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RESUMO

RIOS, Gustavo Resende Rios, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2019.
Respostas de gramineas nativas ao déficit de nitrogénio e a aplicacio de matéria
organica em areas impactadas por mineracdo de ferro. Orientador: Eduardo Gusmao
Pereira.

Para a extragdo de diversos recursos minerais € necessario causar uma série de distirbios no
ambiente além de gerar residuos em grandes quantidades devido a a¢do das mineradoras.
Metodologias com a finalidade de reabilitagdo dessas dreas envolvem desde a escolha correta
da espécie até o incremento de matéria orginica e de nutrientes como o nitrogénio (N), com
consequente amenizacdo dos efeitos do excesso de metais que sdo caracteristicos da
mineracdo de ferro (Fe). Considerando os aspectos de resisténcia ao excesso de Fe, algumas
gramineas C4 nativas, como as espécies Paspalum densum e Setaria parviflora se destacam
por apresentarem caracteristicas que demonstram seu potencial favordvel para utilizacdo em
planos de restaurac@o ecoldgica em ambientes com excesso de ferro. Assim, o objetivo deste
trabalho foi entender, em dois capitulos distintos, como a interacdo entre o déficit de N e o
excesso de ferro em solugcdo nutritiva afeta as duas gramineas (1° capitulo) e analisar as
respostas das espécies em drea de pilha de estéril com adi¢do de diferentes doses de matéria
organica (MO), utilizando cama de frango (2° capitulo). Os resultados do primeiro capitulo
mostraram que a juncdo dos dois fatores de estresse (déficit de N e excesso de Fe) causou
diminuicdo dos valores de varidveis importantes como condutancia estomadtica, transpiracao e
taxa fotossintética. Entretanto, as espécies ndo apresentaram danos oxidativos significativos,
mostrando eficiéncia nos ajustes metabolicos em resposta ao estresse. O 2° capitulo
evidenciou o potencial das duas gramineas para utilizacio em dreas degradadas por
minera¢do. Além da tolerancia ao ferro ji observada em outros estudos, a adi¢do das
diferentes doses de MO favoreceu S. parviflora e P. densum, contribuindo para melhor ganho
de biomassa principalmente nas maiores doses. Além disso, observou-se que as espécies
mostraram tolerancia ao déficit hidrico, com mecanismos de protecdo contra a combinac¢do de
estresses severos. Varidveis importantes como Fv/Fm, clorofila total e atividade da nitrato
redutase mostraram respostas favordveis das duas gramineas. A adicdo da cama de frango
proporcionou também maiores teores de nutrientes no substrato e nos tecidos vegetais,
podendo contribuir para uma maior ciclagem de nutrientes, o que pode favorecer as proprias
espécies e posteriormente outros individuos, aumentando o potencial dos planos de

reabilitacdo.



Palavras-chave: Setaria parviflora. Paspalum densum. Restauracio ecoldgica. Metabolismo

do nitrogénio. Minerac¢do de ferro. Adubacao organica.



ABSTRACT

RIOS, Gustavo Resende, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2019. Answers of
native grasses for nitrogen deficit and application of organic matter in iron impacted
areas. Adviser: Eduardo Gusmao Pereira.

For the extraction of various mineral resources it is necessary to cause a series of disturbances
in the environment and generate waste in large quantities due to the action of mining
companies. Methodologies for the rehabilitation of these areas range from the correct choice
of species to the increase of organic matter and nutrients such as nitrogen (N), with
consequent mitigation of the effects of excess metals that are characteristic of iron (Fe)
mining. . Considering the aspects of resistance to excess Fe, some native C4 grasses, such as
Paspalum densum and Setaria parviflora, stand out for presenting characteristics that
demonstrate their favorable potential for use in ecological restoration plans in environments
with iron excess. Thus, the objective of this work was to understand, in two different chapters,
how the interaction between N deficit and excess iron in nutrient solution affects both grasses
(first chapter) and to analyze the responses of species in barren heap area. with addition of
different doses of organic matter (MO) using chicken litter (second chapter). The results of
the first chapter showed that the combination of the two stress factors (N deficit and Fe
excess) caused a decrease in the values of important variables such as stomatal conductance,
transpiration and photosynthetic rate. However, the species showed no significant oxidative
damage, showing efficiency in metabolic adjustments in response to stress. The second
chapter highlighted the potential of both grasses for use in mining degraded areas. In addition
to the tolerance to iron already observed in other studies, the addition of different doses of
MO favored S. parviflora and P. densum, contributing to better biomass gain especially at
higher doses. In addition, it was observed that the species showed tolerance to water deficit,
with protection mechanisms against the combination of severe stresses. Important variables
such as Fv/Fm, total chlorophyll and nitrate reductase activity showed favorable responses of
both grasses. The addition of chicken litter also provided higher nutrient levels in the
substrate and plant tissues, and may contribute to greater nutrient cycling, which may favor
the species themselves and later other individuals, increasing the potential of rehabilitation

plans.

Keywords: Setaria parviflora. Paspalum densum. Ecological restoration. Nitrogen

metabolism; Iron mining, Organic fertilization.



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

0%NEF = Tratamentos com déficit de N e excesso de Fe
0%NEN = Tratamentos com déficit de N e quantidades normais de Fe
100%NEF = Tratamentos com quantidades normais de N e excesso de Fe
A = Taxa fotossintética

AFE = Area foliar especifica

AFT = Area foliar total

AT = Acidez total

B = Boro

Ca = Cilcio

CF = Cama de frango

CO = Carbono orgénico

Cu = Cobre

DAT = Dias apds tratamento

E = Transpiracao

EROS = Espécies reativas de oxigénio

ETR = Taxa de transporte de elétrons

EUN = eficiéncia no uso de nitrogénio

F, = Fluorescéncia inicial

Fe = Ferro

Fig. = Figura

FJ = Folha jovem

FM = Folha madura

Fv/Fm = Eficiéncia quantica maxima do FSII

gs = Condutancia estomadtica

H,0; = Per6xido de hidrogénio



K = Potéssio

MDA = Malonaldeido

Mg = Magnésio

Mn = Manganés

MO = Matéria organica

Mo = Molibdénio

N = Nitrogénio

N, - Nitrogénio molecular
Na = Sédio

NH; = Amoénia

Ni = Niquel

NOj5" = Nitrato

NPQ = Coeficiente de dissipag@o ndo fotoquimico
P = Fésforo

S = Enxofre

Si = Silicio

TRA = Teor relativo de dgua

Zn = Zinco
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1. INTRODUCAO GERAL

A mineracdo pode provocar uma série de distirbios no meio ambiente onde estd
inserida. Por se destacar como uma das atividades industriais que mais crescem, grande parte
das atividades de mineracdo podem causar danos aos ecossistemas por produzir grandes
quantidades de rejeitos e destruir a cobertura vegetal, além de gerar consequéncias também ao
solo, como erosao e lixiviagao de contaminantes (Andrade et al., 2009).

Buscando minimizar os impactos causados pelas mineradoras, varias metodologias
estdo sendo desenvolvidas, as quais propdem agdes de baixo custo e que sejam eficientes na
promogdo da reabilitagdo ecologica das dreas mineradas. Existem muitas técnicas para
recuperagdo de dreas degradadas, e a escolha de qual delas serd utilizada dependerd de fatores
como o nivel de degradagao, aspectos de cada regiao e também da questdo financeira (Dias e
Mello, 1998).

A escolha das espécies vegetais para os planos de revegetacdo € de grande importincia
para o sucesso dos mesmos (Jacobi et al. 2008), sendo mais indicadas aquelas com
crescimento rdpido, grande capacidade de gerar descendentes e principalmente resistentes a
concentragdes altas de metais e outros estressores abidticos. Além disso, espécies capazes de
produzir quantidades maiores de matéria orgadnica sdo indicadas por contribuir com o
estabelecimento de outras espécies durante o processo de restauragdo (Resende et al., 2013).

Exemplos de plantas que estdo sendo utilizadas na recuperacdo de areas degradadas
por mineradoras sdo as gramineas, que se destacam por serem espécies pioneiras e possuirem
alto potencial de crescimento (Maiti, 2015). Dentre as gramineas, as espécies C4 Paspalum
densum (Poir.) e Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen, nativas das Américas, apresentam
caracteristicas que demonstram seu potencial favordvel para utilizacdo em planos que
busquem a reabilitacdo ecoldgica de dreas impactadas (Rios et al., 2017; Siqueira-Silva et al.,
2019).

Setaria Parviflora € considerada uma espécie de graminea perene que pode ser
encontrada em diferentes regides e ecossistemas, inclusive naqueles com perturbacdes
(Dekker 2000; Pensiero et al., 2005). Paspalum densum, também perene, tem distribuicdo em
vdrios ecossistemas presentes nas Américas, como por exemplo, a Amazonia, o Cerrado € a
Mata Atlantica (Gomes, 1995). As duas espécies de gramineas utilizadas neste estudo
possuem potencial para utilizacdo em areas degradadas pela mineracdo de ferro (Fe), uma vez

que apresentam tolerdncia aos efeitos do excesso de Fe (Aradjo et al., 2014; Rios et al., 2017,
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Siqueira-Silva et al., 2019). Em regides com excesso de Fe, pode ocorrer a formacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROS) acima da capacidade de degradacao pelas plantas, que
podem estar relacionadas a uma série de danos aos tecidos vegetais (Connolly e Guerrinot
2002), como a redugdo dos indices de clorofila, inibi¢do da atividade de enzimas, peroxidacao
de lipideos, danificagio do DNA e de proteinas, além de reduzir a taxa fotossintética
(Breusegem et al., 2001; Chatterjee et al., 2006; Maheshwari, 2009; Pereira et al., 2009).
Portanto, para que seu metabolismo nio seja prejudicado, é de grande importancia que as
espécies utilizadas sejam tolerantes ao excesso de Fe, como sdo as gramineas S. parviflora e
P. densum.

Além da selecdo adequada das espécies vegetais a serem utilizadas, é fundamental a
melhoria das condicdes fisicas e quimicas do substrato, como a adi¢cdo de matéria organica
(Lima et al., 2015). Uma alternativa para o melhor estabelecimento das espécies em planos de
restauragdo ecoldgica seria a adicdo de cama de frango. A cama de frango é formada
comumente por cascas de arroz ou raspas de madeira juntamente com as fezes, restos do
alimento e penas das aves, sendo considerada uma excelente alternativa como adubacao
organica (Lemos et al., 2014). Este tipo de matéria organica caracteriza-se por possuir baixo
custo de aquisi¢do e grande quantidade de carbono e nutrientes importantes para as plantas,
principalmente nitrogénio (N) (Adeli et al., 2007; Boateng et al., 2006; Morais, 2006). O N é
um elemento essencial requerido em grande concentracdo pelas plantas e presente em varios
constituinets da célula vegetal como os aminodcidos, proteinas e dcidos nucléicos (Taiz et al.,
2017). Em gramineas, também € observado a contribui¢do do incremento da disponibilidade
de N na nutricdo e no desenvolvimento (Mengel et al., 2001). Portanto, tal nutriente deve ser
melhor estudado e relacionado aos fatores de estresses como o excesso de metais, por
exemplo.

Neste contexto, acredita-se que as espécies de gramineas utilizadas nos experimentos,
cujo potencial de resisténcia as dreas impactadas pela mineracdo de Fe ji foi comprovado, se
estabelecam melhor nos substratos com doses adequadas de cama de frango. Acredita-se que
a matéria orginica influenciard positivamente no incremento de nitrogénio e de outros
nutrientes essenciais que ndo estdo em quantidades ideais no substrato estudado. A partir dos
experimentos relacionados ao déficit de N e das andlises posteriores, espera-se compreender
como o metabolismo do nutriente interage com o excesso de Fe nas espécies, o que
contribuird para a possivel utilizacdo da metodologia com adi¢do de matéria organica para a

reabilitacdo de dreas impactadas pela extracao de minério de ferro.
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Assim, o objeto deste trabalho € compreender, a partir de resultados das andlises
bioquimicas, fisiologicas e de quantificacdo de N e Fe, a interacdo entre o déficit de N e o
excesso de Fe em S. parviflora e P. densum, visando analisar as respostas destas espécies de
gramineas nativas em solucao nutritiva (com déficit de N e excesso e Fe) e em area de pilha
de estéril com adi¢do de diferentes doses de matéria organica (MO), utilizando cama de

frango.
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CAPITULO I

RESPOSTAS DE DUAS ESPECIES DE GRAMINEAS NATIVAS
SUBMETIDAS A DEFICIT DE NITROGENIO E EXCESSO DE FERRO

RESUMO

O nitrogénio (N) ¢ um exemplo de macronutriente essencial requerido de forma
abundante nos vegetais. Embora possa ser encontrado em diferentes formas na biosfera e
obtido pelas plantas na forma de nitrato (NO3') e amonia (NH3), € comum sua defici€éncia em
areas degradadas. Nas dreas mineradas com excesso de Fe, as gramineas Paspalum densum e
Setaria parviflora podem ser espécies nativas importantes para os processos de revegetacao,
uma vez que possuem potencial de crescimento e sdo pioneiras em sucessdes. O objetivo
deste trabalho foi compreender as respostas fotossintéticas e nutricionais das duas espécies de
gramineas sob déficit de N e excesso de Fe. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo utilizando solugdes nutritivas de Hoagland (pH 5), com quatro tratamentos
distintos: controle, quantidades normais de N (15 mmol L") e excesso de Fe (7 mmol L),
déficit de N e quantidades normais de Fe (0,019 mmol L'l), e déficit de N com excesso de Fe.
Foram avaliadas nas duas espécies folhas jovens e folhas maduras. As duas espécies
apresentaram decréscimo na condutincia estomdtica, transpiracdo e taxa fotossintética nos
tratamentos com déficit de N e excesso de Fe. Além disso, a atividade da nitrato redutase
apontou decréscimo nos tratamentos com déficit de N. Houve maior acimulo de N nas folhas
jovens das duas espécies quando comparadas as folhas maduras. As andlises de MDA nio
apresentaram diferencas significativas, ja a concentra¢do de H,O, em P. densum foi maior nos
tratamentos com déficit de N e excesso de Fe, evidenciando que as gramineas tiveram
controle efetivo na neutralizagdo do excesso de Fe, evitando assim danos severos. Os
resultados comprovam que embora o déficit de N e o excesso de Fe resultem em impactos no
metabolismo das duas gramineas, as mesmas apresentam potencial para possiveis planos de

reabilitacdo ecoldgica em dreas mineradas.

Palavras chave: Gramineas; metabolismo do N; tolerancia ao Fe; déficit de N.
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RESPONSES OF TWO NATIVE GRASS SPECIES SUBMITTED TO NITROGEN
DEFICIT AND IRON EXCESS

ABSTRACT

Nitrogen (N) is an example of essential macronutrient abundantly required in vegetables.
Although it can be found in different forms in the biosphere and obtained by plants in the
form of nitrate (NO5) and ammonia (NHj3), its deficiency in degraded areas is common. In
areas mined with excess Fe, Paspalum densum and Setaria parviflora grasses can be
important native species for revegetation processes, as they have growth potential and are
pioneers in successions. The objective of this work was to understand the photosynthetic and
nutritional responses of both grass species under N deficit and excess Fe. The experiment was
carried out in a greenhouse using Hoagland nutrient solutions (pH 5), with four distinct
treatments: control, normal amounts of N (15 mmol L'l) and excess Fe (7 mmol L'l), N deficit
and normal amounts of Fe (0.019 mmol L‘l), and N deficit with excess Fe. In both species
young leaves and mature leaves. Both species presented decrease in stomatal conductance,
transpiration and photosynthetic rate in treatments with N deficit and excess Fe. In addition,
the activity of nitrate reductase showed decrease in treatments with N deficit, two species
when compared to mature leaves. The MDA analyzes did not show significant differences,
since the H,O, concentration in P. densum was higher in the treatments with N deficit and Fe
excess, showing that the grasses had effective control in neutralizing the excess Fe, thus
avoiding severe damage. The results prove that although the N deficit and the excess Fe result
in impacts on the metabolism of both grasses, they present potential for possible ecological

rehabilitation plans in mined areas.

Keywords: Grasses; N metabolism; Fe tolerance; N deficit.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda pelo minério de ferro é proporcional ao nimero de dreas que
precisam ser degradadas para que este recurso seja explorado. Em alguns tipos de mineragao,
a exploracdo pode causar uma série de distirbios no ambiente, como a grande produgdo de
rejeitos, contaminacdo da 4gua, remocdo da camada superficial do solo, frequente
desmatamento/supressio da vegetacdo nativa, e modificacdo das paisagens, o que demonstra a
grande importancia de planos de reabilitacdo das areas mineradas (Koppe, 2007; Chaturvedi
etal., 2014).

A degradacdo de dreas pela mineracao de Fe pode modificar todo o ecossistema, seja
pela supressdo da vegetacdo ou pelo acimulo de rejeitos, o que acaba dificultando processos
de restauracdo ecoldgica. Além disso, o excesso de metais como o préoprio Fe, também
comum a estas dreas, pode causar modificacdes nos processos fisiolégicos dos vegetais, em
fun¢do da formacgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (Broadley et al., 2012; Neves
et al., 2009). E comum em plantas sob excesso de Fe a formacio de uma placa de ferro nas
raizes, que pode prejudicar a absor¢dao de outros metais e de nutrientes que podem causar
danos as mesmas (Zhang et al., 1999; Pereira et al., 2014).

Entre os vdrios outros fatores abidticos que dificultam o estabelecimento de espécies
em dreas alteradas pela mineracdo, ¢ comum a escassez de nutrientes importantes como N e P,
cuja disponibilidade e absor¢do sdo dificultadas pela perda de matéria organica nestas dreas
(Franco et al., 1995). O excesso de Fe pode desencadear um déficit nutricional de diversos
minerais, uma vez que pode haver competicio e consequente diminuicdo dos teores de
nutrientes absorvidos (Zanine e Santos, 2004). Além disso, a acdo de enzimas importantes
pode ser prejudicada, como por exemplo, a nitrato redutase (NR), relacionada ao metabolismo
do N e a regulacdo da incorporagdo deste nutriente no metabolismo das plantas (Purcino et al.,
1994), incluindo as gramineas (Mengel et al., 2001).

As gramineas podem ser espécies importantes para os processos de revegetacdo de
areas com excesso de Fe, uma vez que possuem potencial de crescimento e sdo pioneiras
(Maiti, 2015; Siqueira-Silva et al., 2019). Dentre as gramineas, as espécies nativas das
Américas Paspalum densum (Poir.) e Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen apresentam
respostas positivas quando submetidas a excesso de ferro (Aradjo et al., 2014; Rios et al.,
2017; Siqueira-Silva et al., 2019), e podem contribuir significativamente com planos de

recuperagdo de dreas degradadas pelas mineradoras. Além disso, por serem gramineas C4,
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espera-se maior eficiéncia do uso do N devido a auséncia aparente da fotorrespiracdo e menor
investimento do N nas enzimas relacionadas a carboxilagdo quando comparadas as plantas
C3, sendo possivel, por exemplo, o investimento na produ¢do de novas folhas (Sage et al.,

1987; Sage, 2004).

Acredita-se que, além de serem resistentes ao excesso de Fe, prevenindo danos em
relacdo a formacgdo de espécies reativas de oxigénio, as duas gramineas apresentardo ajustes
fisioldgicos satisfatérios em resposta ao déficit de N, como por exemplo, a regulacdo da
atividade da nitrato redutase, enzima relacionada a aquisicao de N; a eficiente remobilizacdo
do nutriente de folhas maduras para folhas jovens; a compartimentalizacdo no N em diferentes
orgdos e interacao com a placa de ferro nas raizes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é
compreender as respostas fotossintéticas e nutricionais das duas espécies de gramineas nativas
(P. densum e S. parviflora) cultivadas em soluc@o nutritiva com déficit de N e excesso de Fe.
O estudo podera contribuir para um melhor entendimento de como as espécies respondem ao
déficit de N e ao excesso de Fe separadamente e como a interacdo dos dois fatores pode
influenciar no metabolismo das mesmas em possiveis planos de restauracdo ecoldgica em
dreas com poucos nutrientes e excesso de metais, como as dreas de pilha de estéril de

mineragao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo:

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo da Universidade Federal de
Vigosa - Campus Florestal, na cidade de Florestal - Minas Gerais (19° 52 29 S e 44° 25°
12”7 W).

2.2 Metodologia experimental:

Foram realizados experimentos distintos com as espécies Paspalum densum (Poir.) e
Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen entre novembro de 2017 e janeiro de 2018. Inicialmente,
foram coletadas sementes de P. densum e S. parviflora de plantas matrizes localizadas no

Campus UFV - Florestal. As sementes foram entdo semeadas em bandejas plasticas contendo
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areia lavada e irrigada duas vezes ao dia, sendo uma vez com dgua e outra com solucdo
nutritiva de Hoagland (meia forca). O crescimento dos individuos foi monitorado até que os

mesmos atingissem cerca de 7 cm de comprimento.

Ap6s o periodo de crescimento inicial, as plantas com maior vigor e homogeneidade,
foram transplantadas para vinte vasos de cinco litros, sendo trés plantas em cada vaso,
preenchidos com solug¢do nutritiva de Hoagland a meia forca (Hoagland e Arnon, 1950). Apds
um periodo de aclimatagdo (aproximadamente 30 dias) e com o crescimento das plantas,
foram selecionados vinte individuos de cada espécie que foram mantidos em vasos distintos.
Para estes vasos, a solu¢do de Hoagland foi preparada com uma forca, sendo que os mesmos
ficaram na respectiva solugd@o por sete dias. Diariamente durante todo o experimento, além de
completar os vasos com dgua deionizada, aferiu-se o pH entre 5 e 5,5, utilizando NaOH ou

HCI. A troca da solugdo foi realizada a cada sete dias.
Neste experimento, aplicou-se quatro tratamentos, descritos a seguir:

100% NFN (Controle) = Solu¢do completa de Hoagland, com as quantidades normais de N
(15 mmol L' —NH4 1 mmol L' ¢ NO5 14 mmol L") e Fe (0,019 mmol L™ - Fe-EDTA).

100% NEF = Solucao de Hoagland, com as quantidades normais de N, mas com excesso de

Fe (7 mmol L' - Fe-EDTA).

0% NFN = Solu¢do nutritiva preparada com solugdes estoques diferentes, sem a presencga de

N em suas composi¢des e com quantidades normais de Fe.

0% NEF = Solucao nutritiva preparada com soluc¢des estoques diferentes, sem a presenca de

N em suas composicdes e com excesso de Fe.

Para os tratamentos com déficit de N, as solucdes nutritivas apresentaram as seguintes
solucdes estoque: MgSO47H,O (2 mol L']), KH,PO,; (1 mol L'l), K>SO4 (1 mol L']),
CaS0,2H,0 (1 mol L"), Microelementos (2 mol L) e Fe-EDTA (0,036 mol L' quantidades
normais de ferro e 0,210 mol L™ para excesso de ferro, totalizando concentracdes finais de
0,019 mol/mL Fe-EDTA e 7 mol/mL Fe-EDTA, respectivamente). Antes da aplicacdo dos
tratamentos, as solucdes dos vasos foram retiradas, onde as plantas dos mesmos ficaram em

dgua deionizada por 24 horas.
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Diariamente foram observados os sintomas presentes na parte aérea e raiz apos a
aplicacdo dos tratamentos. Os experimentos duraram 13 e 20 dias para S. parviflora e P.

densum, respectivamente.

2.3 Variaveis fotossintéticas avaliadas:
As medicdes foram realizadas em duas folhas de cada individuo previamente
marcadas, sendo uma folha jovem - FJ (tltima folha totalmente expandida) e folha madura -

FM (terceira folha totalmente expandida) de seu respectivo perfilo (Figura 1).

2.3.1 Indice de clorofila total

Os indices de conteudo de clorofila foram obtidos com o medidor portatil ClorofiLOG
(Falker, Brasil). Os valores de clorofila total foram caracterizados pela média de trés
medicdes feitas em cada folha. As medi¢des foram realizadas periodicamente ao longo do
experimento e, com a visualizacdo de sintomas nas folhas, foi possivel determinar 0 momento
de finalizar os experimentos das duas espécies em estudo, onde foi coletado material vegetal

para as andlises posteriores.

2.3.2 Fluorescéncia da clorofila a

As medi¢des das varidveis de fluorescéncia da clorofila a, foram realizadas nas duas
folhas marcadas (FJ e FM) com o fluordmetro de pulso modulado Mini-Pam (Heinz Walz,
Effeltrich, Germany). Apds a aplicacdo dos tratamentos, as medi¢des foram realizadas no
periodo da manha, entre as 7 e 10 horas, a cada dois dias durante todo o periodo experimental,
sendo 11 dias para S. parviflora (novembro 2017) e 20 dias para P. densum (Janeiro, 2018).
Inicialmente, as folhas jovens e maduras de cada planta foram aclimatadas ao escuro por 30
minutos. Ap6s este periodo, realizou-se as medicdes da fluorescéncia inicial (Fy) e também da
fluorescéncia méaxima (Fy,), com luz de medic¢do (0,15 pmol m> sfl) e pulso de luz saturante
(12000 pmol m?Zsh). Ap6s a obtengdo dos valores, foi possivel determinar a eficiéncia
quantica méaxima do fotossistema II (PSII), (F,/F,, = (Fn — Fo)/F) (Genty et al., 1989). Em
seguida, as folhas foram expostas por 40 segundos a radiacao fotossinteticamente ativa (PAR)
com intensidade de 1000 umol mZ’s’'. Um pulso de luz saturante foi aplicado apds o periodo
de iluminagdo, tornando-se possivel obter as seguintes varidveis: ¢PSII = (F,-F)/F,' —
rendimento quantico efetivo do FSII no tecido vegetal com iluminac¢ao; NPQ = F,, - F,,,/Fy,' -

coeficiente de dissipacdo ndo-fotoquimico (Bilger e Bjorkman, 1990); ETR = 0,5 x IA X
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¢PSII x PAR — taxa de transporte de elétrons, em que 0,5 € a propor¢do de fétons destinados

aos dois fotossistemas (Melis ef al., 1987) e IA é a absortancia foliar.

Figura 1: Individuo de P. densum, exemplificando as duas folhas (FJ e FM) marcadas e com

as pingas para aclimatacdo ao escuro.

2.3.2 Trocas gasosas

As medicdes de trocas gasosas foram feitas ao final do experimento (apds 13 dias apds
da aplicacdo dos tratamentos em S. parviflora e 20 dias em P. densum), em folhas jovens e
maduras, no periodo da manha. Foi utilizado o medidor de gases no infravermelho (IRGA),
modelo LI-6400xt (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EUA), com luz de 1500 umol m?2 s!
estabelecida por LEDs, em camara foliar (modelo 6400-02B, Li-Cor Inc.). As avaliacdes
foram realizadas com auxilio de sistema de controle de CO2 (modelo 6400-01, Li-Cor Inc.)
com concentracdo de 400 umol m™ mol™, com 30°C de temperatura e 45° de umidade do ar.
Obtiveram-se os valores das seguintes varidveis: E - transpiragdo (mmol m?s'), A - taxa

fotossintética liquida (umol m” s']) e gs - condutancia estomatica (mol m> s']).
2.4 Analises bioquimicas:

2.4.1 Nitrato redutase (NR)

Foram coletadas folhas (jovens e maduras) para o teste de NR no final de cada
experimento. As folhas foram colocadas em sacos plasticos identificados e acondicionadas em
caixa de isopor com gelo. O teste foi realizado imediatamente ap0s a coleta, de acordo com o

protocolo de Jaworski (1971), com adaptagdes.
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Inicialmente, pesou-se cerca de 0,5 gramas de material foliar e preparou-se o meio de
incubagdo (tampao fosfato de potdssio 0,1M; propanol, KNOj e clorofenicol). Para a extragdo,
o material foi exposto a vacuo (trés vezes) juntamente com 5 ml do meio de incubacio A
atividade enzimatica foi determinada no tempo inicial (T) e apds uma hora (T;). Apos os dois
tempos de coleta, foi adicionado imediatamente 0,5 ml de sulfanilamida e 0,5 ml de N-2-naftil
etileno (NNEDA) em cada tubo. Em seguida, os tubos foram deixados em banho maria (Ethik
technology, 521-3D) a 30°C por 20 minutos e apds este periodo, foram adicionados 2,5 ml de
agua deionizada a cada tubo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Shimadzu,

UV-1800) no comprimento de onda de 540nm.

Para o célculo da atividade de NR, utilizou-se a determina¢do da quantidade de nitrito
a partir de curva padrio, onde os valores da reta obtidos e utilizados foram aproximados de
0,02 (y = 0,02x e r* = 0,9975), sendo o valor de y equivalente 2 absorbincia e x 2

concentragdo de nitrito (nmol ml'l).

2.4.2 Determinacao dos teores de malonaldeido (MDA) e peréxido de hidrogénio
(H202)

Para as anélises dos teores de MDA e H202, foram coletadas folhas jovens e maduras
de S. parviflora (13° dia de experimento) e de P. densum (20° dia de experimento) e
congeladas em nitrogénio liquido imediatamente apds a coleta. Os teores de MDA foram
obtidos segundo método de Hodges et al. (1999). Incialmente pesou-se 0,1g de tecido foliar
que foram macerados em almofariz com pistilo, ap6s adi¢do de nitrogénio liquido. Apds a
maceracao, foi adicionado 1mL de etanol 80%, as amostras foram vortexadas (Phoenix,
modelo AP:54) e levadas para o banho ultrassonico refrigerado (Elmasonic S30 H) por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000, a 4°C
(Thermo scientific, megafuge 16R), coletou-se o sobrenadante e 0 mesmo processo de
extracdo foi repetido mais duas vezes. Adicionou-se ImL do extrato em tubos de ensaios com
tampas de rosca contendo ImL de solucdo de TBA+ (acido tricloacético a 20%,
hidroxitolueno butilado 0,01% e 0,65% de acido tiobarbituirico) e outros 1mL da amostra foi
adicionado a tubos contendo 1mL de solugdo de TBA - (4cido tricloacético a 20%,
hidroxitolueno butilado 0,01%). Em seguida, incubou-se os tubos banho maria (Ethik
technology, 521-3D) a 95°C durante 25 minutos com paraliza¢cdo da reacdo em banho de gelo
por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10min a 25°C e 10.000

g. Ap6s a centrifugacao, foram feitas leituras em espectrofotometro (Shimadzu, UV-1800) em
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trés comprimentos de onda: 440nm, 532nm e 600nm. Os cdlculos foram realizados seguindo a
equacao: {[(A523 — A600) — (A440 — A600) (MA de sacarose a 532/ MA de sacarose a 440)]
/ 157000}106 sendo A = absorbancia, MA = absorbancia molar e 157000 = coeficiente de
extincao molar (Hodges et al.,1999).

Para a determinagdo dos teores de H202, seguiu-se o proposto por Velikova et al.
(2000). Inicialmente, pesou-se 0,1g das folhas, macerou-se cada amostra com nitrogénio
liquido em almofariz e pistilo e adicionou-se ImL de TCA 1% (4cido tricloroacético). Em
seguida, centrifugou-se (Thermo scientific, megafuge 16R) a 12.000g, 4°C e por quinze
minutos. Posteriormente, separou-se 0,250 mL do sobrenadante, onde foram adicionados 0,5
mL de solucdo de fosfato de potdssio 10 mM, pH 7,0; 0,250 mL de TCA 0,1% e 1mL de
iodeto de potassio 1M. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Shimadzu, UV -
1800) no comprimento de onda de 390nm. Apds obtencdo dos valores no respectivo
comprimento de onda, obteve-se o teor de peréxido de hidrogénio com auxilio de curva

padrdo.

2.5 Quantificaciao dos teores de N e Fe nos tecidos vegetais e na placa de ferro das
superficies radiculares

Apds a coleta das folhas para os procedimentos descritos acima, os tecidos vegetais
foram separados em colmo e folhas (jovens e maduras), colocados em sacos de papel, para
secagem em estufa a 65°C e destinados para quantificacdo de N e Fe nos mesmos por
espectrometria de absorcdo molecular, seguindo os protocolos de Kjeldahl (1883) e Malavolta

et al. (1989), respectivamente.

Para quantificagdo da placa de ferro, uma porcao da raiz de cada individuo foi coletada
e colocada em um frasco de vidro contendo solucdo de DCB (ditionito-citrato-bicarbonato),
seguindo técnica recomendada por Taylor e Crowder (1983). Em seguida, agitou-se
periodicamente os frascos por 50 minutos e armazenou-se a solucdo de cada tratamento em
tubos do tipo Falcon, devidamente identificados para a quantificacdo das por¢des de Fe e N
presentes na solucdo por meio de espectrometria de absorcdo atOmica. Apds este
procedimento, as por¢des das raizes foram secas em estufa, pesadas e utilizadas para a

quantifica¢do de N e Fe conforme descrito acima para as demais partes das plantas.
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2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

Os individuos de S. parviflora e P. densum foram avaliados em experimentos
independentes, ou seja, buscando-se as respostas das duas espécies com relagdo ao déficit de
N e ao excesso de Fe. Os experimentos foram executados em blocos casualizados e com
esquema fatorial 2x2, com duas concentragdes de Fe (0,019 mmol L' e 7 mmol L‘]), duas
concentracdes de N (15 mmol L' e 0 mmol L), com 5 repeticdes. Quando apropriado, o tipo
de folha (folha jovem e folha madura) foi considerado como sub-parcela. Bem como para os
dados de clorofila total, o tempo (DAT) foi considerado como sub-parcela. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). Antes da ANOVA os dados foram testados
quanto a homogeneidade de variancia (testes de Cochran e Bartlett) e distribuicdo normal dos

erros (teste de Lilliefors). Todas as andlises foram feitas utilizando o programa estatistico

SAEG.

3. RESULTADOS

Em S. parviflora, apos treze dias de exposi¢do aos tratamentos, as folhas jovens (FJ)
mostraram valores de clorofila significativamente inferiores nas plantas expostas a
combinagdo de déficit de N e excesso de Fe (0%NEF) em comparagdo com os demais
tratamentos (Fig. 2 A). Nas folhas maduras (FM) da mesma espécie houve reducdo
significativa dos indices de clorofila em todos os tratamentos com excesso de ferro ou déficit
de N em relagdo ao tratamento controle (Fig. 2 C). A espécie P. densum apresentou valores de
clorofila significativamente maiores e na presenca de N, mesmo no tratamento com excesso
de ferro, para os dois tipos de folha (Fig. 2 B e 2 D). O declinio nos valores de clorofila total
foram observados nos dois tratamentos com déficit de N em P. densum a partir do 12° dia.
Entretanto, ao final do experimento (20° dia) foi observada reducdo significativa em FJ das
plantas de P. densum exposta ao excesso de Fe em relacido ao tratamento com quantidades
normais de N e Fe. Entre os tratamentos houve diferenca significativa em relagao aos DAT’s

para ambas as espécies.
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N = #x=* A N = #x= B
Fe = ##x Fe = #xx
FolhaxN=n.s Folhax N=n.s
60 - Foiha x Fe = +» Folha x Fe =n.s - 60
DAT = =% DAT = #=x
- —e— Controle
'-'l- 50 - —o—  100%NEF - 90
E —v—  0%NFN £$
o o e T3
= 40 ——  0%NEF .9-:5:%A§2": L 40
5 D
2
Ke) i o
o 30 30
20 A - 20
10 C D 10
50 +
- 50
s 40 - 45
L
E '_ 40
‘é 30 +
©
= - 35
2
2 20 T
o - 30
10
- 25
O T T T T T T T T T T T T 20
0 2 4 6 8 10 12 14 0 5 10 15 20 25
DAT DAT

Figura 2: Indices de clorofila nas folhas jovens e maduras de S. parviflora (A e C) e P.
densum (B e D) cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland (Controle) e solucdo nutritiva
modificada para déficit de N e excesso de Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e 0%NEF.
As barras mostram as médias + erro padrdo das cinco repeticdes de cada experimento. No
eixo X, tém-se os DAT’s de cada experimento, tendo as duragdes de 13 dias (S. parviflora) e
20 dias (P. densum). Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <
0,05; ** =p < 0,01, *** =p < 0,001 e n.s = ndo significativa.

Em S. parviflora ndo foi observada diferenca significativa dos valores de fluorescéncia

inicial (Fo) entre os tratamentos com déficit de N ou excesso de Fe. Apenas o fator folha

apresentou diferenca significativa (Fig. 3 A), com valores maiores de Fy nas folhas jovens,
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quando comparada as folhas maduras. Os valores de F, obtidos para P. densum (Fig. 3 B)
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos efeitos isolados do déficit de N e excesso
de Fe. O tratamento com quantidades normais de Fe e déficit de N (0%NFN) apresentou
valores de Fj significativamente superiores aos demais tratamentos, independentemente do
tipo de folha.

Os valores da eficiéncia quintica maxima do PSII (Fv/Fm) em S. parviflora e P.
densum foram significativamente menores nas plantas com déficit de N. O excesso de ferro
também resultou em declinio nos valores de Fv/Fm em ambas as espécies, entretanto, a
interacdo N x Fe e os valores para os diferentes tipos de folha nao apresentaram diferenca

estatisticamente (Fig. 3 D).
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Figura 3: Fluorescéncia minima (Fo) e eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) nas
folhas jovens e maduras de S. parviflora (A e C) e P. densum (B e D) cultivadas em solu¢do
nutritiva de Hoagland (Controle) e solucio nutritiva modificada para déficit de N e excesso de
Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e 0%NEF. As barras mostram as médias * erro
padrdo das cinco repeticoes de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste
ANOVA (p < 0.05), sendo * = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 e n.s = ndo
significativa.
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O rendimento quantico efetivo do PSII (¢PSII), em S. parviflora (Fig. 4 A) apresentou
diferenca significativa quanto ao efeito isolado apenas em relacio ao déficit de N. Observou-
se que nos tratamentos com déficit de N a folha madura apresentou valores menores quando
comparadas as folhas jovens (interacdo significativa N x folha). A combina¢do do déficit de N
com o excesso de Fe reduziu significativamente os valores de ®PSII da folha jovem de S.
parviflora. O mesmo efeito ocorreu com o déficit de N em folhas maduras,
independentemente da concentragdo de Fe. Em P. densum, o ®PSII apresentou interacdo
significativa entre N x Fe, com valores significativamente maiores no tratamento controle em
relacdo aos demais tratamentos. Os tratamentos com déficit de N ou com o excesso de Fe
apresentaram valores significativamente menores (Fig. 4 B).

A taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) foi distinta nas duas espécies. Em S.
parviflora, observou-se diferenca significativa apenas com relagdo ao fator N. J4 em P.
densum, os valores de ETR apresentaram diferencas significativas para os efeitos isolados do
Fe e N e para a interagdo N x Fe. As plantas do tratamento controle apresentaram maior ETR
em relacdo aos demais. Houve reducgio significativa do ETR em fun¢do do excesso de ferro
ou déficit de N de forma isolada (Fig. 4 D).

Apenas a espécie P. densum apresentou diferencas significativas quanto ao coeficiente
de extincdo nao fotoquimico (NPQ). Foram observados efeitos significativos quanto aos
fatores N e Fe de forma isolada e na interacdo N x Fe. Em comparacdo ao controle, os
tratamentos com déficit de N ou com excesso de Fe apresentaram maiores valores de NPQ

(Fig. 4 F).
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Figura 4: Rendimento quantico efetivo do PSII - ®PSII (A e B), taxa aparente de transporte
de elétrons -ETR (C e D) e coeficiente de extin¢do nio fotoquimico - NPQ (E e F) nas folhas
jovens e maduras de S. parviflora e de P. densum cultivadas em solu¢do nutritiva de
Hoagland (controle) e solu¢do nutritiva modificada para déficit de N e excesso de Fe, nos
tratamentos 100%NEF, 0%NFN e 0%NEF. As barras mostram as médias + erro padrao das
cinco repeti¢cdes de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p <

0.05), sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01, *** = p < 0,001 e n.s = ndo significativa.
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Os valores de taxa fotossintética (A) em S. parviflora (Fig. 5 A) apresentaram
diferenca significativa em fun¢do dos efeitos isolados do déficit de N e do excesso de Fe na
solug@o nutritiva, ja a interagdo N x Fe ndo apresentou diferenga significativa. Observou-se
declinio dos valores da A para o tratamento 0%NEF em relacdo ao controle, para ambas as
folhas (FJ e FM) de S. parvifiora. Entretanto, a A somente foi significativamente reduzida em
funcdo do déficit de N nas folhas maduras (interacdo significativa N x folha). Os valores de
fotossintese para a espécie P. densum apresentaram diferenca significativa quando exposta a
interacdo entre o déficit de N e excesso de Fe. Todos os tratamentos com excesso de Fe ou
déficit de N resultaram na diminuicdo da fotossintese nesta espécie em relacdo as plantas
controle. Com excecdo do controle, os demais tratamentos resultaram em valores

significativamente maiores nas folhas jovens.

Em S. parviflora, o déficit de N causou reducdo significativa na condutincia
estomdtica (g;) e na transpiracao (E), somente nas folhas maduras (interacao significativa N x
folha, Fig. 5C e E). Em P. densum houve efeito significativo da interacdo N x Fe, bem como
efeitos isolados do déficit de N, do excesso de Fe e dos tipos de folhas nos valores de g e E.
Observou-se que tanto o déficit de N quanto o excesso de Fe afetaram negativamente estas
duas varidveis, quando comparadas as plantas de P. densum do tratamento controle.
Entretanto, plantas expostas ao déficit de nitrogénio sob excesso de ferro apresentaram os
menores valores. Em todos os tratamentos as plantas de P. densum apresentaram maiores

valores para as folhas jovens.
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Figura 5: Fotossintese - A (A e B), condutancia estomatica - g (C e D) e transpiragdo - E (E e
F) nas folhas jovens e maduras de S. parviflora e de P. densum cultivadas em solucdo
nutritiva de Hoagland (controle) e solucdo nutritiva modificada para déficit de N e excesso de
Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e 0%NEF. As barras mostram as médias * erro
padrao das cinco repeticdes de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste

ANOVA (p < 0.05), sendo * = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 e n.s = ndo
significativa.

Nao houve diferencas significativas na concentragdo de malonaldeido (MDA) obtidos
para ambas as espécies expostas aos diferentes tratamentos (Fig. 6 A e B). Os teores de
peréxido de hidrogénio (H,O,) em S. parviflora, apresentaram diferenca significativa com

relacdo ao efeito simples do Fe e em relacdo as folhas. As plantas de S. parviflora expostas a
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menor concentragdo de ferro apresentaram os maiores teores de H,O,, principalmente
naquelas sob déficit de N. (Fig. 6 C). Em P. densum, observou-se diferenca significativa em
relacdo aos efeitos simples do déficit de N, do excesso de Fe, do tipo de folha e na interacdo N
x Fe (Fig. 6 D). Nesta espécie, as FM apresentaram maior concentracdo de H,O, quando

comparadas as FJ.
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Figura 6: Concentracdes de malonaldeido (MDA) e peréxido de hidrogénio (H202) nas
folhas jovens e maduras de S. parviflora (A e C) e de P. densum (B e D) cultivadas em
solug@o nutritiva de Hoagland (controle) e solu¢do nutritiva modificada para déficit de N e
excesso de Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e 0%NEF. As barras mostram as médias
+ erro padrdo das cinco repeti¢des de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste

ANOVA (p < 0.05), sendo * = p < 0,05; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 e n.s = ndo

significativa.

A atividade da nitrato redutase (NR) (Fig. 7 A-B) nas duas espécies apresentou

diferencas significativas apenas com relacdo ao déficit de N. Menor atividade da NR foi
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observada somente nos tratamentos com déficit de N, independentemente da concentragdo de

Fe ou do tipo de folha.
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Figura 7: Atividade de nitrato redutase (NR) em folhas jovens e maduras de S. parviflora (A)
e de P. densum (B) das gramineas cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland (controle) e
solucdo nutritiva modificada para déficit de N e excesso de Fe, nos tratamentos 100%NEF,
0%NEN e 0%NEF. As barras mostram as médias + erro padrdo das cinco repeti¢des de cada

experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; **
=p < 0,01, *** =p < 0,001.

Os teores de N nas folhas (Fig. 8 A-B), no colmo (Fig. 8 C-D) e nas raizes (Fig. 8 E-F)
apresentaram valores significativamente maiores nos tratamentos controle e 100%NFN em
ambas as espécies. Nas folhas, os teores de N apresentaram diferenca significativa para a
interacdo N x Fe, sendo que em P. densum, o excesso de Fe diminuiu os teores de N. No
geral, as folhas jovens apresentaram maiores teores de N para as duas espécies, em todos os
tratamentos (Fig. 8 A-B). Nos demais tecidos, observou-se diferenca significativa apenas para

o efeito de N isolado.
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Figura 8: Teores de N em diferentes 6rgdos vegetais em S. parviflora (A, C, E) e P. densum
(B, D, F) das plantas cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland (controle) e solucdo
nutritiva modificada para déficit de N e excesso de Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e

0%NEF. As barras +

mostram as médias *+ erro padrdo das cinco repeticdes de cada

experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; **

=p<0,01 e***=p<0,001.
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Em ambas as espécies, os teores de Fe nas folhas (FJ e FM) apresentaram valores
significativamente maiores nos tratamentos com excesso de Fe. Em P. densum, observou-se
diferenca significativa entre as folhas, nos diferentes tratamentos de Fe e N e também na
interacdo N x Fe. Observou-se, em S. parviflora, diferenca significativa apenas com relagdo
ao Fe. As FM apresentaram valores significativamente maiores do que as FJ nos tratamentos
com excesso de Fe em P. densum e menores em S. parviflora (interacio significativa Fe x
folhas nas duas espécies). Os teores de Fe no colmo (Fig. 9 C-D) apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao excesso de Fe em S. parviflora e P. densum. Entretanto, apenas
em P. densum a interacdo N x Fe foi significativa, onde as plantas com déficit de N
apresentaram o menor teor de Fe no colmo. Em ambas as espécies, os teores de Fe nas raizes
(Fig. 9 E-F), apresentaram diferenca significativa apenas em relagdo ao efeito isolado do Fe,

com maiores valores nos tratamentos com excesso de Fe (100%NEF e 0%NEF).
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Figura 9: Teores de Fe em diferentes tecidos vegetais em S. parviflora (A, C, E) e P. densum
(B, D, F) das plantas cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland (controle) e solu¢dao
nutritiva modificada para déficit de N e excesso de Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e
erro padrao das cinco repeticoes de cada

experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; **
=p<0,01l e *** =p < 0,001.




Na quantificacdo dos teores de N na placa de ferro (solu¢do de DCB) das plantas
expostas aos tratamentos, observou-se efeito significativo em fung¢do do déficit de N, excesso
de Fe e na interacdo N x Fe apenas na espécie P. densum (Fig. 10 A-B), com valores
significativamente menores no tratamento com déficit de N e Fe normal (0%NFN) e
significativamente maiores no tratamento 100%NEF. J4 com relacdo aos teores de Fe,
observou-se diferencas significativas em funcao do efeito simples do Fe, do N e da interacao
N x Fe para S. parviflora (Fig. 10 A) e P. densum. O déficit de N na solu¢do nutritiva
influenciou a concentracdo de Fe na placa, uma vez que para ambas as espécies, o tratamento
com excesso de Fe e N adequado apresentou valores significativamente maiores quando

comparado ao tratamento com déficit N e excesso de Fe.
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Figura 10: Teores de N e Fe na placa de ferro (solu¢do de DCB) em S. parviflora (A, C) e P.
densum (B, D) das plantas cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland (controle) e solu¢dao
nutritiva modificada para déficit de N e excesso de Fe, nos tratamentos 100%NEF, 0%NFN e
0%NEF. As barras mostram as médias + erro padrdo das cinco repeticoes de cada

experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; **
=p<0,01 e *** =p < 0,001.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos através de varidveis importantes como a taxa fotossintética,
transpiracdo, condutincia estomadtica, clorofila total e fluorescéncia da clorofila a
possibilitaram obter entendimento sobre o uso do N das duas gramineas nativas, relacionando
o déficit de N ao excesso de Fe. Os valores maiores de clorofila total observados nas plantas
expostas aos tratamentos com dose ideal de N, corroboram com alguns estudos que apontam
efeito positivo apds aplicacdo de N nos teores de clorofila a, b e caratendides em diversas
espécies vegetais (Martuscello et al., 2016; Kappes et al., 2013; Argenta et al., 2003; Soratto
et al., 2004). De fato, o N é um componente da molécula de clorofila, atuando na sua sintese e

também na sintese de proteinas (Andrade et al., 2003).

A menor taxa fotossintética nas plantas de P. densum em relacdo a S. parviflora
quando expostas aos tratamentos com excesso de Fe e déficit de N, pode ser explicado pelo
fato de que, por possuir menor nimero de folhas e consequentemente maior tempo de vida
foliar (dados ndo mostrados), P. densum tende a ter essa diminui¢do a medida que a idade da
folha aumenta (Hardwick et al., 1968), como pode ser comprovado pelos valores
significativamente maiores de A nas folhas jovens apenas desta espécie. Além das folhas
jovens possuirem atividade metabdlica maior quando comparadas as folhas mais velhas
(Wojcik, 2004), estes resultados em P. densum também estdo relacionados aos menores teores
de Fe nas folhas jovens nos tratamentos com excesso deste metal, o que reduz os efeitos
toxicos sobre a fotossintese. Segundo Chapin (1980), quando a deficiéncia de nutrientes
prejudica ou impede o surgimento de folhas novas, a planta pode utilizar a energia
armazenada nas folhas velhas. Assim, torna-se vantajoso que as plantas com menor reposi¢ao
de folhas e maior remobilizacdo de N de folhas velhas para folhas jovens, sejam utilizadas em
dreas com limitada disponibilidade de nutrientes, como ocorre em dreas degradadas pela

mineracao de ferro.

A manutencao de altas taxas fotossintéticas e efici€éncia fotoquimica sob déficit de N,
principalmente em S. parviflora pode estar relacionada ao metabolismo fotossintético C4 nas
espécies estudadas. Espécies de plantas C4 apresentam maior fotossintese por unidade de N
nas folhas do que as plantas com metabolismo C3 (Sage et al., 1987). Isso ocorre devido ao
fato de que as plantas C4 precisam de menores concentragdes da enzima rubisco, que
demanda grande parte do N em plantas C3 (Brown e Wilson, 1983; Schmitt e Edwards,

1983). Além disso, uma maior eficiéncia do uso de nitrogénio na fotossintese das plantas C4
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pode permitir melhor utilizacdo do N para a producdo de novos tecidos (folhas, raizes e

caules) (Sage et al., 1987).

O aumento dos valores de Fy nas plantas de P. densum submetidas ao déficit de N em
concentragdes normais de Fe pode ser resposta de estresse, em funcio da reducao no contetido
de clorofilas e indicando limitagdo na transferéncia de energia entre o complexo antena e o
centro de reacdo, e que pode atuar também no controle da excitacdo do centro de reacao
(Bergantino et al., 1995). A redugdo na eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm) das
espécies S. parviflora e P. densum nos tratamentos com excesso de Fe e de forma
independente sob déficit de N, ocorreu por diferentes causas. Os efeitos do déficit de N sobre
os valores de Fv/Fm sdo resultantes da diminuicdo dos teores de N foliar, impacto negativo na
atividade da NR e reducdo no teor de clorofilas. Por outro lado, nas plantas sob o tratamento
100%NEFN, nao houve reducdo de clorofilas, evidenciada em P. densum, porém o incremento
excessivo nos teores de Fe com a formagdo de H,O, podem ter contribuido para a redu¢do em
Fv/Fm. Entretanto, os valores de Fv/Fm apresentados nas plantas sob déficit de N e excesso
de Fe (entre 0,7 e 0,8) e a auséncia de danos oxidativos (pelos valores de MDA), demonstram

que os efeitos ndao foram severos.

O aumento nos valores de NPQ em P. densum estd diretamente relacionado ao
decréscimo no ¢PSII. O NPQ relaciona-se a dissipacdo do excesso de energia de excitacao
que ndo pode ser utilizada na fotossintese, sendo considerado um importante mecanismo de
fotoprotecdo das plantas (Krausse e Jahns, 2004; Goss e Lepetit, 2015), o que indica uma

vantagem em P. densum, onde o aumento de NPQ foi relacionado ao déficit de N.

Os dados de MDA e peréxido de hidrogénio evidenciaram que as duas espécies
apresentaram tolerancia aos estresses aplicados nos tratamentos. Em P. densum, por exemplo,
mesmo com indices de H,O, maiores nos tratamentos com déficit de N, observou-se
diminui¢c@o nos valores de MDA, mostrando eficiéncia da planta com relagdo ao controle de
espécies reativas de oxigénio. J4 em S. parviflora, mesmo com os maiores valores de H,O, em
funcdo do excesso de Fe, a planta ndo apresentou danos severos devido a toxidez de Fe.
Entretanto, para S. parviflora, encerrou-se o experimento com 13 dias devido ao aumento de
sintomas, principalmente senescéncia no tratamento 0%NEF, diferente de P. densum (20 dias)
o que corrobora com os resultados de Souza (2016), que observou provavel maior resisténcia
para esta mesma espécie, com relagdo a formacgdo de EROS e possiveis danos severos. Além
disso, para P. densum, menores valores de H,O, foram observados nas FJ, o que demonstra
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maior possibilidade de formacdo de EROS nas FM. Essas diferencas entre as espécies podem
estar relacionadas ao fato de teores de Fe observados estdo acima do limite de toxidez (500

mg kg‘l) nas folhas de S. parviflora (Marschner, 2002).

Embora em menores taxas, a atividade de NR observada também nas plantas expostas
aos tratamentos com déficit de N, foi relatada por Donato et al. (2004) em seus estudos com
diferentes variedades de cana-de-acucar. Ja Colozza et al. (2000), em seu estudo com capim
Aruana, evidenciaram aumento das concentragdes de nitrato com aplicacdo das doses de N, o
que corrobora com os resultados deste experimento que mostram maior atividade de NR nos
tratamentos com N. J4 em plantas sob baixa disponibilidade de N, a atividade da NR ¢é
rapidamente afetada (Souza e Fernandes, 2006). Queiroz Filho et al. (1982), evidenciaram
que quando aumentadas as doses de N, ocorreu um aumento na concentracdo de nitrato nas
dez espécies de gramineas estudas por eles. A NR possui atividade em outras partes da planta,
como no colmo (Cazetta e Villela, 2004) e raizes (Martuscello et al., 2016) de gramineas,
porém a maior atividade da NR ocorre nas folhas, sendo portanto o 6rgdo utilizado neste

estudo.

Os maiores teores de N nas folhas jovens das duas espécies ocorreu devido a
remobilizacdo do nutriente das folhas mais velhas e senescentes para as folhas jovens
(Oliveira, 2015). No Capim-Aruana (Panicum maximum) cultivados em diferentes doses de N
em solucdo nutritiva, também foi observado maiores concentracdes de N nas folhas mais

jovens, seguidas pelas folhas maduras e pelos caules (Junior et al. 2006).

5. CONCLUSOES

A presenca de N foi fundamental para que as espécies apresentassem melhor
desempenho quanto as varidveis de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a,
entretanto, a combinacdo entre déficit de N e excesso de Fe ocasionou decréscimo nos valores
de varidveis importantes como A, E e gs. Mesmo com os efeitos sobre a fotossintese em
resposta ao déficit de N e excesso de Fe, as plantas ndo apresentaram sintomas severos, como

evidenciado pelos valores de Fv/Fm e MDA.

As folhas jovens acumulam maior teor de N quando comparadas as folhas maduras, o
que comprova a mobilidade do mesmo e sua contribuicio com processos indispensdveis para
a planta, com a fotossintese e transpiracdo, principalmente em P. densum.A atividade de NR
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foi maior nos tratamentos com interacao de déficit de N e excesso de ferro quando comparada
aos tratamentos com déficit e sem excesso de ferro, mostrando que mesmo nestas condicdes a

reducgdo de nitrato a nitrito, realizada por esta enzima, nao foi prejudicada.

Tendo em vista que nas dreas mineradas € comum o déficit de nutrientes e excesso de
Fe, a partir dos resultados deste estudo, sugere-se a utilizacdo das duas gramineas em planos

de restauragdo ecoldgica em dreas de mineragao.
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CAPITULO I

ESTABELECIMENTO DE DUAS GRAMINEAS NATIVAS EM AREA DE
PILHA DE ESTERIL DE MINERACAO DE FERRO COM APLICACAO DE
DOSES DE MATERIA ORGANICA (CAMA DE FRANGO)

RESUMO

Grande parte das atividades das mineradoras degrada o ambiente e geram quantidades
significativas de rejeitos, contribuindo significativamente para diversos disturbios nas dreas
onde sdo executadas. Nas dreas degradadas por mineracao de ferro, por exemplo, além da
maior concentragdo de metais, é notoria a menor concentracdo de matéria orginica e
nutrientes importantes para os vegetais. Buscando amenizar os impactos, € promissor o uso
das gramineas C4 nativas, Setaria parviflora e Paspalum densum, cuja resisténcia as altas
concentragdes de Fe ji foi comprovada. Este trabalho tem como objetivo avaliar as respostas
fotossintéticas, nutricionais e acimulo de biomassa em duas espécies de gramineas em area de
pilha de estéril de mineragcdo de Fe, onde foram utilizadas 5 doses de matéria organica (MO)
(0, 10, 20, 40 e 80 t ha™). Para cada espécie, 20 quadrantes foram delimitados, com 4
repeticdes. As medicdes de varidveis fisioldgicas como fluorescéncia da clorofila a e os teores
de clorofila foram obtidas mensalmente, além disso, para as demais andlises fotossintéticas e
nutricionais realizou-se coleta de individuos e do substrato na estacdo chuvosa - EC (janeiro
2018) e na estacdo seca - ES (julho 2018). Durante a estacdo seca, houve decréscimo nos
valores de Fv/Fm, ETR e nos indices de clorofila total para ambas as espécies. A maior
concentragdo de prolina na ES em P. densum, evidenciou a resposta positiva da espécie a
menor disponibilidade de dgua no substrato. S. parviflora apresentou maior teor de prolina na
estacdo chuvosa, o que influenciou, por exemplo, na atividade da NR. As maiores doses de
cama de frango aplicadas (40 e 80 t ha™") contribufram para o maior incremento de biomassa
nas duas espécies, sendo principalmente das raizes em S. parviflora e parte aérea em P.
densum. As espécies se mostraram resistentes as condi¢des abidticas da pilha de estéril, como
déficit hidrico sazonal e presenca de metais como o ferro, com respostas satisfatérias a
aplicacdo das maiores dosagens de cama de frango. A dose de 40 t ha' seria a mais indicada
para utilizacdo em planos de restauracdo ecoldgica, por apresentar uma quantidade menor de

cama de frango, resultados semelhantes 4 dose de 80 t ha' e por ter influenciado
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positivamente o incremento de nutrientes importantes (N, K, Mg, Zn, Ca, por exemplo) nos
tecidos vegetais e no substrato. As duas espécies estudadas possuem potencial para utilizacao

em planos de reabilitacdo de dreas degradadas por mineracao.

Palavras chave: Restauracdo ecoldgica, adubagio organica, nutrientes, dreas impactadas por
mineragao.
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ESTABLISHMENT OF TWO NATIVE GRASS SPECIES ON IRON-MINING
STERILE WASET AREA UPON APPLICATION OF DOSES OF ORGANIC
MATTER (CHICKEN MANURE)

ABSTRACT

Much of mining activity degrades the environment and generates significant amounts of
tailings, contributing significantly to various disturbances in the areas where they are run. In
areas degraded by iron mining, for example, in addition to the higher concentration of metals,
the lowest concentration of organic matter and important nutrients for plants is noticeable.
Aiming to mitigate the impacts, the use of native C4 grasses, Setaria parviflora and Paspalum
densum, whose resistance to high Fe concentrations has already been proven, is promising.
The objective of this work is to evaluate photosynthetic, nutritional and biomass accumulation
responses in two grass species in an area of Fe mining barren piles, where 5 doses of organic
matter (MO) were used (0, 10, 20, 40 and 80 t ha'l). For each species, 20 quadrants were
delimited, with 4 repetitions. The measurements of physiological variables such as
chlorophyll fluorescence and chlorophyll contents were obtained monthly. In addition, for the
other photosynthetic and nutritional analyzes, individuals and substrate were collected in the
rainy season - EC (January 2018) and in the dry season - ES (July 2018). During the dry
season, there was a decrease in Fv/Fm, ETR and total chlorophyll indices for both species.
The higher proline concentration in ES in P. densum evidenced the positive response of the
species to the lower water availability in the substrate. S. parviflora presented higher proline
content in the rainy season, which influenced, for example, the activity of NR. The highest
doses of chicken litter applied (40 and 80 t ha™') contributed to the highest biomass increase in
both species, mainly from roots in S. parviflora and shoot in P. densum. The species were
resistant to the abiotic conditions of the barren pile, such as seasonal water deficit and the
presence of metals such as iron, with satisfactory responses to the application of higher
chicken litter dosages. The 40 t ha™' dose would be the most suitable for use in ecological
restoration plans, as it has a smaller amount of chicken litter, similar results to the 80 t ha™

dose and for having positively influenced the increase of important nutrients. (N, K, Mg, Zn,
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Ca, for example) in plant tissues and substrate. Both species have potential for use in

rehabilitation plans of degraded areas by mining.

Key words: Ecological restoration, organic fertilization, nutrients, areas impacted by mining.
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1 INTRODUCAO

Os planos de restauracdo de dreas degradadas sdo indispensaveis para a recuperacao de
ecossistemas, visando minimizar os impactos causados por diversas atividades. As dreas de
mineracdo, por exemplo, causam uma série de distirbios no ambiente. Além das dreas de
extracdo, os rejeitos e estéreis podem ser caracterizados como causadores de grande impacto
no ambiente, principalmente pelo fato do grande volume gerado e a necessidade de locais para

o armazenamento dos mesmos (Fernandes e Santos, 2008).

Visando minimizar as consequéncias da degradacdo ambiental causada pelas
atividades de mineracdo, foram criadas legislacdes estabelecendo a obrigatoriedade da
recuperagdo de dreas degradadas (artigo 225 da Constitui¢cao Federal). Além disso, o decreto
de niimero 97.632 (10 de abril de 1989) tornou uma obriga¢do a apresentacdo de um Plano de
Recuperacio de Areas Degradadas (PRAD). Neste contexto, as empresas tém buscado
metodologias eficientes para o cumprimento da legislacdo ambiente vigente. Entretanto,
algumas limita¢cdes podem diminuir a eficiéncia dos planos de reabilitacio nas areas de
mineracdo e de armazenamento de rejeitos, visto que nestes ambientes ¢ comum o baixo teor
de nutrientes, matéria organica escassa, menor retencdo de dgua, solo com maior densidade,
entre outros (Dias et al., 2007). Aumentar a quantidade de matéria organica nos substratos
provenientes de atividades de mineragdo pode contribuir para a revegetacdo dos mesmos
(Corréa, 2005). A inser¢do de matéria organica nos ambientes degradados por mineradoras

pode suprir a demanda nutricional das espécies promissoras para restauracao dessas areas.

Alguns estudos vém testando a cama de frango como alternativa para incremento da
quantidade de nutrientes no solo (Mello e Vitti, 2002; Morais, 2006). O uso deste tipo de
matéria organica pode ser justificado pelo seu baixo custo, alto teor de nutrientes
(principalmente N) (Morais, 2006), além de que o mesmo poderd ser reaproveitado, evitando
seu descarte.

Além do melhoramento das condi¢des nutricionais do substrato a ser revegetado, o uso
de espécies com resisténcia ao excesso de Fe, como as gramineas nativas S. parviflora e P.
densum (Aradjo et al., 2014; Rios et al., 2017; Siqueira-Silva et al., 2019), pode ser
fundamental para o sucesso dos planos de reabilitacdo de dreas degradas por mineragcdo, uma
vez que, por serem resistentes, podem contribuir com a fertilidade a longo prazo, a partir da
ciclagem de nutrientes (Fageria et al., 1991). Desta forma, a dose ideal de cama de frango
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aplicada em pilha de estéril da mineracdo de ferro, além de contribuir para o aumento dos
teores de nutrientes do substrato, contribuird também para maior crescimento dessas duas
espécies no processo de reabilitacdo das dreas degradadas.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas fisioldgicas e
nutricionais de S. parviflora e P. densum em érea de pilha de estéril de mineracdo de ferro,
buscando testar a utilizacdo de cama de frango em diferentes doses para melhorar as

concentragdes de nutrientes nessas areas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo e montagem do experimento

O experimento foi realizado na mina Retiro das Almas, localizada entre as cidades de
Congonhas e Ouro Preto, Minas Gerais (20°25°12,6”” S e 43° 52 53” W). A mina encontra-se
desativada a cerca de dez anos e pertence a empresa VALE S.A. As parcelas experimentais
foram montadas em drea de pilha de estéril, regido relativamente préxima a cava e onde eram
depositados os rejeitos provenientes da extracdo quando a mina estava em funcionamento.

Em janeiro de 2017 foram delimitadas cinco parcelas subdivididas em quatro
quadrantes com 2 m? cada, com bordas laterais de 0,5 m, totalizando uma drea total de 28 m?2
(Fig. 1). Cada quadrante foi dividido ao meio, onde se disponibilizou para cada uma das

espécies uma drea de 1 m?2 por quadrante.

Figura 1 - Esquema experimental em campo, apresentando as cinco parcelas (A,B,C,D,E)
com os quatro quadrantes divididos ao meio em cada uma delas e suas respectivas bordas.

Parcela A Parcela B Parcela C Parcela D Parcela E
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Apds a montagem dos quadrantes, foram aplicadas no inicio de fevereiro de 2017
cinco doses de cama de frango: 0 (sem adicdo de cama de frango), 10, 20, 40 e 80 t ha™. O
célculo da quantidade de cama de frango em cada dose foi proveniente de experimento
anterior em casa de vegetacdo. A cama de frango utilizada foi proveniente de estoque da UFV
- Campus Florestal. As andlises quimicas de N, K, Mg, Ca, Carbono (CO), pH em dgua,
matéria organica (MO) e acidez total (AT) da cama de frango foram realizadas no laboratdrio
de solos da mesma institui¢ao seguindo protocolos da EMBRAPA (2017). Os resultados estao

presentes na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Andlise quimica da cama de frango utilizada no experimento.

Caracteristica Teor
N (dag/kg) 13,73
Ca (mg dm-?) 7,04
Mg (mg dm-?) 8,46
P (mg dm-?) 6413,74
K (mg dm-?) 7041,23
AT (cmol/dm?) 3,30
MO (dag kg-") 22,03
CO (%) 12,78
pH 6,76

A aplicagdo das respectivas doses de cama de frango foi feita por meio de sorteio para
determinar em qual quadrante as mesmas seriam aplicadas. Em cada quadrante, uma tnica
dosagem foi aplicada para as duas espécies. No momento da aplicagdo dentro dos quadrantes
o substrato foi revolvido em aproximadamente 15 cm de profundidade, buscando deixar o

mesmo homogéneo.

Com o substrato pronto, as sementes das duas espécies, provenientes de plantas
matrizes localizadas no campus UFV - Florestal, e com lotes variando entre os anos de 2015 e
2016, foram semeadas em cada quadrante/borda na densidade de 40 kg por hectare. O semeio,
realizado em fevereiro de 2017, foi feito em canaletas com distincia de 10 cm entre as

mesmas e profundidade de cerca de 1 cm.

Para monitoramento dos dados climéticos, foi utilizado o banco de dados das estacdes

automaticas do INMET, obtidos da estacdo mais proxima da area de estudo (Ouro Branco -
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MG) e disponibilizados no site do instituto (www.inmet.gov.br). Na figura 2, encontram-se as

médias de temperatura, umidade e precipitacdo referentes ao periodo deste estudo.
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Figura 2: Dados com a soma mensal de precipitacio (mm) (A), média mensal de umidade
(%) (B) e média mensal de temperatura (°C) (C) ao longo do experimento de campo, entre 0s

meses de fevereiro (2017) a junho (2018).
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2.2 Variaveis avaliadas

Indice de clorofila e fluorescéncia da clorofila a

Posteriormente a montagem e semeio, foram realizadas visitas mensais para
monitoramento e acompanhamento do crescimento das plantas. E apds aproximadamente 150
dias do semeio, em julho de 2017, quando as mesmas apresentaram drea foliar suficiente,
foram feitas medi¢Oes da fluorescéncia da clorofila a e indices de clorofila, utilizando os
equipamentos Mini-Pam (Heinz Walz, Effeltrich, Germany) e Clorofilog (Falker, Porto

Alegre, Brasil), respectivamente, conforme descri¢do a seguir.

As medicdes de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas a cada visita mensal, em
folhas de dois individuos diferentes em cada quadrante. Buscavam-se individuos com folhas
totalmente expandidas e que representassem a parcela. Assim, dois blocos de medicdes de F
e Fv/Fm eram realizados a cada visita, para posterior cdlculo da média entre eles. Tais
medi¢des ocorriam no periodo de 9 as 13 horas, de acordo com a descricdo das mesmas no

capitulo 1.

Ap6s as medicdes de fluorescéncia da clorofila a, foram realizadas as medicdes do
indice de clorofila com o ClorofiLOG (Falker, Brasil). As medi¢des ocorreram conforme

descrito no capitulo 1.

Além do monitoramento mensal dos indices de clorofila, Fy e Fv/Fm como descritas
acima, foram realizadas duas coletas, uma na estacdo chuvosa (janeiro/2018) e outra na
estacao seca (julho/2018). Nestas coletas, avaliou-se também a taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) e o coeficiente de extingdo nao fotoquimico (NPQ), conforme descritos no
capitulo 1. Além disso, foram coletados material vegetal de um individuo de cada espécie e de

cada quadrante, para os seguintes procedimentos:

Nitrato Redutase (NR)

Nas estacdes chuvosa e seca por volta das 14 horas, foram coletadas seis folhas de um
individuo de S. parviflora e duas folhas de um individuo de P. densum em cada quadrante. As
folhas foram envoltas em papel toalha umedecido com &4gua deionizada, colocadas em
pequenos sacos plésticos identificados e armazenadas em caixa de isopor com gelo até a

chegada no laboratério. O teste da NR foi feito imediatamente apds a chegada ao laboratorio
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(aproximadamente quatro horas apds a coleta do material), seguindo o protocolo de Jaworski

(1971), conforme adequacdes informadas dos experimentos em casa de vegetacdo do Cap. 1.

Prolina

Foram coletadas seis folhas de cada individuo de S. parviflora e duas folhas de cada
individuo de P. densum em cada quadrante, no periodo chuvoso e seco. Apds a coleta, ainda
no campo, as folhas foram lavadas, embaladas em papel aluminio e congeladas em nitrogénio

liquido.

As andlises de prolina foram realizadas segundo o método de Bates et al. (1973).
Inicialmente pesou-se 0,1g de folhas, macerou-se com nitrogénio liquido e adicionou-se 2,5
mL de 4cido sulfossalicilico 3%. Posteriormente, centrifugou-se por 10 minutos a 12.000g a
25°C. O sobrenadante foi coletado e o processo de extracdo foi repetido. Em 1 mL do
sobrenadante, adicionou-se 1 mL de ninidrina 4cida e 1 mL de 4cido acético glacial. Em
seguida, colocou-se os tubos em banho maria a 100°C por 1 hora. Apds este periodo, os tubos
foram resfriadas em gelo. Adicionou-se 2 mL de tolueno, agitou-se em vortex e deixou os
tubos por 30 minutos em temperatura ambiente para a formagdo de duas fases. Retirou-se a
fase aquosa superior para leitura em espectrofotometro a 520 nm. Para calcular as
concentragdes de prolina, utilizou-se os valores referentes a curva padrio a partir de

concentragdes conhecidas de prolina.

Teor relativo de agua (TRA) nas folhas

Em cada estacdo, foram coletadas 6 folhas de cada individuo de S. parviflora e 2
folhas de cada individuo de P. densum por quadrante. As folhas foram coletadas por volta das
14 horas, e armazenadas da mesma forma descrita acima para as andlises de NR. No
laboratdrio, todas as folhas de cada quadrante/espécie foram divididas em partes menores e
pesadas imediatamente para determinacdo da massa fresca (MF), em seguida foram imersas
em 4dgua deionizada e colocadas na geladeira por 24 horas para posterior determinagdo da
massa turgida (MT). Apds este periodo, obteve-se a massa seca (MS), colocando as amostras
na estufa a 65° por 24 horas. O TRA foi calculado de acordo com a equagdo: TRA =
100*[(MF — MS)/(MT — MS)].
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Teor de umidade do substrato

Em cada uma das estacdes, foi coletada uma porcdo do substrato de cada um dos
quadrantes e armazenados em cédpsula de aluminio com tampa (20 ml). No laboratério, as
amostras foram pesadas e transferidas para estufa (105°C) por 48 horas, em seguida, foram
pesadas novamente. Calculou-se, a partir das diferencas entre a massa seca (MS) e a massa
umida (UM), a umidade do substrato, usando a seguinte formula: Umidade do substrato (%) =

100* [MU/MS)/ MS].

Analises quimicas do substrato

Em cada estacdo, foram coletadas por¢des de substrato de cada um dos quadrantes e
armazenados em sacos de papel devidamente identificados. As andlises do substrato (N, K,
Al, Mg, Ca, Carbono, pH em &4gua, matéria organica e acidez potencial) foram realizadas no
laboratério de solos da Universidade Federal de Vigosa - Campus Florestal, seguindo os
protocolos da EMBRAPA (2017). J4 a determinacdo de Fe, Mn, Zn (Jackson, 1958) foi feita
no laboratério de Andlises de Solos e Tecido Vegetal da Universidade Federal de Vicosa —

Campus Vigosa.

Quantificacao de macro/micronutrientes, metais pesados e massa seca dos tecidos

vegetais

Em cada estagdo, coletou-se um individuo de cada espécie em cada quadrante, que
foram identificados, cobertos com papel toalha, umedecidos com 4gua deionizada e
armazenados em bandejas. No laboratdrio, separou-se as raizes da parte aérea. A parte aérea
foi dividida em colmo e folhas, lavadas com 4gua deionizada e secadas com papel toalha,

sendo colocadas em embalagens de papel para obtencdo de massa seca.

As raizes foram lavadas em &dgua corrente para remocdo do material particulado
aderido. Uma por¢do de cada raiz foi colocada em frascos de vidro, devidamente identificados
e contendo solugdo de ditionito de soédio, citrato de sddio e bicarbonato de sédio (DCB),
agitadas por 50 minutos, seguindo o mesmo protocolo descrito no capitulo 1. Em seguida, as
raizes foram retiradas dos frascos, secas com papel toalha e transferidas para embalagens de

papel para obtencdo da massa seca.
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Os tecidos vegetais foram colocados em estufa a 65°C, em seguida, as mesmas foram
pesadas e utilizadas para quantificacio de macro e micronutrientes (exceto B) e metais
pesados (Cr, Cd e Pb) no laboratério de Andlises de Solos e Tecidos Vegetais da
Universidade Federal de Vigosa — Campus Vigosa, seguindo os mesmos protocolos descritos

no capitulo 1.

2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental consistiu em cinco doses de cama de frango com quatro
repeticdes para cada espécie (S. parviflora e P. densum), totalizando 40 quadrantes divididos
nas 5 parcelas, sendo utilizado arranjo fatorial triplo, levando em consideragdo os fatores
tempo x dose x espécie (clorofila total, Fy e Fv/Fm) e os fatores dose x espécie x estagcdo para
os demais indices avaliados. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e a

teste de média (Tukey P < 0,05), utilizando os programas estatisticos STATISTIC e SAEG.

3. RESULTADOS

Os dados de clorofila totais obtidos ao longo do periodo de crescimento das gramineas
(avaliados entre julho de 2017 e julho de 2018) apresentaram diferenca significativa com
relagdo ao tempo, as diferentes doses de matéria organica usada em relacdo as espécies e a
interagdo tempo x espécie. Os maiores valores de clorofila foram observados em Setaria
parviflora nos meses de julho a outubro de 2017 (principalmente na dose 80 t ha™) e em julho
de 2018 (Fig. 3 A), para esta espécie, observou-se diferenca significativa apenas com relagao
ao tempo. Ja a espécie P. densum apresentou diferenca significativa para o tempo e para as
doses (Fig. 3B), além disso, apresentaram maiores indices de clorofila quando expostas as
doses de 40 e 80 t ha' entre os meses de agosto a dezembro (2017), em relagdo as plantas da
dose 0 t ha™!. Posteriormente houve decréscimo nos valores de clorofila, o que também foi

observado nas demais doses.
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Setaria parviflora Paspalum densum
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Figura 3: Indices de clorofila em S. parviflora (A) e P. densum (B) cultivadas em 4rea de
pilha de estéril com adicdo de diferentes doses de MO no periodo de julho de 2017 a julho de

2018. As barras mostram as médias + erro padrao das cinco repeticdes de cada experimento.

Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; **=p< 0,0l e

ik =p < 0,001.

Os valores de eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm) apresentaram efeitos
significativos da interagcdo entre tempo X espécie e na interacao tripla entre tempo X espécie x
dose. Em S. parviflora, observou-se decréscimo significativo entre os meses de mar¢o a maio
(2018), com diferenca significativa entre a dose controle (O t ha™) com as doses 10, 20, 40 e
80 t ha'', em funcdo da senescéncia foliar (Fig. 4 A). J& P. densum, apresentou valores
proximos entre as dosagens durante todo o periodo (Fig. 4 B). A fluorescéncia inicial (Fy)
apresentou efeito significativo para o tempo e nas interagdes tempo x espécie, espécie x dose

e tempo x espécie x dose. Em marco de 2018 houve aumento significativo de Fy em S.
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. -1 ~ < . L, . A .
parviflora nas doses de 10 e 20 t ha”, em relacdo as demais doses de matéria organica.

Enquanto em abril, valores significativamente maiores do que aqueles das plantas controle

foram observados nas plantas da dose de 80 t ha-1 (Fig. 4 C). Em P. densum, houve aumento

significativo de Fy entre os meses de agostos a outubro (Fig. 4 D).

Paspalum densum
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Figura 4: Indices de Fv/FM e FO em . parviflora (A, C) e P. densum (B, D) cultivadas em

area de pilha de estéril com adi¢ao de diferentes doses de MO no periodo de julho de 2017 a

julho de 2018. As barras mostram as médias + erro padrdo das cinco repeticdes de cada
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experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; **

=p<0.01 e ** = p < 0,001,

Com relagao ao NPQ, observou-se diferenga significativa entre as espécies, espécie x
estacdo; espécie x estacdo x dose. Em S. parviflora (Fig. 5 A), ndao houve efeitos
significativos dos fatores analisados nos valores de NPQ. Ja em P. densum, observou-se
diferenca significativa, sendo que a dose 20 t ha™ apresentou valores significativamente
maiores na estagdo seca, enquanto que nas doses de 40 t ha™ e 80 t ha”, ocorreu maiores
valores na chuvosa (Fig. 5 B). Os dados de ETR apresentaram diferenca significativa entre as
estacoes, espécies e na interacdo entre espécie x estacdo. As duas espécies apresentaram
diferenca significativa apenas com relacdo a estacdo, sendo que na estacdo chuvosa
apresentaram valores significativamente maiores (Fig. 5 C, D). P. densum apresentou valores

de ETR significativamente maiores do que S. parviflora nas estacdes chuvosa e seca.
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Setaria parviflora Paspalum densum
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Figura 5: Valores de quenching ndo fotoquimico (NPQ) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) na estacdo chuvosa e seca em S. parviflora (A) e P. densum (B) cultivadas em area de
pilha de estéril com adi¢do de doses crescentes de MO (0, 10, 20, 40 e 80). As barras mostram
as médias + erro padrao das cinco repeticdes de cada experimento. Os valores foram

submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05), sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.
A atividade da nitrato redutase (NR) apresentou diferenca significativa em relacdo aos
efeitos isolados de espécie e a interagdo estagdo x espécie. Em S. parviflora, observou-se os

maiores valores, com valores significativamente menores na estacdo seca. P. densum nao

apresentou nenhuma diferenca significativa (Fig. 6 A-B).

A quantificacdo dos teores de N na parte aérea apontou diferenca significativa na

interacdo entre espécie x dose e estacdo x espécie x dose. Em S. parviflora, as menores doses
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(0 e 10) apresentaram maior teor de N na parte aérea (Fig. 4 C). Em P. densum, observou-se

maiores valores para a estagdo chuvosa (Fig. 4 D).
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Figura 6: Indices de NR e contetdo de N na parte aérea em S. parviflora (A e C) e P. densum
(B e D) cultivadas em area de pilha de estéril com adi¢do de doses crescentes de MO (0, 10,
20, 40 e 80), em estacdo chuvosa e seca. As barras mostram as médias + erro padrao das cinco
repeticoes de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05),

sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01 e *** = p < 0,001.

Os valores de umidade do solo obtidos apresentaram diferenca significativa entre nos
efeitos isolados (espécie e estacdo) e na interacdo dose x espécie. Para as duas gramineas,
como esperado, a estacdo chuvosa apresentou maiores valores (Fig. 7 A-B), além disso, em S.
parviflora, a dose 80 t ha™ foi significativamente superior as demais (Fig. 7 A). Com relagdo
ao teor relativo de dgua (TRA), observou-se diferenca significativa entre as estacdes e na

interacdo dose x espécie x estacdo. As duas espécies também apresentaram maiores valores na
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EC (Fig. 7 C, D). P. densum apresentou maiores valores de TRA na dose de 80 t ha™' na EC.
Estatisticamente, os valores de prolina apresentaram diferenca significativa apenas na
interagdo espécie x estacdo. Diferente de S. parviflora, P. densum apresentou maiores valores

para a prolina na estagdo seca (Fig. 7 E, F).
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Setaria parviflora Paspalum densum
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Figura 7: Umidade do solo, teor relativo de dgua (TRA) e concentracdes de prolina nas
folhas d S. parviflora (A) e P. densum (B) cultivadas em area de pilha de estéril com adicao
de doses crescentes de MO (0, 10, 20, 40 e 80), em estacdo chuvosa e seca. As barras

mostram as médias + erro padrdo das cinco repeticdes de cada experimento. Os valores foram
submetidos ao teste ANOVA (p <0.05), sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01 e *** =p <0,001.
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A massa seca das folhas apresentou diferenca significativa nos efeitos isolados (dose,
estacdo e espécie) e nas interagdes dose x espécie e dose x espécie x estacdo. Em S.
parviflora, observou-se maior massa seca de folhas na estacdo chuvosa (Fig. 8 A), jd em P.
densum somente a dose 80 t ha™' foi significativamente maior na estacdo chuvosa (Fig. 8 B).
O acimulo de massa seca nas folhas em resposta as doses de MO foi maior em P. densum,
principalmente nas doses de 10, 20 e 40 t ha”'. Com relagdo ao colmo, houve diferenca
significativa para os efeitos dose, espécie e na interacdo estacdo x dose x espécie. Em S.
parviflora e P. densum, a dose 80 t ha™ apresentou valores significativamente maiores (Fig. 8
C e D). A massa seca do colmo de P. densum apresentou maiores valores na estacdo chuvosa
para as maiores doses (Fig. 8 D). A massa seca das raizes apresentou diferenca significativa
com relacdo a interacdo dose x estacdo, espécie x estacdo e estacdo x dose x espécie. A massa
seca de P. densum na dose de 80 t ha” na estacdo seca, apresentou valores maiores (Fig. 8 F).
Para S. parviflora, a massa seca das raizes apresentaram na estagdo seca valores maiores,

principalmente nas doses de 40 e 80 t ha' em relacio as demais doses (Fig. 8 E).

68



Massa seca - Colmo (g/planta) Massa seca - Folhas (g/planta)

Massa seca - Raiz (g/planta)

Setaria parviflora

Paspalum densum

30 H

20 H

10

3 4

|Dose =n.s A|Dose = ##x B
Estagéo = = Estagédo = *
Estacdo x dose = n.s Estagao x dose = n.s
® Estacdo chuvosa (EC)
O Estacao seca (ES)
Dose = * D| Dose el c
Estagéo = n.s Estagho =+
Estacdo x dose = n.s Estacdo x dose = n.s
a
Dose = n.s E |Dose=ns F
Estacdo = #xx Estacdo=n.s
Estacdo x dose = n.s Estacdo x dose = xx
T ¥ T T \i T T T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Doses Doses

Figura 8: Massa seca total das folhas, colmo e raiz de S. parviflora (A, C, E) e P. densum (B,
D, F) cultivadas em drea de pilha de estéril com adi¢ao de doses crescentes de MO (0, 10, 20,
40 e 80), em estacdo chuvosa e seca. As barras mostram as médias + erro padrdo das cinco
repeti¢cdes de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA (p < 0.05),

sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.
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Os teores de N apresentaram diferenca significativa com relagdo a estagdo (maior na
ES) e nas doses (Fig. 9 A), Com relacdo aos teores de Fe no substrato, observou-se diferencga
significativa entre as doses, com menores teores de Fe no substrato enriquecido com as doses

de 40 ¢ 80 t ha™ (Fig. 9 B).
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Figura 9: Concentracdes de N (A) e Fe (B) no substrato de pilha de estéril com adi¢do de
doses crescentes de MO (0, 10, 20, 40 e 80), em estacdo chuvosa e seca. As barras mostram as
médias + erro padrdo das cinco repeti¢Oes de cada experimento. Os valores foram submetidos

ao teste ANOVA (p <0.05), sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.
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As quantificagdes dos demais minerais presentes no substrato apontaram diferencas
significativas nos teores de Zn, P, K e nos valores de pH com aumento dos valores em relacao
as doses. Ca e Mg apresentaram diferenca significativa para a interagcdo estacdo x dose, com
concentragdes significativamente maiores para a dose 40 na EC (Mg) e 40 e 80 na ES (Ca).
Os valores de acidez total (AT) foram significativamente maiores na estacdo seca e os teores
de Cr somente foram detectados na estacdo chuvosa. Os demais (Cd, Pb, matéria organica e
carbono organico) ndo apresentaram diferenca significativa para nenhum dos fatores

avaliados.
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Tabela 2: Teores de minerais no substrato, com relagao as estacdes (EC e ES) e diferentes
dosagens de cama de frango adicionadas. Letras maidsculas em frente a simbolo do elemento
indicam: A = diferenca significativa com relacdo a estagdo; letras mindsculas indicam: a =

diferenca significativa com relacao a dose.

Teores de minerais no substrato

Estacdo pose0 Dose10 Dose20 Dose40 Dose 80

M (mg dm-?) Aa EC 0,16 0,36 0,29 0,82 0,64
ES 0,04 0,16 0,16 0,24 0,36

Zn (mg dm-?) a EC 1,61 5,19 369 1541 1396
ES 1,87 5,69 8,06 17,08 24,41

Cd (mg dm-?) EC 0,05 0,04 0,13 0,10 0,04
ES 0,07 0,05 0,04 0,05 0,08

Ca (mg dm-?) Aa EC 0,85 0,77 0,96 1,68 1,85
ES 1,21 1,34 1,56 2,10 2,50

P (mgdm-*)a EC 9,34 72,18 58,55 402,12 257,26
ES 10,85 110,60 107,47 451,12 476,64

Mn (mg dm-*) a EC 73,98 107,70 111,25 163,95 210,98
ES 66,73 90,03 110,45 126,05 152,08

K(mgdm-*)a EC 9,95 14,10 13,18 35,33 34,86
ES 8,50 19,14 20,11 31,72 52,52

Cr (mgdm-3) A EC 0,11 0,36 0,20 0,21 0,31
ES 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04

Pb (mg dm-?) EC 0,94 1,27 1,20 1,28 1,16
ES 0,96 0,98 1,11 1,15 1,08

pH (H20) a EC 5,82 6,16 6,46 6,66 6,92
ES 5,62 6,07 6,53 6,81 6,90

MO (dag kg-) EC 0,94 1,09 0,87 1,30 1,44
ES 0,52 1,01 0,78 1,38 1,24

CO (%) EC 0,55 0,63 0,51 0,76 0,84

ES 0,30 0,59 0,45 0,80 0,72

AT (cmol/dm?) A EC 1,13 1,07 0,88 0,91 1,01
ES 3,31 3,11 2,68 2,30 1,98

As duas espécies apresentaram respostas diferentes com relacdo ao aciumulo de Fe.
Estatisticamente, houve diferenca significativa no efeito isolado da estac@o, e nas interagdes
estacdo x espécie e estacdo x espécie x dose. Em S. parviflora, os teores de Fe tanto na parte
aérea quanto nas raizes, apresentaram valores significativamente maiores na estacdo seca,
independentemente da dose de MO (Fig. 10 A, C). J4 em P. densum, a parte aérea houve
apresentou maiores teores de Fe na estacdo chuvosa somente nas doses de 40 e 80 t ha'. A
raiz de P. densum também apresentou maiores valores de Fe na estacdo seca, entretanto, ndo

houve diferengas significativas para esta espécie (Fig. 10 B, D).
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Figura 10: Concentracdes de Fe na parte aérea e raiz em S. parviflora (A, C) e P. densum (B,
D) cultivadas em drea de pilha de estéril com adi¢cdo de doses crescentes de MO (0, 10, 20, 40
e 80), em estacdo chuvosa e seca. As barras mostram as médias + erro padrdo das cinco
repeticoes de cada experimento. Os valores foram submetidos ao teste Tukey (p < 0.05),

sendo *=p <0,05; ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.

Os teores de K e Cu na parte aérea apresentaram diferencas significativas com relagao
a estacao e as doses para as duas espécies, sendo que na estacdo chuvosa houve maior teor de
K e menor de Cu no substrato, com aumento nos teores de K e reducao nos teores de Cu em
funcdo das doses de MO. Para Ca, houve interacdo significativa com relagdo a estacdo x
espécie, em que apenas S. parviflora apresentou aumento significativo na estagdo seca. Zn e
Mn apresentaram diferencas significativas com relagdo as doses e estacdo x espécie, com
maiores teores nas menores doses de MO e menores teores em S. parviflora na estagao

chuvosa. Ni apresentou diferenga significativa apenas com relagdo a dose x espécie, com
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maiores valores em P. densum nas maiores doses de MO. Com relagdo ao P, nao houve
diferenca significativa para as duas gramineas. Nao houve detecc¢do de teores de Al, Cd, Cr e

Pb nos tecidos avaliados, em ambas as espécies.

A quantificacdo dos teores dos nutrientes nas raizes apontou diferenga significativa
com relagdo a estacdo e dose apenas para K em ambas as espécies, com maiores valores na
estacdo chuvosa, principalmente nas maiores doses de MO. Houve aumento significativo nos
teores de Mg em ambas as espécies na estacao chuvosa. Com relag@o aos teores de P, Cu e Ni
nas raizes houve interacdo significativa entre espécie x estacdo, em que S. parviflora
apresentou maiores teores de Ni e P na estacdo seca e P. densum os menores valores de P e

maiores valores de Cu na estagdo chuvosa. Para Mn, ndo houve diferenga significativa.
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Tabela 3: Teores de minerais na parte aérea e raiz das duas espécies, com relacdo a estacdo e

diferentes dosagens de cama de frango (MO) adicionadas ao substrato. * indicam intera¢ao

significativa (estacdo x dose), letras maidsculas abaixo do simbolo do elemento indicam: A =

diferenca significativa entre as estacoes e letras mindsculas indicam: a diferenca
significativa entre as doses.
Parte aérea Raiz
Dose Dose Dose Dose
Estagdo Dose O Dose 10 20 Dose 40 80 Dose 0 Dose 10 Dose 20 40 80
P (dag/kg) EC 0,18 022 0,19 022  022|P(dag/ke) o004 0,04 005 006 0,05
ES 0,15 0,13 0,12 0,28 0,20 Aa 0,05 0,06 0,09 0,12 0,16
K (dag/kg) EC 0,66 1,07 1,24 1,30 1,58 | K (dag/kg) 0,09 0,11 0,17 0,21 0,20
Aa ES 0,43 0,38 0,30 0,77 0,45 Aa 0,05 0,10 0,10 0,18 0,13
Ca (dag/kg) EC 0,24 0,17 0,14 0,12 0,12 Ca 0,01 0,06 0,05 0,11 0,07
A ES 0,26 0,24 0,23 0,28 0,25 | (dag/kg) 0,03 0,06 0,13 0,27 0,42
Mg EC 0,34 0,27 0,20 0,17 0,18 M 0,06 0,08 0,09 0,08 0,09
[
o (dag/ke) (dag/kg) A
S *Aa ES 0,17 0,18 0,17 0,21 0,17 0,03 0,03 0,05 0,06 0,06
z EC 0,18 0,13 0,10 0,11 0,11 S 0,26 0,27 0,28 0,28 0,30
S S (dag/keg) a (dag/ke)
T ES 0,14 0,12 0,09 0,13 0,10 Aa 0,44 0,37 0,49 0,53 0,52
3 cu(mg/ke) EC 9,43 5,25 5,54 6,21 5,18 Cu 28,20 26,54 29,75 34,83 33,00
* Aa ES 18,06 11,85 8,98 8,26 6,19 | (mg/kg) 26,18 30,08 39,89 4559 42,04
Zn (mg/kg) EC 2579 14,78 13,58 13,63 13,55 (m?kg) 9,99 12,04 18,04 22,50 2591
ha ES 59,40 36,14 30,40 34,13 23,89 Aa 11,80 12,87 25,79 47,30 54,34
Mn (mg/kg)  EC 48575 246,50 231,11 183,69 208,69 Mn 180,48 250,23 184,73 152,59 106,00
Aa ES 967,96 58891 634,73 759,03 398,58 | (mg/kg) 75256 4403,41 418,64 727,74 694,58
. EC 0,28 10,46 0,39 0,08 0,29 Ni 1,74 1,44 1,53 1,25 1,13
Ni (mg/kg)
ES 3,43 2,39 2,78 3,17 1,86 | (mg/kg) A 2,88 1,37 1,74 3,26 3,06
p(dag/kg)  EC 016 020 017 018 018 Pl(dag/ke) 007 o011 016 013 014
ES 0,17 0,19 0,18 0,25 0,20 A 0,06 0,09 0,09 0,09 0,08
K (dag/kg) EC 0,52 0,54 0,84 0,97 1,19 | K (dag/kg) 0,18 0,26 0,25 0,31 0,41
Aa Aa
ES 0,53 050 0,49 074 0,80 0,08 0,21 03 027 028
Ca (dag/kg) EC 0,37 0,37 0,32 0,23 0,21 Ca 0,09 0,07 0,09 0,11 0,16
a ES 0,36 0,37 0,28 0,28 0,24 | (dag/kg) 0,06 0,15 0,15 0,11 0,18
§ Mg EC 0,33 0,38 0,30 0,26 0,22 Mg 0,14 0,19 0,23 0,18 0,21
g (dag/kg) A ES 0,24 0,25 0,24 0,27 0,18 | (dag/kg) A 0,08 0,1 0,11 0,1 0,1
£ EC 0,20 0,19 0,17 0,18 0,15 S 0,33 0,32 0,30 0,34 0,32
3 S (dag/kg)
T ES 0,15 0,16 0,16 0,19 0,13 | (dag/kg) 0,37 0,38 0,35 034 037
& cu(mg/ke) EC 11,49 10,89 8,69 7,50 6,65 Cu 45,28 26,42 37,10 32,58 22,11
Aa ES 9,50 8,33 5,94 6,41 5,39 | (mg/kg)A 16,84 23,44 13,55 17,32 13,06
Zn (mg/ke) EC 62,84 51,61 3336 33,19 28,48 Zn 26,46 24,15 22,63 11,52 18,62
Aa ES 57,55 78,20 4560 56,19 29,51 | (mg/kg) 17,44 15,03 11,02 11,44 13
Mn (mg/kg)  EC 94521 847,71 604,78 553,56 559,01 Mn 546,10 273,37 601528 183,73 140,26
Aa ES 676,17 110805 557,19 388,71 290,43 | (mg/kg) 565,2 965,28 479,3 678,32 271,77
) EC 3,35 0,81 0,90 1,05 0,88 Ni 6,37 2,96 2,22 1,69 1,48
Ni (mg/kg)
ES 1,95 2,64 0,83 0,78 0,74 | (mg/kg)a 3,88 3,39 2,75 2,87 2,02
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4. DISCUSSAO

A aplicagdo das diferentes doses de cama de frango influenciou em diferentes
varidveis analisadas. Os maiores indices de clorofila total além da maior massa seca dos
tecidos avaliados, principalmente em P. densum, com as aplicacdes das maiores doses de
cama de frango, sugerem efeitos positivos do enriquecimento do substrato de mineracdo com
a matéria organica. Assim, para P. densum a aplicacdo das maiores dosagens seria
recomendada. J4 S. parviflora responde menos as doses de MO com relagdo ao acimulo de
biomassa, € recomendado a aplicacdo da dose de 40, devido a menor quantidade de cama de
frango que seria utilizada e aos efeitos positivos na matéria seca da raiz desta espécie. De fato,
o aumento nas doses de cama de frango influenciou mais no acimulo de biomassa da raiz em
S. parviflora e da parte aérea de P. densum, justificando o uso de ambas as espécies em
conjunto no processo de recuperagdo de dreas degradadas por mineradoras de ferro. A
aplicacdo de MO, € frequentemente relacionada a efeitos positivos para as plantas, como por
exemplo o aumento de massa seca nos estudos de Martuscello et al. (2016) com capim-

elefante e melhor produtividade de Milho (Silva et al., 2005).

Paralelo as diferentes dosagens, as estagdes influenciaram significativamente os
resultados em diversas andlises. Os maiores indices de clorofila na estacdo chuvosa
apresentados pelas duas espécies de gramineas quando comparados a estacdo seca,
corroboram com estudos que compararam periodos imidos e de seca em gramineas, como 0s
estudos de Delabio (2014) e Rios (2017). Além disso, observou-se que em P. densum, 0s
indices de clorofila foram mais constantes ao longo do periodo de avaliagdo, quando
comparado a S. parviflora, que apresentou decréscimo j4 no final da estagdo chuvosa (janeiro
de 2018). A estacdo chuvosa também influenciou positivamente os valores de Fv/Fm. Na
estacdo seca, P. densum apresentou menos efeitos com relacdo ao déficit hidrico. A
diminui¢do da dgua disponivel para os individuos, caracteristica presente durante os meses de
estacdo seca proporcionaram um decréscimo em Fv/Fm, como também foi observado em
cana-de-agucar (Gongalves et al. 2010; Silva et al. 2007). Entretanto, algumas espécies nao
apresentaram tal decréscimo, como observado em trigo (Lu et al., 1998) e nos trabalhos de

Ghannoum et al. (2003) com espécies de gramineas C4.

A espécie S. parviflora, em campo, apresentou sintomas mais acentuados quando
comparada a P. densum, o que pode ter ocorrido devido a maior senescéncia foliar nos meses

finais de avaliacdo como observado com o decréscimo de Fv/Fm e aumento de F, observado
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para a mesma. Além disso, P. densum apresentou desenvolvimento mais lento, tanto para
inicio do processo de germinacdo quanto para o crescimento inicial e acumulacdo de
biomassa, principalmente nas doses de cama de frango de 0, 10 e 20 t ha™. A diminuicdo do
Fp nos meses ligados a ES corroborou com dados de Silva et al. (2006), que demonstrou que a
medida que o déficit hidrico se acentuava observava-se tal diminuicdo nas quatro espécies de

gramineas estudadas, principalmente no capim-do-nilo (Acroceras macrum).

O aumento significativo no coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimico (NPQ) na
estacdo seca em P. densum somente nas menores doses de cama de frango, € manutengao nos
valores de Fv/Fm confirmam a tolerancia da espécie neste ambiente, uma vez que tal aumento
demonstra dissipacdo do excesso de energia de excitagdo que ndo serd utilizada pela planta,

evitando danos FSII. (Baker, 2008).

Os maiores valores de prolina em P. densum na estacdo seca também demonstram
maior tolerdncia da espécie com relagdo ao periodo com menor disponibilidade de dgua no
substrato. Este fato pode ser relacionado a menor quantidade de sintomas apresentados pela
espécie em campo em comparagdo com S. parviflora, que durante a estacdo seca apresentou
decréscimo de varidveis importantes como a clorofila total, Fy e ETR, por exemplo, e
apresentou grande senescéncia de folhas. O aumento na sintese de prolina em resposta a
diferente estresses pode contribuir, por exemplo, para a manuten¢do do fluxo de elétrons,
preservar a integridade das células e suprir a energia para o crescimento do vegetal (Bartels et
al., 2005; Hare et al., 1997). A prolina pode atuar também na protecdo da enzima nitrato
redutase em casos de estresses relacionados a presenca de metais pesados € aos estresses

osmdticos (Sharma et al., 2005), o que pode justificar os maiores teores de prolina em relagao

a maior atividade da NR em S. parviflora no periodo chuvoso.

A atividade da NR interfere na aquisicdo de N em diversas espécies vegetais (Lea,
1997). Entretanto, outros fatores podem também afetar o acimulo de N na parte aérea das
plantas, como a disponibilidade de nutrientes e elementos téxicos no substrato (Sharma et al.,
2005), como observado em S. parviflora. Assim, relacionando os dados obtidos neste estudo
para NR com os teores de N na parte aérea, pode-se observar que nos quadrantes sem adi¢dao
de MO (dose 0), ocorreu maior atividade da NR e maiores teores de N na estagdo chuvosa em
S. parviflora. O aumento na atividade da NR e posterior reducdo do nitrato em nitrito pode
modificar a forma como a planta assimilard tais elementos, uma vez que quando a quantidade

de nitrato aumenta, a assimilacdo ocorrerd de forma mais ativa nas folhas. A disponibilidade
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de dgua pode interferir também na atividade da NR (Sharma et al., 2005), como observado em
S. parviflora, em que os valores de NR foram maiores na estacdo chuvosa. Além disso, a
quantidade de dgua nas folhas pode interferir na absorcdo de nutrientes, devido a maior

hidratacdo das cuticulas e consequentemente maior permeabilidade (Fagan et al., 2016).

A aplicacdo das doses de cama frango possibilitou maior quantidade de elementos
importantes no substrato, como K, Ca, Zn, Mg, uma vez que, nestas dreas os metais pesados
frequentemente se apresentam em maiores concentragdes, o que podem dificultar a absorcdo
dos demais minerais. Devido a baixo qualidade nutricional dos substratos, metodologias que
adicionem ou mantenham a matéria orgadnica existente podem ser mais indicadas para
melhoria do solo (Karlen et al., 1994). O aumento de N observado interfere
significativamente na resposta da planta, visto que este nutriente estd entre 0s quatro
principais componentes quantitativos da biomassa (Larcher, 2000). Em S. parviflora, o maior
nimero de individuos e quantidade maior de folhas em cada quadrante possibilitaram uma
possivel renovacdo do N, uma vez que, nas plantas em processo de senescéncia (observado
para esta espécie em campo), o N pode ser transferido para tecidos mais jovens (Larcher,
2000, Cap. I), podendo, em média, recuperar cerca de 50% do nitrogénio presente nas folhas
(Aerts, 1996). Tais informagdes podem justificar o fato de que mesmo com sintomas e
elevada senescéncia, a maioria dos individuos de S. parviflora sobreviveram até o final das
avaliacoes. De fato, o grande investimento em sistema radicular em resposta a adi¢do de cama
de frango promoveu também maior brotacdo e crescimento da espécie durante a préxima
estacdo chuvosa. Outro fato observado foi a grande producdo de sementes vidveis em P.
densum, mas principalmente em S. parviflora nas doses de 40 e 80 t ha', evidenciando a
continuidade do processo de colonizacio da area.

Neste contexto, a incorpora¢do da matéria organica em substratos de dreas degradadas
por mineradoras pode ser de grande importancia por contribuir com um melhor
estabelecimento e ganho de biomassa das gramineas resistentes no processo de recuperagao
ambiental da area, o que contribui para o desenvolvimento posterior e recrutamento de novas

espécies vegetais nos processos de sucessao (Wong, 2003).
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5. CONCLUSOES

- As duas espécies apresentaram condi¢des favordveis frente a adicdo de matéria organica e ao
excesso de Fe, podendo ser utilizadas em planos de recuperagdo de dreas degradadas por
mineradoras.

- A estacdo seca reduziu os indices de clorofila total, Fv/Fm e ETR nas duas espécies,
entretanto, nao significou danos severos as mesmas.

- As maiores concentragcdes de prolina para a espécie P. densum na estacdo seca contribuiu na
melhor resposta dos individuos frente a menor disponibilidade de 4dgua no substrato. Da
mesma forma, os niveis de prolina maiores em S. parviflora também contribuiram para que a
atividade da NR ndo diminuisse na estacdo seca para esta espécie.

- Considerando o acimulo de biomassa e as respostas fisiolégicas em ambas as espécies,
sugere-se a utilizagdo da dose de 40 t ha™', como evidenciado pelo maior acumulo de
biomassa na parte aérea de P. densum e no sistema radicular de S. parviflora. Além disso,
nesta dosagem, observou-se reducao dos teores de metais e aumento dos teores de nutrientes
importantes, como N e K.

- Mesmo apresentando grande senescéncia durante o periodo experimental, os individuos de
S. parviflora apresentaram respostas fisiologicas adequadas a colonizagdo da drea, o que pode
ser justificado pela remobiliza¢do do N para as folhas novas e ciclagem de nutrientes no solo,
bem como pela producao de grande quantidade de sementes vidveis.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

- Os resultados referentes a ligacdo do déficit de N e excesso de Fe demonstram que a
metodologia proposta (adicdo de MO nas dreas de restauracio ecoldgica) pode ser de grande

eficiéncia.

- As espécies de gramineas utilizadas, além de serem nativas, responderam favoravelmente a
aplicacdo das dosagens de MO em campo, o que em conjunto com sua comprovada tolerancia
ao Fe serve como justificativa para a utilizacdo das mesmas em dreas degradadas por

mineracao.

- A cama de frango € um tipo de adubo organico acessivel, o que pode favorecer a aplicacio
do mesmo em vdrias dreas com necessidade de recuperagdo ambiental, buscando aumentar os
teores de nutrientes no substrato e consequentemente melhorar o estabelecimento da

vegetacao.

- Devida a importancia do N para a o metabolismo das gramineas, o incremento de compostos
organicos, como a cama de frango, podem contribuir significativamente para a utilizagdo e

melhor estabelecimento de gramineas em planos de restauracio de dreas degradadas.

82



