
(BUENO et al., 2021). O alastramento de rejeitos de minério (principalmente os
contaminantes metalicos), entretanto, pode afetar os diversos compartimentos
ambientais (solo, 4gua e ar), causando graves danos aos agricultores e pequenos
proprietarios, e prejudicando essas culturas de subsisténcia. Em Mariana (MG), por
exemplo, apés a tragédia do rompimento da barragem de Fundao ocorrida em 2015,
houve diminuicdo significativa da area plantada e na producédo de feijdo e milho. Em
2017, a producao do milho teve reducao de 6.480 para 80 toneladas e a area plantada
de 2.000 para 53 hectares, sem gue houvesse crescimento de area plantada em outra
cultura. No total, a area plantada passou de 2.473 hectares, em 2016, para 165
hectares em 2017 (COELHO, 2018).

Desta forma, entende-se que a compreensao dos efeitos ocasionados pelo aumento na
concentracdo de ferro nessas espécies, pode elucidar as rotas ecofisiologicas e
metabolicas de plantas submetidas ao estresse por metais, além de incitar debates de
cunho socioeconémico, ja que muitas economias locais dependem da base mineradora
(COELHO, 2018; ALTANGEREL et al., 2017; PANDEY et al., 2017).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi caracterizar as respostas ecofisioldgicas das

espécies Phaseolus vulgaris e Zea mays submetidas ao estresse por ferro.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar as alteracbes ecofisiolégicas na germinacdo e crescimento inicial das
espécies Phaseolus vulgaris e Zea mays submetida ao cultivo em condi¢cdes de toxidez

de ferro.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a de germinacdo de sementes P. vulgaris e Z. mays submetidas ao

plantio em condi¢des de alto nivel de ferro.

e Analisar o crescimento de mudas de P. Vulgaris e Z. mays submetidas ao

plantio em condic¢des de alto nivel de ferro.

e Analisar as diferencas nos teores de pigmentos e da atividade fotossintética
em mudas de P. Vulgaris e Z. mays submetidas a condicfes de alto nivel de

ferro.

e Determinar a atividade de enzimas antioxidantes (Superoxido dismutase,
Catalase e Peroxidase) em plantulas de P. Vulgaris e Z. mays submetidas ao
plantio em condicdes de alto nivel de ferro.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Interacao ferro-solo: ocorréncia e acumulo

A ocorréncia de metais pesados se da por razdes de ordem antropica (rejeitos
industriais, biossélidos e agroqguimicos) ou pela disposicdo livre no solo (SARMA,
2011). O advento da atividade mineradora, ocorrido principalmente entre os séculos
XIX e XX, aliado ao crescimento populacional e da industria, contribuiu para um
incremento da disponibilidade dos metais, tais como o ferro, em solos ocupados por
diversas espécies vegetais (MUNIZ e OLIVEIRA-FILHO, 2008; WANDERLEY et al.
2016; CANATTO, 2017).

O contato do ferro com o solo pode ocasionar danos fitotoxicos na germinacédo de
sementes e desenvolvimento de plantas, com potencial de persisténcia longa, sendo
assimilado (absorvivel) ou ndo pelas espécies vegetais em contato com substrato
contaminado (SIMONETE e KIEHL, 2002; OLIVEIRA et al. 2005; SILVA et al. 2015;
RODRIGUES FILHO et al. 2021).

As principais formas desse elemento metalico disponivel em solo sdo: Soluvel no
substrato; na forma trocavel; constituinte de alguma estrutura de formacéo do solo; ou
sob a forma insolavel. As formas absorviveis ocorrem com o ferro dissolvido em
solugcdes do solo ou na forma trocavel, estando sua disponibilidade sujeita aos
parametros de pH e taxa de oxigénio (BRIAT e LOBREAUX, 1997; AYDINALP e
MARINOVA, 2003; ZENG et al. 2011).

Solos acidos facilitam a absorgéo de ferro nas raizes, permitindo a passagem do metal
para a forma reduzida (Fe*?). Essa condicdo favorece a dissolugdo de estruturas
guelantes do solo, além de aumentar a disponibilidade/mobilidade do ferro para
absorcdo direta pela planta (BADAWY et al., 2002; SIMONETE e KIEHL, 2002;
SUKREEYAPONGSE et al., 2002; HELL e STEPHAN, 2003; BANG e HESTERBERG,
2004; WANG et al.,2006; DU LAING et al., 2007; ZHAO et al. 2010). Fatores
responsaveis pela poluicdo atmosférica e ambiental tais como eventos de chuva &cida
e uso indiscriminado de fertilizantes, acarretam acidificacdo do solo e aumento de

absorcao de metais pelas plantas (NEVES et al. 2009).

A taxa de oxigénio disponivel no solo, afeta também a absorcdo de Ferro, que se

encontra predominantemente na forma de 6xidos e hidroxidos em condi¢des aerbbicas.
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Em solos alagados, o ambiente torna-se apoOxico e 0 oxigénio € rapidamente
consumido por microrganismos anaerobicos, ocasionando incremento da taxa de gas
carbonico, queda do pH circundante e aumento da disponibilidade do ferro (AHLERT,
2010).

A condicdo anaerdbica de solos ciliares e regides proximas a cursos d agua favorecem
condicBes de oxirreducado do ferro, que em estado reduzido torna-se mais disponivel e
absorvivel por plantas (KROHLING et al. 2016).

4.2 Interacao ferro-planta: absorcao e tolerancia

Séo diversos os mecanismos que envolvem a absorcao de ferro pelas plantas, sendo o
metal absorvido de forma ativa ou passiva. Em espécies dicotileddneas, € descrito o
sistema de bombeamento de prétons pela bomba da H+-ATPase, que promove a
acidificacdo do meio pela reducéo do ferro em Fe? (LIU et al., 2021). A enzima FRO2
(oxidase redutora férrica 2) é sinalizada como responsavel pela reducdo do Fe®,
transportando a forma reduzida via plasmalema (HELL e STEPHAN, 2003; TRIPATHI
et al. 2018).

Em espécies gramineas, estudos com Zea mays e Oryza sativa sinalizam que o ion
Fe®*" é quelado na raiz pela acdo de fotossiderdforos, e posteriormente assimilado via
transportadores YS1 (JUCOSKY, 2011; TRIPATHI et al. 2018).

A absorcao de Ferro por plantas inclui mecanismos de alteragdo na morfologia da raiz
com aumento de pelos radiculares, desenvolvimento de células transportadoras e
incremento da concentracdo de compostos de captacao (AHLERT, 2010). O complexo
ferro-nicotinamida (NA) atua na translocacdo do metal que precisa ser complexado
para que nao ocasione prejuizos as células. Via xilema e pelo auxilio de
transportadores intracelulares do tipo YSL e NRAMP, o complexo NA permite ao
elemento metalico atravessar as membranas, desembocar no xilema e ser conjugado
com compostos organicos, em especial o citrato (JUCOSKY, 2011). As proteinas do
tipo FRO atuam na retirada do ferro, quando o elemento alcanca a parte aérea, sendo
novamente conjugado na forma FeNA, antes de alcangar as folhas (BASHIR et al.
2016).
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O armazenamento de ferro ocorre principalmente em vacuolos e apoplasto, como
hidréxido e sal de fosfato, e seu excesso pode ocasionar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e estresse oxidativo (BRIAT e LEBRUN, 1999). No
percurso evolutivo, as plantas demonstraram diversos mecanismos de tolerancia a
metais pesados que variem conforme caracteristicas de espécie, metais contaminantes

e condicOes das areas afetadas (SOUZA et al. 2011).

A capacidade de toleréncia considera os mecanismos de subsisténcia de uma espécie
em ambientes afetados, e pode incluir processos de controle da toxicidade intra e
extracelulares (RODRIGUES et al. 2016). Os exsudados radiculares participam do
mecanismo de controle extracelular seja pela modificacdo do pH do ambiente que afeta
a solubilidade dos ions ou pela reducédo da atividade de céations metalicos (SOUZA et
al. 2011). Ainda sobre mecanismos extracelulares, a associacdo mutualistica fungo e
plantas contribuem para a reducdo da disponibilidade dos metais através da liberagédo
de glicoproteinas (glomalinas, principalmente) que possuem alta afinidade com metais
(DA SILVA et al.,, 2006). As estruturas fungicas podem ainda reter e imobilizar os
elementos metélicos, reduzindo sua absorcao (ZHU et al. 2001; DE SOUZA et al. 2011;
KROHLING et al. 2016).

Os mecanismos intracelulares de controle incluem o processo de quelacdo dos metais
(por agentes de alta afinidade que reduzem a reatividade dos metais no citosol)
transporte e compartimentalizacdo no vacuolo celular. S&o descritas, ainda, as funcdes
da ferritina, proteina dos plastideos e mitocondrias que armazenam o ferro em sua
forma ndo oxidante (HALL, 2002; ZANCANI et al., 2007; DOS SANTOS et al. 2011;
SOUZA et al. 2011)

4.3 Toxicidade por ferro: sensibilidade e sintomas

Danos de natureza fisiolégica e morfolégica, além do desequilibrio redox, sédo efeitos
desencadeados pelo excesso de Ferro em espécies vegetais (BRIAT e LEBRUN, 1999;
HELL e STEPHAN, 2003; RODRIGUES FILHO et al. 2021).

Os efeitos da toxicidade por ferro podem ser percebidos desde seu contato inicial com
sementes ou raizes. A membrana plasmética pode sofrer peroxidacdo lipidica e

extravasamento celular, perdendo fluidez e alterando sua composigéo (HALL, 2002;
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(RODRIGUES et al. 2016). Uma vez em meio intracelular, o ferro se liga a grupos
sulfidrila de proteinas, afetando a atividade das enzimas do citoplasma, além de
ocasionar danos a estrutura mitocondrial que afeta as taxas de respiracdo
GUIMARAES et al. 2008; RODRIGUES et al. 2016).

A toxicidade por ferro pode provocar a formacdo e acumulo de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (EROS), que incluem o radical hidroxila (OH"), anion
superoéxido (O%), perdxido de hidrogénio (H,O.) e Oxigénio singleto (*O,). O perdxido de
hidrogénio e o superdxido possuem alta reatividade com o ferro através da reacao
Fenton, produzindo mais radicais hidroxilas e oxidacdo do meio (BECANA et al. 1998;
HELL e STEPHAN, 2003; JUCOSKY, 2011; RODRIGUES et al. 2016).

Em concentracdes elevadas as EROS levam ao estresse oxidativo e resultam em
danos severos ao metabolismo celular. Os efeitos gerados incluem alteracdo de
proteinas nucleares, degradacdo de macromoléculas, danos ao material genético e
reducdo da capacidade antioxidante (DOS SANTOS et al. 2011). Embora sejam
compostos naturais do metabolismo vegetal, a presenca de metais pode elevar os
niveis das espécies reativas ao oxigénio (SHARMA e DUBEY, 2007). O excesso de
ferro, por exemplo, reduz os niveis de clorofila e carotenoides, afetando o fotossistema
Il, e consequentemente a eficiéncia fotossintética e a taxa de crescimento vegetal
(SOUZA et al. 2009; DOS SANTOS et al. 2011).

A presenca de EROS induz nas plantas, a ativacéo de sistemas de defesa para lidarem
com o aumento do estresse oxidativo. Esses mecanismos séo classificados em
enzimaticos e nao enzimaticos (BECANA et al.,, 1998). O mecanismo enzimatico
agrupa um conjunto vasto de enzimas, que atuam na reducdo do estresse oxidativo
(Glutationa-S-Transferase, Peroxidades, Superoxido-dismutase e Catalases). As
enzimas superéxidos-dismutases (SOD) atuam na linha de frente dos sistemas de
defesa, dismutando o radical O* em H,O, e O, (MCDONALD et al.,, 2008). O
incremento na taxa de peroxido é proporcional ao acumulo de ferro e induz uma
segunda via de desintoxicacao celular comandada pela catalase (CAT) e peroxidases
(POX). Embora atuem sobre o mesmo substrato, as enzimas CAT e POX apresentam
diferentes afinidades pela molécula de peréxido. A CAT é efetiva em concentracdes
relativamente altas de H.O,, sendo fundamental em situagbes de estresse severo,
enquanto a POX trabalha na modulagcéo mais precisa das EROS (ADAMSKI, 2011).
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Ambas sdo capazes de converter diretamente H,O, em O,, embora a POX consiga
empregar diferentes compostos doadores de elétrons para essa reducdo (destaque

para o acido ascorbico como substrato eficiente) (ASADA, 1992).

Finalmente, nos mecanismos de defesa ndo enzimaticos, atuam diversos compostos,
tais como: Tocoferol, Glutationa, Carotenoides, compostos fendlicos e Ubiquinol, que

potencializam a inibigdo da reacao oxidativa entre radicais organicos (PEREIRA, 2006).



21

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMSKI, J. M. Respostas morfoldgicas de Ipomoea batatas L. em funcdo da
concentracao de ferro. Dissertacdo de mestrado. Universidade Federal de Pelotas.
Pelotas. 2011.

AHLERT, R. J. Andlise protedmica diferencial em raizes de plantulas de arroz
(Oriza sativa L.) submetidas ao estresse por ferro. Dissertacdo de mestrado. Ufpel.
2010.

ALTANGEREL, N., ARIUNBOLD, G. 0., GORMAN, C., ALKAHTANI, M. H.,,
BORREGO, E. J., BOHLMEYER, D.; SCULLY, M. O. In vivo diagnostics of early abiotic
plant stress response via Raman spectroscopy. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 114, n. 13, p. 3393-3396, 2017.

ASADA, K. Ascorbate peroxidase—a hydrogen peroxide-scavenging enzyme in plants.
Physiologia Plantarum, v. 85, n.2, p. 235-241. 1992.

AYDINALP, C. & MARINOVA, S. Distribution and forms of heavy metals in some
agricultural soils. Polish Journal of Environmental Studies v. 12, 629-633. 2003.

BADAWY, S.H.; HELAL, M.I1.D.; CHAUDRI, A.M.; LAWLOR, K.; MCGRATH, S.P. Saoil
solid-phase controls lead activity in soil solution. Journal of Environmental Quality
v.31, p.162-167, 2002.

BANG, J. & HESTERBERG, D. Dissolution of trace element contaminants from
twocoastal plain soils as affected by pH. Journal of Environmental Quality v. 33, p.
891-901. 2004.

BASHIR, K.; RASHEED, S.; KOBAYASHI, T.; SEKI, M., & NISHIZAWA, N. K.
Regulating subcellular metal homeostasis: the key to crop improvement. Frontiers in
plant science, v.7,p.1192. 2016.

BECANA, M.; MORAN, J. F. & ITURBE-ORMAETXE, I. Iron dependent oxygen
freeradical generation in plants subjected to environmental stress: toxicity and
antioxidant protection, Plant and Soil, n. 201, p. 137-147, 1998.

BOTELHO, B. A.; PEREZ, S. C. G. Estresse hidrico e reguladores de crescimento na
germinacdo de sementes de canafistula. Scientia Agricola, v. 58, p. 43-49, 2001.

BRIAT, J. F., & LEBRUN, M.Plant responses to metal toxicity. Comptes Rendus de
I'Académie des Sciences-Series llI-Sciences de la Vie, v. 322, n. 1, p. 43-54, 1999.

BRIAT J.F. & LOBREAUX, S. Iron transport and storage in plants. Trends in
PlantScience, v.2 n.5. p.187-193, 1997.

BUENO, A. M.; FLORES, R. A.; FERREIRA, E. P. B.; ANDRADE, A, F.; LIMA, F. R. S;;
SOUZA, M. A. P.; JUNIOR, J. A.; MESQUITA, M. Productivity and gas exchanges of
the common bean subjected to inoculation and nitrogen fertilization. Research, Society
and Development, v.10, n. 4, p. 1-17, 2021.



22

CANATTO, B. F. Caracterizacao geoquimica dos sedimentos da Bacia do Rio
Gualaxo do Norte. Monografia Universidade Federal de Ouro Preto, Departamento de
Geologia, 2017.

COELHO, T. P. Minério-dependéncia em Brumadinho e Mariana. Revista Lutas
Sociais, v. 22, n. 41, p. 252-267, 2018.

COTTA, J. A. O.; REZENDE, M. O. O. & PIOVANI, M. R. Avaliacao do teor de metais
em sedimento do rio betari no parque estadual turistico do alto ribeira-petar, séo paulo,
Brasil. Quimica nova, v. 29, n. 1, p. 40, 2006.

DA SILVA, S.; SIQUEIRA, J. O.; SOARES, C. R. F. S. Fungos micorrizicos no
crescimento e na extracdo de metais pesados pela braquiaria em solo
contaminado. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 41, n. 12, p. 1749-1757, 2006.

DOS SANTOS, F. S.; DO AMARAL SOBRINHO, N. M. B.; MAZUR, N. & GARBISU,
C.Resposta antioxidante, formacédo de fitoquelatinas e composicdo de pigmentos
fotoprotetores em Brachiaria decumbens Stapf submetida a contaminagdo com Cd e
Zn. Quim. Nova, v. 34, n. 1, p. 16-20, 2011.

DU LAING, G.; VANTHUYNE, D.R.J.; VANDECASTEELE, B.; TACK, F.M.G.; VERLOO,
M.G. Influence of hydrological regime on pore water metal concentrations ina
contaminated sediment-derived soil. Environmental Pollution. v.147, p. 615-625,
2007.

GUIMARAES, M. D. A.; SANTANA, T. A.; SILVA, E. V.; ZENZEN, I. L.; LOUREIRO, M.
E. Toxicidade e tolerancia ao cadmio em plantas. Revista Tropica-Ciéncias Agrarias
e Bioldgicas, v. 2, p. 58-68, 2008.

HALL, J. L. Cellular mechanisms for heavy metal detoxification and tolerance. Journal
of experimental botany, v. 53, n. 366, p. 1-11, 2002.

HELL, R., & STEPHAN, U. W.Iron uptake, trafficking and homeostasis in plants. Planta,
v. 216, n. 4, p. 541-551, 2003.

JUCOSKI, G. 0. Toxicidade de ferro e metabolismo
antioxidativo em Eugenia uniflora L. Universidade Federal de Vigosa. 2011.

KROHLING, C. A.; EUTROPIO, F. J.; FIGUEIRA, F. F.; CAMPOSTRINI, E.; DOBBSS,
L. B.& RAMOS, A. C. Niveis toxicos de ferro em lavouras de café conilon (Coffea
canephora L.) em solos de tabuleiros costeiros. Coffee Science, v. 11, n.2, p. 255-266,
2016.

LIU, Y., KONG, D., WU, H. L., LING, H. Q. Iron in plant-pathogen interactions. J Exp
Bot. 17;72(6):2114-2124, 2021.

MAGALHAES JUNIOR, A. M de; FAGUNDES, P. R. R; GOMES, A. S; PETRINI
J.A,;FRANCO, D. F.; SEVERO, A. SOARES, R. C.; BENDER, R. Selecédo de
linhagensde arroz irrigado do programa de melhoramento da Embrapa a toxicidade por
ferro.In: Congresso brasileiro de arroz irrigado, 4.; reunido dacultura do arroz irrigado,
26., 2005, Santa Maria. Anais... Santa Maria: UFSM,. p. 204-206, 2005.



23

MARENGONI, N. G.; KLOSOWSKI, E. S.; OLIVEIRA, K. P.; CHAMBO, A. P. S.&
JUNIOR, A. C. G. Bioacumulagcédo de metais pesados e nutrientes no mexilhdo dourado
do reservatdrio da usina hidrelétrica de Itaipu binacional. Quimica Nova, Sao Paulo, v.
36, n. 3, p. 359-363, 2013.

MCDONALD, I.; SLOAN, G.C.; ZIJLSTRA, A.A.; MATSUNAGA, N.; MATSUURA, M.;
KRAEMER, K.E.; MEHRABAN, P.; ZADEH, A.A.; SADEGHIPOUR, H.R. Iron toxicity in
rice(Oryza sativa L.), under different potassium nutrition, Asian journal of Plant Sci. v.
7, p.251-259, 2008.

MUNIZ, D. H., & OLIVEIRA-FILHO, E. C.Metais pesados provenientes de rejeitos de
mineracdo e seus efeitos sobre a salde e o meio ambiente. Universitas: Ciéncias da
saude, v. 4, n. 1, p. 83-100, 2008.

NEVES, N.R.; OLIVA, M.A.; CENTENO, D.C.; COSTA, A.C,; RIBAS, R.F.; PEREIRA,
E.G. Photosynthesis and oxidative stress in the restinga plant species Eugenia uniflora
L. exposed to simulated acid rain and iron ore dust deposition: Potential use in
environmental risk assessment. Science of The Total Environment. v. 407, p. 3740-
3745. 20009.

OLIVEIRA, C. D.; MOURA BRASIL DO AMARAL SOBRINHO, N.; SANTOS
MARQUES, V.D.;& MAZUR, N.Efeitos da aplicacdo do lodo de esgoto enriquecido com
cadmio e zinco na cultura do arroz. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 29, n. 1,
2005.

PANDEY, N.; IQBAL, Z.; PANDEY, B. K.& SAWANT, S. V. Phytohormones and
Drought Stress: Plant Responses to Transcriptional Regulation. Mechanism of Plant
Hormone Signaling under Stress, v. 2, p. 477-504, 2017.

PASCALICCHIO, A. A. E. Contaminacao por metais pesados. Annablume Editora,
2002.

PEREIRA, E. G. Efeitos fisiolégicos e bioquimicos causados pela deposicdo de
ferro particulado em Clusia hilariana, uma espécie de restinga. Tese de Doutorado.
Tese de mestrado em Fisiologia Vegetal, UFV, 54 pg. 2006.

RIOS, C. O. Respostas fisiologicas de gramineas ao déficit hidrico visando a
revegetacao de pilha de estéril. Universidade Federal de Vigosa. 2017.

RODRIGUES, A. C. D.; DOS SANTOS, A. M.; DOS SANTOS, F. S.; PEREIRA, A. C.
C.;& SOBRINHO, N. M. Mecanismos de respostas das plantas a poluicdo por metais
pesados: possibilidade de uso de macrofitas para remediagdo de ambientes aquéticos
contaminados. Revista Virtual de Quimica, v. 8, n. 1, p. 262-276, 2016.

RODRIGUES FILHO, J.; BORGES, V. C.; PERIN, I. T. A. L.; WAICHERT, R. H.; REIS,
C. Iron Toxicity on Germination and Early Growth of Cecropia hololeuca Miq. Ensaios e
Ciéncia, v. 24, p. 584-592, 2021.



24

SARMA, H. Metal hyperaccumulation in plants: a review focusing on phytoremediation
technology. Journal of Environmental Science and Technology, v. 4, n. 2, p. 118-
138, 2011.

SAEED S., ULLAH S., NAFEES M., BIBI F., ULLAH R. Morphological assessment of
glutamate zerovalent iron nanoparticles by scanning electron microscopy and its
combined effect with indole acetic acid on amelioration of lead toxicity in maize (Zea
mays L.). Microsc Res Tech. (12):1499-1506, 2020.

SILVA, M. L. D. S.; VITT, G. C. & TREVIZAM, A. R. Toxicidade por metais pesados em
plantas de arroz e soja cultivados em solo contaminado. Ceres, v. 61, n. 2, 2015.

SILVA OLIVEIRA, L.; BONA, C.; DE OLIVEIRA SANTOS, G.& KOEHLER, H. S.
Crescimento de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) em solo contaminado
com petroleo. Revista Acta Ambiental Catarinense, v. 5, n. 1/2, p. 21-33, 2008.

SIMONETE, M. A., & KIEHL, J. D. C. Extracédo e fitodisponibilidade de metais em
resposta a adicéo de lodo de esgoto no solo. Scientia Agricola, v. 59, n. 3, p. 555-563,
2002.

SOUZA, E. P.; DA SILVA, I|. D. F. & FERREIRA, L. E. Mecanismos de tolerancia a
estresses por metais pesados em plantas. Current Agricultural Science and
Technology, v. 17, n. 2, 2011.

SUKREEYAPONGSE, O.; HOLME, P.E.; STROBEL, B.W.; PANICHSAKPATANA, S;
MAGID, J.; HANSEN, H.C.B.pH-dependent release of cadmium, copper, and lead
fromnaturalandsludge-amendedsoils. Journal of Environmental Quality v. 31 p. 1901-
1909. 2002.

TRIPATHI, D. K.; SINGH, S.; GAUR, S.; SINGH, S.; YADAV, V.; LIU, S.; SINGH, V. P.;
SARMA, S.; SRIVASTAVA, P.; PRASAD, S. M.; DUBEY, N. K.; CHAUHAN, D. K.
SAHI, S. Acquisition and Homeostasis of Iron in Higher Plants and Their Probable Role
in Abiotic Stress Tolerance. perspectives. Frontiers in Plant Science, v. 5, p. 1-15,
2018.

VERDAGUER, D.; JAMSER, M. A. K.; LLORENES, L.; MORALES, O.; NEUGATS, S.
UV — radiation effects on higher plants: Exploring the known unknown. Plant Science,
v. 255, p. 72-81, 2017.

WANDERLEY, L. J.; MANSUR, M. S.; MILANEZ, B. & PINTO, R. G. Desastre da
Samarco/Vale/BHP no Vale do Rio Doce: aspectos econdmicos, politicos e socio
ambientais. Ciéncia e Cultura, v. 68, n. 3, p. 30-35, 2016.

WANG, A.S.; ANGLE, J.S.; CHANEY, R.L.; DELORME, T.A.& REEVES, R.D.Soil pH
effects on uptake of Cd and Zn by Thlaspi caerulescens. Plant and Soil, v. 281, p. 325-
337. 2006.

ZANCANI, M.; PERESSON, C.; PATUI, S.; TUBARO, F.; VIANELLO, A.; MACRI, F.
Mitochondrial ferritin distribution among plant organs and its involvement in ascorbate-
mediated iron uptake and release. Plant Science, v.173, p.182-189, 2007.



25

ZENG, F.; ALIl, S.; ZHANG, H.; OUYANG, Y.; QIU, B.; WU, F. & ZHANG, G.The
influence of pH and organic matter content in paddy soil on heavy metal availability and
their uptake by rice plants. Environmental pollution, v. 159, n. 1, p. 84-91, 2011.

ZHAO, K.L.; LIU, X.M.; XU, J.M. & SELIM, H.M. Heavy metal contaminations ina soil-
rice system: identification of spatial dependence in relation to soilproperties of paddy
fields. Journal of Hazardous Materials. v. 181, p. 778-787. 2010.

ZHU, Y.; CHRISTIE, P.& LAIDLAW, A. S.Uptake of Zn by arbuscular mycorrhizal white
clover from Zn-contaminated soil. Chemosphere, v. 42, n. 2, p. 193-199, 2001.



26

CAPITULO 1

Artigo submetido a revista Acta Scientiarum Agronomy (e-ISSN 1807-8621) — Em fase de ajustes pelo
editor.

RESUMO

O ferro é um elemento natural no ambiente e sua presenca no vegetal € muito
importante uma vez que participa ativamente de varios processos fisiologicos
essenciais a manutencdo do metabolismo da planta, porém em altas doses esse metal
apresenta toxicidade ao organismo. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de
altas doses de ferro na germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de P.
vulgaris. A espécie foi submetida as concentragfes de 1, 4 e 8mM aplicados na forma
de Fe-EDTA, Sulfato Ferroso e Cloreto de Ferro. As variaveis analisadas foram a
porcentagem de germinacao, indice de velocidade de germinacdo. Para a analise de
desenvolvimento inicial as seguintes variaveis foram analisadas: éarea foliar,
comprimento do caule, comprimento da raiz e seca, quantificacdo de pigmentos
cloroplastideos, andlise da fluorescéncia da clorofila a. Foi verificada a atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT, POX para as plantas. O estresse por ferro quelado
gerou retardamento do crescimento radicular e diminuicdo na alocacdo de biomassa na
raiz. A area foliar foi influenciada por todas a fontes de ferro testadas. O acumulo de
ferro ndo gerou alteragbes nos teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides bem
como nas acdes fotossintéticas. As enzimas do estresse oxidativo também néo
apresentaram variacbes ao comparadas ao controle, o que indica que a espécie P.

vulgaris adota rotas ndo enziméaticas para combate aos EROS.

Palavras chave: Estresse; Fisiologia Vegetal; Germinacao; Metal pesado, Crescimento
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1. INTRODUGCAO

A atividade de mineragdo se destaca como importante linha econémica do Brasil tendo
no sudeste os estados de Minas Gerais e Espirito Santo como principais polos da
planta mineradora (DNPM, 2016). Os impactos ambientais dessa atividade s&o
bastante conhecidos e vao da formacéo de areas degradadas a contaminacao de solos
e agua por rejeitos minerarios ricos em metais (MECHI & SANCHES, 2010). Dentre
esses rejeitos 0 Ferro é muito abundante, e sua presenca em solos e agua tem
despertado o interesse em conhecer seus efeitos sobre 0s organismos animais e
vegetais (VITORINO, 2015).

Em plantas a toxicidade do ferro tem sido estudada principalmente pois seus efeitos
deletérios geram prejuizos na produtividade de varias espécies comerciais (AHLERT,
2010). Areas sob influéncia da atividade de mineracéo tem sofrido cronicamente com
os efeitos cumulativos desse metal (WANDERLEY et al. 2016; CANATTO 2017).
Eventos criticos como o de Mariana em 2015, recebendo o Rio Doce um aporte de
mais de 40 milh6es de metros cubicos de rejeitos ricos em ferro (VIANA e COSTA,

2016), destacam a importancia de conhecimento acerca dos efeitos desse metal.

Na regido da bacia do rio Doce o cultivo do feijao (Phaseolus vulgaris) possui grande
importancia entre os pequenos produtores, sendo para consumo doméstico ou
comercio local esse produto fomenta a economia de diversos vilarejos (NETO, 2017).
Porém ao utilizar as varzeas do rio Doce para o cultivo e suas aguas para irrigagdo o
pequeno produtor expde as plantas a altas concentracdes de ferro, podendo esse
metal gerar efeitos toxicos no vegetal até mesmo diminuindo ou impossibilitando sua
produtividade (BATAGLIA & MASCARENHAS, 1981; KAMPFENKEL et al. 1995;
KROHLING et al., 2016; LAURETT et al. 2017).

O presente trabalho tem por objetivo elucidar os efeitos fisiolégicos do excesso de ferro

sobre as planta do feijoeiro P. vulgaris.
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2. MATERIAIS E METODOS

Sementes de P. vulgaris, colhidas em 2018 e provenientes do municipio de Domingos
Martins (ES), foram armazenadas no laboratorio de sementes e eco fisiologia florestal
da Universidade Federal do Espirito Santo em Vitéria (ES) em camara fria (5°C) até o

inicio do experimento.

As sementes foram submetidas a dez tratamentos, sendo trés fontes de ferro em trés
concentracbes mais um controle, tanto no teste de germinacdo quanto na analise de

desenvolvimento.

Para o controle foi utilizada agua destilada, os demais tratamentos seguiram as
concentracdes de, 1ImM, 4mM e 8mM dos seguintes agentes cloreto de ferro (Fe?),
sulfato ferroso (Fe*) e Fe-EDTA. As solugdes de Ferro foram produzidas seguindo o
protocolo estabelecido por Simonete & Kiehl (2002) para efeito de biodisponibilidade

pelas plantas.

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado em esquema
constituido de quatro repeticdes de 25 sementes para o teste de germinacdo e 20
plantulas por tratamento para a analise de desenvolvimento. As médias dos
tratamentos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente ao
teste de Tukey a 5% de significAncia. Todas as andlises estatisticas foram executadas

utilizando o programa Sisvar.

2.1. Teste de Germinacao

As sementes foram previamente desinfetadas com hipoclorito de sédio 2% por 2
minutos e colocadas em placas de Petri, tendo como substrato duas folhas de papel
filtro umedecidas com as solucdes correspondentes a cada tratamento na proporcao de
trés vezes 0 seu peso seco (FERREIRA & BORGUETTI, 2005). A germinacédo foi
conduzida em camara de germinacéo B.O.D., utilizando-se a temperatura constante de
25 °C e fotoperiodo 12h/12h por um periodo de 7 dias. A germinacao foi verificada

diariamente durante todo o experimento, considerando germinada a semente que
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apresentou protrusdo da radicula com pelo menos 2mm através do tegumento
(BRASIL, 2009).

Apoés sete dias de experimento foram efetuadas a avaliacdo de porcentagem de
germinacdo (%G) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962),

utilizando-se as seguintes férmulas:
%G = YG x 100/100
IVG= 3 (nilti)

Onde: %G: porcentagem de germinacdo; >G: somatdrio do numero de plantulas
germinadas por tratamento; 100: nimero maximo possivel de plantulas por tratamento.
Ni = nUmero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti= tempo apods instalacado do

teste.

2.2. Analise de desenvolvimento inicial

Sementes de P. wulgaris foram semeadas em vasos de polietilieno de 0,5L com
substrato ndo adubado mais areia lavada na propor¢do 1:1. Foram montados vinte

vasos com uma planta cada, totalizando vinte plantulas por tratamento.

Vinte dias ap0s a germinacdo, as plantulas foram submetidas aos respectivos
tratamentos com as solucdes de Ferro aplicadas via solo. O cultivo foi realizado em
sala de crescimento a 25° C e fotoperiodo de 12h. Todas as plantulas foram mantidas
em solucéo de Hoagland a meia forca ionica e pH 5,0 (HOAGLAND e ARNON, 1950).

Para avaliar o crescimento das plantulas, aos 20 e 60 dias ap6s inicio dos tratamentos
foram realizadas as seguintes medidas de crescimento: Area foliar (AF) determinada
em medidor de area (LI-COR Modelo 3100, Lincoln, Nebraska, USA), comprimento do

caule, comprimento da raiz, massa seca do caule e massa seca da raiz.

2.3. Extracao e quantificacao de pigmentos cloroplastideos

A determinacgédo dos teores de clorofila a, b e carotenoides foi realizada ao término do
experimento, no 60° dia. Foram utilizadas trés replicatas, cada uma com 20 mg de

massa fresca foliar sendo homogeneizada em 5 ml de acetona (80%) gelada com o
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auxilio de almofariz e pistilo. O material foi filtrado utilizando-se funil e papel filtro. O
liquido filtrado foi entdo armazenado em baldo volumétrico de 10ml envolvido em papel
aluminio e PVC. Para a quantificacdo dos pigmentos o extrato foi lido em
espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) nos
comprimentos de onda 470, 645 e 662 nm. As concentracdes foram determinadas

segundo as equacdes de Lichtenthaler (1987):
Ca=11,24 ,661,6 - 2,04 .644,8
Cb= 20,13 A644,8 - 4,19 A661,6
C=(1000 »470 - 1,90 Ca — 63,14 Cbh)/214

Onde: Ca (quantidade de clorofila a); Cb (quantidade de clorofila b); C (quantidade de

carotenoides).

Os resultados foram apresentados em mg por grama de massa seca (mg g-1 MS).

2.4. Analise da fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi quantificada ao final do experimento (60 dias)
utilizando um fluorébmetro portati modelo Handy-PEA (Photosynthetic Efficiency
Analyser) Hansatech Instruments®, King's Lynn, Norfolk, UK. As medicGes ocorreram
em folhas jovens de 10 plantas por tratamento, completamente expandidas e
previamente adaptadas a 40 minutos de escuro por meio de clipes foliares para a
oxidagdo completa do sistema fotossintético. Os resultados obtidos foram
posteriormente tabulados em planilha eletrénica utilizando-se o software PEA Plus
v1.11. A partir desta analise, foram calculados os parametros biofisicos que quantificam
o fluxo de energia através da cadeia transportadora de elétrons por meio do teste-JIP
(STRASSER e STRASSER, 1995). O significado de cada parametro avaliado esta

disposto na Tabela 1.
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Tabela 1: Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a calculados pelo teste-JIP .

PARAMETROS SIGNIFICADOS
Fv/Fm Rendimento quéntico méximo do FSII.
phi(Po) Rendimento quantico maximo do FSII
psi(Eo) Rendimento quantico do transporte de elétron ap6s a QA-.
phi(Eo) Eficiéncia com que a energia move o elétron na cadeia de transporte de elétrons apds a QA-.
delta(Ro) Eficiéncia que elétrons se movem dos receptores do intersisma até os receptores finais do FSI.
phi(Ro)
PI abs Conservagio de energia dos fotons absorvidos pelo FSII para a redugéo dos receptores finais do FSI (indice de desempenho potencial do FSII).
PI total Conservacio de energia dos fotons absorvidos pelo FSII para a redugio dos receptores finais do FSI (Indice de desempenho fotoquimico total).

2.5. Atividades das enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas Superoxido-dismutase, Peroxidase e Catalase foi verificada
nas plantulas jovens ao final do experimento (60° dia). Para a extracdo das enzimas
antioxidantes, 300 mg de material vegetal foram homogeneizados com tampéao fosfato
de potassio 0,1 M (pH 6,8), EDTANa, 0,1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v).
As extracOes foram realizadas em almofariz e pistiio com nitrogénio liquido e o
homogeneizado centrifugado a 12000 xg durante 15 min, a 4 °C. Utilizou-se o
sobrenadante para 0s ensaios das atividades da Superoxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Peroxidase (POX). A atividade da SOD foi baseada em Del Longo et
al. (1993), Giannopolitis e Ries (1997) e Beauchamp e Fridovich (1971), com a reacao
sendo conduzida a 25 °C em camara iluminada com lampada de 15W. Ap6s 6 minutos
de exposicao, procedeu-se a leitura em 560nm. A atividade da POX foi medida
baseada em Kar e Mishra (1976) e Chance e Maehley (1955) com a reacédo a
temperatura ambiente por 2 minutos seguido de leitura a 420nm; e a atividade da CAT
seguiu o protocolo de Havir e Mchale (1987) e Anderson et al. (1995), realizado a
temperatura ambiente com leitura a 240nm por 2 minutos. Foram utilizadas trés
repeticbes com duplicatas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) (PEIXOTO
et al., 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste de Germinacao

O ferro apresenta importante funcéo fisiol6gica para os vegetais aparecendo como
estruturador em enzimas, co-fatores enzimaticos e agindo como regulador de reacoes
Redox. Participa dos processos vitais tais como a fotossintese, respiracao e fixacdo de
nitrogénio (BROADLEY et al. 2012; VERMA e PANDEY, 2015). Toda via 0 excesso
desse metal pode gerar efeitos tdéxicos com a formacdo de EROS, atuando sobre as
membranas lipidicas ocasionando problemas nas funcbes celulares somaticas e
reprodutivas do vegetal (RAVET et al., 2009). E capaz de afetar a captacdo e o
transporte da dgua necesséarios a embebicdo das sementes, bem como causar danos
permanentes ao embrido (BEWLEY e BLACK, 1983; WIERZ-BICKA e OBIDZINSKA,
1998; LI et al., 2005). Em sua forma reduzida ou quelada, o ferro tem a capacidade de
ser prontamente absorvido pelas plantas e, se em excesso, causar danos as estruturas
membranosas, DNA e proteinas devido ao acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) (DE DORLODOT et al., 2005; NAGAJYOTI et al. 2010).

A presenca do Ferro afetou significativamente a germinacdo de P. vulgaris para a fonte
Fe-EDTA na concentracdo de 8 mM, ndo gerando efeitos significativos para as demais
concentracbes e fontes de ferro, o IVG permaneceu constante para todos o0s

tratamentos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2: Efeitos do estresse por ferro na porcentagem de germinacao
(%G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), em sementes de
sementes de P. vulgaris.

Tratamento %G VG
Controle 98,0 £ 2,3 10,5+ 1,5%
EDTA 1mM 94,0 + 2,3 11,3+1,8®
EDTA 4mM 91,0 + 3,8%c 11,4 +1,7®
EDTA 8mM 71,0 = 26,6° 08,4 + 3,22
Fe™ 1mM 100,0 + 0,0° 13,1 +1,8°
Fe*? 4mM 96,0 + 5,6 12,2 +1,9%
Fe*2 8mM 95,0 + 2,0 12,7 +1,6*
Fe*®* 1mM 95,0 + 6,0 11,7 +1,5%®
Fe*® 4mM 95,0 + 3,8 11,9 +1,3*
Fe™ 8mM 77,0 £ 8,2% 08,9 £ 0,8%

Um dos efeitos téxicos observados em elevadas concentracdes de ferro esta

relacionado a oxidacéao e danos em proteinas, sintese de DNA e divisao celular
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(KOBAYASHI e NISHIZAWA, 2012). O periodo de germinacdo das sementes €
marcado por intensa atividade fisiologica, por esse motivo 0os vegetais desenvolveram
vasta gama de mecanismos de protecdo a injurias quimicas e fisicas externas como
forma de protecdo a essa fase, mesmo que tais mecanismos apresentem diminuicéo
pés fase de embebicdo (LI et al. 2005), possivelmente esses mecanismos de defesa
foram suficientes para atenuar os efeitos sobre a %G e IVG da maioria das

concentracdes de ferro testadas.

Efeitos observados principalmente em testes com fontes queladas, apontam para a
reducdo da atividade mitética do meristema embrionario e efeitos clastogénicos nos
cromossomos, ja descrito em trabalhos envolvendo espécies cultivadas como o milho e
girassol (CHAKRAVARTY e SRIVASTAVA, 1992; NAGAJYOTI et al. 2010). Tais
resultados corroboram com o obtido para a forma quelada Fe-EDTA na concentracao
de 8 mM onde a %G apresentou valores mais baixos que as demais fontes e
concentracbes. As concentragbes 1 mM e 4 mM de Fe-EDTA, mesmo néo
apresentando valores significativos, possuem as médias mais baixas de %G quando
comparadas as demais fontes de ferro. Embora o metal seja essencial ao processo
germinativo, contribuindo inclusive para a superacdo da dorméncia em plantas
(MURGIA e MORANDINI, 2017), ao atingir padrdes acima da concentracdo 6tima, em
torno de 0,9 mM, afeta negativamente a germinagédo de sementes (EL RASAFI et al.
2016).

3.2. Analise de desenvolvimento inicial

Quando comparado ao controle, o crescimento da raiz das plantas de P. vulgaris
cultivadas nas fontes de ferro Fe-EDTA (4 e 8 mM) e Fe*® (8 mM) apresentaram valores
médios mais baixos no dia 20 pdés germinacédo (Tabela 3), porém a medi¢do do dia 60
nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. Essa situacéo
demonstra que o ferro retardou do crescimento da raiz porém esse retardo ndo
culminou em diferencas significativas no comprimento da raiz das plantas adultas.
Verma e Pandey (2017) ao avaliar a germinagéo e crescimento inicial de individuos do
género Vigna (Leguminosae) em condi¢des de acumulo de ferro observaram variacoes
na velocidade de crescimento e alocacdo de biomassa de plantulas, em especial da
area radicular. Resultados similares foram encontrados por Lingua et al. (2008) ao

trabalhar com espécies dos géneros Phaseolus e Triticum. O contato direto da raiz com
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0 contaminante pode ser fator determinante para uma maior expressao de variacdes
guando da avaliacdo da toxicidade de metais (YANG et al., 2010; YUSUF et al., 2011).
Discrepancias no crescimento em plantas sob estresse férrico estdo relacionados as
consequéncias negativas exercidas pelo poluente nos processos de divisdo celular e
expanséao da parede celular, comuns nos meristemas com consequéncia direta sobre o
desenvolvimento vegetal (HARGEMEYER e BRECKLE, 1996; NASEER et al., 2001). A
alocacdo de biomassa também sera afetada pois o ferro tende a se depositar nas
respiratéria e atraso no

cristas mitocondriais, acarretando queda na taxa

desenvolvimento (NENOVA, 2006; MCDONALD et al., 2008).

Para o crescimento do caule situacdo semelhante € observada, as fontes Fe-EDTA (1
mM) e Fe™ (8 mM) apresentaram valores médios mais baixos que os demais
tratamentos na medicdo do dia 20, porém na medicdo do dia 60 as médias foram

estaticamente iguais (Tabela 3).

Tabela 3: Efeitos do estresse por ferro no crescimento (cm) da raiz (C.R) e caule (C.C) de P. wulgaris,
submetida e diferentes fontes de ferro em trés concentracdo. Medidas tomadas apés 20 dias de
germinacao (C.R.1 e C.C.1) e ap0s 60 dias de germinagéo (C.R.2 e C.C.2).

Tratamento C.R.1 C.R.2 C.C1l C.C.2
Controle 11,100 * 0,360° 19,666 £ 2,138 18,566 + 0,568 33,666 + 7,023
EDTA 1mM 11,666 + 0,702 27,800 * 6,187% 14,600 £ 0,655 28,700 £ 2,705
EDTA 4mM 13,400 * 0,964° 23,400 £ 4,167? 17,033 + 2,059 30,233 £ 11,944*
EDTA 8mM 09,033 + 0,568 20,333 + 7,223° 18,333 + 1,001°* 23,566 * 2,400°%
Fe* 1mM 11,333 £1,101° 24,066 * 4,214 16,900 *+ 1,322 24,666 = 7,371%
Fe* 4mM 11,133 + 0,585° 19,933 + 1,814° 20,933 + 0,550¢ 32,133 + 5,059
Fe* 8mM 11,800 + 0,199 17,766 £ 4,726 20,233 + 0,850% 29,166 * 3,208
Fe* 1mM 11,600 + 0,793 23,633 £ 4,2022 17,533 + 0,611 29,366 = 5,810°%
Fe™ 4mM 10,200 * 0,300% 20,933 £ 1,059 17,800 +1,178% 32,466 * 4,899°%
Fe"™ 8mM 08,566 + 0,929°% 19,500 £ 9,006 11,766 * 0,602% 16,633 £ 1,789?

A massa seca da raiz de P. vulgaris cultivada nas fontes Fe-EDTA (4 e 8 mM) Fe*? (8
mM) e Fe*® (8 mM) apresentaram valores mais baixos quando comparadas ao controle
aos 20 dias de germinacao, essa variacdo manteve-se para Fe-EDTA (4 e 8 mM) e
Fe* (8 mM) quando da avaliacdo aos 60 dias (Tabela 4). A massa seca do caule ndo

apresentou variagdes significativas.



35

Problemas de alocacdo de biomassa em plantas sob estresse férrico estdo
relacionadas a interferéncia do metal no processo de respiracao celular, bem como em
modificacdes no fluxo de micronutrientes, sendo que tais efeitos sdo mais severos

guanto mais elevada a concentracdo do poluentes (VERMA e PANDEY, 2017).

Tabela 4: Efeitos do estresse por ferro na massa seca (g) da raiz (M.R) e caule (M.C) de P. vulgaris,
submetida e diferentes fontes de ferro em trés concentragdo. Medidas tomadas apds 20 dias de

germinacédo (M.R.1 e M.C.1) e apé6s 60 dias de germinacédo (M.R.2 e M.C.2).

Tratamento M.S.R.1 M.S.R.2 M.S.C.1 M.S.C.2
Controle 0,096 + 0,001¢ 0,130 + 0,010°% 0,083 +0,001% 0,104 + 0,003
EDTA 1mM 0,089 * 0,003« 0,103 + 0,005 0,082 + 0,002% 0,105 + 0,001*
EDTA 4mM 0,073 £ 0,001° 0,086 + 0,005 0,084 + 0,000° 0,105 + 0,007?
EDTA 8mM 0,055 + 0,006 0,046 + 0,011° 0,078 + 0,001? 0,106 + 0,003
Fe* 1mM 0,095 + 0,001¢ 0,116 + 0,002 0,084 + 0,001° 0,104 + 0,005
Fe 4mM 0,090 + 0,002+ 0,106 + 0,015 0,085 + 0,001° 0,104 + 0,003
Fe*? 8mM 0,079 £ 0,004 0,105 * 0,004* 0,082 + 0,003* 0,101 + 0,000?
Fe™ 1mM 0,094 + 0,003¢ 0,133 + 0,015° 0,085 + 0,001° 0,103 + 0,002
Fe™ 4mM 0,089 * 0,004 0,103 + 0,005 0,082 + 0,002% 0,102 + 0,001?
Fe™ 8mM 0,080 + 0,004 0,076 + 0,005" 0,078 + 0,001* 0,105 + 0,004

A avaliacdo da area foliar, aos 60 dias de germinacéo, apresentou valores mais baixos
para os tratamentos Fe-EDTA (4 e 8 mM), Fe™ (1 e 4 mM) e Fe™ (4 e 8 mM). (Tabela
5).

Uma das caracteristicas da acado do ferro sobre o metabolismo do vegetal é sua
capacidade de influencias no balanco de outros ions nas células (TANAKA et al., 1966;
ZHANG et al. 2018). De maneira que os processos de entrada de ferro nos vegetais
apresenta marcos regulatorios para evitar sua competicdo com outros ions. Dentre
essa mecanismos destaca-se a acidificacado da rizosfera por liberacédo de prétons, que
possibilitara diferencas na solubilidade do elemento, e mudancas morfoanatdmicas,
principalmente em folhas e raizes (MORRISSEY e GUERINOT, 2010), fato corroborado

com esse estudo.
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Tabela 5: Efeitos do estresse por ferro na area foliar (AF) (cm?), em plantas de P.
vulgaris cultivada em trés diferentes fontes de ferro em diferentes concentragoes.

Tratamento AF
Controle 19,536 + 6,015°
EDTA 1mM 21,140 + 6,402
EDTA 4mM 4,266 + 0,285°
EDTA 8mM 4,413 + 0,453*
Fe 1mM 8,410 +1,162°
Fe™ 4mM 7,236 £ 2,053°
Fe™ 8mM 3,616 * 0,030°
Fe™ 1mM 22,903 +4,923°
Fe™ 4mM 7,493 £1,813°
Fe™ 8mM 8,493 * 0,230°

3.3. Pigmentos cloroplastideos

7

Um dos efeitos visuais mais conhecidos do estresse por ferro € a degradacao de
pigmentos gerando cloroses. Esse efeito foi observado nos tratamentos com Fe-EDTA
(Figura 1).

Figura 1: Efeitos do estresse por ferro, clorose em folha do
tratamento Fe-EDTA 8 mM, aos 20 dias de germinacéo.

O ferro gera reducdes na concentracdo de pigmentos cloroplastidicos devido sua acao
como inibidor de enzimas foliares bem como a desestabilizando moléculas organicas
dos plastidios (JUCOSKI, 2011). Atua como inibidor da enzima protoclorofilide-
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redutase, alterando a rota de biossintese de pigmentos (CHANDRA e KANG, 2015),
gerando assim diminuicdo da concentracdo de Clorofila a e Carotenoides em plantas
sob elevadas concentracfes do metal (MCDONALD et al., 2008; ARUNACHALAM et
al., 2009; VERMA e PANDEY, 2017).

Entre tanto, trabalhos com C. hololeuca demonstraram que para a espécie os valores
de Clorofila b e Carotenoides ndo sao afetados pelas concentracdes de ferro. Tal efeito
esta ligado a capacidade do ferro em inativar a Clorofila a Oxigenase, devido sua
afinidade pelo grupamento sulfidrila, bloqueando as conversdes da clorofila b
catalisados por essa enzima (STREIT et al. 2005; GUIMARAES et al. 2008;

RODRIGUES et al. 2016).

No presente trabalho a avaliagdo dos pigmentos ndo apresentou variacao significativa
entre os tratamentos (Tabela 6). Apesar da presenca de cloroses, nos tratamentos com
Fe-EDTA, nos primeiros 10 dias apds inoculacdo do poluente esse efeito ndo foi
evidenciado nas avaliacbes. Cabe ressaltar que as folhas em clorose sofreram
senescéncia apos o dia 20 e, quando da avaliacdo do dia 60 apenas folhas sem

manchas aparentes estavam presentes nos individuos.

Tabela 6: Efeitos do estresse por ferro na concentracdo dos pigmentos fotossintéticos (mg g*
MS) Clorofila a, Clorofila b e Carotenoides, em plantas de P. vulgaris cultivada em trés diferentes
fontes de ferro em diferentes concentracées.

Tratamento Clorofila A Clorofila B Carotenoides
Controle 3,518% 0,996 1,085%®
EDTA 1mM 2,278% 0,876 0,832
EDTA 4mM 2,661% 0,997 0,834
EDTA 8mM 3,838% 2,177° 1,086
Fe*? 1mM 3,5673% 2,143? 0,980%
Fe*? 4mM 3,557 1, 522° 1,098%
Fe*? 8mM 3,746 1,533? 1,126
Fe* 1mM 4,492° 1,966 1,438°
Fe*® 4mM 3,876 1,714 1,169%
Fe™ 8mM 4,749° 2,244 1,388°

3.4. Fluorescéncia da clorofila a

A fotossintese necessita da acéo do ferro em suas reagdes, sendo que esse age como
Co-fator nos Fotossistemas | e Il, no Citocromo b6f, bem como tem papel estrutural no
complexo LHC. Podendo as variagdes de sua concentracdo afetar negativamente todo
processo fotossintético (NENOVA, 2009; SHU et al., 2012; PINTO et al. 2016). A acao
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do ferro sobre a degeneracédo da proteina D1 faz com que suas concentra¢cdes mais
elevadas tenham efeitos significativos sobre o Fotossistema I, sendo esse mais
sensivel ao metal (KALAJI et al., 2017).

As reacdes de oxirreducdo do FSI, em seu fluxo de elétrons, parece nao apresentar
sensibilidade as concentracdes mais elevadas de ferro (SANTOS JUNIOR, 2018), ja
para o FSIl, em plantas tratadas com sulfato ferroso, foram observadas elevacfes na
densidade nos centros de reagdo, com vias a otimizar o processo energetico
(GALAZZI, 2011; SANTOS JUNIOR, 2018). Aparentemente o FSI permanece mais
protegido que as demais estruturas da membrana indicando menor probabilidade de
fotoinibicdo/oxidacdo do que o FSII. Porém, o comprometimento do FSI € um sinal de
que as reacdes fotoquimicas da fotossintese foram severamente afetadas (STRASSER
et al. 2010; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2013). Danos ao processo fotossintético
ocasionam a baixa assimilacao final de elétrons e queda na formacédo de compostos
redutores, NADPH, e ATP, trazendo danos também a fase de carboxilacdo da
fotossintese com consequente queda da taxa de acucares e crescimento (ARAUJO,
2012; CHEN et al. 2016).

Quando comparados ao controle os parametros referentes a fluorescéncia da clorofila a
avaliados nesse estudo nao apresentaram variacoes significativas (Tabela 7, Figura 2).
Tal resultado também, assim como pigmentos, esta atrelado ao fato de que as folhas
gue apresentam alteracdes de cores nos primeiros 10 dias da insercdo do poluente
cairam, sendo substituidas por folhas integras, cujos efeitos toxicos nado foram
observados. Tal mecanismo se apresenta como uma estratégia de P. vulgaris para

minimizar os efeitos téxicos do ferro.



39

Tabela 7: Efeitos do estresse por ferro na fluorescéncia da clorofila a de P. wvulgaris, submetida e
diferentes fontes de ferro em trés concentracdo. Medidas tomadas apés 60 dias.

Tratamento Fv/Fm phi(Po) psi(Eo) phi(Eo) delta(Ro) phi(Ro) Pl abs Pl total
Controle 0,79+0,01*  0,79+0,01® 046+0,06* 0,370,058 0,15+0,03% 0,06+0,02a 1,21+0,442 0,24+0,13a
EDTA 1mM 0,80+0012  080+0,012 049%0,04 039+0,03 025+0,112 0,10+0,05% 1,38+0,412 0,58 + 0,55
EDTA 4mM 0,77+0,022  0,77+0,022  047%0,06% 0,36+0,05 0,26+0,08 0,09+0,03 1,060,402 0,39 +0,23?
EDTA 8mM 0,79+0012  0,79+0012 045+0,06% 0,360,058 0,31+0,06% 0,11+0,012 1,08+0,33* 0,46 + 0,08
Fe*? 1ImM 0,78+0,022  0,78+0,022  042%0,07% 0,33+0,07% 0,28+0,08 0,09+0,03 1,00+055 0,41 0,30
Fe*? 4mM 0,73+0,08  0,73+0,08  0,38%0,15% 0,29+0,14% 0,27+0,08 0,08+0,042 1,00+1,16% 0,41 +0,48
Fe*? 8mM 0,77+0012  0,77+0,01® 042%0,05 0,33+0,04% 0,180,042 0,06+0,022 0,88+0,36% 0,210,172
Fe* 1mM 0,80+0012  080+0012 047+0,05 0,38+0,04% 0,18+0,03% 0,070,022 136+0472 0,32+0,19
Fe* 4mM 0,80+0,00a 080%0,01* 049%004% 040%0,04% 0,20+£0,04% 0,08+0,022 1,47%0,50% 0,39+ 0,202
Fe* 8mM 0,78+0,022  0,78+0,022  0,49+0,05a 0,38+0,03a 0,33+0,13a 0,13+0,05% 1,20 +0,16a 0,66 + 0,412

Figura 2: Efeitos do estresse por ferro na fluorescéncia da clorofila a de P. vulgaris, submetida e
diferentes fontes de ferro em trés concentracdo. Medidas tomadas apés 60 dias.
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3.5. Atividades das enzimas antioxidantes

O Ferro possui forte acao pro-oxidativa acarretando, no sistema vegetal, a geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) (HELL e STEPHAN, 2003). As ERO gerados
devem ser rapidamente degradados, pois sua presenca no meio intracelular pode gerar
severos danos a nivel molecular (mutac6es e degeneracdes de proteinas e lipideos) e
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tecidual (necroses) (STEIN et al.,, 2009). Como linha primaria de defesa as células
vegetais apresentam a enzima SOD, que age na dismutacdo dos radicais superéxido
(O2) em oxigénio molecular (O;) e peréxido de hidrogénio (H202) (SINHA, 2006). Porém
o peroxido de hidrogénio é um produto toxico as células e necessita ser eliminado,
sendo essa acédo efetuada pelas enzimas CAT ou POX que agem nos peroxissomos e
cloroplastos. As POXs, devido a degradacao de H,O, em OH agem no crescimento da

célula vegetal via alongamento da parede (MAIA et al. 2012).

Os resultados desse estudo ndo demonstram alteragcdes nas enzimas antioxidantes
(Tabela 8). Esse resultado diverge dos trabalhos que demonstram correlacao entre tais
enzimas e o estresse por ferro (FOYER et al., 1994; PEREIRA, 2006; JUCOSKY, 2011;
ADAMSKI, 2011). Tal resultado ndo é determinante para excluir a formacédo de EROS
na espécie em face ao estresse por ferro, mas pode apontar para uma estratégia
diferenciada de neutralizacdo de EROS via antioxidantes ndo enzimaticos (ELSTNER e
OSSWALD, 1994; MOHAMED e ALY, 2004; SCANDALIOS, 2005). Tal fato ja foi
identificado para a P. vulgaris por Pekker et al, 2002, onde o tratamento com glutationa,
um eficiente antioxidante ndo enziméatico, resultou na reducédo da expressao génica de
enzimas antioxidantes em plantulas expostas a altos niveis de ferro. Resultados
semelhantes foram obtidos em plantas do género Arabidopsis (FOURCROY et al.
2004).

Tabela 8: Efeitos do estresse por ferro sobre a atividade das
enzimas superoéxido dismutase (SOD), Peroxidase Total (POX)
e catalase (CAT) (g-1 MS), em plantas de P. vulgaris cultivada
em trés diferentes fontes de ferro em diferentes concentracdes.

Tratamento SOD CAT POX
Controle 1,064 32,8823 144,643
EDTA 1mM 1,2742 44,616%° 211,699%
EDTA 4mM 0,997 46,448 256,778%*
EDTA 8mM 1,019 48,816° 307,646°
Fe*? 1mM 1,2122 30,574 174,665%
Fe 4mM 2,1032 43,1992 271,235%
Fe 8mM 1,086 37,497%¢ 218,557%
Fe* 1mM 0,9322 27,0702 174,559%
Fe* 4mM 0,9892 35,278%¢ 210,106*

Fe** 8mM 1,166 41,159%¢ 287,640%
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4. CONCLUSOES

O Fe em sua forma quelada apresentou influéncia sobre a % de germinacéo das

sementes de P. vulgaris.

O ferro EDTA e Fe*3causaram lentiddo no crescimento das raizes de P. vulgaris,

ocasionando menor alocacdo de biomassa radicular nos respetivos tratamentos.

A éarea foliar foi menor, quando comparada ao controle, em todas as fontes de
ferro. Tal processo se da como estratégia do vegetal para minimizar os efeitos

toxicos do metal.

Os pigmentos fotossintéticos permaneceram constantes em todos o0s
tratamentos. Mesmo que em uma fase da vida da planta houve a manifestacao
de clorose, levando a senescéncia da folha, quando da avalicéo, todas as folhas

estavam integras quanto os pigmentos.

P. vulgaris ndo apresentou variagdes na fotossintese quando em diferentes

tratamentos de estresse por ferro.

N&o foram observadas variagbes nas enzimas antioxidantes nas plantas de P.
vulgaris, sendo que esse resultado sinaliza a utilizagdo pela espécies de vias

ndo enzimaticas para combate aos EROS.
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CAPITULO 2

RESUMO

Muitos processos fisioldgicos nos vegetais sdo dependentes da presenca do Ferro
(Fe), seja como elemento estrutural ou cofator na acao enzimatica. Porém, quando em
altas doses esse metal apresenta toxicidade ao organismo. Este trabalho tem como
objetivo avaliar os efeitos téxicos do Fe sobre a fisiologia do milho hibrido Zea mays.
As plantas foram tratadas com duas fontes de Fe (Fe*? e Fe-EDTA) nas doses de 1,4 e
8 mM. Foram avaliadas as Taxas de germinacéo, IVG, crescimento inicial (10, 20 e 30
dias pos germinacdo), pigmentos cloroplastideos e fluorescéncia da clorofila a.
Também foram avaliadas as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e POX.
O Fe ndo promoveu modificacbes na germinacdo das sementes de Z. mays, porém
atuou no crescimento inicial gerando retardo do crescimento e da alocacdo de
biomassa para os tratamentos Fe*? (8 mM) e Fe-EDTA (4 e 8 mM), a area foliar ndo
apresentou variagcdes significativas entre os tratamentos. Os pigmentos clorofila a,
clorofila b e carotenoides apresentaram variagbes significativas em todos o0s
tratamentos com Fe, demonstrando a acdo desse metal no processo de clorose foliar.
A eficiéncia da fotossintese permaneceu constante em todos os tratamentos. A enzima
POX apresentou acdo para Fe* (8 mM), atuando como acdo secundaria dado o
periodo das analises, j& as demais enzimas ndo apresentaram variacdes ao

comparadas ao controle.

Palavras chave: Estresse; Fisiologia; Germinacao; Metal pesado, Crescimento
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1. INTRODUCAO

O ferro desempenha um papel importante nas reacdes de redox, bem como no
transporte de elétrons, a sintese de DNA, e fixacdo de nitrogénio e é, portanto, um
elemento essencial para os organismos vivos (LIU et al., 2021). A disponibilidade de
ferro bioassimilavel no ambiente é baixa, especialmente sob condicbes aerdbicas na
faixa de pH alto. Portanto, as plantas desenvolveram mecanismos eficientes de
absorcao de ferro (KOBAYASHI et al., 2019). Toda via em condi¢des andxicas e de pH
acido o metal é reduzido e fica biodisponivel aos vegetais (KROHLING et al. 2016), e
em elevadas concentra¢cdes no solo, pode levar a toxicidade ou alteracfes nutricionais,
gue podem afetar negativamente o metabolismo da planta (VERMA e PANDEY, 2017,
HASAN et al 2020; RODRIGUES FILHO et al. 2021).

A presenca do elemento ferro em solos alagaveis ou em areas de contato com
atividade de mineracdo € um fendmeno preocupante, considerando seu potencial de
toxicidade (JUCOSKY, 2011). A permanéncia do metal nos ciclos biogeoquimicos,
afeta tanto espécies de vegetacdo proximas as fontes do mineral, como de areas
adjacente (COTTA et al., 2006; MARENGONI et al., 2013). Por ndo apresentar
caracteristicas biodegradaveis, sdo raras as espécies com capacidade de tolerancia ou

gue conseguem evitar a absorcao desse elemento (LIU et al., 2021).

Desta forma, entende-se que a compreensao dos efeitos ocasionados pelo aumento na
concentracdo de ferro nessas espécies, pode elucidar as rotas ecofisiologicas e
metabolicas de plantas submetidas ao estresse por metais, além de incitar debates de
cunho socioeconémico, ja que muitas economias locais dependem da base mineradora
(ALTANGEREL et al., 2017; PANDEY et al., 2017).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi caracterizar as respostas ecofisiolégica da

espécie Zea mays submetida ao estresse por ferro.
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2. MATERIAIS E METODOS

As sementes de Z. mays hibrido foram adquiridas comercialmente de Monsanto S.A.

lote AG1051 e armazenadas em camara fria a 5° C e abrigadas de luz por sete dias.

Foram montadas sete baterias caualizadas, com trés placas de Petri e 20 sementes
cada, totalizando 60 sementes por bateria. A primeira bateria foi o controle onde utilizou
—se 15 ml de agua destilada, as demais beterias seguiram as concentracdes de, 1mM,
4mM e 8mM dos seguintes agentes Sulfato de ferro (Fe*?) e Fe-EDTA com 15 ml de
cada respectiva solucdo (FERREIRA e BORGUETTI, 2005). As solucbes de Ferro
foram produzidas seguindo o protocolo estabelecido por Simonete e Kiehl (2002) para

efeito de biodisponibilidade pelas plantas.

As médias dos tratamentos foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e
posteriormente ao teste de Tukey a 5% de significancia. Todas as analises estatisticas

foram executadas utilizando o programa Sisvar.

2.1. Teste de Germinacao

A germinacdo foi conduzida em camara de germinacdo B.O.D., utilizando-se a
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo 12h/12h por um periodo de 7 dias. A
germinacao foi verificada diariamente durante todo o experimento, considerando
germinada a semente que apresentou protrusdo da radicula com pelo menos 2mm
através do tegumento (BRASIL, 2009).

Apds sete dias de experimento foram efetuadas a avaliacdo de porcentagem de
germinacdo (%G) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962),

utilizando-se as seguintes formulas:
%G = Y G x 100/100

IVG= S (nifti)

Onde: %G: porcentagem de germinacdo; >G: somatdrio do numero de plantulas

germinadas por tratamento; 100: nimero maximo possivel de plantulas por tratamento.
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Ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti= tempo apos instalagdo do

teste.

2.2. Analise de desenvolvimento inicial

Foram utilizados vasos de polietileno de 0,5L com substrato ndo adubado mais areia
lavada na proporcéo 1:1, sendo semeada uma planta por vaso. As baterias (Controle,
Fe*? e Fe-EDTA) foram montadas com 20 vasos cada, totalizando 20 plantas para cada

tratamento.

Dez dias apds a germinacdo as plantas apresentavam estagio V2 e foram submetidas
aos respectivos tratamentos com as solu¢des de Ferro aplicadas via solo. O cultivo foi
realizado em sala de crescimento a 25° C e fotoperiodo de 12h. Todas as plantulas
foram mantidas em solucdo de Hoagland a meia forga ionica e pH 5,0 (HOAGLAND e
ARNON, 1950).

Para avaliar o crescimento das plantulas, aos 10, 20 e 30 dias ap6ds germinagdo foram
realizadas as seguintes medidas de crescimento: Area foliar (AF) determinada em
medidor de area (LI-COR Modelo 3100, Lincoln, Nebraska, USA), comprimento do

caule, comprimento da raiz, massa seca do caule e massa seca da raiz.

2.3. Extracdo e quantificacdo de pigmentos cloroplastideos

A determinacéo dos teores de clorofila a, b e carotenoides foi realizada ao término do
experimento, no 30° dia. Foram utilizadas trés replicatas, cada uma com 20 mg de
massa fresca foliar sendo homogeneizada em 5 ml de acetona (80%) gelada com o
auxilio de almofariz e pistilo. O material foi filtrado utilizando-se funil e papel filtro. O
liquido filtrado foi entdo armazenado em baldo volumétrico de 10ml envolvido em papel

aluminio e PVC.

Foi utilizado espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA) em leitura dos comprimentos de onda 470, 645 e 662 nm. As
concentragbes dos pigmentos foram encontradas segundo Lichtenthaler (1987),

utilizando — se as seguintes equacgoes:
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Ca=11,24 A661,6 - 2,04 A644,8
Cb= 20,13 A644,8 - 4,19 A661,6
C=(1000 2470 - 1,90 Ca — 63,14 Cb)/214

Onde: Ca (quantidade de clorofila a); Cb (quantidade de clorofila b); C (quantidade de carotenoides).

Os resultados encontrados foram expressos em mg por grama de massa seca (mg g-1
MS).

2.4. Analise da fluorescéncia da clorofila a

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram tomadas no dia 30 apos a germinacéo
com auxilio de fluorébmetro portati modelo Handy-PEA (Photosynthetic Efficiency
Analyser) Hansatech Instruments®, King’s Lynn, Norfolk, UK.

Foram selecionadas aleatoriamente 10 plantas por tratamento, dessas a segunda folha
mais alta no colmo foi clipada para a leitura. As folhas selecionadas foram adaptadas a
40 minutos de escuro por meio de clipes foliares para a oxidacdo completa do sistema
fotossintético. Os resultados obtidos foram posteriormente tabulados em planilha
eletrdnica utilizando-se o software PEA Plus v1.11. A partir desta analise, foram
calculados os parametros biofisicos que quantificam o fluxo de energia através da
cadeia transportadora de elétrons por meio do teste-JIP (STRASSER e STRASSER,
1995).

Os parametros avaliados foram: Fv/Fm: Rendimento quantico maximo do FSII, phi(Po):
Rendimento quantico maximo do FSII, psi(Eo): Rendimento quéantico do transporte de
elétrons a QA-, phi (Eo): Eficiéncia da movimentacdo de elétrons na cadeia de
transporte de elétrons apds a QA-, delta(Ro): Eficiéncia da movimentacdo dos elétrons
do intersistema para os receptores finais de FSI, phi(Ro): Eficiéncia da movimentacao
dos elétrons do intersistema para os receptores finais de FSI, Plabs: Conservacdo de

energia dos fotons absorvidos pelo FSII para reducao dos receptores finais do FSl e
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Pltotal: Conservacdo de energia dos fotons absorvidos pelo FSIl para reducdo dos

receptores finais do FSI.
2.5. Atividades das enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas Superoxido-dismutase, Peroxidase e Catalase foram
verificados nas plantulas jovens com 30 dias p6s germinagdo. Para a extracdo das
enzimas antioxidantes, 30 mg de material vegetal foram homogeneizados com tampé&o
fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,8), EDTANa, 0,1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP)
1% (p/v).

As extracBes foram realizadas em almofariz e pistilo com nitrogénio liquido e o
homogeneizado centrifugado a 12000 rppm durante 15 min, a 4 °C. Utilizou-se o
sobrenadante para os ensaios das atividades da Superdéxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Peroxidase (POX). A atividade da SOD foi baseada em Del Longo et
al. (1993), Giannopolitis e Ries (1997) e Beauchamp e Fridovich (1971), com a reacao
sendo conduzida a 25 °C em camara iluminada com lampada de 15W. ApoOs 6 minutos
de exposicdo, procedeu-se a leitura em 560nm. A atividade da POX foi medida
baseada em Kar e Mishra (1976) e Chance e Maehley (1955) com a reagédo a
temperatura ambiente por 2 minutos seguido de leitura a 420nm; e a atividade da CAT
seguiu o protocolo de Havir e Mchale (1987) e Anderson et al. (1995), realizado a
temperatura ambiente com leitura a 240nm por 2 minutos. Foram utilizadas trés
repeticbes com duplicatas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) (PEIXOTO
et al., 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste de Germinacao
As sementes de Z. mays tratadas em diferentes fontes e concentracdes de ferro nao

apresentaram variacdes significativas no tempo de germinacdo completando esse

processo em 7 dias (Figura 1).

Figura 1: Efeitos do estresse por ferro na porcentagem de germinacdo de Z. mays. Taxa de germinagéo
durante 7 dias.
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Também ndo foram observados efeitos significativos dos poluentes sobre a
percentagem de germinacdo (%G) e indice de Velocidade de Germinacdo (IVG)
(Tabela 1).

Tabela 1: Efeitos do estresse por ferro na porcentagem de germinacdo (%G), indice
de velocidade de germinacéo (IVG), em sementes de sementes de Z. mays.

Tratamento %G VG
Controle 84,00 + 18,18° 9,57 £ 2,65%
EDTA 1mM 84,00 + 3,26 8,56 + 0,99%
EDTA 4mM 89,00 = 8,242 10,62 + 0,93°
EDTA 8mM 86,00 + 6,922 9,85+ 1,28%
Fe 1mM 95,00 + 3,822 11,43 £ 0,41°
Fe*? 4mM 97,00 + 6,00* 12,10 + 0,99°
Fe? 8mM 93,00 + 6,00* 10,57 + 0,22°
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Estudos realizados com Z. mays demonstraram que acao téxica do ferro na fase de
germinacdo gera uma diminuicdo da atividade mitotica devido a clatogénese dos
cromossomos, oxidacdo e danos em proteinas e interferéncia na sintese de DNA
(NAGAJYOTI et al. 2010, KOBAYASHI e NISHIZAWA, 2012).

Entre tanto como o periodo de germinacdo e crescimento inicial é critico para o
sucesso reprodutivo dos vegetais varias espécies desenvolveram uma gama de
mecanismos de protecado a injurias quimicas e fisicas (LI et al. 2005), que protegem 0s
meristemas com eficiéncia ao atingir padr6es acima da concentracdo 6tima, em torno
de 0,9 mM (EL RASAFI et al. 2016).

Os mecanismos de defesa da fase de germinacédo (LI et al. 2005) atuaram com
eficiéncia sobre as fontes EDTA e Fe™, eliminando os efeitos deletérios do metal,
refletindo sobre a %G e IVG fazendo com que esses ndo apresentassem diferencas

significativas entre os tratamentos avaliados.

3.2. Analise de desenvolvimento inicial

Avaliando o crescimento radicular de Z. mays sob influéncia do ferro observa-se que as
plantas cultivadas com EDTA 4mM e 8mM e Fe* 8mM apresentaram diminuicdo
significativa de suas raizes (Tabela 2, Figura 2). O resultado corrobora com os estudos
de Saeed et al (2020) que ao avaliar a influéncia do ferro sobre o crescimento do milho
hibrido (Z. mays L.) concluiram que ha uma correlacdo negativa entre concentracao do
poluente e crescimento da planta, onde concentracdes acima de 8 ppm apresentam
resultados negativos significativos sobre o crescimento e desenvolvimento das raizes

do cultivar.

Alteracbes no crescimento em plantas sob estresse férrico estdo relacionados as
consequéncias negativas exercidas pelo poluente nos processos de divisdo celular e
expansdo da parede celular (HARGEMEYER e BRECKLE, 1996; NASEER et al.,
2010), bem como na producao de compostos secundarios e horménios (SAEED et al.,
2020). Em Z. mays o acumulo de ferro gera efeito na velocidade de crescimento e
alocacdo de biomassa principalmente nas raizes (VERMA e PANDEY, 2017). O

contato direto da raiz com o contaminante pode ser fator determinante para uma maior
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expressao de variagcdes quando da avaliacdo da toxicidade de metais (YANG et al.,
2010; YUSUF et al., 2011; LIU et al., 2021).

Tabela 2: Efeitos do estresse por ferro no crescimento (cm) da raiz de Z. mays, submetida a
diferentes fontes de ferro em trés concentracdes. Medidas tomadas ap6s 10 (1), 20 (2) e 30 (3)

dias de germinagéo.

Tratamento C.R(1) C.R(2) C.R(3)
Controle 7,96 + 0,762 20,98 + 1,38« 41,02 + 4,45°
EDTA 1mM 7,84 £1,23% 23,16 + 3,18 38,64 * 2,64°
EDTA 4mM 7,88 +0,96° 19,28 + 1,69 30,96 + 3,44°
EDTA 8mM 7,78 £1,05% 9,68 *+ 1,36* 14,70 + 1,86
Fe*? 1mM 8,20 £ 0,98° 24,54 + 2,40¢ 39,40 + 1,47
Fe 4mM 7,48 £ 0,90% 19,96 + 1,35° 34,38 + 1,78
Fe*? 8mM 7,64 £0,70% 15,48 + 2,59 31,00 £2,12°

Figura 2: Efeitos do estresse por ferro no crescimento (cm) da raiz de
Z. mays, submetida a diferentes fontes de ferro em trés
concentracdes. Medidas tomadas apds 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de

germinacao.
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Os efeitos do ferro sobre o crescimento do caule de Z mays foram similares aos
observados para o crescimento radicular, onde plantas cultivadas com EDTA 4mM e
8mM e Fe*? 8mM foram afetadas significativamente (Tabela 3, Figura 3). Porém essa
variacdo é observada desde a medida tomada com 10 dias de germinacado e perdura
durante todo o experimento, diferente do efeito nas raizes onde a afetacdo é

perceptivel apenas com 20 dias de germinacgdao.
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A raiz estd em contato direto com o poluente apresentando acfes mais agudas em
seus efeitos (LIU et al., 2021), ja o caule recebe o poluente via transportador YS1 ja
guelado na raiz pela acdo de fotossideréforos (JUCOSKY, 2011; TRIPATHI et al.
2018), e seu armazenamento ocorre preferencialmente no apoplasto, como hidroxido e
sal de fosfato, e seu excesso pode ocasionar efeitos fisiolégicos (BRIAT e LEBRUN,
1999). Outro fato relevante e a deposicdo do ferro nas cristas mitocondriais,
acarretando queda na taxa respiratdria e atraso no desenvolvimento do vegetal
(NENOVA, 2006; MCDONALD et al., 2008).

Tabela 3: Efeitos do estresse por ferro no crescimento (cm) do caule (C.C) Z. mays, submetida a
diferentes fontes de ferro em trés concentracdes. Medidas tomadas apés 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de
germinacao.

Tratamento C.C(1) C.C(2) C.C(3)
Controle 14,98 + 1,53 25,92 + 2,10 37,04 +1,89°
EDTA 1mM 13,44 + 1,22 26,84 +1,31° 36,26 + 2,08°
EDTA 4mM 11,14 +1,41* 23,22 +1,40° 31,10 +1,85
EDTA 8mM 9,12 + 0,68 16,52 + 1,80° 27,42 +1,97°
Fe*? 1mM 15,50 + 2,63¢ 24,98 + 1,74 35,72 + 3,06"
Fe*2 4mM 12,28 + 0,71 23,38 + 2,25 35,94 + 1,93
Fe*> 8mM 9,14 + 0,64° 19,56 * 1,32° 30,32 +1,98°

Figura 3: Efeitos do estresse por ferro no crescimento (cm) do caule
Z. mays, submetida a diferentes fontes de ferro em trés
concentragdes. Medidas tomadas apds 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de
germinacao.
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A massa seca das raizes de Z. mays cultivadas sob EDTA (4 e 8 mM) e Fe* (8 mM)
apresentaram valores médios mais baixos que o controle ao final de 30 dias poés

germinacao (Tabela 4, Figura 4).

O estresse quimico causado pelo ferro afeta diretamente a alocacdo de biomassa em
raiz de milho (HASAN et al 2020) Esse efeito é causado pela interferéncia do metal no
processo de respiracdo celular, bem como em modificacdes no fluxo de
micronutrientes, sendo que tais efeitos sdao mais severos quanto mais elevada a
concentracéo do poluentes (VERMA e PANDEY, 2017; SAEED et al., 2020).

Tabela 4: Efeitos do estresse por ferro na massa seca (g) da raiz (M.R) de Z mays, submetida a
diferentes fontes de ferro em trés concentracdo. Medidas tomadas apés 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de
germinacao.

Tratamento M.S.R (1) M.S.R (2) M.S.R (3)
Controle 0,18 + 0,07 0,38 £0,13* 0,90 + 0,06°
EDTA 1mM 0,21 + 0,05°¢ 0,40 +0,12% 1,01 +0,05°
EDTA 4mM 0,15 +0,01** 0,31 +0,04*® 0,83 +0,03*
EDTA 8mM 0,11 + 0,00* 0,41 +0,06° 0,66 + 0,02*
Fe*2 1mM 0,16 + 0,03%*° 0,37 +0,08% 0,90 + 0,05°
Fe*2 4AmM 0,16 + 0,02%° 0,29 + 0,08* 0,70 +0,01°
Fe*2 8mM 0,09 + 0,02° 0,21 £0,10* 0,68 + 0,04*

Figura 4: Efeitos do estresse por ferro na massa seca (g) da raiz de

Z. mays, submetida a diferentes fontes de ferro em trés
concentracdo. Medidas tomadas apds 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de
germinacao.
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Os valores médios de massa seca do caule para os tratamentos EDTA (4 e 8 mM) e
Fe*?(8 mM) foram mais baixos quando comparados ao controle (Tabela 5, Figura 5).

O ferro é transportado para a parte aérea da planta via xilema ligado a uma molécula
de citrato, neste processo as formas queladas, como o EDTA, possuem maior
mobilidade nos vasos condutores (JUCOSKY, 2011; VERMA e PANDEY, 2017).

Ao alcancar a porgcdo aérea da planta o ferro se acumulara nos vacuolos do apoplasto
ou nas cristas das mitocéndrias (NENOVA, 2006), sendo que neste podera ocasionar a
gueda da taxa respiratoria e, consequentemente, atraso no crescimento e
desenvolvimento do vegetal (MCDONALD et al., 2008).

Tabela 5: Efeitos do estresse por ferro na massa seca (g) do caule (M.S.C) de Z. mays, submetida a
diferentes fontes de ferro em trés concentracdo. Medidas tomadas apés 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de
germinacao.

Tratamento M.S.C (1) M.S.C (2) M.S.C (3)
Controle 0,22 +0,01* 0,43 £ 0,05° 0,88 + 0,01°
EDTA 1mM 0,24 +0,01¢ 0,28 + 0,03** 0,89 + 0,01°
EDTA 4mM 0,15 + 0,01* 0,22 + 0,06* 0,70 £ 0,01°"
EDTA 8mM 0,14 = 0,01* 0,25 + 0,03* 0,66 + 0,03*
Fe*2 1mM 0,24 +0,04° 0,41 +0,15" 0,87 £ 0,04°
Fe*2 4mM 0,24 +0,01¢ 0,40 + 0,06 0,86 + 0,03°
Fe*2 8mM 0,18 + 0,00* 0,31 + 0,10%° 0,77 + 0,05"

Figura 5: Efeitos do estresse por ferro na massa seca (g) do caule
de Z mays, submetida a diferentes fontes de ferro em trés
concentracdo. Medidas tomadas apds 10 (1), 20 (2) e 30 (3) dias de

germinacao.
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A érea foliar de Z. mays nao apresentou variacdes significativas ao longo do tempo
(Tabela 6).

Alteracdes morfoldgicas em folhas e raizes estdo entre os efeitos toxicos conhecidos
do ferro em vegetais (MORRISSEY e GUERINOT, 2010). Essas alteracbes podem
estar associadas a processos fisiologicos de transporte e complexacdo do metal
(AHLERT, 2010), ou séo reflexos diretos dos efeitos deletérios do poluente (HELL e
STEPHAN, 2003; RODRIGUES FILHO et al. 2021). No presente trabalho as
concentracbes de ferro utilizadas ndo foram suficientes para gerar alteracdes
morfolégicas nas folhas do milho. Toda via, como os resultados morfolégicos das
raizes demonstraram variacdes significativas para as concentracées de ferro de 4 e 8
mM, entende-se que 0os mecanismos celulares de contencdo do poluente (JUCOSKY,
2011; VERMA e PANDEY, 2015) atuaram de maneira satisfatoria, inibindo o efeito

toxico na morfologia da parte aérea da planta.

Tabela 6: Efeitos do estresse por ferro na area foliar (AF) (cm?), em plantas de Z. mays cultivada em
duas diferentes fontes de ferro em diferentes concentragdes.

Tratamento A.F (1) AF (2) AF (3)
Controle 21,80 +0,98° 28,50 + 3,70° 41,27 + 2,81°
EDTA 1mM 21,19 +0,68° 36,10 + 4,89° 40,15 + 1,56°
EDTA 4mM 21,63 £ 0,08° 27,52 +7,26% 37,42 £ 2,25%
EDTA 8mM 21,20+ 0,78? 29,75 £ 6,33° 37,44 £ 2,48°
Fe*> 1mM 21,16 + 0,65° 28,40 + 5,107 40,55 +1,19°
Fe* 4mM 21,36 +0,81° 32,57 £ 6,03° 39,73 £2,99°
Fe*> 8mM 21,25 +0,58° 31,54 + 8,96 38,56 + 2,367

3.3. Pigmentos cloroplastideos

Os pigmentos cloroplastideos (clorofila a, clorofila b e carotenoides) apresentaram
valores médios de concentracdo significativamente mais baixos que os valores do

controle para todos os tratamentos avaliados (Tabela 7).

Os efeitos do ferro sobre os pigmentos cloroplastidicos ocorrem em duas frentes
distintas, na primeira o metal atua inibindo a acdo de enzimas foliares relacionadas a
formacdo pigmentar, principalmente a enzima protoclorofilide-redutase (CHANDRA e

KANG, 2015). Também pode gerar a inativacdo Clorofila a Oxigenase quando se liga
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ao grupo sulfidrila da enzima, inativando as rotas de transformacdo da clorofila b
(STREIT et al. 2005; GUIMARAES et al. 2008).

Em uma segunda linha atua desestabilizando a estrutura molecular de compostos
organicos presentes nos plastideos (JUCOSKI, 2011), gerando assim diminuicdo da
concentracéo de Clorofila a e Carotenoides em plantas sob elevadas concentraces do
metal (MCDONALD et al.,, 2008; ARUNACHALAM et al., 2009; VERMA e PANDEY,
2017; HASAN et al 2020; RODRIGUES FILHO et al. 2021).

Tabela 7: Efeitos do estresse por ferro na concentracdo dos pigmentos fotossintéticos
(mg g* MS) Clorofila a, Clorofila b e Carotenoides, em plantas de Z. mays cultivada em duas
diferentes fontes de ferro em diferentes concentracées.

Tratamento Clorofila A Clorofila B Carotenoides
Controle 10,97 + 0,04° 3,79 + 0,022 2,86 + 0,022
EDTA 1mM 3,19 + 0,03 1,59 +0,03¢ 0,90 +0,01°
EDTA 4mM 5,49 + 0,06° 2,18 £ 0,10° 1,40 £ 0,01°
EDTA 8mM 4,08 £ 0,05° 1,98 + 0,12 1,23 = 0,00
Fe*? 1mM 6,63 + 0,03 3,38 £ 0,05° 1,74 = 0,02°
Fe*? 4mM 3,86 + 0,04° 1,78 + 0,04 1,08 + 0,01
Fe*2 8mM 4,48 + 0,024 2,16 = 0,03° 1,25 + 0,01¢

3.4. Fluorescéncia da clorofila a

Apesar da diminuicdo significativa dos pigmentos cloroplatideos entre os diferentes
tratamentos em comparagcdo com o controle os niveis fotossintéticos ndo foram

afetados (Tabela 8, Figura 6).

O ferro é essencial para o funcionamento da cadeia bioquimica fotossintética
(KOBAYASHI et al., 2019), atuando diretamente nos fotossistemas e citocromo B6F
como co fator das cadeias de reacdes (NENOVA, 2009), e participando estruturalmente
do complexo LHC (SHU et al., 2012; PINTO et al. 2016).

Porém, quando em concentracdes toxicas pode gerar modificacbes negativas no
complexo fotossintético dos vegetais (LIU et al.,, 2021). O Fotossistema Il é mais
sensivel a toxicidade do ferro, devido a acdo de degradacédo da proteina D1 (KALAJI et
al., 2017). Como esse Fotossistema apresenta maior plasticidade ocorrem elevacdes
na densidade nos centros de reagdo, com vias a aperfeicoar 0 processo energético, em
resposta a acao toxica do metal (GALAZZI, 2011; SANTOS JUNIOR, 2018).
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J& o Fotossistema | apresenta maior tolerancia as concentracdes de ferro, preservando
as reacOes Redox em seu interior (SANTOS JUNIOR, 2018), Porém, em doses altas do
poluente, o comprometimento desta estrutura leva o vegetal a severas consequéncias
fisiologicas (STRASSER et al. 2010; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2013), como,
baixa assimilacao final de elétrons e queda na formacdo de compostos redutores,
NADPH; e ATP e altera¢cdes na carboxilacdo da fotossintese com consequente queda
da taxa de acucares e crescimento (ARAUJO, 2012; CHEN et al. 2016).

Em estudo com clones de arroz Pereira et al., 2013 observaram que plantas tratadas
com Fe*> e Fe-EDTA apresentaram alteracbes em suas taxas de fotossintese em
concentracbes superiores a 4 mM. Toda via tal modificacdo esta relacionada a
alteracdes na agdo estomética, nao foram evidenciando modificagdo nos fotossistemas.
Ja Poelking, 2008, em estudo com o género Ipomea, observou reducao de 50% na taxa

de fotossintese em plantas tratadas com Fe-EDTA a 2 mM.

Como os resultados encontrados para Z. mays ndo evidenciam modificagbes nas
funcbes bioquimicas dos fotossistemas e citocromo pode se assumir que as
concentracbes do poluente utilizadas no estudo ndo foram suficientes para afetar a
fotossintese do vegetal. Porém, como ndo foram avaliadas as condu¢cdes gasosas via

estbmatos tal afirmacgdo é feita com cautela, pois ndo é conclusiva.

Tabela 8: Efeitos do estresse por ferro na fluorescéncia da clorofila a de Z. mays, submetida e
diferentes fontes de ferro em trés concentracdo. Medidas tomadas apds 30 dias de
germinacao.

Tratamento Fv/Fm phi(Po) psi(Eo) phi(Eo) delta(Ro) phi(Ro) Pl abs PI total
7.81 = 7.81 = 5,10 = 3,99 = 3,42 = 1,37 1,36 = 7.46

Controle 0,67* 0,07* 0,24° 0,21° 0,68° +0,33° 0,20° 2,80°
7,79 = 7,78 = 5,29 = 4124 + 3,61 = 1,49 = 1,40 = 8,11 =

EDTA 1mM 0,12%® 0,13 0,21° 0,15° 0,61° 0,26° 0,14° 2,142
7.77 £ 7.76 531+ 4,12 3,43 + 1,41 = 1,41 = 7,54 £

EDTA 4mM 0,07%® 0,07%® 0,30° 0,21° 0,32° 0,20° 0,16° 1,82°
7.88 = 7.87 = 4,80 + 3,78 = 3,59 = 1,36 = 1,23 = 7,01 =

EDTA 8mM 0,05° 0,05° 0,582 0,442 0,29° 0,19° 0,22° 1,582
7,74 = 7,74 = 5,30 = 4,10 = 3,40 = 1,40 = 1,38 = 7,31 =

Fe'? 1mM 0,11*® 0,12%® 0,14° 0,08° 0,43° 0,21° 0,122 1,87°
7.68 + 7.67 533+ 4,09 = 3,26 + 1,34 = 1,39 7,03 £

Fe™ 4mM 0,10° 0,11° 0,73° 0,54° 0,38° 0,30° 0,46° 3,45°
7.83 + 7.83 + 5,26 = 4,12 + 3,30 = 1,37 = 1,47 7.89 =

Fe™ 8mM 0,09 0,09%* 0,26° 0,25° 0,71° 0,38° 0,31° 4,40°
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Figura 6: Efeitos do estresse por ferro na fluorescéncia da clorofila a de
Z. mays, submetida a diferentes fontes de ferro em trés concentracao.
Medidas tomadas apés 60 dias.
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3.5. Atividades das enzimas antioxidantes

A assimilacdo de concentragfes de ferro pelo vegetal acima dos limites fisiolégicos de
quelacdo, transporte e armazenamento, levam a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (SAEED et al.,, 2020). Esses compostos sao altamente reativos e,
dentro da célula, podem gerar danos moleculares em lipidios, proteinas causando
necrose de tecidos, e mutacées no DNA (HELL e STEPHAN, 2003; STEIN et al., 2009).

Os vegetais apresentam uma linha ndo enzimatica para defesa das ERO, onde
compostos como: glutationa, citrato e AIA atuam como antioxidantes, inativando as
ERO e evitando os danos moleculares (ELSTNER e OSSWALD, 1994; PEKKER et al.,
2002; FOURCROY et al. 2004; MOHAMED e ALY, 2004; SCANDALIOS, 2005;
SAEED et al., 2020). J4 a linha enzimatica € composta por uma gama de enzimas que
atuam sobre diferentes substratos dos radicais livres, sendo primaria de defesa das
células vegetais a SOD, que age na dismutacdo dos radicais superoxido (O;) em
oxigénio molecular (O;) e peréxido de hidrogénio (H.O:) (SINHA, 2006). Porém o
peroxido de hidrogénio € um produto toxico as células e necessita ser eliminado, sendo
essa acao efetuada pelas enzimas CAT ou POX que agem nos peroxissomos e
cloroplastos. As POXs, devido a degradacédo de H,O, em OH agem no crescimento da

célula vegetal via alongamento da parede (MAIA et al. 2012).
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Na avaliacdo da atividade das enzimas SOD, CAT e POX de Z mays tratada com
diferentes fontes de ferro apenas o valor de POX apresentou variacao significativa (Fe*?
8 mM) quando comparada ao controle (Tabela 9).

Como os vegetais foram tratados com ferro aos 10 dias de germinacado e a avaliacao
enziméatica foi conduzida com 30 dias as linhas de defesa priméria de SOD ja haviam
atuado, e os teores da enzima normalizados pela fisiologia do vegetal. Ja a linha
secundaria da POX ¢é priorizada em plantas em estagios iniciais de crescimento devido

ao seu efeito sobre o crescimento da célula vegetal (MAIA et al. 2012).

Para o0 Z. mays a linha enzimatica de defesa sera acionada com maior intensidade
guanto mais altas as concentracfes de ferro, pois em concentracdes intermediarias a
acdo conjunta dos mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos sdo priorizadas pela
espécies (SAEED et al., 2020)

Tabela 9: Efeitos do estresse por ferro sobre a atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD),
Peroxidase Total (POX) e catalase (CAT) (g-1 MS), em plantas de Z. mays cultivada em duas
diferentes fontes de ferro em diferentes concentracbes. Avaliacdo efetuada com 30 dias de
germinacao

Tratamento SOD CAT POX
Controle 1,21 + 0,432 260,57 £ 103,162 1608,88 + 308,51%
EDTA 1mM 1,93 +£0,23% 295,13 + 73,06% 1487,85 + 65,212
EDTA 4mM 1,97 + 0,462 150,81 + 53,822 1630,27 + 261,922
EDTA 8mM 1,53 + 0,24 297,57 + 23,65 2000,26 *+ 302,55%
Fe*2 1mM 2,04 £ 0,30° 250,36 + 19,09 1449,15 £ 191,44,
Fe*2 4mM 2,74 + 1,092 167,45 + 78,97 1649,24 + 333,68
Fe*? 8mM 2,07 £ 0,60° 221,83 + 87,93 790,68 + 267,85"
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4. CONCLUSOES

O ferro ndo afeta a germinacédo de Z. mays permanecendo a % de germinacao e IVG
constantes nas diferentes concentracdes do poluente. O crescimento inicial da espécie
foi afetado nas concentracdes de 8mM (Fe*?) e 4 e 8 mM (Fe-EDTA) em 20 e 30 dias
de germinacdo, ocasionando queda do crescimento radicular e parte aérea e suas
respectivas biomassas. A area foliar ndo apresentou variacbes quanto a presenca e
concentracdo do poluente. O ferro afetou negativamente os teores de clorofila a, b e
carotenoides, toda via tal variacdo nado influenciou na integridade dos processos
fisiologicos da fotossintese. A atividade das enzimas SOD e CAT nao foram
evidenciadas neste estudo, POX apresentou atividade para Fe*? na concentracédo de 8
mM.
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