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RESUMO

SANTOS, TAMIRES CRUZ DOS, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de
2014. Amenizacdo da toxidez por ferro em plantulas de aroeira (Schinus
terebinthifolius raddi) tratadas com substancias humicas. Orientador: Prof. Dr.

Leonardo Barros Dobbss.

Esta dissertacdo investigou a capacidade das substancias humicas (SH) da matéria
organica controlar a toxidez causada por ferro (Fe) em plantulas de aroeira (Schinus
terebinthifolius) avaliando o efeito da interacdo SH-Fe sobre a promoc¢do do
crescimento tendo como ponto de partida o reconhecimento das SH como
ativadoras bioldgicas vegetais (com destaque para o incremento ao desenvolvimento
radicular) e possuirem capacidade complexante. Esse trabalho se baseou no
mecanismo de regulacdo da atividade das SH sobre as plantas que, devido a
presenca de varios grupamentos funcionais, pode complexar metais pesados,
diminuindo a toxidade dos poluentes disponiveis no ambiente. Para os objetivos
propostos serem atendidos foram realizados ensaios para a obtencdo de
concentracdes tanto de SH como de Fe e posteriormente estabelecidos tratamentos
onde as SH e o Fe foram utilizados em combinacéo ou ndo sobre o crescimento e 0
metabolismo de plantulas de aroeira. De acordo com os resultados, a espécie
estudada se comportou como bioindicadora de poluicdo por Fe apresentando
sintomas tipicos que foram progressivamente aumentados de acordo com o
fornecimento de concentracbes crescentes de Fe a solugcdo nutritiva e
posteriormente diminuidos quando do fornecimento da melhor dose de SH aos
tratamentos. De uma maneira geral as plantas tiveram um melhor crescimento no
tratamento onde foi fornecida a melhor dose de SH. Quando combinado Fe e SH
houve a recuperacdo do crescimento das plantulas, bem como a diminuicdo da
atividade das enzimas catalase, peroxidase e peroxidase do ascorbato,
demonstrando que possivelmente as SH s&do capazes de controlar o estresse
oxidativo em plantas de aroeira. Desta forma com essa dissertacao péde-se concluir
gue as SH se comportaram como um agente mitigador do stress causado pelo

excesso de ferro em plantulas de aroeira.

Palavras chaves: restinga, matéria organica, complexacéo, bioatividade e estresse
oxidativo.



ABSTRACT

SANTOS, TAMIRES CRUZ DOS, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, february,
2014. Iron toxicity alleviation in seedlings of aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi) treated with humic substances. Advisor: Prof. Dr. Leonardo Barros
Dobbss.

This dissertation investigated the ability of humic substances (HS) of the organic
matter control the toxicity caused by iron (Fe) in seedlings of aroeira (Schinus
terebinthifolius) evaluating the effect of SH-Fe interaction on promoting growth taking
as its starting point the SH recognition of biological activators such as vegetables
(especially the increment of root development) and having complexing capability.
This work was based on the mechanism regulating the activity of HS on plants which,
owing to the presence of various functional groups can complexing heavy metals,
reducing the toxicity of environmental pollutants available. For the proposed goals be
met in order to obtain test concentrations of both as Fe SH and further treatments
established where SH and Fe were used alone or in combination on the growth and
metabolism of seedlings were held roeira. According to the results, the species
studied behaved as a bioindicator of pollution Fe showing typical symptoms were
gradually increased according to the supply of Fe increasing concentrations of the
nutritive solution and subsequently decreased when the supply of doses of the
treatments SH. Generally plants had a better growth treatment which was given the
best dose SH. When combined Fe and HS was the recovery of seedling growth as
well as decreased activity of catalase, peroxidase and ascorbate peroxidase,
possibly indicating that the SH are capable of controlling oxidative stress in plants
mastic. Thus with this dissertation we concluded that HS behaved as a mitigating

agent of stress caused by excess iron in seedlings of aroeira.

Keywords: restinga, organic matter, complexation, bioactivity and oxidative stress.



1. INTRODUCAO

O crescente numero de usinas do setor de mineracéo e beneficiamento de
minério de ferro no litoral brasileiro é responsavel pela emissdo de diversos
poluentes atmosféricos que podem comprometer a sobrevivéncia de espécies
sensiveis (Silva et al., 2006; Kuki et al., 2008, Neves et al., 2009), tal como a
aroeira (Schinus terebinthifolius raddi), espécie sensivel a toxidez pelo ion ferro
(Fe) (Santos et al., 2011). Cada espécie vegetal possui variacdo de sensibilidade
a elementos traco (Silva, et al.,, 2007), sendo que a maioria ao absorvé-los
conseguem limitar parte de sua translocacéo no interior do tecido vegetal (Soares
et al., 2001).

Os micronutrientes sdo de extrema importancia para as plantas manterem
seu crescimento e tém papel importante na formacdo de varios complexos
enzimaticos (Kirkby & Rémheld, 2007), porém o limiar entre a dose 6tima e a
toxica desses elementos € bem estreito e sintomas de toxidez sé&o
diagnosticados através de um pequeno excesso em suas dosagens (Taiz &
Zeiger, 2013).

Dentre os principais agentes poluentes se encontram o diéxido de enxofre
(SO,) e 0 p6 de minério de ferro (Lopes et al., 2000). Quando suspensos na
atmosfera esses poluentes se depositam sobre a vegetacdo como chuva &cida e
na forma de material sélido particulado de ferro (MSPFe). A chuva &cida provoca
nas plantas um excessivo acumulo intracelular de H* e outros ions, o que leva a
desestruturacdo da permeabilidade das membranas, aumento da acidez no
estroma dos cloroplastos, desacoplamento no transporte de elétrons e
consequente reducédo nos niveis de ATP e NADPH (Velikova et al., 1999, Silva et
al., 2005).

A acidez do solo causada pela chuva acida condiciona baixos valores de
pH o que torna o ferro prontamente disponivel para as plantas (Hell e Stephan,
2003), podendo levar seu acumulo a niveis toxicos nos tecidos vegetais (Silva et
al., 2005, Silva et al., 2006). Esta condi¢do potencializa a formacdo de espécies

reativas de oxigénio e estresse oxidativo (Becana et al., 1998, Neves et al.,
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2009). Portanto, os efeitos da chuva acida junto a deposi¢cdo de MSPFe sobre a
vegetacdo possuem um efeito sinérgico no qual um, o baixo pH, potencializa o
efeito do outro, MSPFe, 0 que pode levar as comunidades vegetais a uma nova

situacao antrépica de distarbio (Kuki et al., 2008).

Atualmente, cada vez mais pesquisas vém estudando mecanismos de
tolerancia ao excesso de Fe devido a atividades antropicas. A possibilidade de
selecionar plantas tolerantes a presenca deste elemento é bastante estudada. No
entanto, empregar mecanismos que nao permitam que o Fe atinja as estruturas
celulares da planta hospedeira apesar de menos estudado vem sendo uma

alternativa viavel.

As substancias humicas (SH) sédo formadas pela transformacédo de
biomoléculas, durante o processo de decomposicdo de residuos vegetais e
animais, e das atividades metabdlicas de microrganismos presentes no ambiente
(Nomura et al., 2012). S&o definidas como uma supramolécula de massa molar
aparentemente elevada que podem ser desmontada por pequenas quantidades
de acidos organicos (Piccolo, 2002; Zandonadi et al, 2007 e Dobbss et al., 2010).
Devido a natureza complexa das SH, estas, conferem uma apreciavel
capacidade de formarem complexos estaveis com cations de elementos traco.
Em funcdo desta propriedade, as SH exercem importante papel na mobilidade,
no transporte e na atividade de ions metalicos no meio ambiente (Colombo,
2007). Portanto, devido as suas caracteristicas estruturais as SH podem interagir
com metais, tal como o Fe e também com compostos organicos como, por

exemplo, pesticidas e herbicidas (Junior, 2001).

De acordo com o exposto, a hipotese metodolbgica (desta dissertacédo) é
de as SH isoladas de vermicomposto podem promover mudanc¢as no padrdo do
crescimento da parte aérea e enraizamento, promover controle da toxidez e
alterar a atividade de enzimas antioxidantes em plantulas de S. terebinthifolius

cultivadas em solucgéo nutritiva com excesso de Fe.

A fim de testar tal hipotese o objetivo geral deste trabalho foi testar a
espécie S. terebinthifolius quanto a sua tolerancia a diferentes doses de ferro em
combinagdo ou ndo com SH oriundas de vermicomposto a fim de obter
conhecimentos mais abrangentes sobre acumulacdo de Fe por essa espécie

vegetal, associado a uma nova tecnologia, utilizando SH como composto
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complexante e bioestimulante, visando a obtencdo de possiveis minimizacdes a
impactos ambientais. Especificamente, pretendeu-se: i) extrair e caracterizar
guimicamente as SH oriundas de vermicomposto; ii) avaliar os efeitos das SH
sobre o desenvolvimento radicular de plantulas de aroeira-vermelha apos
realizacdo de ensaios de dose resposta; iii) avaliar o grau de tolerancia da
espécie, cultivada sob diferentes doses de Fe em solucao nutritiva; iv) comprovar
a eficiéncia das SH no controle da toxidez através da avaliacdo do crescimento
radicular e da parte aérea das plantas; v) avaliar a atividade das enzimas do
estresse oxidativo: peroxidase (POX); catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Schinus terebinthifolius

A aroeira-vermelha (Shinus terebinthifolius) (Figura 2) é também
conhecida como aroeira da praia e pimenta rosa (Paiva & Aloufa, 2009). E uma
arvore nativa do Brasil da familia das Anacardiaceae e esta distribuida desde o
nordeste até o sul do pais, podendo também ocorrer no centro-oeste (Armstrong
et al., 1994).

Figura 2. Imagens ilustrativas da espécie vegetal estudada (S. terebinthifolius)
(Fonte: Santos, T.C. 2012).

A aroeira é conhecida por suas propriedades medicinais (Lucena et al.,
2006). A casca e as folhas sé@o as partes mais utilizadas, por apresentarem varios
constituintes quimicos como taninos e polifendis (Paiva & Aloufa, 2009). Além de
seu uso medicinal, a aroeira também possui também outras varias aplicacdes tais
como: suplemento alimentar de animais e arborizacdo de pastos e urbanizacéo.
Por ser resistente a condicbes adversas aroeira possui grande capacidade de
rebrota e resisténcia ao fogo (Lorenzi, 2002), contudo € altamente sensivel a
exposicdo a doses toxicas do elemento traco ferro (Santos, et al., 2011), o que
reforca o seu uso como planta bioindicadora e corrobora sua utilizacdo nessa

pesquisa.
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Embora seja pouco cultivada no Brasil, a aroeira, como Visto
anteriormente, tem grande capacidade para a exploracdo e uso (Lenzi & Orth,
2004; Fernandes et al., 2008). E uma espécie muito procurada por aves, que Sio
possiveis dispersoras de seus frutos, que sdo do tipo drupa, pequeno, numeroso
e de cor vermelha brilhante quando maduros (Lorenzi, 2002; Ceséario &
Gaglianone, 2008). Por ser considerada altamente pioneira, € indicada para o
reflorestamento de areas em estagio inicial de degradacao, em areas de margem
de reservatorios e areas de pequenos e médios cursos d’agua. Devido a grande
importancia e distribuicdo de S. terebinthifolius na restinga, estas plantas séo as
mais indicadas para o0 uso em estudos sobre este ecossistema (Oliveira et al.,
2007).

2.2. Metais pesados ou elementos traco

Os metais pesados ou mais propriamente ditos elementos trago (ET),
ocorrem naturalmente no ambiente e desempenham papel importante na nutricao
de plantas e animais (Mendes et al., 2010). Esses elementos s&o altamente
reativos do ponto de vista quimico, que explica o porqué de nao serem
encontrados puros na natureza (Ramos & Geraldo, 2007). Além disso, os ET
podem expressar um potencial poluente diretamente nos organismos e 0 maior
perigo estad na transferéncia para a cadeia alimentar, uma vez que estes sao
bioacumulativos (Silva et al., 2007) e quando estéo presentes em excesso podem
inibir o crescimento das plantas e causar alteracdes nas comunidades vegetais
(Bertolazi et al., 2010). Sendo assim, o nivel de toxicidade varia de organismo
para organismo, que vao depender da concentracdo e do papel do elemento nos

processos bioquimicos em que estao envolvidos (Hall, 2002).

Atividades antrépicas, tais como a como a mineracdo, deposicao
inadequada de residuos toxicos e 0 uso de agrotoxicos em grandes quantidades
de ET tém contribuido para o aumento da concentragcdo desses metais no
ambiente (Mendes et al., 2010). O transporte destes nos vegetais €
essencialmente feito através do xilema e o estagio de crescimento, o tempo de
exposigcdo e a concentragdo dos ET podem causar danos em varios niveis as

plantas (Soares et al., 2001).
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Os ambientes contaminados por metais podem ser remediados através de
técnicas fisicas e bioldgicas de fitorremediacéo. Grandes esfor¢cos tém sido feitos
para aumentar os conhecimentos que auxiliam a reabilitacdo de éareas

contaminadas por ET (Guimarées et al., 2008; Bertolazi et al., 2010).

2.3. O ion Ferro

O Ferro (Fe) € um dos minerais mais abundantes na Terra, podendo estar
disponivel em duas formas: Fe?* e Fe*". Na forma Fe?* é mais sollvel e mais
facilmente absorvido. No entanto em geral o Fe esta disponivel na forma oxidada

(Fe*"), que no é diretamente absorvivel pelas plantas (Pereira, 2009).

O Fe é um micronutriente muito importante para as plantas, participando
de vérios centros de reducéo de proteinas que sao essenciais para a fotossintese
e a respiragdo (Gross et al., 2003). Este elemento € transportado via xilema até a
parte aérea da planta (Schmidt, 2003). Atualmente s&o conhecidos dois
mecanismos relacionados a absorcdo de Fe pelas raizes e que sdo ativados de
acordo com a necessidade da planta (Kirkby & Romeheld, 2007). O primeiro
mecanismo € caracteristico de dicotiledéneas, em que os prétons sao
bombeados para o meio extraradicular pela enzima H'-ATPase, que esta
localizada na epiderme da raiz, tornando toda rizosfera mais acida.
Posteriormente, esta acidificacdo ira aumentar a disponibilidade do Fe, ja que
guanto menor o pH, maior sera a solubilidade do Fe para a planta (Schmidt,
2003; Taiz & Zeiger, 2013). No caso do Fe*, este sera reduzido pela enzima
Quelato Ferrica Redutase e sera transportado através da membrana plasmatica
da raiz (Schmidt, 2003). O segundo mecanismo, usado pelas gramineas, envolve
um processo de expulsdo de sideroforos pelas raizes, formando assim
complexos com ions férricos que serdo transportados por transportadores
especificos que sdo encontrados na membrana das células das raizes (Taiz &
Zeiger, 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo das estratégias de absorcdo de ferro.
Estratégia | em dicotiledéneas, Estratégias Il em gramineas (Fonte: Santos.T. C.,
2011)

Quando o ferro estd em excesso no meio, pode induzir a producao de
radicais hidroxilas, agentes com maior capacidade de oxidacdo conhecidos
(Gross et al.,2003). A toxidez por ferro pode ocorrer através da absorcdo ou
acumulo em excesso pelas raizes, podendo formar um precipitado nas raizes
gue forma uma crosta de 6xido de ferro que pode alterar a absorcédo de outros
nutrientes como fdsforo, potassio e zinco (Silveira et al., 2007; Pereira, 2009).
Para as plantas manterem seu crescimento e evitar a toxicidade por ferro,
dependem de acdes para armazenagem e remobilizacao do ferro, levando assim
a homeostase (Jeong & Connolly, 2009). A homeostase desse metal é
fundamental para o crescimento e desenvolvimento dos vegetais, pois tanto o

excesso quanto a deficiéncia sao prejudiciais.

2.4. Efeito Complexante das Substancias Hiumicas

A biodiversidade existente nos solos regula os processos biogeoquimicos
formadores e mantenedores dos ecossistemas. Dentre esses processos
ecoldgicos um dos mais importantes € a ciclagem da matéria organica que se
inicia com a decomposicdo de residuos na superficie de solos, aguas e

sedimentos (Begon, 2007).

As SHsédo formadas pela transformacdo de biomoléculas, durante o
processo de decomposicdo de residuos vegetais e animais, e das atividades

metabdlicas de micro-organismos presentes no ambiente (Nomura et al., 2012).
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Sao definidas como uma supramoléula de massa molecular aparentemente
elevada que podem ser desmontadas por pequenas quantidades de &acidos
organicos (Piccolo, 2002; Zandonadi et al, 2007 e Dobbss et al., 2010) (Figura 3).
Estas substancias tem papel importante na manutencdo das caracteristicas
qguimicas, fisicas e bioldégicas do solo, principalmente por possuirem grande
capacidade de retencéo de calor, influéncia na germinacéo e formacéao de raizes,
além de estarem diretamente ligadas no transporte de compostos organicos no
ambiente (Moraes & Rezende, 2004).

1]
2. -
Aélfos Organicos
{

RN
N

Figura 3. Rompimento do arranjamento supraestrutural dos AH (Piccolo, 2002)
por exsudados radiculares. Fonte:Modificado de Canellas & Santos (2005).

A maior habilidade de producdo de acidos organicos capazes de
complexar metais e, com isso, alterar momentaneamente sua biodisponibilidade
as plantas pode também ser uma explicacdo para a tolerdncia de algumas
espécies vegetais. Canellas et al. (2008) verificaram que o perfil de exsudacao de
acidos organicos em plantas tratadas com SH é bastante alterado. A aplicacao
de SH também parece estimular a expressdo de genes envolvidos no transporte
de nitratos (Quaggiotti et al.,, 2004) e acumulo de metais como ferro
(Eyheraguibel et al., 2008). Alguns estudos sobre a interacdo das SH com ions
metélicos (metais pesados ou elementos trago) também vem sendo relacionados

com processos de recuperacao de ecossistemas naturais (Jerzykiewicz, 2013).

As SH possuem grupamentos acidos carboxilicos e fendlicos que séo
capazes de complexar metais formando quelatos, dos quais se formam atraves
do oxigénio do grupamento carboxilico e da hidroxila que estdo ligados ao anel
benzénico (Colombo et al., 2007). As interacdes entre as SH e 0s metais sao

influenciadas por diversas variaveis, como carga e heterogeneidade quimicas do
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material humico. Com isso essas interagcfes dos ions metélicos com as SH estédo
intimamente ligados a forca idbnica e ndo somente a concentracdo que também
estao atrelados com suas funcdes ligantes de cada metal (Bezerra et al., 2009;
Sanchez-Marin, 2007).

2.5. Efeitos biolégicos das Substancias Hamicas

Muitos autores ja demonstraram de maneira clara o papel das SH sobre o
incremento ao crescimento vegetal (Busato et al.,, 2010; Canellas et al., 2002;
Rodda et al., 2006; Canellas et al., 2010). As SH podem estimular as plantas
através aumento da atividade da enzima H*-ATPase presente na membrana
plasméatica (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2010) e tal acdo sobre a
bomba de H' reflete em um aumento da emissdo de raizes, na biomassa
radicular e da absorcédo de nutrientes (Pinton et al., 1999; Canellas et al., 2002;
Zandonadi et al., 2007).

No entanto, nas ultimas décadas, varias pesquisas tém revelado que as
bases estruturais e funcionais da acdo das SH sobre as plantas, parecem estar
mais relacionadas aos reguladores de crescimento presentes em sua estrutura
guimica (Canellas et al., 2006). Desde 1917, Bottomley considerou que 0s
auximoénios (fracdo bioativa da matéria humificada) poderiam regular o
crescimento das plantas. Foram publicados, nessa mesma época, 0S primeiros
relatos sobre os horménios vegetais e ideais muito semelhantes as de Bottomley
foram defendidas por Hillitzer, Chaminade e Boucher. Seguindo outra linha de
pensamento, Olsen pregava que as SH promoviam o crescimento das plantas
por tornarem 0s micronutrientes mais solUveis e mais disponiveis para a
absorcéo celular. O caso classico estudado por Olsen em 1930 foi 0 aumento da
absorcao de ferro pelas plantas, que inspirou, mais tarde, os trabalhos de Pinton
et al. (1997 e 1999), Mohamed et al. (1998), Cesco et al. (2000), Agnolon et al.
(2002), Nikolic et al. (2003) e Chen et al. (2004). A forma de ferro absorvida pelas
plantas é Fe(ll) e Olsen demonstrou que as SH tém poder redutor suficiente para

transformar Fe(lll) em Fe(ll).

Lieske (1931) sugeriu que as SH também poderiam alterar a
permeabilidade das membranas das plantas através de sua agéo surfactante

aumentando a capacidade de absorcéo de nutrientes. A acéo surfactante das SH
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e 0 consequente aumento da fluidez das membranas é ainda advogada até hoje
como um dos principais efeitos das SH no metabolismo celular (Daur &
Bakhashwain 2013; Morard et al., 2010; Samson & Visser, 1989; Visser, 1985 e
1987).

2.5. Estresse oxidativo em plantas

Diferentes tipos de impactos sejam eles antropicos ou ndo podem causar o
estresse oxidativo em plantas e paralelamente levar ao aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio pelas mesmas (Carrillo & Valle, 2005) e esse
sintoma ocorre quando 0s mecanismos celulares pro-oxidativos superam o0s
antioxidantes (Gratdo et al., 2005). Portanto, o estresse oxidativo acontece

guando existe uma grande producéo de EROs por diferentes organismos.

Wang et al. (2009) relataram que a geracédo de EROs através da formacéo
de peroéxido de hidrogénio (H.0); radical hidroxil (OH¢); oxigénio singlete (105,)
ou anion superoxido (O2+-) é o principal causador de injaria nos tecidos das
plantas apds a exposicdo a contaminantes e ou outros produtos que causem
distarbios a nivel celular. Todas as espécies que sao muito reativas devido a sua

instabilidade recebem a denominacéo de EROs.

As EROs desencadeiam reacdes peroxidativas e causam danos oxidativos
significativos as membranas e a outras macromoléculas essenciais por
interagirem de forma nao especifica com muitos componentes celulares (Foyer et
al., 1994; Mittler, 2002). As plantas, por sua vez, tém um sistema antioxidante
complexo para evitar tais danos que envolvem defesas antioxidantes enzimaticas
e ndo enziméaticas (Azevedo-Neto et al, 2008). Defesas enziméaticas incluem, por
exemplo, as seguintes enzimas: Catalase (CAT), Peroxidase (POX) e Peroxidase
do ascorbato (APX), todas utilizadas nessa dissertacdo. No entanto também
existem outras enzimas ndo estudadas aqui, mas que também sdo importantes,
tais como a superéxido dismutase e outras enzimas ciclo ascorbato-glutationa
(Gondim et al.,, 2010). Dentre as defesas ndo enzimaticas incluem-se o0s

antioxidantes: acido ascorbico, glutationa, a-tocoferol e carotenoides.

A POX apresenta um carater bifuncional no metabolismo oxidativo, pois

podem utilizar o H,O, para oxidar varios substratos por meio do seu ciclo
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catalitico peroxidativo e também produzir OH+ a partir do H,O, por intermédio do
seu ciclo catalitico hidroxilico (Passardi et al.,, 2004). A CAT nos vegetais é
encontrada nos glioxissomos, sendo responsavel pela remocdo do H,O, gerado
em diferentes processos nas plantas. E uma das enzimas chave envolvida na
remocdo de perdxidos tdxicos nas células quando estes estdo em concentracdes
altas, pois apresenta baixa afinidade pelo H,O,, atuando na decomposi¢cdo do
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (Mittler, 2002). Ja a APX,
de acordo Rizhsky et al. (2003), localiza-se primariamente nos cloroplastos e
citosol e reduz o H,O, (quando em baixas concentracdes na célula) até agua
usando ascorbato como doador de elétrons, resultando na formacdo de
dehidroascorbato. Este € reciclado a ascorbato usando a GSH como doadora de
elétrons e a glutationa oxidada (GSSG) € convertida pela enzima glutationa
redutase, dependente de NADPH.



2. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta das sementes e cultivo das plantulas de S. terebentifolius

Realizou-se a coleta das sementes das plantulas de aroeira (as sementes
de aroeira foram obtidas por coleta na Aldeia Indigena Pau-Brasil, localizada no
municipio de Aracruz-ES ha 80 km da capital Vitdria) e em seguida iniciou-se o
processo da retirada das suas cascas e tegumentos para facilitagdo do processo
de germinacédo. Apdés este procedimento as sementes foram secas e postas para
germinar em bandejas plasticas num substrato contendo areia e vermiculita
(proporcédo 1:1). As mudas permaneceram nas bandejas até completarem duas
semanas e logo apos foram transferidas para os tratamentos. Durante todo o
cultivo (15 dias) as mudas permaneceram sob condi¢cdes de fotoperiodo e

temperatura controlados (8 horas de luz e 27°C).

3.2. Extrag&o das SH do vermicomposto

200 g de amostras de humus de minhoca (vermicomposto) obtido
comercialmente (Vitaplan®) foram secas ao ar e peneiradas (peneira de malha
de 2 mm). Nesta dissertacdo optou-se em utilizar como fonte de matéria organica
o vermicomposto devido a comprovada estimulacdo de suas SH em diferentes
espécies vegetais (Canellas et al., 2002; Dobbss et al. (2010); Canellas et al.,
2010; Aguiar et al., 2013). A extracdo das SH foi realizada com NaOH 0,5 mol L™,
na razao solo:solvente de 1:10 (m/v) em atmosfera inerte de N,. Apés 24h de
agitacdo, a suspensao foi centrifugada e o residuo insolavel (humina) separado.
O pH do sobrenadante foi ajustado para pH 3 com HClI 6 mol L% e
imediatamente passado em uma coluna preenchida com uma resina XAD-8. O
material adsorvido na coluna foi eluido com uma solucdo de NaOH 0,1 mol L™. O
pH da solucéo eluida foi ajustado para 7 pela adicdo de algumas gotas de HCI 1
mol L?. Em seguida, as SH foram dializadas contra &agua destilada em

membranas com poros de 14 kDa e secas por liofilizag&o.

Apos o processo de extracdo, as SH obtidas foram caracterizadas atraves

das seguintes analises:
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3.2.1. Composicao elementar das SH

Foi realizada em analisador elementar automatico Perkin Elmer 2400 com
amostras de 4 mg de SH em triplicata. O conteudo de oxigénio foi determinado

por diferenca, descontado os teores de cinzas e de umidade.

3.2.2. Acidez das SH

A acidez total foi determinada pelo método do Ba(OH), com titulagdo do
excesso com HCI, a acidez carboxilica (COOH) pelo tratamento com Ca(OAc), e
determinacédo do Ac liberado com NaOH e a acidez fendélica (PhOH) por diferenca
(Total - COOH) de acordo com método de Schnitzer & Gupta (1965).

3.2.3. Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel (Uv-Vis) das SH

Foi obtida num espectrofotometro Schimatzu 8300, acoplado ao
computador para gravacao de espectros. A faixa examinada para o ultravioleta foi
de 200 a 350 nm, e de 350 a 700 nm para a regido do visivel. Os espectros foram
registrados em uma solugdo contendo SH diluidas em NaHCO3 0,05 mol L™ (20
mg C L%, com pH e forca ibnica ajustados para 8,0 e 0,01 mol L*,
respectivamente. Para determinacdo do coeficiente E4/Eg, a absorbancia em 465

nm foi dividida pela obtida em 665 nm.

3.3. Experimento de ensaio de doses - avaliacdo do desenvolvimento inicial
de S. terebinthifolius em diferentes concentra¢cdes de SH

Plantulas de aroeira, com o mesmo padrdo de crescimento foram retiradas
do substrato (areia + vermiculita) e tiveram suas raizes lavadas. Apds este
procedimento foi montado o experimento que avaliou a resposta das plantulas na
presenca de diferentes doses de SH extraidas de vermicomposto. Para isso,
foram utilizados 3 potes plasticos pretos com capacidade de 1000 ml para cada
tratamento (diferentes concentracbes de SH) que receberam 20 plantulas que
foram submetidas ao sistema hidropénico. Neste experimento foi utilizado o meio
minimo (CaCl, 2,0 mM L) e as plantas permaneceram aeradas por meio de

mini-compressores. As seguintes concentracdes de SH foram utilizadas como
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tratamentos: 0,0 mM C L™ (controle); 20 mM C LY 40mMC L 80mM C L™
16,0 mM C L™. As plantulas foram mantidas por 15 dias nos tratamentos e
coletadas para avaliacdo do numero de raizes laterais emergidas (NRL). Apds a
analise de regresséao foi determinada a melhor dose de SH, através da integracao
da curva de dose resposta.

3.4. Experimento com diferentes concentragdes de Fe em solucao nutritiva

Para escolha da dose de Fe que foi utillizada nos experimentos
combinados com SH, plantulas de aroeira foram cultivadas em hidroponia onde
as solucdes continham as seguintes doses da fonte de ferro utilizada (FeSO,4) O
uM L 100 pM L™ 250,0 pM L™ e 500 uM L. Da mesma maneira que no tépico
anterior foi realizada uma triplicata dos vasos de cultivo cada um contendo 20
plantulas e a solucao foi aerada constantemente. Apos 15 dias de tratamento as
plantulas foram coletadas para avaliacdo das areas foliar e radicular (utilizando-
se o0 programa Delta T scan (Delta-T Devices, Cambridge, UK)). Foi escolhida a
concentracdo de Fe que causava maior toxidade as plantas, porém onde as

mesmas ainda continuavam viaveis.

3.5. Cultivo hidrop6nico utilizando-se ferro combinado ou n&o com

substancias humicas

As condicBes experimentais deste ensaio também foram as mesmas
descritas anteiromente, no entanto, desta vez, foram realizadas 10 repeticbes em
solugdo nutritiva de Hogland (1950) composta pelos seguintes nutrientes:
NaH,PO, (0,56 mM L™); MgS0O, (0,6 mM L™); NHsNO3 (0,9 mM L™); KCI (0,5 mM
L™Y; KNO3 (1,3 mM L™); Ca(NOs) (2,53 mM L™). O uso da solugéo nutritiva neste
caso se deveu pelo fato das plantulas terem se desenvolvido por mais tempo nos
tratamentos (30 dias). Neste experimento foram utilizadas as concentragbes
recomendadas (de SH e Fe) obtidas nos experimentos anteriores de dose
resposta, totalizando 4 tratamentos (Tabela 1). As solu¢cbes foram trocadas a
cada 7 dias e seu volume completado diariamente, sendo o pH mantido em 4,5 +
0,2 com a adicao de HCI ou NaOH.
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Tabela 1. Descricdo dos tratamentos utilizados no cultivo hidroponico de S.

terebinthifolius combinando-se Fe+SH.

Tratamento 1 Controle Somente solugéo nutritiva
Tratamento 2 Dose recomendada de SH Solucéo nutritiva + Dose de SH

Tratamento 3 Dose recomendada de Fe  Solucéo nutritiva + Dose de Fe

Uso combinado das doses Solugéo nutritiva + Dose de Fe

Tratamento 4 .. mendadas de Fe + SH + Dose de SH

Apbés o tempo de cultivo as plantas foram coletadas para posterior
avaliacdo dos seguintes parametros biométricos: nimero de raizes laterais
(NRL); comprimento das raizes principais (CRP); densidade de raizes laterais
(NRL/CRP); area radicular e foliar. Para a avaliacdo das areas, imagens das
amostras das raizes e da parte aérea de S. terebinthifolius foram capturadas a
300 dpi e posteriormente processadas no programa Delta T scan (Delta-T
Devices, Cambridge, UK). Outras amostras de plantulas de aroeira foram

utilizadas para a determinacédo da atividade de enzimas do estresse oxidativo.

3.6. Determinacgéo da atividade de enzimas antioxidantes

Os extratos enzimaticos foram obtidos pela maceracdo de
aproximadamente 0,2 g de tecido foliar e radicular em N liquido e, entao,
adicionado 2 mL de meio de homogeneizac¢ao, constituido de tampéo fosfato de
potassio 0,1 M, pH 6,8, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto
de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v)
(Peixoto et al., 1999). O homogeneizado, depois de filtrado através de quatro
camadas de gaze, foi centrifugado a 12.000 g por 15 min, a 4°C, e o

sobrenadante utilizado como extrato enzimatico bruto.

3.6.1. Determinacao da atividade da catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampao de
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e H,O, 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O

decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reacao, foi medido a 240 nm a
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25°C. A atividade enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢ao
molar de 36 M™* cm™ (Anderson et al., 1995) e expressa em umoles de peréxido

de hidrogénio min™* mg™ proteina.

3.6.2. Determinacao da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

Para ensaios de atividade peroxidasica foi utilizado borato de soédio 10
mM, pH 9,0, NaCl 0,125 M, PMSF 1 mM, na propor¢céo de 1 g de peso fresco
para 4 mL do tamp&o, que permaneceu em agitacdo em tubos “Eppendorfs” por 3
h a 4°C. Em seguida o material foi centrifugado a 10.000 x g, a 4°C, por 10 min.,
posteriormente o sobrenadante foi coletado e o precipitado descartado, ao
sobrenadante foi adicionado polietilenoglicol 14 % (PEG) e em seguida fosfato de
potassio a 8,5 % (K.PQ,), para separacao dos pigmentos. Apos esta separacao

das fases, coletou-se a fase inferior (Leon et al., 2002).

A atividade da peroxidase nos tecidos do sistema radicular e foliar foi
determinada pelo método de Kar & Mishra (1976). Aliquotas de 100 uL do extrato
enzimatico diluido 1:20, tanto de raiz quanto de folhas, foram adicionados a 2,9
mL de uma mistura de reacdo constituida de tampéo de fosfato de potassio 25
mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM. O acréscimo na absorbancia a 420
nm, a temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reacao pela
producédo de purpurogalina, sendo, a atividade da POX determinada com base na
inclinacdo da reta nos primeiros segundos, apos o inicio da reacdo. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47
mM™ cm™ (Chance & Maehley,1955) e o resultado expresso em pmol min™ mg™

proteina.

3.6.3. Determinacao da atividade das peroxidase do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com o
método de Nakano & Asada (1981), porém modificado por Koshiba (1993).
Aliquotas de 100 pL do extrato enzimatico bruto de raiz e de 100 yL do extrato
enzimético foliar diluido 1:5, foram adicionados a 2,9 mL de um meio de reacao

constituido de tampéao de fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascérbico 0,8
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mM e H,O, 1 mM. O decréscimo na absorbancia a 290 nm, a temperatura de
25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reacao, sendo, a atividade da APX
determinada com base na inclinacdo da reta nos primeiros segundos, apos o
inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extincdo molar de 2,8 mM™* cm™ (Nakano & Asada, 1981) e o resultado

expresso em pmol min™ mg™ proteina.

3.7. Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado. O
teste de Kappa2 (p<0,05) foi utilizado para avaliacdo da normalidade dos dados.
AplOs a constatacdo de que os dados eram paramétricos foi realizada uma
analise de variancia ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Tukey
(P<0,05) pelo programa SISVAR da Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Para
a determinacédo da melhor dose de SH foi realizada uma analise de regressao. A
fim de ser melhor interpretar os dados alguns resultados foram normalizados em

relacdo ao controle e posteriomente estabelecidas as devidas comparacoes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao da SH oriunda de vermicomposto

A escolha do solvente de extracdo € um primeiro passo importante para a
caracterizacdo de materiais humicos uma vez que esses influenciam nas
caracteristicas quimicas do mesmo (Dobbss et al., 2006). Nesse trabalho foi
escolhido o NaOH devido seu maior rendimento na extragdo e ser o solvente

mais indicado pela Sociedade Internacional das Substancias Hamicas (IHSS).

A composicdo elementar, razdes molares, acidez total, carboxilica e
fendlica, bem com a relacdo E4/Es das SH apresentadas na Tabela 2. De um
modo geral, o comportamento dos valores de todas as caracteristicas avaliadas é
similar a de outros materiais humicos estudados previamente (Rice & MaCarthy,
1991; Dobbss et al., 2009; 2010). No entanto o conteudo de O é alto (45,17%)
em relacdo a composicdo elementar média de outros materiais (Canellas et al.,
2005).

Tabela 2. Composicdo elementar (livre de &gua e cinzas), relacdes molares,
acidez total, carboxilica e fendlica e relacdo E4/Eg do material humico estudado.

Relacao

Composicéo elementar  Raz0es molares Acidez EJE
46

% - (cmolc kg™)

C H N O C/N H/IC O/C Total COOH PhOH

46,57 5,72 2,99 45,17 1556 0,77 0,73 745 351 394 3,47

O valor mais baixo de N (2,99%) e alto de C (46,57%) confere valores
altos da relacdo C/N a SH, o que pode ser mais associado a evolugédo quimica do
gue a estabilizacéo pela atividade biolégica (Canellas et al., 2005). A relacédo O/C
baixa (0,73) refletiu numa acidez carboxilica (351,0 cmolc kg™) menor que a
fendlica (394,0 cmolc kg™) (Rice & MacCarthy, 1991). A alta relacdo C/N (15,56)
e a baixa relacado H/C (0,77) sao consideradas indicadoras de elevado grau de

estabilidade do hiumus e de quantidades significativas de estruturas condensadas
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nas SH (Stevenson, 1994), que tém sido interpretadas tradicionalmente como

avanco do grau de humificagao.

A acidez total das SH é alta (745,0 cmolc kg™) e compativel com o grau
elevado de oxidacdo das SH oriundas de vermicomposto e, portanto, com
elevado conteudo de oxigénio. O grau de humificacdo das SH solluveis pode ser
normalmente avaliado pelos valores da relacdo E4/Es (Kononova, 1966). Neste
trabalho o valor desta variavel avaliada foi de 3,47. Valores desta relagédo
geralmente sdo menores que 5 para SH extraidas substratos férteis (Stevenson,
1994), corroborando com o resultado dessa dissertacdo onde a fonte de matéria

organica foi o vermicomposto (utilizado como abubo organico natural).

4.2. Ensaio de doses - avaliacdo do desenvolvimento inicial de S.
terebinthifolius em diferentes concentracdes de SH

Um modelo polinomial de segunda ordem descreveu os efeitos das
diferentes doses de SH sobre o numero de raizes laterais de plantulas de S.
terebinthifolius (Figura 4 A).
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Figura 4. (A) Curva de dose resposta para 0 numero de raizes laterais de
plantulas de S. terebinthifolius. (B) Modelo de dose-resposta, coeficiente de
correlacdo (R?), desvio-padrdo da regressdo (desvio), nimero de unidades que

integram a amostra (n), nivel de significancia da regressao (p) e ponto de inflexao
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(dose 6tima) para o numero de raizes laterais ap6s tratamento com as diferentes

doses de SH de vermicomposto.

Varios trabalhos descritos na literatura, da mesma maneira, demonstraram
esse efeito com outros materiais humicos e outras espécies vegetais (Aguiar et
al., 2009; Canellas et al., 2010; Dobbss et al., 2010). Vaughan & Malcolm (1985)
também observaram estimulos ao crescimento radicular com concentracdes
baixas de SH e inibicbes com o aumento gradativo destas e atribuiram esse
efeito a semelhanca com os ensaios com horménios vegetais onde geralmente o

modelo de dose resposta € muito semelhante aos obtidos com SH.

A dose 6tima (ponto de inflexdo da equacdo quadrética) encontrada para o
numero de raizes laterais de plantulas de S. terebinthifolius foi de 8,57 mM de C
de SH (Figura 4 B). Tal dose encontrada € bem maior do que as frequentemente
encontradas em outros trabalhos descritos na literatura. Por exemplo, Dobbss et
al., 2010 estudando SH oriundas de vermicomposto e seus derivados quimicos
encontraram uma dose 6tima média de 2,07 mM de C L™ para o incrementos dos
materiais humicos em plantulas de milho e Aguiar et al. (2009) avaliando uma
possivel relacdo entre o tamanho molecular de subfracbes humicas e as suas
respostas sobre o crescimento radicular de Arabidopsis thaliana detectaram a
concentracdo média de 5,11 mM C L™ como a mais adequada para o estimulo

desta espécie vegetal.

4.3. Efeitos de diferentes concentragcdes de Fe em solug&o nutritiva sobre o
crescimento de plantulas de S. terebinthifolius

Plantulas de aroeira se mostraram sensiveis as doses de ferro, tendo um
menor crescimento tanto das raizes quanto da parte aérea, conforme
demonstrado apos a andlise das areas radicular e foliar (Figura 5 A e B). Ja na
menor na dose de ferro, no periodo final da conducdo experimental essa
diferenca ja era significativa havendo uma diminui¢cdo de aproximadamente 20%
na area radicular em relacéo as plantulas controle. Com relagdo as demais doses
essa diferencga foi ainda maior variando entre 31,81 e 39,39% de decréscimo da
area radicular em comparacdo com o tratamento controle nas doses de 100 e

500 uM L™ de Fe respectivamente.
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Figura 5. Efeito de diferentes doses de Fe sobre a area radicular (A) e foliar (B)
de plantulas de S. terebinthifolius. Letras mailsculas correspondem as diferencas
significativas entre as médias pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados foram
normalizados em relagéo ao controle (Controle=0%) + desvio padrao.

Kuki e colaboradores em 2009 observaram que diferentes doses de ferro
na forma particulada associada ao baixo pH causavam danos ao crescimento
vegetal uma vez que nessas condicfes, a absorcdo de Fe pelas raizes é

aumentada e prejudica o crescimento inicial dos vegetais.

De acordo com a Figura 5B nas maiores doses de Fe puderam-se ser
observadas diferencas significativas em relacdo ao controle também com relacdo
a area foliar. Quando foi fornecida a dose de 100 uM Fe L™ o decréscimo da area
foliar foi de 9,80% em relacdo ao controle, no entanto efeitos mais expressivos
foram observados na dose de 500 pM Fe L™ chegando até 43,13%, porém
causando a posterior morte das plantulas. Foi possivel observar também que
desde a primeira dose (50 uM Fe L™) as plantas j4 comecavam a apresentar

sintomas classicos de intoxicacao por ferro (Figura 8 B e C).
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Conforme pode ser observado na Figura 5 A e B, tanto para a area
radicular quanto para foliar ndo existem diferencas significativas entre as doses
de 250 e 500 uM Fe L. No entanto, somente até a dose de 250 uM de Fe, as
plantas se mantiveram vivas e viaveis até o final do experimento e a partir desta
constatacdo tal dose foi escolhida como a ideal para ser utilizada nos testes

comparativos em combinag&o ou ndo com a melhor dose de SH.

4.4. Efeitos da interagcao Fe-SH em solucgéo nutritiva sobre o crescimento de
plantulas de S. terebinthifolius

A Figura 6 A, B e C apresenta os resultados do uso combinado ou n&o de
Fe com SH sobre a arquitetura radicular de plantulas de aroeira. Com relacéo ao
comprimento das raizes principais pode-se observar que houve diferencas
significativas entre os tratamentos com destaque para o tratamento com a melhor
dose de SH isoladamente ou em combinagdo com a dose escolhida de Fe. Nao
foi observada diferenga significativa entre o tratamento com Fe isoladamente e o
tratamento controle Figura 6A. Com relacdo ao numero de raizes laterias (Figura
6B) o tratamento com 8,57 mM C L™ de SH mostrou grande estimulacéo sendo
significativamente diferente em relagao a todos os outros tratamentos com media
de aproximadamente 30 raizes lateriais, mais que o dobro que o tratamento
controle. O tratamento com a dose de 250 uM Fe L™ isoladamente apresentou o
menor numero de raizes laterais, em torno de 11, mostrando o dano que esta
dose causa as raizes das plantulas de aroeira. Tanto para o comprimento das
raizes principais quanto para o nimero de raizes laterais, quando se adiciona SH
em conjunto com a dose de Fe hd uma aparente recuperacdo do sintoma de
toxidez nas plantulas (Figura 8A). Na densidade radicular (Figura 6C) somente 0
tratamento em que a SH foi adicionada isoladamente a solu¢do de cultivo,
conforme esperado, foi significativamente diferente dos demais tratamentos, com

o valor de 4,2 raizes laterais por centimetro de raizes principais.

O tratamento com a dose de 250 uM Fe L™ influenciou diretamente na
area radicular e foliar (Figura 7 A e B). No tratamento em que é fornecida
somente a dose recomendada de Fe, as plantas apresentaram decréscimos

destes parametros avaliados em relacéo ao controle, com 37,5% de inibicdo na a
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area radicular e 36,4% na foliar em relacdo ao tratamento controle (0%),

novamente mostrando a sensibilidade da aroeira a referida dose de Fe.
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Enquanto isso a SH isoladamente na dose de 8,57 mM de C L%
demonstrou possuir um papel fundamental no incremento das areas radicular e
foliar, em plantulas de aroeira. Tal tratamento obteve incrementos significativos
em relagcdo ao controle na area radicular (23,43%) e foliar (19,61%) (Figura 7 A e
B). E interessante notar que novamente ha uma tendéncia a recuperacéo das
plantas de aroeira ao efeito toxico do Fe quando se observa o uso conjunto das
doses de Fe e SH (Figura 8A). Para a area radicular de um valor negativo com o
ferro isoladamente (-37,5%), com a adicdo de SH a solucéo este se torna positivo
(4,69%). A mesma tendéncia ocorre na area foliar, porém com valores mais
expressivos, onde o valor negativo de -36,47% passa a positivo (13,72%) quando

da combinacdo com a SH.

40

A

30 A
S 20 1
!‘l,
T 10 B
z
3 o h
3 10
L]
L
e 20
g
£ 30

I
40 1
o
50
857TmMC SH  250,0 yMFe  250,0 uM Fe +
8,57 mMC SH

B 30 - A

20 1 B

i I

£ 10 4
(—]
H;
R
z
S -10
=
= -20
g
g 30

-40
C

8,57 mMC SH 250,0 uM Fe 250,0 uM Fe +
8,57 mMC SH

-50 -
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Em trabalho realizado por Santos et al. (2011), tal como nesse trabalho,
também foram observadas inibicbes que variaram de 1,76% na menor dose
utilizada a 27,53% ao crescimento radicular de plantas de aroeira crescidas em

diferentes doses de Fe.

O efeito das substancias hamicas sobre o crescimento vegetal ndo é
recente. Desde 1917 trabalhos vem verificando uma intensa promog¢ao do
crescimento radicular com pequenas concentracbes de SH (Bottomley, 1917). E
rotineiramente tal efeito tem sido comparado a de horménios vegetais. Facanha
et al, 2002, mostraram que SH oriundas de vermicomposto e lodo da estacéo de
tratamento de esgoto estimulam o crescimento de plantas de milho e café de

uma maneira muito semelhante ao fitormonio auxina.

Porém para explicar os efeitos da possivel diminuicdo da toxidez por ferro
em plantulas de aroeira ndo se deve somente levar em conta o papel das SH
sobre o crescimento vegetal e desenvolvimento do vegetal como um todo e sim
também levar em conta a capacidade complexante das SH, que provavelmente
tem forte influéncia nos resultados aqui apresentados, uma vez que as SH
podem com facilidade interagir com ions disponiveis presentes no meio (Bezerra,
2009). Laglera et al., 2011 mostrou que SH séo capazes de complexar e
adsorver o Fe em doses mais altas, levando a crer que as SH possuem varios
sitios de ligacBes para o ferro, corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho e de certa forma provando que as SH se ligam a esses ions metalicos e
consequentemente diminuem a sua absorcdo pelas raizes das plantulas de

aroeira.

No presente trabalho, todas as plantas expostas ao ferro demonstraram
sintomas tipicos de intoxicacdo por ferro nas raizes, que apresentaram uma
coloracdo castanho-escura e consisténcia quebradica que provavelmente
interferiram no crescimento das mesmas (Figura 8). O excesso de Fe pode
causar varios sintomas visiveis nas plantas, como por exemplo, descoloragéo de
partes das folhas deixando visiveis as nervuras (Figura 8C), até secarem
completamente. Nas raizes os sintomas sédo apresentados por baixa quantidade
de ramificacdo e uma coloracgao tipica castanho-escura (Camargo et al., 1983).

Isso se deve a toxidez causada pelo ferro, que quando em excesso forma uma
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crosta de oxido de ferro (placa de ferro) sobre a raiz (Figura 8B) impedindo

absorcao de nutrientes e tornando-as mais enfraquecidas (Howeler, 1973).

4
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J

Controle 857mMC SH 2500 uMFe 250,0 uMFe +
8,57 mM C SH

Figura 8. (A) Imagem representativa das plantulas de S. terebinthifolius
(convertidas a preto e branco 1 bit) crescidas nos diferentes tratamentos ao final
do experimento. (B) Formacéo de placa de ferro no tratamento de 250 uM Fe L™.

(C) Sintoma tipico de toxidez por ferro no tratamento de 250 pM Fe L™.

Kuki et al. (2008) demonstraram que plantas de aroeira quando expostas
ao ferro na forma de material particulado, mostrou-se resistente e sem muitas
alteracbes nos padroes das folhas e raizes, no entanto quando expostas
diretamente a forma Fe*® os resultados as plantas responderam a toxidez. Nesta
mesma linha de pensamento, Oliveira et al. (2007) observaram que a aroeira &
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realmente resistente ao MSPFe. No entanto quando exposta diretamente ao ferro

em solucdo nutritiva, se mostrou sensivel em todas as doses utilizadas.

Para Wolff et al., 2009, a avaliagdo da contaminagdo por ET é feita
primeiramento no ambito visual, onde se pode observar seus efeitos negativos
sobre a morfologia da planta com os efeitos classicos de toxcicidade desses
metais, bem como necrose foliar ou escuremento foliar e a formacéo de placa
nas raizes. A interacdo substancias humicas e ferro (SH-Fe) ainda ndo é muito
bem difundida na literatura cientifica. Essa interacdo pode afetar diretamente a
absorcao desse elemento pelas plantas quando presentes em solucéo nutritiva e
pode se dar principalmente devido a presenca dos grupos OH da estrutura
hamica (Schwertmann et al., 2005), como grupos fendlicos ligados as cadeias

alquila e a estruturas mais hidrofobicas (Dobbss et al., 2009).

Pode-se levar também em consideracdo que pode haver uma pequena
resisténcia das plantas a toxidez produzida pelo ferro que pode primariamente
ser determinada por sua habilidade de excluir este elemento pela raiz ou ainda
prevenir sua translocacdo até a parte aérea (Suh et al., 2002) que combinado
com a capacidade de complexacdo das SH pode ter favorecido a
“desintoxicagao” das plantas. Ademais, alguns tipos de plantas podem reduzir os
efeitos toxicos neutralizando os metais e transformando-os em precipitados

insoluveis sobre a superficie radicular (Horne, 2000).

4.5. Ensaio Bioquimico: Atividade das Enzimas Antioxidantes

Os restudados da interacdo Fe-SH sobre a atividade das enzimas
antioxidantes em plantulas de S. terebinthifolius € mostrada na Figura 9 A, B e C.
De uma maneira geral os resultados das atividades de todas as enzimas
avaliadas (POX, CAT e APX) se mostraram bem similares com relagéo ao efeito
dos tratamentos. De uma maneira geral, sempre os tratamentos onde foram
utilizados isoladamente as doses recomendadas de SH (8,57 mM C L) e Fe
(250 mM Fe L™) tiveram aumentos significativos em relacdo ao controle na
atividade da POX, CAT e APX, mostrando que tais tratamentos promoveram um

aumento do estresse oxidativo de plantulas de aroeira.
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O efeito de materiais humicos sobre o mecanismo de defesa antioxidante
vegetal ja foi relatado anteriormente. Cordeiro et al. (2011) observaram aumentos
da atividade da CAT e grandes producfOes de espécie reativas de O, apds o
tratamento de plantas de milho com &cidos humicos. Provavelmente o aumento
da atividade enzimatica promovida por SH se deva principalmente pela influéncia
das SH sobre o metabolismo secundario das plantas, aprimorando o0s
mecanismos de defesa para futuras condi¢cdes de estresse (Garcia et al., 2014;
Schiavon et al., 2010).

Da mesma maneira que 0s materiais humicos o efeito do Fe sobre a
atividade de enzimas do estresse oxidativo também ja foi estudada. Jucoski et al.
(2013) testou efeitos do ferro no metabolismo de Eugenia uniflora e obteve
aumentos na atividade da POX com doses elevadas de ferro, mostrando como o
este elemento causa danos ao metabolismo vegetal. Portanto o aumento da
atividade dessa enzima ja era esperado, uma vez gue a mesma participa
ativamente no processo de desintoxicacdo das EROs (Kuki et al, 2008). Esse tipo
de resposta tem sido observado tanto em folhas quanto em raizes de diferentes
espécies, apds a aplicacdo de doses tdéxicas de diferentes ET (Van Asshe e
Clijsters, 1990).

E importante destacar que quando foi combinada a dose de ferro com as
SH observou-se uma drastica reducéo da atividade das trés enzimas estudadas,
ocasionando uma “recuperagdao do estresse” causado por ambos quando
fornecidos isoladamente as plantulas de aroeira. Essa recuperacdo as vezes foi
até menor que o tratamento controle como, por exemplo, na atividade da POX
(Figura 9A). Em geral, a absorcdo de quantidades toxicas de ET pelos vegetais
leva ao aumento da atividade da POX, conforme observado nesse trabalho. No
entanto a “desintoxicagdo” promovida pela SH neste caso foi notéria e
surpreendente. Provavelmente tal fato de deva a ac¢do das SH sobre o estimulo a
exsudacdo de acidos organicos pelas plantas que auxilia na capacidade de
complexacdo dos metais (Canellas et al., 2008), diminuindo assim o efeito toxico
desse contaminante. A capacidade das SH formarem complexos com
micronutrientes depende do seu conteudo de grupos funcionais doadores de
elétrons (Linehan, 1985). A ordem de estabilidade dos complexos formados entre
os ET e AH tem sido determinada através de titulagcdo potenciométrica e segue a

série de Irwing-Williams (Pb*? > Cu*? > Ni*? > Co™ > Zn*? > Cd"? > Fe*? > Mn*? >
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Mo*?). Por outro lado, como mostrado por van Dijk (1971), a um valor de pH 5,

por exemplo, ndo existe grande diferenca na forca das ligacGes entre AH e ET,

para Mn*2, Co*?, Ni*? e Zn*?, enquanto para Pb?*, Cu™ e Fe*® a forca de ligacéo é

bem maior, indicando que a estabilidade dos complexos formados nos solos
entre SH e ET s&o dependes dos valores de pH.
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Figura 9. Efeito dos diferentes tratamentos, apos ensaio de doses, sobre a

atividade de enzimas do estresse oxidativo em plantulas de S. terebinthifolius.
Em (A) Peroxidase (POX); (B) Catalase (CAT) e (C) Peroxidase do ascorbato
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(APX). Letras maiusculas correspondem as diferengas significativas entre as
meédias pelo teste Tukey (p<0,05). Os valores sdo representados pelas médias +
(DP).

Conforme observado na Figura 9B, a atividade da catalase foi
significativamente aumentada no tratamento com 250 mM Fe L™. Bottcher et al.,
(2011) realizaram experimentos com café utilizando doses muito proximas as
usadas no presente trabalho, no entanto ao contrario dos resultados aqui
apresentados os autores observaram uma diminuicdo da atvidade da catalase na
dose de 240 pM Fe L*, provavelmente, isso se deva a uma resposta mais lenta
do metabolismo do café a altas concetrac6es de metais, reforcando-se a ideia de
gue a aroeira pode ser utilizada como uma planta sensivel ao estresse por esse

elemento (Santos et al., 2011).

Kar e Mishra (1976) explicaram o papel exercido pela APX neutralizando
rapidamente o perdxido devido ao seu carater oxidante. Dessa forma, a liberagcéo
de perdxido constitui um sinal sistémico para a inducdo da atividade dessa
enzima (Morita et al., 1999). Diversos tipos de agentes estressantes ja foram
estudados sobre a atividade da APX (Jebara et al., 2005; Latef e Chaoxing, 2011,
Lopez-Gomez et al., 2009), onde foram observados aumentos da atividade desta
enzima principalmente em folhas (Neto et al., 2006). Nesse trabalho a atividade
da APX também foi aumentada nos tratamentos onde foram utilizados
isoladamente o Fe e a SH (Figura 9C), corroborando com o trabalho de Muneer
et al. (2012) onde os autores observaram aumentos na atividade da APX em
plantas de Vigna radiata tratadas com Fe, mostrando novamente que esse
elemento quando em excesso € causador de estresse oxidativo em plantas,
prejudicando o crescimento radicular e niumero de folhas, além de alterar a

fotossintese.

Quando em conjunto, todas as atividades enzimaticas avaliadas levam a
crer que as SH causam um efeito de estresse oxidativo as plantulas de aroeira,
porém paralelamente o material humico utilizado nesse trabalho também se
mostrou amenizador deste estresse quando combinado com a dose utilizada de
Fe (250 uM L™) (Figura 9 A, B e C). Cordeiro et al, 2011 arfimaram que as SH
atuam como aliviadoras do estresse oxidativo em plantas. No entanto, tal efeito

mais pronunciado quando exercem o papel de agente complexante. Quando
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utilizadas isoladamente, provavelmente, o estresse oxidativo se deva pelo efeito
bioestimulante das SH, que classicamente causam mudancas no metabolismo
energético vegetal, gerando um “estresse benéfico” que resultarda num maior
crescimento e desenvolvimento das plantas (principalmente quando numa fase
inicial de crescimento). Tal como nesse trabalho Garcia et al, 2014 também
observaram aumentos nas atividades das enzimas antioxidantes em plantas de

arroz tratadas com SH.
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4. CONCLUSOES

Com as comprovacdes obtidas por essa dissertacdo foi possivel aceitar a
hipotese formulada antes do inicio da fase experimental desse trabalho. Ou seja,
SH de vermicompostagem promovem incrementos ao crescimento radicular e da
parte aérea de plantulas de S. terebinthifolius e promovem o controle do efeito

toxico do ion Fe em condi¢Bes de cultivo hidropbnico de aroeira.

A partir dos resultados experimentais foi possivel chegar as seguintes

conclusoes:

1. As SH utilizadas nesta dissertacdo possuem caracteristicas quimicas
similares a outros materiais humicos;

2. A dose 6tima de SH de vermicomposto para a emissao de raizes laterais em
plantulas de aroeira é de 8,57 mM C L™

3. Em aroeira a dose de 250 uM L™ de Fe foi a que causou o maior dano ao
crescimento sem que as plantulas chegassem a morte;

4. O uso da melhor dose obtida para as SH e a escolhida de Fe respectivamente
incrementaram e diminuiram o comprimento das raizes principais; niumero de
raizes laterais; densidade de raizes laterais e area foliar e radicular em
plantulas de aroeira;

5. As plantulas de aroeira mostraram sintomas tipicos de toxidez ao Fe
(formacdo de placa de Fe e descoloracao das folhas);

6. Quando fornecidos isoladamente Fe (250 uM L™) e SH (8,57 mM C L-1)
aumentaram a atividade das enzimas POX, CAT e APX;

7. O uso combinado de Fe+SH mitiga o efeito toxico do ion ferro em plantulas de
S. terebinthifolius, através da recuperacdo do crescimento de raizes e da
parte aérea e também da diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes

estudadas.
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