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RESUMO
O maracujazeiro doce (Passiflora alata Curtis) € uma planta herbacea, em geral
trepadeira, que apresenta folhas subcoriaceas, flores solitarias, axilares, perfumadas
e frutos com polpa sucosa de sabor doce e agradavel. Tradicionalmente, os pomares
comerciais desta espécie sdo estabelecidos por mudas obtidas de sementes, sendo
comum o relato de baixa porcentagem de germinacéo, o que pode estar associado
aos mecanismos de dorméncia. No Brasil, o tratamento do esgoto industrial tem
como consequéncia a grande producdo de residuo sélido, o lodo de esgoto, que é
um produto decorrente do tratamento de efluentes sanitarios, seja de origem
doméstica ou industrial, com elevado conteddo de matéria organica, composi¢ao
quimica e biologica. O uso do lodo apresenta-se eficiente para o crescimento das
plantas. No entanto, apresenta indicios de acimulo de metais pesados no solo e na
planta, além de ter potencial de impacto na salde humana ao entrar na cadeia
alimentar, por bioacumulacdo. Na pesquisa foram utilizadas sementes de P. alata
provenientes de frutos coletados a partir de 15; 30; 45; 60; 75; e 85 dias apés a
antese. Avaliaram-se 0s extratos das sementes sobre a germinacdo de Lactuca
sativa L. Foram determinadas as caracteristicas quimicas do lodo de esgoto: As, Ba,
Cd, Ca, Pb, Cu, Cr, S, Mg, Mn, Hg, Mo, N, Ni, K, Se, Na, Zn, P, C organico e MO.
Posteriormente, avaliaram-se a mutagenicidade e o acimulo de metais pesados nas
plantas tratadas com o lodo. O estadio de maturacéo do fruto interfere na qualidade
fisiologica das sementes. A utilizacdo do extrato do embrido das sementes de
maracuja na germinacdo de sementes de alface determina uma menor porcentagem
de germinagcdo. O uso do lodo de esgoto eleva a concentragcdo de elementos
essenciais e matéria organica do solo e afeta negativamente a germinacdo das

sementes de maracuja doce.

Palavras-chave: Passiflora alata Curtis; bioacumulacdo; morfologia; germinacao;

mutagenicidade; toxidez.
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ABSTRACT
The sweet passion fruit (Passiflora alata Curtis) is a herbaceous plant, in general
climbing plants, which features subcoriaceous leaves, solitary flowers, axillary,
fragrant and fruit with sucosa pulp sweet and pleasant taste. Traditionally,
commercial orchards of this species are established for seedlings obtained from
seeds, reporting low percentage of germination, which can be associated to
dormancy mechanisms. In Brazil, the treatment of industrial sewage results in the
major production of solid residue, sewage sludge, which is a product resulting from
the treatment of wastewater, domestic or industrial origin, with high organic matter
content, chemical and biological composition. The use of sludge has to be efficient in
the growth of plants. However, it features heavy metal accumulation of evidence in
soil and plant, as well as having potential impact on human health entering the food
chain, for bioaccumulation. P. alata seeds were used from fruits collected from 15;
30; 45; 60; 75; and 85 days from anthesis. Extracts from seeds on germination
Lactuca sativa L. The chemical characteristics of sewage sludge were determined:
As, Ba, Cd, Ca, Pb, Cu, Cr, S, Mg, Mn, Hg, Mo, N, Ni, K, S, Na, Zn, P, C and organic
MO. Subsequently the mutagenicity and the accumulation of heavy metals in plants
with the use of sludge were evaluated. The fruit maturation stage interferes with the
physiological quality of seeds. The use of embryo extract of passion fruit seeds on
lettuce seed germination determines the lowest percentage of germination. The use
of sewage sludge increases the concentration of essential elements and soil organic

matter and negatively affects the germination of sweet passion fruit seeds.

Keywords: Passiflora alata Curtis; bioaccumulation; morphological description;

germination; mutagenicity; toxicity.
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INTRODUCAO GERAL

As espécies do género Passiflora compreendem um grupo de plantas
trepadeiras bastante comuns em florestas tropicais, sendo importantes no que se
refere as relagbes com as plantas que as sustentam quanto ao fornecimento de
recursos a fauna. De forma geral, caracterizam-se por apresentar gavinhas axilares,
nectarios, folhas alternas normalmente simples, corona filamentosa nas flores, coroa
de estaminodios, gineceu e androceu com base comum (androginoforo) e sementes
ariladas (FEUILLET, 2004; TOKUOKA, 2012).

A Passiflora alata Curtis (maracujazeiro doce) é considerada uma espécie
promissora em funcdo do sabor doce, frutos com polpa sucosa, flores ornamentais e
precos elevados no mercado comercial (ALEXANDRE et al., 2009; NICOLINI et al.,
2012). A tradicional prética para producdo de mudas na fruticultura baseia-se na
utilizacdo de sementes, no entanto, um dos grandes problemas enfrentados pelos
produtores de maracujazeiro encontra-se em sua propagacdo, em que Sao
observados frequentes relatos de desuniformidade e baixa germinacdo das
sementes (OSIPI et al., 2011; FREITAS et al., 2015).

O entendimento do processo de germinagao e a caracterizacédo do vigor e da
viabilidade de frutos e sementes podem ser auxiliados por trabalhos que envolvam
suas analises morfologicas (MATHEUS; LOPES, 2007). Logo, a partir da
caracterizacdo morfolégica sera possivel prover subsidios a germinacdo e
identificacdo dos primeiros estadios de desenvolvimento de P. alata; analisar
possiveis anormalidades em suas sementes e plantulas e fornecer suporte aos
testes de germinacdo e vigor realizados em laboratério; propor e adequar métodos
para producdo de mudas de alta qualidade e rapida germinacéo; obter informacdes
sobre o armazenamento, viabilidade e métodos de semeadura, sendo fatores
importantes para o entendimento da biologia da espécie e dentro dos biomas.

Entre os fatores que influenciam a producdo de mudas, a escolha do
substrato é fundamental, na qual deve apresentar propriedades quimicas, fisicas e
microbiolégicas adequadas. Atualmente s&o utilizados substratos comerciais e
compostos inorganicos e organicos, inclusive de producéo local ou regional, na
composicdo de misturas, a exemplo, da vermiculita, fibra de coco, casca de pinnus,

palha de café, bagaco de cana, lodo de esgoto, entre outros.
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Decorrente do tratamento de efluentes sanitarios, seja de origem domeéstica
ou industrial, o lodo de esgoto é o residuo sélido que apresenta diversidade em sua
composi¢do quimica e bioldgica, variando de acordo com o método de estabilizagdo
e tratamento utilizado (KELESSIDIS; STASINAKIS, 2012). Essa diversidade de
elementos quimicos e o alto teor de matéria organica potencializam o uso do lodo de
esgoto na agricultura (GROTTO et al., 2013; FREITAS et al., 2015), principalmente
considerando sua aplicagdo em solos de regibes tropicais, onde 0S mesmos
apresentam-se geralmente em estagio avancado de intemperismo, com predominio
na fracdo argila de 6xidos de ferro e aluminio e caulinita, que possuem baixa
capacidade de troca cationica (NASCIMENTO et al., 2014).

O efeito toxico de contaminantes ambientais, como os metais pesados, pode
ser observado a partir de ensaios que avaliam os danos citogenéticos, em que €&
avaliada a atividade de enzimas relacionadas a biotransformacdo (SAKURAGUI et
al.,, 2013; SALES et al., 2013). Nesse contexto, diversos autores afirmam que
alteracbes no indice de divisdo celular indicam niveis de poluentes ambientais
potencialmente citotoxicos, podendo ocasionar alteracbes no DNA, o que
compromete processos essenciais no metabolismo do organismo (HOSHINA;
MARIN-MORALES, 2009; SINGH et al., 2009).

O enriquecimento e a disponibilidade nutricional para absorcéo das plantas
com a aplicacdo do lodo de esgoto nos solos apresentam evidentes reflexos na
produtividade, podendo ser igual e superior a adubacéo quimica (RIBEIRINHO et al.,
2012; ZUBA JUNIO et al., 2012; FREITAS et al., 2015). Todavia, existe a
preocupacao quanto ao acumulo de metais pesados no solo, decorrente do uso do
lodo de esgoto, podendo ser absorvido pelas plantas, que serdo consumidas por

seres que compdem a cadeia alimentar.
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REVISAO BIBIOGRAFICA

1. Maracujazeiro doce (Passiflora alata Curtis)

A fruticultura tornou-se nas Ultimas décadas como um dos setores de maior
destaque do agronegocio brasileiro. A variedade de espécies, o desenvolvimento
tecnolégico e o aumento produtivo em todo o pais foram os principais fatores que
resultaram na maior expressividade econdmica. Em 2015 a producéo brasileira no
seguimento de aproximadamente 43 milhfes de toneladas e, por consequéncia,
gerou cerca de 5,6 milhdes de empregos para mao de obra (ANUARIO BRASILEIRO
DE FRUTICULTURA, 2016).

Dentre as frutiferas de grande expressdo, 0 maracujazeiro apresenta
producdo nacional de 900 mil toneladas e produtividade média de 15 t ha™. O estado
do Espirito Santo encontra-se entre 0s cincos maiores produtores do pais com
producdo de 48 mil toneladas e produtividade de 24 t ha™ (IBGE, 2015). A maior
area de cultivo do maracujazeiro encontra-se na regido Norte, onde € classificada
por produtores e profissionais do setor agropecuario como areas de solos arenosos
e de topografia plana a levemente ondulada que proporciona manejo mecanizado
adequado. A partir da espacializacdo dos dados de temperaturas média e
precipitacdo pluviométrica dos ultimos 25 anos, disponibilizados na pagina do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), foi elaborado um mapa de zoneamento
agroclimatico (Figura 1). Observa-se que o estado do Espirito Santo apresenta
elevada aptiddo para a producdo da cultura nas regides litoraneas e sul, sendo
inapta apenas para pequenas areas onde as temperaturas menores de 18 °C sédo
verificadas com maior frequéncia durante o ano. Diante do potencial produtivo e da
demanda quanto ao consumo de frutas no mercado interno e externo, os resultados
evidenciam o potencial do Espirito Santo em relacdo ao plantio e cultivo em novas

areas.
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Zoneamento agroclimatico do maracujazeiro para estado
do Espirito Santo
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Figura 1. Espacializacdo da temperatura meédia (°C) e da precipitacdo mensal (mm)
e Zoneamento agroclimatico para o maracujazeiro (Passiflora spp.), segundo
Borges; Lima (2009), no estado do Espirito Santo, elaborado com auxilio de técnicas

de Sistemas de Informagbes Geograficas. Fonte: elaborada pelo autor.
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A familia Passifloraceae é caracterizada por agrupar 18 géneros e 630
espécies (OCAMPO et al., 2007). O género Passiflora reine mais de 530 espécies,
sendo o mais explorado em cultivos. Seus representantes sdo encontrados em
diversas regides do planeta, principalmente nas Américas Central e do Sul (ULMER,;
MACDOUGAL, 2004; CERVI, 2006; SOUZA; HOPKINS, 2011; PACHECO et al.,
2012; CUTRI et al., 2013). No Brasil, estima-se a existéncia de 142 espécies nativas
do género, sendo 83 endémicas do pais (BFG, 2015).

As espécies do género Passiflora compreendem um grupo de plantas
trepadeiras bastante comum em florestas tropicais, sendo importantes no que se
refere as relagbes com as plantas que as sustentam quanto ao fornecimento de
recursos alimentares. De forma geral, caracterizam-se por apresentar gavinhas
axilares, nectarios, folhas alternas normalmente simples, corona filamentosa nas
flores, coroa de estaminddios, gineceu e androceu com base comum (androginoforo)
e sementes ariladas (FEUILLET, 2004; TOKUOKA, 2012). Algumas sao de dificil
identificacdo, pela variacdo morfologicamente que apresentam, enquanto outras sao
distintas por caracteres ténues, havendo Ilimitacdes em funcdo de diversas
caracteristicas morfolégicas e diferencas anatdmicas (SANCHEZ et al., 1999).
Concordando com essa afirmacdo, autores relatam que estudos de téxons de
Passifloras baseiam-se nas caracteristicas de suas estruturas vegetativas, que
apresentam alto nivel de complexidade, em funcdo da subdivisdo taxondmica em
subgéneros e das particularidades (CUTRI et al., 2013; FARIAS et al., 2016). Além
disso, as caracteristicas morfolégicas da espécie podem ser alteradas em funcao da
condicdo em que a planta é submetida, e com isso, o grande niumero de espécies
pode estar associado a ligacdo entre a plasticidade morfoldgica e a sua diversidade
(RAMAIYA et al., 2014).

Caracterizada como uma espécie nao-climatérica (MANICA, 2005), o género
apresenta algumas espécies com maior consumo e producdo agricola como a
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracujazeiro amarelo), que se destaca
entre as espécies mais cultivadas, pesquisada e de maior interesse econémico no
Brasil. Todavia, o0 elevado numero de espécies silvestres com potenciais
agrondmicos, farmacéuticos e ornamentais, tem despertado interesse em novas
pesquisas, havendo destaque para a Passiflora alata Curtis, que atualmente é
considerada como promissora em fungéo do sabor doce, frutos com polpa sucosa,

flores ornamentais e precos elevados no mercado comercial (ALEXANDRE et al.,
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2009; NICOLINI et al., 2012). Além disso, P. alata contribui como uma importante
alternativa para usos de variabilidade genética no melhoramento das espécies
cultivadas comercialmente (ATAIDE et al., 2012).

O cultivo de Passifloras é considerado uma importante alternativa de
producdo agricola em pequena e larga escala, sendo efetuado de forma simples e
eficaz quanto a implantacdo do pomar, aos tratos culturais e ao processo de colheita
(FURLANETO et al., 2014). Para a maioria dos produtores, a pratica mais comum
para a propagacao e producdo de mudas das espécies é a utilizacdo de sementes.
No entanto, isso confere alta variabilidade genética exigida na producéo de frutos, a
qual esta diretamente relacionada a autoincompatibilidade, podendo expressar em
diferentes caracteristicas morfologicas (ALEXANDRE et al., 2009; FREITAS et al.,
2015). Alem disso, para a espécie P. alata, existem relatos de baixo percentual de
germinacao (OSIPI et al., 2011; FREITAS et al., 2015; FREITAS et al., 2016).

Fendbmenos como a imaturidade do embrido, a presenca de hormodnios
inibidores e a maturagédo do tegumento durante o desenvolvimento da semente séo
fatores associados a baixa germinacédo ou estado de dorméncia (BEWLEY; BLACK,
1994; LOPES et al., 2007). Varios autores relatam dificuldades na germinacdo das
sementes de muitas espécies apds sua completa maturacdo, o que é atribuido ao
fenbmeno, exégeno ou enddgeno, conhecido como dorméncia (LOPES et al., 2005z;
LOPES et al., 2007; LOPES et al., 2008).

A maturacdo das sementes compreende as transformacdes morfologicas,
fisiologicas e funcionais que se processam no 6vulo fecundado, culminando com o
peso maximo de matéria seca, estadio em que a semente atinge também maior
capacidade germinativa e vigor (POPINIGIS, 1985). Além disso, conhecer o estadio
de maturacéo torna-se importante quanto a conservacdo do poder germinativo das
sementes, sendo que fatores como sua natureza e condicdes de ambiente afetam a
germinacao (LOPES et al., 2005a; LOPES et al., 2006). Sabe-se que a composicéo
guimica das sementes € variavel entre espécies, dessa forma, substancias inibidoras
de diferentes categorias quimicas, podem ser encontradas em diferentes niveis,
interferindo no processo germinativo (BEWLEY; BLACK, 1994). Dessa forma, a
influéncia no desenvolvimento do embrido das sementes pode ser atribuida a acao
de compostos ativadores ou inibidores do sistema enzimatico, podendo favorecer a
atividade da auxina (NEVES et al., 2013; PAIVA NETO et al.,, 2014; DIAS et al.,

2015). Esses compostos presentes na estrutura das sementes atuam retendo o
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oxigénio, dificultando a transferéncia de energia necessaria para ion transporte, e
dessa forma, seu suprimento ao embrido durante a germinagcdo (MARCOS FILHO,
2005).

Diante das dificuldades encontradas com a utlizacdo da propagacéo
sexuada, o método assexuado tem sido considerado uma possivel alternativa para a
propagagcdo mais eficiente e segura (ALBURQUERQUE JUNIOR et al.,, 2013;
GURUNG et al., 2015), podendo apresentar-se como tecnologia simples e de baixo
custo para a producdo de mudas de maior qualidade, pela capacidade de perpetuar
melhores clones, e contribuir para a implantacdo de pomares tecnicamente
superiores aos formados pela propagacdo sexuada, devido a menor variabilidade
genética.

A estaquia, processo de propagacdo de plantas pelos 6rgaos vegetativos, €
empregada para algumas espécies de Passifloras (ALBUQUERQUE JUNIOR et al.,
2013; GURUNG et al., 2015). Todavia, faz-se necessario estudar e padronizar a
qualidade das estacas a serem levadas a campo, a partir de técnicas eficientes e
viaveis economicamente, para a obtencdo de mudas uniformes e sadias.

Fatores como a época da retirada das estacas, a umidade, a temperatura e a
intensidade de luz devem ser observados no processo de produgcdo de mudas por
estacas (RUGGIERO; MARTINS, 1987). Além disso, para obtencdo de maior
namero de estacas enraizadas e da maior qualidade das mesmas, € necessario um
equilibrio entre promotores e inibidores, para que ocorra o0 processo de iniciacao
radicular por um balanco hormonal endégeno, como as auxinas, giberelinas e
citocininas, e exdgenos, como 0 uso de reguladores de crescimento, como AIB
(acido indolbutirico), que podem elevar o teor de auxina no tecido (PASQUAL et al.,
2001; SOUSA et al., 2013; YANG et al., 2014). O uso exégeno de fitorreguladores e
outras substancias relacionadas ao enraizamento podem apresentar diferentes

respostas em funcéo da espécie trabalhada (ARAUJO et al., 2010).

2. Lodo de esgoto

O significativo crescimento da populacdo brasileira, o0 constante
desenvolvimento de areas urbanas e o aumento da producao industrial tém elevado
a producao de residuos domeésticos e industriais e, por consequéncia, aumentado a
producdo de efluentes sanitarios que sdo destinados nos afluentes, sendo um dos

principais motivos de poluicdo da agua. A situacao se agrava ainda mais ao associar
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0 problema de escassez de agua que a populacédo de muitas regides brasileiras tem
enfrentado nos ultimos anos.

Diante da busca de estratégias visando atender a crescente demanda por
agua de boa qualidade para consumo e reducdo da carga organica nos afluentes,
muitos investimentos tém sido destinados ao tratamento de efluentes urbanos a
partir da instalacdo de estacOes de tratamento de esgoto (ETES), pelas empresas de
saneamento ambiental (LIMA et al., 2011). Todavia, a problemética nas cidades faz
com que seja necessario o gerenciamento dos residuos ao final dos processos,
sendo um dos principais desafios quanto a destinacao final da quantidade gerada
(MAAS, 2010; SCHIRMER, 2012).

O processo de tratamento dos efluentes domésticos tem como consequéncia
a geracdo de um residuo com alto conteiddo de matéria organica e diferentes
composi¢cdes quimicas e biologicas, variando de acordo com o0 método de
estabilizacao e tratamento utilizado (KELESSIDIS; STASINAKIS, 2012), denominado
lodo de esgoto. Estima-se que a producdo de lodo no Brasil seja de
aproximadamente 220 mil toneladas de massa seca por ano (IBGE, 2010) e ao
considerar que apenas 30% da populacdo urbana tém seu esgoto devidamente
coletado e tratado, estima-se que esse residuo produzido seja ainda maior e que
ainda haja um elevado potencial de poluicdo diretamente nos afluentes. Schowanek
et al. (2004) observaram que mesmo apos a separacao da parte sélida e liquida do
esgoto nas estacbes de tratamento, a agua despejada e tratada nos recursos
hidricos é acompanhada de sais, ions, microrganismos patdgenos, materiais
organicos e inorganicos em suspensdo ou dissolvidos, além de precipitados de
fésforo e biomassa microbiana. Os compostos inorganicos, como 0S metais
pesados, sdo 0s componentes mais preocupantes, devido ao potencial toxico que
podem apresentar (PETRIE et al., 2015).

O principal objetivo do tratamento do lodo de esgoto é gerar um produto mais
estavel em menor volume para facilitar seu manuseio e, consequentemente, reduzir
0S custos nos processos subsequentes chamados de poés-tratamento ou
higienizac&o, visando melhorar e permitir sua destinacdo final (CORREA et al.,
2007), que é feita por processos fisicos, quimicos e biolégicos. Usualmente, o
tratamento do lodo, ap0s a sua geracdo, inclui uma ou mais etapas, como 0O
adensamento: reducdo de umidade (reducdo de volume); estabilizacdo: reducéo de

matéria organica (reducdo de sdlidos volateis); condicionamento: preparacao para a
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desidratacdo (principalmente mecéanica); desidratacdo: reducdo adicional de
umidade (reducéo de volume); disposicao final: destinacéo final dos subprodutos; e
controle de patdgenos. O acumulo do lodo de esgoto no ambiente tem despertado o
interesse em desenvolver pesquisas que proponham alternativas viaveis dentro dos
parametros ecoldgicos e econdmicos quanto a sua utilizacdo. Praticas ambientais de
aproveitamento do residuo como reutilizacdo industrial, incineracdo e,
principalmente, o uso no meio agricola como fertilizantes para as plantas tém sido
estudadas nos udltimos anos a fim de reduzir o impacto por sua deposicao,
considerando os altos teores de matéria organica, concentracdes de macronutrientes
e micronutrientes e pela efetiva disponibilidade desses nutrientes para as plantas
(LOPES et al., 2005b; KELESSIDIS; STASINAKIS, 2012; GROTTO et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2014a).

Lopes et al. (2005b) verificaram que plantas de alface apresentaram maior
crescimento quando utilizado substrato enriquecido com lodo de esgoto. Boechat et
al. (2014) concluiram que o lodo de esgoto doméstico beneficiou o crescimento de
pinhdo-manso. Caldeira et al. (2014), em estudo com Acacia mangium, observaram
gue em solos compostos por lodo de esgoto, as plantas apresentaram maiores
médias dentre as variaveis de crescimento avaliadas. Similarmente, Freitas et al.
(2015), ao estudarem o comportamento de plantas de maracujazeiro doce em solos
tratados com lodo de esgoto, observaram maior crescimento das plantas cultivadas
com uso do residuo.

A diversidade de elementos quimicos e o alto teor de matéria organica
potencializam o uso do lodo de esgoto na agricultura, principalmente considerando
sua aplicacdo em solos de regifes tropicais, onde 0s mesmos apresentam-se,
geralmente, em estadio avancado de intemperismo, com predominio na fracao argila
de Oxidos de ferro e aluminio e caulinita, que possuem baixa capacidade de troca
cationica (NASCIMENTO et al., 2014a). O enriquecimento e a disponibilidade
nutricional para absor¢éo das plantas com a aplicacdo do lodo de esgoto nos solos
apresentam evidentes reflexos na produtividade, podendo ser igual ou superior a
adubacao quimica (RIBEIRINHO et al., 2012; ZUBA JUNIO et al., 2012; FREITAS et
al., 2015).

Apesar desses beneficios com a aplicacéo do residuo, a presenca de metais
pesados pode interferir negativamente, apresentando efeito toxico (NASCIMENTO et

al., 2014b). Durante o processo de tratamento dos efluentes, muitos compostos



30

organicos, de diversas fontes originarias, podem se ligar as particulas sélidas e se
concentrar em niveis elevados nos solos, acarretando efeitos negativos ao serem
absorvidos pelas plantas, percolados e acumulados nos perfis do solo (GOTHWAL,;
SHASHIDHAR, 2014; PETRIE et al., 2015; SUBEDI; KANNAN, 2015).

Em virtude da possibilidade de contaminacdo dos solos, dos afluentes, das
plantas e dos animais, a partir do uso do lodo de esgoto na agricultura, sem 0s
devidos cuidados técnicos com relacdo a sua estabilidade, composi¢cdo quimica e
biologica para maior seguranca, em 29 de agosto de 2006, entrou em vigor a mais
recente legislacdo brasileira que regulamenta a utilizacdo de lodo de esgoto na
agricultura. A Resolugéo n° 375 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — Conama
(BRASIL, 2006), limita as quantidades maximas de substancias inorganicas e
organicas presentes no lodo de esgoto, na qual estdo indicados os critérios e 0s
procedimentos para seu uso adequado tomando como base a elevacdo de pH,
acumulo de metais pesados no solo e quantidade de nitrogénio disponivel. A
Resolucao foi elaborada para elevar o controle da utilizagdo do lodo na agricultura
de forma apropriada e relacionando as condicbes ambientais, as sociais, as

econdmicas e as culturas a serem exploradas (LIMA et al., 2011).

3. Toxidez de metais pesados em vegetais e animais

Apesar dos beneficios nas caracteristicas fisicas e quimicas do solo e no
crescimento das plantas com a aplicacédo do lodo de esgoto (FREITAS et al., 2015),
existem riscos ambientais quanto a toxicidade a partir do seu uso intenso, mesmo
em baixas concentragbes (GOMES et al., 2013; MAGNA et al., 2014; VIEIRA et al.,
2015). O elevado teor de matéria mineral e metais pesados apresentam indicios da
toxidez que o lodo pode causar a saude humana ao entrar na cadeia alimentar por
bioacumulacdo (SINGH; AGRAWAL, 2008; LI et al., 2012; MAGNA et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2014b; BERILLI et al., 2015; LOBO; GRASSI FILHO, 2015).
Para a utilizacdo desse residuo € necessario conhecer suas caracteristicas
quimicas, observar se as concentracfes dos elementos se enquadram dentro da
legislagédo dos 6rgdos ambientais de cada regido e as consequéncias na fauna e na
flora (BRASIL, 2006).

Segundo Malavolta (1994), os metais pesados sdo elementos que possuem
peso especifico maior do que 5 g. cm™ ou nimero atdmico maior do que 20. Bard:;

Zoski (2000) afirmam que os metais pesados diferenciam-se dos compostos
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organicos toxicos, por acumularem-se nos componentes do ambiente onde
manifestam sua toxicidade e por serem absolutamente ndo-degradaveis. E
importante ressaltar que muitos elementos considerados metais pesados sao
micronutrientes de extrema importancia para o desenvolvimento e o metabolismo
vegetal, nos quais estdo presentes em metaloproteinas (NAGAJYOTI et al., 2010),
proteinas que possuem sitios para ligacao de metais. Essas proteinas podem ter sua
funcéo inibida ao ocorrer substituicdo do seu cofator por outro metal pesado, o que
leva a perda da funcéo fisioldgica da enzima e alteracdo do metabolismo da planta
(KOSOVA et al., 2011). Alguns metais desempenham importantes papeis na nutricao
de plantas, como cobre (Cu) e zinco (Zn), enquanto outros exercem efeitos
deletérios sobre varios componentes da biosfera, como cadmio (Cd), chumbo (Pb),
arsénio (As), mercurio (Hg) e selénio (Se) (KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE, 2007;
AUGUSTO et al., 2014).

A exposicao das plantas em altas concentracbes de metais pesados pode
ocasionar o acumulo nas plantas através da absor¢cdo. Esta bioacumulacdo nos
tecidos vegetais é variavel para cada espécie em funcdo de sua especificacédo
quimica, solubilidade, condicéo fisica e quimica do solo (KABATA-PENDIAS, 2011;
GU et al., 2012; SONG et al., 2014), podendo limitar o crescimento e o
desenvolvimento pela inibicdo de processos fisiolégicos, como transpiracdo e
respiracdo (NAGAJYOTI et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013). Berton (2000) afirma
gue as concentracdes dos metais pesados variam nos diferentes tecidos da planta e,
em geral, os grdos contém concentracdo menor do que as partes vegetativas da
planta. Analisando o acumulo de metais pesados em seis espécies de hortalicas
folhosas, sobre solo tratado com lodo de esgoto, Chang et al. (2014) verificaram que
o Cd apresenta elevada capacidade de transferéncia de solo para as plantas.
Pesquisadores observaram que o Ba presente em solos contaminados pode ser
translocado com facilidade e acumulado em folhas de espécies vegetais (CHANG et
al., 2009; Ll et al., 2011).

Os metais pesados presentes nas solug¢des de residuos em contato com o
solo e afluentes tém capacidade de ficar retidos no solo, solubilizarem-se na agua,
podendo atingir o lencol freatico e apresentarem indicios de contaminacdo pelas
nascentes. Nessas condi¢cdes podem afetar a biota, sendo incorporados ao longo da
cadeia alimentar e, consequentemente, podem causar danos também a salde

humana (KHAN et al., 2005). Uma das principais formas de contaminagdo com
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metais pesados pelos seres vivos € pela ingestdo de alimentos, tornando-se uma via
de disseminagdo e bioacumulacdo extremamente danosa e direta (PANDEY;
SHARMA, 2002; CHAPIN; CREASY, 2012; GONZALEZ-WELLER et al., 2013),
podendo até atingir o sistema nervoso, 6rgaos hepaticos (figado e rins) e sistema

endocrino.

3.1. Efeito mutagénico dos metais pesados as plantas

O acumulo de metais nos organismos pode levar a efeitos mutagénicos
devido a sua capacidade de induzir danos genéticos (CARITA; MARIN-MORALES,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008). Diante desta afirmacédo, faz-se necessario
identificar os elementos que sdo reativos com o DNA em proteinas visando
assegurar as caracteristicas e a qualidade ambiental (LEME; MARIN-MORALES,
2009).

Em espécies vegetais, a toxidez de substancias pode ser observada a partir
de ensaios que quantificam pardmetros morfolégicos e citogenéticos, sendo esses
usados cotidianamente em laboratérios para determinar o potencial fitotoxico,
citotoxico, genotdxico e mutagénico de produtos quimicos, substancias complexas
como extratos de plantas, dejetos industriais e dguas contaminadas, nas quais é
analisada a atividade de enzimas relacionadas a biotransformacao (SAKURAGUI et
al., 2013; SALES et al., 2013; FELICIDADE et al., 2014). Nesse contexto, diversos
autores afirmam que alteracdes no ciclo de divisdo celular podem indicar potenciais
poluentes ambientais que ocasionam alteragbes no DNA, o que compromete
processos essenciais no metabolismo do organismo (HOSHINA; MARIN-MORALES,
2009; SINGH et al., 2009).

A presenca e a concentracdo de metais pesados em contato com as plantas
podem ter como consequéncias disturbios fisiolégicos tais como:

As - suas formas pentavelentes competem em reacdes enzimaticas com 0s
grupos fosfato, durante o processo de fosforilagdo oxidativa. A arsendlise € um
fenbmeno caracterizado pelo bloqueio da sintese de ATP a partir da interacdo do
arsénio com a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (BALDISSARELLI, 2010). A
concentragdo de arsénio nas rotas metabdlicas também afeta negativamente a
respiracdo celular apos alterar o metabolismo de NAD e NADH, e com a reducdo
dos niveis de NADH ocorre déficit na producdo celular de ATP e aumento na

producdo de peréxido de hidrogénio, ocasionando a producdo de espécies reativas
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de oxigénio (HORVATH et al., 2007; RAHMAN et al., 2007; BALDISSARELLI, 2010;
OOH et al., 2014; DEMIDCHIK, 2015);

Ba - é um elemento ainda pouco estudado em solos tratados com lodo de
esgoto. Naturalmente ele se apresenta associado junto a outros elementos em forma
de sulfato e o carbonato de Ba (BaSO,4 e BaCO3) (LIMA et al., 2012). Semelhante ao
Pb e Cd, o Ba é considerado toxico aos seres vivos mesmo em baixas
concentracbes e apresenta alta capacidade de acumulo em plantas e animais
(OLIVEIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010);

Cd - destaca-se por assemelhar-se com caracteristicas quimicas de
elementos essenciais como Zn** e Ca?*, sendo absorvido pelos transportadores de
cations e por apresentar ampla especificidade de substrato, havendo acumulo
principalmente no sistema radicular (GRATAO et al., 2008; GUIMARAES et al.,
2008). A presenca desse elemento nas plantas pode causar mudancas
morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e estruturais, podendo diminuir o crescimento,
reduzir a taxa de fotossintese e provocar alteracfes tanto enzimaticas quanto
metabdlicas. No entanto, os efeitos do Cd nas plantas variam em funcédo do tempo
de exposicdo ao metal (OLIVEIRA et al., 2001). Além de interferir em funcdes
celulares como as proteinas que inibem atividades essenciais e estimulam o
acumulo de peréxido de hidrogénio (SCHUTZENDUBEL et al., 2001; METWALLY et
al., 2003);

Pb - Em sua forma catiénica Pb®" é absorvido pelas plantas por razéo de sua
semelhanca com os metais essenciais, sendo de facil translocacdo nas plantas
(SILVA et al., 2007). Elevadas concentragbes de Pb interferem na divisao celular e
inibem a extensdo do sistema radicular, ocasionando a reducdo no crescimento da
planta, a partir da diminuicdo do processo respiratério causado pela reducdo na
assimilacdo de CO,, interferindo negativamente no metabolismo do Ca e na
inativacao enzimética (ADRIANO, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013);

Cr — O Cr é um elemento estavel e ndo € considerado um elemento essencial
a nutricdo das plantas (MONTEMOR; MARCAL, 2009). Seu transporte é realizado
por carregadores de outros elementos essenciais como o do Fe e P. (SHANKER et
al., 2005). A presenca no solo pode estar na forma de Cr**, soltvel e mével, ou de
Cr*3, onde apresenta baixa mobilidade e maior predominio nos solos (ASTDR, 2000;
MACEDO et al., 2009). Ambos os estados de oxidacdo do Cr s&o considerados

toxicos as plantas. Além disso, o estado Cr*® presente no solo apresenta elevado
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potencial toxico e permeabilidade na membrana celular (KABATA-PENDIAS, 2011).
A influéncia do Cr pode ser observada sobre a germinacao das sementes em funcéo
da oxidacdo da membrana e ocorréncia de hidrélise de proteinas e do amido, e
sobre o menor crescimento do sistema radicular das plantas (SHANKER et al.,
2005).

3.2. Efeito dos metais pesados a saude humana

Trabalhos demonstram que plantas cultivadas com altas concentracbes de
metais pesados podem oferecer risco a saude humana devido ao acumulo de
substancias em suas estruturas (MARTINS et al.,, 2003; LOPES et al., 2005b;
RANGEL et al., 2006). Dessa forma, a inalacdo de metais pesados pode apresentar
efeito negativo e afetar o equilibrio endécrino.

Sao definidos como desreguladores endocrinos os agentes e as substancias
quimicas exdgenas capazes de causar efeitos adversos a saude, podendo interferir
no sistema enddécrino dos seres vivos (CHANG et al., 2009). Esse sistema é
responsavel pelo controle do grande nimero de funcdes biolégicas do corpo, sendo
constituido por glandulas e tecidos que secretam substancias quimicas no
organismo (LINTELMANN et al., 2003; GHISELLI; JARDIM, 2007).

O aumento de ocorréncias de céanceres, puberdade precoce e danos aos
orgaos reprodutores dos seres humanos despertam o interesse em estudos, em
razdo do aumento de acumulo de residuos, que podem ter disfuncées do sistema
reprodutivo e enddcrino (ARGEMI et al., 2005; SWAN et al., 2007). De acordo com
Santamarta (2001), os desreguladores enddcrinos interferem nos mecanismos
fisiolégicos substituindo, bloqueando ou diminuindo os horménios do corpo e assim
alterando as fun¢des enddcrinas. Os horménios, apds serem produzidos, entram na
circulacdo sanguinea e percorrem todo o organismo (FERREIRA, 2003), no qual séo
segregados pelos 6rgdos do corpo. Esses horménios tém funcdes de regular,
mesmo a distancia, outros 6rgaos (LINTELMANN et al., 2003).

Autores afirmam que a exposicdo em ambiente com presenca de metais
pesados pode causar disturbios nos sistema enddcrino e manifestacdes de algumas
doencas, sendo:

As - no organismo humano o As é rapidamente excretado pelo figado e pelos
rins, que funcionam como verdadeira usina de eliminacdo de excesso, tanto para o

arsénio inorganico quanto para o0 organico (SANTOS et al., 2003). Sua
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metabolizacdo apds ingerido resulta na excrecdo de As metilado pelos rins e seus
efeitos adversos sobre a saude sdo variados e vao desde lesdes da pele até
quadros clinicos graves dos sistemas gastrintestinal, circulatorio periférico e nervoso
(DANTAS et al., 2012);

Ba - seu acumulo nos seres humanos pode ocasionar dores abdominais,
diarreia, vomitos, ansiedade, astenia, nauseas, agitacdo, sudorese, tremores,
fibrilacdo muscular, hipertonia dos musculos da face e pescoco, dificuldade
respiratoria, arritmia cardiaca, desordens nervosas, caracterizadas por sensacoes
anormais e alucinacdes sensoriais de membros inferiores e superiores e crises
convulsivas (TUBINO; SIMONI, 2007);

Cd - a exposicao e inalacdo de substancias com elevada concentracao de Cd
favorece a formacdo de céancer de prostata, acimulo no pancreas e testiculos
(PATNAIK, 2002). Além disso, pode afetar os pulmdes e causar danos crénicos aos
rins, 0s quais, depois da exposicao prolongada, sdo considerados 6rgaos criticos
(MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006);

Cr - a presenca do Cr em altas concentracfes no ambiente € extremamente
nociva & salde em sua forma Cr®", podendo causar problemas como dermatite
irritativa e alérgica, corrosdo da mucosa nasal, asma bronquial, cancer de pulméao e
danos renais (MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006). Se ingerido em maiores
concentracbes, o metal pode competir com o Fe pela ligacdo com a transferrina,
proteina responsavel pelo transporte de ferro recém-absorvido (TRUMBO et al.,
2001);

Pb - pode acumular-se na tireoide, nos testiculos e nos ovarios, reduzindo a
qualidade do esperma e hipotireoidismo decorrente de alteracdes funcionais da
hipéfise (TEVES, 2001; MOREIRA; MOREIRA, 2004);

Hg - este metal foi encontrado com maior facilidade, principalmente até a
Ultima década do século XX. Todavia, apés estudos especificos, foram observados
indicios de consequéncias negativas quanto a exposi¢cdo e contato com o homem.
Teves (2001) afirma sobre a influéncia do Hg, quanto a interferéncia no ciclo
menstrual irregular, menores ovula¢des, acumulo no pancreas, testiculos e prostata.
Além disso, Azevedo (2003) verificou a relagédo de abortos espontaneos, natimortos,
Sindrome de Paralisia Cerebral, danos ao cerebelo em filhos de mées que

consumiram peixes contaminados com metilmercuario (AZEVEDO, 2003).
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Caracterizacao morfolégica do ramo, dos frutos, das sementes e das plantulas

de Passiflora alata Curtis

RESUMO

Algumas espécies de Passiflora sdo de dificil identificacdo, dado que variam
morfologicamente, enquanto outras séo distintas por caracteres ténues, havendo
limitagbes em funcdo da gama de caracteristicas morfologicas e diferencas
anatdmicas. A Passiflora alata Curtis (maracujazeiro doce) tem despertado maiores
estudos nos ultimos anos por ser considerada uma espécie promissora em funcgao
do sabor doce dos frutos e precos elevados no mercado comercial. Objetivou-se
com este estudo a caracterizacdo morfolégica da planta, frutos, sementes e
plantulas de maracujazeiro doce. Foram coletados 10 frutos em seis estadios de
maturacdo. Para andlise e descricdo morfolégica das sementes foram utilizadas 50
subamostras, mensurando-se seu comprimento, largura, diametro, massas fresca e
seca, umidade, peso de mil sementes e comprimento da largura e da espessura. A
descricdo das caracteristicas da germinacéo foi realizada em 30 subamostras de 20
sementes. As caracteristicas externas do fruto e das sementes foram descritas e
fotografadas com o auxilio de uma camera digital e as caracteristicas do ramo, da
folha e da flor foram descritas e ilustradas manualmente. As sementes apresentam
germinacdo epigea e fanerocotiledonar, com percentual de germinacdo de
aproximadamente 22% de plantulas normais. A germinacao tem inicio no 12° dia e
se estende até o 27° dia ap6s a semeadura. A espécie apresenta modelo trifasico de
embebicéo caracterizado como fase |, até 24 horas, fase Il, de 24 a 252 horas, e
fase Ill a partir de 264 horas.

Palavras-chave: maracujazeiro doce; botanica; desenvolvimento; Passifloracea.
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1. Introducao

A familia Passifloraceae € caracterizada por abarcar 18 géneros e 630
espécies (OCAMPO et al., 2007). O género Passiflora reiine mais de 530 espécies,
sendo 0 mais explorado em cultivos. Seus representantes s&o encontrados em
diversas regides do planeta, principalmente nas Américas Central e do Sul (ULMER,;
MACDOUGAL, 2004; CERVI, 2006; SOUZA; HOPKINS, 2011; PACHECO et
al.,, 2012; CUTRI et al., 2013). No Brasil, estima-se a existéncia de 142 espécies
nativas do género, sendo 83 endémicas do pais (BFG, 2015).

A Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracujazeiro amarelo) destaca-se
entre as espécies mais cultivadas, pesquisadas e de maior interesse econémico no
Brasil. Todavia, o elevado numero de espécies silvestres com potenciais
agronémicos, farmacéuticos e ornamentais tem despertado interesse em novas
pesquisas, havendo destaque para a Passiflora alata Curtis (maracujazeiro doce),
gue atualmente € considerada como promissora, em funcdo do sabor doce, frutos
com polpa sucosa, flores ornamentais e precos elevados no mercado comercial
(ALEXANDRE et al., 2009; NICOLINI et al., 2012). Além disso, P. alata contribui
como uma importante alternativa para usos de novos genotipos no melhoramento
das espécies cultivadas comercialmente (ATAIDE et al., 2012).

As espécies de Passiflora caracterizam-se por apresentar gavinhas axilares,
nectarios, folhas alternas normalmente simples, corona filamentosa nas flores, coroa
de estaminddios, gineceu e androceu com base comum (androginéforo) e sementes
ariladas (FEUILLET, 2004; TOKUOKA, 2012). Algumas espécies sdo de dificlil
identificacdo, porque variam morfologicamente, enquanto outras sao distintas por
caracteres ténues, havendo limitacdbes em funcdo da gama de caracteristicas
morfologicas e diferencas anatémicas (SANCHEZ et al., 1999). Concordando com
essa afirmacédo, autores relatam que estudos de taxons da espécie baseiam-se nas
caracteristicas de suas estruturas vegetativas que apresentam alto nivel de
complexidade, em fungdo da subdivisdo taxondmica em subgéneros e das
particularidades (FREITAS et al.,, 2011; CUTRI et al., 2013; FARIAS et al., 2016).
Além disso, as caracteristicas morfolégicas do género podem ser alteradas em
funcdo da condicdo em que a planta é submetida (FREITAS et al., 2012). Dessa
forma, o grande numero de espécies pode estar associado a ligacdo entre a
plasticidade morfologica e sua diversidade (RAMAIYA et al., 2014).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602016000100029&script=sci_arttext#B57
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602016000100029&script=sci_arttext#B57
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602016000100029&script=sci_arttext#B13
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A utilizacdo de sementes é uma pratica comum na producdo de mudas das
espécies comerciais do género Passiflora. Isto confere alta variabilidade genética
exigida na produgdo de frutos, a qual estd diretamente relacionada a
autoincompatibilidade do maracujazeiro, podendo expressar em diferentes
caracteristicas morfologicas (ALEXANDRE et al., 2009; FREITAS et al.,, 2015).
Estudos demonstram que o estadio de maturagdo das sementes e a fenologia dos
frutos sdo caracteristicas que estdo associadas a maior germinacao e qualidade das
mudas, como foram observados em mamoeiro (ZANOTTI et al., 2014), sabia
(NOGUEIRA et al., 2013), e maracujazeiro amarelo (BATTISTUS et al., 2014).

A caracterizacdo morfolégica das sementes, das plantulas, dos caules, das
folhas, das flores e dos frutos das espécies do género em seus estadios de
maturacdo subsidiar outros estudos sobre a espécie, que envolvam conhecimento
sobre germinacao, crescimento, anormalidades em sementes e plantas, ecoldgicos,
mutacdes e melhoramento genético (FREITAS et al., 2012; SOARES et al., 2012;
CARVALHO et al., 2015; MACHADO et al., 2015), podendo auxiliar no entendimento
e caracterizacdo da germinacdo, do vigor e da viabilidade de frutos e sementes
(MATHEUS; LOPES, 2007). Considerando isso, objetivou-se com este estudo a
caracterizacdo morfolégica de planta, frutos, sementes e plantulas de P. alata,

conhecida popularmente como maracujazeiro doce.

2. Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Analise de Sementes no Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), em Alegre-ES. Foram analisadas sementes, plantulas, frutos e planta adulta
de P. alata.

As plantas e os frutos avaliados foram provenientes de pomares do municipio
de Alegre-ES. Foram coletados 10 frutos em seis estadios de maturacdo (15, 30,
45, 60, 75 e 85 dias apos o periodo de antese). Os frutos recém-colhidos foram
imediatamente transportados para o Laboratorio. As sementes foram extraidas
utilizando-se o método da cal hidratada, sendo em seguida transferidas para peneira
com malha de aco de 1,5 mm, onde foram friccionadas e lavadas em &gua corrente
para a remocao do arilo. Apés a lavagem, as sementes permaneceram espalhadas

sobre papel absorvente por um periodo de 34 horas, em ambiente sombreado e
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temperatura de 25 °C, onde atingiram teor de agua de 13%. Os ramos, as folhas, os
frutos e as flores foram descritos com base nas caracteristicas morfolégicas. Para
andlise e descricdo morfologica das sementes foram utilizadas 50 subamostras,
mensurando-se seu comprimento, largura e diametro, com o auxilio de um
paquimetro com precisao de 0,1 mm. O comprimento foi medido da base ao apice; a
largura e o diametro foram medidos na regido mediana da semente, caracterizando-
as segundo a terminologia de Pérez-Cortéz et al. (2002). Para a caracterizacao
interna foram realizadas secfes longitudinais e transversais na por¢cdo mediana das
sementes com auxilio de um bisturi, analisando-as sob microscépio esterioscopico e
descrevendo-as segundo os conceitos e terminologia de Vidal; Vidal (2000) e Souza
(2003).

A descricdo das caracteristicas fisicas das sementes consistiu da mensuragao
das massas fresca e seca, umidade e peso de mil sementes (BRASIL, 2009), além
do comprimento, da largura e da espessura.

A descricdo das caracteristicas da germinacdo foi realizada em 30
subamostras de 20 sementes. Cada amostra representou um estadio do periodo
germinativo compreendido entre o 1° e o 30° dias, considerando o inicio da
germinacdo com a embebicdo das sementes, seguindo o padréo trifasico de
absorcéo de 4gua pela semente, de acordo com Bewley; Black (1994).

As sementes foram distribuidas sobre uma folha de papel Germitest®, em
placas de Petri umedecidas com quantidade de agua destilada equivalente a 2,5
vezes 0 peso do papel seco e mantidas em camaras de germinacédo tipo BOD a
temperatura de 20-30 °C, por periodos referentes aos dias poOs-semeadura,
necessarios para avaliacdo das plantulas normais. As sementes foram consideradas
germinadas quando houve a protrusédo da raiz primaria, com comprimento = 1,0 mm,
sem injurias e aparentemente sadia. Foram consideradas plantulas normais aquelas
gue se apresentaram vigorosas e com todas as suas partes constituintes completas
e foram analisadas a porcentagem de germinacao e as caracteristicas morfolégicas
da radicula, do hipocétilo, dos cotilédones e da gema apical, com o auxilio de um
microscopio estereoscopico, segundo conceitos de Barroso et al. (1999), Vidal; Vidal
(2000) e Souza (2003).

As caracteristicas externas do fruto e das sementes foram descritas e
fotografadas com o auxilio de uma camera digital e as caracteristicas do ramo, da

folha e da flor foram descritas e ilustradas manualmente.
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3. Resultados e Discussao

O caule é robusto, quadrangular, com um a quatro grupos de fibras em cada
ala, e de cor verde (Figura 1 A). Esta caracteristica é que diferencia o P. alata da
espécie mais cultivada no Brasil, o P. edulis, em que o caule é pentagonal e ha a

presenca de tricomas tectores unicelulares (BERALDO; KATO, 2010).
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Figura 1. Morfologia do caule, da folha e da flor de P. alata. A) Caule; B) Botéo floral
I; C) Botéo floral II; D) Botéo floral lll; E) Folha; F) Flor I; G) Flor II; H) Androginéforo
[; 1) Androginoforo 1l; J) Androginoforo 1ll; K) Fruto. Legenda: CL - Caule; BA -
Bainha; BR - Bractea; GV — Gavinha; PD - Pedunculo; PC - Peciolo; LB - Limbo; NP
- Nervura principal; NS - Nervura secundaria; CC - Calice; CR - Corona; SP - Sépala;
PT - Pétala; AN - Androginoforo; ES - Estame; ET - Estigma; OV — Ovario. Barra: 1

cm. Imagem: Aristhotelis Tadeu Tiradentes.
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Os peciolos variam de 1-2 cm. As gavinhas axilares alcangcam até 15 cm de
comprimento. As folhas sdo ovadas ou ovado-oblongas, 5-15 x 4-9 cm, acuminadas
no apice e subcuneadas na base, margem inteira, com nervuras principais e
secundarias bem definidas, reticuladas, e de cor verde (Figura 1 E). Estes resultados
demonstram a diversidade morfologica das folhas de Passiflora, sendo verificadas
em outras espécies caracteristicas divergentes como folhas simples ou com cinco
I6bulos, base cortada, margem serrilhada, folnas com trés nervagbes (BERALDO,;
KATO, 2010; CARVALHO et al., 2015; FARIAS et al., 2016).

Os pedicelos variam de 1,5-3,0 cm. As bracteas sdo em numero de trés,
verticiladas, situadas na base da flor, ovadas ou oblongo-ovadas, 2-3 x 1-2 cm,
margem inteira, apice agudo; coloracdo verde e membranaceas (Figura 1 D e E). As
flores se formam a partir de botdes florais com 2-3 cm e que se desenvolvem até
atingirem entre 9-12 cm de diametro (Figura 1 B; C; D; e E), antes da antese. O tubo
do calice é campanulado; as sépalas variam de 3-4 x 2-2,5 cm, sdo oblongas e
obtusas no apice, a coloracdo € verde na face abaxial e carmim na adaxial. As
pétalas variam de 3-4,5 x 1,5-2 cm, sdo oblongas, obtusas no apice, alvas na face
abaxial e carmim na face adaxial. A corona apresenta filamento em quatro séries; as
duas séries exteriores sdo filamentosas e variam de 3-5 cm; os filamentos sédo
subulados, bandeados de cores branca e roxa (Figura 1 F e G). O androginéforo é
ereto, e possui de 1,5-2 cm; na por¢cdo mediana, aproximadamente, possui uma
dilatacdo semelhante a dois anéis; cinco estames e trés estigmas sdo unidos por
suas bases e formando uma membrana aderente ao androginéforo junto a insercao
do ovario. Os filetes dos estames sdo dorsifixos e as anteras sdo biloculares. O
ovario é oblongo e gabro (Figura G; H; I; e J).

O fruto é uma baga sucosa, indeiscente, ovoide, fusiforme, de coloragéo
verde até os 60 dias a partir da antese e de coloracao amarela apos esse periodo, a
partir do qual apresenta média de 250 sementes (Figuras 1 K e 2 A-F). A partir de 60
dias apos a antese, o fruto apresenta de 7-10 x 4-6- cm. O mesocarpo diminui a
medida que o fruto se desenvolve, havendo retencdo de dgua no fruto e a formacéo
da mucilagem que reveste a semente (Figura 2 G-L). O peso dos frutos varia entre
65 e 94 gramas.
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Figura 2. Morfologia dos frutos fechados e abertos de P. alata em estadios de
maturacdo. 15 (A e G); 30 (Be H); 45 (C e l); 60 (D e J); 75 (E e K); e 85 dias (F e
L). Legenda: ME - Mesocarpo; EN - Endocarpo; MU - Mucilagem.

As sementes sdo elipticas e comprimidas lateralmente, albuminosas,
monocromicas e de coloracdo castanho-escura; as dimensbes sao de
aproximadamente 6,3 mm de comprimento, 4,2 mm de largura e 1,6 mm de diametro
(Figura 3 A). O peso apresentado foi de 23,4 mg para massa fresca; 18,5 mg para
massa seca, com teor de umidade de 20,94% e peso de mil sementes igual a 26,97
g. A testa é rigida e o tegumento apresenta pequenas depressdes; o apice é
tridentado, sendo a projecdo mediana geralmente mais conspicua em relacdo as
demais; a base, onde se situa a micropila, é inconspicua e aguda, sendo que a

margem € estriada; e a superficie externa levemente lustrosa.
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Figura 3. Morfologia de sementes e de plantulas de P. alata. A) Sementes e
endosperma; B) Cotilédone foliaceo; C) Raiz primaria; D) Eixo hipocétilo radicular; E)
Hipocétilo verde e curvo, raizes principais e secundarias; F) Inicio da perda da
curvatura do hipocétilo; G) Cotilédones expandidos e epicotilo desenvolvido.
Legenda: DS: Dias ap6s a semeadura; EM - Embrido; CO - Cotilédone; HR -
Hipocatilo radicular; RP - Raiz primaria; HI - Hipocétilo; RS - Raiz secundéria; CO -
Cotilédones; AH - Alca do hipocétilo; PR - Protofilo; GA - Gema apical; EP - Epicétilo.
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O embrido cotiledonar é axial e possui eixo hipocotilo radicular de 1,5 mm de
comprimento, alvo e lustroso, com a radicula direcionada para a base da semente;
os cotilédones foliaceos, alvo-esverdeados quando hidratados, sdo opostos e
ocupam cerca 1/3 da semente (Figura 3 B). O endosperma periférico envolve
completamente o embrido e apresenta coloragdo alva com ornamentacao reticulada
por impressao da face interna do tegumento da semente.

As sementes apresentam germinacdo epigea e fanerocotiledonar, com
percentual de germinacdo de aproximadamente 22% de plantulas normais. A
germinacgédo tem inicio no 12° dia e se estende até o 27° dia apos a semeadura. No
12° dia ap6s a semeadura, a raiz primaria se projeta como uma pequena estrutura
fiiforme com aproximadamente 2,5 mm de comprimento, de coloracdo alvo-
esverdeada (Figura 3 C). O eixo hipocétilo radicular, também de coloracédo alva,
surge no 15° dia (Figura 3 D), fase na qual os cotilédones se desprendem do
tegumento e a raiz priméaria apresenta cerca de 11 mm. A raiz principal é distinta do
hipocotilo verde, curvo e alargado no 18° dia (Figura 3 E). O inicio da perda da
curvatura do hipocotilo ocorre a partir do 22° dia, sendo verificadas raizes
secundéarias, que surgem do hipocétilo e da raiz principal (Figura 3 F). A partir deste
periodo os cotilédones, o eixo hipocotilo radicular, o epicotilo, as raizes secundarias,
o hipocétilo e o protofilo apresentam-se mais desenvolvidos. Os cotilédones
foliaceos possuem formato oblongo, base arredondada, &pice obtuso, margem
inteira, cerca de 1,0 cm de comprimento e 0,75 cm largura. Ha uma nervura principal
na base da folha onde surgem as nervuras secundarias menores. A plantula
formada apresenta protofilo simples, peciolado, estipulado, com formato ovado, base
arredondada, margem inteira e superficie lustrosa, com dimensées no 31° dia apds a
semeadura de 6,5-9 x 1,5-2,5 cm para as plantulas inteiras; e 3,5-4,5 cm de
comprimento para raizes principais e um cm para raizes secundarias (Figura 3 G).

O inicio da germinacdo se d4 com a absorcdo de &gua pela semente e
termina com o alongamento do eixo embrionario, havendo a protrusdo do embrido
através do tegumento sendo o ponto crucial que identifica esse processo (BEWLEY;
BLACK, 1994).

A Figura 4 apresenta as fases de embebi¢cdo das sementes de P. alata de
acordo com o padrdo trifasico de absor¢cdo de agua proposto por Bewley; Black
(1994).
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Figura 4. Curva de embebicdo de sementes de P.alata.

Antes do inicio do processo de embebicdo, as sementes de P. alata
apresentavam teor de agua de 13%, chegando a 16% apdés 24 horas (Figura 4).
Verificou-se que entre o periodo de 24 a 264 horas a variagcdo do teor de agua foi
de 4%, chegando ao valor maximo de 20%. Houve rapida absorcdo de &agua,
seguida de estabilizacdo, quando a velocidade foi caracterizada como a fase |, até
24 horas, do processo de embebicgéo, e fase Il, entre 24 e 252 horas, caracterizada
pela estabilidade na absorcdo de &gua e intensa atividade respiratéria (Figura 4).
Verificou-se que as sementes apresentam permeabilidade a 4gua e absor¢cdo em um
curto periodo, discordando de Morley-Bunker (1980), que afirma que as sementes de
espécies Passifloraceae apresentam impermeabilidade do tegumento, ocasionando
dorméncia. A reducdo na absorcdo de &gua coincide com a mobilizacdo das
substéancias de reserva desdobradas da regido de reserva, na fase |, para os tecidos
meristematicos. Ap0s 264 horas hd aumento na velocidade de embebicdo das
sementes, iniciando a fase lll, caracterizada como fase de absorcao ativa de agua
pelas sementes, havendo comportamento biologico esperado com trés fases bem
definidas, nas quais foram observados aumento da umidade (I), estabilidade de
absorcao (Il) e posterior aumento na velocidade de absorcdo e protrusdo da raiz
primaria a partir de 288 horas (BEWLEY; BLACK, 1994). Discordando desses

resultados pesquisadores caracterizaram em um menor periodo o processo de
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embebicdo das sementes de P. alata, onde a fase | foi caracterizada com aumento
do teor de &gua de 9,3% para 10,02% em 13 horas, a fase Il com teor de agua de
10,02% para 10,4% em 200 horas e, fase Ill com aumento na absorcdo da agua a
partir de 200 horas (FERRARI et al., 2008).

4. Conclusdes

O estudo pode auxiliar na identificacdo e no comportamento da P.alata em
todas as fases de seu desenvolvimento e crescimento, principalmente porque a
espécie apresenta particularidades como o caule robusto e quadrangular; folhas
ovadas; flores de cor verde na face abaxial e carmim na adaxial; fruto ovoide;
sementes com apice tridentado; germinacgéo de 22% entre o 12° dia e 0 27° dia apés
a semeadura; e modelo trifasico de embebicdo caracterizado como fase |, até 24

horas, fase Il de 24 a 252 horas, e fase Il a partir de 264 horas.
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Propagacédo sexuada e assexuada de Passiflora alata Curtis

RESUMO

O maracujazeiro doce € uma passifloraceae, cujos frutos sdo consumidos,
preferencialmente, in natura, no entanto, apresentam grande potencial para a
industria. Seu método de propagacao mais recomendado é o seminifero, mas suas
sementes apresentam baixa porcentagem de germinacdo. Objetivou-se estudar os
métodos de propagacdo sexuada e assexuada em Passiflora alata Curtis, pela
analise da qualidade fisiol6gica das sementes nos diferentes estadios de maturacao
e 0 enraizamento das estacas tratadas com diferentes concentragfes de acido indol-
3-butirico (AIB) e o acido boérico (H3BO3). Os frutos foram identificados e coletados
apos 15; 30; 45; 60; 75; e 85 dias da antese, as sementes extraidas manualmente,
beneficiadas, escarificadas, tratadas com GA3; 500 mg L, e mantidas em camara
de germinacao, sob temperatura de 20-30 °C, fotoperiodo de 8 horas, por 60 dias.
No enraizamento foram utilizadas estacas com 15 cm de comprimento e quatro mm
de didametro tratadas por imersao de suas bases em concentracfes de 0; 500; 1000;
1500; e 2000 mg Lt de AIB e 0; 100; 200; 400; e 800 mg L de H3BOs. O estadio de
maturacdo do fruto interfere na qualidade fisiolégica das sementes de P. alata. A
maior capacidade rizogénica das estacas é encontrada naquelas tratadas com 1500
mg L™ de AIB e 400 mg L™ de H3BOs.

Palavras-chave: enraizamento; estadio de maturacdo; geminacao; maracujazeiro

doce.
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1. Introducao

As Passifloraceaes compreendem um grupo de plantas trepadeiras bastante
comuns em florestas tropicais, sendo importantes no que se refere as relagdes com
as plantas que as sustentam quanto ao fornecimento de recursos a fauna. Além
disso, tém elevada producao de frutos e boa aceitacdo para consumo de seus frutos
in natura.

As pesquisas com maracujazeiros estdo amplamente dirigidas as espécies
comumente cultivadas, principalmente, a Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.,
(maracujazeiro amarelo). No entanto, existem varias espécies silvestres com
potencial agrondbmico, como a P. alata (maracujazeiro doce). Nos Ultimos anos a
espécie tem sido expandida em seu cultivo em virtude da aceitacdo no mercado
consumidor e dos elevados precos de venda.

A utilizacdo de sementes € uma pratica comum na producdo de mudas das
espécies comerciais do género Passiflora, o que confere alta variabilidade genética
exigida na producdo de frutos, ja que apresentam como caracteristica a
autoincompatibilidade. Todavia, h& frequentes relatos de desuniformidade e baixa
germinacao das sementes de algumas espécies como o maracujazeiro doce (OSIPI
et al.,, 2011; FREITAS et al.,, 2015). A imaturidade do embrido, a presenca de
horménios inibidores e a maturacdo do tegumento durante o desenvolvimento da
semente sdo fatores associados a baixa germinacdo ou estado de dorméncia
(BEWLEY; BLACK, 1994; LOPES et al., 2005).

O estadio de maturacdo das sementes e a fenologia dos frutos estdo
associados a maior germinacdo e qualidade da mudas como observados em
jabuticabeira (ALEXANDRE et al., 2006), sabid& (NOGUEIRA et al., 2013),
maracujazeiro amarelo (BATTISTUS et al., 2014), mamoeiro (ZANOTTI et al., 2014)
e pimenteira (GONCALVES et al., 2015).

Diante das dificuldades encontradas com a utilizacdo da propagacao
sexuada, a estaquia apresenta-se como metodo alternativo para algumas espécies
de Passifloras (ALBUQUERQUE JUNIOR et al.,, 2013; GURUNG et al., 2015).
Entretanto, faz-se necesséario otimizar a qualidade e a quantidade de estacas a
serem levadas a campo, para cada espécie estudada. A qualidade, ao evitar a
transmissdo de doencas por partes vegetativas, a exemplo da antracnose,

verrugose, bacteriose e viroses e a quantidade, tomando cuidado para que sejam
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produzidas mudas de diversas matrizes comerciais selecionadas e, ndo de uma
Gnica matriz, em funcdo de serem aldbgamas por exceléncia. Isso demonstra a
viabilidade do emprego da estaquia na obtencdo de mudas uniformes em que cada
espécie apresenta condicbes especificas para o enraizamento, variabilidade de
reservas armazenadas nos tecidos e sensibilidade desses tecidos em responder a
estimulos exdgenos (SOUSA et al., 2013; YANG et al., 2014).

Objetivou-se estudar os métodos de propagacao sexuada e assexuada em P
alata, pela analise da qualidade fisiologica das sementes nos diferentes estadios de
maturacdo e o enraizamento das estacas tratadas com diferentes concentracfes de
acido indol-3-butirico (AIB) e acido borico (H3BO3).

2. Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Tecnologia e Analise de Sementes
e em camara de nebulizacdo do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), em Alegre-ES. As plantas de
P. alata utilizadas como matrizes para a coleta de frutos e estacas foram
provenientes de um pomar, em primeiro ano de producéo, localizado na Ponte da
Brauna, distrito de Rive, municipio de Alegre - ES, 20° 45’S e 41° 29'W e altitude de
138 m.

No método sexuado apds a antese os frutos foram identificados e coletados
apos 15; 30; 45; 60; 75; e 85 dias. As sementes foram extraidas manualmente,
beneficiadas por friccionadas em peneiras de arame com cal virgem para auxiliar a
extracdo do arilo e secas a sombra sobre papel de filtro. Antes da semeadura, as
sementes foram escarificadas com auxilio de uma lixa nimero 100, imersas em
solucdo de hipoclorito de sddio a 50% por dois minutos e em alcool 70% por dois
minutos e imersas em solucdo de acido giberélico (GAs), 500 mg L™, durante 24
horas. A semeadura foi realizada em rolos de papel tipo Germitest®, com trés folhas,
gue foram umedecidos com volume de agua destilada, na quantidade equivalente a
2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram mantidos em camara de
germinacao do tipo BOD, climatizadas a 20-30 °C, e fotoperiodo de 8 horas, por 60
dias.

As variaveis analisadas foram germinacdo (%); indice de velocidade de

germinacgao, calculado conforme Maguire (1962): IVG=G1/D1+---+Gn/Dn, em que:
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IVG = indice de velocidade de germinacdo; G1= numero de sementes germinadas
no primeiro dia apés a semeadura... Gn = numero de sementes germinadas ‘n’ dias
apdés a semeadura; D1 = um dia apés a semeadura... Dn = ‘n’ dias apos a
semeadura; massa fresca e massa seca das plantulas, em que as plantulas de cada
parcela foram embaladas separadamente em sacos de papel tipo kraft e mantidas
em estufa com circulacao forcada de ar a 70 °C até a obtencdo de massa constante.
A massa seca foi mensurada em balan¢a analitica (0,0001 g), e os resultados
expressos em mg plantula™) e o teste de tetrazdlio, em que as sementes de P. alata
gue nao germinaram foram cortadas transversalmente e imersas em solucao de 2-3-
5 triphenyl-tetrazolium a 1%, no escuro, por 24 h., e foram analisadas com auxilio de
Lupa. No teste de tetrazdlio (DELOUCHE et al, 1976), os embribes foram
classificados de acordo com sua coloracédo (Branca - parte do eixo embrionario ou
regido de translocacdo de reservas descoloridas ou embrido completamente
descolorido, caracterizando tecido morto; Rosa - tecidos com aspecto normal e
firme, vidveis e vigorosos; Vermelha intensa - apresentando tecidos flacidos,
caracterizados como tecidos mortos).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com seis
estadios de maturacao dos frutos (15; 30; 45; 60; 75; e 85 dias apds a antese) e,
quatro repeticdes de 25 sementes.

No método assexuado, as estacas com 15 cm de comprimento e quatro mm
de didmetro foram confeccionadas a partir das matrizes que produziram os frutos. As
estacas foram mantidas com dois nés, e duas folhas com seus limbos reduzidos a
metade de seu comprimento, e suas bases foram cortadas em bisel simples. Foi
feita assepsia das estacas sendo imersas em solucao de hipoclorito de sodio (50%)
durante um minuto.

Posteriormente, as estacas foram submetidas em dois diferentes tratamentos
por imersdo de suas bases, sendo o primeiro em concentragbes de 0; 500; 1000;
1500; e 2000 mg L™ de AIB (4cido indolbutirico), diluido em soluc&o alcodlica a 50%
e 0 segundo em concentragées de 0; 100; 200; 400; e 800 mg L™ de H3BO; (acido
borico) diluido em &agua destilada. As estacas foram plantadas em substrato
plantmax®, disposto em bandejas de polietileno preto, com 32 células cada.
Mantidas em camara de nebulizacdo intermitente sob tela de poliolefina com 50% de

luminosidade e regime de irrigacéo ativado a cada cinco minutos por 10 segundos.
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O tempo de permanéncia na camara de nebulizacdo foi de 60 dias, sendo
avaliados: estacas vivas (%), estacas enraizadas (%), numero de raizes por estaca,
comprimento da maior raiz (cm estaca™), volume de raizes (cm?® estaca™) e massa
seca de raizes (mg estaca™), nimero de brotos e de folhas velhas por estaca.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com dois
tratamentos em cinco concentracbes de AIB e em cinco concentragdes de H3;BOs3,
com quatro repeticdes, de 16 estacas cada. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade e a andlise de variancia, sendo analisado através do uso de regressao,
para estacas, e uso do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, para sementes,
por meio do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

3. Resultados e Discussao

Verificou-se uma gradual alteracdo na coloracdo dos frutos durante a fase de
maturacdo, apos a antese (Figura 1), apresentando colora¢édo verde-clara apos 15
dias, tornando-se mais escuros até os 60 dias apds a antese, e amarelecendo com
maior intensidade apds 85 dias. A coloracdo é uma variavel de grande importancia a
ser usada como critério na selecdo de frutos e sementes a serem colhidos com

maior qualidade.

Figura 1. Tamanho dos frutos de P. alata colhidos em estadios de maturacéo de 15,
30, 45, 60, 75 e 85 dias apoés a antese.

Os estadios de maturacdo dos frutos interferem na germinacdo e velocidade
de germinacdo das sementes (Figura 2A e 2B). Houve germinacdo apenas nos
estadios de 60 e 75 dias apds a antese, sendo as maiores médias verificadas apos
75 dias, com 33% para a germinacédo e 0,26 para o indice de velocidade. Nao foram
observadas diferencas entre os estadios de maturacdo dos frutos quanto as massas

fresca e seca das plantulas (Figura 2C e 2D).
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Figura 2. Box-Plot da porcentagem de germinacdo (A), indice de velocidade de

germinacdo (B), massa fresca (C) e massa seca (D) de plantulas oriundas de

sementes de P. alata em diferentes estadios de maturacao dos frutos.
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O baixo desempenho fisiolégico observado nas sementes obtidas a partir de
frutos colhidos nos estadios de 15, 30 e 45 dias de maturacdo pode estar
relacionado ao incompleto desenvolvimento do embrido, em que as sementes nao
atingiram o ponto de maturidade fisioldgica, enquanto no estadio de maturagcdo com
85 dias apOs a antese ocorre o acumulo de substancias bioquimicas naturais que
atuam como inibidores de germinacdo (BEWLEY; BLACK, 1994; TAIZ;, ZEIGER,
2013). Fato que estad vinculado aos valores de germinacdo e velocidade de
germinacao, que foram baixos mesmo nos estadios com 60 e 75 dias ap0s a antese
(Figura 2A e B).

Sementes de maméo e meldo apresentaram baixa germinacdo e vigor em
virtude das sementes ainda estarem em fase inicial de formacdo do embrido e
apresentarem uma quantidade de tecidos de reserva insuficiente para o
desenvolvimento do processo germinativo (MELO; SELEGUINI, 2013; DONATO et
al., 2015). A maturacgéo fisiologica favoravel a germinagdo é indicada quando o
conteudo de massa seca, a integridade das membranas e o acumulo de reservas
tornam-se estaveis e completos (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A baixa germinacdo das sementes do maracujazeiro doce pode estar
associada a inibidores. Pelo teste de tetrazélio, constatou-se que as sementes nos
estadios de 15 e 30 dias apresentaram 100% de coloracdo branca e ap0s 85 dias,
87% de coloracdo vermelha intensa, ambas consideradas sementes com tecidos
mortos (Figura 3A e B). No entanto, nos estadios de maturacéo de 45, 60 e 75 dias,
foi observado, respectivamente, 68, 78 e 81% com coloracdo rosa, em que 0S
tecidos apresentaram aspecto normal e firme, sendo considerados adequados para
germinacao (DIAS et al., 2015).



76

A
100 1 o ® e 9=12627 - 1,6214x%*
R*=0,8891
¥ =41215 -2,7826g** + 0,0368x2** *
80 - R? = 0,81 = -
= oy =- 92,682 + 5,7144x%% -0,0498x2**
< R = 0,6687 -
=3
= 60 A
g
S 40 4
=2
e
20 A
L]
0 = » + * ' L S
0 15 30 ... 45 60 75 20
Dias apos a antese
®Branca MRosa & Vemelha
B

Figura 3. Teste do tetrazélio (%) em sementes de P. alata em diferentes estadios de
maturacdo do fruto. Legenda: 1- Branca: parte do eixo embrionario ou regido de
translocagcdo de reservas descoloridas ou embrido completamente descolorido,
caracterizando tecido morto; 2 — Rosa: tecidos com aspecto normal e firme, viaveis e
vigorosos; 3 - Vermelha intensa: apresentando tecidos flacidos, caracterizando

tecido morto. *, ** Significancia em nivel de 5% e 1 %, respectivamente.

Compostos fendlicos podem atuar como ativadores ou inibidores do sistema
enzimatico, afetando negativamente a germinagcdo de sementes, como verificados
em soja (COLPAS et al., 2003) e mamao (DIAS et al., 2015). A medida que as
sementes se aproximam da maturidade fisiolégica, ha reducdo progressiva da
atividade do acido giberélico (GAs) e de elevacao dos niveis de acido abscisico
(ABA), responsavel pela manifestacdo da dorméncia, caso as condicbes de
ambiente permanegcam favoraveis a sintese desse inibidor (TAIZ; ZEIGER, 2013).

No enraizamento das estacas tratadas com AIB e H3BO3 todas as variaveis

estudadas apresentaram comportamento quadratico. Nas concentracdes de 1000 e
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1500 mg L™ de AIB, o enraizamento foi de 92 e 94% e, na sua auséncia, 63%. Sob o

uso de H3BOs, a maior média (84%) foi observada na concentracdo de 400 mg L™, e

a menor (45%) na concentracdo de 800 mg L™ (Figura 4 A). Fatores exégenos e

enddgenos regulam a formacdo de raizes adventicias, tais como Ca®", aclcares,

auxinas, poliaminas, co-polimero de etileno, 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio,

mondxido de carbono, cGMP, MAPKSs e peroxidases (LI et al., 2009).
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Figura 4. Porcentagem de estacas enraizadas (A), numero de raiz (B), comprimento

da maior raiz (C); volume da raiz (D) e massa seca de raiz (E) de estacas P. alata,

em funcdo das concentracbes de &cido indol-3-butiricco (AIB) e &cido borico

(H3BO3). *, ** Significancia em nivel de 5% e 1 %, respectivamente.
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Verifica-se que as maiores médias para namero, comprimento, volume e
massa seca de raiz foram observadas nas estacas tratadas com concentracdo de
1500 mg L™ de AIB (Figura 4B, C e D). Nos tratamentos com H3;BOs, as maiores
médias para todas as varidveis foram observadas na concentracdo de 400 mg L™
(Figura 4A, B, C e D).

O uso de AIB e H3BO3; favoreceu a formacao e o crescimento radicular das
estacas. No entanto, a concentracdo de cada produto € variavel para as espécies de
maracujazeiros. Nas espécies Passiflora setacea, P. edulis, P. edulis x P. setacea, a
concentracdo de 1000 mg L™ de AIB determinou maior ndmero de estacas com raiz
e massa seca de raiz, (VAZ et al., 2009). A maior producéo e comprimento de raizes
de P. mucronnata Lam. foi verificada na concentragdo de 1000 mg L' de AIB
(ALEXANDRE et al., 2014). Sobre a mesma concentracdo de AIB foi observada
maior producdo de calos e brotagcdes em bougainvillea (SINGH, 2012). Algumas
espécies apresentam maior crescimento, quando tratadas com concentracfes mais
elevadas, conforme observado em estacas de Eucalyptus benthamii com 2000 mg L
! de AIB (BRONDANI et al., 2012), e em concentracdes menores como verificado em
raizes de Cattleya loddigesii Lindl, tratadas com 1,4 mg L™ de H3sBOs (CARVALHO
et al., 2009). Na maior concentracdo do HsBOs; (800 mg L™) foram observadas
médias inferiores aos demais tratamentos, o que pode estar associado a um
possivel efeito toxico. Lone et al. (2010) verificaram que altas concentracdes de
reguladores de crescimento podem apresentar efeito téxico em algumas culturas,
como € o caso de videira. Os micronutrientes podem tornar-se toxicos se sua
concentracdo for mais alta que um ponto critico especifico, podendo levar a
interacBes negativas nos niveis celular e molecular (HALL, 2002).

Observa-se que o AIB apresentou médias superiores em todas as variaveis
analisadas, quando comparado ao H3zBO3 (Figura 4). Rout (2006) e Kesari et al.
(2009) relatam a superioridade do AIB em relagdo a outros reguladores de
crescimento e, afirmam que essa auxina é efetiva no enraizamento adventicio nas
fases de inducdo, iniciacdo e expressao, além de ser mais eficiente do que o AlA e
ANA.



79

4. Conclusoes

O estadio de maturacéo do fruto de P. alata interfere na qualidade fisiologica
das sementes.

Sementes extraidas de frutos de P. alata em estadio de maturacdo com 75
dias ap0s a antese apresentam maior qualidade fisiolégica.

A maior porcentagem de enraizamento e qualidade das mudas P. alata séo
obtidas nas estacas tratadas com concentracdes de 1500 mg L™ de AIB e de 400 mg
L™ de H3BO:s.

O AIB é mais eficiente que o H3BO3 no processo rizogénico de estacas de P.

alata.
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Germinacado de sementes de alface em extratos de sementes de Passiflora
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Germinagéo de sementes de alface em extratos de sementes de Passiflora

alata Curtis

RESUMO
Muitas substancias quimicas presentes nos vegetais podem apresentar capacidade
de interferir na germinacdo de sementes e no desenvolvimento de outras. A
pesquisa teve como obijetivo verificar o efeito de extratos de sementes de maracuja
doce (Passiflora alata Curtis), tendo como parametros a germinacdo de sementes e
0 crescimento de plantulas de alface. O experimento foi conduzido em ambiente
controlado. Os tratamentos consistiram em: T1: agua destilada como testemunha,;
T2: extrato de embrido; T3: extrato do tegumento; T4: extrato das sementes inteiras;
T5: solugdo de embebicéo. Utilizou-se como bioindicadores do efeito alelopatico dos
extratos sementes de alface (Lactuca sativa L.) cv. Baba de Verdo. Sob o extrato do
embrido das sementes maracuja doce foi observado menor porcentagem de
germinacao e o indice de velocidade de emergéncia das sementes de alface. O
maior niumero de plantulas anormais foi observado a partir de sementes germinadas
no extrato do embrido (T2) e na solucdo de embebicdo (T5). O extrato do embrido
das sementes de maracuja doce apresenta compostos capazes de inibir a
germinacao e influenciar negativamente no desenvolvimento das plantulas de alface.

Palavras-chave: desenvolvimento inicial; inibicdo; maracujazeiro doce.
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1. Introducao

O Brasil destaca-se por ser um dos maiores produtores de maracujazeiros no
cenario mundial. O maracuja doce é uma planta herbacea, em geral trepadeira,
apresenta folhas subcoriaceas, flores solitarias, axilares, perfumadas, frutos com
polpa sucosa de sabor doce e agradavel (ALEXANDRE et al., 2009). E cultivado
comercialmente principalmente para a producdo de frutos para consumo in natura,
atingindo precos elevados tanto no mercado interno quanto externo (SANTOS et al.,
2011; NICOLINI et al., 2012).

Tradicionalmente os pomares comerciais no Brasil sdo estabelecidos, por
mudas obtidas de sementes sendo comum o relato do baixo percentual de
germinacdo, o que pode estar associado aos mecanismos de dorméncia. Os
principais fatores que determinam o fendémeno de dorméncia sdo a
impermeabilidade do tegumento, imaturidade fisioldégica, embrido imaturo e presenca
de substéancias inibidoras (BEWLEY; BLACK ,1994).

Muitos compostos quimicos presentes nos vegetais podem apresentar
capacidade de interferir na germinacdo das prOprias sementes, assim como de
outras espécies. Para identificar a presenca destes, sao indicados biotestes com
outras espécies vegetais. A alface (Lactuca sativa L.) € considerada planta modelo
para estes estudos, pois apresenta alta sensibilidade, mesmo em baixas
concentracbes de aleloquimicos (BORGES et al.,, 2011; NICOLINI et al.,, 2012;
REICHEL et al., 2013).

Objetivou-se com a pesquisa verificar o efeito de extratos de sementes de P.
alata, tendo como parametros a germinagcdo de sementes e 0 crescimento de

plantulas de alface.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE-UFES) em Alegre. Foram utilizadas sementes de P. alata de frutos
coletados em pomares do municipio de Alegre-ES. As sementes foram extraidas
manualmente dos frutos, friccionadas em peneiras de arame com cal virgem para

auxiliar a extracdo do arilo e secas a sombra sobre papel filtro. Foram utilizados dois
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lotes de 100 sementes, as quais, respectivamente, foram imersas em 75 mL de agua
destilada por 24 horas sob temperatura de 25 °C.

O tratamento controle (T1) consistiu na utilizacdo de agua destilada. Os
diferentes extratos de sementes de maracuja doce foram obtidos por maceracdo em
cadinho adicionando-se 5 mL de agua destilada. Foram extraidos os embrifes de
100 sementes (0,387 g), e utilizados para T2, sendo este peso utilizado como
padrao para determinar a massa do tegumento e das sementes inteiras a ser
utilizadas para T3 e T4, respectivamente. Apés a maceracao foi realizada a filtragem
em peneira de 1 mm, obtendo-se a solucdo dos extratos. O tratamento T5 consistiu
da solugédo em que as 100 sementes foram embebidas por 24 h.

Avaliou-se a condutividade elétrica (uS cm™ g*) e o pH das solucdes de
extratos das sementes. O teor de nutrientes dos extratos foi determinado, onde o Fe
e Mn foram diluidos em uma aliquota de 0,05 mL em 0,25 mL de agua deionizada.
Os teores de P, K, Mg e Zn foram determinados a partir de digestdo em
espectrometria de absorcao atbmica de chama.

Foi utilizado, como bioindicador, sementes de Lactuca sativa L. cv. Baba de
Verdo. Estas foram distribuidas em placas de Petri revestidas com uma folha de
papel germitest® e umedecidas com agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso
do papel seco. Apds a semeadura foi adicionado 1,67 mL de solucao de extrato por
repeticdo, em seguida as placas foram lacradas com pelicula flexivel
semitransparente e dispostas sob temperaturas de 20-30 °C em fotoperiodo 8-16
horas de luz/escuro em camaras de germinagao do tipo BOD.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes de 25 sementes. A avaliacdo do nimero de sementes germinadas
foi efetuada diariamente, até a estabilizacdo da germinacéo, que aconteceu apos
nove dias do inicio do teste. Ao fim, determinou-se porcentagem de germinacao
(BRASIL, 2009); indice de velocidade de germinacdo (MAGUIRE, 1962);
comprimento da parte aérea e da raiz (cm); massa fresca e seca de plantulas (mg L
1Y e classificacdo de plantulas anormais.

Os compostos fendlicos totais foram determinados em sementes inteira e em
embrides isolados, utilizando-se lotes de 100 sementes de Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa Deg., e de P. alata. Segundo metodologia descrita por Singh et al.
(2002). As sementes e os embrides foram secos em liofilizador a -40 °C por 72

horas, posteriormente, foram triturados e coletados trés gramas do material,
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depositados em um tubo baldo, adicionando-se 30 mL de etanol a 80% (v/v). As
amostras foram submetidas a refluxo por 90 minutos. Posteriormente, o extrato foi
filtrado a vacuo, seguindo-se a evaporacédo do etanol em rotaevaporador a 40 °C. As
amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 4 °C a 5000 rpm, sendo o
sobrenadante transferido para frascos, nos quais foi injetado géas nitrogénio, vedados
e congelados a -30 °C (SWAINT; HILLIS, 1959). A curva padréo foi construida com
acido tanico nas concentracdes de 0, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 e 400 mg L™
Para quantificacdo dos fenois, 25 pL da amostra foram adicionados em agua
destilada, completando-se o volume para 3,5 mL, em seguida, 0,25 mL do reagente
Folin-Ciocalteau foi adicionado e os tubos agitados. Na sequéncia, adicionou-se 0,5
mL de solucdo saturada de carbonato de sddio, agitando-se novamente os tubos.
Por fim, o volume foi elevado para 5 mL com agua destilada. Apés uma hora no
escuro, procedeu-se a leitura de absorbancia a 730 nm em espectrofotémetro UV-
Visivel. Os resultados foram expressos em ug de fenol g * MS™,

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as meédias

foram comparadas pelo teste de Dunnett em nivel de 5% de probabilidade.

3. Resultados e Discusséo
O extrato do embrido das sementes de maracujd doce diminuiu a
porcentagem de germinacéo e o indice de velocidade de emergéncia das sementes
de alface indicando interferéncia aleloquimica de compostos presentes nas

sementes de maracujazeiro sobre a germinacéo de alface (Tabela 1).
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Tabela 1. Germinacdo (GER), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
comprimento da raiz (CR), comprimento da parte aérea (CPA), massa fresca (MF),
massa seca (MS) e plantulas anormais (PA) de sementes de alface em extratos de
P. alata.

TRAT GER IVG CR CPA MF MS PA

(%) (cm) (cm) (mgL?") (mgL?) (%)

TL 91A 99A 283AB 292A 274A 088A 5B
T2 39B 26B 65C 92C 133E 052C 213A

T3 81A 91A 389A 156B 19,8CD 0,73B 0B

T4 8A B89A 386A 15BC 166DE 0,70B 5B

T5 80A B89A 407A 197B 23,7AB 075AB 9AB

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett, em
nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: T1: testemunha; T2: extrato de embrido; T3: extrato do tegumento; T4:

extrato das sementes inteiras; T5: Solucdo de embebicao.

Efeitos negativos na germinagcdo e vigor das sementes de alface foram
encontrados por alguns autores ao trabalharem com extratos vegetais. Extratos de
sementes de Eugenia uniflora L. diminuiram a porcentagem de germinacdo das
sementes de alface indicando interferéncia aleloquimica de tal espécie sobre a
alface (DELGADO; BARBEDO, 2011). Os compostos fendlicos presentes na
sarcotesta das sementes de maméao provocaram inibicdo da germinagédo, diminuiram
o indice de velocidade de emergéncia e do crescimento da raiz primaria de alface
(TOKUHISA et al.,, 2007). Extratos aquosos de folhas de Piper mikanianum
possuem compostos que exerceram acao alelopética sobre sementes e plantulas de
rabanete, reduzindo a germinacao e o crescimento inicial (BORELLA et al., 2012).

Com relacéo ao crescimento inicial das plantulas de alface sobre a influéncia
do extrato de sementes de maracuja doce, observa-se que houve uma reducdo no
comprimento das raizes, na parte aérea, na massa fresca e seca das plantulas
(Tabela 1). O maior niumero de plantulas anormais foi observado nos extratos do
embrido e na solugéo de embebigao.

Extratos de maracujazeiro provocaram reducdo no comprimento e na

biomassa fresca das raizes de alface (NICOLINI et al., 2012), e ocasionaram 0
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menor crescimento das plantulas (VOLTARELLI et al., 2012). InGmeros compostos
quimicos como &cidos fendlicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides, alcaloides,
taninos e quinonas, sdo encontrados na composi¢cdo quimica dos vegetais, esses
podem desencadear efeitos benéficos ou maléficos sobre outros vegetais ou demais
organismos (SOUZA et al., 2005).

Através do teste de condutividade elétrica (Tabela 2) € possivel observar a
concentracéo de solutos e compostos presentes nas solugdes de extratos. Observa-
se elevados resultados nos tratamentos com embrido e solucdo de embebicao,
sendo estes os tratamentos em que as sementes de alface apresentaram menores
porcentagens de germinacdo e menor desenvolvimento pds-seminal. Este método
consiste na quantificacdo dos eletrdlitos lixiviados pela semente na agua de
embebicdo, assim o efeito negativo dos extratos pode estar associadoa lixiviagcao de

solutos presentes nas sementes de P. alata, capazes de inibir a germinagéo.

Tabela 2. Andlise quimica, condutividade elétrica (CE) e pH de solucdes de extratos

de sementes de P. alata.

TRAT P K Fe Mg Zn CE pH
mg L™ (uS cm™ g™

T1 34E 0,1002D 0,0098C 0,0193E 0,0012 E 1,275 7.0

T2 372A  16254B 0,2760A 02596 A 0,1686 A 847,9 7.12

T3 102D 05502C 0,2287A 0,0963D 0,0587 C 71,8 7,31

T4 298B  0,3639C 02727A 0,1184C 0,0321D 126,5 7,06

5 239C  2,1100A 0,0594B 0,2075B 0,0958 B 596,2 6,75

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett, em
nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: T1: agua destilada; T2: extrato de embrido; T3: extrato do tegumento; T4:

extrato das sementes inteiras; T5: Solucdo de embebicao.

A degradacdo das membranas celulares constitui-se em um dos eventos
iniciais do processo de deterioragdo, desta forma testes como a condutividade
elétrica sdo sensiveis para determinar o potencial fisioldgico das sementes uma vez
que este consiste na quantificagdo dos eletrdlitos liberados pela semente na 4gua de
embebicdo. A quantidade de eletrolitos liberada €, teoricamente, proporcional ao

grau de desorganizacdo da membrana plasmatica, seguida de reducdo na perda de
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solutos, a medida que os tecidos sdo reidratados, até alcancarem um estado de
equilibrio (SILVA; MARTINS, 2009).

Observa-se através da andlise quimica dos extratos (Tabela 2) que a
concentracdo de P, K, Mg e Zn nos estratos do embrido € maior quando comparada
aos demais, exceto para a solucdo de embebicdo para K, sendo que a auséncia ou
excesso de nutrientes pode interferir no desenvolvimento das plantas.

Verifica-se a maior concentragdo de compostos fendlicos presentes no
embrido quando comparados as sementes inteiras. A P. alata apresentou maiores
médias para sementes inteiras (1,45) e embrido (1,67), enquanto a P. edulis
apresentou para as sementes inteiras as menores médias (0,16) e embrido (0,49)
(Figura 1).

1.8 4 167 a
1.6 145 a
0 14
b=
- 12
)
= 1
3
> 0.8
@ 0,6 049 b
04
02 | 0.16 b
, R
Semente Semente Embriao de Embrido de
inteira de inteira de P edulis P alata

P edulis P alata

Figura 1. Concentracdo de compostos fendlicos totais em sementes inteiras e
embrides de P. edulis e alata. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados corroboram com a afirmacgéo de que a composi¢cao quimica das
sementes € variavel entre espécies. Dessa forma, substancias inibidoras podem ser
encontradas em diferentes niveis, podendo interferir no processo germinativo, em
gue compostos fendlicos influenciam negativamente sobre as sementes, reduzindo
e/ou inibindo sua capacidade germinativa, além das relacdes alelopaticas e

interagbes com micro-organismos, 0s quais sao sintetizados principalmente pela via
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do acido chiquimico (BEWLEY; BLACK, 1994; NEVES et al., 2013; TAIZ; ZEIGER,
2013; PAIVA NETO et al.,, 2014; SCHERER; GOODY, 2014; DIAS et al.,, 2015).
Esses compostos presentes na estrutura das sementes atuam retendo o oxigénio,
dificultando, dessa forma, seu suprimento ao embrido durante a germinacao
(MARCOS FILHO, 2005).

A maior concentracdo de fendis totais ocorre na sarcotesta e esclerotesta de
sementes de mamao, onde é observada a maior porcentagem de dorméncia (DIAS
et al., 2015). A literatura aponta os fendis como um dos mais importantes compostos
responsaveis pela ocorréncia de dorméncia em sementes de mamao (TOKUHISA et
al., 2007). Rojas et al. (2012) verificaram alta concentragdo de compostos fendlicos,
principalmente acido galico, em Terminalia catappa L., sendo indicador de inibicdo
alelopatica da germinacédo de outras espécies de restingas. A baixa porcentagem de
germinacao encontrada na espécie de P. alata (FREITAS et al., 2015) pode estar
associada a presenca de compostos fendlicos que interferem negativamente na

protrusdo da raiz primaria.

4. Conclusoes

O extrato do embrido das sementes de P. alata apresenta compostos capazes
de inibir a germinacéo e influenciar negativamente no desenvolvimento das plantulas
de alface.

A P. alata apresenta maior concentracdo de fendis totais em relacdo a P.

edulis.
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Germinacéo, citotoxidade e mutagenicidade do lodo de esgoto em Lactuca

sativa L. e Passiflora alata Curtis

RESUMO

As caracteristicas fisicas e quimicas do solo influenciam no crescimento das plantas,
entretanto o acumulo de elementos ndo essenciais oriundos de biossélidos pode ser
toxico. Objetivou-se estudar os efeitos de diferentes doses de biossolidos no ciclo
celular em células meristeméticas de Lactuca sativa L., na germinacdo e no
crescimento inicial de Passiflora alata Curtis. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado com oito concentracbes de lodo de esgoto [(lodo +
agua destilada (mg dm™)] nas propor¢des de 0; 20; 40; 60; 80; 120; 160; 320 e 520 t
ha*, com quatro repetices de 25 sementes. A andlise citogenética foi determinada
avaliando 6000 células meristeméticas de L. sativa por tratamento. O pH das
concentracfes apresentou-se ascendente a partir da auséncia de lodo de esgoto até
a concentracdo de 80 t ha' e se estabilizou a partir desta concentracdo. A
condutividade elétrica apresentou o valor maximo sobre a concentracédo de 520 t ha
! O lodo de esgoto afeta negativamente a germinacdo e o crescimento inicial das
plantulas de P. alata e L. sativa, e induz lesGes genéticas em L. sativa.

Palavras-chave: aberracdes cromossomicas; biossolido; crescimento inicial; toxidez.
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1. Introducao

O lodo de esgoto é um residuo soélido decorrente do tratamento de efluentes
sanitarios, sejam eles de origem domeéstica ou industrial, com elevado contetdo de
matéria organica, composi¢cdes quimicas e biologicas (KELESSIDIS; STASINAKIS,
2012). Praticas ambientais de aproveitamento do residuo como a reutilizacdo
industrial, incineragéo e, principalmente, o uso no meio agricola como fertilizantes
para as plantas (KELESSIDIS; STASINAKIS, 2012; GROTTO et al., 2013; FREITAS
et al., 2015) tém sido estudadas nos ultimos anos a fim de reduzir o impacto por sua
deposicao.

Apesar dos beneficios nas caracteristicas fisicas e quimicas do solo e no
crescimento das plantas com a aplicacao do lodo de esgoto (FREITAS et al., 2015),
0 acumulo de altas concentracdes de elementos presentes no solo € potencialmente
toxico as plantas (SINGH; AGRAWAL, 2008; NASCIMENTO et al., 2014). Em
contato com as plantas, os metais pesados podem limitar o crescimento e o
desenvolvimento pela inibicdo de processos fisiolégicos, como transpiracao,
respiracao e fotossintese (NAGAJYOTI et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013), fazendo-
se necessario conhecer as caracteristicas quimicas e observar o efeito das
concentragdes sobre o solo e nas plantas.

A toxidez de substancias pode ser observada a partir de ensaios que
guantificam parametros morfolégicos e citogenéticos, sendo estes usados
cotidianamente em laboratérios para determinar o potencial fitotdxico, citotoxico,
genotdoxico e mutagénico de produtos quimicos, substancias complexas como
extratos de plantas, dejetos industriais e aguas contaminadas (FELICIDADE et al.,
2014). Neste contexto, diversos autores afirmam que alteracdes no ciclo de divisdo
celular podem indicar potenciais poluentes ambientais que ocasionam alteracdes no
DNA, o que compromete processos essenciais no metabolismo do organismo
(HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; SINGH et al., 2009).

A Passiflora alata Curtis (maracujazeiro doce) € uma espécie que tem se
expandido no Brasil em virtude da aceitagcao do mercado consumidor de seus frutos.
A cultura apresenta crescimento satisfatério sobre fontes organicas como o lodo de
esgoto em concentracdo de 80 t ha™ (FREITAS et al., 2015). No entanto, faz-se
necessario conhecer o efeito toxico que o lodo de esgoto pode ocasionar no

crescimento da planta.
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O uso de plantas superiores como bioindicadoras do efeito toxico em nivel
celular, vem sendo empregado deste a década de 70 (GRANT, 1999). Uma das
espécies consideradas adequadas € a Lactuca sativa L., que tem sido amplamente
estudada para determinar a prospeccéo dos efeitos toxicos de compostos quimicos
em nivel de organismo (fitotoxico), célula (citotoxico) e de DNA (genotoxico)
(ANDRADE et al., 2010; SOUSA et al., 2010).

Objetivou-se estudar o lodo de esgoto no crescimento inicial de P. alata e por
meio de bioensaios com L. sativa, o crescimento inicial e os efeitos no ciclo celular

em células meristematicas.

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Andalise de Sementes do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), localizado no municipio de Alegre-ES, com dois experimentos: diferentes
doses de biossolidos no ciclo celular em células meristematicas de L. sativa, e na
germinacao e no crescimento inicial de P. alata.

O lodo de esgoto utilizado foi coletado de acordo com a Associacao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) NBR 10007 (ABNT, 2004) em outubro de 2014, na
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) da Companhia Espirito Santense de
Saneamento (CESAN) de Joana Dark, municipio de Vitéria-ES, cujas analises foram
realizadas pela empresa Agrolab - Analises e Controle de Qualidade LTDA,
localizada no municipio de Vila Velha-ES, sendo examinados 0s seguintes
elementos para a determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas e metais
pesados: As, Ba, Cd, Ca, Pb, Cu, Cr, S, Mg, Mn, Hg, Mo, N, Ni, K, Se, Na, Zn, P, C
organico e MO (Tabela 1). Foi realizado o fracionamento, extracdo e purificacdo do
carbono organico do lodo de acordo com as recomendacdes da Sociedade
Internacional de Substancias Humicas (IHSS, 2016) descritas em Thurman; Malcolm
(1981), em duplicata analitica. Inicialmente, a amostra foi tratada com acido fosférico
dois mol L™ (agitacdo, em tubos de centrifuga, de quatro gramas de amostra: 40 mL
de solucado por quatro horas) para a extracéo da fracdo acidos fulvidos livres (AFL) e
da fracdo matéria organica leve (MOL). Ap6s a agitacdo, foi realizada a
centrifugacdo (Centrifuga HERMLE-Z382K) a 5.000 g por 30 minutos. Para a
extracdo de substancias organicas alcalino-solGveis o precipitado do extrato obtido
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na etapa anterior foi ajustado a pH 7 e, em seguida, adicionou-se ao tubo de
centrifuga 40 mL de hidréxido de sédio 0,5 mol L™. Esse sistema, a pH~13, foi
agitado horizontalmente por 24 horas para a extragcdo das substancias humicas
(SH). O extrato foi centrifugado e o procedimento foi repetido por mais trés vezes,
até a total extracdo das SH, identificada pela sua auséncia no sobrenadante. Em
seguida, determinou-se o teor de carbono organico desse sobrenadante contendo as
SH e também do precipitado residual, denominado fracdo huminas (HUMINAS).
Parte do extrato das substancias humicas, da operacédo anterior, foi acidificado até
pH 1,5 com &cido sulfarico e, a seguir, centrifugado para a separacdo das SH em
fracdo &cidos fulvicos (AF), no sobrenadante, e fragcdo &acidos humicos (AH), no
precipitado. Os teores de carbono, em cada fracdo e, também, o carbono orgéanico
total (Ctrota.) das amostras de lodo, foram determinados usando-se a
dicromatometria em meio &cido, tendo o sulfato ferroso amoniacal como titulante e a
presenca do indicador difenilamina no titulado.

Os nove tratamentos consistiram em solugdes de diferentes concentragcdes de
lodo de esgoto [lodo + &gua destilada (mg dm™) nas proporcdes de 20, 40, 60, 80,
120, 160, 320 e 520 t ha™ e 4gua destilada (controle negativo)]. O lodo de esgoto foi
peneirado em malha de dois mm e as solu¢cdes preparadas com auxilio de um
agitador automatico, marca/modelo: Marconi/MA376/176, agitadas a 200 rpm em
duas etapas de 60 minutos cada e intervalo de 30 minutos, sob temperatura de 25
°C. Apos 24 horas, as solucdes (sobrenadante) foram coletadas, analisados o pH e a
condutividade elétrica (DIGIMED DM 31), e armazenadas em geladeira a 3t1 °C
para a montagem dos dois estudos.

O primeiro experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticoes de 25 sementes de L. sativa por tratamento, dispostas em
placas de Petri forradas com duas folhas de papel germitest®, umedecidas com
cinco mL da solucdo de biossélido. Posteriormente, as placas foram mantidas em
BOD, sob temperatura constante de 24 °C, por 48h, na auséncia de luz (BRASIL,
2009).

As varidveis analisadas foram germinacdo (%); indice de velocidade de
germinacgao, calculado conforme Maguire (1962): IVG=G1/D1+---+Gn/Dn, em que:
IVG = indice de velocidade de germinacdo; G1= numero de sementes germinadas
no primeiro dia apos a semeadura... Gn = numero de sementes germinadas ‘n’ dias

apdés a semeadura; D1 = um dia apdés a semeadura... Dn = ‘n’ dias apos a
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semeadura; e crescimento radicular (cm) com auxilio de um paquimetro digital (0,01
mm).

Para determinar a andlise citogenética das concentra¢cdes de lodo de esgoto, as
raizes das plantulas foram coletadas e fixadas em etanol: acido acético (3:1) (v/v).
As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina
acética a 2% (m/v). Em cada tratamento, foram analisados em 6000 células
meristematicas: numero de profase, interfase, metafase, anéfase, tel6fase, nucleo
condensado, microndcleo, c-metafase, cromossomo pegajoso, pontes e
cromossomo quebrado, indice mitético [n° de células em divisdo (profase, metafase,
anéafase e teléfase)/n° total de células analisadas x 100], indice de aberracfes (n° de
células com aberracdes cromossdmicas/n® total de células analisadas x 100) e
indice de mutagenicidade meristematica (n° de células com micronucleo e quebra/n®
total de células analisadas x 100) (PIRES et al., 2001).

No segundo experimento, foram utilizadas sementes de P. alata, provenientes
de frutos coletados em pomares no municipio de S&o Mateus, Norte do estado do
Espirito Santo. As sementes foram extraidas manualmente e beneficiadas com cal
virgem, na proporcao de 20% em relacdo ao volume de sementes, para remocao da
sarcotesta, lavadas em agua corrente, dispostas sobre papel germitest, sob
temperatura de 25 °C, por periodo de 24 horas. Posteriormente, foram escarificadas
com auxilio de lixa nimero 100 e imersas em &cido giberélico (GAs), 500 mg L™,
durante 24 horas.

As sementes foram dispostas em placas de Petri forradas com duas folhas de
papel germitest, umedecidas com cinco mL da solugéo de biossoélido por tratamento,
revestidas com plastico transparente e mantidas em BOD sob temperatura alternada
de 20-30 °C e fotoperiodo de 8 horas (BRASIL, 2009). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 25 sementes por repeticao.

Foram analisados: germinacdo (%), indice de velocidade de germinacao
(MAGUIRE, 1962) e massa seca das plantulas (mg plantula™).

Apés observadas as pressuposicbes do teste de normalidade e de
homogeneidade de variancia, foram empregadas andlise de regressédo e Kruskal-
Wallis, em nivel de 5% de probabilidade, por meio do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).
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3. Resultados e Discussao

O lodo de esgoto utilizado apresentou propriedades quimicas com valores de
metais pesados abaixo dos limites estabelecidos pela Conama n° 375 (BRASIL,
2006) (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades quimicas, microbiologicas, fracionamento e purificacdo do

carbono organico do lodo de esgoto.

Elementos quimicos  Concentracdes Limite Conama (BRASIL, 2006)

As (mg kg™?) 11,2 41
Ba (mg kg™) 518,0 1300
Cd (mg kg™) 1,4 39
Ca (mg kg™) 8221,0 N&o especifica
Pb (mg kg™) 45,4 300
Cu (mg kg™ 315,0 1500
Cr (mg kg™) 41,1 1000
S (mg kg™) 18306,0 N&o especifica
Mg (mg kg™) 3761,0 N&o especifica
Mn (mg kg™) 220,0 N&o especifica
Hg (mg kg™) 2,3 17
Mo (mg kg™) 1,4 50
N (mg kg™) 5505,0 N&o especifica
Ni (mg kg™) 20,3 420
K (mg kg™) 6,5 N&o especifica
Se (mg kg™ 25,3 100
Na (mg kg™) 2764,0 N&o especifica
Zn (mg kg™) 738,0 2800
P (%) 0,1 N&o especifica
C organico (%) 6,5 N&o especifica
MO (%) 11,3 N&o especifica
MOL (g kg™ de C) 203,4 N&o especifica
AFL (g kg™ de C) 0,3 N&o especifica
AF (g kg™ de C) 0,1 N&o especifica

AH (g kg™ de C) 9,8 N&o especifica
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HUMINAS (g kg de C) 311,13 N&ao especifica
C toraL (g kg de C) 495,6 N&o especifica

Legenda: MO = matéria organica; MOL = matéria organica leve; AFL = acidos
falvicos livres; AF = acidos fulvicos; HUMINAS = huminas, fracao residual; CrotaL =
carbono orgéanico total.

A matéria organica leve, fracdo humica e Crora. N0 lodo de esgoto
apresentaram-se elevados. No entanto, as fracdes AFL e AF apresentaram-se
baixas (Tabela 1), sugerindo que além de apresentar composi¢cao organica favoravel
a composicdo quimica e disponibilidade de nutrientes no solo, o lodo de esgoto
possui alta participagao de substancias recalcitrantes.

Com relacdo aos parametros fisicos e quimicos, o pH das concentracdes
apresentou-se ascendente a partir da auséncia de lodo de esgoto (pH = 7,3) até a
concentracdo de 80 t ha (pH = 12,4) e se estabilizou a partir desta concentragéo
(Figura 1). Conhecer a relacao entre a concentracdo de lodo de esgoto e o pH € de
grande importancia, visto que a disponibilidade da fragdo humica para as plantas
pode ser reduzida com o aumento do pH (RAMOS et al., 2015). A condutividade
elétrica (EC) comportou-se de forma quadratica em que o valor maximo (3521,6 uS
cm™ g?) foi observado na concentracdo de 520 t ha™ (Figura 1). Esse resultado
assemelha-se aos encontrados por Bonini et al. (2015), elevagéo do pH na presenca
do biossélido em relacdo ao controle negativo, e Santos et al. (2014), com o
aumento da condutividade elétrica. Bianchi et al. (2011) associaram 0s metais
pesados como Pb, Ni e Cu como responsaveis pelo aumento da condutividade
elétrica em amostras de efluentes domeésticos, além de oxigénio dissolvido, presenca
de nitrogénio e compostos fosfatados, que sdo considerados contaminantes
ambientais. Os sais solUveis presentes no lodo de esgoto tém capacidade de afetar
negativamente o crescimento de espécies vegetais, havendo reducdo do potencial

osmotico e comprometendo o desenvolvimento das espécies.
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Figura 1. pH e CE (condutividade elétrica) das solugdes em funcdo das
concentracbes de lodo de esgoto. *, ** Significancia em nivel de 5% e 1 %,

respectivamente.

A porcentagem e a velocidade de germinacdo de L. sativa foram reduzidas
com o aumento das concentracfes de lodo de esgoto, sendo observadas menores
médias nas concentracdes de 160, 320 e 520 t ha™ (Figura 2A e B). Estes resultados
corroboram com os observados por Martins et al. (2016), na germinacdo de
sementes de Allium cepa, em substrato comercial misturado com lodo de esgoto
(320 t ha™) em que houve reducéo da germinacdo de 28%, chegando a 56%, na
concentracdo de 520 t ha’. Com relacdo ao crescimento radicular, houve
comportamento similar, quadratico com menores médias a partir de 160 t ha™,
representando potencial fitotbxico para as plantas (Figura 2 B). Oleszczuk et al.
(2015) observaram que as sementes de Sinapsis alba (mostarda-branca),
apresentaram inibicdo da germinacdo de 60%, em solo arenoso tratado com lodo de
esgoto (90 t ha'). De acordo com Wagas et al. (2015), o aumento das
concentracbes de lodo de esgoto nos solos aumenta sucessivamente a
disponibilidade e o acimulo de elementos toxicos potenciais (As, Cd, Cu, Pb e Zn)

de 15-139% em tomate. Tai et al. (2016) afirmam que o efeito tdxico do lodo de
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esgoto é persistente ao longo de anos (35 anos) e que retém grandes reservas de

metais pesados. Estes autores verificaram teores indesejaveis de Cd em tecidos de

alface e amaranto, quando cultivados em solos tratados com lodo de esgoto e, que a

eficiéncia na absorcdo deste metal pelas plantas, € uma preocupacdo com a

qualidade e a seguranca alimentar.
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Figura 2. Box-Plot da porcentagem de germinacéao (A), pelo teste de Kruskal-Wallis,

e gréficos do indice velocidade de germinacédo (IVG) e da curva de crescimento

radicular, analise de regresséo (B) de L. sativa em diferentes concentracfes de lodo

de esgoto, em nivel de 5% de probabilidade. *, ** Significancia em nivel de 5% e 1

%, respectivamente.

Sobre a concentracdo de 160 t ha™ o crescimento radicular de L. sativa foi

quatro vezes superior, quando comparado ao controle (testemunha) e, isto pode
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estar associado a elevada quantidade de matéria organica leve e fragdo humica no
lodo de esgoto (Tabela 1). Entretanto, a reducéo a partir desta concentragédo pode
ter correlagdo com os componentes inorganicos como metais pesados, que séo
associados a toxidez das plantas por serem reguladores da expressao génica, e ao
pH, que reduz a disponibilidade da fragcdo humica em funcéo do seu aumento (AMIN
et al., 2011; TAIZ; ZEIGER, 2013; CANELLAS et al., 2015; RAMOS et al., 2015).

O desenvolvimento das raizes é influenciado diretamente pela presenca de
metais nas amostras. O mercurio (Hg), o cobre (Cu), o niquel (Ni), o chumbo (Pb) e
o cadmio (Cd) sdo considerados potencialmente fitotoxicos para as plantas, o que
inibe a germinacdo e limita o comprimento das raizes (LIU et al., 1992;
OUZOUNIDOU et al., 1995). Esses efeitos podem ser provocados por disturbios que
0S metais provocam no ciclo celular (ANDRADE et al., 2009).

Considerando os dados de germinacdo e crescimento inicial de plantulas de
L. sativa em relacdo ao observado em P. alata, verifica-se que o lodo determina
reducdo na germinagdo e no crescimento inicial das duas espécies, sendo que em
P. alata essa reducgao foi mais acentuada (Figura 3). Esses dados corroboram com
agueles observados por Prado; Natale (2005), que concluiram que lodo de esgoto
em doses superiores a 10 t ha™ promoveu a morte das plantas pela presenca de
metais e pelo efeito salino provocado por ions de sddio e potassio, e neste estudo, o

valor de sédio também apresentou uma concentracdo bem elevada.
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Com relacéo ao ciclo celular, verificou-se que houve reducdo das células em
profase, metafase e anafase e, aumento das células em interfase e tel6fase, em
relacdo a maior concentracdo de lodo (Tabela 2). Faschineto et al. (2007)
observaram que um grande namero de células em interfase esta associado ao efeito
antiproliferativo das células mitéticas e a diminuicdo do crescimento radicular. Fato
que se assemelha aos resultados obtidos com a reducdo do comprimento das raizes
nas concentracbes de 320 e 520 t ha’ (Figura 2B). O aumento de células em
interfase sugere que em virtude dos mecanismos de reparo que as células possuem,
estas estdo bloqueadas nesta fase para impedir que o0 processo de mitose ocorra em
células com possiveis alteracdes genéticas (ANDRADE-VIEIRA et al.,, 2012).
Entretanto, as células das raizes das plantulas do tratamento com 520 t ha*
apresentaram-se rompidas, ao que foi atribuida a toxidez causada pela alta

concentracdo do lodo, ndo sendo possivel analisa-las.

Tabela 2. Divisdo mitotica (%/divisdo) de células meristematicas de L. sativa em

funcao de diferentes concentracfes do lodo de esgoto.

Lodo de esgoto Interfase  Proéfase Metéafase Anafase Telofase

(tha™)

0 67,5 26,53 2,53 3 0,28
20 68,65 25,58 2,8 2,05 0,25
40 72,62 22,4 1,95 1,65 0,3
60 75,76 19,93 1,85 1,15 0,07
80 78,83 17,38 1,42 0,66 0,27
120 84,35 11,31 1,42 1,2 0,35
160 83,51 11 1,18 1,32 0,65
320 72,4 13 0,53 1,32 1,14
520 0 0 0 0 0

Média 980 4527 102 93 25
CV (%) 13,76 3,71 18,9 32,4 41,3

CV (%). Coeficiente de variagéo.

O aumento da contracdo de lodo de esgoto determinou reducédo do indice
mitético até 120 t ha, a partir desta concentracdo ndo houve diferencas entre os
quartis e medianas (Figura 4A). indices mitéticos menores sugerem alteracdes
celulares derivadas da acdo quimica no crescimento e desenvolvimento dos

organismos expostos. Resultados semelhantes foram encontrados por Amin et al.



108

(2009) ao analisarem as células meristematicas de Vicia faba, nas quais verificaram

alteracdes no fuso mitético apds aplicacdes de lodo de esgoto no solo.
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Figura 4. Box-Plot do indice mitético (A), aberracdes cromossdmicas (B) e

mutagénico (C) de células de L. sativa, em fungcédo de diferentes concentragdes de

lodo de esgoto, pelo teste de Kruskal-Wallis, em nivel de 5% de probabilidade.

O lodo de esgoto apresenta em sua composicdo compostos inorganicos como

0s metais pesados. Amin (2011) associa a toxidade do lodo a presenca de metais

pesados em contato com as plantas. Concordando com a afirmagéo, Arya et al.
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(2013) e Oladele et al. (2013) verificaram diminuicdo do indice mitético e aumento
das aberracdes cromossdmicas em A. cepa e Vigha subterraneos na presenca de
Pb. Dusman et al. (2014) observaram diminuicdo do indice mitdtico em A. cepa a
partir de testes com agua residuaria/esgoto coletados em rios. As alteracdes no
indice de divisdo celular podem indicar niveis de poluentes ambientais
potencialmente citotoxicos, podendo ocasionar alteracdes no DNA, o que
compromete processos essenciais no metabolismo do organismo (LEME; MARIN-
MORALES, 2009; SINGH et al., 2009).

O efeito toxico das altas concentracdes de lodo de esgoto € comprovado pela
presenca de nucleo condensado (NC) nas células (Tabela 3), pois a maioria dos
organismos vivos com o objetivo de eliminar células com danos genéticos, que foram
causados em sua maioria por agentes toxicos, entra em processo de morte celular
programada. Sendo o NC um forte indicio desse mecanismo, impedindo assim que
as células com conteudo de DNA alterado proliferem e sejam herdadas (DANON et
al., 2000; ANDRADE-VIEIRA et al., 2010).

Tabela 3. Frequéncia de nucleos condensados, microndcleos, c-metafase,
Cromossomo pegajoso, cromossomo perdido e ponte em células meristematicas de

L. sativa em funcao de diferentes concentracfes de lodo de esgoto.

Lodo de esgoto )
NC MCN C-Metafase Crom. peg. Crom. per. Ponte

(t ha®)

0 0 0 0,15 0 0 0
20 0,25 0,05 0,23 0,1 0 0,08
40 04 0,08 0,45 0 0 0,15
60 0,25 0,13 0,55 0,03 0 0,27
80 03 0,15 0,76 0,1 0,04 0,08
120 015 01 0,82 0,1 0 0,2
160 04 0,32 1,02 0,1 0,05 0,45
320 2,49 1,05 7,21 0,37 0,24 0,27
520 0 0 0 0 0 0

Média 32 14 84 6 3 11

CV (%) 0 996 46,2 140,9 6,7 64,1
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CV (%). Coeficiente de variacdo; NC. Nucleo condensado; MCN. Micronucleo; Crom.

peg. Cromossomo pegajoso. Crom. perd. Cromossomo perdido.

Verificou-se propriedades genotéxicas do lodo de esgoto com o aumento da
frequéncia de aberragcdes cromossbmicas em L. sativa a partir do aumento das
concentracdes (Figura 4 B), destacadamente na concentracdo de 320 t ha™, na qual
se observou indice de aberracbes 16 vezes maior que no controle negativo.

A genotoxicidade das concentracbes foi caracterizada, principalmente, pela
inducao significativa das alteracfes C-metafases, cromossomo pegajoso e pontes
(Tabela 3). As aberragbes cromossOmicas estdo associadas diretamente ao arranjo
dos microtubulos, fato observado por Eleftheriou et al. (2012) ao estudarem células
meristematicas de A. cepa em contato com Cr. Outro metal que influencia na divisdo
celular € o Pb, pois em concentracdo mais elevada é capaz de causar
anormalidades cromossdmicas em plantas (LAMHAMDI et al., 2011).

De acordo com a presenca dessas alteragcbes € possivel identificar o
mecanismo de acdo dos compostos, podendo ser clastogénico, com anormalidades
como quebras cromossdmicas e pontes ou aneugénico, ocorrendo anomalias como
perdas cromossdmicas, c-metafases e cromossomo pegajoso (FENECH, 2000;
LEME; MARIN-MORALES, 2009). E possivel inferir (Tabela 3) que as concentra¢ées
de lodo de esgoto estudadas apresentaram mecanismo de ag¢do aneugénico e
clastogénico, mas que sua principal acdo € aneugénica. Estes resultados se
assemelham aos encontratdos por Souza et al. (2013) e Ozkara et al. (2014) ao
verificarem efeitos clastogénicos e aneugénico, caracterizados pela presenca de
diferentes aberracdes cromossémicas em células meristeméticas de A. cepa sobre
tratamentos com vinhaca, um subproduto de cana-de-acucar.

Os micronucleos sdo 6timos indicadores na avaliagdo do efeito mutagénico
(Figura 4 C) de compostos, devido ao fato de ser uma consequéncia de danos nas
células parentais, ndo reparados ou reparados de forma errada, observados nas
células-filha como uma estrutura similar ao nucleo principal, porém em tamanho
reduzido (LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Desta forma, os resultados encontrados neste trabalho demonstram alteracfes
celulares em nivel de DNA com o uso de lodo de esgoto. O micronucleo pode ser
formado por fragmentos cromossémicos ou de cromossomos que tenham sido

perdidos inteiros, e dependendo da forma pode inferir se a acdo do composto é
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aneugénica ou clastogénica (FENECH, 2000; FENECH; CROTT, 2002). Como né&o
foi observada quebra nas alteracbes pode-se afirmar que os micronucleos foram
formados pela perda de cromossomos inteiros, caracterizando o efeito clastogénico

do lodo de esgoto em concentracdes mais elevadas (320 e 520 t ha™).

4. Conclusdes

ConcentracBes superiores a 120 t ha™ de lodo de esgoto afetam
negativamente a germinacdo e o crescimento inicial das plantulas de L. sativa e P.
alata.

O lodo de esgoto em concentracdes mais elevadas (120 t ha™) determina
lesBes genéticas em L. sativa e alteragcdes cromossémicas e nucleares.

O uso do lodo de esgoto requer estudos de dosagens ideais para as culturas.
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CAPITULO V

Metais pesados em folhas e frutos de Passiflora alata Curtis cultivada em lodo

de esgoto
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Metais pesados em folhas e frutos de Passiflora alata Curtis cultivada em lodo
de esgoto

RESUMO

O tratamento do esgoto industrial tem como consequéncia a grande producdo de um
residuo solido, o lodo de esgoto, que tem sido utilizado ha diversos anos na
agricultura como fonte de nutrientes por ser rico em matéria organica e elementos
quimicos que apresentam potencial de impactar negativamente a sautde humana ao
entrar na cadeia alimentar. Objetivou-se com este trabalho analisar o acumulo de
metais pesados em folhas e frutos de Passiflora alata Curtis (maracujazeiro doce)
cultivada sobre lodo de esgoto. As plantas foram cultivadas em Latossolo Vermelho
Amarelo (solo puro) e Latossolo Vermelho Amarelo corrigido com calcario e
enriquecido com lodo. ApGs a maturagéo dos frutos foi realizada a coleta de folhas e
frutos e avaliadas as variaveis de crescimento e determinadas as concentracdes de
arsénio (As), bario (Ba), cadmio (Cd), cromo (Cr) e chumbo (Pb). O uso do lodo de
esgoto eleva a concentracdo de elementos essenciais e matéria organica do solo e
favorece o crescimento durante o desenvolvimento das plantas. O lodo de esgoto
apresenta potencial toxico quanto ao acumulo de metais pesados em folhas e frutos
de maracujazeiro doce.

Palavras-chave: biossélido; maracujazeiro doce; nutrientes; toxidez.
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1. Introducao

O aumento do volume de residuos sélidos proveniente do tratamento de
esgoto e seu uso benéfico e seguro é uma das principais preocupag¢des ambientais
e desafios em nivel mundial, em funcdo do aumento estipulado da populacdo para o
futuro (PATHAK et al.,, 2009; HOSSAIN et al., 2015). No Brasil, o tratamento do
esgoto industrial tem como consequéncia a grande producédo de residuo sdlido, o
lodo de esgoto. Esse residuo tem sido utilizado na agricultura como fonte de
nutrientes por ser rico em matéria organica e elementos quimicos (LOPES et al.,
2005; LOBO et al., 2012; MAGNA et al., 2014; FREITAS et al., 2015). Contudo, essa
forma de destinacdo coloca implicagcdes sobre o potencial ambiental causadas pelo
lodo de esgoto, a partir de seus teores de matéria mineral e metais pesados,
podendo gerar potencial de impactar a salude humana ao entrar na cadeia alimentar,
por bioacumulacdo, quando distribuidos em solos agricolas, causando distUrbios
metabolicos e doencas crénicas em seres humanos (BRASIL, 2006; LI et al., 2012;
MAGNA et al., 2014; BERILLI et al., 2015; LOBO; GRASSI FILHO, 2015). Para
tanto, o lodo deve atender aos requisitos necessarios quanto a concentracao de
metais pesados e patdgenos, em conformidade com a resolucdo, que determina as
concentragfes limites de metais, as cargas cumulativas maximas permitidas para a
aplicacdo em solos agricolas, presenca de patdgenos e as espécies para as quais o
seu uso é recomendado (BRASIL, 2006).

Os metais pesados sédo elementos quimicos que possuem densidade maior
que 5 g cm™ ou nimero atdmico maior que 20 (MALAVOLTA, 1994). Alguns desses
elementos podem ser extremamente toxicos as plantas e aos seres vivos como 0
arsénio (As), o bario (Ba), o cadmio (Cd), o chumbo (Pb) e o cromo (Cr).
Apresentando riscos ambientais quanto a toxicidade a partir do seu uso intenso
mesmo em baixas concentracdes (GOMES et al., 2013; MAGNA et al., 2015; VIEIRA
et al., 2015). Considerados uma das principais formas de ingestdo de metais
pesados pelos seres vivos, 0os alimentos podem ser uma via de disseminacédo e
bioacumulagcdo de metais extremamente danosa (PANDEY; SHARMA, 2002;
CHAPIN; CREASY, 2012; GONZALEZ-WELLER et al., 2013) podendo atingir o
sistema nervoso, 6rgéos hepaticos (figado e rins) e sistema endoécrino. Além disso,
podem inibir as atividades enzimaticas essenciais, induzir a geracdo de espécies
reativas de oxigénio nas células microbianas e alterar a estrutura das comunidades
microbianas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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A Passiflora alata Curtis apresenta-se no Brasil como uma importante espécie
de potencial econdmico, produtivo e alternativa para diversificagdo de cultivo
agricola. Seu sabor adocicado e frutos de aparéncia atrativa promovem a grande
aceitacdo no mercado consumidor. A espécie apresenta crescimento satisfatorio
quando cultivada sobre solo enriquecido com lodo de esgoto como fonte de
nutrientes (FREITAS et al., 2015). No entanto, ndo ha informagdes sobre o acumulo
de metais pesados em folhas e frutos desta espécie.

Desta forma, objetivou-se com este trabalho analisar o acimulo de metais

pesados em folhas e frutos de P. alata cultivada sobre lodo de esgoto.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na propriedade rural Ponte da Brauna, distrito de
Rive, Municipio de Alegre-ES, 20° 45’S e 41° 29'W e altitude de 138 metros. O clima
da regido é tropical, com verdes Uumidos e quentes.

Foram utilizadas mudas de maracujazeiro doce oriundas de sementes extraidas
de frutos coletados em pomares do municipio de Alegre-ES. As mudas foram
cultivadas sobre dois tratamentos: Latossolo Vermelho Amarelo (solo puro) e
Latossolo Vermelho Amarelo corrigido com calcario (caleado) e enriquecido com
lodo (80 t ha) (solo + lodo), sendo mantidas sob sol pleno (850 pmol m™? s™) por 50
dias ap6s a emergéncia.

O lodo de esgoto utilizado foi coletado de acordo com a Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) NBR 10007 (ABNT, 2004) em outubro de 2014, na
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) da Companhia Espirito Santense de
Saneamento (CESAN) de Joana Dark, municipio de Vitoria-ES, cujas andlises
revelaram a composi¢do quimica e organica (Tabela 1). O lodo foi peneirado em
malha de quatro mm, e em seguida, acondicionado nas covas juntamente com o
calcario de PRNT 93% (SB 80%), por 30 dias, perfazendo os tratamentos: Latossolo
Vermelho Amarelo (solo puro) e Latossolo Vermelho Amarelo corrigido com calcério
(caleado) e enriquecido com lodo (80 t ha™) (solo + lodo).

Apbs o periodo sob condi¢bes de viveiro, as mudas foram transferidas para
covas de 40x40x40 cm dispostas em espacamento de quatro metros entre plantas e
trés metros entre fileiras. As plantas foram conduzidas em haste Unica até 11 meses
apos o plantio, deixando apenas uma brotacdo, oposta a haste principal sobre o fio

do sistema de condugdo de espaldeira. Apos esse periodo foram despontadas,



121

padronizando o comprimento da haste principal em 1,80 metros e posteriormente, foi
realizada a conducdo dos cordbes laterais, e destes os verticais, formando a
condugédo em cortina, sendo avaliadas por 20 meses a partir do plantio.

Apo6s a maturacao dos frutos foi realizada a coleta de folhas e frutos e avaliadas
as variaveis: diametro do fruto (mm); espessura do mesocarpo (mm); peso do fruto
(9); nimero de frutos e solidos sollveis (°Brix), utilizando-se um refratdmetro
analdgico. Amostras de folhas e frutos foram analisadas no Laboratério Quimiplan,
Vila Velha-ES, onde foram determinadas as concentracfes de arsénio (As), bario
(Ba), cadmio (Cd), cromo (Cr) e chumbo (Pb), por espectrofotometria de absorcao
atdmica com chama ar/acetileno, marca ICP-OES, modelo/modelo Optima 2100 DV/
Perkin Elmer; Poténcia: 1300 W; fluxo do gas de purga: 2,5 L min’; fluxo do gas do
plasma: 15 L min™*; fluxo do géas auxiliar: 0,2 L min™; fluxo do gas nebulizador: 0,5 L
min!; tipo de nebulizador: ciclénico; visdo do plasma: axial. Os comprimentos de
ondas utilizados foram de 193,696 nm (As); 455,403 nm (Ba); 228,802 nm (Cd);
267,716 nm (Cr) e 220,353 nm (Pb).

Observadas as pressuposicdes do teste de normalidade e de homogeneidade
de variancia, a comparacdo de médias foi feita pelo teste t, em nivel de 5% de

probabilidade.

3. Resultados e Discusséo
Todos os metais pesados presentes no lodo de esgoto apresentavam-se

abaixo do limite méximo determinado pela Conama 375 (BRASIL, 2006) (Tabela 1).
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Tabela 1. Propriedades quimicas e organicas do lodo de esgoto.

Elementos quimicos Concentracdes Limite Conama (BRASIL, 2006)
As (mg kg™?) 11,2 41
Ba (mg kg™) 518,0 1300
Cd (mg kg™) 1,4 39
Ca (mg kg™) 8221,0 N&o especifica
Pb (mg kg™?) 45,4 300
Cu (mg kg™) 315,0 1500
Cr (mg kg™ 41,1 1000
S (mg kg™ 18306,0 N&o especifica
Mg (mg kg™) 3761,0 N&o especifica
Mn (mg kg™) 220,0 N&o especifica
Hg (mg kg™) 2,3 17
Mo (mg kg™) 1,4 50
N (mg kg™) 5505,0 N&o especifica
Ni (mg kg™) 20,3 420
K (mg kg™ 6,5 N&o especifica
Se (mg kg™ 25,3 100
Na (mg kg™) 2764,0 N&o especifica
Zn (mg kg™) 738,0 2800
P (%) 0,1 N&o especifica
C organico (%) 6,5 N&o especifica
MO (%) 11,3 Nao especifica

Legenda: MO = matéria organica.

O tratamento com calcario e lodo de esgoto apresentou beneficios a
composi¢do quimica do solo. Apds 21 meses, a partir do tratamento com calcério e
lodo, verificou-se a reducédo do pH e aumento das concentragcbes do P, K, Ca, Mg,
MO (matéria organica), SB e CTC (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios da composi¢do quimica do solo puro e do solo tratado com
calcario e lodo de esgoto apos 21 meses.
TRAT  pH (H20) P K Ca Mg Al
mg dm?® s cmol dm 3
SP  50a 40b 139b 19b 1lla Ola
S+L 59a 11,0a 530a 39a 13a 0,0a
H+Al SB CTC t MO Vv
------------------ cmole dm3----ceeeeeeeeee- g kg? %
SP 35a 34a 690b 350a 69b 494b
S+L 30a 539a 8,39a 53%9a 20,3a 64,2a

"Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si, em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de t. Legenda: Trat. Tratamento; SP. Solo puro; S+L. Solo +

Lodo de esgoto.

A maior concentracdo de P, K, Ca e Mg disponiveis no solo favorece o
crescimento das espécies vegetais em funcdo de serem elementos essenciais as
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Além disso, o Ca e o Mg s&o importantes bases
trocaveis no solo (VIANA; KIEHL, 2010) e a CTC efetiva e matéria organica
favorecem a maior disponibilidade de nutrientes (TRANNIN et al., 2008). Pesquisas
demonstram o beneficio proporcionado pelo lodo de esgoto quanto as
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, causando impactos positivos a na
comunidade microbiana, elevacdo da matéria organica, maior capacidade de troca
cationica e teor de nutrientes (MATTANA et al., 2014; ALVARENGA et al., 2015). O
crescimento satisfatério de maracujazeiro doce com o uso de lodo de esgoto pode
estar associado a capacidade de enriqguecimento e disponibilidade quimica dos
elementos essenciais as plantas (FREITAS et al., 2015). Todavia, ap6s avaliarem as
caracteristicas quimicas de solos tratados com lodo de esgoto, os autores afirmam
gue ha acumulo no solo de compostos ndo essenciais (metais pesados) acima do
limite proposto pela legislagdo (ALVARENGA et al., 2015).

Verifica-se que o uso do lodo de esgoto favoreceu o crescimento dos frutos
do maracujazeiro doce; em que o didametro, peso e numero de frutos apresentaram

meédias superiores, quando comparado ao solo puro (Figura 1). N&o houve



124

diferencas nas variaveis SS (°Brix) e espessura do mesocarpo dos frutos em relacéo

aos solos utilizados.
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Figura 1. Diametro (mm), SS (°Brix), espessura do mesocarpo (mm), peso (g) e
nameros de frutos por planta de maracujazeiro doce cultivado em solo puro e tratado
com lodo de esgoto. Médias seguidas de mesma letra entre as barras dos
tratamentos dentro de cada carateristica avaliada, ndo diferem entre si, em nivel de

5% de probabilidade pelo teste de t.

A disponibilidade de elementos essenciais para a planta proporciona
condicBes para maior crescimento. Maior numero de frutos e frutos com tamanhos
maiores também foram observados em tomateiros cultivados sobre solos tratados
com lodo de esgoto (HOSSAIN et al., 2015).

A concentracdo de As nas folhas e frutos apresentou-se abaixo de 0,025 mg
L™, ndo sendo possivel a deteccdo pelo método de espectrofotometria de absorcédo
atbmica (Figura 2). Contudo, com base na RDC N° 42 (BRASIL, 2013), a
concentracdo limite aceitavel para As em folhas e frutos é de 0,1 e 0,3 mg L%,
respectivamente. Dessa forma, ndo houve indicios de acumulo desse elemento em

nivel de toxidez.
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Figura 2. Concentragdo de As e Ba em folhas e frutos de maracujazeiro doce
cultivado em solo puro e tratado com lodo de esgoto. As médias foram comparadas
pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade. Legenda: Limite do As baseado na
RDC N° 42 (BRASIL, 2013); Limite do Ba baseado na Conama N° 375 (BRASIL,
2006); N.D.: ndo detectado.

Verificou-se que a concentracdo de Ba foi de 5,42 mg L™, nas folhas, e de
1,22 mg L?, nos frutos. Concentracdes que excedem o limite estabelecido pela
Resolugdo da Conama 375 (BRASIL, 2006) de 0,7 mg L™ para folhas e frutos
(Figura 2), em 7,74 e 1,74 vezes, respectivamente. Este fato é justificado porque o
Ba presente em solos contaminados pode ser translocado com facilidade e
acumulado em folhas de espécies vegetais. E 0 seu acumulo pode afetar o equilibrio
endocrino em seres humanos, além de ocasionar dores abdominais, diarreia,
vomitos, ansiedade, astenia, nauseas, agitacdo, sudorese, tremores, dificuldade
respiratéria, arritmia cardiaca e crises convulsivas (CHANG et al., 2009; LI et al.,
2011). No cultivo de milho sobre solos tratados com lodo por periodo de nove anos
foi observado um aumento da concentracdo de Ba na espiga e nos graos
(NOGUEIRA et al., 2010).

As concentraces de Cd (0,076 mg L™) e Pb (1,7 mg L) nas folhas foram
maiores que o limite estabelecido pela RDC N° 42 (BRASIL, 2013) (0,05 mg L™ e 0,3

mg L™, respectivamente) (Figura 3), excedendo em 1,52 e 5,66 vezes. Ndo ha
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especificacdo quanto a concentracdo de Cr em folhas na legislacdo brasileira. No
entanto, verifica-se que no solo tratado com lodo de esgoto o valor foi de 1,09 mg L"
! cerca de duas vezes o valor quantificado no solo puro (0,55 mg L™) (Figura 3).
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mg L'}

041 0076 _ 005
0025
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Cdfolha Cdfruto Cr/folha Cr/fruto Pb/folha
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Figura 3. Concentracdo de Cd, Cr e Pb em folhas e frutos de maracujazeiro doce
cultivado em solo puro e tratado com lodo de esgoto. As médias foram comparadas
pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade. Legenda: Limite do Cd baseado na
RDC N° 42 (BRASIL, 2013); Limite do Cr baseado na RDC N° 55871 (BRASIL,
1965); Limite do Pb baseado na RDC N° 42 (BRASIL, 2013);; N.D.: ndo detectado;

N.E.: ndo especificado.

Nos frutos, o Cd apresentou-se abaixo (0,025 mg L™ em solo + lodo) do limite
estabelecido pela RDC N° 42 (BRASIL, 2013) (0,05 mg L™). Todavia, em frutos de
maracujazeiro doce os valores verificados para o Cr (0,25 mg L™) e o Pb (0,26 mg L
1y foram acima do limite estabelecido pela legislacéo brasileira de 0,1 e 0,2 mg L™,
respectivamente.

O lodo de esgoto é um material com composi¢cdo quimica e biologica variavel
por regido, épocas e procedimento de estabilizagdo. Além disso, a bioacumulagéo
de metais pelas plantas € variavel em funcdo de sua especificacdo quimica,
solubilidade, condicéo fisica e quimica do solo (GU et al., 2012). De acordo com
Song et al. (2014), plantas cultivadas com lodo de esgoto podem apresentar

variacdo ou inibicdo do acumulo de metais pesados em seus tecidos verdes em



127

virtude da temperatura e lixiviacdo de metais pesados para o solo. Desta forma
seriam necessarios maiores condicionantes quanto ao uso do lodo de esgoto em
virtude do potencial toxico que apresentam. O acumulo de metais pesados em
plantas de tomate foi maior ao utilizar 10 t ha® de lodo de esgoto, quando
comparado a outros fertilizantes organicos, sendo verificada concentracdo de Cd
acima do limite permitido em alimentos na Australia (HOSSAIN et al., 2015). Os
autores afirmam que a razdo provavel é o tipo industrial de lodo de esgoto utilizado
nos experimentos, visto que o Cd € um metal comumente usado para aplicacfes
industriais, tais como a fundicdo de metais e fabricacdo de baterias.

Concentragdes de Cr acima do limite foram observadas em folhas e frutos de
Phaseolus vulgaris, sendo verificado também o acumulo de outros elementos néo
essenciais (Cd, Cr, Cu e Pb) (KUMAR; CHOPRA, 2013). A mobilidade e acumulo de
Cd e Cu foi maior que Pb em folhas de gramineas cultivadas sobre solo tratado com
lodo de esgoto (WOLEJKO et al., 2013). Tratamento do solo com lodo de esgoto
promoveu taxas elevadas de acumulo de Pb, Cr, Cd, Cu, e Ni em Beta vulgaris, que
se tornaram potencialmente toxicas para o consumo humano (SINGH; AGRAWAL,
2007). Analisando o acumulo de As, Cd, Pb, Cr e Hg em seis espécies de hortalicas
folhosas sobre solo tratado com lodo de esgoto, Chang et al. (2014) verificaram que
o Cd teve a maior capacidade de transferéncia de solo para as plantas, com valores
30 vezes superiores aos Hg e 50 vezes aos Cr e Pb. Todavia, os autores ressalvam
gue se faz necesséario novos estudos e maior acompanhamento as criancas, devido
a sua maior sensibilidade aos poluentes metélicos, mesmo que as concentracdes
encontradas no trabalho tenham sido abaixo do limite estabelecido pela legislagcéo
chinesa. O contetdo acumulado de Cu, Zn e Pb em plantas de trigo ultrapassou o
limite que determina a seguranca alimentar na China, sendo considerado um fator de
risco, haja vista que as plantas apresentaram crescimento satisfatério (DAI et al.,
2014).

Verifica-se a partir desta pesquisa e outros estudos que ha o acumulo de
metais pesados em espécies vegetais cultivadas sobre solo tratado com lodo de
esgoto, mesmo que alguns metais estejam abaixo do limite estabelecido pela
legislacdo para o solo, se faz necessario maiores estudos sob as condi¢cbes de
campo, caracteristicas quimicas, translocacéao, seu acumulo no solo e na planta, em
longo prazo, em virtude do seu potencial toxico como produto agricola, para evitar

conseguéncias negativas em alimentos destinados ao consumo humanao.
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4. Conclusoes

O lodo de esgoto da Estacdo de Tratamento de Esgoto da Companhia
Espirito Santense de Saneamento (CESAN) de Joana Dark, municipio de Vitéria -
ES apresenta niveis de metais pesados abaixo dos limites estabelecidos pela
Conama, e sao considerados adequados para a sua utilizacdo na agricultura.

A caleacéo do lodo e a sua aplicacdo no solo € benéfica para melhorar a sua
composicdo quimica.

O uso do lodo de esgoto eleva a concentragdo de elementos essenciais e
matéria organica do solo.

Ha acumulo de metais pesados e folhas e frutos de maracujazeiro cultivados
com lodo de esgoto.

As concentracdes de Ba, Cd e Pb, para folha, e Ba, Cr e Pb, para fruto de
maracujazeiro doce apresentaram-se acima do limite estabelecido pela legislacdo
brasileira.

N&o se deve utilizar lodo de esgoto na cultura do maracujazeiro doce.

O maracuja doce cultivado em solos tratados com lodo de esgoto ndo deve

ser consumido na dieta alimentar.
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CONSIDERACOES FINAIS

A descricdo morfolégica das estruturas vegetais em todas as etapas de
desenvolvimento da P. alata pode subsidiar estudos em diversas areas agrarias. A
baixa porcentagem de germinacao pode ser justificada pela presenca de compostos
capazes de inibir a germinacdo da propria semente e apresentar lento processo de
embebicdo a partir do modelo trifasico de absorcdo de agua. A presenca dos
compostos inibidores ndo foi superada com a colheita dos frutos em diferentes
estadios de maturagdo, mas foi possivel identificar o estadio de desenvolvimento
mais adequado para a colheita e para preservar a qualidade fisiolégica das
sementes. O método de propagacdo vegetativa por estacas € uma alternativa
simples, de baixo custo e muito eficiente para a producdo de mudas da espécie com
maior qualidade.

O uso do lodo de esgoto na agricultura apresenta pontos relevantes e que
justificam seu uso. Todavia, € um residuo a ser utilizado com maior moderacao.
Concentracdes elevadas podem afetar negativamente a germinacdo das sementes
de maracujazeiro doce. Além disso, podem determinar lesdes genéticas, alteracdes
cromossbmicas e nucleares mesmo estando dentro dos paréamentros quimicos
determinados pela legislacéo brasileira, em que sédo considerados adequados para a
sua utilizacao na agricultura.

Conhecer o comportamento do crescimento, da absor¢cdo e do acumulo de
metais pesados quando cultivados sobre lodo € de grande importancia. Apos
aplicacdo de lodo no solo na concentracdo de 80 t ha™ houve acimulo de metais
pesados em frutos e folhas, acima do limite estabelecido pela legislacdo brasileira
alimentar, oferecendo elevado grau de risco de acumulo no organismo humano a

partir da ingestao de partes da planta.



