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RESUMO

O rompimento da Barragem de Fundao, pertencente as Companhias Samarco/Vale/BHP, no
municipio de Mariana, MG, causou impactos socioambientais € econdmicos imensuraveis,
trazendo ao Rio Doce grande quantidade de rejeitos, residuos responsaveis por alterar
significativamente as concentracdes normais de solidos totais e de metais pesados nos
ambientes terrestres € aquaticos. Por conseguinte, sem o apoio e suporte adequados, a populacao
afetada continua produzindo seus alimentos nas areas acometidas pela deposi¢do do rejeito.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de
rejeito de minério de ferro da barragem de Fundao sobre alguns parametros ecofisioldgicos e
sobre a composi¢ao bioquimica e nutricional de plantas de alface (Lactuca sativa L.). As plantas
foram obtidas a partir da germinagdo de sementes e, posteriormente, ao atingirem tamanho
uniforme, foram transplantadas para vasos de 2,8 litros contendo concentragdes de 0, 25, 50,
75 e 100% de rejeitos de minério de ferro da barragem de Fundao, sendo 0% (substrato fértil)
correspondente ao tratamento controle ¢ 100 ao tratamento com rejeito. Apds 40-50 dias de
cultivo sob condigdes controladas, as amostras das plantas coletadas foram analisadas quanto a
presenca de metais pesados e elementos essenciais. Paralelamente, foram avaliados os teores
de proteinas soluveis totais e as atividades enzimaticas especificas da SOD, CAT e POD; as
trocas gasosas ¢ a fluorescéncia da clorofila a; e atividade antioxidante (DPPH) das plantas.
Além disso, foram determinados outros pardmetros bioquimicos, como a composi¢do dos
pigmentos fotossintéticos e de alguns metabdlitos (carboidratos e prolina); além de andlises
quimicas (Vitaminas A e C). Nos experimentos foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com trés repetigdes por tratamento. Os resultados foram
submetidos as analises de variancias (ANOVA) pelo teste F (P < 0,05) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). No tratamento contendo 25% de rejeito ndo houve
diferencas significantes no que tange ao crescimento, desenvolvimento, composi¢do mineral e
de vitaminas, resultados que indicam que, até essa propor¢ao, o rejeito de minério de ferro nao
causou impactos prejudiciais severos/significativos em termos de produtividade e composi¢ao
nutricional nas plantas de alface. No tratamento 50% de rejeito, efeitos prejudiciais ocasionados
nas plantas foram percebidos sobre alguns parametros, mas, ainda assim, com impactos
menores ¢ possiveis de serem mitigados com a adubagao e corre¢do na estrutura do substrato.
Para as propor¢des 75% e 100% observaram-se impactos expressivos, principalmente no que

tange ao crescimento (MF e MS). Porém, ndo foram encontrados nas plantas elementos que



ocasionassem riscos de toxicidade para a salide humana pelo seu consumo. Em contraste,
observou-se uma deficiéncia nutricional como consequéncia da menor translocagdao de
elementos essenciais para as folhas (parte aérea). Os resultados encontrados sao satisfatorios ao
se considerar a seguranca alimentar e nutricional da populagdo que convive e consome
alimentos produzidos nos locais afetados pelo rejeito de minério de ferro, nos quais nao
encontramos riscos e/ou prejuizos para a saude humana. Além disso, indicam a possibilidade
de manutencao da agricultura familiar nos locais afetados, atividade que desempenha papel

econdmico importante na produgdo de alimentos.

Palavras-chave: Seguranga Alimentar. Agricultura Familiar. Metais Pesados. Fisiologia

Vegetal. Ecofisiologia.



ABSTRACT

The rupture of the Fundao Dam, owned by Samarco/Vale/BHP companies, in the municipality
of Mariana, MG, caused immeasurable socio-environmental and economic impacts, releasing
a large amount of tailings into the Doce River. These residues significantly altered the normal
concentrations of total solids and heavy metals in terrestrial and aquatic environments.
Consequently, without proper support, the affected population continues to produce food in
areas affected by the tailings deposition. Therefore, the aim of this study was to assess the
effects of different concentrations of iron ore tailings from the Funddo Dam on some eco-
physiological parameters and the biochemical and nutritional composition of lettuce plants
(Lactuca sativa L.). Plants were obtained from seed germination and, when reaching uniform
size, transplanted into 2.8-liter pots containing concentrations of 0, 25, 50, 75, and 100% of
Fundao Dam iron ore tailings. The 0% concentration (fertile substrate) corresponded to the
control treatment, and 100% to the tailings treatment. After 40-50 days of cultivation under
controlled conditions, plant samples were analyzed for the presence of heavy metals and
essential elements. Additionally, total soluble protein levels, specific enzymatic activities of
SOD, CAT, and POD, gas exchange, chlorophyll a fluorescence, and plant antioxidant activity
(DPPH) were evaluated. Other biochemical parameters, such as the composition of
photosynthetic pigments and certain metabolites (carbohydrates and proline), as well as
nutritional analyses (Vitamins A and C), were also determined. The experimental design used
was a completely randomized design (CRD), with three replicates per treatment. The results
were subjected to analysis of variance (ANOVA) by the F-test (P < 0.05), and means were
compared using the Scott-Knott test (P < 0.05). In the treatment containing 25% tailings, there
were no significant differences in terms of growth, development, mineral composition, and
vitamins. This suggests that, up to this proportion, iron ore tailings did not cause
severe/significant adverse impacts on lettuce productivity and nutritional composition. In the
50% tailings treatment, detrimental effects on seedlings were observed in some parameters, but
with minor impacts that could potentially be mitigated with fertilization and substrate
correction. At proportions of 75% and 100%, significant impacts were observed, particularly in
terms of development (fresh and dry mass). However, no elements were found in the plants that
posed risks of toxicity to human health through consumption. On the contrary, a nutritional
deficiency was observed as a result of reduced translocation of essential elements to the leaves

(aerial part). The results are satisfactory when considering the food and nutritional security of



the population that lives in and consumes food produced in areas affected by iron ore tailings.
No risks or damages to human health were found. Additionally, the findings indicate the
possibility of maintaining family farming in affected areas, which plays a crucial economic role

in food production.

Keywords: Food Security. Family farming. Heavy metals. Plant Physiology. Ecophysiology.
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PSII (h), coeficiente de extingao fotoquimico (i), taxa aparente de transporte de elétrons (j) e
taxa de respiragdo no escuro (k) em resposta a diferentes concentracdes de rejeitos de minério
de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrao da média (n = 3). As médias com mesmas letras
nao diferem entre si pelas analises de variancias (ANOVA) pelo teste F (Teste de Post Hoc de
Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3. Tratamentos (propor¢ao (%) de solo fértil/rejeito de
minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.
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1 INTRODUCAO

Em 5 de novembro de 2015, ocorreu o rompimento da Barragem de Fundio, de
propriedade das Companhias Samarco/Vale/BHP, no municipio de Mariana, MG. O desastre
resultou em impactos socioambientais e econdmicos incalculdveis, despejando no Rio Doce
aproximadamente 55 milhdes de metros cubicos de rejeitos de mineragao de ferro, armazenados
no reservatorio do Fundao, ocasionando o galgamento da barragem de Santarém e a formagao
de uma avalanche de rejeitos e agua. Essa massa percorreu 663 km de destrui¢ao ao longo do
Rio Doce, atingindo diversas comunidades e desembocando no Oceano Atlantico. O
rompimento afetou tanto afluentes quanto areas de cultivo, alterando de maneira significativa
suas concentragdes normais de sélidos totais em suspensdo e metais pesados dissolvidos
(Andrade et al., 2018; Fernandes et al., 2016). De acordo com dados divulgados pelo
Movimento dos Atingidos por Barragens (MAB), a empresa Renova declara ter indenizado 80
mil individuos afetados pelo evento. Entretanto, estimativas do MAB sugerem que
aproximadamente um milhdo de pessoas foram impactadas pelo rompimento da barragem

(Brasil de Fato, 2023).

Devido a exploracao de ouro (Au), ferro (Fe) e a mineragao de aluminio (Al), a regido
¢ reconhecida como um Quadrilatero Ferrifero, o que resultou em um enriquecimento de metais
e conjuntos de minérios nos sedimentos do rio (Silva et al., 2018; Coelho et al., 2020). Além
disso, a composi¢ao quimica do solo impactado, enriquecida em elementos metalicos, impactou
o estabelecimento e desenvolvimento de espécies vegetais utilizadas em praticas de
reflorestamento ou para fins econdomicos (Coelho et al., 2020). A analise do rejeito evidenciou
a presenca de metais como Arsénio (As), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Chumbo (Pb), Manganés
(Mn), Cromo (Cr), Cobalto (Co) e Niquel (Ni). Embora ndo tenham atingido concentracdes
potencialmente toxicas, a sedimentagdo da lama sobre o solo e o revolvimento do fundo dos
rios podem ter colocado novamente em suspensao sedimentos contendo metais pesados,
contribuindo para a disseminacao desses elementos ao longo do trajeto da lama (EMBRAPA,

2015; Hatje et al., 2017; Queiroz et al., 2018).

Esse desastre ambiental, considerado o maior no setor de mineragdo global, teve grandes
repercussdes no ambito da Satde Publica, comprometendo a qualidade dos ecossistemas

aquaticos e terrestres, bem como afetando adversamente a satide e o bem-estar das comunidades
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locais (Heller, 2019). A populacdo enfrentou alteracdes em sua rotina, fonte de renda e
exposicao diaria a contaminantes, representando riscos e agravos a saude. No entanto, a
populagdo nao recebeu suporte adequado para permanecer nos locais afetados, sendo compelida
a conviver com as mudangas ocorridas. Apesar da recomendagdo de evitar contato com os
rejeitos, a agricultura representa uma das principais atividades produtivas e fonte de

alimentacgdo para a popula¢ao dos municipios afetados (Vitoria et al., 2019).

Diante desse contexto, a populagao continua a produzir alimentos nas areas impactadas
pela deposic¢ao do rejeito. No entanto, ha poucos estudos que investigam os riscos em longo
prazo associados ao consumo dos alimentos produzidos nesses locais. Diversas pesquisas
apontam importantes associacdes de metais pesados, presentes no rejeito, com doengas
infecciosas, respiratorias e relacionadas ao trato gastrointestinal, além de um possivel

desenvolvimento de doengas cronicas devido a exposi¢dao a altas concentracdes de toxinas

(ABRASCO, 2020).

Andlises realizadas em amostras de rejeito coletadas no fundo do antigo lago da UHE
Risoleta Neves (Candonga), em Santa Cruz do Escalvado, MG, e submetidas a avaliagdo pelo
Laboratoério de Fisiologia Vegetal — UFJF, revelaram a presenga excessiva de elementos
metalicos, como ferro (Fe) e manganés (Mn) (Freitas et al., 2023). Embora esses elementos
sejam essenciais tanto para as atividades metabolicas das plantas quanto para a saide humana,
em concentragdes elevadas, podem ocasionar efeitos potencialmente toxicos (Andrade et al.,
2018; Etesami, 2018). O consumo humano acima dos Limites Superiores Tolerdveis de
Ingestdo (UL), indices que determinam o limite maximo tolerdvel da ingestdo didria de
nutrientes de forma segura, pode ocasionar efeitos prejudiciais a saude (FAO/WHO/UNU,
(2011); Abe-Matsumoto, 2015). Nas plantas, esses elementos podem provocar prejuizos na
absor¢do e distribui¢do de nutrientes, bem como em suas fung¢des metabodlicas, causando
desequilibrio nutricional ¢ comprometimento no desenvolvimento em termos da fotossintese e

biomassa (Andrade et al., 2018; Etesami, 2018).

A eventual redugdo na biodisponibilidade de micronutrientes, compreendendo
vitaminas ¢ minerais fundamentais para o bem-estar humano, pode resultar em deficiéncias
nutricionais, uma vez que nado se alcanga a Ingestdo Dietética de Referéncia (DRI) (National
Research Council (US), 1989). A DRI refere-se a quantidade diaria necessaria de nutrientes
para satisfazer as exigéncias fisiologicas do organismo, como estabelecido por Abe-Matsumoto

em 2015. A insuficiéncia na obtencdo adequada desses micronutrientes cruciais pode
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desencadear desequilibrios nutricionais, comprometendo assim a saude e o funcionamento
eficiente dos processos metabolicos e fisioldgicos no corpo humano. Esse cenario destaca a
importancia critica da manuten¢do de niveis apropriados de micronutrientes na dieta diaria, a
fim de assegurar um estado nutricional adequado e prevenir potenciais complicacdes associadas

a caréncia de vitaminas e minerais.

A alface, sendo a principal hortalica folhosa consumida pelos brasileiros, destaca-se por
sua comercializacdo e consumo prevalentes, principalmente na forma in natura. Cultivada em
condi¢cdes de agricultura familiar, conforme indicado por Sala & Costa (2005), essa hortalica é
reconhecida por suas caracteristicas organolépticas distintas, proporcionando facil aceitacao
devido ao sabor suave e a textura crocante. Além disso, ¢ relevante ressaltar que a alface nao
apenas atende as preferéncias culinarias, mas também contribui significativamente para a
ingestao de vitaminas, minerais e fibras, como apontado pelo TACO (2011). Essa combinagao
de qualidades torna a alface uma escolha nutricionalmente valiosa e uma peca fundamental na
dieta cotidiana dos brasileiros, reforcando sua importancia ndo apenas como alimento, mas

como um componente essencial da culindria e da alimentagdo saudavel.

No contexto socioecondmico, a produgdo da cultura de alface desempenha um papel
crucial para os agricultores, especialmente aqueles envolvidos na agricultura familiar. A
comercializacdo efetiva da alface proporciona oportunidades econdmicas e sustentabilidade
para esses produtores, contribuindo para a subsisténcia de comunidades rurais. Além disso, o
cultivo da alface gera empregos locais, promovendo o desenvolvimento socioecondomico em
areas rurais (Monchelato & Fernandes, 2022). A demanda consistente por alface no mercado
fortalece a base financeira dos agricultores, consolidando a importancia socioeconémica dessa
hortalica na produgdo agricola, destacando seu papel vital na seguranca alimentar ¢ no bem-

estar das comunidades agricolas.

Este estudo propods avaliar os impactos de diferentes proporc¢des de rejeito de minério
de ferro da barragem de Funddo em plantas de alface. Para tanto, andlises quimicas e fisicas do
substrato foram fundamentais para entender a composi¢do nutricional e mineraldgica dos
substratos utilizados nos tratamentos, fornecendo informagdes essenciais sobre a presenca e
concentragdo dos metais pesados. Além disso, a avaliacdo dos parametros nutricionais,
vitaminas, minerais e capacidade antioxidante nas plantas demandou andlises bioquimicas
detalhadas para quantificar os efeitos do rejeito na qualidade nutricional e crescimento das

plantas de alface.
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Para compreender os efeitos ecofisiologicos, as anélises de fluorescéncia da clorofila a
e de trocas gasosas de CO; e H>O sdo fundamentais. Essas analises sdo ferramentas sensiveis
para detectar alteragdes no aparelho fotossintético induzidas por estresses, proporcionando
compreensdo sobre a saude e a eficiéncia fotossintética das plantas. O uso de analisador de
fotossintese, fluordometro e clorofildmetro portateis, como o IRGA, Handy Pea € o SPAD-502,
podem fornecer medidas instantdneas, ndo destrutivas, eficientes da fotossintese, trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a e dos pigmentos fotossintéticos, contribuindo para a
avaliacdo da resposta das plantas aos diferentes tratamentos (Ahammed et al., 2018; Porcar-

Castell et al., 2014).

Adjuntamente, estudos a respeito dos mecanismos de defesa enzimaticos e nao
enzimaticos em plantas, t€m sido promissores € contribuem para investigar a citototoxidade das
espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs representam uma classe de moléculas
altamente reativas, caracterizadas por atomos de oxigénio com elétrons desemparelhados,
conferindo-lhes uma natureza instavel propensa a interacdes vigorosas no ambiente celular.
Principais entre essas EROs estdo o oxigénio singleto ('05), superdxido (Oze-), peroxido de
hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (*OH). Essas moléculas sdo intrinsecamente produzidas
durante o metabolismo aerdbico em organelas celulares como cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos, desempenhando papéis cruciais como mensageiros em vias de sinalizacdo

celular (Huang et al., 2019).

Em condi¢des normais, as plantas desenvolveram sistemas de defesa antioxidantes,
envolvendo enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase,
juntamente com pequenas moléculas antioxidantes, como glutationa e acido ascorbico. Esses
componentes colaboram na desintoxicacao das EROs, mantendo o equilibrio redox celular
(Dinakar et al., 2011). Contudo, sob estresse ambiental, como altas temperaturas, seca,
salinidade ou ataques patogénicos, dentre outros, a produ¢do de EROs pode superar a
capacidade antioxidante, levando ao estresse oxidativo (Sharma et al., 2012). Esse desequilibrio
pode causar danos a biomoléculas essenciais, incluindo DNA, proteinas e lipidios, resultando
em efeitos adversos como morte celular e comprometimento do desenvolvimento normal das

plantas.

Por fim, a investigagdo dos efeitos especificos do rejeito nas plantas exige uma
abordagem abrangente que integre analises quimicas, bioquimicas e ecofisiologicas, as quais

possibilitam a identificacao de concentragdes criticas dos elementos toxicos, elucidando os
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niveis em que esses elementos comecam a causar danos as plantas. Em conjunto, essas andlises
formam uma base solida para a compreensao e estabelecimento de medidas mitigadores dos

impactos socioambientais decorrentes do desastre da barragem de Fundao.

Considerando os efeitos prejudiciais no crescimento e desenvolvimento das plantas
quando expostas a contaminantes, como metais pesados em excesso, hipotetizou-se que o
crescimento e a alteragcdes na composi¢ao quimica e bioquimica de plantas de alface cultivadas
em substratos contendo rejeitos de minério de ferro seriam prejudicados devido ao aumento dos
teores de elementos metdlicos. Portanto, pretendeu-se, neste estudo, avaliar quais efeitos
quimicos, bioquimicos e ecofisioldgicos ocorrem em plantas de alface cultivadas na presenca
de rejeitos de minério de ferro da barragem de Fundao, de modo a considerar os possiveis riscos

a saude humana.

1.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de diferentes proporcdes de rejeito de minério de ferro da barragem de
Fundao sobre parametros ecofiosioldgicos, composi¢do quimica e bioquimica de plantas de

alface (Lactuca sativa L.).

1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o conteudo de minerais e a composicdo fisica dos substratos utilizados nos

tratamentos;

b) Quantificar os parametros nutricionais, vitaminas, minerais e capacidade antioxidante nas

plantas dos diferentes tratamentos;

c) Analisar a atividade fotossintética e a composi¢ao de pigmentos fotossintéticos, a atividade
de enzimas antioxidantes e a produc¢do de radicais livres e metabdlitos em plantas de alface

submetidas a diferentes propor¢des de rejeito;

d) Verificar se ha a presenca de elementos essenciais metalicos em excesso nos preparados de

solo, partes areas e raizes das plantas;
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e) Identificar quais efeitos ocorrem nas plantas quando submetidas ao rejeito e, se houver

respostas diferenciais, determinar a partir de quais concentragdes os efeitos se manifestam,;
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2 MATERIAL E METODOS

2.2 Localizagao da area de pesquisa e condi¢des climaticas

Os cultivos de alface crespa foram montados e conduzidos em casa de vegetagao nao-
climatizada, coberta com teto de policarbonato e aberta nas laterais, localizada na Estac¢do
Experimental de Cultivo e Manutencao de Plantas do Departamento de Botanica do Instituto
de Ciéncias Biologicas (DBOT - ICB) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), no
periodo de julho a novembro de 2020. Totalizaram-se trés montagens de experimentos em
periodos com intervalos de 20 dias entre eles. Apds 60 dias de cada montagem experimental,
analises laboratoriais, bem como analises nutricionais, bioquimicas e ecofisioldgicas foram
realizadas no Laboratorio de Fisiologia Vegetal do DBOT - ICB. Os locais mencionados
localizam-se em Juiz de Fora, MG, (21°46'48.9"S 43°2225.6"W, 970 m de altitude) e
pertencem a UFJF, cuja regido possui clima Cwa (mesotérmico), com verdo chuvoso e quente
e inverno mais frio, com menor presen¢a de chuvas, de acordo com a Classificagdo de W.
Koppen (DEGEO - ICH / UFJF, 2009).

O primeiro experimento foi montado entre 31/07/2021 e 28/09/2021. No periodo
experimental, a temperatura variou de 7 a 33 °C, com média de 20 °C; a umidade relativa do ar
variou de 57 a 94%, com média de 75,5%. O segundo experimento foi realizado no mesmo
local, entre os dias 23/08/2021 e 21/10/2021. Nesse periodo experimental, a temperatura variou
de 9 a 33 °C, com média de 21 °C; a umidade relativa do ar variou de 98 a 57%, com média de
77,5%. O terceiro experimento foi montado no periodo entre 18/09/2021 a 16/11/2021. No
ultimo periodo experimental, a temperatura varioude 9 a 33 °C, com média de 21 °C; a umidade
relativa do ar variou de 69 a 98%, com média de 83,5%.

Os dados climatoldgicos foram obtidos do site do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) (https://bdmep.inmet.gov.br/). As referéncias histéricas de Juiz de Fora sdo
provenientes da Estagdo Climatoldgica da UFJF, coletadas pelo Laboratério de Climatologia e
Analise Ambiental do Departamento de Geografia do Instituto de Ciéncias Humanas (DEGEO
—ICH).

Figura 1. Temperatura e umidade relativa do ar na regido de Juiz de Fora, MG, durante a
conducao dos experimentos.
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Fonte: Autora, 2022.

2.2 Material vegetal e condic¢des de cultivo

As plantas de alface crespa (Lactuca sativa L. var. crispa), do tipo Grand Rapid,
utilizadas nos estudos foram obtidas a partir de mudas produzidas apos germinagdo de sementes
de alface comerciais previamente esterilizadas e acondicionadas em sementeiras com substrato
vegetal produzido por compostagem. As mudas de alface, de aproximadamente 7-8 cm, foram
transplantadas 20 dias apos a germinacdo das sementes, para vasos de 2,8 litros e submetidas
as proporg¢des volumétricas de 0, 25, 50, 75 e 100% de rejeitos de minério de ferro da barragem
de Fundao, sob condig¢des controladas em casa de vegetacdo localizada nos Laboratérios
Avancados de Experimentacdo de Plantas (Laep-UFJF), sendo 0% correspondente ao
tratamento controle e 100% ao tratamento com rejeito puro (Tabela 1).

Os substratos foram preparados a partir do rejeito de minério de ferro coletado apos a
dragagem do fundo do lago da Usina Hidrelétrica Risoleta Neves (Candonga), localizada em
Santa Cruz do Escalvado, MG e da mistura desse material com um substrato fértil
(solo:areia:esterco bovino curtido; 3/2/1; v/v/v/). Os vasos com os diferentes tratamentos foram
distribuidos de forma aleatorizada, a fim de mitigar as possiveis interferéncias fisicas locais no
crescimento das plantas. A irrigacdo foi manual, realizada diariamente com auxilio de becker,

no periodo das 07 as 08 horas da manha, durante todo o experimento.
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Tabela 1. Composicao dos tratamentos (0, 25, 50, 75 e 100%), em termos de proporcao de
substrato fértil e rejeito de minério de ferro da barragem de Fundao, utilizados para o
preenchimento dos vasos utilizados nos experimentos.

Rejeito de minério de

Tratamento Substrato Fértil (%) ferro (%)
0 100 0
25 75 25
50 50 50
75 25 75
100 0 100

Fonte: Autora, 2022.

Figura 2. Muda de uma planta de alface apds 20 dias de germinacdo (A). Distribui¢do
aleatorizada dos vasos com os diferentes tratamentos em casa de vegetagdo (B). Tratamentos
(proporg¢do (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro).

Fonte: Autora, 2021. }

Apos 60 dias de crescimento, os vasos das plantas de alface produzidas em diferentes
substratos em casa de vegetacdo foram transferidos para o Laboratdrio de Fisiologia Vegetal da
UFJF para que as analises destrutivas (quimicas e bioquimicas) ocorressem de forma imediata
apos a retirada das folhas, mitigando possiveis estresses fisioldgicos ocasionados pela coleta.
De cada tratamento, foram escolhidos aleatoriamente trés vasos dos cinco produzidos, sendo as
analises realizadas em trés repeticdes, ou seja, trés individuos diferentes por tratamento ¢ em
trés réplicas, correspondendo a triplicata das analises em cada individuo (3x3).

Todas as andlises foram realizadas em folhas das plantas de alface completamente
expandidas, na 2% ou 3* folha, a partir da roseta central. Discos foliares, obtidos do ter¢o médio
da lamina foliar e sem sinais de problemas fitossanitarios, foram coletados e imediatamente

utilizados para as analises laboratoriais.
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Para abranger todas as analises propostas neste trabalho foram realizadas trés montagens
dos experimentos. A primeira montagem destinou-se a coleta integral das partes aéreas, raizes
e substrato para serem analisadas em termos de produtividade (massa seca e fresca), assim como
para envio ao Laboratério de Andlises de Rotina de Solo e de Planta do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), a fim de realizar andlises no que tange
a granulometria e fertilidade dos substratos, além do conteudo de nutrientes foliares e das raizes.
A segunda montagem foi dirigida as analises ecofisiologicas (ndo destrutivas) e bioquimicas
(destrutivas). Por fim, a terceira montagem foi destinada as andlises nutricionais de vitaminas
A e C, as quais necessitaram de um maior conteudo de tecido vegetal para serem realizadas.

No presente manuscrito as metodologias utilizadas nos experimentos foram
organizadas em quatro se¢oes. A primeira foi direcionada a apresentacao das metodologias das
analises do solo no que tange fertilidade, granulometria dos substratos e quanto aos niveis dos
elementos metalicos essenciais e de elementos potencialmente toxicos. J& na segunda, foram
apresentados os métodos utilizados nas analises nutricionais, pela determinagao do contetido de
vitaminas nas folhas e nutrientes foliares e das raizes, além da atividade antioxidante total pela
captura do radical livre DPPH e quanto aos niveis dos elementos metalicos essenciais e
elementos potencialmente toxicos. A terceira secdo apresenta as metodologias de estudo da
fotossintese, incluindo a analise dos contetidos de massa fresca e massa seca, carboidratos
soluveis totais e amido, indice SPAD e analises de pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da
clorofila e analises de trocas gasosas. Por fim, a quarta se¢ao apresenta as metodologias usadas
nas analises bioquimicas, com a determina¢ao do contetdo de proteinas, atividade enzimatica
especifica, extragdo enzimadtica, metabolismo oxidativo (Espécies Reativas de Oxigénio —

EROs) e substratos das enzimas.

2.3 Conteudo de massa fresca e massa seca

Para a obtencdo das amostras de massas frescas e secas, a parte aérea das plantas foram
submetidas a lavagem com agua deionizada, ja as raizes foram separadas e lavadas com HCl a
10 mmol L por aproximadamente 30 segundos, voltando-se a lava-las em agua destilada
novamente (Ferrandon & Chamel, 1988). Ambas as partes foram secas com papel absorvente e
em seguida pesadas, para quantificar as suas respectivas massas frescas. A massa seca foi obtida
pela pesagem das amostras apos secagem em estufa com circulagdo de ar a 70 °C até atingirem

massas constantes. Os resultados foram expressos em gramas.
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2.4 Analises do Solo

2.4.1 Fertilidade dos substratos

Visando a determinagdo da granulometria e da composicdo de nutrientes, antes da
instalagdo dos experimentos, trés amostras dos cinco substratos utilizados foram coletadas
aleatoriamente. Os teores de potassio (K), fosforo (P), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn) e
cobre (Cu) foram obtidos ap6s a extragao com solugao Mehlich 1 (HCI 0,05 M + H2S04 0,0125
M); nitrogénio (N) foi obtido por digestdo sulfarica — destilagdo Kjeldhal; os minerais célcio (Ca),
magnésio (Mg) e aluminio (Al) foram extraidos com solu¢do de KCI 1M; para extragdo do boro
(B), foi utilizada 4gua quente; o enxofre (S) foi extraido com fosfato monocélcio em acido
acético; a acidez potencial (H + Al) foi determinada através do pH em solucao tampao SMP.
Outros atributos determinados foram: sodio (Na), nitrogénio (N), niquel (Ni), cromo (Cr),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), pH em agua (1:2,5), soma de bases trocaveis (SB), capacidade de
troca cationica a pH 7,0 (T), capacidade de troca cationica efetiva (t), indice de saturagdo de
bases (V), indice de saturagao de aluminio (M), indice de saturagao por sodio (ISNa), matéria
organica (M.O.; obtida através da oxidacdo por NaCr,O7; 4N + HoSOs 10N) e fosforo
remanescente (P-rem). Todas as analises foram realizadas pelo Laboratério de Analises de
Rotina de Solo e de Planta do Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa

(UFV), conforme metodologia proposta por Silva (2009).

2.4.2 Granulometria dos Substratos

A caracterizagao fisica dos substratos foi determinada pela granulometria (areia grossa,
areia fina, argila e silte) e pelas andlises: da argila dispersa em agua (ADA), equivalente de

umidade (EU), densidade de particulas (Dp), densidade do solo (Ds) (Texeira et al., 2017).

2.5 Analises Nutricionais

2.5.1 Vitamina C

O contetdo de vitamina C foi determinado utilizando a metodologia proposta por

Dinesh et al. (2015), com modificagdes. Aliquotas de 3,4 g de massa fresca (MF) de cada
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amostra dos tratamentos foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido (N2) e
homogeneizadas com 15 mL de acido oxalico a 4%. Apds filtragem em quatro camadas de
gaze, o extrato foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4 °C, e seu volume completado para
17 mL de acido oxalico a 4%.

O teor de vitamina C das amostras dos tratamentos foi determinado pelo método de
titulagdo com 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP), conforme descrito por Rao & Deshpande
(2006). Em um baldo de 50 mL foram pipetados 5 mL da solugdo padrdo de trabalho de acido
ascorbico (100pg/5SmL) e 10 mL de 4cido oxalico a 4%. O contetido do frasco foi titulado contra
a solugdo corante (preparada com 800 mL de uma solu¢do composta por 168 mg de bicarbonato
de sddio, 208 mg de 2,6-diclorofenol indofenol e completada para 800 mL com agua destilada
(p/p/v)) (V1) até o aparecimento de uma coloragao rosa palida que persistiu por alguns minutos.
Foram titulados de forma semelhante 5 mL do extrato dos tratamentos contra a solugdo de

corante (V>). O teor de vitamina C presente nas amostras foi determinado usando a formula:

Quantidade de contetido ascorbico (mg/100g) =100 x Vo, x 17 x 100
VixMFx5

Onde:

100 = ng de acido ascorbico padrao tomado para titulagao

V1 = Volume de corante consumido por 500 pg de acido ascorbico padrao
V> = Volume de corante consumido por 5 mL de amostra de teste

17 = Corresponde ao volume total do extrato

100 = Teor de acido ascorbico/100g da amostra

MF = Massa da amostra retirada para extrag¢do (= 3,4 g)

5 = Volume da amostra de teste retirada para titulagdo

O conteudo de vitamina C foi expresso em termos do teor de vitamina C, em mg por 100g de massa

foliar (mg/100g).

2.5.2 Vitamina A

Para determinagdo do contetido de vitamina A nas amostras dos diferentes tratamentos

foi utilizada a metodologia proposta por Rutkowski & Grzegorczyk (2007). A extragao foi
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obtida pela maceragdo de 1,5 g de massa fresca com N3 liquido e 8 mL de agua deionizada
(Braga, 2016). Apos a solubilizagdo, os homogenatos foram centrifugados a 10.000g por 15
min a 4°C. Em tubo de ensaio rosqueavel foram adicionados 1 mL do sobrenadante e 1 mL da
solu¢do de KOH a 1M em etanol 90%, sob agitacdo em vortex. A mistura foi incubada em a 60
°C por 20 min e a reac¢do foi interrompida em banho de gelo. Entdo, foi adicionado 1 mL de
xileno a solugao com agitacdo em vortex por 1 min. Em seguida, apos as amostras serem
centrifugadas a 1500 x g durante 10 min e separadas em duas fases, todo o extrato da camada
superior foi coletado e sendo a sua absorbancia (A1) lida em cubeta de quartzo a 335 nm, sendo
o espectrofotdmetro zerado com xileno. Apos a primeira leitura, os extratos foram transferidos
para tubos de ensaios ¢ irradiados com luz ultravioleta por 30 min. Posteriormente, foi realizada

a leitura da segunda absorbancia (A), também 335 nm.

A concentracdo (Cyx) da vitamina A (uM) nos extratos analisados foi determinada

utilizando-se a formula:
Cx=(A1-Ar) 2223
Onde:

22,23 - Multiplicador concebido com base no coeficiente de absor¢ao de uma solucao de
vitamina A a 1% (na forma de retinol) em xileno a 335 nm mantido em uma cubeta de medicao

com espessura = 1 cm.

Os resultados foram expressos em termos do teor de vitamina A nos tecidos foliares de

alface (ng/100g).

2.5.3 Determinacido Antioxidante Total pela Captura do Radical Livre DPPH

A atividade antioxidante total, estimada pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazina (DPPH), foi determinada utilizando-se a metodologia proposta por Brand-Wiliams et
al. (1995), com modificagdes sugeridas por Sdnchez-Moreno et al. (1998) e Rufino et al. (2007).
Inicialmente, aliquotas de 2 g de massa foliar fresca de cada tratamento foram maceradas com
auxilio de nitrogénio (N2) liquido €10 mL de metanol a 80%, de acordo com Parida et al. (2018).
As extracdes foram reservadas ao abrigo da luz por 1 h a 5°C em tubos rosqueaveis e,

posteriormente, centrifugadas a 10.000 g x por 15 min a 4°C.
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Foram preparadas trés diferentes diluigdes, em triplicata, a partir dos extratos obtidos,
sendo equivalentes a 2 g (100 pL de extrato), 1,5 g (75 uL de extrato + 25 pl de metanol a 80%)
e 1,0 g (50 puL de extrato + 50 pL. de metanol a 80%) de massa foliar. Na auséncia de luz, foi
adicionada uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato em 3,9 mL do radical DPPH a
0,06 mM (preparado em alcool metilico (m/v)), sendo a solugdo homogeneizada em agitador
de tubos. Foi utilizado como solu¢ao controle 0,1 mL de metanol a 80% com 3,9 mL do radical
DPPH a 0,06 mM preparado em alcool metilico (m/v). As solugdes foram lidas em
espectrofotometro a 515 nm apo6s 15 min, tempo pré-estabelecido para a reducdo total da
absorbancia até sua estabiliza¢do (tempo EC50). A curva padrao foi preparada com solucao
padrao de DPPH (60 uM) em alcool metilico (m/v). Utilizou-se alcool metilico, como branco,
para calibrar o espectrofotometro. Os calculos foram realizados conforme proposto por Rufino

et al. (2007) e os resultados foram expressos em g MF/ g DPPH.

2.5.4 Nutrientes foliares e nas raizes

Ao final do experimento, concluido sessenta dias apos o estabelecimento das plantas,
trés amostras de substrato de cada um dos cinco tratamentos (0, 25, 50, 75 e 100% de rejeito)
foram coletadas e submetidas as mesmas analises realizadas na montagem dos substratos no
Laboratoério de Andlises de Rotina de Solo e de Planta do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Os teores de minerais nas folhas e nas raizes foram determinados ao final do
experimento. As amostras de folhas foram secas em estufa a 70 °C, até massa constante,
conforme descrito no topico 3.5.1 deste material, as quais foram moidas e submetidas as
analises, conforme metodologias especificas. Foram determinados os teores de nitrogénio (N),
fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu),
manganés (Mn), zinco (Zn), ferro (Fe), soédio (Na), niquel (Ni), cromo (Cr), cadmio (Cd),
chumbo (Pb) e carbono (C).

2.6 Fotossintese e seus produtos

2.6.1 Conteudos de carboidratos soluveis totais e amido
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2.6.1.1 Carboidratos soluveis totais

Os contetdos de carboidratos soluveis totais (CST) e os teores de amido foram
determinados utilizando a metodologia proposta por DuBois et al. (1956), modificada por
Shimizu (2009). Aliquotas de 0,5 g de massa foliar fresca de cada amostra dos tratamentos
foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido (N2) e homogeneizadas com 5 mL de etanol
80%, sendo incubadas a 90°C por 60 min. Apods centrifugacdo a 3.500 x g, a temperatura
ambiente por 10 min, o sobrenadante foi reservado e a extragcdo do precipitado foi repetida por
mais duas vezes. O volume dos sobrenadantes foi completado para 14 mL com etanol 80%.
Aliquotas de 60 pL por amostra foram coletadas e adicionadas 940 uL. de agua destilada e 5
mL de antrona 0,2% (preparada em H>SO4 concentrado). A mistura foi agitada e incubada em
banho com agua fervente, por 15 min. Apds resfriamento, a absorbancia foi lida a 620 nm. Para
os célculos, uma curva padrao de glicose a 0,01% foi preparada e os resultados foram expressos

em mg de glicose g™ de massa foliar fresca.

2.6.1.2 Amido

Os contetdos de amido foram estimados pela extracdao do pellet oriundo da extragcdo dos
CST. A cada amostra de pellet adicionaram-se 2 mL de agua destilada e 3 mL de acido
perclorico (HCLO4) a 52%. A mistura foi ressuspendida em vortex e incubada a temperatura
ambiente por 30 min. Apos centrifugacao (3.500 x g, por 5 min, & temperatura ambiente), o
sobrenadante foi coletado e a extragdo do pellet foi repetida mais duas vezes. O volume dos
sobrenadantes foi completado para 14 mL com a mistura de dgua:acido perclérico (HCLO4) a
52% (2:3 mL). Aliquotas de 30 puL dos extratos foram coletadas para as analises, adicionadas a
970 uL de 4gua destilada e 5 mL de antrona 0,2% (preparada em H>SO4 concentrado). Apos
agitacdo, incubagdo em agua fervente (por 15 min) e resfriamento, a absorbancia das amostras

foi lida a 620 nm. Os resultados foram expressos conforme descrito para os CSTs.

2.6.3 Determinacio do indice SPAD e dos teores de pigmentos fotossintéticos da
fluorescéncia da clorofila a e da fotossintese

2.6.3.1 SPAD
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A determinagdo ndo destrutiva de clorofilas pelo indice SPAD (Soil Plant Analysis
Development), conforme metodologia descrita por Leon e colaboradores (2007), foi realizada
com o auxilio do clorofilometro Konica Minolta SPAD-502 (Tokyo, Japdao) em folhas
completamente expandidas, sem sinais de problemas fitossanitarios, na 2* ou 3* folha a partir
da roseta central, de cada planta de alface. As leituras foram realizadas em cinco pontos por
folha, para obten¢ao da média dos dados, obtidas do ter¢o médio da lamina foliar, sendo

expressas em termos do indice SPAD.

2.6.3.2 Analises de pigmentos fotossintéticos

Apos a obtengdo dos indices SPAD, os teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b),
clorofila total (Cl total), carotenoides totais, razdo Cl a/ Cl b e razdo Cl total/ carotenoides totais
foram determinados pelo método descrito por Hiscox & Israelstam (1978). Para esta avaliagao
destrutiva, foram utilizadas as mesmas folhas estudadas nas analises nao destrutivas de indice
SPAD, fluorescéncia da clorofila a e de trocas gasosas. Para tal, dez discos foliares (4rea de
0,551 cm?), com massa aproximada de 0,1g de massa foliar fresca, foram imersos em 10 mL de
DMSO (dimetilsulfoxido). Apds agitagdo em vortex por 15 segundos, as amostras foram
incubadas a 65 °C por 30 min e resfriadas rapidamente. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro Shimadzu UV-1800, nos comprimentos de ondas de 480 nm, 649,1 nm ¢
665,1 nm, conforme Wellburn (1994). Os resultados foram expressos com base na massa fresca

coletada (mg de pigmento g ~' de massa foliar fresca).

2.6.4 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada em folhas completamente expandidas, sem
sinais de problemas fitossanitarios, na 2% ou 3" folha a partir da roseta central, de cada planta de
alface. Os tecidos foliares foram aclimatizados no escuro (utilizando-se clipes foliares
apropriados), no terco médio da lamina foliar, por 30 min. Apos este intervalo, as amostras
foram lidas com auxilio do fluorometro portatil Handy PEA (Hansatech Instruments, UK).
Dados de fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv),
rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm), producao quantica basal dos processos nao
fotoquimico no fotossistema II (Fo/Fm), eficiéncia maxima do processo fotoquimico no PSII

(Fv/Fo), indice de desempenho (PI abs) e indice de performance total (PI total) foram obtidos.
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2.6.5 Analises de trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas no periodo de 08:00 a 12:00 h nas plantas
de alface, transferidas para o laboratorio de Fisiologia Vegetal da UFJF, em folhas
completamente expandidas, na 2* ou 3% folha a partir da roseta central, de cada planta de alface
e selecionadas pelo bom estado fitossanitario. A fotossintese foi medida no ter¢o médio da
lamina foliar, empregando-se um analisador de gases no infravermelho portatil (IRGA), modelo
LI-6400-XT (Li-Cor Bioscience, Lincoln, Nebraska, USA), segundo Gongalves et al. (2010).
Foram avaliadas as taxas de fotossintese liquida (A), condutincia estomatica ao vapor de dgua
(gs), taxa transpiratoria (E), concentracao intercelular de CO, (Ci), eficiéncia no uso da agua
(EUA — dada pela razdo A/E), eficiéncia intrinseca no uso da dgua (EUA int, dada pela razao
A/gs), relacdo entre as concentracdes interna e externa de carbono (Ci/Ca), eficiéncia de
carboxilagdo (A/Ci), rendimento quantico efetivo do transporte elétrons do PSIT (®PSII),
coeficiente de extingdo fotoquimico (qP), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e taxa

de respiracdo no escuro (Rd) (Genty et al., 1989).

2.7 Analises bioquimicas

2.7.1 Atividade enzimatica

2.7.1.1 Extracao Enzimatica

Inicialmente, 0,2 g de massa foliar fresca de cada tratamento foram maceradas com
auxilio de nitrogénio liquido (N2) na presenca de 0,02 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP).
Apos a obtengao de um po fino, as amostras de tecido foliar foram homogeneizadas com 10 mL
de tampdo fosfato de potassio (0,1 mol L !, pH 6,8), acrescido de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) a 0,1 mmol L' e fluoreto de fenilmentilsulfénico (PMSF) a 1 mmol L'
(Peixoto et al. 1999). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 15 min a 4°C,
sendo os sobrenadantes armazenados em tubos tipo Eppendorf (-20°C) e utilizados como fonte
de extrato enzimatico bruto.

As andlises enzimaticas — exceto para polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POX) — e
dos radicais livres foram realizadas no dia da extragdo, pois em testes prévios, a perda da

atividade destes analitos foi detectada.
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2.7.1.2 Catalase

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada conforme o método descrito
por Havir & McHale (1987) pela adi¢dao de 100 pL de extrato enzimatico bruto a 2,9 mL de
meio de reagdo constituido de H>O2 a 12,5 mmol L' e tampao de fosfato de potassio 50 mmol
L1, pH 7,0, a 30 °C. A atividade enzimatica foi determinada pela estimativa de consumo de
H>03, considerando o decréscimo na absorbancia a 240 nm por 1 min. A atividade da enzima
foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 36 (mol L) cm ™!, determinado por

Anderson et al. (1995). Os resultados foram expressos em pmol min™' mg™! proteina.

2.7.1.3 Peroxidase

A atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) foi avaliada de acordo com o método de
Kar & Mishra (1976). Aliquotas de 100 uL do extrato enzimatico bruto foram adicionadas a
4,9 mL de uma solugio contendo tampao de fosfato de potassio 25 mmol L', pH 6,8, pirogalol
20 mmol L' e HO, a 20 mmol L. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de H2SO4
a 5% (v /v), ap6s incubacao da solucao por 1 min a 25 °C, sendo a absorbancia lida a 420 nm,
contra o controle, no qual a enzima foi inativada pela adi¢ao prévia de 0,5 mL de H2SO4 a 5%
(v /v). A atividade da enzima foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 2,47
(mmol L)' cm™! e estimada pela determinagio da quantidade de purpurogalina formada (Chance

e Maehly 1955). Os resultados foram expressos em pmol min™! mg! proteina.

2.7.1.4 Polifenoloxidase

A atividade da enzima polifenoloxidase (PPO, EC 1.10.3.2, EC 1.10.3.1e EC 1.14.18.1)
foi medida usando a mesma metodologia descrita anteriormente para a determinagiao da POX,
segundo Kar & Mishra (1976), porém substituindo o H>O» da reacao por H,O. A atividade da
enzima foi calculada conforme a descrigdao para POX. Os resultados foram expressos em pmol

mg! proteina.

2.7.1.5 Superoxido dismutase
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A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, EC [1.15.1.1) foi determinada
conforme o método descrito por Del Longo e colaboradores (1993), no qual uma unidade de
SOD corresponde a quantidade de enzima equivalente a promover 50% de inibi¢do na
fotorredugdo do azul de p-nitro tetrazolio (NBT) (Beauchamp & Fridovich, 1971). Aliquotas
de 100 pL do extrato enzimatico bruto foram adicionadas a 3,0 mL de uma solugdo preparada
no abrigo da luz constituida de metionina 13 mM, NBT 75 p mmol L', EDTA 100 nmol L e
riboflavina 2 pmol L', em tampdo de fosfato de sddio 50 mmol L', pH 7,8. A reagdo foi
conduzida a 25 °C numa camara de reagao sob rotagdo dos tubos de ensaio e iluminacao de
lampada fluorescente de 15 W por 10 minutos, mantida no interior de uma caixa revestida com
papel aluminio. A producao de formazana azul, resultante da fotorredugao do NBT, foi medida
pela determinagao do incremento na absorbancia a 560 nm, subtraido do controle, no qual o
extrato enzimatico foi mantido no escuro. Os dados foram expressos de acordo com a atividade

especifica enzimatica. Os resultados foram expressos em unidade de SOD mg™! proteina.

2.7.2 Conteudo de Proteinas Soluveis Totais

A determinacao do contetido de proteinas soliveis totais nos tecidos foliares foi
realizada conforme o método descrito por Lowry e colaboradores (1951). Para tanto, foram
utilizados os reagentes: A, constituido de 0,5% (m/v) de CuSO4.5H>0 em 1% (m/v) de citrato
de sédio e B, composto de 2% (m/v) de NaxCOs em NaOH 0,1 mol L. O reagente C foi
preparado pela mistura da propor¢do de 50:1 (v/v) dos reagentes B e A. O reagente D foi
constituido do reagente Folin-Ciocalteau, diluido a 50% (v/v) em dgua destilada. Em seguida
ao preparo dos reagentes, 100 uLL do extrato enzimatico bruto foram adicionados de 2,5 mL do
reagente C. Agitou-se suavemente, deixando a mistura descansar por 10 min a temperatura
ambiente. Apos esse periodo, foram adicionados 0,25 mL do reagente D, com agitagdo em
vortex, seguida de repouso por 30 minutos. Em seguida, cada amostra foi lida em
espectrofotometro (BEL-S-2000) a 735 nm, sendo o teor de proteinas determinado pela curva
analitica de BSA (albumina de soro bovino; 0,01 g/ 10 mL H>O) como padrio. Os teores de
proteinas soluveis totais nas amostras de cada tratamento foram utilizados para se determinar

as atividades enzimaticas especificas (conteudos de enzima mg ~' de proteina).
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2.7.3 Metabolismo oxidativo (Espécies Reativas de Oxigénio - EROs) e outros
metabolitos

2.7.3.1 Teor de Peréxido de Hidrogénio (H203)

O teor de peroxido de hidrogénio (H20.) foi determinado conforme a metodologia de
Alexieva e colaboradores (2001) e Velikova e colaboradores (2000). Foram macerados 0,7 g
de massa foliar fresca com auxilio de nitrogénio liquido (N2) em 7 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 0,1% (m/v), sendo os homogenatos centrifugados a 12.000 x g por 15 min a 4 °C. A
mistura da reagdo consistiu em aliquotas de 1,0 mL do extrato vegetal, 1,0 mL de tampao K-
fosfato a 10 mmol L' e 2,0 mL de iodeto de potassio (KI)a 1 mol L' (m/v em 4gua destilada).
O sobrenadante remanescente da centrifugacao foi reservado e acondicionado a 4°C para uso
posterior na andlise de peroxidacao de lipidios (MDA).

A reacdo foi desenvolvida por 1 h no escuro, sendo a absorbancia lida em 390 nm. A
quantidade de peroxido de hidrogénio foi calculada usando uma curva padrdo preparada com
estoque padronizado de H>O, (A = 0,436 — 10 mmol L") a 480 umol L' (500 pL) e completado
com TCA a 0,2% (500 pl). O peroxido de hidrogénio gerado foi medido em espectrofotdmetro
apods areagdo com KI. O espectrofotdmetro foi zerado com solugdo a 0,1% de TCA na auséncia

de extrato foliar. Os resultados foram expressos em pmol H,O» g! massa foliar fresca.

2.7.3.2 Teor de dialdeido malénico (MDA)

O teor de dialdeido malonico (MDA) foi determinado de acordo com metodologia
descrita por Velikova e colaboradores (2000), pelo teste do acido tiobarbiturico (TBA), o qual
representa o produto final da peroxidacdo lipidica nos tecidos das plantas. A extracdo do
material foi realizada utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente para a
determina¢do da H>O;. Foi adicionado 1,0 mL do sobrenadante em 2 mL de TBA a 0,5% (m/v)
preparado em TCA a 20%. A mistura foi incubada em ebuli¢do por 30 min e a reagdo
interrompida colocando os tubos de reagdo em banho de gelo. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g por 5 min, e a absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 nm. O
valor para absor¢do nao especifica a 600 nm foi subtraido. A quantidade de complexo MDA -
TBA (pigmento avermelhado) foi calculada a partir do coeficiente de extingdo 155 (mmol L

) Tem ! (Heath & Packer, 1968). O espectrofotometro foi zerado com o extrator do material



44

TCA a 0,1%. A quantidade do complexo MDA-TBA foi expressa em pmol g massa foliar

fresca.

2.7.3.3 Teor de anion superdxido (02")

A geracdo de anion superdxido foi determinada pela redugdo do cloreto de nitroazul
tetrazolio (NBT) de acordo com a metodologia proposta por Doke (1983) com adaptagdes de
Chen et al. (2005). Para tanto, sete discos com area de 1,07 cm? (com aproximadamente
1,7+0,02 g de MF) dos tecidos foliares dos tratamentos, foram rapidamente pesados) e imersos
imediatamente em 3 mL de uma solu¢do contendo tampao de fosfato de soédio e potassio
(Na;HPO4—KH,PO4,10 mM, pH 7,8), 0,05 % (p/v) NBT e 10 mmol L' NaNs, durante 1 h no
abrigo da luz. Em seguida, a mistura foi incubada por 15 min a 85°C e resfriada rapidamente. A
absorbancia em 580 nm foi registrada e a reducdo do NBT foi expressa como um aumento da

ODsgom 2 s .

2.7.4 Metabdélitos

2.7.4.1 Prolina

A extracao para determinar o conteudo de prolina foi realizada a partir da maceracao de
0,5 g de massa fresca de cada tratamento com N> liquido, seguida da adicao de 10 mL de 4cido
sulfosalicilico a 3% (p/v). Ap6s homogeneizacdo o material foi filtrado em papel Whatman n°
2 (Bates et al., 1973).

O conteudo de prolina foi obtido segundo a metodologia descrita por Bates et al. (1973),
na qual para cada amostra dos tratamentos, foram adicionados 2 mL do filtrado, 2 mL de
ninhidrina 4cida, preparada com 150 mL de uma solu¢do composta por 90 mL de acido acético,
60 mL de 4cido fosforico a 6 mol L' e 3,75 g de ninhidrina (v/v/m) e 2 mL de 4acido acético. A
mistura foi incubada durante uma hora em ebuli¢ao. Posteriormente, a reagdo foi paralisada em
banho de gelo. O cromoforo gerado na reagdo foi extraido com 4 mL de tolueno, sendo este
aspirado da fase aquosa superior apds agitacdo em vortex e separagdo das fases, apos 30 min.
A absorbancia das amostras foi lida em espectrofotometro a 520 nm, sendo o conteudo de

prolina determinado por intermédio de uma curva analitica, utilizando-se como padrdo solu¢ao
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de prolina a 1 mmol L' preparada em 4cido sulfosalicilico a 3% (Bates et al., 1973). Os

resultados foram expressos em micromol de prolina por grama de massa foliar fresca.

2.7.4.2 Teor de fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado conforme o método descrito por
Singleton e Rossi (1965), com modificagdes. Primeiramente, aliquotas de 0,2 g de tecido foliar
fresco de cada amostra dos tratamentos foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido (N)
em 5 mL de acetona a 80%, de acordo com Faisal et al. (2018). Apos a centrifugacdo a 2.500 x
g, a20 °C por 10 min, o sobrenadante foi recolhido e o pellet foi resuspendido e reextraido por
mais duas vezes. O volume dos sobrenadantes foi completado para 14 mL com acetona a 80%.

Aliquotas de 250 pL dos extratos foram adicionadas a 2,75 mL de Folin-Ciocalteau a
3% e agitadas em vortex por 10 segundos. A solugdo ficou reservada por 5 minutos ao abrigo
de luz. Em seguida, foram adicionadas aliquotas de 250 pL de solu¢do de Na>CO;3 a 10% (m/v)
¢ a mistura ficou reservada por 1h a temperatura ambiente no abrigo da luz. O desenvolvimento
de cor azulada ¢ indicativo de presenca de fendis. As solugdes foram lidas em espectrofotometro
a 765 nm. Uma curva padrao foi preparada com solu¢do de acido galico (200 mg/L) em acetona
a 80%, sendo os resultados expressos em termos de acido galico equivalente no material

analisado — AGE (mg/100g).

2.8 Analise estatistica

Nos experimentos foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado

(DIC), com trés repeti¢cdes por tratamento (n=3). Os dados foram submetidos a analise de varidncia

(ANOVA) pelo teste F (P <0,05) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). Os

resultados foram expressos como média + erro padrdo (EP) e letras minusculas (a-e) distintas

representam grupos de médias diferentes pelo Teste de Post Hoc de Scott Knott. As analises foram

realizadas no software estatistico SISVAR, versao 5.6 (Universidade Federal de Lavras, Brasil) e

os graficos plotados no GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, CA, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Conteudo de massa fresca e massa seca
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Em comparacdo ao controle (0%), as plantas de alface cultivadas nos tratamentos
contendo 50%, 75% e 100% de rejeito foram menores (P<0,0001; Fig.3) em termos de massa
fresca e massa seca das partes aéreas e raizes. Considerando as MF (g) e MS (g) no tratamento
com 100% de rejeito, as plantas foram respectivamente menores em termos de parte aérea em
70,61% e 68,06% e em relacdo as raizes em 64,87% e 68,57 (P<0,0001; Fig.3). Tais resultados
mostraram que o crescimento das plantas de alface foi cerca de 3 (trés) vezes menor quando
comparados as plantas crescidas em solo fértil (0%). Todavia, o tratamento contendo 75% de
rejeito ndo se diferenciou estatisticamente do tratamento com rejeito puro (100%). Em relacao
ao tratamento com 25% de rejeito, ndo foram observadas diferencgas, exceto para o pardmetro
de massa seca da parte aérea, que foi 13,77% menor quando comparada ao controle (F<0,0001;
Fig.3). Esses resultados podem ser observados na Figura 4, que ilustra o menor crescimento das
plantas de alface em resposta ao aumento das propor¢des de rejeito de minério de ferro no

substrato.
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Figura 3. Conteudo de massa fresca e massa seca em plantas de alface (Lactuca sativa L.) em resposta
a diferentes concentragdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Massa fresca da parte aérea (a),
massa fresca da raiz (b), massa seca da parte aérea (c) e massa seca da raiz (d). Barras = desvio padrao
da média (n = 3). Para cada pardmetro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre
si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Propor¢des volumétricas de rejeito.
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Figura 4. Vasos de plantas de alface cultivadas em diferentes concentragdes de rejeito apds 60 dias de
cultivo, da esquerda para direita, da menor para maior concentragao de rejeito (0 — 100%). Vista frontal
(A). Vista superior (B). Tratamentos (proporcdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100
e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 ¢ 75%; (100) 0 ¢ 100%. Fonte: Autora, 2021.

Assim como observado no presente trabalho, o crescimento das plantas investigadas em
outros estudos também foi reduzido quando cultivadas na presencga de propor¢des elevadas de
rejeitos de minério de ferro da barragem de Funddo (Cruz, et al. 2020; Esteves, et al. 2020;
Cruz, etal. 2021). Cruz e colaboradores (2020) relacionaram o crescimento reduzido das plantas
cultivadas nos rejeitos com a limitagao nutricional, uma vez que o tratamento controle era muito
mais fértil que os rejeitos. No entanto, os autores demonstraram que a adubacdo suplementar se
mostrou eficiente em minimizar os efeitos deletérios ocasionados pelo rejeito, pois esse
procedimento aumentou o comprimento da parte aérea das plantas, independentemente do
substrato. Em estudo posterior, Cruz et al. (2021) também encontraram menor producao de
biomassa em plantas cultivadas em rejeitos fertilizados quando comparados aos solos
fertilizados, sendo mais acentuada a diferenca em D. vandellianumem, apresentando 2,6 vezes
menor massa seca, enquanto para B. virgilioides, essa relagdo foi inferior 1,5 vezes. Esteves e
colaboradores (2020) encontraram menor interferéncia na germinagao € no crescimento inicial

em plantas de milho, milheto e sorgo cultivadas na presenga de rejeitos de minério de ferro. No
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entanto, ocorreram variagdes em relacdo aos parametros morfofisioldgicos entre as espécies ao
se tratar do estagio de desenvolvimento. Dentre as espécies estudadas, o milho apresentou maior
crescimento e tolerancia ao rejeito quando comparado as outras espécies investigadas. O
investimento em area foliar, nas trés espécies, foi maior comparando com as raizes, muito
provavelmente ocasionado pela resisténcia fisica do solo ao crescimento radicular (Grzesiak et

al. 2016; Andrade et al. 2018; Cruz, et al. 2020).

Ja no estudo de Almeida e colaboradores (2022b), ndo foram encontradas diferencgas no
cultivo de plantas de ricula e rabanete, em termos de biomassa seca de 6érgaos consumiveis
(parte aérea e raizes) e no nimero de folhas, quando cultivadas em rejeitos e no solo. Tal
resultado aponta a possibilidade de cultivo dessas espécies nas areas afetadas pelos rejeitos da
barragem de Fundao, assim como foi demonstrado em outro trabalho para plantas de interesse

agricola (Almeida et al., 2022a ).

No presente estudo, o tratamento contendo 25% de rejeito (3:1; solo fértil: rejeito) ndo
afetou significativamente o crescimento da parte aérea e das raizes, sendo esta uma proporgao
de substrato aceitdvel visando mitigar os efeitos dos depdsitos de rejeitos em areas com
plantacdes de hortalicas e impactadas pelo rompimento da barragem de Fundao. As plantas de
alface cultivadas no tratamento 50% (2:2; solo fértil: rejeito) sofreram efeitos deletérios no
crescimento dos oOrgdos consumiveis, porém em menor impacto quando comparados aos
tratamentos 75 e 100%, os quais afetaram em niveis significantes o crescimento das plantas de

alface, evidenciados pelas areas de cobertura aparentes, conforme pode ser observado na figura

4.

3.2 Analises do Solo

3.2.1 Fertilidade dos substratos

As andlises da granulometria e da fertilidade dos substratos nos substratos em pré e pos-
cultivo seguiram um padrdo de resposta nos quais foram observados maiores pH H>O
tratamento 100% de rejeito quando comparados ao solo fértil (0%) (P<0,001; Fig.5 e Fig.6,
respectivamente). Os aumentos ocorreram de forma gradual para todos os tratamentos em
relagdo ao controle (0%), no entanto, o tratamento com 75% de rejeito ndo diferiu

estatisticamente quando comparado ao 100%. As concentragdes de N, P e K encontradas
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diferiram significativamente entre os tratamentos, sendo o tratamento com rejeito puro (100%)
73,68 %, 78,17% e 88,58% menor em relagao ao controle no solo em pré-cultivo (P< 0,0001;
Fig.5), e 100%, 67,93% e 93,43% no solo pds-cultivo, respectivamente (P< 0,0001; 0,0001 e
0,001, respectivamente; Fig.6). A diminui¢cdo na concentragdo desses macronutrientes ocorreu
de forma gradual para todos os tratamentos em relagdo ao controle (0%).

Os tratamentos contendo 25, 50 e 75% de rejeitos mostraram, em média, diferengas
30,46% e 32,75% respectivamente maiores de Ca em comparacao ao controle, o qual, todavia,
ndo se diferenciou do 100% de rejeito (P<0,0001; Fig.5 e Fig.6, respectivamente). Em relacao
ao Mg, o tratamento com rejeito puro foi 68,86% e 69,15 %, respectivamente, menor quando
comparados com o controle nos substratos em pré e pds-cultivo seguindo um padrdao de
diminui¢do, conforme aumentada a propor¢ao de rejeito (P<0,0001; Fig.5 e Fig.6,
respectivamente).

Em pré-cultivo o rejeito puro (100%) apresentou concentragdes mais elevadas dos
metais Fe, Mn em 24,21% e 111, 49% (P<0,0002 e 0,0001, respectivamente; Fig.5). Todavia,
os conteudos de Cu, Zn, Cr, Pb foram menores em 44,44%, 57,15%, 84,61%, 27,33%,
respectivamente quando comparados ao controle (P<0,0001; 0,0001; 0,0001 e 0,044,
respectivamente; Fig.5). Em pos-cultivo, os teores de Fe e Mn no rejeito puro apresentaram
concentragdes maiores em 70,97% e 144,16% (P<0,003 e 0,0001, respectivamente; Fig.6), mas,
para Zn e Cu, as concentragdes foram menores em 55,44 % e 40% em relacdo ao controle
(P<0,0001 e 0,001, respectivamente; Fig.6). Nao foram observadas diferencas significativas
(P>0,05; Fig.6) nas concentragdes de Cr, Ni, Cd e Pb nos diferentes tratamentos. O padrao
dessas respostas, em termos de acréscimo ou decréscimo a depender da varidvel, se repetiu para
os tratamentos 25, 50 e 75%, exceto na analise do Fe, nos substratos contendo 25 ¢ 50% de
rejeito em pré e pos-cultivo, os quais ndo se diferenciaram em relagdo ao controle (0%),
apresentando variagdes inferiores desse metal em relacdo aos substratos contendo 75 e 100%
de rejeitos.

Em termos fertilidade do solo, o tratamento controle (0%) apresentou valores maiores
em relacdo aos parametros acidez, SB, t, T, MO em 86,88%, 31,88 %, 31,88 %, 65,81 %
(p<0,0001; Fig.5) e 81,84% no solo pré-cultivo e em 82,53%, 25,33%, 25,33 %, 61,73 % ¢
83,37% maiores no poés-cultivo (p<0,0001; Fig.6), quando comparados ao rejeito puro (100%).
No entanto, para as medidas de V e P-Rem, os valores encontrados foram menores em 101,86%

e 104,86% no rejeito puro (100%) (p<0,0001; Fig.5) e apods o cultivo, os substratos foram
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menores concentragdes em 92,78% e 158,11% (p<0,0001; Fig.6), respectivamente comparados

solo fértil (0%).
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Figura 5. Analises nutricionais nos substratos em pré-cultivo. Valores nitrogénio (a), fosforo (b),
potassio (c), ferro (d), manganés (e), magnésio (f), calcio (g), cromo (h), chumbo (i), niquel (j), cadmio
(k), fosforo remanescente (1), capacidade de troca cationica efetiva (m), capacidade de troca catidnica a
pH 7,0 (n), indice de saturagdo de bases (0), soma de bases (p), matéria organica (q) em resposta a
diferentes concentragdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrdo da média (n
= 3). Para cada parametro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo
Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos (proporc¢ao (%) de solo fértil/rejeito de
minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.



a)

P)

cmolc/dm?®

150 a a
-l
1004 p b
SO-I
0_
Fe
4_
a a
a
3_
b b
2_
1_
0_
Ca

cmolc/dm?

pooon pooon gpooon

poonon

pooon
]

100

o h)
25

50

75

100

k)

25
50
75
100

25
50
75
100

q)

25
50
75
100

mg/dm?

0

0.15

0.10+

0.05-

0.00-

cmolc/dm?

25 50 75 100
Mn

Cr

25
50
75
100

pooon

pooon

25
50
75
100

pooon

25
50
75
100

200-
c)

150
£
T 100+
£

=

cmolc/dm?
-
=}

1

o
o
1

50

mg/L

Pb

P-Rem

b
=

54

25
50
75
100

25
50
75
100

25
50
75
100

m 0
= 25
= 50
a 75
= 100

25
50
75
100



55

Figura 6. Analises nutricionais nos substratos em pos-cultivo. Valores nitrogénio (a), fosforo (b),
potassio (c), ferro (d), manganés (e), magnésio (f), calcio (g), cromo (h), chumbo (i), niquel (j), cadmio
(k), fosforo remanescente (1), capacidade de troca catidnica efetiva (m), capacidade de troca catidnica a
pH 7,0 (n), indice de saturagdo de bases (0), soma de bases (p), matéria organica (q) em resposta a
diferentes concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrao da média (n
= 3). Para cada parametro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos (propor¢ao (%) de solo fértil/rejeito de minério de
ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 ¢ 75%; (100) 0 ¢ 100%.

3.2.2 Granulometria dos Substratos

As andlises fisicas, realizadas antes do cultivo, permitiram classificar os substratos dos
tratamentos controle e 25% de rejeito com texturas Franco-Argilo-Arenosa; Franco-Arenosa,
para 50% de rejeito; e, por fim, Franca para 75% e 100%. O rejeito puro apresentou maiores
concentracoes de silte, areia fina e densidade do solo em 467,96%, 92,92% e 19,09%,
respectivamente, quando comparado ao controle (p<0,0001; 0,0001 e P>0,006; Fig.7). No
entanto, os parametros de areia grossa e argila foram menores em 88,67% e 32,30% ao
comparar o tratamento 100% com o substrato fértil (0%) (p<0,0001; Fig.7). Nao houve
diferenca estatistica para a analise da densidade de particulas. O padrdo de resposta dos demais

tratamentos foi similar, como resultado do aumento na concentragao de rejeitos.
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Figura 7. Analise fisica nos substratos realizada em pré-cultivo. Areia grossa (a), areina fina (b), silte
(ADA), argila (d), densidade de particulas (e) e densidade do solo (f) em resposta a diferentes
concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). Para
cada pardmetro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos (proporgdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro):
(0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.

Os parametros de capacidade de troca cationica (CTC) —t e T — foram maiores no solo

fértil, assim como encontrados por Cruz e colaboradores (2020). Esses resultados corroboram
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com as caracteristicas fisicas dos substratos constituintes dos tratamentos 0% e 25% de rejeito,
classificados como franco-argiloso-arenoso € com maiores concentragdes de matéria organica,
respectivamente, os quais possuem, geralmente, elevada capacidade de troca cationica (T),
desempenhando maior potencial de adsor¢do de nutrientes catidnicos (Guargoni et al., 2019).
No presente estudo observou-se niveis mais elevados dos cations K e Mg no substrato fértil. Em
contrapartida, substratos arenosos, como os encontrados nos tratamentos contendo
concentragdes mais elevadas de rejeito (75 e 100%), classificados como francos, sdo mais
suscetiveis as perdas de bases por lixiviagdo, resultando em uma baixa CTC, tanto que a menor

soma de bases trocaveis foi encontrada no rejeito puro (100%).

Os autores Segura et al. (2016) relacionaram as caracteristicas fisicas dos rejeitos as
particulas muito pequenas e a alta densidade, assim como observados em nosso trabalho, sendo
esses fatores limitantes ao crescimento das raizes (Nunes et al. 2016). Cruz e colaboradores
(2020) relacionaram o aumento da concentra¢do de areia fina a compactagdo do solo e,
consequentemente, ao aumento da resisténcia mecanica dos substratos ao crescimento radicular
das plantulas, assim como também foi observado por Andrade et al. (2018) no crescimento de
raizes de arroz. Em contrapartida, a areia grossa melhora a porosidade dos substratos, sendo o
aumento da sua propor¢ao nos substratos com adi¢do de rejeito um possivel agente mitigador

da compactacao e, consequentemente, facilitagdo para o desenvolvimento radicular.

Diversos trabalhos corroboram com os resultados encontrados em nosso estudo em
relacdo as caracteristicas quimicas do rejeito, apresentando maiores concentragdes dos
elementos Fe, Mn, Na e valores de pH quando comparados ao solo fértil (0%) (Segura et al.
2016; Hatje et al. 2017; Andrade et al. 2018; Zago et al. 2019; Esteves et al. 2020; Coelho et al.,
2020; Almeida et al. 2022 a), sendo que os minerais Fe ¢ Mn encontraram-se dentro do limite
permitido com base no risco a saidde humana (CONAMA, 2009; CETESB, 2014). Em relagao
aos elementos pesados e potencialmente toxicos, foi observada a presenga de Cr, Ni, Cd e Pb
em todos os tratamentos. No entanto, o rejeito puro apresentou menor concentragao de todos
esses elementos, sendo que, em todos os tratamentos, as concentragdes encontraram-se dentro
dos limites de toxicidade permitida para plantas (CONAMA, 2009; CETESB, 2014). Portanto,
esses dados descartam a possibilidade de que metais pesados presentes nos rejeitos tenham sido
responsaveis por ocasionar efeitos nocivos e consequente perda de massa fresca as plantas,
corroborando com os resultados encontrados nos trabalhos de Cruz et al. (2020) e Segura et al.

(2016). Esses autores associaram os efeitos prejudiciais do rejeito a sua baixa fertilidade (T e t),
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ou seja, quanto maior concentracao do rejeito no substrato, menor o crescimento da parte aérea

e das raizes das plantas.

O empobrecimento dos substratos em termos de matéria organica (MO), ocasionados
pelo acréscimo de rejeito a partir de 25%, assim como relatado nos trabalhos de SEDRU, 2016;
Andrade et al., 2018; Esteves et al., 2020, associados ao baixo teor de argila, presentes nesses
tratamentos, desfavorece a disponibilidade de particulas carregadas negativamente para
adsor¢do catidnica quando comparadas ao controle. Além disso, o aumento do teor de silte,
observado nos substratos a partir da adi¢do de 25% de rejeito, causam, devido a agregagdo das
particulas, prejuizos a sua estrutura, favorecendo a compactagao desses substratos. Esses relatos
corroboram com o0s nossos resultados referentes a anélise da densidade dos substratos, nos quais
as maiores densidades foram observadas em todos os tratamentos contendo rejeitos em
comparagdo ao controle (0%). Como consequéncia, tais fatores causaram a extracdo de
nutrientes, como Fe, Mn e Zn, absorvidos pelas plantas cultivadas nos substratos contendo
concentragdes acima de 25% de rejeito. Cruz e colaboradores (2020) também encontraram em
seus resultados esse padrdo de resposta e constataram que a adi¢do de fertilizante ndo mitigou
esses prejuizos quando comparados proporcionalmente ao solo fértil fertilizado. Portanto, essas
caracteristicas, no que tange a compactagdo € ao empobrecimento do solo, justificam os
prejuizos no crescimento radicular a partir do tratamento 50% de rejeitos. Quando comparadas
as analises em pré-cultivo, o aumento observado na quantidade de MO em todos os tratamentos
(exceto para o rejeito puro) nas analises dos substratos realizada em pds-cultivo, pode ser
atribuida ao desenvolvimento das raizes das plantas de alface nos substratos contendo até 75%
de rejeitos. Todavia, tal resposta ndo foi observada na presenga de rejeito puro (100%), pois esse
substrato apresentou limitagdo expressiva no crescimento do sistema radicular das plantas de

alface.

Cruz et al. (2020) associaram as maiores concentragdes do fosforo e concentracdes
semelhantes de nitrogénio e potassio presentes em plantulas cultivadas no rejeito adubado
utilizadas em seu trabalho ao igual ou maior acimulo de biomassa da parte aérea, mesmo com
maiores contra¢des de Mn, encontradas em algumas espécies. No entanto, em nosso trabalho,
em termos de Mn, encontramos resultados inversos, no qual foi evidenciado menor acimulo de
Mn nas partes aéreas nos tratamentos com concentracdes de rejeito (25%, 50%, 75% e 100%;
Fig.11). No entanto, nds encontramos respostas semelhantes para os macronutrientes, nos quais
o P foi maior, K similar e N menor em plantas cultivadas no substrato fértil quando comparados

ao rejeito. Essas respostas, todavia, mostraram correlacdo com o acumulo de biomassa nas
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plantas cultivadas nos substratos contendo rejeito, sendo nesses tratamentos encontrados tanto
menor crescimento das raizes quanto acimulo de biomassa nas partes aéreas. Portanto, reforga-
se a sugestao de que com a composicao pobre do rejeito, em termos de nutrientes, € a estrutura
fisica prejudicial ao desenvolvimento das plantas analisadas, devido a alta densidade do solo, a

qual demonstra compacta¢@o, comprometeu o crescimento das raizes (Coelho et al., 2020).

Além disso, o fosforo, quando se liga a MO, torna-se soluvel e o solo argiloso contribui
para aumentar a capacidade da sua fixa¢do, portanto, quanto maiores forem as concentragdes de
MO e argila, maior sera a disponibilidade de P soltvel, diminuindo, consequentemente, o
conteudo de P-rem, corroborando com os resultados encontrados nos substratos avaliados no
presente estudo, nos quais a relacdo entre MO e argila com o P-rem foi inversamente

proporcional, quando aumentada a concentragdo de rejeito.

Quando comparado ao substrato fértil, o aumento do pH observado nos substratos
contendo rejeito reduz a disponibilidade de Fe e Mn para absor¢do pelas plantas, posto que esses
metais sao complexados na forma de 6xidos com o aumento do pH (Esteves et al., 2020a;
Bertoncini & Mattiazzo, 1999). A matéria organica ¢ um componente importante para a retencao
de metais (Silveira et al. 2002), pois, de acordo com Stevenson (1994), esta relacdo ocorre
devido a sua conformagao e a afluéncia de grupos fendlicos e carboxilicos. Tal reacdo gera sitios
de adsorcao, os quais atuam via ligagdo i6nica e/ou como agente quelante na solug¢do do solo,
sendo esses grupos (fendlicos e carboxilicos) capazes de manter o metal em solugdo, favorecer
o transporte ou torna-lo indisponivel pela precipitacdo do complexo formado (Stevenson,1994).
Portanto, as variagdes de pH do substrato ocasionam efeitos na solubilidade dos micronutrientes,
devido a sua extrema sensibilidade por esse fator (Esteves et al., 2020b). Segundo Lindsay
(1979), o aumento do pH em uma unidade pode reduzir a solubilidade do ferro em até 1.000

vezes e a do manganés em até 100 vezes (Esteves et al., 2020b; Lindsay, 1979).

Sob a perspectiva ambiental, tratando-se de locais que sofreram com o acimulo da
deposicdo de rejeitos, as continuas associagdes quimicas e biolodgicas nos processos de
oxirredu¢ao podem aumentar a biodisponibilidade e bioacumulagao dos elementos metalicos
em longo prazo, possivelmente levando a contaminacdo cronica, o que indica a necessidade de

monitoramento das areas impactadas em longo prazo (Coelho et al. 2020).

3.3 Analises Quimicas
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3.3.1 Vitamina C

As concentragdes de vitamina C nas plantas de Lactuca sativa L. cultivadas em substrato
contendo 25% e 50% de rejeito foram, em média, 63,83% menores quando comparadas ao
controle (0%), e apesar de os tratamentos 75 e 100% nao terem apontado diferenca estatistica,

também apresentaram menores conteudos de vitamina C que no controle (P<0,02; Fig.8).
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Figura 8. Anélise dos teores de vitamina C em plantas de alface em resposta a diferentes concentragdes
de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). Para cada parametro
avaliado, as médias seguidas por mesmas letras nao diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, , a 5%
de probabilidade. Tratamentos (proporgao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%;
(25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.

3.3.2 Vitamina A

Em termos de vitamina A, as plantas de alface cultivadas nos tratamentos 50 e 75%
apresentaram, em média, 51,54% menor contetido quando comparadas ao controle (0%), sendo
que este nao se diferenciou estatisticamente dos tratamentos contendo 25 e 100% de rejeitos

(P<0,02; Fig.9).
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Figura 9. Teores de vitamina A em plantas de alface (Lactuca sativa L.) em resposta a diferentes
concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrao da média (n = 3). Para
cada parametro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos (proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0)
100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.

3.3.3 Atividade Antioxidante Total pela Captura do Radical Livre DPPH

A atividade antioxidante total (considerando a determinag@o do radical livre DPPH) ndo
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,046; Fig. 10). Esses resultados
indicam que, mesmo com a exposi¢do drastica ao rejeito, as plantas de alface utilizadas em

nosso estudo nao perderam capacidade e o potencial antioxidante.
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Figura 10. Analise da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH em plantas de
alface (Lactuca sativa L.) em resposta a diferentes concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a
100%). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). Para cada parametro avaliado, as médias seguidas por
mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos
(proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%;
(75) 25 ¢ 75%; (100) 0 e 100%.
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3.3.4 Nutrientes foliares e das raizes

As partes aéreas das plantas de Lactuca sativa L. cultivadas na presenga de rejeito puro
(100%) apresentaram, em comparacao ao controle (0%), aumentos nos conteudos de Ca, Mg,
Ne Cuem 20,23%, 7,10%, 23,94% ¢ 7,10% (P<0,001; 0,0004; 0,022; ¢ 0,015, respectivamente;
Fig. 11). Em contraste, para Mn, Zn, P, foram encontrados acimulos menores, em 74,05%,
37,16% e 42,38%, respectivamente em relacdo ao controle (P<0,000; 0,0001; 0,0001; Fig. 11).
Nao foram encontradas diferengas significativas (P>0,05) entre os tratamentos para o K ¢ Fe e
também ndo foram detectadas as presencas de Ni, Pb, Cr e C, descartando a hipotese de que

esses metais pesados teriam influéncias deletérias no crescimento das plantas de alface.
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Figura 11. Contetdos de elementos minerais em folhas de plantas de alface (Lactuca sativa L.) em
resposta a diferentes concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Teores de nitrogénio (a),
fosforo (b), potassio (c), ferro (d), manganés (e), calcio (f), magnésio (g), zinco (h) e cobre (i). Barras =
desvio padrdo da média (n = 3). Para cada parametro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras
ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos (proporcao (%) de
solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 € 50%; (75) 25 ¢ 75%; (100)
0 e 100%.

Em relagdo aos macronutrientes NPK, as plantas cultivadas na presenga de rejeitos
apresentaram maiores concentragdes do N, menores de P e ndo se diferenciaram no K. Ocorreu
a elevacdo nos niveis de Ca, Mg e Cu, mas as concentracdes de Mn e Zn foram menores. Os
tratamentos com adi¢do de rejeito mantiveram um padrao de resposta, se diferenciando pouco

entre eles. No entanto, todos se diferenciaram do tratamento controle nas analises em que houve
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diferencas estatisticas. No trabalho de Cruz e colaboradores (2021) ndo foram encontradas
diferengas nas concentracdes de N, P, K, Ca e Mg na parte aérea das plantulas B. virgilioides e
D. vandellianum, com exce¢dao do Mg, cultivadas na presenca de rejeitos e em solos fertilizados.
No entanto, em ambos os trabalhos, a composic¢ao nutricional das plantulas investigadas ndo foi
suficiente para reverter o efeito negativo da adi¢do do rejeito no crescimento da parte aérea das
plantas. Nao foram detectados metais toxicos como Pb, Cd, Cr e Ni em nenhuma das plantas de
alface analisadas no presente estudo, corroborando os resultados obtidos por Coelho et al.

(2020), Cruz et al. (2021) e Almeida et al. (2022a).

Como comentado anteriormente, atribuimos as caracteristicas fisicas e quimicas
desaforaveis dos substratos contendo rejeitos de minério de ferro ao menor crescimento das
plantas de alface. O ferro desempenha um papel central nas reagdes redox (Guerinot e Y1, 1994),
sendo encontrado em componentes de proteinas, catalisando reagdes redoxes em processos
fundamentais, como fotossintese, respiracdo, metabolismo de nitrogénio, biossintese hormonal
e defesa contra patdgenos (Hénsch e Mendel, 2009; Nagajyoti et al., 2010). O ferro também
exerce uma importante fung¢do no desenvolvimento de cloroplastos e biossintese de clorofila e
faz parte de varios complexos na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese (Hell &
Stephan, 2003; Nagajyoti et al., 2010). Por se apresentarem em concentragdes mais baixas nas
plantas cultivadas em concentracdes elevadas de rejeito, podemos considerar que esse fator,
associado as limitagdes fisicas e nutricionais dos substratos contendo rejeito, contribuiu para o
menor crescimento da parte aérea das plantas. Portanto, os resultados demonstram que, mesmo
assegurando os niveis de nutrientes importantes para as plantas (N, K, Ca, Mg e Cu), mesmo
com adicao de solo fértil, a partir da concentragdo de 50% nos tratamentos contendo rejeito, os
efeitos negativos desse residuo de minério de ferro no crescimento das plantas ndo foram

revertidos.

Almeida et al. (2022a) observaram que embora concentragdes elevadas de Fe, Mn e Na
tenham sido encontradas no rejeito de minério de ferro, esses acimulos nao afetaram o
crescimento de plantas de feijao, milho e crotalaria, sendo que as suas respectivas concentragdes

variaram entre as espécies e tratamentos quando produzidas em solos férteis e sobre rejeitos.

No trabalho de Almeida e colaboradores (2022a), os rejeitos ocasionaram efeitos
deletérios ao crescimento, resultando em menor massa seca do caule em plantas de braquidria,
sendo que elas acumularam baixas concentragdes de metais, diferente dos resultados

encontrados para as demais plantas estudadas. No entanto, esse resultado corrobora com 0 nosso
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estudo em plantas de alface, apontando um baixo risco de magnificacdo desses metais na cadeia
alimentar (Ahmad et al., 2013), indicando o uso dessa espécie como pastagem na regido afetada

pelos rejeitos da barragem de Fundao.

De acordo com os resultados encontrados em nosso estudo, consideramos improvavel
para a saude humana o risco de contaminagdo por metais pesados como consequéncia do
consumo de plantas de alface cultivadas em areas impactadas pelos rejeitos de minério de ferro
da barragem de Funddo. Embora Almeida e colaboradores (2022) tenham relatado
concentragdes elevadas de Fe e Mn na parte aérea de plantas de feijao e milho cultivados sobre
rejeitos da barragem de Fundao, eles observaram uma baixa translocagao desses elementos para
os grdos, aspecto também relatado para o trigo (Bose e Bhattacharyya, 2008), encontrando-se
dentro dos limites criticos para o consumo humano (WHO, 1996; FAO/WHO, 2011). Esses
resultados podem estar relacionados a mecanismos metabolicos de defesa das plantas contra
concentragdes elevadas de elementos ao nivel celular/metabolico e, para além, corroboram com
0s nossos resultados, sugerindo que esses elementos ndo sdo um fator de risco a saude humana

pelo excesso do consumo de metais pesados, se tratando das plantas relatadas.

Outras espécies de hortalicas (ricula e raizes tuberosas de rabanete), estudadas por
Almeida e colaborares (2022b) também ndo acumularam metais em niveis potencialmente
toxicos quando produzidas em rejeito. No entanto, apresentaram menores teores de P para
ambas as espécies, corroborando com os nossos resultados com plantas de alface cultivadas
sobre rejeitos. Diferente dos resultados encontrados por Coelho et al. (2020), Cruz et al. (2020)
e Almeida et al. (2022a), as plantas de alface produzidas em propor¢des mais altas de rejeito
tiveram menores teores de Fe e Mn, fato que pode ser resultado da formacao de placas de ferro
nas raizes, condi¢ao que possivelmente contribuiu como barreira para a reducdo na absorgao
desses metais encontrados em excesso nos tratamentos contendo rejeito. Esse mecanismo € o
mais amplamente relacionado na discussdo do acimulo desses elementos nas raizes em solos
contendo concentragdes elevadas de ferro (Ferreira et al., 2022).

Mesmo sendo encontrados em quantidades elevadas por Almeida et al. (2022a), os
elementos Zn, Al, B e Cu acumulados em brotos de rucula e raizes tuberosas de rabanete
cultivados em rejeitos, ndo ultrapassaram os limites permitidos para o consumo humano (WHO,
1996). No estudo de Almeida et al. (2022a) também foi verificado baixo risco a saude dos
consumidores de culturas de graos e de espécies forrageiras produzidas nos rejeitos de minério
de ferro da barragem de Fundao, considerando-se os metais pesados. Portanto, esses estudos,

também corroboram com os nossos resultados e refutam a hipdtese de que alimentos produzidos
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sobre os rejeitos de minério de ferro da barragem de Fundao veiculam metais pesados em niveis
toxicos a saude humana.

Mesmo apresentando concentragdes baixas, em termos de metais pesados, havia a
preocupagdo de que o rejeito pudesse interferir na absor¢cdo de nutrientes essenciais para as
plantas, afetando o seu crescimento e, possivelmente, a satide humana, podendo ocasionar
hipovitaminoses e deficiéncia de minerais na populagdo que consome esses alimentos. No
entanto, nossos resultados demonstram que ndo ha esse cenario e que as plantas produzidas no
rejeito puro ndo se diferenciaram em termos dos contetidos de vitaminas A e C em relacdo as
cultivadas sobre substrato fértil (0%), apresentando, em contraste maior capacidade
antioxidante (P<0,046). Esses resultados, provavelmente, ocorreram devido as plantas terem se
crescido menos, em relagdo ao crescimento da parte aérea e, por isso, terem aumentado o
potencial antioxidante, tornando as suas folhas mais bioativas.

Nas raizes das plantas de alface cultivadas no tratamento com 100% de rejeito foram
encontradas concentracoes menores dos macronutrientes P ¢ K em 38,61% e 74,52%
(P<0,0001; 0,0002; Fig. 12) e para os metais Cu e Zn, em 68,43% e 31,03% (P<0,003; 0,0008;
Fig. 12). Em relagdo ao Ca, Fe, Ni, Mn e Mg, as respostas ao rejeito puro foram diferentes,
apresentando maiores concentragdes em 70,05%, 402,95%, 334,57%, 91,90% e 81,81%,
respectivamente comparados ao solo fértil (P<0,0001; 0,0007; 0,004; 0,018; P> 0,0849; Fig.
12). Embora ndo tenham sido encontradas diferengas estatisticas (P<0,05), o metal Pb
apresentou maior valor em 45,83% e o Cr menor valor em 132,91%, quando comparados as
plantas cultivadas no tratamento 100% as do controle. Por sua vez, ndo foi encontrada diferenca
estatistica (P>0,05) em relacdo ao N quando comparadas as raizes cultivadas em substrato fértil

com aquelas de plantas crescidas na presenca do rejeito.
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Figura 12. Conteudo de elementos minerais em raizes de plantas de alface (Lactuca sativa L.) em
resposta a diferentes concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Teores de nitrogénio (a),
fosforo (b), potassio (c), ferro (d), manganés (e), calcio (f), magnésio (g), zinco (h), niquel (i), cobre (j),
chumbo (k) e cromo (). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). Para cada parametro avaliado, as
médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. Tratamentos (proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25)
75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.
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Ao contrario dos resultados encontrados por Cruz e colaboradores (2020), as plantas de
alface cultivadas na presenca de rejeito apresentaram menores concentragdes de Fe ¢ Mn nos
tecidos foliares quando comparados ao controle. Esses elementos foram encontrados em maiores
concentragdes tanto no substrato quanto nas raizes em resposta ao aumentado na concentragao
de rejeito nos substratos. Essas diferencas podem ser justificadas pela formagdo de placas de
ferro nas raizes, as quais se desenvolvem nas superficies radiculares em resposta ao processo de
oxidagdo do metal em contato com o oxigénio presentes nas raizes. Ferreira e colaboradores
(2022) sugerem que tanto a formagdo quanto a ac¢do das placas de ferro sdo especificas, pois
foram encontradas diferentes respostas em plantas produzidas em rejeitos de minério de ferro
da barragem de Fundao. Em 7. domingensis, a placa de ferro teve atuacao de tampao e foi fonte
para absorcao de ferro, mas em H. tiliaceus, a placa de ferro atuou como barreira contra o
acumulo desse metal na parte aérea, assim como pode ter ocorrido em nosso trabalho nas plantas

estudadas.

As plantas de alface cultivadas nos tratamentos contendo concentragdes de rejeito a
partir de 50% apresentaram menor crescimento mento das partes aéreas e raizes. No entanto, no
trabalho de Cruz e colaboradores (2020) nao foi encontrada diferenca significativa, ou muito
baixa (3-10%), no comprimento das raizes das espécies cultivadas nos rejeitos. Cruz e
colaboradores (2020) demonstraram em seu estudo que a fertilizagdo aumentou
significativamente a incorporacdo de biomassa, area foliar e altura das espécies arboreas
estudadas, P. dubium, C. antisyphilitica, H. heptaphylluse H. impetiginosus, exceto para A.
Polycephala, em relagdo ao comprimento da parte aérea quando comparadas aos rejeitos nao
fertilizados, atribuindo a limitagdo do crescimento a falta de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento das plantas. Além de afetar a producdo de biomassa total, foi verificado que
mudas de todas as espécies alocaram maior biomassa para as raizes quando cultivadas em

rejeitos sem adubacgdo e para a parte aérea quando cultivadas em rejeitos adubados.

Andrade et al. (2018) também atribuiram a deficiéncia nutricional as alteragdes
induzidas em plantas de arroz cultivadas em diferentes concentracdes de rejeitos € ndo a
toxicidade por algum metal pesado, corroborando com os nossos resultados, que implicam a
composicao fisica e nutricional dos substratos, os prejuizos no desenvolvimento das raizes e,
consequentemente, da parte aérea, em plantas cultivadas na presenca de rejeitos, a partir do

tratamento 50%.
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O impacto dos rejeitos na fertilidade do solo para a vegetagdo da regido afetada ¢é
constatado ao se observar que mudas de espécies arbdreas investiram mais em folhas quando
expostas ao substrato fértil (Cruz et al., 2020). Redug¢des no crescimento do sistema radicular
foram observadas por Esteves et al. (2020) em plantas de duas espécies (Esteves et al., 2020),
fato que pode estar relacionado a resisténcia fisica dos rejeitos, uma vez que os principais danos
sdo relacionados a diminui¢do do numero, comprimento e espessura das raizes (Grzesiak et al.,

2016).

A auséncia de metais pesados em niveis toxicos nos rejeitos, verificada a partir das
analises dos substratos, permite descartar a hipotese da associag@o desses elementos ao prejuizo
no crescimento na parte aérea e das raizes das plantas de alface (CONAMA, 2009; CETESB,
2014). Como abordado anteriormente, associamos também o menor desenvolvimento das
plantas as caracteristicas fisicas dos tratamentos com rejeito, em termos de maior compactagao,
a qual afeta diretamente o crescimento radicular e, consequentemente, o crescimento das plantas
de alface cultivadas nesses substratos. Esses resultados corroboram as respostas encontradas por
Cruz et al. (2020) e Segura et al. (2016), evidenciando o empobrecimento quimico dos rejeitos

em relacdo ao tratamento controle (0%) que, portanto, sio menos férteis.

Segundo Cruz et al. (2020) os rejeitos de minério de ferro liberados pelo rompimento
da barragem de Funddo interferem no crescimento de espécies vegetais nativas da Mata
Atlantica. O crescimento reduzido das plantas foi associado a limitagao nutricional, causada pela
baixa disponibilidade de nutrientes, baixo teor de matéria organica e baixa CTC dos rejeitos.
Esses efeitos deletérios foram revertidos com a adubagdo, logo, ¢ indicado que se utilize
fertilizantes em locais que visem o melhor crescimento inicial e desenvolvimento de espécies
de plantas nativas. No estudo de Esteves e colaboradores (2020), os impactos negativos do
aumento das proporcdes de rejeitos no crescimento das raizes foram evidentes, os quais também
associaram essas respostas as caracteristicas fisicas dos rejeitos e indicaram a ocorréncia de
resisténcia do substrato, posto que a dindmica morfologica das raizes foi alterada, bem como o

crescimento e acimulo de biomassa.

Em plantas de B. decumbens produzidas em rejeito da barragem de Funddo o Fe foi
acumulado principalmente nas raizes, indicando uma estratégia de evitar a translocagdo do
elemento para a parte aérea ou uma reduzida capacidade de transloca-lo. A biomagnificagdo na
cadeia alimentar ¢ minimizada com a compartimentalizacdo de elementos potencialmente

tdxicos nas raizes, uma vez que, em muitos casos, o tecido foliar € o 6rgdo das plantas mais
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consumido (Coelho et al., 2020). Em varias espécies o sistema radicular acumulou maiores

concentragdes de Fe em relagdo a parte aérea (Santana et al., 2014; Cruz et al., 2020).

Em nossos estudos, ndés deduzimos que o tratamento correspondente a 25% (3:1; solo
fértil: rejeito puro) ¢ o limite maximo para que os efeitos negativos dos rejeitos nao se
manifestem nas plantas. Esse nivel de rejeito pode ser considerado aceitavel para o cultivo de
vegetais, pelo menos para alface e talvez outras hortalicas, especialmente quando o substrato
puder ser enriquecido com a adi¢ao de fertilizantes NPK, conforme sugerido no trabalho de Cruz
e colaboradores (2020). Essa abordagem, que envolve a utilizacdo de fertilizantes em uma
mistura com até 50% de rejeito na producao agricola, mostra-se eficaz na reducdo dos efeitos
prejudiciais do rejeito, promovendo, assim, um crescimento saudavel das plantas cultivadas
nessas condi¢des desafiadoras. Segundo Cruz et al. (2021), a fertilizagdo dos rejeitos resultou
em um aumento significativo no crescimento das plantas. O equilibrio e a oferta adequada de
macro e micronutrientes sao condigdes vitais para atuacdo nos processos metabolicos,

fisioldgicos e de desenvolvimento das plantas.

3.4 Fotossintese

3.4.1 Analises de pigmentos fotossintéticos

Em termos do conteudo de pigmentos fotossintéticos, plantas cultivadas no tratamento
com 100% de rejeito apresentaram 25,71% maior concentracdo de Clorofila a, 25% maior de
Clorofila b e 26,86% maior de Clorofilas Totais quando comparadas as plantas de tratamento
controle (0%) (P>0,061; P>0,063; P>0,061, respectivamente; Fig. 13). Todavia, ndo houve
diferenca estatistica entre as plantas dos tratamentos 50%, 75% e 100%, sendo, este ultimo, o

de que apresentou maior concentracao.
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Figura 13. Pigmentos fotossintéticos em plantas de alface (Lactuca sativa L.) em resposta a diferentes
concentragOes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Teores de clorofila a (a), clorofila b (b),
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carotenoides totais (c), clorofilas totais (d), razdo clorofila a/clorofila b (¢) e razdo clorofila
total/carotenoides totais (f). Barras = desvio padrao da média (n = 3). Para cada parametro avaliado, as
médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. Tratamentos (proporgao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25)
75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.

3.4.2 Analises fotossintéticas

Nao foram encontradas diferengas significativas para os seguintes parametros,
relacionados a fotossintese: carboidratos soluveis totais, amido, fluorescéncia da clorofila,
analises de trocas gasosas. Os graficos e tabelas referentes a esses parametros encontram-se no
Anexo I (tab. 6; tab. 7; tab. §; fig. 14; fig. 15; fig. 25; e fig. 26).

No trabalho de Almeida e colaboradores (2022a) também ndo foram observadas
diferencas significativas entre as espécies analisadas quando cultivadas no rejeito ou no solo
fértil em relacdo aos parametros de pigmentos fotossintéticos e para os valores de eficiéncia
fotoquimica (Fv / Fm). No entanto, plantas de crotalaria cultivadas em rejeito apresentaram
maior contetido de clorofila » e maior razao clorofila / carotendide. Em milho, a relacdo Fv/Fm
foi maior quando comparadas aquelas da mesma espécie produzidas no solo fértil. Da mesma
forma, em nosso estudo, plantas de alface cultivadas nas concentracdes de 50%, 75% e 100%
de rejeito apresentaram maiores conteudos de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais.
Alguns estudos relacionam o excesso de Fe com a diminui¢do do teor de clorofila nas plantas
(Xing et al., 2010; Pereira et al., 2013; Xu et al., 2015). Em relagdo a fluorescéncia da clorofila
a testados em nosso estudo. ndo foram encontradas diferencas significativas, assim como no
trabalho de Cruz et al. (2021), no qual as duas espécies estudadas, Bowdichia virgilioides e
Dictyoloma vandellianumas, ndo diferiram (p>0,05) entre os tratamentos ao se analisar a
eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Fv/Fm). Tais trabalhos corroboram com os autores
Cruz et al. (2020), Esteves et al. (2020) e Almeida et al. (2022b), os quais também nao
observaram diferencas significativas entre os tratamentos para a relacdo Fv/Fm nas espécies

analisadas em seus estudos.

Assim como em nosso trabalho, Almeida et al. (2022b) ndo detectaram diferencas
significativas em rela¢do aos parametros de trocas gasosas nas plantas estudadas, rabanete e
rucula, exceto para a taxa de transpiracao (E), a qual foi maior em plantas de rucula cultivadas
em rejeitos em comparacdo com aquelas cultivadas no solo. J& Esteves et al. (2020),

evidenciaram taxas fotossintéticas e condutincias estomaticas maiores em sorgo sob rejeitos,
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quando comparado ao solo fértil. As demais espécies, milho e milheto, apresentaram taxas

menores em relagdo a essa variavel, podendo indicar maior tolerancia do sorgo aos rejeitos.

Todavia, segundo os autores, esses resultados podem estar apenas relacionados a um
ajuste no aparato fotossintético, ao considerar que houve diminuicdo do teor relativo de
clorofilas em plantas de sorgo. Ao se tratar das plantas de milho, ocorreu diminui¢dao da
condutancia estomatica e da taxa de transpiracao sob rejeitos de minério de ferro, contribuindo
para a economia de dgua mostrada na eficiéncia do uso da dgua (EUA), sem diminuir a
fotossintese, apresentando maior eficiéncia bioquimica (ndo estomatica). O milho foi o mais
eficiente no acimulo de biomassa seca da parte aérea em resposta ao aumento na proporcao de
rejeitos, podendo estar relacionado a manutengdo da eficiéncia fotossintética e ao aumento do

indice SPAD nessa espécie (Lin et al., 2010; Almeida et al., 2022b).

Os resultados das analises fotossintéticas sugerem que, embora as plantas de alface
cultivadas em solo fértil e as cultivadas no rejeito, apresentem diferengas em termos de
crescimento de biomassa, ndo hd uma distingdo significativa em relacdo as analises
fotossintéticas entre as duas condigdes de cultivo. Especula-se que o aumento na quantidade de
nitrogénio disponivel, essencial para processos metabolicos como a producdo de proteinas e
clorofila, possa influenciar positivamente a taxa fotossintética das plantas, mesmo em situagoes
onde hd menor crescimento de biomassa. Portanto, apesar de nao haver discrepancias evidentes
nas andlises fotossintéticas entre as plantas cultivadas em diferentes substratos, os resultados
indicam possiveis limitagdes no desenvolvimento associadas ao substrato do rejeito de lama,
apesar do potencial impacto do teor de nitrogénio na fotossintese. E relevante destacar que, nas
analises de solo, foi observado um menor contetdo de nitrogénio no rejeito em comparagao ao
solo fértil, o que sugere uma disponibilidade limitada deste nutriente no substrato do rejeito.
No entanto, contrariamente, nas analises de nutrientes dos tecidos foliares, as alfaces produzidas
no rejeito apresentaram maior conteudo de nitrogénio, possivelmente indicando uma
capacidade das plantas em utilizar de forma mais eficiente o nitrogénio disponivel no rejeito

para seu crescimento € metabolismo.

3.5 Analises bioquimicas

3.5.1 Prolina
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O contetdo de prolina foi 20% maior em plantas de alface produzidas no substrato fértil
(0%) em comparacao ao rejeito puro (100%) (P<0,021; Fig.14), que por sua vez, ndo diferiu

dos demais tratamentos contendo rejeitos de minério de ferro.
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Figura 14. Conteudo de prolina em plantas de alface (Lactuca sativa L.) em resposta a diferentes
concentragOes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). Para
cada parametro avaliado, as médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Tratamentos (proporgdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro):
(0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.

Este resultado indica que a capacidade osmoprotetora nas plantas de alface cultivadas
no substrato fértil se apresentou superior aos demais tratamentos contendo rejeitos. Essa
resposta pode estar associada ao maior crescimento das raizes dessas plantas, considerando que
o substrato fértil ndo apresentou limitagdo fisica e nutricional para o desenvolvimento desse
orgdo. Portanto, esse aminoacido atuou como protetor as condigdes de estresses, como escassez
hidrica, e pode ter contribuido para um melhor desenvolvimento da parte aérea, mostrando
também seu papel importante na estabilizacao de estruturas celulares e eliminagdo de radicais

livres (Lehmann et al., 2010).

3.5.2 Analises bioquimicas

Quando comparados os tratamentos com e sem rejeitos de minério de ferro, ndo foram
detectadas diferencas (P>0,05) tratando-se das enzimas primarias de avaliagdo do metabolismo
oxidativo (CAT, POD, POL e SOD) assim como em relagdo aos seus respectivos radicais livres
(O27) e espécies reativas de oxigénio (H20:), fenois e peroxidacdo de lipidios (contetdo de

MDA-TBA).
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Muito provavelmente ndo houve aumento das repostas enzimaticas do estresse
oxidativo, pois como relatado, ndo foram acumulados metais pesados ¢ nem elementos
metalicos essenciais nas plantas de alface cultivadas na presenca de rejeitos de minério de ferro.
As plantas, provavelmente foram protegidas dos efeitos desses elementos por diferentes
mecanismos de defesa, como a formagdo de placas de ferro nas raizes, assim como pelas
caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos, os quais atuaram como barreira/ limitagdo para
absor¢ao em excesso desses elementos pelas plantas, limitando a toxidez e, consequentemente,
a ativacdo das respostas do metabolismo oxidativo. Por outro lado, a auséncia de diferencas
também pode estar relacionada a cultivar de alface escolhida. Devido ao contetido elevado de
agua em sua composi¢ao, a sensibilidade na detec¢do das atividades das enzimas e das ROS

podem ser reduzidas.

4 CONCLUSAO

No tratamento contendo 25% de rejeitos de minério de ferro ndo houve diferencgas
estatisticas e/ou significantes no que tange ao crescimento, desenvolvimento, composi¢ao
mineral e de vitaminas, resultados que indicam que, até essa propor¢do de rejeito, ndo ha
impactos prejudiciais/ severos/ significativos em termos de produtividade e composicao
nutricional para as plantas de alface e na seguranca alimentar e nutricional para humanos. No
tratamento 50%, perceberam-se efeitos prejudiciais ocasionados nas plantas sobre alguns
parametros, mas ainda assim com impactos menores € possiveis de serem mitigados com a
adubacdo e corre¢cdo do substrato. Para as proporgdes 75% e 100% observaram-se expressivo
impacto, principalmente quando se considerou o desenvolvimento (MF e MS) de plantas de
alface. Porém, nao foram encontrados nas plantas paradmetros que ocasionassem riscos de
toxicidade para a saude humana. Todavia, os resultados indicam a ocorréncia de deficiéncia de
alguns elementos essenciais, devido a menor translocagdo para as folhas (parte comestivel).

No que tange a seguranga alimentar e nutricional da populagdo que convive e consome
alimentos produzidos em locais afetados com os rejeitos de minério de ferro da barragem de
Fundao, os resultados encontrados no presente estudo sdo satisfatorios, ndo indicando riscos
e/ou prejuizos para a saude humana. Adicionalmente, os resultados encontrados anuem pela
manuten¢do da agricultura familiar local, atividade que desempenha papel econdmico
importante na produgdo de alimentos, principalmente relacionados a produgdo de hortaligas.

Estudos como o nosso, associados a outros que vém sendo produzidos, trazem ndao somente
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embasamentos para o consumo de forma segura de alimentos como, também, estratégias para
minimizar os impactos da perda na produtividade agricola, devido ao comprometimento da
estrutura fisica e perda de nutrientes no solo da regido devido a presencga do rejeito de minério
de ferro. Entretanto, estudos de longo prazo associados ao consumo de alimentos produzidos
em locais afetados por rompimentos de barragens tornam-se necessarios para que sejam
desenvolvidas politicas publicas direcionadas a seguranca alimentar da populacao que sofre
com desastres ambientais, como foi o caso do rompimento da Barragem de Fundao em Mariana

- MG.
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APENDICE I

Tabela 2. Caracterizagdo quimica dos substratos utilizados no experimento em pré-cultivo.

VARIAVEIS TRATAMENTOS Estatistica
0% 25% 50% 75% 100% Teste P*
pH 5,2+0,06° 5,6+0,02° 6,0 +0,01°¢ 6,4+0,01¢ 6,4+ 0,01 ¢ <0,001
P 30,7 0,84 24,1 £1,29" 18,2+0,34°¢ 13,740,299 6,9 +0,25¢ <0,0001
K (mg dm'3) 254,0+2,302 187,0+1,76° 1350+ 1,76 ¢ 93,0+1,76¢ 290+1,15¢ <0,0001
Ca 1,97 0,01 2,56 +0,06° 2,5+0,03° 2,66+ 0,02 ° 2,14 +0,09 2 <0,0001
Mg 1,06 + 0,01 0,86 + 0,01 ° 0,69 + 0,01 0,51 +0,01¢ 0,33 +0,01°¢ <0,0001
Acidez (H + Al) 6,1+0,14° 4,0+0,12° 3,1+0,14°¢ 1,9+0,13¢ 0,8 + 0,006 © <0,0001
sB (V) 3,67 +0,03 2 3,9+0,09° 3,5+0,04° 3,4+0,04° 2,5+0,12¢ <0,0001
t 3,67 +0,03 2 3,9+0,09° 3,5+0,04° 3,4+0,04° 2,5+0,12°¢ <0,0001
T (cmolc dm™) 9,77 +0,11 2 7,9 +0,02° 6,66+ 0,18 ° 532+0,17¢ 3,34+0,19°¢ <0,0001
V (%) 37,6 £ 0,78 49,4 +1,33° 53,5+0,92°¢ 63,5+ 1,289 75,9 +0,51°¢ <0,0001
MO (dag kg™) 3,69+ 0,51 2,42+0,16° 1,88 0,07 © 1,07 0,09 ¢ 0,67 + 0,00 ¢ <0,0001



P-Rem (mg L)
Cu

Mn

Fe

Zn

Cr

Ni

Cd

Pb (mg dm™)

N (dag kg™)

18,5+0,74?
2,7+£0,06?
55,7+2,96*
82,6 £5,6%
8,45+0,35*°
0,130,112
0,45+0,05?
0,13+0,06?
1,39 +£0,04?

1,14+ 0,00 2

23,0+0,14°
2,3+0,09°
79,9+ 7,0°
62,3+298°
6,44 +026°
0,12+0,05°
0,51+0,09?
0,04+0,10?
1,03+0,11°

0,12+0,00°

27,4+0,33°¢
2,0+0,02°¢
943+77°¢
67,5+0,6°
535+0,09°
0,04 0,02
0,51 +0,08
0,23 + 0,06
1,12+0,03°

0,09 + 0,00 °

31,4+037¢
1,9+ 0,06 ¢
112,0+6,6¢
99,0+1,9°¢
497 +0,14°¢
0,15+0,02°¢
0,73 +£0,08*
0,11+0,02?
0,96 +£0,14°

0,06 + 0,00 ¢

37,9+023°
1,5+0,07¢
117,8 +£1,99 ¢
102,6 +8,9°
3,62+0,03¢
0,02 + 0,00 ¢
0,52 +0,08?
0,25+0,03?
1,01 £0,16°

0,03 +0,00 ¢
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<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0002
<0,0001
<0,0001
0,394
0,371
0,044

<0,0001

Nota: (*) Tratamentos (proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%. Os
dados sdo mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-¢) ndo diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste P (Teste

de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3.
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Tabela 3. Caracterizagdo quimica dos substratos utilizados no experimento em pds-cultivo com plantas de alface (Lactuca sativa L.).

Variaveis TRATAMENTOS ESTATISTICA
0% 25% 50% 75% 100% Teste P*
pH H;O (mg/dm?) 5,5+0,04° 5,8+0,02° 59+0,11° 6,3+£0,02° 6,3+£0,02° <0,001
P (mg/dm?) 18,4+0,62° 13,5+1,40° 10,3+0,16°¢ 7,4+0,294 5,940,054 <0,0001
K (mg dm™) 137,0£9,86 49,0 +17,67° 43,0+:4,80° 33,0+£3,71° 9,0 £0,66 ¢ <0,0001
Ca (cmolc/dm?) 2,3+0,032 2,96 +0,03° 3,0+0,12° 3,2+0,07° 2,4+0,062 <0,0001
Mg (cmolc/dm?) 1,07 +0,01* 0,85+0,00° 0,64 +0,02 ¢ 0,51 £0,00 ¢ 0,33 +£0,00°¢ <0,0001
Acidez (H + Al) 6,3+0,182 42 +0,06° 2,9+0,06°¢ 1,6 £0,06 ¢ 1,1£0,03¢ <0,0001
SB (cmolc/dm?) 3,75+£0,07° 3,940,072 3,8+0,142 3,7£0,082 2,8+0,06° <0,0001
t (cmolc/dm?®) 3,75+0,07* 3,9+0,072 3,8+0,142 3,7+£0,082 2,8+0,06° <0,0001
T (cmolc/dm?) 9,93 +0,15% 8,1+£0,01° 6,7+0,20°¢ 5,37+0,144 3,8+£0,06°¢ <0,0001
V (%) 37,4+1,09* 48,3+0,88" 56,2+0,71¢ 69,1 £0,574 72,1+092¢ <0,0001
MO (dag/kg) 4,03+£0,14° 2,69+0,29° 2,02+0,13 ¢ 1,34 +£ 0,09 © 0,67 £0,04 ¢ <0,0001
P-Rem (mg/L) 14,8 +0,75* 21,3+0,24° 26,6 + 0,64 © 32,1+£0,744 382+0,49°¢ <0,0001
Cu (mg/dm?) 2,540,062 2,0+0,10° 1,9+0,10° 1,6 £0,09°¢ 1,50 +£0,03 ¢ 0,001



Mn (cmolc/dm?)
Fe (mg/dm?)

Zn (mg/dm?)
Cr (mg/dm?)

Ni (mg/dm?)

Cd (mg/dm?)
Pb (mg dm?)

N (dag kg™)

39,4 +2,66°
79,6 £4,22
7,9+0,122
0,04 £0,02 2
0,25+0,09°
0,32 +0,04 2
1,06 £0,252

0,15+0,01*

572+6,8°
729+82°2
547+0,17°
0,09 £0,02 @
0,48 £0,03 @
0,32 +0,02 2
1,18 0,19

0,11+0,00°

950+32°¢
105,3+£8,0°
5,07+0,23¢
0,07 +£0,02 2
0,55+0,112
0,24 £0,04 2
1,14 +0,06 2

0,08 £0,01°"

106,6 + 5,6 ¢
104,4 £ 14,1 ®
4,14+0,21 ¢
0,07 +0,03 @
0,55 + 0,05 @
0,3 +0,03 @
1,01 £0,04

0,6 £0,00 ¢

96,2 £3,96 ¢
136,1 £4,5°
3,52+0,09 ¢
0,04 £0,01%
0,63 +0,04¢
0,23 £0,04 2
1,42 +0,09 2

0,03 +£0,00 ¢
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<0,0001
0,003

<0,0001
0,272
0,086
0,610
0,287

0,001

Nota: (*) Tratamentos (proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%. Os
dados sdo mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-¢) ndo diferem entre si pelas analises de variancias (ANOVA) pelo teste P

(Teste de Post Hoc de Scott Knott) , a 5% de probabilidade; n=3.



Tabela 4. Caracterizagdo granulometria (fisica) dos substratos utilizados no experimento em pré-cultivo.
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Varidveis TRATAMENTOS ESTATISTICA

0% 25% 50% 75% 100% Teste P
Areia Grossa (kg kg™) 0,468 + 0,00 ® 0,31 +0,00° 0,228 + 0,00 © 0,151 +0,00¢ 0,053 +0,00 © <0,0001
Areia Fina (kg kg™) 0,212 +0,00? 0,293 +0,00° 0,315+0,00 ¢ 0,351 +0,00 ¢ 0,409 + 0,00 © <0,0001
Silte (kg kg™) 0,065 +0,00? 0,188 +0,00° 0,265+ 0,00 © 0,290 + 0,00 ¢ 0,369 + 0,00 © <0,0001
Argila (kg kg™!) 0,26 £0,00 2 0,212 +0,00° 0,195 +0,00° 0,208 + 0,00 ® 0,176 + 0,00 © <0,0001
Classificacao Franco-Argilo- Franco-Argilo- Franco-Arenosa Franca Franca

Arenosa Arenosa

Tipo de solo 2 2 2 2 2
Densidade de Particulas (g cm ) 2,47+0,05° 2,6 0,032 2,6 0,012 2,67+0,02° 2,63+0,022 0,090
Densidade de Solo (g cm™) 1,1 £0,002 1,23 +£0,00° 1,29 £0,01° 1,27 £ 0,06 ° 1,31 £0,02° 0,006

Nota: (*) Tratamentos (proporcdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 € 50%; (75) 25 ¢ 75%; (100) 0 e 100%. Os
dados s@o mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-e) nao diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste F (Teste

de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3.



Tabela 5. Nutrientes foliares em alface (Lactuca sativa L.) cultivadas em diferentes propor¢des de rejeito de minério de ferro.
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Variaveis TRATAMENTOS ESTATISTICA
0% 25% 50% 75% 100% Teste F*
N (dag kg 1) 0,71 £0,03 2 0,82 +£0,052 0,84 £0,00" 0,83 £0,00°" 0,88 £0,03 " 0,022
P (dag kg ) 0,21 £0,002 0,13 +£0,00° 0,12+0,00° 0,146 +0,01° 0,121 £0,00° <0,0001
K (dag kg ™) 1,93 +0,04* 1,77 +£0,09 ® 1,79+0,11° 2,06+0,17? 1,66 £0,07 2 0,086
Ca (dag kg ") 0,608 £0,01 2 0,613 +£0,022 0,671 £0,012 0,739+0,01° 0,731+0,01° 0,001
Mg (dag kg 1) 0,183 0,00 0,136 £0,00° 0,149+0,00° 0,157 +£0,00° 0,196 £ 0,00 © 0,0004
Cu (mg kg™ 2,90 £0,08 2 2,84 +£0,14° 2,92+0,052 3,05+0,06? 3,35+0,07° 0,015
Fe (dag kg ™) 456,1 +£304,0° 179,2 £87,7° 206,0 £26,8 2 276,1 £95,6° 187,3 £ 66,7 2 0,371
Zn (dag kg ™) 33,1+1,50° 18,7 +0,84° 19,7+1,23" 182+0,87" 20,8+0,94° <0,0001
Mn (dag kg 1) 219, 7+11,8° 65,0+£4,0" 60,5+2,78" 39,8 +1,28°¢ 57,0+ 3,43"% <0,0001
Ni (mg kg™) Nd Nd Nd Nd Nd
Pb (mg ke™) Nd Nd Nd Nd Nd
Cd (mg kg™ Nd Nd Nd Nd Nd
Cr (mg kg™) Nd Nd Nd Nd Nd
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Nota: (*) Tratamentos (proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%. Os
dados sdo mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-¢) ndo diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste F (Teste
de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3.



Tabela 6. Nutrientes em raizes de alface (Lactuca sativa L.) cultivadas em diferentes propor¢des de rejeito de minério de ferro.
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Varidveis TRATAMENTOS ESTATISTICA
0% 25% 50% 75% 100% Teste P*
N (mg kg™) 0,473 = 0,01 @ 0,498 + 0,01 ® 0,511 +0,02 0,473 = 0,01 @ 0,461 = 0,05 ® 0,994
P (mg kg) 0,101 = 0,00 ® 0,069 = 0,00 b 0,065 % 0,00 ® 0,058 + 0,00 ® 0,062 £ 0,00 b <0,0001
K (mg kg") 1,433 +0,11° 1,054 40,16 " 0,885 + 0,09 ® 0,745+ 0,03 © 0,365 + 0,00 ¢ 0,0002
Ca (mg kg™) 0,197 = 0,00 ® 0,25+0,01" 0,263 + 0,01 ® 0,328 + 0,00 © 0,335 +0,01 © <0,0001
Mg (mg kg™ 0,099 + 0,00 @ 0,168 +0,02 b 0,167 + 0,02 ® 0,149 + 0,02 b 0,180 0,01 ® 0,0849
Cu (mg/dm?) 30,6 £6,2° 12,4+0,77" 8,85 +1,05" 8,87 £0,92° 9,66 + 0,80 ® 0,003
Fe (mg kg™) 2108,8 + 4964,8 + 7465,9 + 7064,6 + 10606,3 + 0,0007
1452,8 @ 728,7% 339,3 b 352,0° 812,9¢
Zn (mg kg™) 232 40,38 162+2,15" 153+1,35" 12,9+ 0,44 16,0+ 0,44 b 0,0008
Mn (mg kg™) 51,9+£10,5° 58,7 +£6,0° 68,4 +3,92 63,2 +4,55° 99,6 £8,6° 0,018
Ni (mg kg 1,07 £0,02 @ 1,4540,70® 2,0+0,56° 2,85+0,79 ¢ 4,65+0,19°¢ 0,004
Pb (mg kg™') 1,240,302 1,3+0,20° 1,45+0,07 1,240,102 1,75 +0,13 2 0,254
Cd (mg kg") Nd Nd Nd Nd Nd
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Cr (mg.kg™") 5,52+1,62% 6,26 £0,96 2 5,43+0,61°% 2,52+0,87* 2,37+0,17* 0,428

C (mg kg™) Nd Nd Nd Nd Nd

Nota: (*) Tratamentos (proporcao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%. Os
dados sdo mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-¢) ndo diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste P (Teste
de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3.
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Tabela 7. Andlises fisicas, quimicas e bioquimicas em plantas de alface (Lactuca sativa L.) cultivadas em diferentes propor¢des de rejeito de

minério de ferro.

Variaveis TRATAMENTOS Estatistica
0% 25% 50% 75% 100% Teste P*
Parte aérea MF (g) 70,37 £ 1,64 2 66,59 £ 1,322 39,52 +4,99 " 23,66 +2,15¢ 20,68 £0,63 © <0,0001
Raiz MF (g) 14,09 + 1,48 ® 14,26 + 0,68 * 9,50+0,97° 5,04+£0,40° 4,95+0,09°¢ <0,0001
Parte aérea MS (g) 9,29+0,382 8,01 +£0,06° 529+049° 3,37+0,15¢ 3,060,114 0,0001
Raiz MS (g) 2,80 £0,26 2 2,34 +£0,182 1,50+ 0,212 0,85+0,07° 0,88 +£0,01° 0,0001
CST (mg glicose g MF) 0,180,002 0,17 +£0,002 0,17 £0,002 0,18 £0,002 0,18 +£0,002 0,045
Amido (mg glicose g MF) 0,04 +£0,002 0,03 £0,00% 0,03 +£0,002 0,03 +£0,00% 0,04 £0,00? 0,275
Clorofila a (mg g! MF) 0,35+0,032 0,29 £0,022 0,42 +0,04° 0,42+0,05° 0,44 +£0,03° 0,061
Clorofila b (mg g! MF) 0,32+0,022 0,26 £0,012 0,37 +£0,04° 0,39 +£0,04° 0,40 + 0,03 ° 0,063
Carotenoides totais (mg g' MF) 0,04 +£0,002 0,03 +0,00% 0,05+0,0? 0,05+0,00% 0,04 +£0,00 0,176
Chl totais (mg g' MF) 0,67 £0,052 0,55+0,04* 0,80 £ 0,09 0,81+0,10° 0,85+0,06° 0,061
Chl a/ Chl b (mg g! MF) 1,09 +£0,012 1,07 +£0,032 1,09 +£0,012 1,08 £0,012 1,100,002 0,819
Chl total/ Carot. total (mg g"' MF) 18,9+2,33¢ 16,4+0,27° 154+1,28% 17,4+0,88 2 21,6 +£0,96? 0,193
SPAD (indice SPAD) 14,6 £0,422 143+0,432 156 +0,572 144+0,732 163+1,282 0,641
Prolina (umol de prolina g MF) 0,01 £0,00° 0,009 £ 0,00 @ 0,009 £ 0,00 @ 0,008 £ 0,00 2 0,008 + 0,00 ? 0,021
Proteina SOD (mg PTN g MF) 0,99 £0,052 1,03 +£0,06 2 1,05+0,022 1,10+£0,072 1,00 £0,012 0,484
SOD (Unidade de SOD mg PTN) 102,4 £5,86 2 96,6 +1,15° 93,8 +4,612 80,0+9,832 105,9+£3,09 @ 0,122



Anion Superéxido (ODssom? s™)

Proteina (CAT, POD, POL) (mg PTN
g MF)

Catalase (umol min™! mg™! prot)

Peroxido de Hidrogénio (H202) (umol
H:0:g MF?)

Peroxidase (umol mg™! prot)
Polifenoloxidase (umol mg™! prot)

Peroxidacio lipidica (MDA) (umol
MDA-TBA mg! MF)

Fenol (AGE mg 100 g™)
DPPH (g MF g DPPH)
Vitamina C (4c. ascérbico mg100g™)

Vitamina A (ng 100)

1,47+0,142
1,18+ 0,04 2

0,080,002
4,89 +£0,23 ¢

0,80 +0,07 2
0,90+0,24*
0,01 +0,002

3,09+0,08%
0,32+047°2

12305,8 £2871,9 *

259+21,1%

1,28 +0,03 2
0,92 £0,04 2

0,08 £0,00*
4,30+0,16*

0,97 +0,112
1,05 +£0,30*
0,01 £0,00*

2,770,252
0,76 £0,21*

4493,6 + 1838,7°

859+19,32

1,48 +£0,08 *
1,02 +£0,09?

0,08 0,002
5,13+£0,342

1,07+0,05*
1,26 +0,14*
0,01 £0,00*

2,96 +0,14*
0,73+0,25*

4407,3 £1211,9°

154+4,1°

1,58 £0,022
1,07+0,15%

0,06 £0,012
441+£1,62°

0,92 + 0,212
1,240,072
0,01 + 0,00 ®

2,86 +0,122
0,60 +0,51%
7658,3 £296 2
11,3+16,4%

1,47+0,102
1,08 £0,15%

0,06 +0,00*
545+0,252

0,97+0,13%
0,88 +0,252
0,01 +£0,002

2,99 +0,24*
0,88 +0,272

8324,2 +£ 14182

41,4+103%
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0,161
0,484

0,335
0,719

0,712
0,922
0,731

0,046
0,002
0,002

Nota: (*) Tratamentos (propor¢ao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%. Os
dados sdo mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-¢) ndo diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste P (Teste
de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3.



Tabela 8. Fluorescéncia da clorofila a.
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Variavel TRATAMENTO ESTATISTICA
0% 25% 50% 75% 100% Teste F*

Fo 301+30,22 304 +20,0° 409+ 82,72 360+ 16,4 258+ 8,172 0,068

Fm 2232 +£103,8* 2014 £208,3 # 2402 +£220,8 2 2394 £ 1452 1945 £85,12 0,253

Fv 1863 £104,3 2 1710 £188,8 ® 1993 +£138,1 2 2047 £158,9°? 1688 £90,6 2 0,493

Fo/Fm 0,145+£0,012 0,140 £0,002 0,189 +£0,012 0,172 +£0,022 0,125+0,002 0,180

Fv/Fm 0,875 +0,012 0,853 +£0,00? 0,830 £0,012 0,850 +£0,012 0,868 +£0,00 2 0,179

Fv/Fo 6,4+0,682 5,9+0,24° 4,70 £0,48 2 5,36 £0,652 6,54+0,49* 0,164

PI abs 1,69 0,00 * 1,70 £ 0,06 * 1,07+0,12 1,28+0,25% 1,62+1,17% 0,186

PI total 0,798 £0,08 2 0,842 £0,052 0,432 +0,112 0,582 +0,182 0,786 £ 0,102 0,149

Nota: (*) Tratamentos (propor¢ao (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 e 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%. Os dados sdo mostrados
como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-€) ndo diferem entre si pelas anélises de varidncias (ANOVA) pelo teste P (Teste de Post Hoc de Scott Knott), a 5%

de probabilidade; n=3.
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Tabela 9. Andlises de trocas gasosas em folhas de plantas de alface (Lactuca sativa L.) cultivadas em diferentes propor¢des de rejeito de minério

de ferro.
Variavel TRATAMENTO ESTATISTICA
0% 25% 50% 75% 100% Teste F*
A (umol CO2 m? s) 6,56 £0,98 2 7,03 +£0,79 2 5,44 £0,67 2 5,510,542 5,62+1,43? 0,341
Gs (mol H20 m? s!) 0,09 +£0,01 2 0,09+0,012 0,07+0,012 0,09 +£0,01 2 0,06 0,02 @ 0,847
Ci (umol mol ™) 2639+292 2759 +£7,012 268,1 £ 14,68 2 279,3+10,89 @ 275,52 +£12,56 2 0,253
E (mmol m?s™) 0,001 £0,00 * 0,001 £ 0,00 ? 0,001 £0,00 @ 0,001 £ 0,00 ? 0,000 £ 0,00 * 0,450
EUA (umol CO; mmol H20™) 5745,2 +448,6 ¢ 49933 £186,5? 4780,3 £782,4+* 5921,9+1679* 61154 +£1631°2 0,589
EUAint (umol CO; mol H20™) 75,98 £1,59 ¢ 69,98 £4,50 ¢ 75,09 £9,44 2 67,94 £6,88 ¢ 70,9 + 8,06 2 0,538
A/Ci (mol m2 s) 0,02 +£0,002 0,02 +£0,002 0,01 £0,002 0,01 £0,002 0,02 +0,002 0,203
OPSII 0,44+0,01° 0,44+0,02° 0,44 +0,01° 0,43+£0,01°2 0,46 £0,01°2 0,505
qP 0,27 £0,04 2 0,38 £0,062 0,38 0,022 0,38 +£0,032 0,34+0,02° 0,675
ETR (umol de elétrons m?s™) 65,06 +£9,28 2 73,94 +£15,62 73,94 £7.672 7332 +5,44°2 73,06 £4,182 0,499
Rd (umol m? s7) -0,53 = 0,04° -0,59 £+ 0,04° -0,48 + 0,04 -0,47+0,11° -0,50 = 0,06°

Nota: (*) Tratamentos (proporcdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 ¢ 75%; (100) 0 ¢ 100%. Os
dados sao mostrados como média + erro padrdo. As médias com mesmas letras (a-¢) ndo diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste P (Teste
de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3.
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Figura 15. Conteudo de CST (a), amido (b) e indice SPAD (c) em folhas de plantas de alface (Lactuca
sativa L.) em resposta a diferentes concentragdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio
padrio da média (n = 3). As médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelas analises de varidncias
(ANOVA), pelo teste P (Teste de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3. Tratamentos
(proporgdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75)
25 ¢ 75%; (100) 0 e 100%.
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Figura 166. Atividade das enzimas catalase (a), peroxidase (b), polifenoloxidase (c), da superéxido
dismutase (d), conteudo de perdxido de hidrogénio (e), geracdo de anion superoxido (g), imdice de
peroxidagao lipidica (%), prolina (h) e acimulo de fendis soluveis (i) em folhas de plantas de alface (Lactuca
sativa L.) em resposta a diferentes concentracdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio
padrio da média (n = 3). As médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelas analises de variancias
(ANOVA) pelo teste P (Teste de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3. Tratamentos
(proporgdo (%) de solo fértil/rejeito de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 ¢ 25%; (50) 50 e 50%; (75)

25 € 75%; (100) 0 ¢ 100%.
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Figura 17. Fluorescéncia da clorofila a em folhas de plantas de alface (Lactuca sativa L.) em resposta a
diferentes concentragdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Fluorescéncia inicial (a), fluorescéncia
maxima (b), fluorescéncia variavel (c), produgdo quantica basal dos processos ndo fotoquimico no
fotossistema II (d), rendimento quantico maximo do PSII (e), eficiéncia maxima do processo fotoquimico
no PSII (f), indice de desempenho (g) e indice de performance total (h) em resposta a diferentes
concentragoes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). As
médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelas analises de varidncias (ANOVA) pelo teste F (Teste
de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3. Tratamentos (propor¢ao (%) de solo fértil/rejeito
de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 e 100%.
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Figura 17. Analises de trocas gasosas em folhas de plantas de alface (Lactuca sativa L.) em resposta a
diferentes concentragdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Taxas de fotossintese liquida (a),
condutancia estomatica ao vapor de agua (b), concentragao intercelular de CO, (c), taxa transpiratoria (d),
eficiéncia no uso da agua (e), eficiéncia intrinseca no uso da agua (f), eficiéncia de carboxilagdo (g),
rendimento quantico efetivo do transporte elétrons do PSII (%), coeficiente de extingdo fotoquimico (i), taxa
aparente de transporte de elétrons (j) e taxa de respiragdo no escuro (k) em resposta a diferentes
concentragdes de rejeitos de minério de ferro (0 a 100%). Barras = desvio padrdo da média (n = 3). As
médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelas analises de variancias (ANOVA) pelo teste F (Teste
de Post Hoc de Scott Knott), a 5% de probabilidade; n=3. Tratamentos (propor¢ao (%) de solo fértil/rejeito
de minério de ferro): (0) 100 e 0%; (25) 75 € 25%; (50) 50 e 50%; (75) 25 e 75%; (100) 0 ¢ 100%.



