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SIMBOLOS E ABREVIATURAS

10, = oxigénio singleto

A = taxa fotossintética

Al3*= aluminio trocavel

APX = ascorbato peroxidase

ASA = ascorbato

B = Boro

Ca= calcio

CAT = catalase

Cd = cadmio

Ci/Ca =razé&o entre a concentracao interna e externa gle CO
CO, = gas carbbnico

Cont = substrato controle

ContEh = substrato controle com estresse hidrico
ContSeh = substrato controle sem estresse hidrico
Cr=cromo

Cu = cobre

DAT = dias ap6s o inicio do tratamento

E = transpiracdo

EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

Eh = estresse hidrico

EROS = espécies reativas de oxigénio

ETR = taxa de transporte de elétrons

F = fluorescéncia em steadystate

Fo= fluorescéncia inicial

Fe=ferro

Fm’ = fluorescéncia maxima do tecido vegetal iluminado
Fm = fluorescéncia maxima

FSII = fotossistema |l

Fv/Fm = eficiéncia quantica maxima do FSII

gs = condutancia estomatica

Vi



H+Al = acidez potencial

H20. = peréxido de hidrogénio

IA = absorbéancia foliar

K = potassio

m = indice de saturacdo por aluminio
MDA = malonaldeido

MF = matéria fresca

Mg = magnésio

Mn = manganés

MO = matéria organica

MS = massa seca

MT = matéria targida

MU = massa umida

N = nitrogénio

Ni = niquel

NPQ = coeficiente de dissipacdo néo fotoquimico
O2" = anion superoxido

OH* = radical hidroxila

P = fésforo

PAR = radiacao fotossinteticamente ativa
Pb= chumbo

Pe= substrato pilha de estéril

PeEh = substrato pilha de estéril com estresse hidrico
PeSeh = substrato pilha de estéril sem estresse hidrico
pH = potencial hidrogenidnico

P-Rem = fésforo remanescente

gL = quenching fotoquimico

S = enxofre

SB = soma de bases

Seh = sem estresse hidrico

SOD = superoxido dismutase

T = capacidade de troca catidnica a pH 7,0

viii



t = capacidade de troca cationica efetiva

TRA = teor relativo de agua na folha

V = indice de saturacdo por bases

Zn = zinco

@, = rendimento quantico efetivo do FSII

®no = rendimento quantico de dissipacao nao regulada de energia ndo fotoquimica
do FSII

®dnpo = rendimento quéantico de dissipagéo regulada de energia ndo fotoquimica
do FSilI



RESUMO

RIOS, Camilla Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2017.
Respostas fisioldgicas de gramineas ao déficit hidrico visando a revegetacéo de pilha

de estéril.Orientador: Eduardo Gusmao Pereira. Coorientadores: Jodo Paulo de Souza e
Advanio In4cio Siqueira Silva.

A extragdo mineral promove retirada da camada superficial do solo, desmatamento da
vegetacao nativa, alteracdes topograficas, poluicdo do ar e formacéao de pilhas de estéreis.
Além das degradacbes proporcionadas pela mineragéo as condi¢des climaticas, como 0s
prolongados periodos de seca, tornam a revegetacdo dos ambientes impactados um
processo lento, entretanto, o uso de espécies de gramineas nativas e resistentes € uma
técnica eficiente e de baixo valor econdmico. Neste contextiojetivo do trabalho fo

avaliar as respostas ao déficit hidrico de gramineas nativas utilizadas na revetgetacao
pilha de estéril em condi¢cdes semi-controladas de casa de vegetacdo e em campo. No
primeiro experimento, foram avaliaslas respostas fisiolégicas de Paspalum densum
(Poir.) e Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen expostas ao substrato proveniente de pilha
de estéril, frente ao estresse hidrico. O experimento foi montado em casa de vegetacao,
com dois substratos, pilha de estéril e substrato controle, e dois regimes de irrigacdo, com
estresse e sem estresse hidrico. Ambas as espécies apresentaram respostas semelhantes,
com acumulo de ferro acima do considerado fitotoxico, reducdo na taxa fotossintética e
nos indices de clorofilas em funcdo do estresse hidrico, entretanto com rapida
reestruturacdo do aparato fotossintético apds retorno da irrigacdo, eficiente forma de
dissipagédo do excesso de energia luminosa e eficaz mecanismo de eliminagdo das
espécies reativas de oxigénio. Os resultados comprovaram o alto potencial das gramineas
para revegetacdo de ambientes com concentracdes elevadas de ferro e periodos
prolongados de seca. Por ser uma espécie perene, no segundo experimento, foram
avaliadas as respostas fisiologicas apenas da graminea P. densum em ambiente impactado
pela deposicéo de estéreis de mineracéo de ferro ao longo da estacéo seca e chuvosa. O
trabalho foi desenvolvido em duas areas, pilha de estéril e campo ferruginoso, na mina
Retiro das Almas, municipio de Ouro Preto, MG, com inicio no periodo chuvoso (janeiro

a abril) e término no periodo seco (maio a agosto). Ao longo do experimento foi
observado total mortalidade dos individuos em desenvolvimento no campo ferruginoso,
maior capacidade de absorg&o de nutrientes e elementos traco pelas plantas crescendo na

pilha de estéril sendo o acumulo de ferro e cromo acima dos valores considerados



fitotoxicos, reducao nos indices de clorofila e no rendimento quéntico efetivo do FSIl em
funcéo do déficit hidrico, eficiente forma de dissipacao do excesso de energia luminosa e
dinamismo entre as concentracdes de malonaldeido e o acimulo de prolina. P. densum
apresentou satisfatorio crescimento e rapida aclimatacdo quando submetida a pilha de

estéril e a periodo de seca demonstrando alto potencial para revegetacao.
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ABSTRACT

RIOS, Camilla Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2017.
Physiological responses of grasses to water deficit in order to revegetation "sterile
mine”. Adviser: Eduardo Gusméo Pereira. Co-Advisers: Jodo Paulo de Souza and
Advanio In4cio Siqueira Silva.

Mineral extraction promotes removal of the topsoil, deforestation of native vegetation,
topographic changes, air pollution and formatiort‘sterile mine”. In addition to the
degradations provided by mining, climatic conditions, such as prolonged pefiods o
drought, make revegetation of impacted environments a slow process, however, the use
of native and resistant grass species is an efficient technique with low economic value. In
this context, the objective of this work was to evaluate the responses to the water deficit
of native grasses used in the revegetation of sterile cell under semi-controlled conditions
of greenhouse and field. In the first experiment, the physiological responses of Paspalum
densum (Poir.) and Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen were evaluated, exposed to the
substrate from th&sterile mine”, in face of water stress. The experiment was set up in a
greenhouse, with two substrates, sterile cell and control substrate, and two irrigation
schemes, with stress and no water stress. Both species presented similar responses, with
accumulation of iron considered phytotoxic, reduction in the photosynthetic rate and in
the chlorophyll indexes as a function of water stress, however with a rapid restructuring
of the photosynthetic apparatus after irrigation return, efficient way to dissipate excess
energy Luminous and effective mechanism of elimination of reactive oxygen species. The
results confirmed the high potential of grasses for revegetation of environments with high
concentrations of iron and prolonged periods of drought. As a perennial species, in the
second experiment, the physiological responses of the P. densum grass were evaluated
only in an environment impacted by the deposition of iron ore in the dry and rainy season.
The work was carried out in two areas;sgrile mine” and a ferruginous field, at the
Retiro das Almas mine, in the municipality of Ouro Preto, MG, beginning in the rainy
season (January to April) and ending in the dry period (May to August). During the
experiment, it was observed total mortality of the developing individuals in the
ferruginous field, greater capacity of absorption of nutrients and traces elements by the
plants growing in thésterile mine” being the accumulation of iron and chromium above
the valuesconsidered phytotoxic, reduction in the indexes of chlorophyll And in the

effective quantum yield of FSII as a function of water deficit, efficient form of dissipation
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of the excess light energy and dynamism between the concentrations of malonaldehyde
and the accumulation of proline. P. densum presented satisfactory growth and rapid
acclimatization when submitted to‘serile mine” and the drought period demonstrating

a high potential for revegetation.
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1. INTRODUCAO GERAL

A mineracao € um dos pilares da sustentacdo econémica do Brasil. O pais encontra-
se em terceiro lugar no ranking mundial de reserva de minério de ferro, sendo superado
apenas pela Austrélia e Russia, e também € o terceiro maior produtor de minério de ferro
do mundo, com 13,6% das reservas mundiais, sendo que 99% da producao séo utilizados
na fabricagdo de ago e ferro fundido (DNPM, 2016). Entre os estados brasileiros
produtores de minério de ferro estdo Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Bahia e Para,
sendo que 51,6% e 32% do minério exportado séo originarios dos estados de Minas Gerais
e Para, respectivamente (IBRAM, 2015).

Apesar do ganho econémico, a mineracao de ferro é responsavel também por severos
impactos ambientais, como por exemplo, poluicdo dos recursos hidricos, desmatamento
de areas nativas, assoreamento, retirada da camada superficial do solo, além de gerar
pilhas e lagoas de rejeitos com altas incidéncias de elementos traco, deposi¢céo de material
sélido particulado de ferro e consequentemente danos a salde humana (Barreto, 2001;
Chaturvedi et al., 2014). Desde o final da década de 80 as empresas mineradoras, que
geram impactos sobre o meio ambiente, sdo obrigadas por lei a recuperarem as areas
afetadas (Ferreira e Ferreira, 2008). Porém, esta ndo é uma acao simples de ser realizada,
devido as caracteristicas do substrato na area degradada pela mineradora, bem como
outros fatores estressores, como alta irradiancia e periodos prolongados de seca.

A atividade mineradora resulta em diversas perturbacfes abidticas no ambiente, que
por sua vez, sdo responsaveis por dificultar o processo de revegetacdo nas areas
impactadas. Entre elas podemos citar caracteristicas do solo como perda da camada
superficial, aumento da densidade, alteracdo na estrutura, diminuicdo da capacidade de
retencdo de 4gua, alta resisténcia a penetracao de raizes e perda de matéria organica, em
alguns casos a presenca de elementos toxicos podem tornar as condi¢des ainda mais hostis
(Moreira, 2004). A remocao do horizonte superficial do solo pelas atividades de
mineracdo de ferro resulta na perda de nutrientes e de matéria organica, auséncia da
atividade biologica e alteracédo nas propriedades fisicas, consequentemente estes fatores
favorecem os processos erosivos e a acidificacdo do substrato (Marx et al., 1995).

Outro fator resultante da atividade de mineragéo de ferro € o aumento significativo
nos teores de metais no substrato, principalmente os teores de ferro. Este € um

micronutriente essencial para as plantas, sendo utilizado em diversas etapas do
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metabolismo vegetal, tais como fotossintese, respiracao, fixacdo de nitrogénio, sintese de
hormoénios e clorofilas, assimilagcdo de nitrogénio e enxofre (Jeong e Connolly, 2009).
Porém, quando em excesso, como nas areas impactadas por mineradoras, o ferro pode
desencadear alteracdes nos processos fisiologicos das plantas, sendo as concentracfes
acima de 500 mgKg™ na massa seca das folhas, consideradas fitotoxicas para a maioria
das espécies vegetais (Pugh et al., 2002; Broadley et al., 2012).

A toxidez severa por ferro pode causar danos aos complexos fotossintéticos reduzindo
a eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSII) e a taxa de transporte de elétrons,
aumentando a dissipacao nao fotoquimica do excesso de energia (Neves et al., 2009;
Pereira et al., 2009). O excesso de Fe pode levar também ao estresse oxidativo, pelo
aumento na producédo de EROS, como oxigénio singiet), (perdxido de hidrogénio
(H202), radical hidroxila (OH*) e anion superoxido £0. As EROS s&o moléculas
toxicas formadas durante funcbes metabdlicas normais ou induzidas por fatores
ambientais de estresses, tais como exposi¢cdo a niveis elevados de metais e a escassez
hidrica (Sharma e Dubey, 2007). Em altas concentrac¢des, quando as EROS excedem os
mecanismos de defesa ocorre o estresse oxidativo. Isso resulta na peroxidacao de lipidios,
oxidacdo de proteinas, danos aos acidos nucléicos, inibicdo enziméatica, alteracdes na
fotossintese, inibicdo do crescimento e diminuicdo na concentracdo de clorofilas e, em
dltima instancia, morte celular (Chatterjee et al., 2006; Maheshwari, 2009). Entretanto,
as plantas apresentam mecanismos enzimaticos responsaveis por neutralizar as espécies
reativas de oxigénio, como superoxido dismutase, catalase e peroxidase, sendo a primeira
considerada uma enzima chave nos mecanismos de regulacdo da concentracao
intracelular das espécies reativas de oxigénio (EROS), ja as outras duas enzimas séo
potenciais catalizadoras de®, resultante da atividade da enzima superéoxido dismutase
(Vansuyt et al., 1997; Fang et al., 2001; Becana et al.,, 1998). Também existem
componentes ndo enzimaticos sintetizados pelas plantas que podem atuar como moléculas
antioxidantes com finalidade de neutralizar a acdo de EROS, como por exemplo, os
componentes fendlicos (Jung et al., 2003; Michalak, 20glG)ationa reduzida, a-
tocoferdis, acido ascorbico, carotendides, acido urico, acido lipbico e ubiquinol (Edge et
al., 1997; Becana et al., 1998). Tais mecanismos podem ser essenciais no processo de
tolerancia ao estresse.

Plantas que conseguem obter sucesso em ambientes com elevada concentracdo de
ferro e elementos traco, baixo teor de matéria organica e nutrientes, possuem algum grau

de resisténcia ao estresse, podendo desenvolver estratégias de evitacdo ou tolerancia. Por
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outro lado, se a planta ndo consegue ter sucesso em um ambiente estressante, entdo pode
ser classificada como sensivel (Lambers et al., 1998).

Além das condic¢des do substrato nos locais minerados, as plantas devem ser capazes
de se estabelecerem e sobrevierem a uma estacéo prolongada de seca. A porcao central
de Minas Gerais, regido com maior extracdo de minério de ferro do Brasil, apresenta um
clima tropical semi-umido tipico. A estacdo imida se concentra nos meses de verdo e a
seca no inverno, este clima predomina devido a distancia dos oceanos e das barreiras
orograficas (Salgado, 2012). Quando expostas a deficiéncia hidrica as plantas tendem a
alterar seu metabolismo a fim de se aclimatarem ao estresse (Ashraf et al., 2007). Nestas
condicbes alguns genes sao induzidos proporcionando a produgcdo de importantes
proteinas responsaveis na protecado contra o déficit hidrico (Shinozaki et al., 2003). Em
plantas sob estresse, o conteudo de prolina, aminoacido com alta sensibilidade de resposta
a condicoes de estresse, pode aumentar até 100 vezes em comparacado ao observado em
plantas cultivadas sob condi¢cdes normais (Verbruggen e Hermans, 2008). Além disso, a
escassez hidrica resulta em uma diminuicdo do potencial hidrico do solo, com isso as
plantas necessitam apresentar um potencial hidrico ainda mais negativo, de modo a
manter o seu gradiente de absorcdo de agua. Deste modo, o decréscimo de agua no solo
acarreta em uma diminuicdo do potencial de agua na folha e consequentemente
diminuicdo da conduténcia estomatica e fechamento dos estdmatos (Yordanov et al.
2000). Uma vez que os estdmatos se fecham, o influxo gé Bliéqueado o que diminui
o acumulo de fotoassimilados (Ober e Luterbacher, 2002).

O sucesso na revegetacao de areas mineradas depende da espécie vegetal escolhida, a
qual deve apresentar crescimento vegetativo rapido e capacidade de gerar um grande
namero de descendentes, bem como ser resistente a altas concentracfes de metais no
substrato (Jacobi et al., 2008). As gramineas séo espécies pioneiras com grande potencial
de desenvolvimento e destacada aplicacdo na recuperacdo de areas degradadas por
atividades mineradoras (Martins, 1996; Maiti e Maiti, 2015).

A invasdo dos ecossistemas por espécies exoticas é a segunda principal causa de perda
de biodiversidade no planeta (Gurevitch e Padilla, 2004). Por isso, 0 uso de gramineas
nativas tem sido indicado em processos de revegetacdo de &reas impactadas pela
mineragdo (Machado et al., 2013; de la Fuente et al., 2014). Contribuindo assim na
conservacdo da biodiversidade, protegendo e expandindo as fontes naturais de
diversidade genética da flora em questdo e da fauna a ela associada, representando

também importantes vantagens técnicas e econdmicas devido a proximidade da fonte de
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propagulos, facilidade de aclimatacéo e perpetuacdo das espécies (Oliveira-filno, 1994).
Neste contexto, o objetivo do trabalho foi caracterizar as respostas fisiologicas das
gramineas nativas selecionadas quando submetidas ao estresse hidrico e a pilha de estéril

em casa de vegetacdo e em areas impactadas pela mineracéo de ferro.
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CAPITULO |

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE GRAMINEAS NATIVAS
SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO E SUBSTRATO PROVENIENTE DE
MINERACAO DE FERRO

RESUMO

Em &reas degradadas pela mineragdo, a revegetacdo é um processo lento. Isso ocorre
devido as caracteristicas quimicas e fisicas do substrato, além das condicbes ambientais
adversas, com periodos de seca prolongada. O uso de espécies vegetais nativas e
resistentes é uma técnica eficiente e de baixo custo, com alto potencial para revegetacao
de areas minerarias. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar as respostas
fisiologicas de Paspalum densum (Poir.) e Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen expostas
ao estresse hidrico e ao substrato proveniente de pilha de estéril de mineracéo de ferro.
As plantas foram cultivadas em casa de vegetacéo, utilizando-se dois substratos, solo
proveniente de local ndo impactado e pilha de estéril, e duas condi¢des de estresse hidrico,
com e sem irrigacdo. A exposicdo a pilha de estéril resultou em um acumulo de ferro
acima do limite fitotoxico nas duas espécies. O estresse hidrico causou reducédo do teor
relativo de agua nas folhas para ambas as espécies, com posterior aumento nos valores
apos a reidratacdo. O mesmo foi observado nos valores de fotossintese, condutancia
estomatica e transpiracdo. Consequentemente, ocorreram queda na eficiéncia quantica
maxima do FSII e no rendimento quantico efetivo do FSII e aumento na dissipacao de
energia de forma néo fotoquimica no periodo de maximo estresse. Os baixos niveis de
malonaldeido apresentados pordEnsume S. parviflora apds retorno da irrigacéo séo
indicativos do potencial mecanismo de controle de espécies reativas de oxigénio.
Aumento na concentracdo de®d foi observado em ambos os substratos quando exposto

ao estresse hidrico, sendo uma maior producdo observada para a espécie S. .parviflora
Entretanto, houve aumento da atividade da enzima catalase no dia posterior ao retorno da
irrigacdo em S. parviflora expostas ao solo controle e consequente reducgéo d
concentracdo de J». A resisténcia apresentada por P. densudn parviflora apos
exposicdo ao substrato proveniente de pilha de estéril e ao estresse hidrico, comprova seu
potencial uso na revegetacéo de ambientes com concentracdes elevadas de ferro e sujeitos

a longos periodos de seca.



Palavras-chave:Paspalum densuyrBetaria parvifiora, pilha de estéril, déficit hidrico,

revegetacao.



PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF NATIVE GRAMINEES SUBMITTED TO
WATER STRESS AND SUBSTRATE FROM IRON MINING

ABSTRACT

In areas degraded by mining, revegetation is a slow process. This is due to the chemical
and physical characteristics of the substrate, in addition to adverse environmental
conditions, with periods of prolonged drought. The use of native and resistant plan
species is an efficient and low cost technique with high potential for revegetation of
mining areas. In this context, the objective of this work was to evaluate the physiological
responses of Paspalum densum (Poir.) and Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen exposed
to water stress and the substrate from the iron mining “sterile mine”. The plants were
cultivated in a greenhouse, using two substrates, soil from non-impacted soil and sterile
soil, and two water stress conditions, with and without irrigation. Exposure to sterile cell
resulted in an accumulation of iron above the phytotoxic limit in both species. The water
stress caused a reduction of the relative water content in the leaves for both species, with
a subsequent increase in the values after the rehydration. The same was observed in the
values of photosynthesis, stomatal conductance and transpiration. Consequently, there
was a fall in the maximum quantum efficiency of FSII and in the effective quantum yield

of FSIl and increase in energy dissipation in a non-photochemical way in the period of
maximum stress. The low levels of malonaldehyde presented by P. densum and S.
parviflora after irrigation return are indicative of the potential control mechanism of
reactive oxygen species. IncreasefDiconcentration was observed in both substrates
when exposed to water stress, being a higher production observed for S. parviflora
species. However, there was an increase in the activity of the catalase enzyme on the day
after irrigation return in S. parviflora exposed to the control soil and consequent reduction
of the HO> concentration. The resistance presented by P. densum and S. parviflora after
exposure to the substrate from the “sterile mine” and the water stress, confirms its
potential use in the revegetation of environments with high concentrations of iron and

subject to long periods of drought.

Key words: Paspalum densum, Setaria parvifloraterile mine”, water deficit,

revegetation.
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1. INTRODUCAO

A mineracao possui ampla extensao nos territérios brasileiros e consiste nos processos de
extracdo, elaboracéo e beneficiamento de substéncias minerais incluindo o carvdo, petroleo,
agua, gas mineral e minerais diversos. Entre os minerais extraidos no Brasil, 0 minério de ferro
apresenta relevante importancia para a economia, uma vez que o pais detém o terceiro lugar no
ranking de produgédo mundial (DNPM, 2016). Entre os estados brasileiros produtores de
minério de ferro, Minas Gerais € responsavel por 51,6% da produc¢éo nacional (IBRAM, 2015).
Entretanto, apesar do ganho econémico, a mineracao € responsavel por gerar inimeros impactos
ambientais. Entre eles podemos citar, emissao de material particulado de ferro, desmatamento,
poluicdo dos recursos hidricos, geracdo de pilhas de estéreis e lagoas de decantacéo de rejeitos
com altos teores de elementos traco, 0 que resulta em vastas areas degradadas com poucas
formas vitais (Chaturvedi et al., 2014).

A sucessdo natural em areas degradadas pela mineracéo de ferro € lenta (Malcova et al.,
2001; Silva et al., 2006) devido as caracteristicas quimicas e fisicas do solo, como baixo teor
de matéria organica e nutrientes, valores de pH extremos, presenca de elementos traco e alta
densidade entre as particulas, o que dificulta a penetracdo radicular (Liebenberg et al., 2013)
Outros fatores estressores como o excesso de ferro e sazonalidade climatica podem influenciar
na comunidade vegetal local.

Na porcao central de Minas Gerais encontra-se o Quadrilatero Ferrifero, regido com maior
atividade de extracdo de minério de ferro do Brasil. O clima local apresenta duas esatacoes,
estacdo Umida que se concentra nos meses de setembro a abril, e a estacdo seca, que se estende
entre os meses de maio a agosto (Salgado, 2012). Por isso é importante selecionar espécies
nativas que consigam resistir ao desequilibrio nutricional do solo, mas que também consigam
sobreviver a quatro meses de seca com reduzidas precipitacées. Uma vez que a escassez hidrica
acarreta em uma diminuicao do teor relativo de agua na folha e consequentemente diminui¢ao
da condutancia estomética e fechamento dos estématos (Yordanov et al., 2000), resultando em
um decréscimo no acumulo de fotoassimilados (Ober e Luterbacher, 2002).

Espécies de gramineas apresentam grande potencial em processos de recuperacao de areas
degradadas, uma vez que possuem a capacidade de gerar grande numero de sementes,
apresentam rapido crescimento vegetativo, favorecendo a cobertura e protegendo o substrato
da exposicédo a chuva e ao sol (Silva et al., 2006), além de possuirem ciclo de vida curto e
sobreviverem em habitats com intensa competicdo por recursos (Ricklefs, 2001). Por estes
motivos foram selecionas espécies de gramineas nativas S. parsifldradensum que

apresentam caracteristicas favoraveis de tolerancia ao excesso de ferro (ArajpO&dal.
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Rios et al., 2017). A ampla distribuicdo e capacidade de aclimatacio destas espécergesdif
ambientes sdo caracteristicas favoraveis iniciais para serem utilizadas em projetos de
recuperacdo de areas impactadas por usinas de minério de ferro.

Neste contexto, espera-se que P. densuB parvifiora ndo apresentem queda no
metabolismo fotossintético demonstrando eficiente mecanismo de eliminacdo das espécies
reativas de oxigénio, quando expostas ao déficit hidrico e ao substrato pilha de estéril, bem
como apresentam rapida recuperacdo quando submetidas ao término do periodo de estresse
hidrico. Este trabalho tem como objetivo avaliar as respostas fisioldgicas de ambas espécies

expostas ao estresse hidrico e ao substrato proveniente de pilha de estéril.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de Estudo

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vicosa
- Campus Florestal (UFV-CAF), situada no municipio de Florestal, Minas Gerais
(19°53'20.23"S e 44°25'56.38"W). O clima € classificado como tropical segundo Koppen, com
precipitacdo média anual de 1500 mm, sendo as estacfes do ano bem definidas entre veréo
(chuvoso) e inverno (seco), com temperaturas meédias variando entre 15°C a 30°C (Tabela 1)
(Clima tempo, 2015).

Tabela 1: Banco de dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) da estacéo

automatica A535 de Florestal, MG, durante o periodo experimental em casa de vegetacao.

Espécie Temperatura Umidade Presséo Rad. Precip.
(°C) (%) (KIm?)  (mm)
Max  Min Max  Min Max Min
P.densum 26,67 23,21 78,35 71,06 930,31 929,74 974,80 0,25
S. parvifiora 24,03 22,70 81,46 75,35 930,54 930,02 837,90 0,24

Os dados do experimento com a espécie P. densum sao médias do més de dezembro de 2015.
E os dados do experimento com a espécie S. parviflora sdo médias dos meses de fevereiro e

marco de 2016.
2.2. Material vegetal

Em estudos anteriores foram selecionadas espécies vegetais de Poaceae, nativas da regiao

e resistentes ao excesso de ferro no substrato (Araujo, 2016; Rios et al., 2017). Portanto, duas
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destas espécies foram utilizadas, sendo elas: Paspalum densume(Beiajia parviflora

(Poir.) Kerguélen. S. parviflora é anual apresenta colmos eretos ou geniculados; nés inferiores
geniculados; ligula presente; laminas foliares rigidas, planas ou involutas, glabras ou pilosas
(Batalha e Mantovani, 1999). P. densum é perene, possui habito cespitoso com bainhas
esponjosas; colmos eretos; entre nés glabros ou pubescentes; ligula presente; lamina foliar
glabra com apice acuminado (Clayton, 2006). Inicialmente, foram coletadas sementes de ambas
espécies nas margens da usina de pelotizacdo de minério de ferro localizada em Ubu (ES)
(20°46°49.52S 40°35°08.6970). Estas foram dispostas em leito de areia e apds a germinagao
transplantadas para o solo.

Para os experimentos, foram utilizadas plantas de P. derfSuparviflora obtidas a partir
de matrizes cultivadas no solo e transferidas para solucao nutritiva de Hoagland mantida a meia
forca e pH 5,0. Durante o periodo de aclimatacdo de P. denSuparviflora por 53 e 120
dias, respectivamente, a parte aérea e as raizes das plantas, foram podadas duas vezes.
Posteriormente quando ocorreu a emissao das primeiras raizes e expansao foliar, as plantas
foram selecionadas quanto ao tamanho, vigor e homogeneidade e transplantadas para vasos
plasticos com capacidade de cinco litros contendo diferentes substratos utilizados nos
experimentos.

Os experimentos foram montados com 2 substratos distintos. Sendo o tratamento com
substrato controle, composto por solo proveniente de &areas ndo impactadas adjacente a
mineracdo. E o segundo tratamento composto por solo proveniente de pilha de estéril de
mineracdo de ferro, da Mina de Fabrica pertencente a VALE S.A. em Ouro Preto, MG. Apds o
transplantio, as plantas de P. densunparvifiora foram irrigadas diariamente e monitoradas
durante 47 e 23 dias, respectivamente, quanto aos teores de clorofilas e fluorescéncia da
clorofila a, medidos a cada dois dias. Em seguida deu-se inicio aos tratamentos com imposi¢ao
do estresse hidrico.

Para cada espécie de graminea avaliada, foi montado um experimento independente. Sendo
cada experimento composto por quatro tratamentos, sendo eles: solo controle e sem estresse
hidrico (ContSeh), solo de pilha de estéril e sem estresse hidrico (PeSeh), solo controle e com
estresse hidrico (ContEh) e solo de pilha de estéril com estresse hidrico (PeEh). Cada tratamento
composto por cinco repeticdes. A irrigacao das plantas no tratamento sem estresse hidrico foi
mantida constantemente na capacidade de campo ao longo de todo o experimento, ja as plantas
expostas ao estresse hidrico permaneceram sem irrigacdo até o ponto de maximo estresse, ou
seja, quando a fotossintese se encontrava com valores préximos de zero. Para P. densum o ponto

maximo de estresse ocorreu no 9° dia de experimento e para S. parviflora quando exposta ao
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substrato pilha de estéril no 12° dia e para o solo controle no 19° dia. Neste momento, a irrigacao
foi retomada até a recuperacao total das variaveis das plantas expostas ao estresge. Ao lon
dos experimentos foram analisados diariamente as trocas gasosas, os indices de clorofilas e
fluorescéncia da clorofila a. Também foram avaliadas umidade do solo, teor relativo de agua
na folha, concentracdo de malonaldeido e perdxido de hidrogénio e atividades enzimaticas do
sistema antioxidante, para P. densumnos dias 1, 3, 7,9, 13 e 16 e para S. parviflora exposta ao
solo controle nos dias 1, 8, 19, 21 e 26 e a pilha de estéril nos dias 1, 8, 12, 14 e 19. Ao final
dos experimentos, ap0s 16 para P. densum e 19 e 26 dias para S. parviflora exposta aos
substratos pilha de estéril e controle, respectivamente, foram realizadas analises do teor de
minerais nas raizes e parte aéreas. O final dos experimentos se deu quando as plantas expostas
ao estresse hidrico haviam recuperado totalmente a taxa fotossintética.

2.3. Variaveis avaliadas
2.3.1. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As analises de trocas gasosas: taxa fotossintética (A); condutancia estomatica (gs),
transpiracado (E) e razdo entre a concentracdo interna e externa @&/C®) foram realizadas
na 3° folha totalmente expandida para cada individuo, com auxilio de um analisador de gases
no infravermelho, modelo LI-6400xt (IGer Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). A luz (1500 pmol
m2 s?) foi fornecida por 12 LEDs presentes na cAmara foliar com fluorescéncia (modelo 6400-
40, Li-Cor Inc.), com area de 2 éni\s avaliacdes foram realizadas com auxilio de sistema de
controle de C@(modelo 6400-01, LEor Inc.) com concentragdo de 400 pmol mol?, com
médias de temperatura e umidade do ar de 31°C e 45%, respectivamente, e temperatura foliar
de 30°C. Nas mesmas folhas em que foram feitas as medicdes de trocas gasosas foram efetuadas
medicdes das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, com o auxilio de um fluorébmetro de
pulso modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Apos aclimatacédo do tecido
vegetal ao escuro por pelo menos 30 minutos, foram feitas medi¢cdes da fluorescéncia inicial
(Fo) e fluorescéncia maxima (Fm), utilizando luzneedigio (0,15 pmol m2 s?) e pulso de luz
saturante (12000 pmol m~2 s%), respectivamente. Os valores obtidos foram utilizados para a
determinacao da eficiéncia quantica maxima do fotossitema Il (FSII), (Fv/Fm-=FB)Fm)
(Kitajima e Buter, 1975). Apos a determinacéao de Fv/Fm, o tecido vegetal foi exposto por 60
segundos a radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) com intensidade de 1000 pmol m= s™.
Apbs o periodo de iluminagé&o foi aplicado um pulso de luz saturante, para a determinagéo das
variaveis: F- fluorescéncia em steadystate, antes do pulso de luz saturantdiueméscéncia

maxima do tecido vegetal iluminado. Também foram calculadas as variaveis: @, = (Fm-F)/Fm’
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— rendimento quantico efetivo do FSII no tecido vegetal iluminado; ®npq = F/Fm' — F/Fm —
rendimento quantico de dissipagdo regulada de energia ndo fotoquimica do FSII e ®no = F/Fm

— rendimento quéantico de dissipacdo ndo-regulada de energia ndo fotoquimica do FSIlI (Genty
et al., 1996); qL= (Fm- Fs) / (Fm- FO") x FO' / Fs- quenching fotoquimico, que estima a
fracdo de centros de reacdo abertos do FSII (Kramer et al., 2004) e NPQ= Fm - 'Fm'/ Fm
coeficiente de dissipacao nao-fotoquimico (Bilger e Bjoérkman, 1990); ETR= 0,5 Il x

PAR - taxa de transporte de elétrons, em que 0,5 é a proporcao de fétons destinado aos dois
fossistemas (Melis et al., 1987) e IA é a absorbancia foliar.

2.3.2. indices de clorofila

As avaliagdes dos teores de clorofila (clorofila total, clorofila a, clorofila b e a razdo
clorofila a/b) foram feitas com auxilio do medidor portatil de clorofila ClorofiLOG (Falker,
Brasil). Cada folha foi caracterizada pela média de trés medicdes realizadas na porddo centra
da terceira folha totalmente expandida.

2.3.3. Teor de minerais nos tecidos vegetais

No ultimo dia dos experimentos, todo o material vegetal restante foi divido em raiz e parte
aérea, lavados com agua corrente e agua deionizada, em seguida, foram colocados em estufa
para secagem a 75°C durante 72 horas. Posteriormente, as amostras foram pesadas em balanca
de precisédo e, entdo, reduzidas a particulas menores que 1mm, com auxilio de moinho de facas
de aco inox. Apos a moagem as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro.

Para determinacao dos teores de P, K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Mn e Fe foi feita digestéo nitrico-
perclérica.lnicialmente foram pesados 0,5 g do material vegetal moido, em seguida, foram
adicionados 10 mL da mistura de &cido nitrico + acido perclérico na propor¢éo 4:1 dentro de
capela de exaustéo. A solucao foi levada em chapa quente pré-aquecida a 80° C e a eemperatur
elevada gradativamente até atingir 200° C. Quando o extrato ficou cristalino a solucéo foi
retirada da chapa para esfriar e posteriormente o volume foi completado com agua deionizada
para 25 mL (Sarruge e Haag, 1974).

Para analise de nitrogénio a digestdo sulfarica foi utilizada 0,2 g do material moido
adicionados em 5 mL de &cido sulfarico dentro de capela de exaustdo. Posteriormente as
amostras foram levadas ao bloco digestor pré-aquecido a 120° C e a temperatura elevada
gradativamente até atingir 350° C. Assim que o extrato ficou cristalino, retirou-se para esfriar.
Por fim o volume foi completado para 50 mL com agua deionizada (Kjeldahl, 1883). Nao
houveram resultados dos teores de N presentes nas raizes de S. parviflora devido & falta de

material para andlise.
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Para analise de boro foram pesados 0,25 g do material moido e colocado em cadinho de
porcelana, este foi vedado com papel aluminio e colocado na mufla a temperatura de 550° C
por 3 horas. A cinza foi dissolvida com 10 mL de HCI 0,1N (Jackson, 1970).

A determinacéao de fosforo foi realizada com uma aliquota de 1 mL do extrato, acrescidos
de 9 mL de reagente de trabalho. Apds 20 minutos, foi feita a leitura em espectrofotdbmetro a
725 nm. Foi utilizada a curva padréo de calibracéo, tendo como concentragdo maxima 1 mg L
1 de P. O reagente de trabalho foi preparado com 1 g de subcarbonato de bismuto, sendo
acrescentado 138,8 mL dex¥0: concentrado, e o volume completado para 1000 mL.
Posteriormente, uma aliquota de 111 mL desta solucéo foi adicionada em 0,88 g de acido
ascoérbico em um baldo volumétrico de 1000 mL (Braga e Defelipo, 1974).

Para determinacdo de potassio foi retirada uma aliquota de 1 mL do extrato e transferida
para tubo de ensaio, foram adicionados 24 mL de agua deionizada, agitados e posteriormente
determinada a emissao de luz no fotdmetro de chama descrito por Malavolta et al. (1989).

A determinacéo de calcio e de magnésio foi realizada com aliquota de 1 mL do extrato em
tubo de ensaio, em seguida, foram adicionados 1,5 mL de solugéo gla 88CI00 mg it e o
volume completado para 15 mL com &gua deionizada foi determinada a emissdo de luz no
espectrometro de absorcdo atdémica. Foi utilizada a curva padrao de calibracdo pag® Ca até
mg L' e Mg até 4 mg £ (Sarruge e Haag, 1974). Para determinacéo de enxofre foram pipetados
5 mL do extrato, acrescentados 2,5 mL de solugéo tampao de trabalho e 2,5 mL de reagente de
trabalho. Apds 20 minutos, foi feita leitura em espectrofotbmetro a 725 nm. Foi utilizada curva
padrdo de calibracéo até 1 mg. L

A solucdo tampéo de trabalho foi realizada com 80 g de cloreto de magnésio hexahidratado,
7,7 g de acetato de amobnio e 1,68 g de nitrato de potassio, ambos adicionados a 700 mL de agua
deionizada, 56 mL de &lcool etilico a 95% e o volume completado para 1000 mL.
Posteriormente 200 mL desta solucao foi completada novamente para o volume de 1000 mL.
Ja o reagente de trabalho, € composto por 26,6 g de cloreto de bario, 140 mL de agua deionizada,
0,266 g de goma arabica e o volume completado para 1000 mL, a solucéo foi agitada e filtrada
usando filtro de papel lento (Alvarez et al, 2001).

A determinacdo de micronutrientes foi realizada com 5 mL do extrato nitrico-perclorico
adicionados a 15 mL com agua deionizada, apés agitacéo foi determinada a emissao de luz no
espectrometro de absorcéo atdbmica. A curva padréo de calibracao utilizada para o Fe foi de até
20 mg L%, Mn até 5 mg I}, Cu até 5 mg it e Zn até 2 mg i (Malavolta et al., 1989).
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Os teores de Cd, Cr, Pb e Zn nas amostras de plantas foram determinados nos extratos
obtidos da digestdo em HN®@ H.O: + HCI, conforme o método descrito em USEPA-3050
(1986), e quantificados por espectrofotometria de absorcao atdomica.

2.3.4. Determinacao da composicéo quimica do solo

Para determinacdo da composi¢cdo quimica do solo, no inicio do experimento foram
coletadas amostras compostas de cada tratamento (0-5 cm de profundidade). Inicialmente as
amostras identificadas foram espalhadas e destorroadas, manualmente. Em seguida, foi
efetuada a completa secagem da amostra ao ar em ambiente ventilado, ou em estufa com
circulacao forcada, a temperatura de 40 °C. As amostras foram passadas através de peneira com
malha de 2 mm. Foi descartada a parte da amostra retida na peneira. A terra finaaseca ao
(TFSA) foi transferida para o recipiente apropriado, devidamente identificado.

Para a analise de pH em agua foram colocados $@eMFSA num frasco de 50 mL e
adicionado 25,0 mL ded®. A amostra foi agitada com bastédo de vidro por 1 min. Em seguida,
foi colocada em repouso por 30 a 60 min. Por fim foi feita a leitura do pH em potencidometro
devidamente calibrado com soluc¢des-padréao de pH 4,0 e 7,0. O mesmo foi realizado para a
andlise de pH em KCI, substituindo a agua pela solu¢do de KCI 1,0 @46 g L)
(Jackson, 1958).

Para analise do fésforo foi realizada a extragdo com 5@lerFSA em erlenmeyer de
125 mL e adicionados 50 mL de extrator Mehlich-1. Agitado por 5 min em agitador circular
horizontal a 200 rpm, deixando em repouso por + 16 h. Pipetou-se 5,0 mL do sobrenadante e
adicionou-se 5,0 mL de reagente de trabalho (RT). Ap6s 30 min, foi feita a leitura no
espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular, utilizando o comprimento de onda de 725 nm (Braga
e Defelipo, 1974).

Para andlise de potassio foi primeiramente realizada a extracdo, da qual foram pipetados
10 mL do sobrenadante em um becker e a leitura feita diretamente no extrato, utilizando um
espectrofotometro de emissdo em chama (Defelipo e Ribeiro, 1997).

Para analise de célcio e magnésio foi medido T0denTFSA em erlenmeyer de 125 mL
e adicionado 100 mL de extrator KCI 1,0 mdi. 1A amostra foi agitada por 5 min em agitador
circular horizontal a 200 rpm e colocada em repouso por £ 16 h. Em seguida, foi retirada uma
aliquota de 0,5 mL e colocada em tubo de ensaio, onde foi adicionado 10 mL da solugdo de
SrCP contendo 1.680 mgtde Sr. O tubo de ensaio foi agitado e posteriormente feita a leitura
em espectrofotdmetro de absorgédo atdmica devidamente calibrado. Para curva de calibragéo do
espectrofotdmetro de absorgdo atémica foi utilizado extratos de KCI 1,0 /mohlrelagdo

solo:extrator (Defelipo e Ribeiro, 1997).
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Para andlise de aluminio trocavel foi medido 18 denTFSA em erlenmeyer de 125 mL
e adicionar 100 mL de extrator KCI 1,0 mof.LAgitado por 5 min em agitador circular
horizontal a 200 rpm e deixar em repouso por = 16 h. Foi retirada uma aliquota de 25 mL do
sobrenadante e colocada em erlenmeyer de 125 mL, onde se adicionou trés gotas de indicador
azul de bromotimol a 1 % e titulado com NaOH 0,025 miRefelipo e Ribeiro, 1997).

Andlise de acidez potencial foi realizada com 5,0 denTFSA em erlenmeyer de 125 mL
e adicionado a 75,0 mL de acetato de calcio 0,5 mal hH 7,0. A amostra foi agitada durante
10 min e deixada em repouso por £ 16 h. Em seguida, foi pipetado 25,0 mL do extrato em um
erlenmeyer de 125 mL, adicionado 2 gotas de fenolftaleina e titulado com solucdo padronizada
de NaOH 0,025 mol . A viragem é de incolor para réseo (Castro et al., 1972).

Para andlise de fosforo remanescente foram colocados 7¢& &ffSA em erlenmeyer de
125 mL e adicionados a 75 mL da solucdo de €801 mol ! contendo 60 m¢'L de P
(solucao de equilibrio). A amostrada foi agitada por 5 min e deixada em repouso por + 16 h.
Foi tomada uma aliquota de 0,2 mL e adicionados 4,8 mL2@efbi misturado os 5,0 mL da
solucao diluida com 5,0 mL do reagente de trabalho (RT). Decorridos 30 min, foi feita a leitura
da absorvancia no comprimento de onda de 725 nm (Alvarez, 2000).

Para analise de ferro, manganés, zinco e cobre foram pipetados 10 mL do sobrenadante e
feita a leitura diretamente no extrato, utilizando um espectrofotbmetro de absorcdo atbmica
(Jackson, 1958).

A andlise de enxofre foi realizada com 10°aa TFSA colocada em erlenmeyer de 125
mL. Adiciona-se uma medida (+ 0,30 g) de carvéo ativado e 25 mL do extrator. A amostra foi
agitada por 45 min, decantada por 5 min e filtrada em papel de filtragédo lenta tipo Whatman 42.
Em tubo de ensaio de 50 mL, pipetou-se 10 mL do extrato, onde foram adicionadas as sementes
de S (ImL da solugdo-padrédo 15 mfde S) e 4 mL do reagente de trabalho (RT). Agitaou-se
em agitador de tubos de ensaio até a homogeneizacdoda suspensdo. Posteriormente, foi
realizada a leitura em espectrometro de absor¢cdo molecular a 420 nm em cubetas de 1,0 cm de
largura (Alvarez,2001).

Para andlise de boro foi cachimbado 16 desolo em saquinhos de polipropileno (15 x
30 cm). Adicionados 20 mL da solucdo extratora de cloreto de célcio 5 rmiredd 5 cm de
carvao ativo. Os saquinhos foram selados e agitados levemente e levados ao forno de
microondas para 4 min na poténcia maxima (700 W) e 5 min na poténcia média maxima (490
W). A suspensao foi esfriada por 30 min e filtrada imediatamente usando papel de filtro de

filtracdo lenta. As amostras foram transferidas para tubos de ensaio e adicionadas 1 mL da
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solucéo-tampéao e homogeneizadas. Foram adicionados mais 1 mL da solucéo de alometina-
e agitado vigorosamente. Em seguida, a amostra foi mantida em repouso no escuro por 30 min.
As leituras foram realizadas no espectrofotometro UV-VIS, utilizando o comprimento de onda
de 420 nm.

Para as analises de cadmio, cromo, chumbo e niquel primeiramente foram realizadas as
extracoes, posteriormente pipetou-se 10 mL do sobrenadante e a leitura feita diretamente no
extrato, utilizando um espectrofotdmetro de absorgéo atdmica (Wear e Evans, 1968).

2.3.5. Caracterizacao fisica do solo

Para determinacdo da caracterizacdo fisica do solo, foram coletadas no inicio dos
experimentos amostras compostas de cada tratamento (0-5 cm de profundidade). Para andlise
de textura/granulometria do solo foi adotado comunicado técnico 66 “Padronizacao de Métodos
para Analise Granulométrica no Brasil” realizado pela Embrapa em dezembro de 2012.

2.3.6. Determinacao dos teores de malonaldeido (MDA)

Os teores de MDA foram estimados segundo metodologia proposta por Hodges et al.
(1999). Parte da primeira folha totalmente expandida, de cada individuo, foi coletada. E
posteriormente, foi macerado 0,1g de tecido foliar em nitrogénio liquido em almofariz e pistilo
congelado e adicionado 1mL de etanol 80%. A amostra foi vortexada (Phoenix, modelo AP:54)
e levada para o banho ultrassonico refrigerado (Elmasonic S30 H) durante 15 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (Thermo scientific, megafuge 16R) por 10 min a
10.000g, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e o processo de extracao foi repetido outras duas
vezes. Do extrato resultante, 1mL foi adicionado a tubos de ensaios rosqueados contendo 1mL
de solucao de TBA+ (&cido tricloacético a 20%, hidroxitolueno butilado 0,01% e 0,65% de
acido tiobarbitarico). Novamente,1ImL da amostra foi adicionado a tubos contendo 1mL de
solucdo de TBA- (4cido tricloacético a 20%, hidroxitolueno butilado 0,01%). Os tubos foram
incubados em banho maria (Ethik technology, 521-3D) durante 25min a 95°C. ApGs esse tempo
os tubos foram colocados em banho de gelo durante 10 min. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 25°C e 10.000g e foram feitas as leituras utilizando o
espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-1800) nos comprimentos de ondas de: 440nm, 532nm e
600nm. Os célculos foram realizados de acordo com a equacao: {[{A82830)— (A440 -

A600) (MA de sacarose a 532/ MA de sacarose a 440)] / 157000} Sendo A o valor a
absorbéancia, MA a absorbancia molar e 157000 o coeficiente de extingdo molar (Hodges et
al.,1999).
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2.3.7. Determinacao dos teores de peroxido de hidrogénioz(bt)

Os teores de ¥D, foram estimados segundo metodologia proposta por Velikova et al.
(2000). Parte da primeira folha totalmente expandida, de cada individuo, foi coletada. E
posteriormente, foi macerado 0,1g de tecido foliar em nitrogénio liquido em almofariz e pistilo
congelado e adicionado 1mL de TCA 0,1% (acido tricloroacético). Seguida por centrifugacao
(Thermo scientific, megafuge 16R) por 15 min a 12.000g a 4°C. Posteriormente, 0,250 mL do
sobrenadante foram adicionados 0,250 mL de TCA 0,1% e 1mL de lodeto de potassio 1M.
Seguido de leitura utilizando o espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-1800) no comprimento de
onda de 390 nm. O teor de peréxido de hidrogénio foi obtido com auxilio de curva padrao
(Velikova et al., 2000).

2.3.8. Analise do metabolismo antioxidativo

Para analise do sistema de defesa enzimético, parte da primeira folha totalmente expandida,
de cada individuo, foi coletada. E posteriormente, foi macerado 0,1g de tecido foliar fresco
auxilio de nitrogénio liquido em almofariz e pistilo congelados contendo 500 pL de tampé&o
fosfato de potassio (pH 6,8), 10 puL de EDTA, 2 uL de coquetel inibitor de protease, 488 uL de
agua milliQ e 0,01g de polivinilpolipirrolidona, em seguida, o0 homogeneizado foi centrifugado
a 10.000 x g por 15 minutos, a temperatura de 4° C, e o sobrenadante utilizado nos testes
enziméaticos de superoéxido dismutassOD; EC 1.15.1.1 (Del Longo et al., 1993), catalase
CAT,; EC 1.11.1.6 (Havir e Mchale, 1987) e ascorbato peroxidaeX; EC 1. 11.1.11 (Kar
e Mishra, 1976). A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela formacao da
formazana azul, resultante da fotorreducédo do azul de p-nitro tetrazolio (NBT), detectada a
560nm e expressa em U mimgprot. ™, conforme sugerido por Beauchamp e Fridovich (1971).

A atividade da catalase foi determinada pelo decréscimo na absorvancia a 240 nm, no primeiro
minuto de reac&o, utilizando para célculo o coeficiente de extingdo molar de 39,dnié
expressa emumol HO, mint mgyron ™t (Havir et al., 1987). A quantificacdo da atividade da
ascorbato peroxidase, foi determinada seguindo-se a decomposicéo de peroxido de hidrogénio
por 1 minuto, por alteracdes na absorbancia a 290 nm. Utilizando para célculo o coeficiente de
extingdo molar de 2,8 micm e expressa epmol ascorbatmin™ mgpro. ™ (Nakano e Asada,

1981). O método de Bradford (1976) foi utilizado para as determina¢gbes da concentracdo de

proteinas totais, utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
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2.3.9. Teor de umidade do substrato

Foram realizadas coletas de amostras de substrato em todos os tratamentos. O substrato
coletado foi acondicionado em placas de petri e vedado. As placas foram pesadas e, apds 48 h
em estufa a temperatura de 105°C, foram pesadas novamente.

A partir das diferencas entre a massa umida (MU) e a seca (MS), foi determinada a umidad
no solo em base gravimétrica, sendo calculada por: (%) = 100* [(MU/MS)/ MS].
2.3.10. Teor relativo de agua na folha

As medicdes do teor relativo de agua na folha (TRA) foram efetuadas em torno das 12h
(horario local). Coletou-se a primeira folha totalmente expandida e exposta a radiacdo solar,
esta foi colocada imediatamente em sacos de plastico e acondicionada em caixa térmica para
evitar perda de agua. Posteriormente, retirou-se trés discos foliares de 1 cm de didmetro que
foram imediatamente pesados em balanca analitica para determinar a matéria fresgg. A seg
os discos foliares eram dispostos em placa de Petri com agua destilada, e mantidas sobre
refrigeracao durante 24 horas. Apos secagem com papel filtro, os discos foram pesados para
determinacao da matéria targida e colocados em estufa a 65°C até peso constante, para posterior
determinacao da matéria seca.

O TRA foi calculado a partir dos trés discos foliares de acordo com a equacao: TRA =
100*[(MF — MS)/(MT — MS)], em que TRA € o teor relativo de agua na folha em porcentagem;
MF é a matéria fresca em g; MS é a matéria seca em g; e MT é a matéria targida em g.
2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Foi adotado esquema fatorial 2x2 em cada experimento, sendo dois substratos (solo
proveniente de area ndo contaminados adjacentes a mineradora e solo proveniente da pilha de
estéril de mineracao de ferro) e dois regimes de irrigacdo (sem estresse hidrico e ssen estre
hidrico), com cinco repeticbes. O tempo foi considerado como sub-parcela. Todos os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a teste de média (Tukey p< 0,05)

utilizando o programa estatistico SAEG.

3. RESULTADOS

Entre os macronutrientes analisados, foram encontrados maiores teores de P, Ca e S no
substrato proveniente da pilha de estéril e maiores teores de nitrogénio no substrato controle
(Tabela 2). Para os micronutrientes a concentragcdo de manganés e niquel foi maior na pilha de
estéril, o contrario foi observado para o cobre. Para os demais nutrientes minerais, nao foi
observado diferenca entre os substratos utilizados ao longo do experimento (Tabela 1). Entre

os elementos traco, chumbo e arsénio foram os Unicos elementos que apresentaram diferencas
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significativas, com maiores concentragdes no substrato controle e pilha de estéril,
respectivamente. A capacidade de troca catibnica a pH 7,0, o indice de saturacdo de aluminio,
o aluminio trocavel e a matéria organica foram maiores no substrato controle. O indice de
saturacdo de bases e a capacidade de troca catibnica efetiva foram maiores no substrato pilha
de estéril. Ja o solo controle apresentou pH mais acido em relacdo a pilha de estéril. (Tabela 2).
A pilha de estéril apresentou maiores valores para areia grossa, areia fina e silte. Ja a
concentragdo de argila foi maior no substrato controle. Com isso 0s substratos controle e pilha

de estéril foram classificados como argiloso e franco, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas do substrato no inicio dos experimentos (0-5 cm de

profundidade) em casa de vegetacao

Tratamentos
Caracteristicas Substrato  Substrato pilha
Fisico-quimicas controle de estéril
N (dag kg") 0,37* 0,09
P (mg dn¥) 0,00 14,20 *
K (mg dm?®) 73,75 83,25
ca* (cmolk dn®) 0,84 4,84 *
Mg?* (cmok dn?) 0,15 0,17
S (mg dn) 25,73 71,63 *
Fe (mg dr) 75,05 83,03
Mn (mg dm?) 20,35 259,90 *
Zn (mg dnr) 3,21 4,89
Cu (mg dnv) 1,94* 0,69
Ni (mg dm?®) 0,93 1,36 *
Pb (mg dnr¥) 3,29* 1,29
Cd (mg dn) 0,23 0,30
Cr (mg dn?) 0,99 0,90
As (mg dnr) 0,20 0,42*
Al®* (cmol dnt3) 1,45* 0,00
H+Al (cmol. dnt®) 6,75* 0,23
SB (cmol dnt3) 1,19 5,22 *
t (cmok dnt3) 2,64 5,22 *
T (cmok dn3) 7,94* 5,44
V (%) 15,10 95,90 *
m (%) 55,05* 0,00
P-Rem (mg L) 13,13 16,68
MO (dag kg 4,78* 0,16
pH HO 4,41 7,96 *
pH KCI 4,00 8,71*
Areia grossa (kg k8 0,09 0,28*
Areia fina (kg kd') 0,08 0,19*
Silte (kg kg') 0,28 0,39*
Argila (kg kg?h) 0,54* 0,14
Classificacao textural (1)  Argiloso Franco
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Amostras compostas (n=4). Legenda: (SB) soma de bases trocaveis, (t) capacidade de troca
catibnica efetiva, (T) capacidade de troca catidnica a pH 7,0; (V) indice de saturacsesde ba

(m) indice de saturacao de aluminio, (P-Rem) fésforo remanescente; (H+Al) acidez potencial;
(MO) matéria organica; (1) com base na SBCS. * Indica diferenca significativa entre os

substratos, segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em ambas as espécies, ndo houve diferenca significativa em funcédo do estresse hidrico
para os teores de Mg, Mn, Ni, Pb, Cd e Cr nas folhas e raizes (Tabela 3). Para a espécie S
parviflora foram observados maiores valores de Mg e Mn e menores de Cr nas raizes das plantas
expostas ao substrato pilha de estéril, sendo o acumulo de Mn nas raizes das plantas cultivadas
em substrato pilha de estéril 7 vezes maior em relagdo ao substrato controle. As plantas de S.
parviflora expostas ao solo controle apresentaram maiores incrementos de Pb na parte aérea e
raiz (Tabela 3). Ja para P. densum os teores de Mg, Cd e Cr apresentaram diferencas
significativas apenas nas raizes sendo os maiores valores observados quando em substrato
controle. O acumulo de Mn e Ni na parte aérea foi maior nas plantas cultivadas no substrato
controle, o mesmo foi observado para a concentracdo de niquel nas raizes. Para o Mn presente

nas raizes o maior acumulo foi observado nas plantas expostas a pilha de estéril (Tabela 3).
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Tabela 3: Teores de elementos minerais na parte aérea e na raiz em plantas de Pe 8ensum

parviflora cultivadas em substrato controle ou pilha de estéril

Parte aérea Raiz
Substrato Substrato Substrato Pilhade  Substrato
Pilha de estéril Controle estéril Controle
Mg (g kg?h) 1,80+0,04A 1,70+0,03A 0,70+0,01B 0,90+0,02A
Mn (mg kgl) 186,78+41,09B 448,84+121,79A 460,34+255,80A 103,68+17,74B
Paspalum  Ni (mg kg?) 2,00+0,23B 3,26+0,65A 5,31+2,04B 9,67+2,01A
densum Pb (mg kd) 1,00+0,75A 0,75+0,47A 0,87+1,18A 1,23+0,74A
Cd (mg kgh) 0,00+0,01A 0,01+0,02A 0,04+0,05B 0,11+0,09A
Cr (mg kgb) 1,86+0,65A 2,56+1,02A 8,49+4,48B 13,23+2,22A
Mg (g kg?h) 1,70+0,03A 1,40+0,03A 0,80+0,02A 0,40+0,01B
Mn (mg kg') 135,99+20,75A 146,71+17,45A 1492,38+1150,60A 217,70+42,46B
Setaria  Ni (mg kg?) 3,3810,48A  3,24%0,47A 9,77#11,83A  11,76+3,02A
parviflora  Pb (mg kg 6,92+1,11B 9,56+1,35A 6,16+2,18B 9,75+1,83A
Cd (mg kgh) 0,55+0,13A 0,54+0,15A 0,34+0,18A 0,42+0,14A
Cr (mg kgh) 4,15+0,46A 4,07+0,60A 11,39+9,84B 23,05+3,59A

Médias seguidas por letras iguais ndo apresentaram diferencas entre os substratos analisado:
para cada 6rgdo em cada espécie de acordo com teste de Tukey a 5% de prob&slidade
dados foram agrupados em fun¢éo da nédo significancia entre os tratamentos com e sem estresse

hidrico. Médias + desvio padrao de dez repeti¢cdes.
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Menores teores de nitrogénio foram observados na parte aérea de S. paRifldeasum
expostas a pilha de estéril (Fig. 1A e 1B). Ja para o célcio observou-se maiores incrementos na
parte aérea e raiz nas gramineas submetidas ao substrato pilha de estéril (Fig. 1G e 1H). Foram
observados maiores teores de fésforo na parte aérea das plantas de S. parviflora gdpastas a
de estéril (Fig. 1C). O mesmo incremento na concentracéo de fosforo foi observado nas raizes
de P. densum na pilha de estéril (Fig. 1D). O estresse hidrico também resultou em menores
teores de fésforo nas folhas de S. parviflora expostas ao solo controle (Fig. 1C). As raizes de S.
parviflora apresentaram menores teores de potassio quando expostas ao estresse hidrico (Fig.
1E). Foram observados maiores teores de enxofre na parte aérea das plantas de S.garviflora
menores nas raizes de P. densum no substrato controle quando comparado a pilha de estéril
(Fig. 11 e 1J). Também houve reducgédo no teor de enxofre nas folhas de S. parviflora em estresse
hidrico (Fig. 1I).

O estresse hidrico resultou em aumento nos teores de nitrogénio e potassio na parte aérea
das plantas de P. densum expostas ao estresse hidrico, independentemente do substrato (Fig.
1B e 1F). Nesta espécie também foi observado maiores teores de Ca quando em estresse hidrico

para as analises dos tecidos radiculares (Fig. 1H).
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Setaria parviflora Paspalum densum
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Figura 1: Teores de nitrogénio (A e B), fosforo (C e D), potadsie F), calcio (G e H) e

enxofre (I e J) em plantas de S. parvifiora (A, C, E, G e l) e P. densiimKBH e J) cultivadas

sobre substrato proveniente de areas nao impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na
presenca (Eh) ou auséncia de estresse hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro
padrdo de cinco repeticdes. Médias seguidas por letras iguais ndo apresentaram diferencas de
acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam os substratos,
letras mindsculas comparam a presenca ou auséncia de irrigacao. As analises estatisticas foram
feitas separadamente para raiz e parte aérea. Nao foram apresentados os resultados dos teores

de N presentes nas raizes de S. parviflora devido a falta de material para analise.
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Em relacdo aos micronutrientes, para ambas as espécies, foi observado menores
concentracdes de cobre, naraiz e na parte aérea das plantas expostas aos tratamentos com pilha
de estéril (Fig. 2A e 2B). Em relacéo ao ferro, os maiores valores foram observados nas raizes
e parte aérea das plantas da pilha de estéril, para as duas espécies (Fig. 2Cas 28)reka
de zinco foram maiores nos tratamentos com solo controle na parte aérea de S. parviflora
apresentou reducdo nas raizes expostas ao estresse hidrico, independentemente do substrato
(Fig. 2E). Para P. densum apenas as analises da parte aérea foram significatbsatepeea

de zinco, com maiores valores para os tratamentos com estresse hidrico (Fig. 2F).
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Figura 2: Teores de cobre (A e B), ferro (C e D) e zi(i€e F) em plantas de S. parviflora

(A, C e E) e P. densum (B, D e F) cultivadas sobre substrato proveniente de areas nao

impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de estresse
hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro padrdo de cinco repeticdes. Médias
seguidas por letras iguais ndo apresentaram diferencas de acordo com teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam os substratos, letras minusculas

comparam a presenca ou auséncia de irrigacdo. As analises estatisticas foram feitas

separadamente para raiz e parte aérea.
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Ao longo dos experimentos com as espécies de gramineas S. paeWlatansum
observou-se queda nos valores de umidade do solo com a suspenc¢ao da irrigacao,
posteriormente ao ponto maximo de estresse foi observado incrementos nos valores
chegando a igualarem ou até mesmo ultrapassarem aos respectivos tratamentos sem
estresse hidrico (Fig. 3A e 3B). Foi observado também diferenca significativa na umidade
do solo em relagédo aos substratos utilizados ao longo de todo o experimento com S.
parviflora (Fig. 3A). A menor retencdo de umidade da pilha de estéril resultou em maior
severidade das plantas expostas ao estresse hidrico.

O teor relativo de agua nas folhas das espécies S. pardfldralensum expostas
aos tratamentos com estresse hidrico apresentou queda até o ponto maximo de estresse,
em seguida foi possivel observar aumento no teor relativo de agua na folha, chegando os
valores a se igualarem ao primeiro dia de exposicéo aos tratamentos (Fig. 3C e 3D).
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Figura 3: Umidade do solo (A e B) e teor relativo de agua na folha (C e D) em plantas
de S. parviflora (A e C) e P. densum (B e D) cultivadas sobre substrato proveniente de
areas ndo impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de
estresse hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro padrao de cinco repeticdes.
As linhas pontilhadas representam o momento no qual ocorreu o retorno da irrigacao,
sendo na espécie S. parviflora a primeira linha referente aos tratamentos com pilha de

estéril e a segunda com solo controle.
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O ponto de maximo estresse, ou seja, quando a fotossintese se encontrava com
valores préximos de zero para S. parviflora crescendo em pilha de estéril o ponto de
maximo estresse ocorreu no DAT 12 e para o solo controle no DAT 19, ja para P. densum
se deu no 9° dia de experimento para ambos os substratos (Fig. 4A e 4B).

A graminea S. parviflora cultivada sob déficit hidrico, independente do substrato,
apresentou decréscimo nos valores de fotossintese, condutancia estomatica e transpiracao
a partir de 8 dias apés a suspensao da irrigacdo. Com a retomada da irrigacdo, observou-
se aumento destes valores chegando, em alguns momentos, a se igualarem ao inicio do
experimento (Fig. 4A, 4C e 4E). As plantas de S. parviflora sem estresse hidrico expostas
ao substrato controle exibiram maior taxa fotossintética, condutancia estomatica e
transpiracdo quando comparadas as expostas ao substrato proveniente de pilha de estéril
(Fig. 4A, 4C e 4E). A razéo entre a concentracao interna e externa,d€itx) das
plantas de ambas as espécies expostas ao estresse hidrico apresentou incrementos,
independentemente do substrato (Fig. 4G).

De maneira geral a partir do quinto dia apds a suspensao da irrigacao as plantas de
P. densum expostas ao estresse hidrico apresentaram queda significativa nos valores de
fotossintese, condutancia estomética e transpiracao. Apés 3 dias do retorno da irrigacéo
estes parametros se igualaram aos tratamentos sem estresse hidrico, chegando ainda a
apresentar incrementos a partir do décimo terceiro dia de tratamento para fotossintese e
condutancia estomaética, e a partir do décimo quarto dia para transpiracao. As plantas de
P. densum expostas ao substrato controle e pilha de estéril apresentaram a mesma resposta
quanto ao estresse hidrico (Fig. 4B, 4D, 4F, 4H).

Individuos de S. parviflorg P. densum quando submetidos aos tratamentos com
estresse hidrico apresentaram declinio nos valores de clorofila a, clorofila b e clorofila
total, independentemente do substrato (Fig-54). Os tratamentos expostos ao estresse
hidrico apresentaram incrementos nos valores de razéo clorofila a/b para S. parviflora.
(Fig. 5G).
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Figura 4: Fotossintese (A e B), condutancia estomatica (C e D), transpiracdo (E e F) e
razao entre a concentracao interna e externa dd@® H) em plantas de S. parviflora
(A, C,EeG)eP.densum (B, D, F e H) cultivadas sobre substrato proveniente de areas
ndo impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de estresse
hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro padréo de cinco repeticdes. As
linhas pontilhadas significam o momento no qual ocorreu o retorno da irrigacédo, sendo
na espécie S. parviflora a primeira linha referente aos tratamentos com pilha de estéril e

a segunda com solo controle.
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Figura 5: indices de clorofila a (A e B), clorofila(@ e D), clorofila total (E e F) e raz&o
clorofila a/b (G e H) em plantas de S. parvifiora (A, C, Ee G) e P. densum (B, D, F e H)
cultivadas sobre substrato proveniente de areas nao impactadas (Cont) ou pilha de estéril
(Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de estresse hidrico (Seh). As barras representam as
médias + erro padrdo de cinco repeti¢cdes. As linhas pontilhadas significam o momento
no qual ocorreu o retorno da irrigacédo, sendo na espécie S. parviflora a primeira linha se

referente aos tratamentos com pilha de estéril e a segunda com solo controle.
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S. parviflora apresentou aumento nos valoreg de&ndo submetidos ao estresse
hidrico somente em solo controle (Fig. 6A). Para ambas as espécies foram observados
menores valores degFpara as plantas expostas ao substrato de pilha de estéril,
independente do regime de irrigacéo (Fig. 6A e 6B).

A eficiéncia quantica maxima do FSIl (Fv/Fm) foi menor para os individuos de S.
parvifloraeP. densum submetidos ao estresse hidrico quando comparado aos tratamentos
com irrigacdo continua, independente do substrato utilizado. Houve recuperacdo dos
valores de Fv/Fm, no dia seguinte ao retorno da irrigacéo para S. parviflora e apds 3 dias

para P. densum (Fig. 6C e 6D).
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Figura 6: Fluorescéncia inicig/A e B) e eficiéncia quantica maxima do FSII (C e D) em
plantas de S. parvifiora (A e C) e P. densum (B e D) cultivadas sobre substrato
proveniente de areas nao impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou
auséncia de estresse hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro padréo de
cinco repeticdes. As linhas pontilhadas significam o momento no qual ocorreu o retorno
da irrigacéo, sendo na espécie S. parviflora a primeira linha referente aos tratamentos com
pilha de estéril e a segunda com solo controle.
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Em ambas as espécies o rendimento quantico efetivo dodh$kgresentou queda
nos valores com a suspenséo da irrigacéo, independentemente do substrato (Fig. 7A e
7B). Em S. parviflora esta reducao ocorreu a partir do DAT 8 e 12 para as pltapsia®
a pilha de estéril e ao substrato controle, respectivamente. ApOs a irrigacdo houve
acréscimo nos valores, se igualando aos tratamentos sem estresse hidrico (Fig. 7A).

O rendimento quantico de dissipac¢éo regulada de energia ndo fotoquimica do FSlI
(dnpg) apresentou incrementos nas plantas de S. parviflora expostas ao estresse hidrico
no periodo de méaximo estresse e durante a recuperacao, independentemente do substrato
(Fig. 7C). Neste mesmo periodo foi observado queda no rendimento quéntico de
dissipacdo ndo regulada de energia ndo fotoquimica do®&) para as plantas de S.
parviflora expostas ao solo controle e estresse hidrico (Fig.7E). As plantas de P. densum
sem estresse hidrico em solo controle apresentaram maior rendimento quantico de
dissipacéo regulada de energia ndo fotoquimica do FSII quando comparadas as expostas
a pilha de estéril. Ja para os tratamentos expostos ao substrato pilha de estéril os maiores
valores foram observados na auséncia de irrigacéo (Fig. 7D).

Individuos de S. parvifloree P. densum quando expostos ao estresse hidrico
apresentaram reducdo na taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) para ambos o0s
substratos (controle e pilha de estéril), em seguida apds a irrigacdo observou-se
incremento nos valores (Fig. 8A e 8B). As plantas de P. densum cultivadas com irrigacao
constante e em substrato proveniente de pilha de estéril apresentaram valores de ETR
maiores do que as plantas expostas ao solo controle (Fig. 8B).

Somente foi observado reducéo significativa nos valores de quenching fotoquimico
do FSII (qL) para S. parviflora exposta ao estresse hidrico e solo controle (Fig. 8C). Para
P. densum também foi observado reducéo nos valores do tratamento com solo controle e
estresse hidrico nos dias que antecedem o retorno da irrigacéo (Fig. 8D).

A partir do 19° dia de experimento, com a retomada da irrigacao para S. parviflora
em solo controle, foi observado incremento nos valores do coeficiente de extingdo nao
fotoquimico (NPQ). Para ambos 0s substratos as plantas expostas ao déficit hidrico
apresentaram maiores incrementos de NPQ, ja para o fator substrato os menores valores

observados foram para as plantas sobre pilha de estéril (Fig. 8E).
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Figura 7: Rendimento quantico efetivo do FSIl (A e B), rendimento quantico de
dissipacédo regulada de energia nao fotoquimica do FSIlI (C e D) e rendimento quantico
de dissipacao néo regulada de energia ndo fotoquimica do FSII (E e F) em plantas de S.
parvifiora (A, C e E) e P. densum (B, D e F) cultivadas sobre substrato proveniente de
areas ndo impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de
estresse hidrico (Se). As barras representam as meédias + erro padrdo de cinco repeticdes.
As linhas pontilhadas significam o momento no qual ocorreu o retorno da irrigacdo, sendo
na espécie S. parviflora a primeira linha referente aos tratamentos com pilha de estéril e
a segunda com solo controle.
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Figura 8: Taxa aparente de transporte de elétrons (A e B), quenching fotoquimico do
FSII (C e D) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (E e F) em plantas de S. @arviflor
(A, C e E) e P. densum (B, D e F) cultivadas sobre substrato proveniente de areas nao
impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de estresse
hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro padréo de cinco repeticdes. As
linhas pontilhadas significam o momento no qual ocorreu o retorno da irrigacdo, sendo
na espécie S. parviflora a primeira linha referente aos tratamentos com pilha de estéril e

a segunda com solo controle.

36



Em folhas de S. parviflora houve aumento da concentracdo de peroxido de
hidrogénio (HO2) e MDA somente no periodo de méximo estresse hidrico nos substratos
pilha de estéril e solo controle (DAT 12 e 19, respectivamente), sendo que nos demais
dias o fator irrigacdo néo foi significativo (Fig. 9A e 9C). Para P. densum também foi
observado incrementos nos valores d@4thas folhas para as plantas expostas ao estresse
hidrico e incrementos nos valores de MDA nos dois dias que antecedem o retorno da
irrigacdo. Com o retorno da irrigacdo ocorreu decréscimo nos valorefOde MDA,
se igualando ao tratamento sem estresse hidrico proveniente do mesmo substrato (Fig. 9B
e 9D).

A atividade de ascorbato peroxidase em S. parviflora sobre a pilha de estéril foi maior
nas plantas irrigadas diariamente nas duas primeiras coletas, atingindo menores valores
posteriormente, nas duas Ultimas coletas (DATs 14 e 19) quando comparadas com as
plantas sob estresse hidrico (Fig. 10A). Para P. densum foi observada diferenca
significativa somente ao longo do tempo, com 0s maiores incrementos no segundo dia de
coleta (DAT 3). Neste periodo, houve aumento na atividade da APX nas plantas sob
estresse hidrico do solo controle e menores valores para as plantas do substrato de pilha
de estéril (Fig. 10B).

Em S. parviflora foi observada maior atividade das enzimas catalase apenas no dia
posterior ao retorno da irrigacéo, para as plantas sobre solo controle e na auséncia de
irrigacdo (Fig. 10C). P. densum apresentou incrementos na atividade da catalase para as
plantas expostas ao solo controle submetidas ao estresse hidrico em relagéo ao substrato
da pilha de estéril. J& na auséncia de estresse nao houve diferenca na atividddseala cata
em funcéo dos substratos utilizados (Fig. 10D).

N&o foram observadas alteracdes significativas na atividade de superoxido dismutase
para as plantas P. densum em fungéo dos tratamentos. Entretanto os maiores valores
foram observados no dia que antecede a irrigacdo e no ultimo dia de experimento (Fig.
10F).
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Figura 9: Concentracao de malonaldeido (MDA) e peréxido de hidrogénio.jm

folhas de S. parviflora (A e C) e P. densum (B e D) cultivadas sobre substrato proveniente
de areas ndo impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na presenca (Eh) ou auséncia de
estresse hidrico (Seh). As barras representam as médias + erro padrao de cinco repeti¢coes.
As linhas pontilhadas significam o momento no qual ocorreu o retorno da irrigagéo, sendo

na espécie S. parviflora a primeira linha referente aos tratamentos com pilha de estéril e

a segunda com solo controle.
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Figura 10: Atividade da catalase (CAT), da ascorbato peroxidase (APX) e da superoxido
dismutase (SOD) em folhas de S. parviflora (A, C e E) e P. densum (B, D e F) cultivadas
sobre substrato proveniente de areas nao impactadas (Cont) ou pilha de estéril (Pe) e na
presenca (Eh) ou auséncia de estresse hidrico (Se). As barras representam as médias +
erro padréo de cinco repetigdes. As linhas pontilhadas significam o momento no qual
ocorreu o retorno da irrigacédo, sendo na espécie S. parviflora a primeira linha referente

aos tratamentos com pilha de estéril e a segunda com solo controle.
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4. DISCUSSAO

Para ambas gramineas estudadas, P. demSuparviflora, o acimulo de ferro nas
plantas expostas a pilha de estéril atingiu valores acima do considerado fitotoxico (>500
mgeeKg™) para a maioria dos vegetais (Pugh et al. 2002; Broadley et al. 2012), entretanto
nao foi observado sintomas visuais, evidenciando assim a capacidade destas espécies em
acumular ferro em seus tecidos vegetais sem a presenca de danos visuais. O mesmo foi
observado em estudos desenvolvidos por Araujo (2016) com S. pareifararvillei
expostas a concentracdo de 7mM de Fe-EDTA em solucéo nutritiva. Por outro lado,
individuos de P. densum que cresceram em pilha de estéril apresentaram menor absorcéo
de Mn mesmo havendo maior concentracdo deste mineral na pilha de estéril, o que
evidencia a estratégia de evitacdo desenvolvida por esta espécie. Entretanto, acimulos
acima de 50 mg Mn kfjde massa seca das folhas, como observados neste estudo, s&o
considerados superiores ao acumulo médio observado na maioria dos vegetais (Broadley,
2012). Variacdes das concentracdes de Mn nas plantas tém sido atribuidas as diferencas
inter e intra-especificas, além das condi¢des edafocliméticas (Fageria, 2001; Moroni et
al., 2003). Apenas as concentracdes dos elementos traco cadmio e chumbo estdo acima
do limite aceitavel para os solos, segundo reportado por Kabata-Pendias (2011). O cadmio
apresenta concentracdo acima do limite aceitavel para os solos em ambos os substratos,
ja o chumbo apenas o solo controle. Entretanto, dentre os elementos traco nao essenciais,
nenhuma das espécies estudadas apresentaram concentracdes acima das consideradas
fitotoxicas (Bergmann e Cumakov, 1977; Kabata-Pendias, 2011), ndo havendo assim
estresse oxidativo desencadeado por estas.

Segundo os critérios de essencialidade estabelecidos por Arnon e Stout (1939), um
elemento é essencial para a planta quando: esta diretamente envolvido no metabolismo
vegetal, a planta ndo é capaz de completar o seu ciclo de vida na auséncia do elemento e
a funcdo do elemento é especifica, ou seja, nenhum outro elemento podera substitui-lo
naquela funcdo. Entretanto, ambas as espécies estudadas apresentaram teores de P, Mg, e
Ca abaixo dos considerados satisfatorios (Broadley et al., 2012), para todos os
tratamentos. A deficiéncia de fosforo compromete a atividade fotossintética das plantas,
uma vez que promove diminui¢gdes no consumo e na producéo de ATP e NADPH, menor
carboxilacao/regeneracéo de ribulose-1,5-bifosfato (Shubhra et al., 2004), decréscimo na
expressdo de genes relacionados a fotossintese (Lawlor e Cornic, 2002) e fechamento
estomatico (Fligge et al., 2003). Ja a deficiéncia em magnésio afeta a sintese proteica e

de &cidos nucléicos, o tamanho e a estrutura dos cloroplastos e a transferéncia sle elétron
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no FSII (Broadley et al., 2012). Sintoma tipico de deficiéncia de Ca é a desintegsacao da
paredes celulares nos peciolos e nas partes superior dos caules (Ho e White, 2005). P.
densuneS. parviflora possivelmente ndo apresentaram sintomas de deficiéncia de P, Mg

e Ca uma vez que ndo foram observados sintomas visuais e nem reducfes nas trocas
gasosas das plantas irrigadas diariamente. Ao contrario, P. denSumarviflora
apresentaram concentracdes acima do considerado satisfatorio para a maioria das espécies
vegetais para os nutrientes Ni e K em ambos os substratos analisados (>0l kg

10g kg*, respectivamente). Ja a concentracdo de Zn e S foram maiores apenas para P.
densum (>20mg ke >1,0g kgf) (Broadley et al., 2012). O zinco desempenha papel de
desintoxicacao de radicais superéxido, sendo a superoxido dismutase CuzZn (CuZnSOD)
a mais abundante SOD em células vegetais (Abreu e Cabelli, 2010), o que justifica a
maior concentracao de superoxido dismutase em plantas de P. densum quando comparada
a S. parviflora. Apesar do acumulo de zinco, as plantas em estudo apresentaram
concentracdes abaixo do limite de toxidez (Broadley et al., 2012). Altas concentracdes de
enxofre presentes em P. densum culminaram com menores teores de Pb, Cd e Cr, quando
comparado a S. parviflora. O enxofre € responséavel pela formacdo de enzimas e co-
enzimas, bem como compostos secundarios tais como fitoquelatinas, que auxiliam a
desintoxicagao de metais (Dominguedis et al., 2004).

As concentragOes foliares de Cu foram acima do acumulo médio para ambas as
espécies expostas apenas ao solo controle, entretanto o acumulo foi abaixo do fitotéxico
para a maioria dos vegetais (Broadley et al., 2012). Assim como zinco o cobre atua na
desintoxicacao de radicais superoxido, porém sua deficiéncia parece conduzir a aumentos
da atividade de varias outras isoformas de SOD, incluindo FeSOD e MnSOD (Burkhead
et al.,2009), entretanto nao foi observada diferenca na atividade da superoxido dismutase
entre os substratos estudados.

A absorcdo e o acumulo excessivo de ferro podem aumentar a formacgéo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) (Neves et al. 2009; Rout et al. 2015) assim como observado
para P. densum S. parviflora. Da mesma forma, o estresse hidrico € responsavel por
intensificar a formacao de radicais livres, aumentando a probabilidade de transferéncia
de energia de excitagido para @vando a producio de Qe 'O, e, consequentemente,
peroxidacao lipidica (Smirnoff, 1993). Entretanto n&o foi observado danos oxidativo uma
vez que ambas gramineas apresentaram eficiente mecanismos antioxidantes.

A menor capacidade de retencdo de agua do substrato pilha de estéril, devido sua

estrutura mais arenosa, pode ter contribuido para que o ponto maximo de estresse das
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plantas de S. parviflora neste substrato ter sido atingido antes das plantas sobre substrato
controle. Solos mais argilosos, como no substrato controle, possuem uma alta taxa de
retencdo de agua e maior retencdo de nutrientes (Freitas e Silva, 1984). Entretanto, as
respostas similares no ponto maximo de estresse hidrico apresentadas por P. densum entre
0s substratos, demonstra o eficiente mecanismo desta espécie contra danos
proporcionados pelo déficit hidrico, uma vez que o ponto méaximo de estresse ocorreu de
acordo com a taxa fotossintética.

A baixa disponibilidade hidrica é considerada o principal fator ambiental responsavel
por limitar o crescimento e o rendimento vegetal. Para P. derSuparviflora o déficit
hidrico proporcionou limitagcdes metabdlicas responséaveis por danos ao ciclo de Calvin
fechamento estomatico seguido pela diminui¢cdo na condutancia estomatica e transpiracéo
e consequentemente diminuigdo do influxo de Q@ acarreta em decréscimo na taxa
fotossintética em gramineas (Xu et al., 2009).

As respostas de trocas gasosas indicam uma maior resisténcia a pilha de estéril para
P. densum, e uma maior resisténcia ao estresse hidrico para a espécie S. parviflora quando
exposta ao substrato pilha de estéril. A queda nos valores de condutancia estomética e
transpiracdo em S. parviflora quando exposta ao substrato pilha de estéril evidencia o
motivo pelo qual o ponto maximo de estresse das plantas em desenvolvimento na pilha
de estéril foi atingido antes das plantas sobre substrato controle. A capacidade das plantas
de recuperarem a taxa fotossintética apds o retorno da irrigacao precedida por um periodo
de seca remete a eficiéncia das mesmas e ditara a resisténcia a seca (Cha2@3%t al.,

O aumento e manutencao nos valores de fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e
transpiracdo (E), bem como a auséncia de danos oxidativos, apds irrigacao, nas gramineas
crescidas em pilha de estéril comprova a resisténcia destas espécies ao excesso de ferro e
a seca. Resultados similares foram observados por Walter et al. (2011) com a graminea
Arrhenatherum elatius submetida a ciclos de estresse hidrico, no qual ndo houve reducdes
na fotossintese liquida do tratamento com déficit hidrico.

Ambas as espécies de Poaceae estudadas, P. derSuparvifiora, possuem
metabolismo fotossintético4CO metabolismo fotossintéticos@nvolve uma série de
modifica¢cdes bioquimicas e anatbmicas, no qual a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPCase) atua concentrando.@® torno da enzima rubisco (Hatch, 1987). Gramineas
com este metabolismo dominam quase todas as pastagens das regides tropicais,
subtropicais e zonas temperadas quentes, sdo também representantes importantes das

paisagens aridas (Archibold, 1995). Isso porque plantas com o metabolismo C
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apresentam maior eficiéncia no uso da agua, uma vez que as taxas de absorgéo de CO
sdo mais altas em relacdo as plantas eCpossuem melhor controle da abertura e
fechamento de estbmatos para prevenir a perda de agua (Schulze et al., 1996).

O metabolismo fotossintéticos€sta diretamente relacionado a rapida recuperacao
observada por P. denswuarS. parviflora quando expostas ao estresse hidrico, o que
permite indica-las como espécies com alto potencial de uso em programas de revegetacao
de &reas impactadas pela mineragéo e por prolongados periodos de seca.

Os efeitos mais eminentes em gramineas sob déficit hidrico sdo fechamento
estomatico (Baruch e Fernandez, 1993), perda da turgescéncia foliar (Hsiao e Acevedo,
1974), diminuicdo das taxas fotossintética (Sarmiento, 1984) e por fim a degradacédo de
clorofilas (Chaves e Oliveira, 2004). Assim como observado neste experimento, estudos
realizados por Delabio (2014) demonstraram que espécies nativas de gramineas quando
expostas a periodos Uumidos apresentam um maior indice de clorofilas totais quando
comparado com o periodo de seca. O efeito do estresse hidrico nas clorofilas foi
acentuado pelo aumento no teor de ferro nas plantas expostas a pilha de estéril. O ferro,
apesar de ser um elemento indispenséavel a biossintese de clorofila (Broadley et al. 2012;
Jeong e Connolly 2009; Jeong e Guerinot 2009) quando em elevadas concentracdes, pode
ocasionar degradacdo dos pigmentos cloroplastidicos devido ao estresse oxidativo
(Pereiraetal. 2013; Xu et al. 2015; da Silva et al. 2015). Desta forma o decréscimo nos
indices de clorofilas observado nas plantas expostas ao déficit hidrico e a pilha de estéril
proporcionou alteracdes nas variaveis de fluorescéncia da clorofila a.

O aumento nos valores de fluorescéncia inicig)l fara as plantas de S. parvifiora
expostas ao tratamento com solo controle e estresse hidrico indica diminuigcdo na
capacidade de transferéncia de energia do complexo antena para os centros de reacdes. A
elevacao dos valores de & comum para plantas sujeitas a estresses severos, e contribui
como forma de evitar a super excitacdo do centro de reacdo (Bergantino et al., 1995;
Papageorgiou e Govindjee, 2004).

Em condi¢cbes de deficiéncia hidrica sdo relatados danos ao fotossistema Il (FSII),
(Calatayud et al., 2006) e alteracdes nas formas de dissipacdo de energia (Suresh et al.
2010). Nessas condi¢fes, a diminui¢cdo na taxa de assimilacao liquida (%,C€sulta
em reducao do rendimento quantico efetivo do FBl); consequentemente, a energia
absorvida que seria utilizada para a fotossintese sera dissipada, pelo aumento da emissao
de fluorescéncia da clorofila a e na forma de calor (Calatayud et al., 2006). Assim como

o estresse hidrico, a toxidez severa por ferro resulta em danos aos complexos
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fotossintéticos, percebidos por meio da reducdo nos valores da eficiéncia quéantica
méxima do FSIlI (Fv/Fm), da taxa de transporte de elétrons (ETR) ou incremento na
dissipacéo ndo fotoquimica do excesso de energia (Suh et al., 2002; Pereira et al., 2009).
A diminuicéo dos valores de Fv/Fm das gramineas sob estresse hidrico, demonstra que a
eficiéncia na utilizacdo da energia luminosa foi reduzida, porém ndo houve dano
permanente ao complexo fotossintético pois apds irrigacdo as espécies se recuperaram
rapidamente.

A diminuigdo nos valores do rendimento quantico efetivo do FSII (®y) durante o
estresse hidrico foi acompanhado do aumento do rendimento quantico de dissipacédo nao
regulada de energia ndo fotoquimica (®no) € do rendimento quéantico de dissipacéo
regulada de energia ndo fotoquimica (Onpg), UMa vez que estes mecanismos dissipadores
de energia sdo competitivos entre si (Eskling et al., 1997). A maior dissipacao de energia
na forma regulada € indicativo da capacidade fotoprotetora do aparato fotossintético
(Baraldi et al., 2008), a qual foi observada com a exposicéo de S. pamitodensum
ao déficit hidrico e durante a recuperacao da taxa fotossintética apos a reidratacdo. Com
a reducgdo do @) e aumento do ®npo, a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) da
espécie S. parviflora foi reduzida ap6s a suspencéao da irrigacéo, tendo retornado a valores
similares as plantas sem estresse hidrico somente durante a reidratacao.

Os valores de ®npg corroboram com os resultados do coeficiente de extingdo nao
fotoquimico (NPQ), demonstrando que quando em estresse hidrico ambas as espécies
apresentam maior eficiéncia de dissipacdo de energia ndo fotoquimica de forma regulada
por meio do ciclo das xantofilas (Demmig-Adams e Adams, 2006). O ciclo das xantofilas
é ativado pelo bombeamento de prétons para o limen que resulta na criagdo da diferenca
de potencial eletroquimico transmembrana, acarretando desepoxidacéo da violaxantina,
gue formara a anteraxantina, e esta por sua vez formara a zeaxantina (Baraldi et al., 2008)
Desta forma o excesso de energia é dissipado na forma de calor, atuando como um
importante meio de protecdo do complexo fotossintético contra a superexcitacdo e
subsequente dano oxidativo no centro de reacdo do FSII (Baker, 2008; Perejra et al.
2013).

Os baixos niveis de MDA apresentados por P. demsBnparviflora apds retorno
da irrigacdo € um indicativo do potencial mecanismo de controle de espécies reativas de
oxigénio, uma vez que o aumento nos teores deste subproduto da peroxidacgao lipidica
tem sido considerado um importante indicador de estresse oxidativo em plantas (de

Oliveira Jucoski et al. 2013; Pinto et al. 2016). O que pode ser comprovada pelo aumento
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da atividade da enzima catalase no dia posterior ao retorno da irrigacdo das plantas S.
parviflora expostas ao solo controle e consequente reducdo da concentragén. de H
Uma vez que as catalases sdo enzimas peroxissomais e glioxissomais que catalisam a
reducéo direta do 4. a HO e G (Yanik e Donaldson, 2005). Entretanto, a atividade
enzimatica da S.parviflora ndo conseguiu evitar um possivel dano oxidativo quando
exposta a pilha de estéril, j& as plantas sobre solo controle apresentaram uma atividade
enziméatica de reparo.

Mecanismos enzimaticos minimizam os efeitos fitotoxicos das EROS
(Schutzendubel e Polle, 2012), por meio das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Becana et al., 1998). Essas sao enzimas
chaves durante o processo de detoxificagdo das EROS nas células, o que garante a
tolerancia ao estresse (Gill e Tuteja 2010). Possivelmente ambas as espécies estudadas
apresentam componentes ndo enzimaticos sintetizados pelas plantas que atuam como
moléculas antioxidantes com finalidade de neutralizar a acdo de EROS, como por
exemplo, os componentes fendlicos (Michalak, 208lG)ationa reduzida, a-tocoferais,
acido ascorbico, carotendides, acido urico, acido lipdico e ubiquinol (Edge et al., 1997;
Becana et al., 1998).

5. CONCLUSOES

P. densum apresentou maior resisténcia a pilha de estéril e S. parviflora maior
resisténcia ao estresse hidrico.

Ambas espécies acumularam niveis de ferro acima do considerado fitotoxico apds
exposicdo ao substrato pilha de estéril, sendo o maior acimulo nos tecidos radiculares.

As diminuicfes na taxa fotossintética e nos indices de clorofilas ocorreram em funcéo
do estresse hidrico.

O estresse hidrico foi responsavel por causar danos reversiveis ao aparato
fotossintético de ambas espécies.

P. densune S. parvifiora possuem eficiente forma de dissipacdo do excesso de
energia luminosa de maneira a evitar danos fotoinibitérios em condi¢cdo de estresse
hidrico.

Ambas espécies apresentaram um eficiente mecanismo na eliminagdo de EROS de

forma a ndo causar danos severos as plantas, como indicado pelos teores dePA e H
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P. densunme S. parviflora podem ser consideradas plantas com mecanismos de
resisténcia e com alto potencial para revegetacdo de ambientes com concentragbes
elevadas de ferro e periodos de seca.
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CAPITULOQO I

EXPOSICAO DA GRAMINEA NATIVA, Paspalum densum (Poir.), A PILHA DE
ESTERIL E A SAZONALIDADE CLIMATICA IMPOSTA PELAS CONDICOES
DE CAMPO

RESUMO

A atividade de extracdo e beneficiamento de minério de ferro traz consigo a producéo
consideravel de estéreis, que sdo descartados em pilhas. As caracteristicas do substrato
nas pilhas de estéril e as prolongadas estacfes de seca deste ambiente torna a revegetacao
natural e sucessdo vegetacional um processo lento. Entretanto, estudos anteriores
apontaram algumas espécies de gramineas nativas resistentes com alto potencial para
revegetacdo destas areas. O objetivo do trabalho foi avaliar as respostas fisiol6gicas da
graminea Paspalum densum em &rea impactada por mineracao de ferro, nodiecorrer
estacoes seca e chuvosa. As plantas foram expostas a duas condi¢des sobre pilha de estéril
e sobre campo ferruginoso adjacente a area minerada, sendo as analises realizadas nos
periodos chuvoso e seco, entre 0s meses fevereiro e agosto de 2016. Apds o plantio, foi
observada menor taxa de mortalidade entre os individuos da pilha de estéril, em relacéo
ao campo ferruginoso. As plantas expostas a pilha de estéril apresentaram acréscimo nos
valores de elementos traco ao longo do experimento e maior capacidade de acumulo de
macro e micronutrientes em relacédo as plantas do campo ferruginoso. O periodo seco
proporcionou decréscimos nos indices de clorofilas, no rendimento quéntico efetivo do
FSIl (@) e no quenching fotoquimico do FSII (qL) das plantas sobre pilha de estéril.
Porém, a fluorescéncia inicial destas mesmas plantas apresentou redu¢éo apenas na ultima
coleta. As plantas expostas ao campo ferruginoso apresentaram menores teores de
malonaldeido e ded@. nas raizes e parte aérea, respectivamente, em relacdo aquelas da
pilha de estéril. Foi observado acréscimo na concentracdo de prolina presente na parte
aérea das plantas cultivadas sobre pilha de estéril apenas no ultimo més de experimento.
A espécie em estudo, P. densum, apresentou satisfatorio crescimento e rapida aclimatagéo
quando submetida a pilha de estéril mesmo apds prolongado periodo de seca e exposi¢ao

a estresses abidticos, 0 que comprova o alto potencial para revegetacao destas areas.
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Palavras-chave: mineradora de ferro, graminea, campo ferruginoso, periodo seco,

revegetacao.
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EXPOSITION OF THE NATIVE GRAMINE, Paspalum densum (Poir.), THE
“STERILE MINE” AND THE CLIMATE SEASON IMPOSED BY FIELD
CONDITIONS

ABSTRACT

The activity of extraction and processing of iron ore brings with it the considerable
production of sterols, which are discarded in piles. The characteristics of the substrate in
the sterile stacks and the prolonged dry seasons of this environment make natural
revegetation and vegetative succession a slow process. However, previous studies have
pointed out some species of resistant native grasses with high potential for revegetation
of these areas. The objective of this work was to evaluate the physiological responses of
the Paspalum densum grass in an area impacted by iron mining during the dry and rainy
seasons. The plants were exposed to two conditions on a “sterile mine” and on a
ferruginous field adjacent to the mined area. The analyzes were carried out in the rainy
and dry periods between February and August 2016. After planting, a lower mortality rate
was observed between The individuals from the sterile stack, relative to the ferruginous
field. The plants exposed to the “sterile mine” presented increase in trace element values
throughout the experiment and greater capacity of accumulation of macro and
micronutrients in relation to the plants of the ferruginous field. The dry period provided

a decrease in the chlorophyll indices, in the effective quantum yield of &gIh(d in

the photochemical quenching of FSII (qL) of the plants on a “sterile mine”. The plants
exposed to the ferruginous field presented lower levels of malonaldehyde and H202 in
the roots and aerial part, respectively, in relation to those in the sterile cell. P. densum
showed satisfactory growth and rapid acclimatization when submitted to a ““sterile mine”

even after prolonged drought and exposure to abiotic stresses, which confirms the high

potential for revegetation of these areas.

Key words: iron mining, grass, ferruginous field, dry period, revegetation.

56



1. INTRODUCAO

A extracdo de minério de ferro representa uma das atividades econdmicas mais
importantes para o Brasil. Sendo o pais o terceiro maior produtor de minério de ferro do
mundo, com 13,6% das reservas mundiais (DNPM, 2016). Entre os estados brasileiros
produtores de minério de ferro estdo Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Para, sendo
Minas Gerais responséavel por 67% da produgdo (Anuério mineral brasileiro, 2010;
DNPM, 2016). Na porcéo centro-sul do estado encontra-se o Quadrilatero Ferrifero com
inUmeras cavas e usinas de beneficiamento de minério de ferro e um alto potencial para
exploracdo e expansao de novas areas de extracdo (DNPM, 2008). Porém, a atividade de
extracdo mineral traz consigo a producao consideravel de estéril, que é um agregado
natural composto por diversos minerais e com reduzido valor econdmico. Estes séo
descartados em pilhas na condicdo natural, sua disposicao se da de forma continua durante
toda a etapa de extracdo do minério (Robertson et al., 1985). Portanto, a mineragcéao €
responsavel por modificar, de forma consideravel, o ambiente natural, por meio de
desmatamento e modificagao dos relevos originais (Silva et al., 2006).

O processo de revegetacao natural e sucessao vegetacional em substratos resultantes
da atividade mineradora é lento (Malcova et al., 2001; Silva et al., 2006), pois sdo
inomeras as limitacdes encontradas nestes ambientes, tais como: baixo contetdo de
matéria organica, pH extremo, presenca de elementos traco, excesso de ferro, manganés,
entre outros (Libenberg et al., 2013). Além das caracteristicas do substrato, a condicéo
climatica também é um fator chave para o estabelecimento vegetativo. O Quadrilatero
Ferrifero localiza-se na porcéo central de Minas Gerais, regido com clima tropical semi-
umido tipico, sendo que a estacdo Umida se concentra nos meses de verdo e a seca no
inverno (Salgado, 2012). Por isso, além da capacidade de crescimento satisfatério em
ambientes impactados pela mineracdo de ferro € necessario também que a espécie
selecionada seja capaz de tolerar periodos de estiagem e variacdes climéticas no local a
ser revegetado.

Em ambientes degradados por mineragéo, as plantas estéo sujeitas a diversos estresses
abidticos. Favorecendo assim a absorcdo excessiva de elementos traco, desencadeando
toxidez as plantas (Williams et al., 2000; Pugh et al., 2002; Ducic e Polle, 2005; Broadley
et al.,2012), alteracbes no processo fotossintético e no acumulo de biomassa (Neves et
al., 2009), principalmente quando associado a déficit hidrico e alta irradiancia.

N&o obstante, algumas plantas possuem a capacidade de aclimatar-se as condi¢ées

adversas, por meio de estratégias de resisténcia a elevada concentracdo de metais no
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substrato. A exclusdo do metal no apoplasto radicular, ou 0 acimulo deste na parte aérea
em conjunto com mecanismos de neutralizacdo do mineral (Rout et al. 2015),
proporcionam a colonizacdo e a distribuicdo geografica dessas plantas em ambientes
degradados pelas mineradoras. Diversas espécies de gramineas apresentam esses
mecanismos de defesa o que garantem sua sobrevivéncia em ambientes impactados. Uma
destas espécies é a Paspalum densum, uma graminea perene capaz de resistir a0 excesso
de ferro em solugdo nutritiva, mostrando-se promissora no processo de revegetacao de
areas impactadas pela mineracéo de ferro (Rios et al., 2017) porém torna-se necessario
conhecer suas respostas em campo.

Neste contexto espera-se que P. densum apresente eficiente mecanismo de dissipagéo
de energia e eliminacdo das espécies reativas de oxigénio de forma a ndo oassar da
severos as plantas, quando exposta a sazonalidade hidrica e pilha de estéril, sendo
eficiente no processo de revegetacdo deste ambiente. Este trabalho objetivou-se avaliar
as respostas fisiolégicas da graminea P. densum em &rea impactada por mineracédo de
ferro, no decorrer das estacdes seca e chuvosa.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Area de estudo e material vegetal

O estudo foi conduzido em duas areas na Mina Retiro das Almas, pertencente a
mineradora Vale S.A., situada no municipio de Ouro Preto, estado de Minas Gerais. O
clima local se enquadra na classificacdo de Koppen como tipe-@apical de altitude,
se caracterizando por invernos secos e verdes chuvosos, com baixa amplitude térmica
anual (média do més mais quente em torno de 22°C e média do més mais frio em torno
dos 18°C) e precipitacdo média anual de 1500 mm (Fig. 1). A mina esta localizada nas
coordenadas 20° 24' 15.70"S e 43°54' 14.6"W, sendo o dominio vegetacional de transi¢ao
entre Mata Atlantica e Cerrado, e altitude 1354 m. As coordenadas e altitude foram
aferidas com auxilio de um GPS (modelo GPSmap625, GARMIN).
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Figura 1: Climadograma com base no banco de dados do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) da estacdo automatica A513 de Ouro Branco, MG, nas estacfes
chuvosa e seca. Distancia em linha reta entre a area de estudo e a estacdoaautomatic
23,20 km.

O experimento foi conduzido com a graminea nativa Paspalum densum (Poir.).
Inicialmente as sementes foram coletadas as margens da lagoa de decantacdo de uma
usina de pelotizacdo de minério de ferro localizada em Ubu (ES) (20°46°49.52”S
40°35°08.69°0). Estas foram cultivadas em leito de areia e apdés a germinagdo
transplantadas para o solo.

As plantulas de P. densum utilizadas no experimento foram obtidas por meio de
perfilhos oriundos das matrizes mantidas no campus UFV Florestal. Os propagulos foram
podados a uma altura de 20 cm, e posteriormente acondicionadas em vasos plasticos com
capacidade de 5 litros, contendo solucdo nutritiva de Hoagland, com pH 5,0 (aferido
diariamente), sendo a solucdo trocada semanalmente. As plantas replicadas
permaneceram nestas condigdes durante 5 meses, em seguida foram mais uma vez
podadas e apds 7 dias levadas para a area de campo, na Mina Retiro de Almas. O
transporte das plantas ao campo foi realizado com o auxilio de bandejas cobertas com

papel germiteste umedecido.
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Em campo as plantas de P. densum, foram plantadas em duas areas pré-selecionadas,
sendo uma area sobre a pilha de estéril e a outra sobre campo ferruginoso adjacente a
mineradora. Em ambas as areas foi demarcada uma parcela dediddida em trés
subparcelas de 2%wom 0,5 m de bordas. Onde foram plantadas 12 plantas em cada
subparcela com espacamento de 0,2 m entre plantas e 0,5 m entre linhas. O plantio
ocorreu na estagao chuvosa, no dia 26 de janeiro de 2016.

O experimento teve duracdo de oito meses, com inicio no periodo chuvoso (janeiro a
marc¢o) e término no periodo seco (abril a agosto). Durante este periodo foram analisados
os indices de clorofilas, fluorescéncia da clorofila a, contagem de individuosgeteor d
minerais na raiz e parte aérea, analises da concentracdo de malonaldeido e peréxido de
hidrogénio e determinacdo de prolinas. Devido ao lento crescimento inicial e,
consequentemente, a falta de material vegetal, as analises destrutivas tiverem inicio no

més de marco.

2.2. Variaveis avaliadas
2.2.1. Fluorescéncia da clorofila a

As medicdes das variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas entre a
segunda e terceira folha totalmente expandida, nos dias 17 de fevereiro, 18 de marco, 28
de abril, 14 de julho e 18 de agosto. As andlises foram realizadas com auxilio de um
fluorémetro de pulso modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Idem ao
topico 2.3.1 do capitulo | (pag. 14).
2.2.2. Indices de clorofila

As avaliacfes dos indices de clorofila (clorofila total, clorofila a, clorofila b e a raza
clorofila a/b) foram realizadas nos dias 17 de fevereiro, 18 de margo, 28 de abril, 8 de
junho, 14 de julho e 18 de agosto com auxilio do medidor portatil de clorofila ClorofiLOG
(Falker, Brasil). Idem ao topico 2.3.2 do capitulo | (pag. 15).
2.2.3. Teor de minerais nos tecidos vegetais

O material vegetal foi coletado nos dias 18 de marco, 28 de abril, 8 de junho, 14 de
julho e 18 de agosto e divido em raiz e parte aérea, sendo a parte aereeolavagaa
corrente e agua deionizada, e as raizes com solugcdo de DCB (ditionito de sddio, citrato
de sodio e bicarbonato de sédio), o que garante a remocgdo de ferro e outros metais
aderidos na porcéao externa da raiz. Em seguida, foi feita a secagem do material a 75°C
durante 72 horas. As amostras foram pesadas em balanca de precisao e, entéo, reduzidas

a particulas menores que 1mm, com auxilio de moinho de facas de a¢o inox. Apos a
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moagem as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro. As analises foram
realizadas conforme topico 2.3.3 do capitulo | (pag 15).
2.2.4. Determinacgdo da composicéo quimica do solo

Para determinac&o da composicdo quimica do solo, no primeiro dia de experimento,
foram coletadas amostras compostas de cada tratamento (0-5 cm de profundidade). Idem
ao topico 2.3.4 do capitulo | (pag. 16)

2.2.5. Determinacédo dos teores de malonaldeido (MDA)

Os teores de MDA foram realizados nos dias 18 de marco, 28 de abril, 8 de junho,
14 de julho e 18 de agosto segundo metodologia proposta por Hodges et al. (1999).
Conforme topico 2.3.6 do capitulo | (pag. 19).

2.2.6. Determinacéo dos teores de peréxido de hidrogénioz(bt)

Os teores de #D> foram estimados nos dias 18 de margo, 28 de abril, 8 de junho, 14
de julho e 18 de agosto, segundo metodologia proposta por Velikova et al.(2000).
Conforme topico 2.3.7 do capitulo | (pag. 19).

2.2.7. Determinagéo dos teores de prolina

As analises do conteudo de prolina foram realizadas nos dias 18 de marco, 28 de

abril, 8 de junho, 14 de julho e 18 de agosto. Para determinacao de prolina foi utilizado o
método de Bates et al. (1973), sendo 0,1g de massa fresca de folhas e raizes maceradas
em nitrogénio liquido, juntamente com 5 mL de acido sulfossalicilico 3%. Em seguida, a
mistura foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 xg na temperatura ambiente, sendo
depois coletado 1 mL de sobrenadante e transferido para um tubo de ensaio, adicionando-
se 1 mL de ninidrina acida e 1 mL de &cido acético glacial. As amostras foram colocadas
em banho-maria por 1 h a 100 °C. Em seguida, foram resfriadas em gelo, sendo
adicionados em seguida 2 mL de tolueno puro e agitado vigorosamente em vortex, por 30
segundos, para separacao das fases (o tolueno extrai a substancia cromofora formando
um complexo colorido avermelhado). Apés atingir a temperatura ambiente, aspirou-se a
fase aquosa superior (croméforo + tolueno), para leitura em espectrofotdmetro a 520 nm.
Para obtencéo dos valores de concentracao de prolina, utilizou-se a curva de calibracao y
=0,0959x - 0,2147 (sendo y = absorbancia; x = concentracéo de proliha;059926).
Essa curva de calibragéo foi realizada utilizando-se concentragdes de prolina variando de
zero (4gua destilada/deionizada) a 500 ml de solugcéo-padréo de prolina (100 mg/mL).
2.3. Delineamento experimental e anélise estatistica

Foi adotado delineamento inteiramente casualizado, sendo duas areas de estudo

(pilha de estéril e area ndo contaminada adjacente & mineradora) com seis repeticdes. As
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areas foram comparadas utilizado analise variancia (ANOVA) e teste de média (Tukey,
P < 0,05), considerando o tempo como subparcela. Foi realizado também ANOVA e teste
de Tukey P < 0,05) para comparar as respostas das plantas sobre a pilha de estéril ao

longo das estacdes de crescimento.

3. RESULTADOS

Dentre os macronutrientes analisados, a pilha de estéril apresentou menores
concentracdes de nitrogénio e potassio e maiores valores de fésforo e enxofre em relagcéo
ao campo ferruginoso (Tabela 1). Os teores de magnésio e calcio ndo apresentaram
diferencas significativas entre as duas areas. Quanto aos micronutrientes, apenas o ferro,
0 manganés e o zinco apresentaram diferencas significativas entre as duas areas, sendo os
maiores valores de ferro encontrados no campo ferruginoso e manganés e zinco na pilha
de estéril. Dentre os elementos traco, apenas o teor de cromo foi maior no campo
ferruginoso, ndo sendo observada diferencas significativas entre as areas para niquel,
cadmio e arsénio. Nao foi encontrada presenca de chumbo em nenhuma das areas. O
campo ferruginoso apresentou pH mais acido, maior concentracdo de aluminio trocavel e
matéria organica, maior capacidade de troca catidnica e maior indice de saturacdo por
aluminio. Por outro lado, a pilha de estéril apresentou maiores indices de saturacao por
bases e maiores valores de fosforo remanescente (Tabela 1).

No decorrer do experimento foi observada maior taxa de mortalidade no campo
ferruginoso em relacdo a pilha de estéril. Ap6s 5 meses todos os individuos cultivados
sobre campo ferruginoso haviam morrido, enquanto a pilha de estéril ainda apresentava
74,3% dos individuos vivos. Por este motivo, ndo foi possivel comparar as areas

amostradas ao longo de todo o experimento.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas dos solos (0-5 cm de profundidade) da pilha de

estéril e do campo ferruginoso.

Caracteristicas Campo Pilha de estéril
Quimicas ferruginoso
N (dag kg') 0,33* 0,27
P (mg dn?) 0,00 14,50*
K (mg dmd) 60,60* 13,60
ca* (cmok dnté) 1,04 1,11
Mg?* (cmok dn?) 0,19 0,17
S (mg dn) 7,46 19,16*
Fe (mg drr) 106,70* 28,86
B (mgdnt3) 0,51 0,43
Mn (mg dm?) 90,66 200,04*
Zn (mg dn¥) 0,72 2,34*
Cu (mg dn) 4,02 3,41
Ni (mg dm?) 0,92 0,65
Pb (mg drrf) 0,00 0,00
Cd (mg dn?) 0,17 0,19
Cr (mg dn?) 0,42* 0,10
As (mg dnr) 0,16 0,21
Al3* (cmok dnTd) 1,14* 0,00
H+Al (cmol. dnm®) 7,44* 1,28
SB (cmol dn3) 1,39 1,32
t (cmok dnt3) 2,54* 1,32
T (cmok dnd) 8,83* 2,60
V (%) 15,80 50,30*
m (%) 45,06* 0,00
P-Rem (mg L) 14,00 45,84+
MO (dag kg 3,46* 0,44
pH HO 5,08 6,04*
pH KCI 4,27 5,32*

Amostras compostas (n=5). Legenda: (SB) soma de bases trocaveis, (t) capacidade de
troca catibnica efetiva, (T) capacidade de troca catidnica a pH 7,0; (V) indice dedsaturac

de bases, (m) indice de saturacdo de aluminio, (P-Rem) fésforo remanescente; (H+Al)
acidez potencial. * Indica diferenca significativa entre os substratos, segundo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Entre os macronutrientes analisados, foram observados maiores teores de fosforo,
calcio, magnésio e enxofre na parte aérea das plantas expostas a pilha de estéril (Fig. 2A,
2E, 2G e 2I). Apenas o potassio ndo apresentou diferenca significativa entre as areas
estudadas (Fig. 2C). Ja nas raizes, ndo foram observadas diferencas significativas nos
teores de macronutrientes das plantas expostas a pilha de estéril em relacdo aquelas do

campo ferruginoso. Ao longo do tempo foram observadas reducdes nos teores de fésforo,
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potassio, magnésio e enxofre presentes na parte aérea das plantas expostas a pilha de
estéril (Fig. 2A, 2C, 2G e 2I). O mesmo ocorreu para os teores de fésforo, calcio,
magnésio e enxofre presentes nas raizes (Fig. 2A, 2E, 2G e 2I).

Em relacdo aos micronutrientes, as plantas crescendo na pilha de estéril apresentaram
0s maiores teores de cobre, ferro e manganés na parte aérea e na raiz (Fig. 3A, 3B, 3C,
3D, 3E e 3F). O mesmo ocorreu para o teor de zinco presente na parte aérea, c@m exceca
apenas para a raiz, na qual ndo foram observadas diferencas entre as areas3Hy. 3G e
Foi observado, ao longo do tempo, reducéo no teor de ferro presente na parte aérea das

plantas crescendo sobre pilha de estéril (Fig. 3C).
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Figura 2: Teor de fésforo (A e B), potassio (C e D), calcio (E e F), magnésio (G e H) e
enxofre (I e J) na parte aérea (A, C, E, G e I) e na raiz (B, D,e&F))Hlas plantas P.
densum crescendo em campo ferruginoso e em pilha de estéril. As barras representam as

médias * erro padrédo de quatro repeticdes.
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Figura 3: Teor de cobre (A e B), ferro (C e D), manganés (E e F) e zinco (G e H) na parte
aérea (A, C,Ee G)enaraiz (B, D, F, E e H) das plantas P. densum cresceadope
ferruginoso e em pilha de estéril. As barras representam as médias * erro padréo de quatro

repeticoes.
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Dentre os elementos traco apenas o chumbo apresentou maiores valores na parte
aérea e raiz das plantas expostas ao campo ferruginoso (Fig. 4C e 4D). Nao foram
observadas diferencas significativas entre as areas para os teores de niquel, cadmio e
cromo nas raizes e na parte aérea (Fig. 4A, 4B, 4E, 4F, 4G e 4H). Ao longo do
experimento observou-se acréscimos nos teores de niquel, chumbo e cadmio para as
plantas expostas a pilha de estéril em ambos os 6rgéos (Fig. 4A, 4B, 4C, 4D, 4E e 4F) .
O mesmo ocorreu para o teor de cromo presente na parte aérea das plantas expostas a
pilha de estéril, com excecdo apenas para a raiz, na qual ndo foram observadassdiferenca

ao longo dos dias (Fig. 4G e 4H).
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Figura 4: Teor de niquel (A e B), chumbo (C e D), cadmio (E e F) e cromo (G e H) na
parte aérea (A, C, E e G) e naraiz (B, D, F, E e H) das plantas P. densum crascendo e
campo ferruginoso e em pilha de estéril. As barras representam as médias * erro padrao

de quatro repeticdes.
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Ao longo dos 205 dias de experimento em campo ndo foi observado diferenca
significativa nos valores de clorofilas nas plantas em relacao as diferentes areas (Fig. 5A
- 5D). No entanto, as plantas expostas ao quadrante sobre a pilha de estéril, apresentaram
maiores valores para clorofila a, clorofila b e clorofila total durante o periodo chuvoso
(nos meses fevereiro, marco e abril), com decréscimo a partir do més de junho (Fig. 5A
—5C). O contrario foi observado na raz&o clorofila a/b na qual os menores valores foram
observados nas quatro primeiras coletas e os maiores incrementos a partir de 14 de julho
(Fig. 5D).
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Figura 5: indices de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e raz&o clorofila
a/b (D) em plantas de P. densum crescendo em campo ferruginoso e em pilha de estéril.

As barras representam as médias + erro padrao de seis repeticoes.
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Foi observado reducéo da fluorescéncia inicig) (s plantas expostas ao campo
ferruginoso no més de transi¢céo entre a estacdo chuvosa e seca (Fig. 6A). Houve também
décrescimo nos valores degara as plantas expostas ao quadrante sobre a pilha de estéril

na Ultima coleta, entretanto sem alteragcdes em Fv/Fm (Fig. 6B).
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Figura 6: Fluorescéncia inicigl) e eficiéncia quantica maxima do FSIl (B) em plantas
de P. densum expostas a quadrante sobre campos ferruginosos e pilha de estéril. As barras

representam as médias + erro padrao de seis repeticdes.

Observou-se reducdo nos valores do rendimento quantico efetivo dodmpd (
aumento dos valores de rendimento quantico de dissipacéo nao-rédguiadaregulada
(Onpro) de energia ndo fotoquimica do FSII no inicio da estagdo seca nas plantas presentes
na pilha de estéril (Fig. 7A 7C). As plantas expostas ao quadrante sobre campo

ferruginoso apresentaram aumentain@ em fungéo do tempo (Fig. 7C).
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Figura 7: Rendimento quantico efetivo do FSII (A), rendimento quéntico de dissipacao
regulada de energia néo fotoquimica do FSII (B) e rendimento quantico de dissipacdo nao
regulada de energia ndo fotoquimica do FSIl (C) em plantas de P. densum expostas a
guadrante sobre campo ferruginoso e pilha de estéril. As barras representam as médias *

erro padréo de seis repeticoes.
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Houve décrescimo nos valores da taxa aparente do transporte de elétrons do FSIi
(ETR) e no quenching fotoquimico do FSII (gL) para as plantas expostas a pilha de estéril
no inicio da estacéo seca, em abril (Fig. 8A e 8B). Foi observado também incremento no
gL para as plantas expostas ao campo ferruginoso apenas em marco, quando se finaliza a
estacdo chuvosa (Fig. 8B). N&o foi observada diferenca significativa entre as areas de
estudo para ETR e gL (Fig. 8A e 8B). Da mesma forma, os dias de exposi¢cdo s as area

nao foram significativas para o coeficiente de extincdo nao fotoquimico (NPQ) (Fig. 8C).
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Figura 8: Taxa aparente de transporte de elétrons (A), quenching fotoquimico do FSII
(B) e coeficiente de extingdo nao fotoquimico (C) em plantas de P. densum expostas a
guadrante sobre campo ferruginoso e pilha de estéril. As barras representam as medias *

erro padréo de seis repeticoes.
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Em relacdo ao teor de malonaldeido presente na parte aérea, ndo foram observadas
alteracdes significativas entre as plantas presentes nos distintos ambientes (Fig. 9A). Ja o
teor de MDA nas raizes foi maior nas plantas expostas a pilha de estéril quando
comparado as plantas expostas ao campo ferruginoso (Fig. 9C). As plantas presentes na
pilha de estéril apresentaram maiores incrementos nos teores de MDA da parte aérea nos
meses de seca, entre junho e julho. Para as raizes, os maiores valores foram observados
no periodo de transi¢éo entre a estacao seca e a chuvosa e a menor concentra¢ao no ultimo
dia de experimento (Fig. 9A e 9C).

O teor de HO. na parte aérea foi maior nas plantas crescendo na pilha de estéril em
relacdo aquelas do campo ferruginoso. Entretanto na pilha de estéril ndo houve diferenca
significativa ao longo do experimento (Fig. 9B e 9D). Na raiz ocorreu maiores teores de
H>0- nas plantas expostas a pilha de estéril e campo ferruginoso, ao longo da primeira e
segunda coleta, respectivamente. Para as plantas expostas pilha de estéril observou-se

queda nos valores de®k nas raizes a partir do més de julho (Fig. 9D).
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Figura 9: Concentracdo de malonaldeido (MDA) e perdxido de hidrogéniOzfHha
parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de P. densum expostas a quadrantes solie a pilha
estéril e sobre o campo ferruginoso. As barras representam as médias + erro padrdo de

quatro repeticdes.
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N&o houve diferenca na concentracdo de prolina entre as plantas dos distintos
ambientes. Foi observado maior concentracdo de prolina presente na parte aérea das
plantas expostas a pilha de estéril no final da estacdo seca (18 de agosto). Na raiz das
plantas expostas a pilha de estéril, foi observado maior concentracéo de prolina em julho

em relacao ao inicio do experimento (Fig. 10).
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Figura 10: Concentracao de prolina na parte aérea (A) e raizes (B) de P. densum expostas
a quadrantes sobre a pilha de estéril e sobre o campo ferruginoso. As barras representam

as médias * erro padrao de quatro repeticdes.

4. DISCUSSAO

A revegetacdo de areas impactadas pela mineracdo de ferro é um processo lento
(Malcova et al., 2001) em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas dos rejeitos e
estéreis, associados ao déficit hidrico sazonal e alta irradidncia como observado neste
estudo. A alta compactacdo do solo, responsavel por diminuir o desenvolvimento
radicular, assim como a auséncia de fésforo foi determinante para a mortalidade das
plantas que se encontravam sobre o campo ferruginoso, uma vez que a deficiéncia por P
compromete a atividade fotossintética (Shubhra et al., 2004), a expressdo genética
(Lawlor e Cornic, 2002) e o fechamento estomatico. A reducdo na frequéncia de
precipitacdo diminui também a disponibilidade de agua para a planta, com isso a

transpiracdo é reduzida drasticamente, potencializando outros fatores ambientais de
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estresse (Gates, 1968) presentes no campo ferruginoso, como alta concentragéo de ferro
e elementos traco, competicdo interespecifica e grande compactacédo do solo. Entre os
elementos trago ndo essenciais, apenas a concentracao de cadmio, em ambos os substratos
estudados, esta acima da concentracdo maxima descrita para solos contaminados (Kabata-
Pendias, 2011).

O estresse hidrico resulta em severa inibicdo do processo fotossintético,
primeiramente em razao da maior resisténcia difusiva a entrada ddeSénhcadeado
pelo fechamento estomatico (Baruch, 1994; Silva et al., 2001) e em seguida devido a
limitacbes metabdlicas, na qual a concentracao interna des€Mantém alta mesmo
durante o periodo de seca, porém ocorre reducdo da sintese de ATP (Ghannqum et al.
2003). Estudos realizados por Ghannoum et al. (2003) com quatro plantas de
metabolismo C4 demonstram que a assimilacdo deeCOeficiéncia quantica maxima
do PSIl sdo sensiveis ao déficit hidrico, independente do suprimento geACO
intensificacdo dos efeitos degenerativos decorrentes da deficiéncia hidrica sobre os
tecidos vegetais pode ocasionar danos permanentes na planta, culminando com sua morte
(Larcher, 1995).

A maior absorcao de macro e micronutrientes pelos individuos de Paspalum densum
que cresceram na pilha de estéril pode ter contribuido para sua baixa taxa de mortalidade
neste ambiente, apesar das concentracdes de alguns elementos essenciais como
nitrogénio, potassio e ferro serem maiores no solo presente em campo ferruginoso. A
intensa competicao interespecifica, observada principalmente no campo ferruginoso, por
recursos do meio, tais como: luz, agua e nutrientes, € determinante no crescimento e
desenvolvimento vegetal resultando em uma menor absorcdo por nutrientes e,
conseguentemente, danos severos as espécies vegetais (Zanine e Santos, 2004).

Gramineas C4 apresentam alto requerimento nutricional pelo ferro (Smith et al., 1984,
Broadley et al., 2012) o que justifica o rapido acimulo de ferro pela P. densum, em maior
concentracdo que o considerado fitotdxico para a maioria das espécies vegetais (Pugh et
al., 2002; Broadley et al., 2012), principalmente quando expostas a pilha de estéril. A
diminuicdo, no decorrer do tempo, dos teores de macronutrientes presentes na parte aérea
e raizes das plantas expostas a pilha de estéril, pode se justificar pelo fato de anteriormente
as plantas estarem aclimatadas a solugdo nutritiva. Ou devido a diminuicdo de
precipitacbes, que provoca decréscimo na transpirgR@senthal et al., 1987), na
absorcdo de #D presente no solo (Bergamaschi, 1992), no fluxo de massa e

consequentemente reducéo do aproveitamento dos nutrientes do solo (Claassen e Shaw,
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1970). Isso explica o0 acumulo de potassio e enxofre acima da concentracdo meédia para
as plantas apenas durante a primeira coleta (18 de marco) (Broadley et al., 2012).

Segundo Broadley et al. (2012) todos os micronutrientes presentes na parte aérea de
ambas espécies estudadas expostas a pilha de estéril apresentaram concentracdes
superiores as meédias para o0s vegetais. Entretanto, apenas os teores de Fe se encontram
acima do limite fitotdéxico (Pugh et al. 2002; Broadley et al. 2012).

A capacidade de aclimatacao de P. densum quando exposta as condi¢des da pilha de
estéril, a caracteriza como resistente e possivelmente com mecanismos de tolerancia,
conseguindo tolerar concentracdes elevadas de metais nos tecidos vegetais (Baker, 1981).
Isso comprova o potencial da espécie na revegetacdo deste ambiente, como observado
por Rios et al (2017) com P. densum exposta a diferentes concentracdes de Fe-EDTA em
solucéo nutritiva. Apesar do aumento crescente nas concentracdes de elementos traco ndo
essenciais nos tecidos vegetais de P. densum ao longo de experimento, apenas o acumulo
de cromo foi acima dos niveis fitotdxicos (Bergmann e Cumakov, 1977; Kabata-Pendias,
2011), o que a considera como possivel espécie fitorremediAddmaremediacdo tem
sido considerada uma técnica de baixo custo para a descontaminacdo de areas por
elementos toxicos (Accioly e Siqueira, 2000).

Os menores indices de clorofilas na estacdo seca indicam declinio progressivo na
capacidade fotossintética das plantas, uma vez que o déficit hidrico tem sido relatado
como um dos estresses ambientais responsaveis pela perda de pigmentos foliares (Hendry
e Price, 1993). O mesmo foi observado por Taylor et al. (2014) trabalhando com espécies
de gramineas sujeitas ao déficit hidrico. A andlise dos pigmentos fotossintéticos € uma
importante ferramenta para deteccdo e quantificacdo de plantas tolerantes ao estresse
hidrico (Jabeen et al., 2008), assim como a fluorescéncia da clorofila a (Bolhar-
Nordenkampf et al., 1989; Figueiroa et al., 1997). A reducéo nos valores de clorofila em
funcdo da diminuicdo dos niveis de precipitacdo ao longo da estacao seca nao afetou a
eficiéncia quantica maxima do FSIl (Fv/Fm) de P. densum. A queda na razdo Fv/Fm
reflete a presenca de dano fotoinibitério nos centros de reacdo do FSIl (Bjorkman e
Demming, 1987), como observado Silva et al (2006) com quatro espécies de Poacea
(Setaria anceps, Hemarthria altissima, Acroceras macrum e Braghiapiarascens
submetidas a déficit hidrico. Estes mesmos autores descreveram reducao nos valores de
Fo a medida que o estresse hidrico se acentuava, como também observado para as plantas

de P. densum do campo ferruginoso.
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Declinios na taxa fotossintética assim como alteracfes nas formas de dissipacao de
energia sdo observados em plantas submetidas a deficiéncia hidrica. O que resulta em
uma diminuicdo norendimento quantico efetivo do FSII (®y), proporcionando,
consequentemente, aumento de dissipacdo de energia pela forma ndo fotoquimica
(Ghannoum, 2003) A diminuicdo nos valores do rendimento quantico efetivo do FSII
(®n) durante o periodo seco foi acompanhado do aumento do rendimento quéantico de
dissipagdo ndo regulada de energia ndo fotoquimica (®no) € do rendimento quéantico de
dissipagdo regulada de energia ndo fotoquimica (®npg), UMa vez que estes mecanismos
dissipadores de energia sdo competitivos entre si (Eskling et al., 1997). P. densum
apresentou grande eficicia fotoprotetora do aparato fotossintético, uma vez que a
dissipacéo de energia na forma regulada foi maior (Baraldi et al., 2008). A reducéo do
@ e aumento do ®npg proporcionou decréscimo na taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) e no quenching fotoquimico do FSIl. Entretanto, algumas plantas
apresentam sistema de defesa eficiente contra danos proporcionados pelo déficit hidrico,
por meio de moléculas com funcdo osmoprotetoras.

A prolina € um aminoacido presente em pequenas quantidades nas plantas, sendo
fundamental para o ajustamento osmoético sob deficiéncia hidrica. Apresenta funcéo
osmoprotetora (Marin, 2003; Giannakoula et al., 2008), prevenindo assim a desnaturagao
de proteinas, preservando a estrutura de enzimas (Sharma e Dubey, 2005) e protegendo
as membranas dos efeitos deletérios causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROS).
Por possuir um anel pirrolina, que confere baixa capacidade de ceder elétrons, a prolina
forma um complexo de transferéncia de carga e sequestrdigteeOreduzindo assim os
danos fotoinibitérios causados as membranas dos tilacéides (Szabados e Savouré, 2010).
O aumento nos niveis de MDA apresentados por P. densum no inicio da estacdo seca é
um indicativo de estresse oxidativo nas plantas (de Oliveira Jucoski et al., 2013; Pinto et
al. 2016). O que pode ser comprovada pelo aumento da concentracéd, geddente
na parte aérea. Entretanto, reducdes na concentracdo de malonaldeido culminou com o
acumulo de prolina, durante o periodo de aclimatacdo das plantas, observado ao final da
estacdo seca, sendo considerado um importante parametro de selecédo de plantas tolerantes
aos estresses (Manivannan et al., 2007). Uma vez que este aminoacido se acumula
principalmente no citoplasma e atua como osmoprotetor, restringindo a desidratagéo do

citosol sob reducéo do potencial hidrico extracelular (Kavi Kishor et al., 2005).
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5. CONCLUSOES

Os individuos de Paspalum densum que cresceram em pilha de estéril apresentaram
menor taxa de mortalidade quando comparado ao campo ferruginoso.

Plantas crescendo em pilha de estéril apresentaram maior acumulo de macro e
micronutrientes e elementos traco na parte aérea, sendo o acumulo de ferro e cromo acima
do considerado fitotoxico.

Reducbes nos indices de clorofilas ocorreram em funcéo do periodo prolongado de
seca.

O estresse hidrico proporcionou reducao nos valores do rendimento quantico efetivo
do FSII e concomitante incremento na dissipacao de energia nao fotoquimica nas plantas
do substrato pilha de estéril.

A espécie em estudo apresentou eficiente mecanismo na eliminacdo de EROS de
forma a n&o causar danos severos as plantas, como indicado pelos teores prolina.

Paspalum densum apresenta alto potencial para revegetacao de pilhas de estéril, uma

vez que rapidamente se aclimata as condic¢des climaticas e estruturais deste ambiente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Paspalum densum Setaria parviflora acumularam niveis de ferro acima do
considerado fitotoxico apés cultivadas em substrato pilha de estéril.

O estresse hidrico provocou diminuicdo na taxa fotossintética e nos teores de
clorofilas.

Apoés reidratacdo, ambas espécies conseguem rapidamente restabelecer a estrutura do

aparato fotossintético.
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P. densune S. parviflora possuem eficiente forma de dissipacdo do excesso de
energia luminosa de maneira a evitar danos fotoinibitérios em condi¢cdo de estresse
hidrico.

Ambas espécies apresentaram um eficiente mecanismo na eliminacdo de EROS de
forma a n&o causar danos severos as plantas.

P. densune S. parviflora podem ser consideradas plantas com mecanismos de
resisténcia e com alto potencial para revegetacdo de ambientes com concentracfes
elevadas de ferro e periodos prolongados de seca.

Quando submetida a condi¢des de campo, P. densum aclimata-se rapidamente a alta
irradiancia, ao baixo teor de matéria organica e ao déficit nutricional expostos pela pilha
de estéril, o que Ihe garante alto potencial para revegetacao destas areas.

84



