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RESUMO

O Humico desempenha um papel importante na a fertilidade e estrutura dos solos. O
lodo pode ser utilizado com biofertilizante e contribuir na redugdo dos custos dos
agricultores com adubos fosfatados e nitrogenados, e incrementar a acumulagéo de
nutrientes no solo. Os acidos humicos (AH) isolados de vermicomposto aumentam a
capacidade de troca cationica do solo e a liberacdo de nutrientes para as plantas,
promovendo o crescimento vegetal. O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
fisiol6gicas, anatbmicas e bioquimicas de plantas de Zea mays L. tratadas ou néo
com AH extraido de lodo de esgoto, ecossistema manguezal e vermicomposto,
avaliando se a origem do AH influencia na sua bioatividade. Os resultados obtidos
demonstram que respostas significativas no crescimento inicial, teor pigmentos
fotossintéticos e densidade estomatica foram obtidas em plantas tratadas com a
concentracdo de 1 mMC L™ AHLE, sendo que tal estimulo ndo foi detectado na
atividade hidrolitica das bombas de H" de membrama plasmatica (P-H*-ATPase).

Termos para indexacdo: Zea mays L., crescimento vegetal, lodo de esgoto,

vermicomposto.



ABSTRACT

The humic plays an important role in the structure and fertility of the soil. The sludge
can be used as a bio fertilizer and contribute to the reduction of costs for farmers with
phosphate and nitrogen fertilizers, and increase the accumulation of nutrients in the
soil. Humic acid (HA) isolated from vermicompost increase the cation exchange
capacity of the soil and the release of nutrients to the plants, promoting plant growth.
The aim of this study was to evaluate the physiological, anatomical and biochemical
responses of Zea mays L. plants treated or not with HA extracted from sewage
sludge, mangrove ecosystem and vermicompost, assessing whether the source of
the HA influence on their bioactivity. The results show that significant responses in
early growth, photosynthetic pigments content and stomatal density were obtained in
plants treated with the concentration of 1 mMC L™ AHLE, and such stimulus was not
detected in the hydrolytic activity of the plasma membrane proton pumps (P-H'-
ATPase). On the other hand, PPases activity were significantly activated by the
treatments.

Index terms: Zea mays L., plant growth, sewage sludge, vermicompost.
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1 INTRODUCAO

A alta produtividade de residuos sélidos no Brasil, bem como a sua disposicao, seja
para descarte ou reutilizacdo, € muito discutida. A principal destinacdo de residuos
ainda sdo os aterros sanitérios, que por muitas vezes, ndo atendem os padrdes
ambientais para tal descarte (PIRES, 2008).

O lodo de esgoto sanitario € um residuo solido, gerado a partir de processo de
tratamento do efluente sanitario, havendo em sua composicdo elevada carga de
matéria organica e nutrientes com alto risco a saude publica, e a0 meio ambiente
(BADERNA et al., 2011).

O lodo vem sendo bem difundido em espécies, como culturas de milho e eucalipto.
Essa disposi¢do em cultivares é uma alternativa promissora (MARIA et al., 2007). A
aplicabilidade de lodo de esgoto em cultivares agricolas, na forma de fertilizante ou
condicionador do solo é crescente. O uso destes residuos, em meio agricola, tem
sido recomendado por proporcionar beneficios agronémicos tais como, elevacao do
pH do solo, reducdo da acidez potencial e aumento da disponibilidade de
macronutrientes (BERTON; CAMARGO; VALADARES, 1989; DA SILVA et al., 2001;
SIMONETE et al., 2003).

A aplicacdo de lodo de esgoto em éareas degradadas também é uma pratica de
disposicéo final, para melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos
solos, com melhoria de infiltracéo, retencéo de agua e areacao, reducado da eroséo e
a consequente melhoria da qualidade dos recursos hidricos entre as variaveis
quimicas, fisicas e biologicas que afetam a estrutura dos solos (ALAMINO, 2010;
KOCSSIS; DE MARIA, 2004; TSUTYA; BETTIOL; CAMARGO, 2000).

A matéria organica € apresentada como um complexo de substancias, na qual a
dindmica é baseada pela adicdo de residuos organicos de diversas naturezas e por
uma transformacgédo continua sob acdo de fatores biolégicos, quimicos e fisicos
(FONTANA et al., 2001).



13

O processo de vermicompostagem acelera a decomposicao dos residuos organicos,
a partir do momento que o residuo organico passa pelo trato digestivo da minhoca e
pela acdo de enzimas, converte de forma eficiente o residuo em substancias
hamicas. O uso de vermicomposto jA é estabelecido que existam melhorias na
estruturacdo e armazenamento de &gua, propriedades fisicas, quimicas além da
capacidade de troca catibnica, regulacdo do crescimento de plantas, este ultimo
muito semelhante a acdo de hormoénios como auxina e giberelinas (RODDA et al.,

2006).

O Ecossistema Manguezal, juntamente com a Restinga, sdo ecossistemas recentes
em escala geoldgica, sendo constituido por um sistema ecoldgico localizado em
meio de interfaces, meio marinho e fluvial. E composto por comunidades de plantas
gue sofreram adaptacdes a determinadas condi¢cdes de salinidade e alagamento. O
solo dos Manguezais € predominante hidromorficos com presenca de sais, podendo
ou ndo apresentar tiomorfismo ou grande acumulo de matéria organica (GOMES,
2002). A matéria organica (MO) do Manguezal é apresentada como uma alternativa
de reciclagem, e estudos do funcionamento e do comportamento dessa substancia
dentro do Ecossistema (ROCHA et al., 2009).

O hdmus ou matéria organica (MO), contida no solo, possui papel fundamental na
agregagdo de solos e sedimentos, controle de acidez, ciclo de nutrientes e
eliminacdo de compostos indesejaveis (DA SILVA, 2001)

O material proveniente destas transformacdes pode ser dividido em dois grupos:
Substancias ndo humicas, constituido por proteinas, aminoacidos, polissacarideos,
acidos graxos e outros compostos organicos de caracteristicas fisicas e quimicas
bem definidas. O segundo séao as Substancias Humicas (SH), origina-se da oxidacao
e polimerizagdo da MO, na qual € uma mistura heterogénea de moléculas
polidispersas, sendo classificadas em &cidos fulvicos (AF), acido hamico (AH) e
humina (MESSIAS, 2004). A reatividade da MO é determinada pelo seu alto teor de
grupos funcionais contento oxigénio (hidroxilas, carboxilas, cetonas, ésteres e
éteres) (DA SILVA, 2001).
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Os Acidos Hamicos contribuem para solubilizagdo de fésforo além de apresentarem
capacidade de adsorcdo de metais pesados, servindo de tampéo da solugéo, além
de servir como reserva de nutrientes as plantas, fornecendo uma restauracdo a
sustentabilidade, assim o AH proveniente de diferentes areas influencia no
crescimento e desenvolvimento do vegetal (CANELLAS et al., 2002; DE ARAUJO
SANTOS, 1984; SIQUEIRA et al., 1990)

Os AH podem obter diferenca em sua composicdo, justamente pelas unidades
moleculares disponiveis presentes no ambiente durante a formacdo, todos
apresentam as mesmas caracteristicas e propriedades semelhantes, grupos COOH
e OH fendlicos (FERREIRA, 2006).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Matéria Organica

A constante utilizacdo de matéria organica em locais agricolas é devido a
necessidade de uma destinacdo adequada para sua reciclagem. Os residuos podem
ser divididos em dois grupos distintos: um composto pela fracdo nao-humificada,
como 0s restos vegetais e animais, pelos compostos organicos de caracteristica
bioguimica definida. E outro, grupo formado pelas substancias humificada
(CANELLAS et al., 2001).

A MO é apresentada como um complexo de substancias, na qual a dinamica é
baseada pela adicdo de residuos organicos de diversas naturezas e por uma
transformacdo continua sob acdo de fatores bioldgicos, quimicos e fisicos
(FONTANA et al., 2001). E evidente a larga deposicdo de residuos organicos em
areas agricolas, devido a alta concentracdo de nutrientes e matéria organica que
proporcionam ao vegetal nutrientes e capacidade de armazenar agua (CALDEIRA et
al., 1999).

Os residuos organicos vém sendo fundamental para ligar ao solo de maneira
ordenada com o intuito de minimizar a geracdo de residuos, possibilitando sua
ciclagem. Essa prética é muito utilizada em paises como Estados Unidos, Holanda,
Australia entre outros. Sendo difundida mundialmente, essa disposicdo atua como

uma alternativa de fertilizac&o/condicionador de solo (CALDEIRA et al., 1999).

2.2Lodo de Esgoto

O Lodo de esgoto é proveniente do tratamento de agua para abastecimento de
publico, ETE (Estacdo de Tratamento de Efluente), por meio do processo de
coagulacdo e floculacdo do soluto a ser tratado, finalizando-o em material
solubilizado ou agregados, que por via de decantacdo, forma-se o lodo ao fundo.
Nas ETE, as aguas residuais sdo geradas com baixa carga poluidora, denominada
de lodo ou biossdlido, € composto por matéria organica, nutrientes e alguns
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elementos com potencialidade téxica (GALDOS; DE MARIA; CAMARGO, 2004;
GUERRA; ANGELIS, 2005; NAGASHIMA et al., 2010)

O processo convencional para tratamento do lodo de esgoto € baseado em
processo fisico-quimico e bioldgico. O primeiro € fundamental para adsorcéo e
precipitacdo de floculados, ndo havendo degradacéo de substancias contaminantes
proporcionando geracdo de uma fase solida (lodo) contaminada que posteriormente
irdo passar pelo processo biolégico com bactérias anaerébias e aerdbicas ou
facultativas, no entanto existe uma deficiéncia na remocgcdo de compostos
recalcitrantes necessitando longos periodos de processo (PACHECO; PERALTA-
ZAMORA, 2004)

O lodo de esgoto possui uma mistura, média, de agua (99,9%) e solidos (0,1%)
dependendo do seu tipo de tratamento e sua procedéncia, uma vez que O
tratamento de esgoto resulta na producdo de um lodo rico em nutrientes,
apresentando composicao variavel, na qual um lodo tipico possui em torno de 40%
de matéria organica, 4% de nitrogénio, 2% de fosforo e os demais macro (Mg, S e
Ca) e micronutrientes ( B, Cu, Fe, Zn, Mo, ClI, Co, Si, Mn e Na). A qualidade da
matéria organica esta relacionada com a densidade populacional, habitos sanitarios,
condicBes ambientais, perfil da comunidade que produz o lodo a partir do sistema de
tratamento existente ( FERNANDES, 1999; ALAMINO, 2010;).

E constituido de matéria organica e de nutrientes, em que a sua aplicacéo ao solo
pode trazer beneficios a agricultura, no entanto o lodo pode conter residuos
guimicos e patdgenos que podem causar danos a salude e ao meio ambiente,
havendo necessidade de critérios e procedimentos para 0 seu uso, em areas
agricolas, conforme a resolucdo CONAMA 375/2006 (PACHECO; PERALTA-
ZAMORA, 2004).

O uso do lodo na agricultura € uma alternativa inovadora, podendo agir como
corretor da acidez do solo, contribuir para a adubacéo e assim reduzir a utilizacéo de
fertilizantes inorganicos pelos agricultores (CARVALHO; BARRAL, 1981; DA SILVA
et al., 2001). No entanto, o lodo pode apresentar quantidades significativas de

poluentes quimicos e organicos, podendo ocasionar em uma adicdo direta, de
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inimeros patdégenos e substancias quimicas, ao solo e assim atingindo a cadeia
alimentar. Além de outro fator alarmante, com relacdo a composicdo do residuo em
diferentes épocas e regides ao longo do ano, acarretando na dificuldade de

monitoramento dos possiveis contaminantes quimicos e patdégenos (SAITO, 2007).

O lodo pode contribuir para redugédo de gastos com fertilizantes, em principal
fosfatado e nitrogenado, além do retorno ao solo parte dos nutrientes “exportados”
as cidades. Contudo, pode apresentar em sua composi¢cdo metais pesados, tais
como: Cd, Zn, Mn, Cu, Cr, Ni e Pb, que possuem capacidade bioacumulatica na
cadeia trofica, limitando assim o uso de lodo de esgoto como fertilizante, quando que
adotados por anos sucessivos podendo haver poluicdo do ambiente com o0s metais
pesados (DA SILVA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001).

A destinacdo, do lodo, € aplicada seguindo recomendacfes da normativa técnica
NBT 10.004 (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, 1985), que é responsavel
por dar classificacGes ao residuo solido em seus diferentes niveis de periculosidade,
avistando os riscos ambientais e saude publica. Diante disso, os lodos provenientes
do sistema de tratamento de agua sao definidos como residuos sélidos e devem ser
tratados por meio de critérios definidos pela resolucédo n° 357 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente, que determina o lancamento de efluentes ou qualquer fonte
poluidora em corpos d"agua. Essas medidas impedem que haja langcamento do lodo

produzido sem tratamento, sendo passivel de descarte em aterro sanitario.

A grande vantagem do lodo de esgoto é o fornecimento de nutrientes que podem
estar contidos ou ligados ao seu conteudo organico, podendo ocasionar a
manutengao ou elevar o teor de matéria organica no solo (PIRES, 2008). Aléem de
humificar, existem fatores que néo enfatizam as vantagens para a disposi¢cao deste
residuo, tais como: o pouco conhecimento da composicdo e caracteristicas do
material organico contido no residuo, embora ndo encontrado microorganismos
patogénicos em grandes quantidades que possam proporcionar problemas
sanitarios, os residuos urbanos podem se tornar um grande cofator de contaminacao

do solo proveniente de metais pesados (PIRES, 2008).
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BELL e colaboradores (1991) observaram que ap6s uma aplicacdo, de lodo de
esgoto, em larga escala e proporcdo espacial havendo um aumento de metais
pesados no solo, principalmente cadmio em fracdo trocavel podendo obter o risco de

incorporacéo do elemento na cadeia alimentar.

No entanto, o solo submetido a degradagcdo ambiental tende a perder a estrutura
original, por haver fracionamento de agregados em unidades menores e aumento de
microporos e na densidade do solo, iniciando o processo de degradacdo das
propriedades fisicas, podendo essa estabilidade dos agregados ser um indicador da
degradacgé&o ou da recuperacéo da qualidade do solo (VEGA et al., 2004).

2.3Ecossistema Manguezal

O Ecossistema Manguezal é constituido por uma comunidade de vegetal em area
contiguas ao mar. Apresentam caracteristicas periodicamente inundaveis por meio
da entrada e saida de marés e podem sofrer variacdo de salinidade, sendo
influenciado pelo regime de marés, sendo esse aspecto um cofator de grande
transicdo entre os ambientes marinho terrestre e agua doce, além de grande
deposicdo de sedimentos e matéria organica. Os mangues sao formados por
comunidade vegetal arborea que desenvolve adaptacdes anatbmicas e fisioldgicas
para sobreviver e reproduzir neste ambiente (DA SILVA, 2001; ROSSI; MATTOS,
2002).

O Manguezal é o ecossistema que possui alta relevancia como fonte de alimentos,
compostos fitoterapicos e combustivel. Além de permanéncia no local de inUmeros
nichos que varios animais usam como habitat para alimentacdo, reproducéo,
desova, crescimento e protecdo contra predadores. Esse ecossistema possui um
papel importante de estabilizacdo ambiental, funcionando como barreira natural
contra inundacfes, erosdo e acdo das ondas. Além de funcionarem como
despoluidores, havendo mobilizacdo de metais pesados nas plantas e no solo
(GOMES, 2002).

Os sedimentos possuem caracteristica autdctone ou aldctone, havendo depdsito de

fracOes finas devido a baixa atividade no ambiente. O manguezal é encontrado em
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regibes subtropicais e tropicais, estando presente em 118 paises e cerca de 75%
dos manguezais estdo concentrados em apenas 15 paises (CINTRON MOLERO;
SCHAEFFER NOVELLI, 1983; GIRI et al., 2011). No Espirito Santo, 0s manguezais,
possui distribuicdo desde o extremo norte, na foz do Riacho Doce, até o Rio

Itabapoana, divisa com o Estado do Rio de Janeiro.

Devido a elevada densidade populacional, no litoral brasileiro, e com isso, 0
aumento da industrializacdo sdo fatores que colaboram com o elevado impactos
ambientais que afetam os manguezais. De forma antrépica, o constante impacto é
com a presenca de aquicultura, atividade portuaria, agricultura, urbanizacdo e
especulacdo imobiliaria com construcdes de torres para linhas elétricas, aterros
sanitarios, rodovias entre outros. Além de fendbmenos naturais que causam inUmeros
disturbios, atuando de forma direta ou indireta sobre o manguezal, podendo alterar
sua estrutura e distribuicdo (VARJABEDIAN; SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

2.4Uso do Vermicomposto em plantas

O processo de humificacdo € um processo quimico e biolégico, em condicdes
aerobias, que converte o humus em diéxido de carbono e agua. Do contrario, em
condicdo anaerobia, para-se a degradacdo e a matéria organica sao parcialmente
degradada e denominada de substancias huamicas. Este ultimo, € a parte da matéria
organica que apés diversas transformacdes permanece no ambiente por meio de
uma mistura heterogénea polifuncional, e diante da solubilidade em agua as SH séo
divididas em &acidos fulvicos (AF), acidos humicos (AH) e humina (FU) (CANELLAS
et al., 2001; DA SILVA, 2001; RAUEN et al., 2002).

Segundo KIEHL (1985) e VIERA (1993) o humus sao as fezes das minhocas e de
acordo com MARTINEZ (1991), o humus é um pé granulado fino, escuro e sem-
cheiro, rico em macroelementos cruciais a planta como N, P, K, Mg e S, e possui

bactérias fixadoras de N2.

A vermicompostagem apresenta estabilizacdo dos residuos que, ao passarem pelo

trato digestivo das minhocas, sofrem reacdes enzimaticas transformando
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rapidamente o residuo em substancia hdmica, rica de compostos aromaticos e
polissacarideos (RODDA et al., 2006).

O uso de vermicomposto aumenta na capacidade de troca catibnica, pela geracao
de cargas elétricas negativas, ocasionando em uma liberagéo lenta de nutrientes
para a planta e consequentemente aumentando o nidmero de microrganismos no
solo (CAVENDER; ATIYEH; EDWARDS, 1999). Este composto também promove o
crescimento da planta, quando a SH é isolada a partir do vermicomposto, sendo

comumente comparadas as ac¢des das auxinas e giberelinas.

A aplicabilidade do vermicomposto em locais agricolas é principalmente em culturas
tropicais, nas quais processam a matéria organica mais rapidamente no solo. Assim,
a MO é um componente de extrema importancia, atuando como fonte de nutrientes
para o vegetal (ALVES; PASSONI, 1997). Além de ser uma fonte alternativa para
suprir o uso de fertilizantes quimicos (SCHUMACHER et al., 2001).

Assim, a vermicompostagem acelera a decomposicdo dos residuos organicos, a
partir do momento que o residuo organico passa pelo trato digestivo da minhoca e
pela acdo de enzimas, converte de forma eficiente o residuo em substancias
hamicas. O efeito do uso de vermicomposto ja é estabelecido que existam melhorias
na estruturacdo e armazenamento de agua, propriedades fisicas, quimicas além da
capacidade de troca catidnica, regulacdo do crescimento de plantas (RODDA et al.,
2006).

O revestimento vegetal como fonte principal de adubag&o, permite que a planta
cresgca com maior resisténcia, além de restaurar o ciclo biologico natural do solo,
diminuindo a infestacdo de pragas e uso de agrotdoxicos. O humus produzido pelas
minhocas é 70% mais rico em nutrientes do que o humus convencional,
apresentando vantagem de ser neutro e ajudam na corre¢cao do pH do substrato
(LONGO, 1987; CALDEIRA, 1999).
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2.5 Acidos Humicos e efeitos fisiologicos em plantas

Os acidos humicos (AH) sdo provenientes das substancias humicas, que por sua
vez, é o resultado da dinamica de transformacéo de residuos organicos, biomassa, e
polimerizacdo de compostos organicos até a formacdo de macromoléculas que
resistam a degradacado biologica. Os &cidos humicos é uma fracdo, que de acordo
com sua solubilidade, insolivel em meio fortemente acido (FERREIRA, 2008). Os
residuos de plantas sofre uma transformacéo, por microorganismos, dando
formacdo a compostos nitrogenados, acucares, polifenéis e produtos de
decomposicao da lignina que por sua vez, ddo formacdo as substancias humicas
(Figura 1).

RESIDUOS DE PLANTAS \

LIGNINAS
MODIFICADAS

f—' /’ ¥ pm:l::'us DE

- . COMPOSTOS g
ACUCARES POLIFENOIS i _ DECOMPOSICAO DA
l NITROGEMNADOS LIGNINA

QUINONAS

TRANSFORMACAQ POR MICROORGANISMOS

QUINONAS

SUBSTANCIAS HUMICAS

Figura 1: Aparato da formacao das Substancias Hiumicas (Modificado de Stevenson,
1994).

O AH, é a fagéo dentro das SH soluvel em meio basico e insoluvel em meio &cido,
havendo precipitagcdo e coloracdo escura. S&o utilizados em avaliagbes das
condi¢bes do meio onde estdo localizados, sdo mais estudados pela facilidade de
isolamento mesmo possuindo uma complexa estrutura quimica, havendo diferentes
tamanhos em sua estrutura molecular podendo agregar outros compostos organicos
tais como, carboidratos, lipidios, proteinas, agrotdxicos entre outros compostos
inorganicos como ions, argilas, 6xidos e hidréxidos metalicos (Figura 2) (FERREIRA,
2008).
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Figura 2: Modelo estrutural do Acido Humico, proposto por Stevenson em 1982.
Modificado.

A juncédo de AH com compostos inorganicos possui propriedade tensoativa quimica,
com capacidade de mobilizacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, e alta
capacidade de biorremediacdo e descontaminacdo de solos através de estudos
comprovados de dose dependente, na qual o aumento de AH fornece uma chance
de aumentar a solubilidade e assim facilitar a biodegradacao (PICCOLO, 2002; KE
et al., 2009).

Essa associacdo de blocos moleculares é uma interacéo fraca que pode ser desfeita
com utilizacdo de solventes anfifilicos como solu¢cbes aquosas de acido acético.
Diante disso, teria a explicacdo sobre a funcdo do hormdnio de crescimento de
plantas, que sdo estimuladas pelo AH e a excrecdo de acidos organicos de
pequenos pesos moleculares, como exemplo acido acético, feita por raizes de
plantas (PICCOLO; CONTE, 2000).

Este modelo de associa¢des, humicas, foi através de for¢cas de Van der Walls, que
baseado em experimentos obtidos por cromatografia de excluséo de baixa pressao,
havendo assim a determinacdo do tipo de ligacdo e do tipo de sitio da matéria
organica que os ions faziam a ligacdo, no caso ions vanadilo de AH naturais e
sintéticos para formar grandes blocos moleculares. Nos dois casos houve a
constatacdo de que as estruturas complexas formavam-se pela unido de grupos

salicilatos das estruturas dos blocos moleculares menores (BUDZIAK, 2002).
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Os AH favorecem o desenvolvimento radicular, acimulo de nutrientes e a
biossintese de clorofilas, por meio do mecanismo de formar agregados moleculares
heterogéneos e estabilizados por pontes de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas.
Além da promocéo de crescimento por inducéo foliar. Em estudos com abacaxi, 0
AH foi uma estratégia viavel para aclimatacédo, podendo promover maior crescimento
e reduzindo o longo periodo para a transferéncia das plantas para o cultivo em
campo (BALDOTTO et al., 2009).

Relacdes de crescimento de cultivares e substancias humicas, denotam um
crescimento progressivo em relagdo ao nivel de concentracdo das SH, porém pode
ocasionar diminui¢do no crescimento quando expostas a altas concentracdes de SH
(CHEN & AVIAD, 1990).

A interacdo da baixa concentracdo com a alta atividade das SH é decorrente de uma
acdo direta sobre o cultivar/planta, a partir de efeitos hormonais, atividade
enzimatica, juntamente com uma relacdo indireta sobre o metabolismo de
microorganismo do solo e absorgdo de nutrientes do solo e melhoramento das
condicdes fisicas do solo, além do aumento da captacdo de ions metalicos (aumento
da capacidade de troca catibnica) e aumento da permeabilidade celular (ATIYEH et
al., 2002; AYUSO et al., 1996).

2.6 Zea mays L. como planta teste

O cultivo do milho (Zea mays L.) € um dos mais tradicionais cultivados e
amplamente utilizados pelo homem e animais, possui grande interesse agronémico,
além e ser uma importante matéria-prima para a industria. Possui alta relevancia em
relacdo ao valor de producédo agropecuaria, area plantada e volume produzido. O
milho faz parte da familia Poaceae, é amplamente conhecido como cultivar bem
sucedido em ambientes adversos, devido ao seu crescimento rapido (MELO et al.,
2007; SEVERINO; CARVALHO; CHRISTOFFOLETI, 2005).

O milho é um cultivar de caracteristica de clima tropical, necessita de calor e
umidade para produzir de forma satisfatdria e haver rendimentos compensadores.

Possui grande importancia econémica brasileira, sendo cultivado em praticamente
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em todo o territério. A melhor exploracdo do poder produtivo do milho € diante do
aumento da densidade populacional. Na qual se tem o desenvolvimento de
cultivares com menor porte, folnas menores, e mais eretas, fazendo com que a
agricultura obtenha uma melhor produtividade (ALMEIDA et al., 2000; PINOTTI, E.B.
& RYAL, 2006; CATUNDA, 2008).

Diante de estudos no Brasil, foi evidenciado que em culturas de milho € um produto
gue revela uma perspectiva animadora, havendo para este cultivar um potencial de
substituicdo de fertilizantes minerais (OLIVEIRA et al., 1995). Além de responder
melhor aos estimulos das substancias humicas e por haver muitos estudos com o
vegetal com relacdo a promocdo do crescimento e bioatividade (FACANHA et al.,
2002.

2.7 Andlise de Crescimento e Densidade Estomatica do cultivar

A analise de crescimento vem sendo empregada para o entendimento da funcao dos
componentes estruturais das plantas, pelo método de acompanhamento do
crescimento do cultivar, de forma total, e a distribuicdo dos 6rgdos durante o
crescimento. Além de ser um método descritivo, para o padrdo de crescimento ou de
suas partes, permitindo comparacdes e dinamica da producao fotossintética obtendo
como resultado o desempenho do sistema assimilatério em decorréncia do periodo
cultivado (CARDOSO et al., 1988; CONCEICAO; LOPES; FORTES, 2005;
MOROZESK, 2014; NOGUEIRA; CONCEICAO, 2000).

O modelo ndo destrutivo € importante para o estudo do desenvolvimento do cultivar
por meio de dados durante o ciclo biolégico, possuindo valores primarios relativos a
altura da planta, diametro do caule e area foliar, este € comumente utilizado para
estudos de fendbmenos ecoldgicos em resposta ao crescimento a adaptacdo de
espécimes dentro de Ecossistemas adversa. Essas alteracfes anatdomicas séo
decorrentes da protecdo da planta contra o tipo de estresse envolvido ou induzido,
podendo haver alteracfes na densidade estomatica, elongacao celular e expansoées
de regides de crescimento (MELO et al., 2007; SEGATTO et al., 2004; CARDOSO et
al., 2006).
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2.8Bombas de Protons em células vegetais

As bombas de protons séo proteinas, de membrana, que realizam transporte de ions
como H" ou Ca*, e funcionam a partir da hidrélise de moléculas de ATP,
ocasionando um gradiente ao transportar ions contra o gradiente de concentracao,
efetuando um transporte ativo dos protons na membrana da célula, fazendo-se o uso
de compostos ricos em energia e objetivo manter a composicéo iénica intracelular
(importacdo de solutos, balanco da pressdo osmotica de ambos os lados da
membrana e manutencdo do potencial da membrana celular). Para que haja
absorcdo, é necessario um transporte secundario de H*, no qual os solutos sdo
transportados via membrana a favor de uma gradiente eletroquimica, vinculado a
uma combinac&o do H* com ion. Este Gltimo é denominado de transporte secundario
de H”, onde a energia necessaria é decorrente da forga proton-motriz, proveniente
do ATP realizada pelas H'-ATPases (BERTOLAZI, 2013; CATUNDA, 2008;
MORSOMME; BOUTRY, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2002)

A H'_ATPase, presente na membrana plasmatica das plantas, possui a fungédo de
transportar ions e moléculas por meio de transporte ativo, pelo gradiente de pH e
potencial elétrico. Utilizando o ATP como substrato para bombear prétons pela
membrana plastica para o apoplasto, sendo assim constituida por uma cadeia
polipeptidica de 100kDa, aproximadamente, podendo dar formagédo a dimeros. Estas
H* ATPase formam um gradiente de pH e um potencial elétrico através da
membrana, exercendo funcbes de acidificagdo da parede celular, plasticidade e
expansao celular (AZEVEDO,2006; SZE; LI; PALMGREN, 1999).

As ATPase do tipo P séo divididas em grupos baseando-se na selecéo de ions que
transportam, estas sdo envoltas no transporte de metais pesados como Cd**, Cu** e
Hg**, estas enzimas transportam varios cations sendo reguladas pela concentracao
do substrato (ATP), pH e temperatura. Podendo ser ativadas/desativadas pelos
horménios, resposta a luz, ataque de patdégenos etc. Esse mecanismo € auto-
inibitério na regido C-terminal da cadeia polipeptidica agindo como um mecanismo
regulatério da atividade de bomba de protons (Figura 3) (AZEVEDO, 2006; TAIZ;
ZEIGER, 2002).
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Figura 3: Esquema demonstrando transporte primario e secundario através de

membranas biolégicas de células vegetais. Fonte: Adaptado de Morsomme &
Boutry, 2000.

A H' PPase tem papel importante para o metabolismo energético, na qual o
pirofosfato (PPi) € um sub-produto natural decorrente de inimeras biossinteses. O
PPi é hidrolisado pelas PPases, favorecendo as polimerizagdes biossintéticas ao
promover a diminuicdo da concentracdo citoplasmatica deste material. Existem
inomeras PPases associadas & membrana de bactérias fotossintéticas, a membrana
interna mitocondrial, e a membrana vacuolar (tonoplasto) (Figura 4), esta ultima é
uma enzima transportadora de prétons, composta por um polipeptideo de 73 kDa e
possui aproximadamente 770 residuos de aminoacidos. Nao possui inibidores
especificos, mas € muito sensivel a altas concentracdes de vanadato e fluoreto, e a

baixas concentracdes de pirofosfato inorganico (AZEVEDO, 2006).
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Sitio de Citoplasma
ligagao ao PPi

Vacuolo

Figura 4: Modelo estrutural da H*-PPase de ervilha, com quatorze dominios
transmembrana, indicacéo do sitio de ligacdo do PPi e dos segmentos conservados
CS1, CS2 e CS3 (Adaptado de Maeshima, 2000).

O aparato bioquimico do vegetal possui finalidade de promover a desintoxicacédo
intracelular, uma vez que as moléculas dos compostos quimicos séo translocadas
para o interior do citoplasma via transporte de membrana. Esse processo é
dependente de um gradiente eletroquimico gerado por transportadores primarios de
prétons (H") (OGLIARI et al., 2009).

A fracdo microssomal, € constituida por vesiculas de membranas provenientes da
plasmalema e do tonoplasto, na qual as enzimas principais responsaveis pela
catalise da hidrdlise de ATP é a H-ATPase, na membrana microssomal € possivel
observar a hidrolise do pirofosfato (PPi), que € catalisada pela pirofosfatase
translocadora de protons (H'-PPase), em vegetais as condicBes fisioldgicas e
estresse pode fazer com que o pirofosfato assuma o papel de ATP, sendo um
doador de energia. A H'PPase é funcional na energizacdo dos transportes
secundarios da membrana vacuolar (RAMOS; ANTONIO, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos acidos humico, proveniente do lodo de esgoto sanitério,
Ecossistema Manguezal e Vermicomposto, em plantulas de Zea mays L. sobre o0s

aspectos anatdmicos, morfologicos e bioquimicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar alteracdes morfofisiolégicas e bioquimicas, tais como: analise de
crescimento e teor de pigmentos fotossintetizantes em plantulas de milho
submetidas a diferentes concentracdes de acidos humicos oriundos dos
substratos organicos;

b. Avaliar a atividade das enzimas H'-ATPase e H'-PPase em resposta a
aplicacao de diferentes concentracdes de acido humico isolados de diferentes
substratos organicos;

c. Analisar a densidade estomatica das folhas de plantulas de milho submetidas

aos tratamentos supracitados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM DO MATERIAL

E amostras de lodo de esgoto foram coletadas no Centro de tratamento de residuos
de Vila Velha, Espirito Santo, Brasil (20°27'28”S e 40°23'21” O) (ROCHA, 2014), de
acordo com os procedimentos de amostragem e condicionamento especificados na

Norma Brasileira para Amostragem de Residuos Solidos ABNT NBR: 10007.

Amostras de acido humico do Manguezal, da localidade (20° 14’ S a 20° 17’ S e 40°
16 W a 40° 20° W), da Estacdo Ecoldogica Municipal llha do Lameirdo (EEMIL)
(TORRICO, 2011) e Vermicomposto foram cedidas pelo Laboratério de Ecologia e

Matéria Organica da Universidade Vila Velha,ES.

4.2 EXTRACAO DO ACIDO HUMICO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Apés a coleta do solo proveniente do Lodo de Esgoto Sanitario, Manguezal e
Vermicomposto foi feita secagem e peneiramento do solo e lodo separadamente.
Foram realizadas extracdes, primeiramente, das substancias humicas pelo método
recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS),
fazendo-se uso de solucdo de NaOH 0,5 mol L™, em razéo soélido:solvente 1:10
(m:v). ApOGs a separacdo de duas fracbes Humina (decantada) e Substancias
Humicas (suspens&o), a solucdo em suspensao foi acidificado com HCl a 6 mol/L™ e
0 pH ajustado entre 1,0 — 1,5 induzindo o processo de floculacdo. A fracéo
decantada, acido humico, foi seco em estufa e depois ressolubilizado com NaOH e

pH ajustado a 7 e posteriormente dialisado com membrana de 14 KDa e liofilizados.

4.3 CONCENTRACOES UTILIZADAS

A determinacdo da composicdo elementar via analisador elementar automatico
(Leco, CHNS 932, Alemanha), a porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio
total. Sendo utilizadas as concentragfes de acido humico de lodo de esgoto 0,5
mMC L*, 1 mMC L?, 2 mMC LY, 4 mMC L' (ROCHA, 2014), melhor dosagem para
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vermicomposto pela literatura 1,85 mMC L' (GOULART, 2013) e Ecossitema
Manguezal 6,76 mMC L™ (TORRICO, 2011).

4.4 AREA DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e as andlises foram feitas
em laboratorio no Setor de Botanica (-20° 16’ 29.46”S e -40° 18 17.04”0),
Departamento de Ciéncias Bioldgicas/CCHN, localizado na Universidade Federal do

Espirito Santo (UFES), campus Goiabeiras, Vitoria, ES.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1 Crescimento inicial de Zea mays L. com tratamento de &cido

himico

Sementes de Zea mays L. (Hibrido Embrapa - BR 206), foram utilizadas para o
experimento. As sementes foram descontaminadas com NaClO (1%) por 30 minutos
e colocadas em agua deionizada por 3 horas. As sementes foram germinadas em
papel filtro e mantidas no escuro, em camara germinativa, em temperatura média de
28°C. Plantulas, com aproximadamente 0,5 cm, foram transferidas para vasos,
sendo oito por tratamento em sistma de hidroponia, contendo solucdo de Hoagland e
utilizando-se compressores de ar para aeracdo (HOAGLAND; ARNON, 1950),
modificada para ¥z forca molar, com presenca ou auséncia (controle, submetidas
apenas a soluco nutritiva) das diferentes concentracdes de Acido Hamico. O pH foi

ajustado entre 5,8 — 6,0.

ApoOs os 15 dias de experimento, trés repeticbes de cada tratamento, foram
encaminhadas para a Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
UENF, localizada em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, e mantidas para
aclimatacdo por trés dias em casa de vegetacdo, para posteriores analises de

ATPase e Gradiente de Proéton.
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4.6 ANALISE DE CRESCIMENTO

Apos o término do experimento (15 dias) foram coletadas de forma aleatoria 10
plantas de cada tratamento. Foram mensurados a altura, area foliar total utilizando
Area Meter (LI-COR 3100) massa fresca e seca (estufa 60°C), medi¢cOes de diametro

e comprimento das raizes e enumeracdo dos numeros de folhas.

Com tais medidas foram determinadas a razdo de raiz e parte aérea (MSR/MSPA) e
comprimento especifico de raiz (CR/MSR). A partir da massa seca foi possivel
calcular a biomassa acumulada na parte aérea (MSPA/MST) e na raiz (MSR/MST)
conforme metodologia descrita por HUNT (1982) e ROCHA e colaboradores (2009).

4.7 DENSIDADE ESTOMATICA

Para cada tratamento, foram retiradas cinco amostras aleatérias de folhas para
analise de densidade estomatica. Foram confeccionadas laminas no momento da
coleta, com o auxilio de uma cola instantanea universal (TEK BOND), em uma
lamina histoldgica. Cinco campos 0Opticos, totalizando cinquenta campos analisados

por individuo as impressdes abaxiais e adaxiais.

4.8 DETERMINACAO DO TEOR DE PIGMENTOS

A folha basal mais expandida foi coletada de cinco plantas de cada tratamento. Um
disco de 1,00 cm? foi feito com perfurador e retirado de cada folha, imerso em 5 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO), posteriormente colocados em banho-maria a 70°C por
30 minutos, no escuro (HISCOX; ISRAELSTAM, 1979). A leitura foi realizada em
espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, EUA) em absorvancias
de 480, 645, 663 nm. Os teores de pigmentos foram baseados nas equacgfes de

Lichtenthaler e Welbum (1983) pelas formulas:

Chl a = [(12,7.A663) - (2,69.A645)].V/(1000.M)
Chl b = [(22,9.A645) - (4,68.A663)].V/(1000.M)
Chl. total = [(20,2.A663) - (2,69.A645)].V/(1000.M)
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Carot = [(1000.A470) - (1,82.Chl a - 85,02.Chl b)].V/(198.1000.M)

Onde,

Chl e Carot. Significam clorofila e carotendides, respectivamente. A663, A645 e
A470 representam os valores das absorbancias; V € o volume de DMSO (em mL)
utilizado para a extragdo e M é a massa fresca dos discos.

4.9 BOMBAS DE PROTONS EM CELULAS VEGETAIS

4.9.1 Obtencao das vesiculas de plasmolema

Inicialmente foi obtida a vesicula de plasmalema com as enzimas H*-ATPases,
sendo isoladas da raiz do cultivar de milho. Foi utilizado o processo de
centrifugacgéo, descrito por GIANNINI; BRISKIN (1987), com modificagdes.

Apds pesagem, as amostras, foram homogeneizadas em meio tamponado com
volume na proporcdo (1:1) a quantidade do material fresco. Esse procedimento €
realizado com utilizacdo de graal e pistilo, e sob-banho de gelo. A composicéo e
concentracdo dos reagentes no tampao de extracdo foram as seguintes: 500mM
Sacarose, 30% (v/v) Glicerol, 210 mM tampéo Tris pH 8,0 , 100 mM KCl e 15 mM
EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM Benzamidina, 10 mM DTT, 0,4% BSA (p/v) e 0,3% PVPP
(p/v). Todo material homogeneizado foi filtrado em gaze, 4 camadas, e submetido a
centrifugacdo (centrifuga HITACHI, himac CP) a 1500 x g por 15 minutos para
retirada de células ndo rompidas e nucleos. O sobrenadante foi coletado e
submetido a uma nova centrifugagédo (ultra-centrifuga HITACHI, himac CP 85 B) a
21.000 x g por 10 minutos para retirada de mitocondrias. O sobenadante,
centrifugado novamente a 100.000 x g por 35 minutos, onde o preciptado foi
resuspenso em solucdo tampao contendo: glicerol 15%, Tris-HCI 70 mM (pH 7,6), 1
mM EDTA, 1 mM DTT, PMSF 1 mM e 1 mM Benzamidina, obtendo as vesiculas de

plasmalema.
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4.9.2 Atividade Hidrolitica H*-ATPase tipo P

Com as vesiculas de plasmalema, a atividade H'-ATPasica foi determinada pelo
método de (FISKE; SUBBAROW, 1925), que consiste na dosagem colorimétrica de
fosfato inorgénico (Pi) liberado durante a hidrélise enzimatica de ATP. Esta reacao é
iniciada com a adicdo das vesiculas ao meio de reacao interrompida pela adicdo de
acido tricloroacético (TCA) em concentracdo final de 5%. As amostras foram lidas
por espectrofotometria (SHIMADZU UV-120) em comprimento de onda de 750nm. A
concentracédo final constituida foram as seguintes: 50 mM Tris-KCL pH 6,5; 3 mM
MgCl,, 100 mM KCI, 1 mM ATP e 0,06 mg.mL™ de proteina.

O ATP hidrolisado é representado como atividade sensivel ao inibidor. Sua atividade

total subtraida da atividade inibida por 0,2 mM de ortovanadato de sédio.
4.9.3 Determinacao das proteinas totais

A concentracao das proteinas pode ser determinada em especfotdmetro a 595 nm
(espectrofotbmetro SHIMADZU UV-120), descrito por Bradford (1976), utilizando-se

de BSA (Albumina Sérica Bovina) como proteina padrao.

4.10 DELINEAMENTO ESTATISTICO

O objetivo de verificar os efeitos dos acidos humico, proveniente do lodo de esgoto
sanitario, Ecossistema Manguezal e Vermicomposto, em plantulas de Zea mays L.
sobre os aspectos densidade estomatica, morfolégicos e bioquimicos foi avaliado
pela analise de variancia ha um fator (ANOVA) e quando os dados ndo seguiram a

distribuicdo normal, se requereu o teste de Kruskal-Wallis.

As andlises anteriormente citadas somente indicam que ha pelo menos um par de
meédias ou medias que se diferem, portanto, para verificar onde que se encontram
estas diferencas foi utilizado o teste de Tukey, utilizando o programa Graphpad
Prism 6.


http://www.superdownloads.com.br/download/137/graphpad-prism/
http://www.superdownloads.com.br/download/137/graphpad-prism/
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Resumo — O Humico desempenha um papel importante na fertilidade e estrutura dos

solos. O lodo pode ser utilizado com biofertilizante e contribuir na reducdo dos custos dos
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agricultores com adubos fosfatados e nitrogenados, e incrementar a acumulacdo de
nutrientes no solo. Os acidos humicos (AH) isolados de vermicomposto aumentam a
capacidade de troca catidnica do solo e a liberacdo de nutrientes para as plantas,
promovendo o crescimento vegetal. O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
fisioldgicas, anatbmicas e bioquimicas de plantas de Zea mays L. tratadas ou ndo com AH
extraido de lodo de esgoto, ecossistema manguezal e vermicomposto, avaliando se a
origem do AH influencia na sua bioatividade. Os resultados obtidos demonstram que
respostas significativas no crescimento inicial, teor pigmentos fotossintéticos e densidade
estomatica foram obtidas em plantas tratadas com a concentracdo de 1 mMC L™* AHLE,
sendo que tal estimulo n3o foi detectado na atividade hidrolitica das bombas de H* de
membrama plasmatica (P-H*-ATPase).

Termos para indexacdo: Zea mays L., crescimento vegetal, lodo de esgoto, vermicomposto.

Physiological and biochemical responses of maize exposed to humic acid from three
diferente source
Abstract — The humic plays an important role in the structure and fertility of the soil. The
sludge can be used as a bio fertilizer and contribute to the reduction of costs for farmers
with phosphate and nitrogen fertilizers, and increase the accumulation of nutrients in the
soil. Humic acid (HA) isolated from vermicompost increase the cation exchange capacity
of the soil and the release of nutrients to the plants, promoting plant growth. The aim of
this study was to evaluate the physiological, anatomical and biochemical responses of Zea
mays L. plants treated or not with HA extracted from sewage sludge, mangrove ecosystem
and vermicompost, assessing whether the source of the HA influence on their bioactivity.
The results show that significant responses in early growth, photosynthetic pigments

content and stomatal density were obtained in plants treated with the concentration of 1
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mMC L AHLE, and such stimulus was not detected in the hydrolytic activity of the
plasma membrane proton pumps (P-H"-ATPase). On the other hand, PPases activity were

significantly activated by the treatments.
Index terms: Zea mays L., plant growth, sewage sludge, vermicompost.

Introducéo

A ciclagem de matéria organica é uma pratica muito utilizada como
condicionador/fertilizante do solo, sendo amplamente difundida em paises como Estados
Unidos, Holanda e Australia. O grande destaque é o uso de subprodutos e do lodo de
esgoto sanitario, devido a alta concentracdo de nutrientes e matéria organica que podem
proporcionar beneficios ao crescimento vegetal em areas agricolas (Canellas et al., 1999).

O uso do lodo como fertilizante € uma medida de contribuicdo a reducdo de gastos do
agricultor, como uso de fosfatados e nitrogenados. No entanto, para que haja disposi¢édo
deste residuo, o lodo deve passar por inumeras avaliagbes, incluindo as técnicas
econbmicas e ambientais, tendo em vista a possibilidade de potenciais impactos ao meio
ambiente (Da Silva et al., 2001; Oliveira et al., 2001).

Compostos decorrentes da decomposicdo da matéria organica denominados de
substancias humicas (SH), é um grupo de moléculas complexas de elevado peso molecular
composta de carbono, sdo conhecidos por desempenhar papel importante para a
contribuicdo na fertilizacdo do solo, além de influenciar o metabolismo das plantas,
facilitando a absorcdo de nutrientes, aumento da respiracdo e velocidade das reagdes
enzimaticas (Nannipieri et al., 1993; Stevenson, 1994; Palanivell et al., 2013).

A utilizagdo da vermicompostagem na agricultura caracteriza-se pela maior
estabilizacdo dos residuos, ja que estes ao passarem pelo trato digestivo das minhocas

sofrem reacOes enzimaticas que os transformam em substancia hdmica (Rodda et al.,
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2006). O uso de residuos organicos juntamente com minhocas, aumenta a capacidade de
troca cationica e liberacdo de nutrientes para o cultivar. Logo, promove o crescimento da
planta, sendo muito bem aceita e comparada com outros hormonios de crescimento, como
auxinas e giberelinas (Cavender et al., 1999). quando a SH é isolada a partir do
vermicomosto,

Solos do Ecossistema Manguezal séo caracterizados por possuirem alta carga de matéria
organica, devido a decomposicdo constante de serapilheira, e pela alta influéncia da maré.
Esta possui saturacdo da agua por salinidade, ampla variacdo do pH, e capacidade de troca
catidnica. Além disso, dependendo da ocupacdo ao entorno deste ecossistema, pode ocorrer
0 acumulo de matéria organica pelo acumulo de efluentes tratados e nédo tratados,
tornando-se determinante na qualidade ambiental desse ecossistemas bem como
impactando a vegetacdo dos mesmos (Ferreira, 2002).

Dentro da composicdo das SH esta presente a fracdo de acido humico (AH), definido
como a associacdo de compostos hidrofébicos estabilizados em pH neutro (Piccolo, 2002).
Estudos relatam que o AH tem promovido um aumento no crescimento do vegetal,
promovendo desenvolvimento de raizes laterais, além de muitos estimulo a partir de
moléculas bioativas. Essas podem ocasionar modificacbes no metabolismo do cultivar e
influenciar o transporte idnico, proporcionando a melhora da absorcéo, respiracdo e de
reagOes enzimaticas (Canellas et al., 2002; Canellas et al., 2010; Nannipieri et al., 1993).

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos fisioldgicos e bioquimicos de espécimes de
Zea mays L. expostos a concentracbes de &cido humico extraidos de lodo de esgoto,
vermicomposto e Ecossistema Manguezal, visando o uso destes como insumos agricolas.

Material e Métodos
A amostra do lodo utilizada no presente estudo foi disponibilizada pela Companhia

Espirito Santense de Saneamento (CESAN), enquanto a amostra do &cido humico do
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mangue e vermicomposto foi disponibilizada pelo Laboratério de Ecologia e Matéria
Organica, Universidade Vila Velha, Vila Velha, Espirito Santo, Brasil. As amostras,
citadas acima, foram peneiradas e secas para que fosse realizada a extracdo das substancias
himicas pelo método recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas
(IHSS). Por meio de solubilidade de NaOH 0,5 mil L™, na promogéo sélido:soluto 1:10
(m:v). Para obter o acido humico foi efetuada a acidificacdo da solucéo até pH 1 — 1,5, com
HCI 6 mol'. Posteriormente os AH foram lavados com agua deionizada, dispostos em
membrana de 14 kDa para dialise e liofilizados.

Com relacdo as concentracfes utilizadas no estudo, acido humico extraido do lodo de
esgoto, utilizou-se as concentragdes de 0,5 mMC L™; 1 mMC L 2 mmc L 4 mMme L?
conforme Rocha (2014). O &cido hdmico do mangue (Goulart, 2013) foi definida a
concentracdo de 6,76 mMC L™. E foi utilizado o &cido himico vermicomposto a 1,85
mMC L™ (Torrico, 2011) como controle positivo.

Para a realizacdo da avaliacdo fisiologica e metabdlica no cultivar milho, foram
utilizadas sementes de Zea mays L. (Hibrido Embrapa- BR 206, Brasil). As mesmas foram
imersas em solucdo de NaClO (1%) por 30 minutos para desinfestacdo, sendo
posteriormente mantidas em agua deionizada por trés horas. As sementes foram colocadas
em papel-filtro para germinacgdo no escuro com temperatura média de 26°C.

Apobs quatro dias de germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos tipo
hidroponia sobe aeracdo constante, contendo solucdo de Hoagland, modificada para Y2 de
forca molar (Hoagland & Arnon, 1950). Esta solugdo foi considerada como controle
negativo, enquanto os demais tratamento receberam a adi¢cdo dos &cidos humicos nas
respectivas concentragdo, conforme citado anteriormente.. O pH foi mantido ajustado entre

5.8 e 6.0 nos tratamentos durante a exposicao.
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Os tratamentos tiveram periodo de 15 dias de exposicdo ao cultivar em casa de
vegetacdo do Departamento de Ciéncias Biologicas/fCCHN na Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), campus Goiabeiras (20°16°29.97”’S ¢ 40°18°21.19” O).

Apds 15 dia de experimento, realizado em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncias BioldgicassfCCHN na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), campus
Goiabeiras (20°16°29.97”S e 40°18°21.19” 0O), 10 individuos foram retirados de forma
aleatdria de cada tratamento para a realizacdo das medicbes de altura, area foliar (Area
Meter, LI-COR 3100, USA), massa fresca e seca (Estufa a 60°C), comprimento das raizes,
diametro e contagem do nimero de folhas. A partir disso, foram calculadas as a razéo de
area foliar por nimero de folhas, razdo de raiz por parte aérea, massa foliar especifica,
razdo de area foliar e comprimento da raiz, e a proporcao de biomassa no individuo por
meio das massas secas de parte aérea e raizes (Hunt, 1982; Rocha et al., 2009).

O teor de pigmentos cloroplastidicos foi determinado por meio da extracdo via DMSO
(dimetilsulféxico), consistindo na retirada da folha basal mais desenvolvida coletada de
cinco individuos de cada tratamento. Um disco de 1cm? foi retirado de cada folha e imerso
em 7mL de DMSO, sendo posteriormente colocado em banho-maria a 70°C por 30
minutos no escuro. A leitura do extrato foi realizada em espectrofotémetro (Genesys 10 S
UV-Vis, Thermo Scientific, EUA) em absorvancias de 480, 645 e 663 nm (Hiscox &
Israelstam, 1979; Argenta et al., 2001).

Para a avaliagdo da densidade estomética (mm?), cinco amostras de folhas de cada
tratamento foram retiradas e utilizadas para a realizacdo da impressdo estomatica
utilizando uma gota de cola instantdnea (TEKBOND) em uma lamina histologica. Foram
analisados cinco campos opticos aleatdrios, por individuo/lamina, totalizando 25 campos

Opticos por tratamento.
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Para realizacao da atividade hidrolitica das bombas de proton foi realizado o isolamento
da fracdo microssomal por meio de centrifugacao diferencial (Giannini e Briskin, 1987). O
material biologico foi pesado e homogeneizado em tampao de extracao (sacarose 250 mM,
glicerol a 10 %, DTT 5 mM, EDTA 5 mM, PVP-40 0,4 %, KCI 100 mM, BSA 0,3 %,
PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, Tris-HCI pH 8,0 100 mM) na relagcdo 1:2 (peso de
tecido/volume de tampdo). O homogenato foi filtrado e submetido a centrifugacdo a
300.000 rpm durante 15 min. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugacdo a
100.000 g por 45 min. O precipitado foi ressuspendido em solucdo tampdo contendo
glicerol a 15 %, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, banzamidina 1 mM, Hepes-KOH 10 mM pH
7,6 e EDTA 5mM. Toda a manipulacéo foi realizada entre 0 e 4°C

As atividades hidroliticas das bombas de H" foram determinadas
colorimetricamente segundo o método descrito por Fiske & Subbarow (1925). A reacéo foi
iniciada com a adicdo de ATP 1mM ou PPi 1mM, e finalizada com a adicdo de &cido
tricloroacético em uma concentracdo final de 10 % (v/v) ap6s 50 minutos de reacdo. O
meio de reacdo foi composto por Hepes-Tris pH 6,5 (membrana plasmatica) ou 7,0
(membranas vacuolares) 50 mM, MgSO,4 3 mM, NaMoQO, 0,2 mM, KCI 100 mM, e 30 ug
de proteina. O inibidor ortovanadato de sodio 0,2 mM foi utilizado para diferenciar as
atividades das ATPases tipo P das atividades das ATPases do tipo V. A hidrolise de PPi foi
aferida através de sua dependéncia por K*. A proteina total contida na preparagio foi
dosada pelo método cléssico descrito por Bradford (1976), utilizando BSA como proteina
padréo.

O objetivo de verificar os efeitos dos acidos humico, proveniente do lodo de esgoto
sanitario, Ecossistema Manguezal e Vermicomposto, em plantulas de Zea mays L. sobre os

aspectos densidade estomatica, morfologicos e bioquimicos foi avaliado pela analise de
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variancia ha um fator (ANOVA) e quando os dados nao seguiram a distribuicdo normal, se
requereu o teste de Kruskal-Wallis.

As andlises anteriormente citadas somente indicam que ha pelo menos um par de
médias ou medias que se diferem, portanto, para verificar onde que se encontram estas
diferencas foi utilizado o teste de Tukey, utilizando o programa Graphpad Prism 6.

Resultados e Discussao

Diante dos dados analisados foi possivel mensurar que a concentragéo de 1,0 mMC L™
do AHLE apresentou ser melhor significativamente do que o controle em varios
parametros, tais como: MFPA (massa fresca de parte aérea), MSPA (massa seca de parte
aérea), MST (massa seca total), MFE (massa fresca especifica), AFE (&rea foliar
especifica), AFU (area foliar unitaria). Sendo o mesmo evidenciado para a melhor
concentracdo de 6,76 1 mMC L™ do AHM, e 1,85 mMC L™* do AHV apenas para os
parametros MSPA (massa seca de parte aérea), MST (massa seca total), MFE (massa
fresca especifica), AFE (area foliar especifica).

O aumento da matéria seca pode estar relacionado com a disponibilidade de nitrogénio,
uma vez que € o nutriente mais requerido pelas culturas e a resposta das plantas é
diretamente proporcional a interagdo deste elemento, juntamente com o potéssio (Higuti et
al., 2010). Esse acumulo de massa seca também foi evidenciado por Berton et al. (1997),
gque mensurou maior incremento de materia seca em plantulas de milho tratadas com lodo
de esgoto ndo pelotizado e adi¢do de CaCO3 e Simonete et al. (2003), que tratou plantas de
milho com concentracdes de lodo de esgoto e evidenciou que houve uma interacédo entre as
oncentracOes independentes e juntamente com o potassio proporcionando maior producao
de matéria seca.

Com relagdo a AFE as plantas investem na maior proporcdo de fotoassimilados, e

outros recursos no aumento da area foliar. Geralmente esta alteracdo possui 0 objetivo de
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aumentar a captacdo de luz, aumentando a eficiéncia fotossintética do vegetal, além de
maximizar o ganho de carbono por unidade de massa foliar (Gobbi et al., 2011).

Parametros como MFE e AFE apresentaram valores significativos para concentracdes
de 0,5 mMC L™ do AHLE, 2 mMC L™ do AHLE e 4 mMC L™ do AHLE. Estas duas
ultimas também apresentaram valores significativos para AFU.

Estudos apontam que as SH influenciam no crescimento das plantas (Canellas et al.,
2002; Canellas et al., 2010), estes efeitos podem ser explicados pela interacdo entre as SH
e 0s processos metabolicos e fisioldgicos do vegetal (Trevisan et al., 2010), podendo a SH
estimular a absorcdo de nutrientes além de influenciar a permeabilidade celular, havendo
regulacdao de mecanismos relacionados ao crescimento vegetal (Piccolo, 2002).

Diante dos dados obtidos e analisados, houve um aumento na concentracdo das
clorofilas a, b, total e carotenéides para o tratamento AHLE na concentragdo 1,0 mMC L™
(Tabela 2), quando comparado ao controle e a melhor concentracdo de AHM (6,76 mMC
LY. O aumento de clorofila b no tratamento citado pode ser decorrente a uma
caracteristica de adaptacdo, uma vez que a clorofila b possui capacidade de absorcao de
comprimentos de ondas diferentes da clorofila a, e assim transfere para o centro de reagéo,
proporcionando 0 aumento da captura energética que atua nas reagdes fotoquimicas
(Martins et al., 2009).

Alteracdes na biossintese das clorofilas podem proporcionar vantagens no crescimento
e sucesso reprodutivo do vegetal além de auxiliar no seu desempenho fotossintético.
Valores altos da fotossintese sdo capazes de atingir um alto valor da concentracdo de
clorofila, no entanto, esta relacdo pode ndo ser evidenciada uma vez que a fase bioquimica
da fotossintese pode limitar o processo (Taiz & Zeiger, 2004). De forma ecologica, as
diversas alteracdes na biossintese de clorofilas podem proporcionar uma eficiéncia no

crescimento e sucesso reprodutivo dos vegetais (Larcher, 2004). Maiores quantidades de
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carotenoides possui relacdo com o funcionamento das moléculas fotoprotetoras por meio
de dissipacdo do estado excitado da clorofila (Garcia-Plazaola et al., 1999), obtendo um
papel fundamental da captura de luz, sendo importante para a protecdo da reacdo da
fotossintese (Ort, 2001).

Essa variacdo da clorofila também foi evidenciado por Costa (1994), que estudou a
acao de compostos organicos em plantas de alface, e verificou que a fertilizacdo dos solos
com compostos organicos promoveu significativo aumento no teor de clorofila. Assim, de
uma maneira geral os materiais humicos, quando em solucdo, tiveram a capacidade de
disponibilizar ao substrato minerais que sdo absorvidos pelas raizes das plantas. Alguns
destes fazem parte da estrutura quimica da clorofila, tais como Ca, Mg, Fe e P, que podem
alterar na sua formacdo quando nédo disponiveis em quantidades suficientes na planta. Essa
evidéncias foi relatada por Nardi et al. (2002), Ertani et al. (2013) e Rocha (2014), na qual
tratamentos de diferentes espécies de plantas com SH proporcionou um aumento no teor de
clorofila, influenciando diretamente na taxa fotossintética liquida.

Por meio de analise da quantidade de estdmatos na folha, foi possivel observar que ndo
obteve variacdo significativa dos tratamentos em relacéo ao controle (Tabela 3), no entanto
a concentracdo de 1 mMC L™ do AHLE apresentou diferenca na quantidade no niimero de
estdmatos, adaxial, juntamente com as concentracdes 6,76 mMC L do AHM e 1,85
mMC L do AHV quando que comparadas ao controle. O mesmo ocorre com o parametro
abaxial destas ultimas citadas.

Trabalho de Palanivell et al. (2013) também relatam sobre materiais humicos e suas
diferencas de pesos moleculares promovem alteracdo na quantidade de estbmatos. Sendo,
0s estbmatos, de extrema importancia para avaliagdo e determinacdo do mecanismo de
transpiracdo e controle de trocas gasosas com 0 meio ambiente, sendo este mecanismo

influéncia direta da fotossintese e produtividade vegetal (Azevedo et al., 2012). Sendo
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clara a contribuicdo do material vegetal sobre a fracdo humica do solo, e a contribuicao
deste na absorcdo de nutrientes e a fisiologia das plantas (Demétrio et al., 1998).

Diante dos dados obtidos para as enzimas do metabolismo energético vegetal (ATPase
e PPase), observa-se que a atividade da P-H'-ATPase foi estimulada pela dosagem de 1,85
mMC L* do AHV quando comparada ao controle, no entanto, tal estimulo ndo foi o
suficiente para provocar mudancas expressivas sobre a bioenergética do vegetal, atribuindo
a algumas dosagens atividade menor que ao controle, 6,75 mMC L™ do AHM e 0,5 mMC
L™ do AHLE, sendo assim, nenhuma das concentragdes aumentou a atividade da P-H*-
ATPase (Figura 1).

A P-H'-ATPase funciona como um indicador do funcionamento celular e a atividade é
afetada por diversos fatores ambientais, sendo possivel detectar estresse em nivel celular
(Palmgren, 1999). A queda da atividade para as demais concentracdes pode ser explicada
pela baixa disponibilidade de energia para que haja transporte de ions, podendo clarificar a
menor concentracio de K* (Azevedo, 2006). Uma vez que AH quando adicionados ao
meio de reacdo inibem a atividade hidrolitica das P-ATPases, corroborando com o trabalho
de Canellas et al.(2002).

Com relagéo a atividade da pirofosfatase (PPase) o tratamento com a concentracédo 1
mMC L1 do AHLE de lodo de esgoto sanitario apresentou maior atividade hidrolitica da
bomba (Figura 2). O aumento dessa atividade promove uma maior liberacdo de Pi
inorganico, que juntamente com o ADP d&o formagdo ao ATP. Esse processo foi também
evidenciado em trabalho de Catunda (2008), com cultivares de milho quando submetidas a
estresse hidrico.

Esse aumento das atividades ATPasica e PPasica, utilizando-se diferentes materiais

himicos em relacdo ao controle, demonstra que o tecido da raiz pode estar com aumento
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da atividade transportadora de ions para dentro do vacuolo resultando em uma maior
demanda energética (Catunga, 2008).

Conclusoes

1. A adubacgdo com acidos humicos de diferentes fontes promovem acumulo de carbono e
aumento da &rea foliar em milho;

2. Acidos himicos proveniente de lodo de esgoto sanitario, lama de manguezal e
vermicomposto, apresentam comportamento distinto quanto a concentracdo ideal.
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Tabela 1: Anélise de crescimento e anatomia de Zea mays L. para os tratamentos com concentragfes de acidos himicos (AH) provenientes de
lodo de esgoto sanitario (LE), Mangue (M), Vermicomposto (V). Onde: Altura parte aérea (PA); Comprimento de raiz (CR); Ndamero de folhas
(NF); Area foliar (AF); Massa fresca de parte aérea (MFPA); Massa seca de parte aérea (MSPA); Massa fresca de raiz (MFR); Massa seca de
raiz (MSR); Massa seca total (MST); Razdo raiz /Parte aérea (Raiz:PA); Massa fresca especifica (MFE); Area foliar especifica (AFE); Razéo de
area foliar (RAF); Raz&o de massa radicular (RMR); Razdo de massa foliar (RMF); Razdo de Area Foliar e Ndmero de Folha (AF/F); Area
foliar unitaria (AFU); Razdo massa seca raiz e massa seca parte aérea (MSR/MSPA); Razdo comprimento raiz e massa seca raiz (CR/MSR);

Razdo massa seca parte aérea e massa seca total (MSPA/MST); Massa seca raiz e massa seca total (MSR/MST).
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Altura (PA)*
CR**

NF*

AF**

MFPA*
MSPA*
MFR**

MSR*

MST*
Raiz:PA*
MFE (g/cm2)*
AFE (cm2/g)*
RAF (cm2/g)**
RMR*

RMF*
AF/F**
AFU**
MSR/MSPA**
CR/MSR*
MSPA/MST*
MSR/MST**

AH - LE ) AH-LE 3 AH-LE ) AH -LE ) AH-M ) AH-V ) Controle
(0,5 mmMC L™ (1,0 mMC LY (2,0 mMC L™ (4,0 mMC L™ (6,76 mMC L %) (1,85 mMC L%
26.121+1.839°% 33.84+4.042™ 26.725+4.404° 26.725+4.190°% 29.413+4.960% 27.025+4.292° 35.513+3.997°
22.688+2.721° 30.38842.721% 27.600+2.721% 25.563+2.721%® 26.1632.721% 28.163+2.721% 35.063+2.721°
4.375+0.518% 4.125+0.641% 4.0+0.535 4.0+0.535 4.625+0.518" 4.25+0.463* 4.75+0.463"
37.695+6.712° 54.378+6.712% 48.479+6.712% 46.505+6.712% 67.913+6.712° 45.966+6.712% 60.715+6.712%
1.604+0.463 2.683+0.696 1.685+0.166% 2.043+0.253" 2.696+0.275° 1.98+0.434° 1.806+0.310%
0.711+0.010® 0.969+0.010% 0.686+0.007° 0.781+0.011% 1.088+0.014° 0.835+0.008 0.834+0.009%
0.395+0.075° 0.578+0.075° 0.485+0.075° 0.528+0.075° 0.653+0.075° 0.5+0.075° 0.64+0.075°
0.021+0.008° 0.029+0.020° 0.03+0.000° 0.02+0.008° 0.031+0.010° 0.024+0.009° 0.02+0.008°
0.73+0.018* 0.995+0.053% 0.713+0.009% 0.779+0.063% 1.119+0.018¢ 0.773+0.167™ 0.64+0.119°
0.031+0.011° 0.028+0.018° 0.04+0.000° 0.028+0.012a 0.029+0.010° 0.033+0.016° 0.031+0.015°
0.044+0.011° 0.079+0.073° 0.04+0.020° 0.048+0.010° 0.044+0.020° 0.066+0.053° 0.36+0.051"
52.99+10.999" 56.321+30.739" 70.816+21.363° 62.059+19.788™ 52.338+26.443" 37.304+28.184° 2.851+0.454°
51.411+9.751° 54.781+9.751% 68.209+9.751° 60.26+9.751° 50.978+9.751° 36.229+9.751° 74.521+9.751°
0.028+0.009° 0.028+0.018 0.039+0.004° 0.028+0.012° 0.028+0.009° 0.03+0.013° 0.031+0.015°
0.973+0.009° 0.973+0.018° 0.961+0.004° 0.973+0.012° 0.973+0.009° 0.97+0.013° 1.334+0.225"
8.636+1.934° 13.24+1.934° 12.464+1.934° 11.491+1.934° 12.736+1.934 7.338+1.934° 10.031+1.934°
46.699+3.758% 79.036+3.758° 72.559+3.758% 65.356+3.758* 61.259+3.758" 29.516+3.758° 40.914+3.758%
0.030+0.004° 0.029+0.004° 0.044+0.004° 0.026+0.004° 0.029+0.004° 0.034+0.004° 0.033+0.004°
1162.500+323.761°  1355.625+562.787%  920.000+252.530%  1362.708+583.673%  918.021+336.393%  1437.292+1009.553*  2053.125+1012.912°
0.975+0.011° 0.974+0.018° 0.963+0.007° 0.974+0.012° 0.972+0.007° 0.969+0.015° 1.000+0.000?
0.029+0.004? 0.028+0.004° 0.042+0.004° 0.026+0.004° 0.028+0.004° 0.032+0.004° 0.033+0.004°

Letras iguais na mesma linha néo diferem significativamente

*Teste Kruskall Wallis. Valores expressos por média+ desvio padrédo.
** Anova, Teste de Tukey (p<0,05). Valores expressos por média + erro padrao.
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Tabela 2: Teor de pigmentos fotossintéticos em Zea mays L. para os tratamentos com concentracdes de &cidos himicos (AH) de lodo de esgoto

sanitario (LE), Mangue (M) e Vermicomposto (V).

Tratamentos
AH - LE AH-LE AH-LE AH -LE AH-M AH-V Controle
(0,5 mMC L™ (1,0 mMC L™ (2,0 mMC L™ (4,0 mMC L™ (6,76 mMC L% (1,85 mMC L%
Clorofila a* 30,536+3,813% 52,221+16,422° 46,831+13,773™ 44,61+18,080™ 27,451+2,476° 47,51+23,002 30,622+9,989%
Clorofila b* 6,751+1,127™ 11,578+4,317° 8,175+3,807° 7,875+3,471™ 4,25+0,685 7,578+ 4,131% 4,326+1,612°
Clorofila Total* 49,875+6,228% 85,294+26,537° 76,331+22,493" 72,717 29,467 44,704%3,981" 77,387+37,482" 49,837+16,248°
Clorofila a/b** 4,574%0,720° 4,909+0,720° 6,143+0,720° 5,9+ 0,720 6,609+0,720° 6,538+ 0,720 7,478+0,720°
Carotendides* 59,967+13,536° 146,727+67,271° 101,31+62,685° 96,924+ 61,755° 32,927+6,061° 108,9+110,853™ 39,654+21,914%

Letras iguais na mesma linha néo diferem significativamente
*Teste Kruskall Wallis. Valores expressos por média+ desvio padréo.
** Anova, Teste de Tukey (p<0,05). Valores expressos por média + erro padrao.
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Tabela 3: Quantificacdo da densidade estomética em folhas de Zea mays L. para os tratamentos com concentracfes de &cidos humicos (AH) de

lodo de esgoto sanitario (LE), Mangue (M) e Vermicomposto (V).

Tratamentos
AH - LE AH-LE AH-LE AH-LE AH-M AH-V Controle
(05mMc LY @,0mMCLY (2,0 mMC L™ 4omMcLY  (6,76mMC LY (1,85mMC L™
Abaxial 63,6846,506°  63,160+8,237° 63,640+7,300°  58,400+6,086" 68,840+5,210 69,240+8,562° 64,360+6,303"
Adaxial 38,3245,959°  48,920+6,792°  41,360+3,675°  43,600+4,022°  45,800+4,539° 46,560+11,366 43,320+43,320°

Letras iguais na mesma linha néo diferem significativamente.
Teste Kruskall Wallis. Valores expressos por média+ desvio padréo.
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Figura 1: Atividade da bomba hidrolitica H*- ATPase em vesiculas isoladas de raiz em relagdo as
concentracdes de AHLE (0,5 mMC L™): 4cido himico lodo de esgoto; AHLE (1,0 mMC L™) : 4cido
htmico lodo de esgoto; AHLE (2,0 mMC L™): 4cido himico lodo de esgoto; AHLE (4,0 mMC L™):
4cido humico lodo de esgoto; AHM (6,76 mMC L™): 4cido himico mangue; AHV (1,85 mMC L™):

acido htimico vermicomposto.
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Figura 2 Atividade da pirofosfatase H*- PPase em vesiculas isoladas de raiz em relagdo as
concentracdes as concentracdes de AHLE (0,5 mMC L™): 4cido himico lodo de esgoto; AHLE (1
mMC L™) : 4cido hiimico lodo de esgoto; AHLE (2 mMC L™): cido himico lodo de esgoto; AHLE (4
mMC L™): 4cido himico lodo de esgoto; AHM (6,76 mMC L™): 4cido himico mangue; AHV (1,85
mMC L™): 4cido hdmico vermicomposto.



