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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo, avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de lama do Rio
Doce, sobre a fluorescéncia da clorofila a, as trocas gasosas, 0s teores de pigmentos e a
atividade de enzimas antioxidantes, de cinco acessos de Jatropha curcas L. Os dados foram
submetidos ao delineamento fatorial 5x3, e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott em
nivel de 5%. A lama foi coletada 15 meses apds o rompimento da barragem de Fundao/MG, e,
em seguida, os acessos NEF 04, NEF 05, NEF 09, NEF 12 e NEF 17, foram submetidos a trés
diferentes concentracgdes da lama (0, 10 e 30% v/v). As medidas de fluorescéncia transiente da
clorofila a, trocas gasosas e teores de pigmentos foram realizadas mensalmente entre novembro
de 2017 e marco de 2018. Neste ultimo més, foram realizadas as medidas de fluorescéncia
modulada, atividade das enzimas antioxidantes e dos teores de macro e micronutrientes e As,
Cd e Pb de folhas. Os parametros fotoquimicos que melhor evidenciaram os efeitos da lama do
Rio Doce durante o desenvolvimento das plantas foram o rendimento quéntico do transporte de
elétrons de Qa™ para os aceptores de elétrons do intersistema (¢@Eo), a probabilidade (em t=0)
gue um éxciton capturado tem em mover um elétron na cadeia transportadora de elétrons apds
a quinona a (yEo), a densidade de centros de reacdo fotossintéticamente ativos do fotossistema
Il (RC/ABS), o indice de desempenho potencial do fotossistema Il (Plas) € 0 indice de
desempenho fotoquimico total (Plota). OS Plans € Plotar apresentaram um aumento inicial
guando condicionados a 30% de lama do Rio Doce nas plantas do NEF 05, NEF 09 e NEF 12,
porém essa diferenca tornou-se inexistente ao final do experimento. Ndo foram observadas
diferencas entre o controle (0%) e 30% da lama do Rio Doce na fluorescéncia modulada, teores
de clorofila, taxa de fotossintese liquida (A) e transpiracdo (E). Contudo, houveram alteracGes
na atividade da catalase em funcéo das diferentes concentracdes de lama nas plantas dos acessos
NEF 04 e NEF 05. Nao foram encontrados teores significativos de As, Cd e Pb nas folhas de
Jatropha curcas L. em nenhum dos acessos avaliados. Entretanto nos individuos condicionados
a 30% de lama do Rio Doce, foram encontrados valores de ferro (Fe) acima do recomendado,
especialmente em NEF 12. Estes resultados demonstram que Jatropha curcas L. possui
mecanismos que permitem a bioacumulacdo de Fe, e, proporcionam a tolerancia em meios

contendo a lama do Rio Doce, p6s rompimento da barragem

Palavras-chave: Fitorremediacdo, Fotossintese, Fluorescéncia da clorofila a, Sistema

antioxidante.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of different concentrations of mud from
the Doce River on Chlorophyll a fluorescence, gas exchange, pigment content and antioxidant
enzyme activity, from five accessions of Jatropha curcas L. The mud was collected 15 months
after the dam of Funddo/MG, and then the accesses NEF 04, NEF 05, NEF 09, NEF 12 and
NEF 17, were submitted to three different concentrations of mud (0, 10 and 30 %). The
measurements of Chlorophyll a fluorescence transient, gas exchange and pigment contents
were performed monthly between November 2017 and March 2018. In this last month,
measurements were made of modulated fluorescence, activity of antioxidant enzymes and of
macro and micronutrient contents and As, Cd and Pb from leaves. The photochemical
parameters that best evidenced the effects of the Doce River mud during plant development
were the quantum yield of the electron transport of Qa to the electron acceptors of the
intersystem (@Eo), the probability (at t = 0) that an exciton captured has to move an electron in
the electron carrier chain after the quinone a (yEq), the photosynthetic active reaction center
density of photosystem Il (RC/ABS), the performance index of photosystem Il (Plass) and the
index of total performance (Pliwota). The Plass and Plitar presented an initial increase when
conditioned to 30% of Doce River mud in the NEF 05, NEF 09 and NEF 12 plants, but this
difference did not exist at the end of the experiment. No differences were observed between the
control (0%) and 30% of the Doce River mud in modulated fluorescence, Chlorophyll content,
liquid photosynthesis rate (A) and transpiration (E). However, there were alterations in catalase
activity as a function of the different concentrations of mud in the plants of the NEF 04 and
NEF 05 accessions. No significant levels of As, Cd and Pb were found in the leaves of Jatropha
curcas L. in any of the evaluated accessions. However, in the individuals conditioned to 30%
of Doce River mud, values of Fe above recommended levels were found, especially in NEF 12.
These results demonstrate that Jatropha curcas L. have mechanisms that allow the
bioaccumulation of Fe, and, they provide the tolerance in media containing the mud of the Doce

River, after dam rupture.

Keywords: Phytoremediation, Photosynthesis, Chlorophyll a fluorescence, Antioxidant

system.



xii

SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt sssssssssssssesns 16
2.1 PINHAO-MANSO (Jatropha CUICAS L.) ....cvveeereereeieesesieeeeieseesesesessesessss e, 16
2.2 ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE FUNDAO/MG: O DERRAME DA LAMA DA
SAMARCO SOBRE A BACIA DO RIO DOCE ......cccoviiiiiiinieisiesie e 17
2.3 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA @..ovovveereeveieeessesieeeese s issssesassn s, 18
IO 1= N | I AV P 21
S.LOBIETIVO GERAL ...ttt ettt et et e e nnae e nnae e e nneeas 21
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....coveieeeeeeieeseeeseeeevesisss st enes s nasnens 21
4. MATERIAL E METODOS ......ooiiieeeeeeeeesee s tesae s esses st seses st s s ssnansens 22
4.1 MATERIAL VEGETAL E CONDIQOES DE CULTIVO ..o, 22
4.2 ANALISES QUIMICAS DO SOLO E DAS FOLHAS ..o 25
4.3 INDICES DE CLOROFILA .......oviveteeeeeisesteeesesesesesesss s s s s ss s sannens 26
4.4 MEDIDAS DE FOTOSSINTESE ......oovevieeiceeseeeeseeese st esesses s senissessesasnenns 27
4.4.1 Fluorescéncia transiente da clorofila a...........cccooveeieeiiiie s 27
4.4.2 Fluorescéncia Modulada por IMagem ..........ccoeeiiieieneieiesieseseeeeee e 28

O R I o lor S G K0 LT TP 29

4.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES .....coviirieiie et 29
4.6 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 30
5. RESULTADOS ... .ottt et et e e et e e et e e st e e e ant e e e anteeeanaeeenneeas 31
5.1 ANALISE DOS MACRO E MICRONUTRIENTES E CONTEUDO DE As, Cd e Pb EM
FOLHAS DE Jatropha CUFCAS L. ......ccuviiiiiieiicie sttt sra e sre e 31
5.2 INDICES DE CLOROFILA ......oocteeeeeeeesceeee et ves s st saeses st isn s nassenssnee s, 33
5.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E SELECAO DOS PARAMETROS DE
MAIOR REPRESENTATIVIDADE DA FLUORESCENCIA TRANSIENTE.................. 38
5.4 FOTOSSINTESE ...ttt ee ettt n sttt 39
5.4.1 Fluorescéncia Transiente da Clorofila a........ccccocevoeviiiiiiiciciccc e 39
5.4.2. Fluorescéncia Modulada.............ccoveieiieiieiree e 45
5.4.3 TTOCAS GASOSAS ....vvvereeanteesiieaieestteaieeaseeasteessaeasteeasaeasseessbeesbeeasbeesseesnbeesseesnseesneeanes 46

5.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES .....oootiiiiiieise et 50
B. DISCUSSAD ..ottt 51

FA 10 ] N[0 I U 1Sy X @ TSR 56



Xiii

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... et er e, 57
0. APENDICE ..o oot e et e e et et e e et et er et er e 63



14

1. INTRODUCAO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), € um arbusto perene, conhecido popularmente
como pinhdo manso. Nativo do México e América Central (HELLER, 1996; PECINA-
QUINTERO etal., 2014) é cultivado em regides tropicais e subtropicais. Suas sementes contém
entre 27 e 40% de 6leo, com alto potencial para a producdo de biodiesel (GAO et al., 2010,
GHAVRI; SINGH, 2010). Tem sido amplamente utilizado para recuperacdo de areas
degradadas e, mais recentemente, pesquisas demonstraram a facilidade de transferéncia dos
metais pesados absorvidos desde as raizes até as partes aéreas (Cd, Ni e Zn) ou facilidade de
bioacumulacgédo nas células das raizes (Cu, Cr e Pb) demonstrando o valor pratico substancial
de fitorremediacdo (WU et al., 2011; CHANG et al. 2014; CHAVES; SOUZA, 2015;
MARRGCO-NEGRETE et al., 2015; PANDEY et al., 2016).

As plantas, quando se desenvolvem sob solos contendo rejeitos de mineracdo,
aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O excesso de EROs pode
perturbar o equilibrio intracelular promovendo estresse oxidativo principalmente nas cadeias
de transporte de elétrons, na mitocdndria e no cloroplasto (SHAHID et al., 2014). As alteracGes
provocadas pelas EROs no cloroplasto, podem ser facilmente detectadas usando-se a técnica da
fluorescéncia da clorofila (MAXWELL; JOHNSON, 2000; KALAJI et al., 2016). Isto porque,
0 aparato fotossintético, sobretudo o fotossistema Il (FSII), é bastante sensivel as condicdes
ambientais (TSIMILLI-MICHAEL; STRASSER, 2008). Também é possivel comprovar essas
alteracfes usando-se a analise da atividade das enzimas que constituem o sistema de defesa
antioxidante (GAO et al., 2008) como as catalases (CAT) e peroxidases do ascorbato (APX)
(JIANG; ZHANG, 2002).

Em novembro de 2015, o rompimento da barragem de Funddo, no municipio de
Mariana/MG, provocou 0 maior desastre ambiental do Brasil no setor de mineragéo, despejando
cerca de 34 milhdes de metros cubicos de rejeitos de mineracdo na bacia do Rio Doce (IBAMA,
2016). Ademais, os rejeitos gerados por atividades como escavacgdo e mineragao estdo entre 0s
principais poluentes do solo (NAWAB et al., 2016). A onda de sedimentos, constituido por
particulas finas, provenientes da extracdo de ferro (Fe), ocasionou danos a vegetacdo, as
propriedades rurais e toda biota localizada as margens do Rio Doce (VIANA; COSTA, 2016,
MINAS GERAIS, 2016).

Em consequéncia dos danos provocados pelo rompimento da barragem a toda biota,

bem como as areas de producao as margens do rio Doce, ficou evidente a necessidade de um
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plano de recuperacdo para as areas afetadas e a escolha das espécies a serem utilizadas neste
processo de revegetacdo é imprescindivel (SCHAEFER et al., 2016).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.)

Jatropha curcas L. espécie conhecida no Brasil como pinhdo-manso (Euphorbiaceae),
é originaria do México e da América Central, sendo cultivada em diversos paises da Africa,
Asia e América latina, por, inicialmente, ter se destacado na producdo de bicombustiveis
(HELLER, 1996). Além da qualidade e do alto teor de éleo nas sementes, caracteristicas como
a perenidade, producdo e por se tratar de uma espécie ndo alimentar, torna-a uma excelente
matéria prima para estes fins (SATURNINO et al., 2005).

O pinh@o-manso é um arbusto que pode atingir até cinco metros de altura, caducifélio,
possui folhas simples, glabras, filotaxia alterna, com cinco a sete lobos por folha e nervuras
esbranquicgadas. As folhas jovens apresentam coloragdo avermelhada podendo ficar arroxeada,
cobertas por lanugem branca. O caule é liso, de lenho mole e com didmetro aproximado de 20
cm. Possui raizes curtas e pouco ramificadas. As inflorescéncias sao formadas na parte terminal
dos ramos e apresentam flores femininas e masculinas, esta ultima em maior proporcéo. Os
frutos sdo céapsulas, de formato eliptico, triloculares com uma semente por cavidade. E
inicialmente verde, passando por amarelado até o estadio de maturacéo, o qual possui coloracao
negra (HELLER, 1996; SATURNINO et al., 2005; ROCHA, 2011).

E considerada uma planta rustica por ser altamente adaptavel a ambientes adversos,
possuindo grande aptiddo para areas degradadas com déficits hidricos ou sem irrigacdo
(ROCHA, 2011). Por néo requerer grandes tratos culturais, torna-se uma boa alternativa para
agricultura familiar (MARTINS et al., 2010). Nos ultimos anos, pesquisas tem revelado a alta
capacidade do pinhdo-manso em tolerar e se desenvolver em solos de baixa fertilidade e
altamente poluidos seja por cobre (Cu), zinco (Zn), mercurio (Hg), cadmio (Cd), niquel (Ni),
cromo (Cr) e chumbo (Pb) (GAO et al., 2008; CHAVES et al., 2010; WU et al., 2011, CHANG
et al., 2014, MARRUGO-NEGRETE et al., 2015). Sendo assim, Jatropha curcas L. tem
mostrado grande capacidade em recuperar areas contaminadas e degradadas, e, alguns estudos
apontam que essa capacidade de se estabelecer sob condi¢es adversas esta relacionada ao
mecanismo de defesa antioxidante da espécie, que promove a adaptacdo ao meio com esses
metais (GAO et al., 2008). Esse mecanismo de defesa permite ao pinhdo-manso grande
capacidade de bioacumular e consequentemente de fitorremediar estes solos contaminados,
tornando-o0 uma espécie importante para estratégias de recuperacdo de areas contaminadas.

Outro fator importante é que por ndo se tratar de uma cultura alimentar, 0s metais pesados
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extraidos e armazenados na planta ndo seriam transferidos para a cadeia alimentar humana,
podendo ser explorados para uso comercial (MARQUES; DO NASCIMENTO, 2013; HIRAKI,
2016). E, por fim, as plantas de pinhdo-manso sdo capazes de acumular os metais pesados em
suas partes aéreas (CHAVES et al., GHAVRI; SINGH, 2010), caracteristica desejavel em
espécies fitorremediadoras (HIKARI, 2016), e por ora, ttm se mostrado uma boa opgédo para
solos contaminados por residuos de mineracdo (MARRUGO-NEGRETE et al., 2015).

Apesar do aumento de importancia no cenario agronémico, Jatropha curcas L. ainda se
encontra em processo de domesticacdo (SATURNINO et al., 2005). No Brasil, as matrizes
utilizadas s&o geneticamente desconhecidas, e ndo existem cultivares e nem sistemas de cultivos
melhorados. O que se tém no momento, sdo bancos com germoplasma de individuos acessados,
isto €, adquiridos de diversas partes de mundo. Ha algum tempo percebeu-se a existéncia de
diferencas significativas no desenvolvimento vegetativo do pinhdo-manso em decorréncia das
diferentes procedéncias da planta. Isso porque a interagdo gendtipo-ambiente exerce uma
influéncia especifica em plantas de certa procedéncia. Diante disso, caracterizagdo dos acessos
mais promissores é importante para subsidiar a selecdo de genitores, que garantam combinagdes
génicas superiores. Entretanto, os programas de melhoramento de pinhdo-manso no Brasil 0 no
mundo ainda se encontram em fase inicial, e pouco se conhece entre a interacdo gendtipo-
ambiente da espécie (HELLER, 1996; LAVIOLA etal., 2011; LAVIOLA et al., 2014).

2.2 ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE FUNDAO/MG: O DERRAME DA LAMA DA
SAMARCO SOBRE A BACIA DO RIO DOCE

A mineracdo esta entre as principais atividades antrépicas responsaveis pela poluicdo
das bacias hidrogréaficas ao redor do mundo, levando diversas implicaces destes danos ao meio
ambiente até a salude humana. Dentre os principais problemas associados a esta atividade,
destacam-se a drenagem das minas e 0s rejeitos oriundos desta atividade, que contribuem de
forma acidental ou ndo para contaminacdo das bacias hidrograficas (HATJE et al., 2017).

Em novembro de 2015 ocorreu o maior desastre ambiental do Brasil no setor de
mineragdo, provocado pelo rompimento da barragem de Funddo no municipio de Mariana,
Minas Gerais, que lancou 34 milhdes de metros cubicos de rejeitos compostos principalmente
de oxido de ferro e silica ao longo do Rio Doce (IBAMA, 2016). Esta tragéedia, atingiu todo o
curso do rio até o mar, removendo a vegetacdo da margem ciliar e provocando sedimentacéo
do material sobre as margens ao leito do rio (VIANA; DA COSTA, 2016).
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Em 2016, analises quimicas do Laboratério de Fitoplancton da Universidade Federal do
Espirito Santo (LabFito — UFES) realizadas junto as margens na foz do Rio Doce apontaram
um aumento de cinco elementos ap6s o rompimento da barragem de Fundao, sendo eles: ferro
(Fe), aluminio (Al), chumbo (Pb), cromo (Cr) e manganés (Mn). Entretanto, apesar do aumento
tanto de Pb quanto de Al ndo foram observados niveis criticos de toxicidade para esses
elementos quando comparados a outros locais bastantes poluidos, ao passo que o excesso de Fe
observado, foi 117 vezes maior que o normal (UFES, 2017). Essas analises corroboram com
estudos realizados nas barragens de Germano e Santarém, adjacentes a de Funddo, onde
também é extraido minério de ferro, que revelaram que a lama do rejeito é constituida
basicamente de goethita (FeO(OH)), hematita (Fe20s3), quartzo (SiO2) e caulinita
(Al2Si,05(0H)4). (SCHAEFER et al., 2016).

Outras adversidades provocadas pelo avanco da lama como a devastacao da comunidade
vegetal, principalmente arbéreos, e o soterramento do banco de sementes comprometeram
severamente a sucessdo vegetal ao longo do rio (SCHAEFER et al., 2016). Além disso, foi
constatado que a superficie formada pelos rejeitos despejados tera efeitos significativos no
endurecimento e encrostamento superficial, em funcéo da grande presenca de Fe. Desta forma,
havera impedimento do crescimento radicular e consequentemente atrasard a capacidade de
reflorestamento e reaproveitamento das areas afetadas para a agricultura (MINAS GERAIS,
2016).

2.3 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

Em 1931 Kautsky e Hirsh descobriram que o tecido fotossintético, apds um periodo de
adaptacdo ao escuro apresenta modificacdes nas caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a
quando expostas a luz. Estas mudangas na inducgédo da fluorescéncia da clorofila a passou a ser
conhecida como efeito Kautsky, e a fluorescéncia da clorofila a ficou conhecida como a
assinatura da fotossintese (STIBERT et al., 2014). A conexao entre a fluorescéncia da clorofila
a e a fotossintese, provém da teoria de Duysens e Sweers (1963), citado por Stibert e
Goovindjee (2011), que dizem que o FSII é responsavel pela fluorescéncia variavel da clorofila
a, e a taxa de conversao fotoquimica do FSII € limitada pelo lado aceptor de elétrons, isto €, 0
aumento da fluorescéncia é um reflexo da concentragdo de Qa". Ademais, Tsimilli-Michael e
Strasser (2008) afirmam que o aparato fotossintético, sobretudo o FSII, é muito sensivel e
necessita sofrer constantes mudangas de estado para manter sua funcdo Otima diante de um

ambiente sob constantes mudancas.
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O fenbmeno da fotossintese tem inicio com a absorcao de luz pelos complexos coletores
de luz (LHCs), também conhecidos como antenas, formados por clorofilas e carotenoides
(Figura 1). A energia de excitacdo € transferida de forma rapida e eficiente dentro destes
complexos até atingir os centros de reacdo no interior dos FSII e FSI. Uma pequena parte da
energia de excitagao que ndo é utilizada na etapa fotoquimica é dissipada como calor ou emitida
como fluorescéncia (STIRBET et al., 2014).

Strasser e Strasser (1995) sugerem que as técnicas de fluorescéncia transiente sao
bastantes Uteis para monitorar a mudanca de estado in vivo das plantas e que atraves da cinética
da fluorescéncia da clorofila a, é possivel avaliar as propriedades fotossintéticas funcionais de
uma planta (STRASSER et al., 2000; STRASSER et al., 2010). Esses dados podem ser obtidos
por meio de instrumentos comerciais denominados fluorébmetros, como o Handy-PEA
(Hansatech Instruments®), e analisados com as equacdes do teste-JIP (STRASSER et al. 2000),
que sdo baseados na teoria do fluxo de energia entre biomembranas.

Além desta primeira, também existem processos baseados em pulsos de iluminacao
saturante, conhecidos como fluorescéncia modulada. Com essa técnica € possivel obter
informacBes sobre a cadeia transportadora de elétrons e também sobre os processos que
reduzem o rendimento da fluorescéncia da clorofila, que sdo denominados quenching. A técnica
se baseia no conceito de que em qualquer estado de iluminacdo a Qa pode ser totalmente
reduzida por um pulso de saturagdo de luz, desta forma o quenching fotoquimico é
completamente extinguido (GUIDI; DEGL’INNOCENTI, 2011). T

Todavia, a técnica de fluorescéncia modulada é mais adequada para analisar 0s
quenchins e a técnica de fluorescéncia transiente é mais efetiva para estudar a cinética da curva
OJIP. Desta forma, é aconselhavel a utilizacdo de ambas para se obter um panorama completo
(KALAJI et al., 2014).

A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a tem sido utilizada para detectar estresses
causados por metais pesados, em razdo da planta sob estresse, utilizar menos energia nos
processos fotossintéticos e aumentar a dissipacao de energia luminosa para diminuir os efeitos
da fotooxidacdo, isto é, aumentando a fluorescéncia da clorofila a. Diante disso, ja foi
demonstrado que os muitos metais pesados, como Cd e Pb, podem provocar efeitos fitotoxicos,
ocasionando alteracdes na fluorescéncia da clorofila a, mesmo nas concentragcdes mais baixas,
induzindo distarbios no aparato fotossintético e diminuindo as atividades do FSII e FSI.
(MARQUES et al., 2013; YEMETS et al., 2015; PAUNOV et al., 2018).
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Figura 1 — Esquema da cadeia transportadora de elétrons (CTE), localizada na membrana do tilacoide, mostrando
os trés principais componentes do complexo fotossintético (FSII, Cbef e FSI). (Fonte: Govindjee et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos da fisiologia de acessos de Jatropha curcas L. cultivadas em solo

contendo lama do Rio Doce apds o derrame de residuos de mineragéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a acumulacédo de macro e micronutrientes e As, Cd e Pb em folhas de Jatropha
curcas L.

Avaliar parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a em cinco acessos de
Jatropha curcas L., cultivados em solos contendo trés diferentes concentracdes de lama do Rio
Doce;

Avaliar parametros das trocas gasosas em cinco acessos de Jatropha curcas L.,
cultivados em solos contendo trés diferentes concentracdes de lama do Rio Doce;

Avaliar os teores de pigmentos fotossintéticos em cinco acessos de Jatropha curcas L.,
cultivados em solos contendo trés diferentes concentracdes de lama do Rio Doce;

Analisar as alteracdes provocadas por trés diferentes concentracdes de lama do Rio
Doce, ao fim do periodo experimental, utilizando a técnica de fluorescéncia modulada por
imagem;

Determinar a atividade das enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato (APX) e
catalase (CAT) em resposta a trés diferentes concentracbes de lama do Rio Doce no solo de
cultivo;

Determinar a correlacdo entre o indice SPAD e 0s pigmentos extraiveis, em folhas de
Jatropha curcas L;

Sugerir o(s) acesso(s) mais tolerante(s) ao cultivo em solo contendo residuos de

mineragdo semelhante a lama do Rio Doce.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

O experimento foi conduzido na &rea experimental da Botanica na Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES), campus de Goiabeiras, localizado sob as coordenadas geograficas
20° 18°S e 40° 19’0, de setembro de 2017 a marc¢o de 2018. Foram utilizados cinco acessos de
Jatropha curcas L. adquiridos do banco de germoplasma do Instituto Federal do Espirito Santo
(IFES), campus de Itapina, instituido sob as coordenadas geograficas 19° 31°’S e 40° 37°0
(Tabela 1).

Tabela 1 — Acessos de Jatropha curcas L. utilizados neste trabalho.

Caodigo de Origem  Codigo do Acesso Instituicdo Origem
NOV-01 NEF 04 NovaBra ES
PRT NEF 05 Instituto Fazenda Tamanduéa PB
INC-03 NEF 09 Incaper ES
IFT-02 NEF 12 Instituto Fazenda Tamanduéa PB
IFT-07 NEF 17 Instituto Fazenda Tamandua PB

Os clones foram obtidos por estacas, de matrizes com oito anos de idade, e postas para
rebrotar em vasos plasticos de 8L com substrato constituido de terra e areia (2:1 v/v). Apos a
rebrota foram selecionadas as estacas mais vigorosas e transplantadas para vasos plasticos de
14 litros com o mesmo substrato anterior, porém acrescentando apés o transplantio 50 mL de
solucdo nutritiva %2 forca de Hoagland e Arnon (1950). As plantas foram hidratadas
intercalando um dia com irrigacdo até a capacidade de campo, seguido por um dia sem

hidratagdo. A Figura 2 apresenta uma viséo geral do experimento desenvolvido.
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Figura 2 - Experimento desenvolvido na area experimental da Botanica na UFES, Vitoria, ES.

A lama foi coletada em fevereiro de 2017, cerca de 15 meses ap6s o0 rompimento da
barragem de Fundao/MG. Foram retiradas por¢des de cerca de um metro ao fundo do rio Doce,
coordenadas geograficas 19° 41°S e 40° 07°O, no municipio de Linhares/ES. Depois da coleta,
a lama foi levada para area experimental da Boténica na UFES, Vitoria, e posta para secar em
condigdes naturais, durante 20 dias.

Ap0s a coleta e secagem da lama do Rio Doce designou-se trés condicGes, em nivel de
solo, para impor aos cinco diferentes acessos de Jatropha curcas L.:

To = Controle — plantas cultivadas em substrato constituido de terra e areia (2:1);
T1=10% de lama — plantas cultivadas em substrato contendo 10% da lama do
Rio Doce e 90% de terra e areia (2:1);
T2 =30% de lama — plantas cultivadas em substrato contendo 30% da lama do
Rio Doce e 70% de terra e areia (2:1).

A lama foi aplicada sobre o substrato (Figura 3), na propor¢éo de v/v, em setembro de

2017.
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Figura 3 — Esquema da disposi¢do dos tratamentos em nivel de solo, impostos aos cinco acessos de Jatropha
curcas L.

Os dados de temperatura e pluviosidade do ambiente durante o periodo experimental
foram retirados do banco de dados da estacdo meteoroldgica OMM: 86830, do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET), localizada no municipio de Vitoria/ES (40° 30’S e 20°

27°0), apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Tmin) € precipitacdo dos meses de setembro de 2017
a marco de 2018. Os meses de novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e marco correspondem respectivamente
aos 50, 80, 110, 140 e 170 DAT. Fonte: Dados do INMET adaptados.

Durante cada periodo experimental foram aferidos a irradidncia (radiacéo
fotossintéticamente ativa — PAR), temperatura e umidade usando sensores LI-190SA (Li-Cor,
Lincoln, NE) e sonda modelo HMP-155 da Vaisala® registrados em datalogger, L1-1400 AS,
Li-Cor, USA, (Tabela 2).
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Tabela 2 - Condigdes ambientais nos dias da coleta de dados do experimento, entre 7:30 e 9:00 am. DAT = dias
apds tratamento e PAR = radiag8o fotossintéticamente ativa.

Condi¢bes Ambientais do Experimento

DAT Umidade Relativa Temperatura PAR
(% + DP) (°C £ DP) (umol m? st + DP)
50 55.5+16.7 31.5+4.0 875.3+453.1
80 57.4+6.2 29.2+1.8 944.6 £ 372.7
110 453+4.38 322+1.9 1204.9 + 336.4
140 55.7+7.7 314+22 971.23 +413.7
170 52.1+8.2 31.2+2.2 907.9 + 329.1

*Qs valores estdo representados pela média + desvio padrdo (DP).
**QOs meses de novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e marco, correspondem respectivamente a 50, 80, 110, 140
e 170 DAT.

4.2 ANALISES QUIMICAS DO SOLO E DAS FOLHAS

Amostras de solo foram enviadas para laboratorio especializado onde se realizaram as
andlises quimicas das diferentes condigdes de solos impostas neste experimento e também da
lama com os residuos de mineracdo originalmente retirada do fundo do Rio Doce (Tabela 3).
Todas as condicdes de solo (To, T1 e T2) foram classificadas como franco arenoso de acordo
com a Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo. Ja para as analises de macro e micronutrientes,

foram coletadas cinco folhas de cada tratamento, e encaminhadas ao mesmo laboratorio.

Tabela 3 - Resultado das analises quimicas das condi¢des de solos impostas neste experimento (To, T1 € T2) €
também da lama pura coletada ao fundo do Rio Doce (T 100%).

Elementos To T1 T> T100%
Fosforo-Mehlicht 009.33° 025.00? 008.67" 005.00°
Potassio (K)! 014.33° 012.33° 016.67" 042.332
Enxofre (S)* 007.00? 004.33? 006.33? 009.00?
Ferro (Fe)! 124.67¢ 220.33° 419.67° 677.00
Zinco (Zn)! 001.23° 001.43° 001.47" 003.33?
Cobre (Cu)t 000.33° 000.53° 000.73° 001.572
Manganés (Mn)t 011.00° 026.67° 053.33" 139.00°
Boro (B)! 000.46? 000.49? 000.49? 000.512
Sodio (Na)t 005.00° 005.33° 006.00° 008.672
Calcio (Ca)? 002.23° 002.13° 002.53? 002.872
Magnésio (Mg)? 000.17° 000.20° 000.20° 000.472
Matéria Organica (MO)3 001.10? 001.10? 001.072 000.90?

Os valores sdo as médias de trés amostras. Quando seguidos da mesma letra, nas linhas, ndo diferem
estatisticamente em nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.

!mg/dm?3

2cmolg/dms3

3dag/cm3
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Para a analises de arsénio (As), Cd e Pb, as amostras de folhas foram coletadas ao fim
do periodo experimental e postas para secar em estufa a 60 °C por 72 horas. Ap0Os secagem as
folhas foram trituradas em graal e pistilo de vidro, previamente descontaminado. Foi utilizado
cerca de 0,1 g, da amostra de folha pulverizada para a decomposi¢cdo com 5,0 mL de HNOs
concentrado destilado e 1,0 mL de H20. As amostras foram deixadas em repouso por 10
minutos para uma pré-digestdo e em seguida levadas ao MICROWAVE GO para a
decomposic¢éo. O programa de decomposi¢éo possui uma rampa de aquecimento de 5 minutos
até alcancar 180° C, permanecendo nesta temperatura final por 20 minutos. Apos resfriamento,
o volume foi aferido com &gua ultrapura para 15,0 mL. As amostras ja& decompostas e
avolumadas foram diluidas 2, 4, 10 e 50 vezes e analisadas por ICP-MS (espectrometro de

massa com plasma indutivamente acoplado).

4.3 INDICES DE CLOROFILA

Os indices de clorofila foram determinados com um clorofilémetro portatil modelo
SPAD-502 — Soil Plant Analysis Development (Konica Minolta Optics Inc., Osaka, Japdo). As
medidas foram feitas em folhas jovens completamente expandidas (quarta ou quinta folha a
partir do apice. Os indices foram obtidos a partir de cinco amostragens por tratamento sendo
cada amostragem composta por cinco replicatas.

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram determinados usando-se a metodologia de
Wellburn (1994) com adaptacdes. Para isso, discos foliares de 0,5 cm? foram emergidos em
tubos de ensaio contendo 7 mL de dimetilsulfixido (DMSO), e mantidos no escuro por 24 horas
para que houvesse a total despigmentacdo dos mesmos. O extrato obtido foi transferido para
cubeta de vidro e lida em espectrofotdmetro (modelo: Genesis 10S UV-Vis da Thermo
Scientific®) nas faixas de 470, 645 e 663 nm. A partir das absorbancias obtidas calculou-se os
teores de clorofilas e carotenoides utilizando as equacgdes de Arnon (1949) e Lichtenthaler
(1987):

e Clorofilaa = [(12.7xAes3) - (2.69As4s)] <V/(1000/MS);

e Clorofila b = [(22.9xAs45) - (4.68xAs63)] xV/(1000/MS);

e Clorofilas totais = [(20.2xAs63) - (2.69xAs45)] xV/(1000/MS);

e Carotendides = [(1000xAs70) - (1.82xChl a - 85.02Chl b)] V/(198,1000/MS).
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Onde:

Au70 = absorbéancia a 470 nm;
Aess = absorbancia a 645 nm;
Aes3 = absorbancia a 663 nm;
V = volume da amostra (mL);

MS = massa seca da amostra (g).

Para a obtencdo da massa seca (MS), os discos foliares foram, ap0s a extracdo dos

pigmentos, postos para secar em estufa a + 70°C, até obtengdo de massa constante.

4.4 MEDIDAS DE FOTOSSINTESE

4.4.1 Fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi quantificada utilizando um fluorémetro
portatil modelo Handy-PEA (Photosynthetic Efficiency Analyser) da Hansatech Instruments®,
King’s Lynn, Norfolk, UK. As medic¢des ocorreram entre 7:00 e 8:00 horas da manha em folhas
jovens completamente expandidas (quarta ou quinta folha a partir do apice), previamente
adaptadas a 40 minutos de escuro por meio de clipes foliares (Hansatech, UK). Essa adaptacédo
é necessaria para que todos os centros de reacdo dos fotossistemas estejam completamente
oxidados, tornando o sistema coletor de luz totalmente receptivo. Apds essa adaptacdo foi
emitido um pulso de luz vermelha (650 nm) saturante (3.000 pmol m? s) numa area de 4 mm
de diametro da folha avaliada. Os resultados obtidos foram, posteriormente, tabulados em
planilha eletrdnica utilizando-se o software PEA Plus v1.11.

A intensidade de fluorescéncia foi aferida entre 10us e 1s, sendo a fluorescéncia inicial
(Fo) a fluorescéncia obtida aos 20us ¢ a fluorescéncia maxima (Fm) obtida em cerca de 300ms.
A partir destes dados, foram calculados os parametros biofisicos que quantificam o fluxo de
energia através da cadeia transportadora de elétrons por meio do teste-JIP, desenvolvido por
Strasser e Strasser (1995). Os parametros foram obtidos a partir de cinco amostragens por
tratamento. Os significados dos parametros avaliados estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Pardmetros da fluorescéncia transiente da clorofila a calculados pelo teste-JIP descritos por Strasser et
al. (2010).

Parametros Equacdes Significados

Fluorescéncia inicial aos 20 s, (quando todos os centros

Fo (ZF20u) de reacdes do FSII estdo oxidados)
Fu (=Fp) Fluorescéncia maxima (quando todos os centros de reagdes
MATTP do FSII estdo reduzidos)
YRC/(1-4RC) RC/ABS ([j)oerllssltljlade de centros de reacdo fotossintéticamente ativos
£ ETJ/ABS Rendimento quéntico do transporte de elétrons de Qa” para
PEo 0 0s aceptores de elétrons do intersistema
Probabilidade (em t=0) que um éxciton capturado tem em
VEo ETo/TRo mover um elétron na CTE apds Qa’
Eficiéncia que os elétrons se movem dos receptores do
3R : : . o
0 REW/ETo intersistema até os receptores finais do FSI.
¢@Po/(1-¢Po) Eficiéncia das reacdes fotoquimicas do FSII
WEo/(1-yEo) Eficiéncia das reacdes fotoquimicas ap0s a reducdo da Qa’
[YRC/(I-yRC)] x
Plabs [ePo/(1-¢Po)] X  Indice de desempenho potencial do FSII
[WEo/(1-yEo)]
ORo/(1-0Ro) Desempenho das reac6es de oxi-reducdo do FSI
Pliotal Plabs X SRo/(1-8R0)  Indice de desempenho fotoquimico total

4.4.2 Fluorescéncia Modulada por Imagem

A fluorescéncia modulada foi determinada ao final do periodo experimental (aos 170
DAT) em folhas jovens completamente expandidas (quarta ou quinta folha a partir do apice)
previamente adaptadas a 40 minutos de escuro, para a completa oxidacdo dos fotossistemas.
Foi utilizado um fluordmetro Imaging-PAM, modelo MINI-Head IMAG-MIN/B e o software
Imaging Win (Heinz Walz®, Effeltrich, Germany). Foram aferidas trés repeticBes por
tratamento.

Para obter a fluorescéncia por imagem, as folhas de Jatropha curcas L. foram
submetidas a um pulso modulado fraco (0.5 umol m? s), estimando a Fo, seguido de um pulso
saturante de luz branca (2400 umol m™ s) estimando a Fw, e fornecendo a razéo Fo/Fwm (base
para o célculo dos parametros de adaptacéo ao escuro). J& os parametros de adaptagéo a luz
foram aferidos com ajuda do pulso de saturagdo, aplicado apds dois minutos de iluminacao
actinia na intensidade de 81 pumol m? s. Os significados dos pardmetros avaliados estdo

presentes na Tabela 5.



29

Tabela 5 —Pardmetros da fluorescéncia modulada obtidos pelo Imaging-PAM.

Parametros Equacdes Significados

Y(I1) (Fm'-F)/Fm'’ Rendimento quantico do FSlI

Y(NPQ) 1-Y() - Rendimento quantico de dissipacdo de energia
1/(NPQ+1+gL(Fm/Fo-1))  regulada

gN (Fm-Fm")/(Fm-Fo") Coeficiente de extin¢do ndo fotoquimica

4.4. 3 Trocas Gasosas

Para quantificagcdo das trocas gasosas, foi utilizado um analisador portatil de gas por
infravermelho (Infrared Gas Analyser — IRGA) modelo LCpro-SD da ADC BioScientfic®. As
medidas ocorreram entre 7:30 e 9:00 da manhd nas mesmas folhas onde foi aferida a
fluorescéncia da clorofila a. As medidas foram realizadas utilizando como base o CO2 ambiente
(= 380 Pa), PAR controlada de 1300 umol m™? s (determinada a partir de curva de luz) e
temperatura controlada na camara foliar de 25°C.

Os parametros fisiologicos calculados pelo IRGA foram: a taxa de fotossintese liquida
(A, pmol m? s, a taxa de transpiracdo (E, pmol H,O m s), a condutancia estomatica (gs,
umol H,O m? s1) e a concentragdo interna de CO; (Ci, Pa). A partir destes pardmetros
inicialmente obtidos, calculou-se as suas razdes como a eficiéncia instantanea do uso da agua
(A/E), a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e a eficiéncia de carboxilacdo (A/C).

Para obtencdo de cada um destes parametros foram realizadas trés amostragens por

tratamento sendo cada amostragem compostas por trés replicatas.

4.5 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

O extrato geral para extragdo das enzimas antioxidantes foi preparado utilizando 0,4
gramas de tecido foliar, homogeneizados em tampao fosfato de potassio 100mM (pH 6,8),
EDTA 0,1 mM, &cido ascorbico 20 mM e uma pitada de polivinilpolipirrolidona (PVPP). A
homogeneizagdo destes compostos foi realizada em almofariz e pistilo, com nitrogénio liquido.
O extrato resultante foi posto em eppendorf de 2 mL e centrifugado a 13000g durante 12
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinar as atividades da catalase (CAT)
e peroxidase do ascorbato (APX).

A atividade da CAT foi determinada pelas metodologias de Aeby (1984) e Ibrahim e
Srou (2015), onde 100 uL do extrato foi misturado a 200 puL de H202 e 1700 uL de tampao

fosfato de sddio (50 mM, pH 7.0). As leituras foram realizadas em cubetas de quartzo a 240 nm
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a 25 °C e a atividade enzimatica calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36
mM-tcm? (Nakano e Asada, 1981) e expressa em pmol de H.O, mint g MF.

Ja atividade da APX foi determinada pelas metodologias de Nakano e Asada (1981) e
Ibrahin e Srou (2015), onde 100 puL do extrato foi misturado a 1900 uL. do meio de reagao
formado por tampéo fosfato de s6dio 50 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 mM, &cido ascorbico a 0,5
mM e H202 a 0,1 mM. As leituras foram realizadas em cubetas de quartzo a 290 nm a 25 °C e
a atividade enzimatica calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM*cm™e

expressa em pmol de ascorbato min™ gt MF.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O experimental foi analisado em esquema fatorial 5 x 3, com cinco unidades
experimentais por tratamento (n=5). Os acessos de Jatropha curcas L. (fator 1) dispdem de
cinco niveis (NEF 04, NEF 05, NEF 09, NEF 12 e NEF 17) ao passo que as concentracdes de
lama do Rio Doce dispdem de trés niveis (To, T1 e T2). A interagdo entre ambos também foi
avaliada. As médias dos dados para cada variavel foram submetidas a ANOVA e quando
significativos ao teste F, comparadas pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade.
Os dados de fluorescéncia transiente da clorofila a foram submetidos a analise de componentes
principais (PCA), possibilitando a distincdo das variaveis e apontando as mais significativas
para o presente trabalho.

O software utilizado para ANOVA, teste de médias e PCA foi o InfoStat/Free versdo

estudantil 2017d e para a elaboragdo dos gréficos o software GraphPad Prism versdo 5.03.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS MACRO E MICRONUTRIENTES E CONTEUDO DE As, Cd e Pb EM
FOLHAS DE Jatropha curcas L.

Os teores de nutrientes encontrados no tecido foliar dos cinco acessos de Jatropha
curcas L. submetidos a trés concentracdes de lama do Rio Doce ao final de 170 DAT,
apresentaram a seguinte ordem: N>Ca>K >Mg>P >S>Fe > Mn > B > Zn > Cu (Tabela
6).

O resultado mais relevante observado nesta andlise foi quanto ao teor de Fe absorvido
pelas plantas de Jatropha curcas L. 1sso porque, apesar do solo mesmo na condicao de controle
(To) apresentar teores considerados 6timos de Fe (Tabela 2) as folhas de pinh&o-manso
absorveram uma quantidade maior que o valor encontrado, em situacdes consideradas étimas,
para espécie (LAVIOLA,; DIAS, 2008). Outro resultado notavel, foi a grande capacidade de
absorcao de Fe pelas folhas de NEF 12, na condigdo T». Que apresentaram absor¢éo até 91%
maior do valor encontrado no controle do referido acesso.

J& os teores de As, Cd e Pb encontrados em folhas de Jatropha curcas L. ao fim do

periodo experimental (Tabela 7), ocorreram em baixas concentragdes.



32

Tabela 6 —Teores de macro e micronutrientes em folhas de Jatropha curcas L. de cinco acessos diferentes, aos 170 DAT.

NEF 04 NEF 05 NEF 09 NEF 12 NEF 17
To T1 T> To Ty T> To T1 T> To T1 T> To T1 T>

Nitrogénio (N)* 040.5 036.7 0424 0285 029.7 0314 043.7 033.8 041.0 026.6 030.6 0341 0356 030.7 039.3

Fosforo (P)* 001.9 001.8 002.0 0024 0019 0020 0015 001.3 0020 0019 0022 0019 001.8 004.8 001.9
Potassio (K)1 010.0 008.8 010.0 0144 013.8 0119 009.4 008.1 009.4 011.2 009.4 009.4 008.7 009.4 o010.0
Célcio (Ca)* 015.6 012.3 0131 0165 0125 0139 018.6 010.0 020.3 007.8 009.4 018.8 013.3 009.3 0225
Magnésio (Mg)1 004.4 006.1 0085 003.8 0039 006.2 004.4 006.1 011.1 009.0 0045 006.9 004.7 004.7 004.6
Enxofre (S)1 001.5 001.2 0015 001.2 0014 0015 0014 0012 001.8 001.2 0015 001.1 0015 002.2 0010
Ferro (Fe)2 279.0 279.0 3120 271.0 294.0 2920 2850 271.0 283.0 245.0 240.0 468.0 262.0 2650 279.0
Zinco (Zn)? 011.0 013.0 015.0 0140 013.0 013.0 0140 013.0 0140 0140 016.0 013.0 013.0 0470 020.0
Cobre (Cu)2 005.0 005.0 005.0 005.0 006.0 006.0 005.0 005.0 005.0 005.0 005.0 005.0 005.0 0050 005.0
Manganés (Mn)2 047.0 064.0 139.0 067.0 071.0 1540 061.0 072.0 1620 057.0 052.0 128.0 040.0 053.0 1120
Boro (B)2 064.0 059.0 041.0 063.0 071.0 0550 059.0 061.0 044.0 057.0 063.0 070.0 055.0 044.0 037.0
1, K -1

2219 ?<g'l

Tabela 7 - Teores de As, Cd e Pb em folhas de Jatropha curcas L. de cinco acessos diferentes, aos 170 DAT.

NEF 04 NEF 05 NEF 09 NEF 12 NEF 17
To T2 T2 To T1 T2 To T1 T2 To T1 T To T1 T2
Arsénio (As)? 0.068 0.097 0.097 0.089 0.079 0.086 0.079 0.078 0.088 0.074 0.089 0.061 0.074 0.054 0.054
Cédmio (Cd)? 0.004 0.009 0.006 0.005 0.006 0.005 0.004 0.005 0.007 0.003 0.009 0.011 o0.007 0.009 0.008

Chumbo (Pb)? 0.331 0.308 0.380 0.433 0.511 0.392 0.328 0.338 0.418 0.335 0.314 0.340 0.350 0.300 0.304

2mg Kg*
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5.2 INDICES DE CLOROFILA

De forma geral o teor de clorofila dos cinco acessos aferidos pelo SPAD-502
mantiveram padrdes semelhantes, com os maiores teores aos 50 DAT passsando por redugdes
significativas até os 110 DAT e em seguida aumentando novamente até os 170 DAT.
Entretanto, nem todos os acessos tiveram diferencas significativas nas primeiras medidas como
0o NEF 05, NEF 09 e NEF 12, onde o T. apresentou um maior teor de clorofila e
consequentemente folhas mais esverdeadas. Aos 170 DAT os acessos NEF 05, NEF 12 e NEF
17, ndo apresentaram diferencas significativas quanto ao teor de clorofila em fungdo dos
tratamentos com a lama do Rio Doce, evidenciando que a diferenca existente, no inicio, para

estes acessos, desapareceu ao longo do periodo experimental (Figura 5).
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Figura 5 - Teores de Clorofila (indice SPAD) de cinco acessos de Jatropha curcas L. cultivados em solos contendo
trés diferentes concentragdes de lama do Rio Doce. To = Controle = plantas cultivadas em substrato constituido de
terra e areia (2:1); T1 = 10% de lama do Rio Doce e 90% de terra e areia (2:1); T> = 30% de lama e 70% de terra e
areia (2:1). Os dados apresentados sdo a média + erro padrdo. (n=5).
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Os teores de pigmentos fotossintéticos aos 50 DAT apresentam diferencas significativas
para os diferentes acessos e concentragdes de lama do Rio Doce, entretanto ndo foi observado
para nenhuma variavel a interagio entre “acesso x concentragdo” (APENDICE — Tabela 12).
Além disso, foi possivel observar que NEF 04 e NEF 12 apresentam maiores teores de Chl a,
Chl a+b e x+c que NEF 05, NEF 09 e NEF 17. Ao mesmo tempo, também ficou evidente que
0 T foi o tratamento que apresentou maiores teores de Chl a, Chl a+b e x+c. Os teores de Chl
b e as razbes Chl a/b e Chl (a+b)/(x+c) ndo mostraram diferencas significativas durante o
periodo avaliado (Tabela 9).

A correlacdo entre o contetido extraido de Chl a e Chl a+b (mg g MS™) com indice
SPAD apresentaram coeficientes de correlagdo (r) fortemente positivos (r > 0,80), evidenciando
a grande ligacdo entre os dados. Além disso, como o valor de t-calculado (tcaic) foi superior ao
valor critico (twn) foi possivel afirmar que o teor de clorofila (u.r. SPAD) esta estreitamente
correlacionado, em nivel de 1%, pela distribuicdo t de Student, ao contetido extraido de Chl a
e Chl a+b. Sendo assim, quanto maior o indice nas leituras utilizando SPAD-502 maior serd o
contetdo de clorofilas extraidas.

O conteudo extraido de Chl b e x+c foram, do mesmo modo, significantes em nivel de
1% pela distribuicdo t de Student, contudo a correlagdo entre essas duas variaveis e o indice
SPAD apresentaram coeficientes de correlagdo moderadamente positivos de 0,62, mostrando
que apesar de significativos apontam uma correlacdo menor que as duas varidveis anteriores
(Tabela 8).

Tabela 8 - Matriz de correlagdo entre pigmentos extraidos (mg g MS™) e o teor de clorofila (u.r. SPAD). Onde:
Chl a = clorofila a, Chl b = clorofila b, Chl a+b = clorofilas totais e (x+c) = carotenoides totais.

Chla Chlb Chl a+b (x+c) SPAD
Chla 1
Chlb 0.90" 1
Chl a+b 1.00™ 0.91" 1
(x+cC) 0.89™ 0.96™ 0.89” 1
SPAD 0.80" 0.62" 0.80" 0.62™ 1

* Os coeficientes de correlacdo (r) seguidos por ** sdo significativos ao nivel de 1% pela distribuicdo t de Student.
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Tabela 9 — Concentragdes de clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb), clorofilas totais (Chla+b), carotenoides (x+c) em mg g MS™ e as razdes entre clorofila a e b (Chla/b) e
clorofilas totais e carotenoides (Chla+b/(x+c)) de plantas cinco acessos de Jatropha curcas sob trés diferentes concentra¢fes de lama do Rio Doce, avaliados aos 50 DAT.

Variaveis NEF 04 NEF 05 NEF 09 NEF 12 NEF 17
To T1 T> To T1 T> To T1 T, To T1 T To T1 T2
Chla 7.63%0  7.12Ab 914 4.898° 55380 ggOB2 5388 54180 86182 61540 9.73A% 926" 54980 66650 8.11B2
Chlb 2.70™ 112" 1.68™ 0.90™ 0.91" 1.44™ 102" 1.03" 150" 1.03" 179 1.69" 1.07" 3.01" 1.49™
Chlatb  12.54%° 1159 14.90% 7.98%° 9.02B° 14.0182 8.78BP 8.82B" 14.04B2 10.02° 15.87”° 15.10"% 8.96B° 11.00B 13.22B2
(x+C) 3.047° 3.367° 4547% 241Bb 25680 40082 2.69B° 2.94BP 41382 3,044 5074 4.48% 2.93B> 30580 40482
Chla/b 591" 6.41™ 552" 570" 6.06" 599" 5327 515" 572" 591" 547" 547" 515" 390" 543"
Chl at+b/(x+c) 2.81" 3.45™ 3297 330" 3.52" 3507 329" 297" 339" 327" 3167 3.36™ 3.08" 2093 3.29™

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Letras maitsculas comparam os acessos em funcéo das concentracdes de lama do Rio Doce, e as letras

minusculas as diferentes concentra¢fes dentro do mesmo acesso.

**Valores seguidos por ns dentro da mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Scott-Knott (p<0.05)..
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A Figura 6 apresenta as correlacdo seguidas pelas equacGes obtidas pelo modelo linear,
bem como os coeficientes de correlagdo (r) e determinagéo (R?). A regressao linear foi a que
melhor explicou a forma como essas variaveis estdo relacionadas. A Chl a e Chl a+b

apresentaram os maiores Rz em relacédo ao indice SPAD que a Chl b e x+c.
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Figura 6 - Correlacdo entre clorofila a (a), clorofila b (b), carotendides totais (c) e clorofila a+b (d) em mg g MS
! com o indice SPAD, n = 35 amostras de 5 diferentes acessos de Jatropha curcas L. O coeficiente de correlagdo
(r) seguido por ** é significativo em nivel de 1% pela distribui¢do t de Student. As equacdes foram obtidas pelo
modelo linear, onde y = concentracao de clorofila/carotendides e x = valor em u.r. SPAD.

Utilizando as equagdes obtidas, calculou-se o contetdo de clorofilas e carotenoides para
0 Ultimo periodo de avaliagdo do experimento aos 170 DAT (Tabela 10). De posse dos valores
obtidos foi possivel perceber que mais uma vez ndo houve a interago entre os fatores propostos,
provavelmente porque o fator concentragdo nao foi significativo (pvaior>0.05) em nenhum caso,
entretanto, o fator acesso mostrou-se altamente significativo (pvaior<0.0001).
As plantas do acesso NEF 04 apresentaram o maior conteddo de Chl a, b, a+b, x+c, razdo Chl
a/b e Chl a+b/(x+c) em relagéo aos demais acessos, enquanto que as plantas do acesso NEF 12
apresentaram os menores valores médios para estas variaveis. Os demais acessos, NEF 05, NEF
09 e NEF 17, exibiram valores intermediarios e ndo foram diferentes estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5%.
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Tabela 10 - ConcentragGes de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofilas totais (Chl a+b), carotenoides (x+c) em mg g MS e as razdes entre clorofila a e b (Chl a/b) e
clorofilas totais e carotenoides (Chl a+b/(x+c)) de plantas cinco acessos de Jatropha curcas L. sob trés diferentes concentracdes de solos contaminados com residuos de mineracao,
avaliados aos 170 DAT.

NEF 04 NEF 05 NEF 09 NEF 12 NEF 17

To T1 T2 To T1 T2 To T1 T2 To T1 T2 To T1 T2
Chla 9.29%% 9674 10.49"% 859% g528a 9Q9B2 gg82Ba g41Ba 9628 7.89%® 7.65°% 7.21°° 8.46% 8.61%% 8.55%
Chlb 1.89%% 1967 2107 1.77 1.76B2 1.86B* 1.81B2 174Ba 1095Ba 165C2 161C2 153C2 17582 178Ba 176B
Chl a+b 15.1742 1579/ 17.12%2% 14,0282 13.902 14.83B% 14.4082 13.72B2 157182 12.88°@ 12.49%® 11.76%® 13.80B% 14.06%2 13.96%2
(x+c) 53244 5507 5g89Aa 497B2 40382 52182 50gBa 48882 54782 4.63°% 451%2 42902 49082 49882 49582
Chl a/b 48972 49272 40872 48382 48182 48882 48682 4.82B2 4.92B2 4.76%% 4.74%% 4.69%% 4.81B% 4.84B2 48282
Chlatb/(x+c) 2.85%% 28742 29072 28282 28082 28482 28382 2g1Ba 2ggB2 277C2 276%2 273C2 28082 28282 2g81B2

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Letras maitsculas comparam os todos os acessos em fungéo das concentragdes de lama do rio Doce, e as letras
mindsculas as diferentes concentragdes dentro do mesmo acesso.

Variaveis
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5.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E SELECAO DOS PARAMETROS DE
MAIOR REPRESENTATIVIDADE DA FLUORESCENCIA TRANSIENTE

A anélise de componentes principais (PCA) foi conduzida sob os cinco indices de
rendimento (®Po, wEo, ®Eo, 6Ro € ®Ro) e seis de desempenho (RC/ABS, ®Po/1- ®Po, yEo/1-
yEo, Plabs, R0o/1- 3Ro € Pliotar) fornecidos pelo Handy-PEA, totalizando 11 conjuntos de dados.

O primeiro componente principal (PC1) mostra a presenga de um gradiente
independente, marcado pela correlagdo positiva entre ®Po, yEo, ®Eo, RC/ABS, ®Po/1- OPy,
yEo/1- WEo, Plabs € Plotal. 1SS0 indica que o0s tratamentos com esta combinagdo estdo alinhados
mais a direita da PCA, como ocorre com o tratamento com 30% da lama do Rio Doce (T2)
(Figura 7). Também fica evidente que os tratamentos com maiores valores nas funcionalidades
do FSII e do intersistema (®Po, yEo, ®Eo, RC/ABS, ®Po/1- ®Pg ¢ yEo/1- yEo) tendem a ter
maiores indices de desempenhos, seja do FSII (Plass) ou total (Plita). A0 mesmo tempo, o
segundo componente principal (PC2) evidencia a presenca de um outro gradiente independente,
caracterizado pela forte correlacdo positiva entre a eficiéncia com que os elétrons se movem
dos receptores do intersistema até os receptores finais do FSI (8Ro) e 0 desempenho das reaces
de oxi-reducdo do FSI (3Ro/1- dRo). Estes dois componentes principais juntos representam
87,8% da variacdo total nestes 11 parametros, sendo o PC1 responsavel por 63% e o PC2 por
24,3%.

A PCA também foi utilizada como ferramenta para determinar quais os parametros da
fluorescéncia transiente da clorofila a foram mais representativos aos 50 DAT. Esta definicédo
foi estabelecida com base na escolha dos vetores de maior valor para 0 componente que mais
explicou a variacdo dos dados (Tabela 6), isto é, PC1. Seguindo este critério, foram
selecionados os parametros ®Eo, WEo, Plabs € Pliotal, € 0S pardmetros que compde estes dois
ultimos (Tabela 4). O acompanhamento dos parametros selecionados ocorreu mensalmente e

os valores de PC1 e PC2 para cada vetor aos 50 DAT esta presente na Tabela 11.
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Figura 7 - Analise de componentes principais (PCA) de 11 pardmetros do teste-JIP de cinco acessos de Jatropha
curcas L. cultivados em solos contendo trés diferentes concentragdes de lama do Rio Doce, aos 50 DAT. Ty =
Controle = plantas cultivadas em substrato constituido de terra e areia (2:1); T1 = 10% de lama do Rio Doce e 90%
de terra e areia (2:1); T2 = 30% de lama e 70% de terra e areia (2:1). Os dados apresentados sdo a média * erro
padrdo. (n=5). Os significados dos parametros apresentados estdo presentes na Tabela 4.

Tabela 11 — Efeito das alteragBes nos indices de rendimento e desempenho fotoquimicos em fungdo das trés
diferentes concentragdes de lama do Rio Doce aos 50 DAT em cinco acessos de Jatropha curcas L. Os
componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) explicam, respectivamente 63 e 24,8 % das variagdes ocorridas nos
dados analisados.

Variaveis PC1 PC2
¢Eo 0.37 -0.03
Plaps 0.37 -0.01
yEo 0.34 0.02

RC/ABS 0.34 -0.1

WEo/(1-yEo) 0.34 0.05
Pliotal 0.34 0.24
¢@Po/(1-@Po) 0.32 -0.13
¢oPo 0.31 -0.16
¢oRo 0.24 0.45
ORo -0.05 0.59
dRo/(1-8Ro) -0.08 0.58

5.4 FOTOSSINTESE

5.4.1 Fluorescéncia Transiente da Clorofila a

Analisando a densidade de centros de reacdo fotossintéticamente ativos do FSII
(RC/ABS), nota-se que aos 50 DAT o acesso NEF 09 apresentou, na condi¢cdo de 30% de lama

do Rio Doce (T2), um acréscimo de RC/ABS em relagdo a condi¢do de 0% de lama (To). Fato
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semelhante so foi observado em NEF 05 e NEF 17 aos 80 DAT, e, em NEF 04 aos 170 DAT.
Enquanto isso, NEF 12 manteve o RC/ABS sem diferenca significativa perante as
concentracdes de lama do Rio Doce (Figura 8 a-e).

Aos 50 DAT também se percebeu que os acessos NEF 09, NEF 12 e NEF 17
apresentaram um aumento na eficiéncia das reag¢des fotoquimicas do FSII (pPo/1- @Po), quando
expostas ao T». Apesar disso, ao fim do periodo experimental (170 DAT) todos os acessos, a
excecdo de NEF 04, ndo apresentavam mais a diferenga entre @Po/1-oPo em funcdo das
diferentes concentracdes de lama do Rio Doce (Figura 8 f-j).

Quanto ao rendimento quantico do transporte de elétrons de Qa™ para os aceptores de
elétrons do intersistema (pEq), 0s acessos NEF 09, NEF 12 e NEF 17 apresentam respostas as
diferentes concentracfes de lama ja no primeiro periodo experimental (50 DAT), isto €, 0s
individuos sob o T, apresentam maiores indices de @Eo (Figura 9 a-e). Ao mesmo tempo, a
probabilidade (em t=0) que um éxciton capturado tem em mover um elétron na cadeia
transportadora de elétrons aps Qa™ (WwEq) apresentou o mesmo padrdo comportamental de ¢Eo
(Figura 9 f-)).

Dentre os trés parametros que compde o indice de desempenho potencial do FSII (Plas),
a eficiéncia nas reagdes fotoquimicas apds a reducao da Qa” (wEo/1- wEo), foi 0 que apresentou
menor variagdo ao longo do experimento, ndo diferindo entre To e T2 aos 170 DAT para nenhum
acesso (Figura 10 a-e). O desempenho das reac6es de oxi-redugdo do FSI (6Ro/1- 6Ro) também
sofreram pouca influéncia da lama do Rio Doce, sendo NEF 09 o Unico a apresentar um
aumento destas fungdes, na condi¢do de T2 aos 170 DAT (Figura 10 f-j).

Quanto ao indice de desempenho potencial do FSII (Plass), nota-se que NEF 05, NEF 09
e NEF 12 aos 50 DAT, submetidas ao T», apresentaram um aumento em relacéo a To. Contudo,
ao fim dos 170 DAT apenas NEF 04 apresentou diferencas entre o Plaps dos tratamentos. Sendo
que o controle obteve 0 menor desempenho (Figura 11 a-e). Ademais, o indice de desempenho
total (Pliotar) apresentou 0 mesmo padrdo de comportamento que Plas, onde NEF 05, NEF 09 e
NEF 12 quando condicionados a 30% da lama do Rio Doce, aos 50 DAT, apresentaram maiores
valores de Pliotar. Porém, como a maioria dos pardmetros na maioria dos acessos essa diferenca
mostrou-se inexistente ao fim do periodo experimental (Figura 11 f-j). Apenas NEF 04 ainda

manteve diferenca entre To e T2, com este Ultimo apresentando maior Plotal.
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Figura 8 — Densidade de centros de reacdo fotossintéticamente ativos do FSII (RC/ABS) e eficiéncia das reacbes
fotoquimicas do FSII (¢Po/1- @Po) de cinco acessos de Jatropha curcas L. cultivados em solos contendo trés
diferentes concentracoes de lama do Rio Doce. To = Controle = plantas cultivadas em substrato constituido de terra
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diferentes concentracoes de lama do Rio Doce. To = Controle = plantas cultivadas em substrato constituido de terra
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(2:1). Os dados apresentados sdo a média * erro padrao. (n=5).
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5.4.2. Fluorescéncia Modulada

A anova realizada com os dados da fluorescéncia modulada por imagem (APENDICE
— Tabela 14) revelou a existéncia de diferenca estatistica, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia, somente para 0s acessos, isto €, fator 1. Logo, a significAncia das concentracbes
de lama do Rio Doce (fator 2) e a interacéo entre o fator 1 e 2 foi inexistente. Os pardmetros
que apresentaram diferengas estatisticas para o fator 1 na anova foram: Y, Ynrg) € qN.

Dentre as diferencas observadas destaca-se NEF 05, que teve comportamento
isoladamente diferente dos demais acessos de Jatropha curcas L., obtendo um menor Y e
maiores valores médios de Ynpo) € gN. Essas diferencas estatisticas foram ilustradas pelo
software Imaging-PAM com a representacdo por escala de cores (Figura 13), onde o Y de
NEF 05 apresenta valores proximos a 0,65, enquanto os outros acessos tém valores médios
proximos a 0,71. O mesmo ocorre com Y (npg) NS acessos NEF 04, NEF 09, NEF 12 e NEF 17
apresentam valores médios préximos a 0,09, ao passo que NEF 05 tém valores médios proximos
a 0,12. Por fim para o gN, NEF 05 é o Unico a apresentar valores médios proximos a 0,42. A

representacdo grafica e estatistica deste conjunto de dados esta presente na Figura 12.
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Figura 12- Parametros da fluorescéncia da clorofila a obtidos pela técnica de pulso de amplitude modulada (PAM)

Yy rendimento quéntico do FSII , Yneg): rendimento quéntico de dissipacdo de energia regulada e gN:
coeficiente de extincdo ndo fotoquimica. Parametros determinados utilizando folhas de Jatropha curcas L, n = 9.
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Y(NPQ)

Figura 13 — Pardmetros da fluorescéncia da clorofila a. Yqy: rendimento quéntico do FSII , Y npg): rendimento
quantico de dissipacdo de energia regulada e gN: coeficiente de extincdo ndo fotoquimica. Parametros
determinados utilizando folhas de Jatropha curcas L., n = 9. Cada imagem na mesma linha representa a mesma
folha e a escala de cores ao final da figura indica os valores que vao do 0 a 100.

5.4.3 Trocas Gasosas

Na primeira medida de trocas gasosas aos 50 DAT os acessos (fator 1) foram
significativos em nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott enquanto que as concentracdes de lama
do Rio Doce (fator 2) ndo. Como consequéncia, ndo houve significancia na interacéo entre estes
fatores. Esse comportamento também ocorreu aos 80 e 170 DAT. Os acessos e as concentracdes
de lama do Rio Doce s6 apresentaram significancia e consequentemente a interacdo aos 140
DAT. Jdaos 110 DAT nenhum dos fatores apresentou significancia (APENDICE — Tabela 13).
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Observando a Figura 14 nota-se que as plantas do acesso NEF 04 foram as que
apresentaram a maior taxa de transpiracdo e NEF 12 as menores taxas. Os demais acessos (NEF
05, NEF 09 e NEF 17) apresentaram médias intermediarias entre os dois acessos citados
anteriormente. Quanto a eficiéncia no uso da agua (A/E), os acessos NEF 05, NEF 12 e NEF
17 ndo diferiram estatisticamente entre si apresentando as maiores médias quando comparadas

a0s outros dois acessos.

"
S

7

A (pmol CO, m? ")
2 3

0-
NEF04 NEFO5 NEF09 NEF 12 NEF17 NEFO4 NEFOS NEF09 NEFI12 NEF17

L g
¥

(c) (d)

a

: " b
o

E (mol H,0m™?s™)
o

NEF04 NEFO5 NEF(09 NEFI12 NEF17 NEFO4 NEFOS NEF09 NEF12 NEF17

Figura 14 — Taxa de fotossintese liquida (A), eficiéncia intrinseca no uso da agua (A/gs), taxa de transpiracéo (E)
e eficiéncia no uso da dgua (A/E) em cinco acessos de Jatropha curcas L. aos 50 DAT. As médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de significancia
(n=9).

Aos 80 DAT (Figura 15) a variavel que apresentou diferenca estatistica foi a
condutancia estomatica (gs). Os acessos NEF 12 e NEF 17 ndo foram estatisticamente diferentes

entre si e mostraram uma maior condutancia estomatica perante os demais acessos. Em relacdo

a A, E e A/E, todos os acessos apresentaram valores estatisticamente semelhantes.
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Figura 15 — Taxa de fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracéo (E) e eficiéncia no
uso d’agua (A/E) em cinco acessos de Jatropha curcas L. aos 80 DAT. As médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de significancia (n=9).

O Unico periodo experimental em que a interacdo entre 0s acessos (fator 1) e as
diferentes concentracGes de lama do Rio Doce (fator 2) ocorreu foi aos 140 DAT. Nesse periodo
as variaveis que apresentaram significancia foram a taxa liquida de fotossintese (A), taxa de
transpiracdo (E), eficiéncia intrinseca no uso da agua (A/gs) e eficiéncia no uso da agua (A/E).

Observando a Figura 16 é possivel perceber que os diferentes acessos reagem de forma
distintas perante as condi¢es impostas no experimento. Nota-se que enquanto os acessos NEF
04 e NEF 09 apresentam uma queda na taxa de fotossintese liquida s6 na condi¢do com T2 (30%
da lama do Rio Doce), NEF 17 j& apresentou esta queda na condicdo de T1 (10% da lama do
Rio Doce). Este comportamento diferenciado também foi visto na taxa de transpiracéo,
destacando NEF 12 e NEF 17. Este primeiro apresentou as maiores e 0 segundo as menores
taxas de transpiracdo independente das concentra¢des de lama no solo.

Para os acessos NEF 04, NEF 09 e NEF 17 sob 0 T2 (com 30% de lama do Rio Doce no
substrato) ocorreu um aumento na eficiéncia intrinseca no uso da agua, enquanto que para NEF
05 a A/gs decresceu ja na condigdo T1. Porem quando se observa a A/E, as contra¢des de lama
sO exerceram influéncia nos acessos NEF 05 e NEF 17 que diminuiram a eficiéncia no uso da

agua perante estas condigdes.
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Os acessos NEF 09 e NEF 12, independentemente das diferentes concentragdes de lama
do Rio Doce, apresentaram as menores médias para eficiéncia no uso da agua. Além disso, NEF

12 manteve-se inalterado tanto A/gs quanto para A/E sob as diferentes concentragdes de lama

do Rio Doce.
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Figura 16 - Taxa de fotossintese liquida (A), taxa de transpiracdo (E), eficiéncia intrinseca no uso da agua (A/gs)
e eficiéncia no uso da agua (A/E) em cinco acessos de Jatropha curcas L. sob trés concentra¢bes de lama do Rio
Doce. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott em
nivel de 5% de significancia (n=3).

Aos 170 DAT, ultimo periodo experimental, a significancia das concentragdes de lama
do Rio Doce (fator 2) e consequentemente da intera¢do desapareceu, sendo observada somente
diferencas significantes entre os acessos de Jatropha curcas L. (Figura 17).

Neste periodo, NEF 12 apresentou, isoladamente, a maior taxa de fotossintese e também
a maior taxa de transpiragédo frente aos demais acessos. Contudo, juntamente com NEF 05 e
NEF 17, apresentou a menor eficiéncia no uso da agua, tanto em A/gs como em A/E. Dessa
forma NEF 04 e NEF 09 apesar de apresentarem menores médias na taxa de fotossintese liquida,
obtiveram uma menor transpiragéo refletindo num maior aproveitamento no uso da agua (A/gs
e A/E). Entretanto, NEF 05 e NEF 17 mesmo apresentando a mesmas médias na taxa de

fotossintese liquida e transpiragdo que NEF 04 e NEF 09 ndo se mostraram eficientes no uso

da agua.
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Figura 17 - Taxa de fotossintese liquida (A), taxa de transpiracéo (E), eficiéncia intrinseca no uso da agua (A/gs)
e eficiéncia no uso da dgua (A/E) em cinco acessos de Jatropha curcas L. As médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de significancia (n=9).

5.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

As alteracOes na atividade das enzimas antioxidantes em folhas de Jatropha curcas L.
ao final do periodo experimental estdo presentes na Figura 18. A APX ndo apresentou alteraces
significativas, em nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott, diante das condi¢Bes experimentais,
isto é, ndo houveram diferencas na atividade da enzima entre os diferentes acessos de pinh&o
manso e nem entre as diferentes concentraces da lama do Rio Doce. A atividade da CAT por
outro lado, obteve comportamentos distintos para cada um dos cinco acessos de Jatropha
curcas L. Para NEF 04 e NEF 05 a condigédo de 30% de lama do Rio Doce (T>2), influenciou a
maior atividade dessa enzima, ao passo que NEF 09 e NEF 12 n&o sofreram alteracfes diante
das diferentes concentracbes de lama. Contudo, NEF 09 apresentou uma alta atividade
enzimética independente das concentraces de lama, enquanto que em NEF 12 observou-se

baixa atividade da CAT nas mesmas condicdes.
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Figura 18 — Atividade das enzimas peroxidase do ascorbato — APX (a) e Catalase — CAT (b) em cinco acessos de
Jatropha curcas L. submetidos a trés concentragdes de lama do Rio Doce. As médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de significancia (n=3).

6. DISCUSSAO

O acumulo de macro e micronutrientes nas folhas de Jatropha curcas L. encontrados no
presente estudo (N > Ca>K > Mg >P >S > Fe >Mn > B > Zn > Cu), foram semelhantes aos
reportados por Saturnino (2005). Ja Laviola e Dias (2008), encontraram resultados ligeiramente
diferentes (N > Ca>K >Mg>P >S > Mn > Fe > B > Zn > Cu), com o teor de Mn sendo
superior ao teor de Fe. Diante dessas circunstancias, os referidos autores, afirmam que a alta
demanda de Jatropha curcas L. por N ocorre devido a alta taxa de crescimento apresentada
pela espécie.

Ja os teores de As, Cd e Pb quantificados no tecido foliar dos diferentes acessos de
Jatropha curcas L., foram muito abaixo do relatado para a bioacumulacdo da espécie em areas
com real contaminagéo por esses elementos. Estudos como o de Wu et al. (2011) reportaram a
bioacumulacio de Cd e Pb em folhas de Jatropha Curcas L. nas proporc¢des de 3 mg/Kg™t e 18
mg/Kg?, respectivamente, em solos contaminados. J& MARQUES et al. (2013) observou
reducdes significativas de biomassa em plantas de Jatropha curcas L. quando a bioacumulacéo
de Cd foi superior a de 5 mg/Kg* no tecido foliar.

Por ndo atuarem em nenhuma parte do metabolismo vegetal, principalmente Cd e Pb, o
excesso de bioacumulacéo destes metais ocasionam significantes perdas de biomassa (CHANG
et al., 2014), pois afetam o desempenho do aparato fotossintético (SHU et al., 2012). Como o
desempenho fotossintético (fluorescéncia da clorofila a e taxa de fotossintese liquida) das
plantas submetidas as concentracdes de 10% (T1) e 30% (T2) de lama do Rio Doce ndo se
diferenciaram do controle (To), é possivel presumir que os referidos elementos ndo ocasionaram

danos as plantas, perante as condigdes analisadas. Estes resultados corroboram as afirmacoes
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de Viana e Costa (2016), de que amostras de lama coletadas no Rio Doce apds o rompimento
da barragem de Fund&o, ndo apresentaram toxicidade.

Por outro lado, dentre os principais constituintes do rejeito estava o 6xido de ferro
(IBAMA, 2016). O Fe € um micronutriente essencial para as plantas e ndo é tdxico quando
disponivel em pequenas quantidades no solo (GHAVRI; SINGH, 2010). Dentre todos 0s
micronutrientes essenciais o Fe é o requerido em maior quantidade, e atua em processos
metabolicos essenciais como fotossintese, respiracao e biossintese de clorofila. Também € um
componente importante dos varios sitios de ligacdo de Fe. Apesar disso, altos niveis de Fe
podem ser extremamente toxicos, pois reagem com oxigénio e catalisam a producdo de EROs,
como peroxido de hidrogénio (H20.) e o radical hidroxila (OH) (KOBAYASHI,
NISHIZAWA, 2012).

No entanto, os acessos NEF 05, NEF 09 e NEF 12 quando expostos a 30% (v/v) de lama
do Rio Doce (T2), aos 50 DAT, mostraram um aumento nos indices de desempenho Plaps € Pitotal.
Esse incremento, foi devido ao aumento dos indices de @Eq e yEo, sinalizando um possivel uso
eficiente de Fe pelos fotossistemas dos individuos de Jatropha curcas L. neste periodo inicial.
Pois é sabido que existe alta demanda deste elemento pelo aparelho fotossintético, em razéo da
participacdo na transferéncia de elétrons através de reacdes redox, alternando entre as formas
Fe?* e Fe®* (XING et al., 2009; KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012). Contudo, ap6s 170 DAT,
NEF 05, NEF 09, NEF 12 e NEF 17 n&o apresentaram diferengas entre os indices de @Eo, yEo,
Plabs € Pitotar. Indicando que o excesso Fe ndo influenciou na perda inicial da atividade dos FSII
e FSI. As hipoteses sobre essa homeostase do ferro absorvido séo diversas, desde a producéo
de ferritina até o simples armazenamento nos vactolos (KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012),
o fato é que os individuos de Jatropha curcas L. foram capazes de neutralizar os efeitos do
excesso de Fe e igualar os indices de rendimento e desempenho ao controle no fim do periodo
experimental.

Apenas as plantas do NEF 04, obtiveram no ultimo periodo experimental diferencas
significativas entre os tratamentos com 0% (To) e 30% (T2) de lama do Rio Doce, para os indices
de Plabs € Pitotal, ONde, supreendentemente, os individuos do T apresentaram-se superiores aos
do To. A maior parte desse incremento deve-se ao aumento de RC/ABS e, principalmente, de
©Po/(1-¢Po). O aumento de RC/ABS, provavelmente esta relacionado ao aumento no teor de
clorofila que foi intensificado pela quantidade de Fe no substrato (419 mg/dm3). Freitas (2018)
estudando Mangifera indica L., cv. rosa, sob efeitos da lama do Rio Doce ap6s o0 rompimento

da barragem de Funddo/MG, observou que em condic¢des de 413 mg/dm3 de Fe os individuos
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dessa espécies obtiveram reducdes no RC/ABS, @Po, WwEo, Plass, 3Ro/(1-6R0) € Plietal, revelando
o0s danos causados pelo excesso de Fe ao aparato fotossintético.

Aos 170 DAT a fluorescéncia modulada reforgou os resultados obtidos nas demais
analises de fluorescéncia transiente e trocas gasosas, de que ao fim do periodo experimental
ndo houve diferencgas significativas entre os tratamentos com lama do Rio Doce (fator 2) e o
controle, indicando uma normalidade das atividades fotossintéticas.

Entretanto, foi observada a diferenca quanto ao desempenho fotoquimico entre os
acessos (fator 1). Ficou evidente que NEF 05 possui um maior rendimento quéantico da
dissipacédo de energia regulada, Y nrg), que atrelado a um maior coeficiente de extin¢do nédo
fotoquimica, gN, resultou em um menor rendimento quantico do FSII, Y, perante aos demais
acessos de Jatropha curcas L. O aumento nos valores de Y npg) sugerem mais energia de
excitacdo sendo dissipada como calor (TATAGIBA et al., 2016), ao passo que gN indicou uma
maior atividade de extingdo ndo fotoquimica na membrana do tilacdéide (HANELT, 2018),
resultando em uma reducao do Y, a fim de evitar danos fisioldgicos. Esses resultados estéo
de acordo com os estudos de Ulrich e Christof (2008), de que Y nrg) atua como um mecanismo
foto-protetor, dissipando essa fracdo de energia no FSII através dos carotenoides associados, e,
Kramer et al. (2004) que, como Y «rq) € Y1) S0 competitivos entre si, 0 aumento de um, quase
sempre, ocorre em reducdo do outro.

As clorofilas a e b normalmente ocorrem na proporcao de 3:1. Entretanto, os niveis de
pigmentos fotossintéticos podem variar dependendo as condi¢bes de crescimento e fatores
ambientais (LICHTENTHALER, 1987), sendo um 6timo parametro para avaliar as alterac6es
ambientais (MANIOS et al., 2003). Neste estudo, aos 50 DAT, foram observadas relacdes de
4,0 a 6,0, ao passo que aos 170 DAT essa relacéo reduziu para 4,5 a 5,0. Também foi possivel
notar que neste periodo inicial, a Chl a foi mais sensivel as alteracdes provocadas pela lama do
Rio Doce. Porém, ao final do experimento ndo houve mais diferencas significativas quanto a
lama do Rio Doce (fator 2) somente quanto aos acessos (fator 1).

Os resultados encontrados neste estudo divergem dos resultados encontrados por Xing
et al. (2009), estudando Spirodela polyrrhizza (L.) SChleid. (planta modelo para
fitorremediacdo) onde o excesso de ferro reduziu significativamente os teores de pigmentos
cloroplastidicos em concentrages de 100 mg/dm3. Ja, Jucoski et al. (2016), estudando efeitos
do Fe sobre o crescimento de Eugenia uniflora L. observou que aos 15 DAT houve redugéo
significativa dos teores de clorofilas totais e carotenoides dos tratamentos com maiores teores
de Fe em relacdo ao controle. Dessa forma quando comparada a espécies modelo e espécies

nativas, torna-se evidente a tolerancia de Jatropha curcas L. a solos com até 419 mg Kg* de
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Fe, uma vez que ao final do experimento a concentracdo de lama n&o teve influéncia sobre os
teores de clorofilas, carotenoides e suas relagdes.

As taxas de fotossintese liquida das plantas de Jatropha curcas L. foram pouco afetadas
durante o periodo experimental, e, ao fim deste, 0 excesso de Fe ndo provocou danos ao aparato
fotossintético dos acessos. Revelando uma certa tolerancia as condi¢Bes experimentais, uma
vez que de acordo com Kupper e Andresen (2016) o excesso de Fe pode causar competicdo
com outros metais como Cu, Zn e Ni e ocasionar disturbios na fotossintese. O acesso NEF 12
apresentou as maiores taxas de fotossintese e transpiracao, refletindo em um uso da agua menos
eficiente. Contudo, Gama (2013) alerta que a intensa atividade transpiratoria pode contribuir
para manter a temperatura foliar estdvel. Apesar destas diferencas, a eficiéncia aparente de
carboxilagdo (A/Ci) se manteve a mesma para todos os tratamentos. Provavelmente, em funcgao
normal atividade dos fotossistemas e das reac6es de carboxilacdo (TAIZ et al., 2017).

Neste trabalho, os resultados obtidos mostram que os niveis de toxicidade de Fe variam
de espécie para espécie, corroborando com os trabalhos de Audebert e Fofana (2009). Além
disso, estudos como o de Xing et al., 2009 apontam que 0 excesso de Fe pode degradar a
clorofila e modificar varios outros processos fisiologicos. Dobermann e Fairhust (2000)
apontam que a toxicidade de Fe em plantas ocorre a partir de 300 mg Kg*. Entretanto, neste
estudo ndo foi observado efeitos negativos do Fe, nas condicdes de T1 (220 mg Kg?) e T2 (419
mg Kg?), sobre os individuos de Jatropha curcas L. Xing et al. (2009) afirmam que 0s excessos
de metais podem modificar varios processos fisiolégicos como a sintese de clorofila e
consequentemente do aparato fotossintético. Entretanto esses efeitos ndo foram observados nos
individuos de Jatropha curcas L., que apresentaram maior teor de clorofila quando submetidas
a 30% de lama do Rio Doce (T2).

Chaves et al. (2010) avaliando efeitos do excesso de cobre (Cu) e zinco (Zn) no
desenvolvimento inicial de Jatropha curcas L., concluiu que as mesmas sdo tolerantes até doses
de 50 e 75 mg Kg'!, respectivamente e apds esse valor houve reducio significativa da biomassa.
Ja Hiraki (2016) avaliando o potencial de fitorremediacdo de Jatropha curcas L. perante
diferentes concentracdes de niquel (Ni), observou que mesmo nas doses de 100 mg Kg? néo
houveram alteracGes de massa fresca, massa seca e no indice SPAD, mesmo aos 210 DAT.
Mostrando que o teor de clorofila, e, tdo pouco a fotossintese e assimilacéo de carbono foram
afetas em seu estudo.

Quanto as enzimas antioxidantes, Mittler (2002) relata as afinidades de APX (alcance
em nivel de uM) e CAT (alcance em nivel mM) para H20>, sugerindo que essas enzimas hajam

de formas distintas, isto €, enquanto a APX é responsavel pela modulagéo refinada e sinalizagédo
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das EROs, a CAT é responsavel pela remocgdo em larga escala durante o estresse. A APX e
CAT estdo entre as enzimas mais importantes, que compde o sistema defesa antioxidante das
plantas. Enquanto a APX esta presente no cloroplasto (ligada as membranas do tilacoide e
estroma) e exige acido ascorbico como agente redutor a CAT esta presente nos peroxissomos e
opera sem nenhum agente redutor para converter o H.O> em H>0 e 20, (MITTLER, 2002;
BHATT; TRIPATHI, 2011; DUBEY, 2011; BARBOSA et al. 2014).

Desta forma, fica evidente o alto potencial de Jatropha curcas L. para fitorremediar
areas sobre influéncia de residuos de mineracdo de ferro. Em geral, a espécie obteve bons
resultados, entretanto, houveram diferencas notaveis quando aos acessos utilizados. A producéo
de enzimas antioxidantes, isto &, 0 mecanismo de defesa contra o excesso de Fe foi diferente
para cada acesso. NEF 04 e NEF 05 aumentaram significativamente a atividade da CAT nos
tratamentos com maior concentracdo de lama do Rio Doce, mostrando-se mais sensiveis ao
excesso de Fe. Ao passo que NEF 12 manteve menor atividade da CAT, independentemente
dos tratamentos. 1sso, sugere que este acesso, mesmo na condicao de 30% de lama do Rio Doce
ndo estava sob condicBes de estresse. Ademais, nenhum dos acessos, alterou a atividade da

APX em func¢do das concentracBes de lama do Rio Doce.
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7. CONCLUSAO

Aos 50 DAT, os parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a foram mais
sensiveis que os parametros das trocas gasosas para identificar as diferencas fisiologicas entre
o0 controle e os tratamentos contendo lama do Rio Doce.

Os parametros do teste-JIP mais representativos para demonstrar as alteracdes
fisioldgicas provocadas pelas diferentes concentracdes de lama do Rio Doce foram ®Eg, yEo,
Plas (RC/ABS x ®Po/1- ®Pg x wEo/1- WEO) € Pliotal (Plavs x 8Ro/1- 8Ro).

Em geral Jatropha curcas L. mostrou-se uma espécie com alto potencial para
fitorremediar as areas com Fe em concentragGes de até 419 mg Kg*. Contudo, dentre os cinco
acessos avaliados, NEF 12 sobressaiu aos demais. Isto porque, foi capaz de bioacumular a maior
quantidade de Fe em suas folhas, registrou as menores atividades da CAT independentemente
dos tratamentos e apresentou, isoladamente, a maior taxa de fotossintese liquida ao final do

experimento.
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9. APENDICE

Apéndice A — Analises de Variancia (Anova)

Tabela 12 - Anova das variaveis de pigmentos extraidos em Novembro de 2017.
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p-valor
Fonte de Variagéo GL Chila Chlb Chla+b x+c  Chla/Chlb Chla+b/(x+c)
Acesso 4 0.0058™ 0.3622 0.0061" 0.0132" 0.2428 0.2261
Concentragéo! 2 <0.0001™ 0.7882 <0.0001 0.0050 0.5205  0.1574
Acesso*Concentragdot 8 0.1747 0.2315 0.1692 0.0886 0.1592 0.3288
Residuo 30
Total 44
CV(%) 18.32 67.90 18.39 23.00 18.62 9.52

1Concentracdo de lama do Rio Doce.



Tabela 13 - Anova das variaveis de trocas gasosas por periodo experimental. FV = Fonte de Variagdo.
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p-valor
FV GL A E Os Ci AJE Algs  A/Ci Ci/Ca
Novembro - 50 DAP
Acesso 4 0.4007 0.0055 0.6945 0.5749 0.0062 0.7534 0.1970 0.6626
Concentragdo! 2 0.6777 0.9970 0.7215 0.9811 0.3487 0.8488 0.5940 0.9354
Acesso*Conc.t 8 0.3485 0.4017 0.558 0.4761 0.7972 0.4398 0.2474 0.3665
Residuo 30
Total 44
Média 13.48  2.92 0.35 258.51 4.72 49.74  0.052 0.067
CV (%) 33.68  31.03 75.32 10.88 27.39 45.16 29.97 9.86
Dezembro - 80 DAP
Acesso 4 0.1842 0.0240° 0.0122" 0.0219" 0.1859 0.059 0.3801 0.0073™
Concentracdo! 2 0.3934 0.4502 0.0403" 0.2994 0.5102 0.7512 0.6073 0.2675
Acesso*Conc.t 8 0.7877 0.6730 0.4472 0.744  0.9097 0.9599 0.9091 0.6330
Residuo 30
Total 44
Média 10.36  2.38 0.32 281.37 451 42.95 0.038 0.75
CV(%) 28.87 25.72 61 7.97 21.68 56.1 32.01 6.60
Janeiro - 110 DAP
Acesso 4 0.3721 0.0828 0.0765 0.1527 0.2022 0.4074 0.4877 0.1403
Concentracdo! 2 0.2051 0.6539 0.8480 0.5881 0.4235 0.5548 0.4361 0.6213
Acesso*Conc.! 8 0.3941 0.2740 0.1094 0.4301 0.4346 0.4573 0.5002 0.4026
Residuo 30
Total 44
.. 3.12E-
Média 1.00 0.79 0.03 330.69 1.31 37.72 03 0.86
CV(%) 61.53  33.77 46.97 13.23 68.28 91.18 83.33 13.22
Fevereiro - 140 DAP
Acesso 4 0.0204" <0.0001™ 0.0035™ 0.0755 <0.0001" 0.0125" 0.5809 0.0839
Concentragdo! 2  0.0062™ 0.0588 0.2127 0.0466" 0.0507 0.0361° 0.3400 0.9098
Acesso*Conc.! 8 0.0010™ 0.0058™ 0.0562 0.0060™ 0.0230° 0.0022™ 0.3408 0.5133
Residuo 30
Total 44
Média 1242  4.66 0.65 285.60 2.91 29.14 0.06 0.73
CV(%) 15.20 16.86 87.29 6.07 11.13 41.42 110.78 15.21
Marco - 170 DAP
Acesso 4 0.0211" 0.0001™ 0.0237" 0.0003™ 0.0007" 0.0001™ 0.5573 0.0006™"
Concentracdo 2 0.9271 0.5181 0.5177 0.0849 0.3633 0.0244" 0.4915 0.2113
Acesso*Conc.t 8 0.1398 0.3787 0.5044 0.1747 0.0718 0.2457 0.3456 0.0636
Residuo 30
Total 44
Média 12.22 3.11 0.24 24590 4.10 63.70 0.094 0.62
CV(%) 25.31 18.18 70.23 13.61 25.35 31.6 226.98 14.09

1Concentracdo de lama do Rio Doce.



Tabela 14 - Anova das variaveis de fluorescéncia modulada ao fim do periodo experimental.
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p-valor

Fonte de Variagéo GL Fo Fm Fv Fv/Fm Y Yneg) Yoy  NPQ/4 gN gP gL ETR
Acesso 4 0.4769 0.6430 0.1653 0.4352 0.0003™ 0.0045™ 0.7359 0.0261™ 0.0307" 0.0950 0.4294 0.0033™
Concentragao?! 2 0.0855 0.0214™ 0.0634 0.9028 0.1396 0.6153 0.3450 0.8415 0.7998 0.0930 0.2605 0.2018
Acesso*Concentracdo! 8 0.3415 0.5381  0.1725 0.9245 0.8339 0.8596 0.7000 0.8349 0.7396 0.6813 0.6382 0.2679
Residuo 30

Total 44

CV(%) 11.06 10.53 1159 235 272 24.93 528 28.31 18.19 252 1092 3.69

1Concentracao de lama do Rio Doce.



