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RESUMO

O processo de tratamento bioloégico dos lixiviados de aterros sanitarios resulta na
geracdo de grandes quantidades de lodo, caracterizados por conterem altas taxas de
matéria organica. Por meio do fracionamento quimico da matéria organica séo obtidos
os acidos humicos (AH), fracdo de comprovada eficiéncia sobre o crescimento vegetal,
promovendo melhorias no desenvolvimento das plantas. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar quimicamente os AH extraidos do lodo de lixiviado de aterro
sanitario e avaliar os efeitos da aplicacdo de diferentes doses dos AH por meio de
analises biologicas em plantas, visando minimizar os potenciais riscos da utilizacdo do
lodo in natura. Por meio de caracterizacdes quimicas, o acido humico apresentou
elevados teores de carbono e nitrogénio, podendo constituir uma importante fonte de
nutrientes para as plantas. Além disso, foram observadas alteragbes nas taxas de
absorcdo, na bioconcentracdo e na translocacdo de alguns nutrientes. Com relacao a
analise das enzimas antioxidantes, foi possivel observar aumento na atividade de
algumas enzimas com a aplicacdo de diferentes doses de AH. Além disto, foram
constatadas alteracdes citogenéticas por meio da analise de células meristematicas e
F1 de Allium cepa. Influéncias sobre o crescimento da planta também sao reportadas,
por meio de aumentos expressivos na area radicular e na altura de Zea mays. Em geral,
os dados de crescimento revelaram um maior investimento da planta na parte aérea,
provavelmente associado com a melhor eficiéncia do sistema radicular. Além disso,
também foram reportadas alteracbes na espessura da epiderme. Neste contexto,
apesar dos beneficios nutricionais e da comprovada atuacdo dos AH sobre o
metabolismo vegetal, 0os seus efeitos bioldégicos sobre enzimas do estresse oxidativo e
a sua capacidade citotoxica precisam ser melhor investigados. Devido a complexidade
do residuo, a utilizagdo de analises quimicas, genéticas, enzimaticas, fisioldgicas e
anatdmicas foi uma importante ferramenta para a avaliacdo da possivel aplicacdo dos

acidos humicos em plantas.

Palavras-chave: Zea mays; citotoxicidade; teste Allium cepa; analise de crescimento e

estresse oxidativo.



ABSTRACT

The process of biological treatment of landfills leachate results in the generation of large
amounts of sludge, characterized by containing high levels of organic matter. The
chemical fractionation of organic matter results in humic acids (HA) that has been
demonstrated with high efficiency on the plant growth promoting improvements on
development. This work aimed to evaluate the effects of exposure of plants to different
doses of HA extracted from sludge landfill by chemical and biological analysis, to
elucidate the effects of this organic material and minimize the potential risks of using
sludge in natura. Chemical characterization of HA showed high carbon and nitrogen
levels, which can consist in an important source of nutrients for plants. Furthermore,
effects were observed in the absorption rates and in factors of bioconcentration and
translocation of some nutrients. Regarding the analysis of antioxidant, enzymes were
possible to observe different effects of HA with the each dose applied. Furthermore,
cytogenetic abnormalities were detected in meristematic cells and Fi. Actions on plant
growth are also reported through significant increases in root area and height. In
general, growth data showed an investment in the plant shoot, probably associated with
the improved efficiency of the root system. Moreover, alterations on thickness of the
epidermis were also reported. In this context, despite the evidenced nutritional benefits
and the activity of HA on plant metabolism, their biological effects on oxidative stress
enzymes and its cytotoxic capacity need to be clarified. Due to the complexity of the
compound, the use of chemical, genetic, enzymatic, physiological and anatomical

analyzes was an important tool in evaluating the application of humic acids in plants.

Keywords: Zea mays; cytotoxicity; test Allium cepa; growth analysis and oxidative

stress.
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1 INTRODUCAO

A produgdo crescente de residuos solidos constitui um importante e emergente
problema na sociedade atual, sendo os aterros sanitarios a forma mais adequada e
usual de destinacdo final destes residuos (BADERNA et al., 2011). Apdés o
condicionamento dos residuos nos aterros, ocorrem diversos processos biologicos e
quimicos naturais que geram um liquido proveniente da digestdo de matéria organica
sélida por acéo bacteriana, denominado lixiviado de aterro sanitario ou, genericamente,
chorume (CELERE et al., 2007).

Devido as altas taxas de poluentes organicos e inorganicos, presentes no lixiviado,
torna-se necessario a implementacéo de métodos adequados de descarte e tratamento
desses lixiviados para evitar que este residuo represente uma fonte de contaminacao
de solos e de recursos hidricos (LABANOWSKI et al., 2010). O tratamento biol6gico &
uma pratica frequentemente utilizada para lixiviados de aterros sanitarios (ATMACA,
2009), onde a remocéo de grande parte do material particulado produzido durante o
processo forma o lodo de lixiviado (NAGASHIMA et al., 2010). Devido ao alto teor de
matéria organica presente no lodo, este tem sido foco em diversos trabalhos, que
visam a sua utlizagdo para diversos fins (TSUTIYA, 2001; ADANI et al., 2010;
BADERNA et al., 2011).

O lodo de aterro sanitario gerado apds o processo de tratamento biolégico é composto
majoritariamente pelo principal componente da matéria organica, denominado de
substancias humicas (SH). Alguns autores relatam a influéncia das SH no metabolismo
vegetal (CANELLAS et al., 2012; D’ORAZIO; SENESI, 2009). Dentre as SH, os acidos
hamicos (AH) sdo os mais comumente estudados (XIAOLI et al., 2013; ADANI et al.,
2010) apresentando diversos efeitos estimulatérios sobre as plantas, por serem
moléculas bioativas, que podem acessar receptores dentro ou fora da célula
(CANELLAS et al., 2002).



Apesar das vantagens relacionadas a acdo das SH, ja foram observados efeitos
controversos, como a estimulacdo de enzimas de estresse e a geracao de moléculas
reativas de oxigénio (CORDEIRO et al., 2011; GARCIA et al., 2012), afetando o
crescimento e desenvolvimento de diferentes espécies vegetais (FOREMAN et al.,
2003). Estes compostos modificam o metabolismo das plantas e podem: melhorar o
transporte de ions, facilitando a absorcdo; promover aumento da respiracdo e da
velocidade das reacdes enzimaticas do ciclo de Krebs, devido a maior producédo de
ATP; alterar o conteudo de clorofila; modificar a velocidade de sintese dos acidos
nucléicos e ainda alterar atividade de diversas enzimas (NANNIPIERI et al., 1993).
Além disso, j& foram observados efeitos na abertura estomatica (PALANIVELL et al.,
2013) e no desenvolvimento do sistema vascular das plantas, promovendo crescimento
tanto do sistema radicular quanto da parte aérea (SILVA et al., 1999). A maioria dos
efeitos descritos ja foram observados para altas dosagens de substancias humicas
originadas de diferentes fontes orgéanicas (lodo de esgoto, compostos organicos, turfa e
acidos humicos comerciais) (AYUSO et al., 1996).

Por outro lado, por constituirem macromoléculas de massa relativamente elevada, o
efeito fisiolégico direto das fracbes humificadas, tais como os acidos himicos (AH), é
incompativel com seu tamanho e, consequentemente, com sua entrada na célula por
meio das membranas biologicas. Sendo assim, a promocdo no crescimento vegetal
nao esta completamente elucidada e tem sido justificada, pelo aumento da solubilidade
de micronutrientes com a formacdo de complexos soluveis (CHEN et al.,, 2003;
GARCIA-MINA et al., 2004) ou, ainda, pelo aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica (VISSER, 1982).

Dentre as espécies vegetais, o milho tem sido utilizado em diversas pesquisas com SH
devido seu elevado potencial produtivo, acentuada habilidade fisiologica na conversao
de compostos minerais em organicos (SEVERINO et al., 2005; CRUZ et al., 2008) e ser
um organismo teste eficiente, por apresentar alta sensibilidade a exposicdo de
substancias humicas (PINTON et al. 1999; CANELLAS et al., 2002; QUAGGIOTTI et
al., 2004; PALANIVELL et al., 2013).
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Devido a complexidade de respostas associadas as SH, a integracdo de andlises
quimicas, citogenéticas, bioquimicas, fisiolégicas e anatdmicas configuram dados
consistentes para avaliar a resposta das diferentes espécies vegetais frente aos efeitos
da aplicacdo destes compostos. Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os
efeitos da exposicao de plantas a diferentes doses de &cidos himicos extraidos de lodo
de aterro sanitario, por meio da integracdo de analises quimicas e bioldgicas, visando

elucidar os efeitos e potenciais riscos da utilizacdo deste composto.

11



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS SOLIDOS

Uma grande preocupacdo ambiental da sociedade moderna esta relacionada a
producdo de residuos solidos. Com a intensificagdo do processo industrial, aliada ao
crescimento da populacdo e a consequente demanda por bens de consumo, sdo
produzidas quantidades significativas de residuos solidos, caracterizados por
constituirem misturas altamente complexas (CELERE et al., 2007; SOARES et al.,
2007).

O sistema de gerenciamento dos residuos sélidos urbanos (RSU) é composto por
atividades de geracao, acondicionamento, coleta, transporte, reaproveitamento,
tratamento e destinacdo final. Atualmente, o método de tratamento de RSU mais
utilizado e que apresenta menor custo consiste em sua estocagem no solo, em locais

apropriados, denominados de aterros sanitarios (LEITE et al., 2004).

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1985) define os aterros sanitarios
como uma técnica de disposicdo de residuos sélidos urbanos no solo, sem causar

danos ou riscos a saude publica e a seguranca, minimizando os impactos ambientais.

AplOs 0 armazenamento, 0S residuos presentes nos aterros sanitarios passam por
diversos processos biolégicos e quimicos naturais, gerando, dentre outros, residuos
liguidos provenientes da digestdo de matéria organica solida por acdo de bactérias
endémicas. Devido a presenca de umidade e com a percolacdo das aguas das chuvas
nas areas dos aterros, estes compostos, ricos em matéria organica, originam um
liquido escuro denominado lixiviado de aterro sanitario ou, mais genericamente,
chorume (CELERE et al., 2007; BADERNA et al., 2011).

12



2.2 LIXIVIADOS DE ATERROS SANITARIOS

2.2.1 Caracteristicas quimicas e biolégicas dos lixiviados

Os lixiviados de aterros sanitarios sédo originados da degradacdo da matéria organica
sélida, dispostas nestes locais, por meio da acdo de exo-enzimas bacterianas, cuja
acao leva a solubilizacdo da matéria organica e, consequentemente, a assimilacao
desta pelas préprias células bacterianas. Esse processo € influenciado por diversos
fatores como a umidade, a temperatura, a topografia do aterro, a geologia local, além
do regime e intensidade das chuvas, formando um residuo de composicéo fisica e
guimica variavel (PACHECO; PERALTA-ZAMORA, 2004; CELERE et al., 2007).

Segundo Christensen et al. (2001), o lixiviado é considerado um liquido de matriz
complexa, composta por quatro fragbes principais: (I) matéria organica dissolvida
(formada principalmente por acidos graxos volateis, acidos himicos e acidos fulvicos);
(I compostos organicos xenobioticos (representados por hidrocarbonetos aromaticos,
compostos de natureza fendlica e compostos organoclorados alifaticos); (llI) macro
componentes inorganicos (dentre os quais se destacam Ca, Mg, Na, K, NH3, NH4*, Fe,
Mn, Cl, SO4* e HCO3); e (4) metais potencialmente téxicos (Cd, Cr, Cu, Pb, Ni e Zn).
Além disso, compostos como B, As, Se, Ba, Li, Hg e Co também podem ser

encontrados nos lixiviados, porém em menores concentracoes.

Dessa forma, o manejo dos lixiviados de aterros sanitarios requerem rigidas medidas
de seguranca, devido a presenca de substancias altamente sollveis e toxicas que,
guando mal administrados, podem alcancar os recursos hidricos superficiais ou até se
infiltrar no solo, atingindo as aguas subterrdneas, comprometendo a qualidade e os

potenciais usos destes mananciais (LABANOWSKI et al., 2010).
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2.2.2 Processo de producéo do lodo de lixiviado de aterro sanitario

O processo de tratamento dos lixiviados proveniente de aterros sanitarios é composto
por trés unidades: (I) um reator no qual os microrganismos aerébicos responsaveis pela
assimilacdo da matéria organica sdo mantidos em suspensdo sob aeracao; (ll) o
tanque de sedimentacdo em que ocorre a separacdo das fases liquidas e sélidas; e (lll)
um sistema de reciclagem que retorna uma percentagem de solidos sedimentados na

unidade de separacéo liquido-solido para o tanque de aeracdo (MORAIS et al., 2006).

Durante o tratamento, o processo de coagulacao/floculacdo tem por finalidade
transformar o material solubilizado e as particulas em suspensao fina ou em estado
coloidal, em agregados maiores. A remocao destes agregados ou flocos é responsavel
pela clarificacdo do lixiviado, resultando no acumulo de lodo. Tal residuo apresenta
materiais inorganicos e organicos, derivados do lixiviado, e outros constituintes,
resultantes dos compostos quimicos aplicados no tratamento do lixiviado. Desta forma,
assim como os lixiviados gerados nos aterros sanitarios, os lodos gerados pelo
tratamento devem estar de acordo com os padrbes e normas que regulamentam a
disposicao de residuos (NAGASHIMA et al., 2010).

O lodo de aterro sanitario, posteriormente passa por um processo de secagem e,
devido ao alto teor de matéria organica vém sendo utilizados em diversas pesquisas,
que visam a utilizacdo em areas agricolas (TSUTIYA, 2001; ADANI et al., 2010;
BADERNA et al., 2011).

2.2.3 Utilizacao e aplicacfes do lodo de aterro sanitario na agricultura

A aplicacdo e reutilizagdo de lodos sanitarios tém sido feitas mundialmente por
minimizar a exploragédo de recursos naturais, por reduzir a quantidade de residuos com
restricbes ambientais quanto a sua destinacao final, por viabilizar a reciclagem de

nutrientes, promover melhorias fisicas, especialmente na estruturacdo do solo e por

14



apresentar uma solucao definitiva para a disposicdo do lodo (ANDREOLI; PEGORINI,
2000).

O aproveitamento de aguas residuais ricas em material organico tem sido adotado,
com frequéncia, como forma de disposicdo final adequada desses residuos, com o
objetivo de se obter uma melhoria na qualidade do solo e um consequente aumento na
produtividade de muitas culturas agricolas (MATOS et al., 2008).

Para a aplicacdo do lodo na agricultura é necessaria a avaliagdo de sua qualidade
quimica e toxicoldgica, para que seja evitada qualquer contaminacao da area destinada
a aplicacdo. Para isso, € importante controlar as possiveis adicbes de nutrientes e
metais pesados ao solo. Nesse contexto, a resolugio CONAMA 375/06 (BRASIL,
2006), define critérios e procedimentos para o uso agricola de lodos e seus produtos
derivados e determina a concentracdo maxima de metais pesados permitida nesses

residuos.

2.3 SUBSTANCIAS HUMICAS

2.3.1 Caracteristicas quimicas e estruturais

As SH sao tradicionalmente consideradas como macromoléculas que apresentam
acidez e elevada massa molecular, sendo extraidas de solos, residuos/compostos
organicos e sedimentos, principalmente por solugbes alcalinas (TAN, 2003). As SH
constituem o principal componente da matéria organica dos solos, das aguas e dos
sedimentos, e por definicdo, possuem coloracdo escura originada da oxidacdo e
subsequente polimerizacdo da matéria organica, constituindo uma mistura heterogénea
de moléculas polidispersas, que apresentam grupos funcionais distintos, sendo

responsaveis por inimeros processos naturais (STEVENSON, 1994).
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Com base nas suas solubilidades em meio aquoso, as SH s&o usualmente
classificadas em: (I) &cidos fulvicos (AF), que constitui a fracdo sollivel em qualquer
valor de pH; (Il) acidos humicos (AH), que representa a fracao solivel em meio alcalino
e insoluvel em meio acido (pH <2); (Ill) humina, fracéo insolivel em qualquer condicao
de pH (STEVENSON, 1994).

Atualmente, com o desenvolvimento de novas tecnologias e por meio da utilizacdo de
analises quimicas e espectroscopicas de maior eficiéncia, o conceito de SH foi
redefinido, como uma associacdo supramolecular de pequenas moléculas
heterogéneas, estabilizadas por ligacbes fracas, que podem ser desmontadas, por
exemplo, por acidos organicos exsudados das raizes das plantas. Nesse sentido, os
acidos falvicos (AF) foram definidos como uma associacdo de pequenas
macromoléculas hidrofilicas que apresentam uma quantidade de grupamentos
funcionais &cidos suficientemente grandes, para se manter dispersos em qualquer valor
de potencial hidrogenioénico (pH). A fracdo de acidos humicos (AH), por sua vez, foi
definida como associacfes de materiais humificados, onde predominam compostos
hidrofébicos (cadeias polimetilénicas, acidos graxos, esteroides), que sao estabilizados
em pH neutro por forcas hidrofilicas dispersivas (PICCOLO, 2002).

2.3.2 Atividade biol6gica

O efeito das substéncias humicas sobre o metabolismo das plantas foi resumido por
Nannipieri et al. (1993) como resultado (I) da influéncia positiva sobre o transporte de
ions, facilitando a absorgéo; (II) do aumento da respiracédo e da velocidade das reacdes
enzimaticas do ciclo de Krebs, resultando em maior producéo de ATP; (lll) do aumento
no conteudo de clorofila; (IV) do aumento na velocidade e sintese de acidos nucléicos;
(V) do efeito seletivo sobre a sintese protéica e (VI) do aumento ou inibicdo da

atividade de diversas enzimas.

Por constituirem macromoléculas de massa relativamente elevada, o efeito fisiologico

direto das fracdes humificadas, tais como os &cidos humicos (AH), € incompativel com
16



seu tamanho e, consequentemente, com sua entrada na célula através das membranas
biolégicas. Sendo assim, a promo¢do no crescimento vegetal tem sido justificada, pelo
aumento da solubilidade de micronutrientes com a formacédo de complexos solUveis
(CHEN et al.,, 2003; GARCIA-MINA et al., 2004) ou, ainda, pelo aumento da
permeabilidade da membrana plasmética (MP), ja que as SH tém um conhecido efeito
surfactante e, portanto, sdo capazes de dissolver a camada lipidica das membranas
biologicas (VISSER, 1982). Por outro lado, o aumento da permeabilidade das
membranas bioldgicas, por meio da dissipacdo de potencial, provocado pela abertura
dos poros das camadas lipidicas, sem dulvida, altera a sua permeabilidade, mas
acarreta perdas na seletividade da membrana. Essa condicdo é essencial para a
homeostase celular, pois, apesar de facilitar a entrada dos ions na célula, a saida

desse é igualmente facilitada.

Outros trabalhos indicam que as SH também podem atuar no metabolismo vegetal da
mesma forma como os hormdénios, ou seja, mediante processos de sinalizacéo
molecular. Bottomley (1917) verificou intensa promocéo de crescimento com pequenas
concentracdes de SH. Sistematicamente vem sendo encontrada atividade hormonal em
SH de baixa massa molecular (AF) (PIZZEGHELLO et al., 2001; NARDI et al., 2000),
substancias humicas sollveis em agua (QUAGGIOTTI et al., 2004) e substancias
hamicas extraidas com acidos organicos (NARDI et al., 2005). Além disso, os efeitos
fisiolégicos diretos de AH foram, ha bastante tempo, avaliados por pesquisas com
radioisotopos, mostrando haver evidéncias da absor¢do de AH pelas células (FLAIG,
1968; KONONOVA, 1982).

Neste contexto, acredita-se que os AH tenham efeitos estimulatorios sobre as plantas
devido a liberacdo de moléculas bioativas, que podem acessar os receptores dentro ou
fora da célula. Estudos anteriores ja detectaram a atuacdo destes compostos na
ativacdo da H*-ATPase da membrana plasmatica em plantas de milho, exercendo um
papel no crescimento de células vegetais (CANELLAS et al., 2002). Todos esses

efeitos estdo associados a acdo da auxina, um hormdnio vegetal que ativa a H*-
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ATPase (MORSOMME et al., 2000), corroborando assim a atividade tipo-hormonal dos

acidos humicos.

Outros efeitos atribuidos as SH sdo a estimulacdo da absorcdo e do transporte de
nutrientes e efeitos na abertura estomatica (PALANIVELL et al., 2013). Além disso,
estes compostos promovem o desenvolvimento do sistema vascular, levando a uma
melhor absorcdo de nutrientes, e estimulam o crescimento tanto do sistema radicular
guanto da parte aérea (SILVA et al., 1999). Estes efeitos ja foram observados também
para dosagens elevadas de SH originadas de diferentes fontes organicas (lodo de
esgoto, compostos organicos, turfa e 4cidos humicos comerciais) (AYUSO et al., 1996).

2.4 SISTEMA-TESTE Allium cepa L.

Bioensaios vegetais sdo0 mais sensiveis e mais simples em relacdo a maioria dos
métodos utilizados para detectar efeitos genotoxicos de poluentes ambientais, e tém
sido validados, em nivel internacional, por varios estudos que corroboram sua
eficiéncia (Yl et al., 2007; BIANCHI et al., 2011). Dentre eles, os vegetais mais usados
para este fim, sdo da espécie Allium cepa L. (Liliaceae) tem se mostrado um eficiente
organismo teste, pela sua sensibilidade e confiabilidade na avaliacdo dos potenciais
citotéxico, genotoxico e mutagénico de substancias quimicas, obtidos por meio de
alteracbes na atividade mitdtica e de aberracdbes cromossdmicas em células
meristematicas e Fi1 das raizes dessa espécie (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002;
TABREZ; AHMAD, 2011).

Espécimes de A. cepa possuem cromossomos grandes e em numero reduzido (2n =
16), sendo este fator fundamental para estudos de avaliagdo de danos cromoss6micos
e/ou de disturbios do ciclo de divisdo celular. Pelo teste de aberragdes cromossdmicas
em células meristematicas de A. cepa pode ser quantificada uma série de parametros
morfologicos e citogenéticos, dentre eles a morfologia e o crescimento da raiz, o indice

mitético, a inducdo de microndcleos e de anormalidades no ciclo celular, como C-
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metéfases, aderéncias cromossdmicas, pontes e fragmentacées cromossémicas, entre
outras (GRANT, 1994; EGITO et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A alta sensibilidade dessa espécie se deve, ao maior comprimento total dos
cromossomos dipléides e ao maior nimero de cromossomos metacéntricos. Assim, 0
teste do Allium revelou ser confidvel para o monitoramento de substancias quimicas
causadoras de citoxicidade e genotoxicidade (FENANDES, et al., 2009; FATIMA;
AHMAD, 2006; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; SIDDIQUI et al., 2011). Além disso,
a espécie tem sido indicada por outras vantagens, como baixo custo e facil manuseio
(LEME et al., 2008).

Além destas vantagens, o teste A. cepa € especialmente Util para estabelecer os danos
induzidos pela EROS (espécies reativas de oxigénio) ao nivel cromossémico (FATIMA;
AHMAD, 2005), onde as células apresentam sistema de enzimas oxidases capazes de
metabolizar hidrocarbonetos policiclicos e, apesar de outros sistemas-teste se
mostrarem mais sensiveis a esta deteccdo, os resultados gerados pelo teste de A.
cepa devem ser considerados como um alerta para outros organismos (FISKESJO,
1985).

2.5 CARACTERISTICAS DA ESPECIE Zea mays L.

Z. mays (milho) é uma espécie anual, cespitosa, ereta, com baixo afilhamento,
classificada no grupo das plantas C4, com ampla adaptacéo a diferentes condi¢des de
ambiente. A espécie € um membro da familia Poaceae, e constitui a segunda planta
cultivada mais importante no mundo, perdendo para as culturas de trigo. A espécie
possui elevado potencial produtivo e acentuada habilidade fisiologica na conversédo de
compostos minerais em organicos (SEVERINO et al.,, 2005; CRUZ et al., 2008).
Atualmente, é utilizada amplamente em diversos ensaios fisiolégicos, para deteccdo de
poluentes e para deteccdo das atividades bioldégicas das SH, apresentando notavel
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sensibilidade a estes compostos (TAN; NOPAMORNBODI, 1979; SILVA et al., 1999;
GRANT; OWENS, 2006; PALANIVELL et al., 2013).

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO EM PLANTAS

Diferentes situacfes podem causar estresse nas plantas, sejam elas de origens
naturais ou antropicas e com isso levar a um aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (CARRILLO; VALLE, 2005). O estresse oxidativo
corresponde a um estado em que ha uma elevada producdo de EROs, onde os

mecanismos celulares pro-oxidativos superam os antioxidantes (GRATAO et al., 2005).

As espécies reativas de oxigénio sdo também denominadas de radicais livres que,
embora ndo possuam elétrons desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de
sua instabilidade. A geracdo de EROs, tais como 0 &nion superoxido (O2™), o oxigénio
singlete (102), o perdéxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (OHe) tem
demonstrado serem agentes causadores de injdrias nos tecidos vegetais, depois da
exposicao das plantas a diferentes estresses (WANG et al., 2009). As EROs podem
interagir com muitos componentes celulares de forma ndo especifica, desencadeando
reacOes peroxidativas e causando danos as membranas e a outras macromoléculas
essenciais, tais como os pigmentos fotossintéticos, as proteinas, os acidos nucléicos e
os lipidios (FOYER et al., 1994; MITTLER, 2002).

As plantas, por sua vez, tém um sistema antioxidante complexo para evitar o dano
oxidativo das EROs que envolve ambas as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas e
enzimaticas (AZEVEDO-NETO et al, 2008). Defesas ndo enzimaticas incluem
antioxidantes tais como &cido ascérbico, a glutationa, a-tocoferol e carotendides.
Defesas enzimaticas incluem a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX) e outras enzimas ciclo ascorbato-
glutationa (GONDIM et al., 2010).
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A SOD catalisa a conversdo de Oz, gerado por meio de diferentes processos do
metabolismo celular, tais como o transporte de elétrons na mitocéndria e cloroplastos, a
H202. A redugdo na atividade da SOD ocorre com um aumento simultdneo da
acumulacdo de O2~. O radical Oz~ € um dos principais oxidantes responsaveis pela
peroxidacdo de lipidios e 0 consequente aumento na permeabilidade das membranas
(APEL; HIRT, 2004).

A catalase (CAT) é responsavel pela remocdo do H202, gerado em diferentes
processos nas plantas. Esta enzima é responséavel pela remocao de peréxidos toxicos
nas células, quando estes estdo em concentracbes altas, pois apresenta baixa
afinidade pelo H202, atuando na decomposicdo do peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio molecular (MITTLER, 2002).

Outra importante enzima do sistema de defesa antioxidante € a peroxidase do
ascorbato (APX). Primariamente localizada em cloroplastos e no citosol, esta enzima
reduz o H202 até agua, usando ascorbato como doador de elétrons. Este é reciclado a
ascorbato, por meio da utilizacdo da glutationa reduzida, a GSH, como doadora de
elétrons (RIZHSKY et al., 2003).

Alguns compostos também possuem um papel importante na protecdo das plantas,
como os carotenoides, que atuam protegendo o pigmento clorofila sob condi¢cdes de
estresse e sdo conhecidos por manter as reagfes fotodinamicas, minimizando os
efeitos da peroxidacgéo lipidica e impedindo o colapso da membrana dos cloroplastos
(SCANDALIOS, 1993).

A enzima Glutationa S-transferase (GST) tem acao desintoxicante em plantas, devido
sua capacidade de metabolizar uma grande variedade de compostos exdgenos toxicos.
Esta enzima catalisa o tripeptideo de glutationa (GSH) com uma grande variedade de
substratos hidrofébicos, eletrofilicos, e geralmente citotoxicos, produzindo conjugados

solliveis em agua com menores niveis de toxicidade (KREUZ et al., 1996). Dessa
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forma, as taxas de glutationa encontradas nas plantas sdo usualmente correlacionadas

como um efeito da tolerancia a xenobioticos (CATANEO et al., 2002).

2.7 IMPORTANCIA DAS ANALISES FISIOLOGICAS E ANATOMICAS

A analise de desenvolvimento e crescimento de espécies vegetais consiste em uma
forma de conhecer o funcionamento e as estruturas das plantas, bem como a
contribuicdo dos diferentes 6rgaos no seu crescimento total (CONCEICAO et al., 2005).
Assim como outros parametros fisiolégicos, a analise de crescimento €, também, um
instrumento que tem sido usado com o objetivo primordial de obter informagdes claras
do padrao de crescimento da planta ou de partes dela, permitindo comparagdes entre
situacdes distintas, que podem ser aplicadas as mais diversas modalidades de estudos
(NOGUEIRA; CONCEICAO, 2000).

A analise de crescimento constitui 0 meio mais acessivel e bastante preciso para
avaliar o crescimento e inferir a comportamento vegetal (BENINCASA, 1988; SHARMA
et al., 1993), constitui um método que segue a dindmica da producdo fotossintética,
sendo empregado para determinar a producdo liquida das plantas, derivadas do
processo fotossintético, como resultado do desempenho do sistema assimilatério,
durante determinado periodo de tempo (CARDOSO et al., 1987).

A andlise de crescimento ndo destrutiva visa estudar o desenvolvimento das plantas
permitindo a mensuracdo dos individuos durante o ciclo biolégico, tendo como valores
primarios a altura, o diametro caulinar e a area foliar da planta. Esse método tem sido
bastante utilizado para investigacdo do efeito de fendmenos ecoldgicos sobre o
crescimento na adaptabilidade de espécies em ecossistemas diversos, efeito de
competicdo de cultivares e influéncia de praticas agronémicas sobre o crescimento
(CARDOSO, 2006).
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Além das analises ja citadas, os estudos anatdmicos assumem grande importancia
quando associados aos aspectos ecoldgicos e fisiologicos, pois fornecem detalhes da
resposta estrutural da planta a determinado fator, contribuindo com informacdes
adicionais e relevantes, que auxiliam na interpretacdo de outros dados obtidos e no
comportamento da planta (SEGATTO et al., 2004).
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3 HIPOTESES

Com essa dissertacao foi possivel delinear duas hipdteses metodoldgicas:

H1 — Os acidos humicos provocarao alteracdes citogenéticas nas células das raizes de
Allium cepa L,;

H2 — As diferentes concentracdes de acidos humicos afetardo a bioquimica (enzimas
do estresse oxidativo), a fisiologia e a anatomia de plantulas de Zea mays L.;

HO — N&o serdo constatadas mudancas citolégicas, fisiolégicas e anatbmicas apés a
aplicacdo de acido humico.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos dos AH, provenientes do lodo de lixiviado de aterro sanitario, sobre
0S aspectos quimicos, bioquimicos, fisiolégicos e anatbmicos em plantas de Z. mays e

genéticos em células das raizes de A. cepa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Caracterizar quimicamente os AH, provenientes do lodo de lixiviado de aterro

sanitario;

b. Investigar os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos dos AH em A. cepa;

c. Avaliar possiveis alteracbes na taxa de crescimento e no teor de pigmentos
fotossintetizantes, causadas por diferentes concentracdes de AH em plantas de Z.

mays;

d. Avaliar as respostas enzimaticas em Z. mays causadas pela aplicacdo de acido

hdmico;

e. Analisar, quantitativamente, as alteracbes na anatomia de espécimes de Z.

submetidas a diferentes concentracfes de AH;

f. Quantificar a absor¢cdo e o teor de nutrientes nos 6rgdos vegetativos de Z. mays,

submetidas as diferentes concentragdes de AH.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de lodo de lixiviado de aterro sanitario foram coletadas apoOs tratamento
bioldgico realizado no Centro de tratamento de residuos de Vila Velha, Espirito Santo,
Brasil (20°27'28"S e 40°23'21"0) conforme os procedimentos de amostragem e
condicionamento especificados na Norma Brasileira para Amostragem de Residuos
Solidos ABNT NBR: 10007 (ABNT, 2004).

5.2 EXTRACAO DOS ACIDOS HUMICOS

Apds a secagem e peneiramento do lodo proveniente de aterro sanitario, foram
realizadas as extragcbes das substancias humicas alcalino soluveis pelo método
recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS). Foi
utilizada uma solucdo de NaOH 0,5 mol L, na razdo sélido/ solvente de 1:10 (m:v). A
separacao dos acidos humicos foi realizada pela reducédo do pH da solucdo até 1, com
HCI 6 moll. Em seguida, os &cidos humicos foram lavados com &agua deionizada,
dializados em membranas com poros 14 kDa e, posteriormente, liofilizados. As
amostras de &cido humico provenientes do vermicomposto passaram pela mesmo
processo de extracdo e foram cedidas pelo Laboratério de Microbiologia Ambiental e
Biotecnologia da Universidade Vila Velha, ES, Brasil. Neste trabalho este composto foi
utilizado como um comparativo de acéo, sendo sua bioatividade atestada em plantulas
de milho por Dobbss et al. (2010).

5.3 DETERMINACAO DAS DOSAGENS UTILIZADAS
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Para a determinacdo das dosagens, foi realizada a andlise da composicdo elementar
dos materiais humicos, por meio do analisador elementar automético (Leco, CHNS —
932, Alemanha). Foram determinados os percentuais de carbono total, hidrogénio total
e nitrogénio total, sendo o conteddo de oxigénio aferido pela diferenca destes
resultados com o valor de 100 (AYUSO et al., 1996).

ApoOs a analise do teor de carbono (C), foram determinadas quatro concentracfes de
AH em mM de C por litro (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0) baseadas em doses relatadas na literatura
para acidos humicos (CANELLAS et al., 2010; CANELLAS et al., 2012). A
concentracdo de 2,0 mM C L* foi utilizada para o AH proveniente do vermicomposto,
conforme Dobbss et al. (2010).

5.4 AREA DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e em laboratério no Setor de
Botanica (-20° 16' 29.46"S e -40° 18' 17.04"0), Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
localizados no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), Vitoria, ES.

5.5 CONDICOES EXPERIMENTAIS

5.5.1 Ensaio com Allium cepa L.

Os testes de aberracbes cromossomicas e de micronucleos em células meristematicas
de A. cepa, foram realizados com base no protocolo estabelecido por Grant (1982).
Para avaliacéo citogenética foi realizado um tratamento continuo com sementes de A.
cepa L., variedade Baia periforme de mesmo lote. As sementes foram germinadas nas

diferentes solugcbes e concentracbes de AH até que as raizes atingissem
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aproximadamente 1 cm de comprimento. Como controle negativo foi utilizado agua
deionizada e como controle positivo metil metano sulfonato (MMS), na concentracao de
4x104 M.

As raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy, etanol/acido acético (3:1), por 24 h.
Em seguida, foram submetidas a hidrélise acida em HCI 1N a 60° C por 7 minutos e
lavadas em agua destilada. A coloracao foi realizada de acordo com a metodologia
convencional de Feulgen, na qual as raizes foram expostas ao reativo de Schiff por

duas horas em local escuro.

Para confeccao das laminas, foram isolados o meristema e a regido Fi1 das raizes. Os
materiais receberam uma gota de carmim acético e foram recobertos com laminula,
passando pelo método de esmagamento suave. Para o preparo das laminas
permanentes, as laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas
montadas com Balsamo do Canada. Foram analisadas, em microscopio de luz,
aproximadamente 1000 células de cada regido (meristematica e Fi) por lamina,

totalizando cinco laminas para cada tratamento.

5.5.2 Ensaio com Zea mays L.

Sementes de Z. mays (Hibrido Embrapa - BR 206) foram desinfestadas, por 30
minutos, por meio da imersdo em uma solucdo de NaClO (1,0%). Posteriormente,
foram mantidas em agua destilada por 3 horas. Em seguida, as sementes foram
acondicionadas em papel-filtro para germinacdo no escuro em temperatura média de
28°C. Quatro dias apds a germinacdo das sementes, plantulas de milho com
aproximadamente 0,5 cm, foram transferidas para vasos (cinco vasos por tratamento)
contendo solucédo de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) modificada para ¥ de forca
molar, na presenca ou auséncia (controle) das diferentes concentracfes de AH. Para o
tratamento controle, as plantas foram submetidas somente a solugcéo nutritiva. O pH
das solucdes foi ajustado para 5,8 - 6,0 e as condutividades elétricas foram
mensuradas.
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Para a condugao do experimento, foi montado um sistema de hidropdnia com aeragéo
constante, utilizando compressores de ar (Gong Yang Bang, HP-400, China). A
exposicao aos diferentes tratamentos foi realizada por um periodo de 10 dias, em casa
de vegetacdo localizada no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do Espirito
Santo/UFES (20° 16' 29.97"S e 40° 18' 21.19"0), com temperatura média de 27 °C e
umidade relativa média de 77%. Durante o experimento o pH das solucdes foi ajustado

diariamente.

5.6 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Apos a anadlise da regido meristematica das raizes de A. cepa foram calculados o
indice mitoético, o indice de alteracbes nucleares, o indice de aberracbes
cromossOmicas e o indice de mutagenicidade. Para a regido Fi foi calculado apenas o
indice de mutagenicidade. O indice mitético (IM) foi calculado por meio da relacao entre

0 nimero de células em divisdo e o total de células analisadas:

IM = n°de células em divisdo x 100
n° total de células analisadas

O indice de aberracbes (IA) cromossomicas foi obtido por meio da frequéncia de
células em divisdo portadoras de alteracdes cromossdémicas: células binucleadas, C-
metafase, microndcleo, microcito, perda, aderéncia cromossémica, anafases
multipolares bem como pontes e atrasos na anafase e na teléfase. Sendo o indice de

aberracdes cromossdmicas obtido por meio da seguinte formula:

IA = n° de células com aberractes cromossdmicas x 100
n° total de células analisadas
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O indice de alteracdes nucleares (IAN) foi obtido por meio da frequéncia de células
portadoras de altera¢des nucleares: broto interfasico e broto nuclear sincrénico.

IAN = n° de células com alteracdes nucleares x 100
n° total de células analisadas

O indice de mutagenicidade (IMUT) foi obtido por meio da frequéncia de células

portadoras de microndcleos e quebras cromossdmicas, por meio da seguinte féormula:

IMUT = n° de células com micronucleo e quebra x 100
n° total de células analisadas

5.7 ANALISES QUIMICAS

Apds o término do experimento com plantulas de milho, amostras de solucdo nutritiva,
raizes e parte aérea das plantas foram coletadas para avaliacdo quimica. Para a
realizacdo das analises, amostras de soluc¢do nutritiva foram acidificadas com &cido
nitrico a 5% (Merck Quimica, Argentina) e as amostras de raiz e folha foram digeridas
utilizando acido nitrico (HNO3) e cloridrico (HCI) destilados em temperatura de 70° C
por 3 horas. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. Foram realizadas

duas diferentes metodologias de analises quimicas:

A quantificacdo elementar, utilizada no Artigo |, foi realizada no Laboratério de Analises
Quimicas e Elementos Tracos da Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil. A
analise de Mg, Fe, Mn, Zn, Ni, Ba, Cd, Cu, Mo e Pb foi realizada, ap6s digestdo, em
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES),
(PerkinElmer, EUA), conforme descrito por USEPA (2009). As concentracbes dos
elementos foram determinadas em triplicata, onde a repetibilidade das medi¢cbes do
ICP-OES foram geralmente de = 93%.
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Ja a quantificacdo elementar, utilizada no Artigo Il, foi realizada no Centro de analises
quimicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Campus Leonel Miranda,
Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil). As quantificacdes dos teores nutricionais foram
realizadas em triplicata conforme Malavolta et al. (1997), para a quantificacdo de N foi
utiizado o método semi-micro-Kjeldahl; para a quantificacdo de P, o método de
colorimetria do metavanadato; para quantificacdo de S, o método de turbidimetria do
sulfato de bario; para a quantificacdo de K foi utilizado a fotometria de chama de
emissao (B462, Micronal, Brasil); para quantificacdo de B, o método de colorimetria da
curcumina e as quantificacbes de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn foram feitas por
espectrofotometria de absorgéo atdbmica (Spectraa 55 B, Varian Inc., EUA).

5.8 ABSORCAO, BIOCONCENTRACAO E TRANSLOCACAO DE NUTRIENTES

Apds a obtencdo dos resultados das analises quimicas foram calculadas as taxas de
absorcao e o fator de bioconcentracao e translocacao de cada elemento. Para o calculo
da taxa de absorcdo foram utilizados os valores quantificados na solugcdo nutritiva
inicial e final de cada tratamento. O fator de bioconcentracdo (FBC) foi calculado para
comparar 0s niveis de nutrientes presentes nas solu¢des nutritivas que foram
acumulados nos tecidos de raiz. O fator de translocacdo (FT) foi utilizado para avaliar
as concentracdes de nutrientes na parte aérea e suas correlagbes com os valores
encontrados nas raizes. Os valores de bioconcentragdo e translocacdo foram
considerados significativos somente com resultados maiores que 1, como descrito por
Ali et al. (2013).

5.9 ANALISES DE CRESCIMENTO

Apds os 10 dias de conducdo experimental, foram coletadas aleatoriamente cinco

espécimes de Z. mays de cada repeticao, totalizando 25 individuos por tratamento, a
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fim de realizar medidas de altura; da area foliar total, (Area Meter, LI-COR 3100, USA),
da massa fresca e seca (estufa 60° C) de todas os 6rgaos das plantas, de comprimento
das raizes e contagem do numero de folhas. A partir dessas medidas foram obtidas
meédias da razdo de éarea foliar por niumero folhas (AF/NF); razédo de raiz/ parte aérea
(MSR/MSPA); é&rea foliar especifica (AF/MSPA); &rea radicular especifica (AR/MSR);
razdo de area foliar (AF/MST); comprimento especifico da raiz (CR/MSR). Com o0s
dados de massas secas, da parte aérea e das raizes, foi possivel calcular também a
proporcao de alocacao de biomassa na parte aérea (MSPA/MST) e na raiz (MSR/MST)
(HUNT, 1978; ROCHA et al., 2009).

Onde, AF: area foliar; AR: area radicular; CR: comprimento da raiz; MSR: massa seca
radicular; MSPA: massa seca da parte aérea; MFPA: massa fresca da parte aérea,;

MST: massa seca total.

5.10 ANALISES ANATOMICAS

Para cada tratamento foram retiradas amostras das raizes e de folhas de dez
individuos de Z. mays. Para a analise quantitativa, as amostras foram fixadas e
armazenadas em alcool etilico 70%. Destes materiais, foram realizados cortes a mao
livre das raizes na regido de 1 cm a partir do apice/base caulinar. Das amostras de
folhas foram realizadas impressdes abaxiais em adesivos proprios, conforme descrito

abaixo, do tergco mediano da regido internervural.

Os cortes foram corados com azul de astra e safranina a 1% (BUKATSCH, 1972). As
laminas foram analisadas fotografadas em fotomicroscopio Nikon E200 (Nikon
Instruments Inc., Japdo). As fotos foram analisadas por intermédio do programa Nikon
NIS-Elementos (Nikon Instruments Inc., Jap&o). A densidade estomatica (mm?) foi
realizada utilizando uma gota de adesivo instantaneo universal éster de cianoacrilato
(Super-Bonder, EUA), em uma lamina histolégica. Cinco campos O6pticos aleatoérios
foram analisados por individuo, totalizando 50 campos épticos por tratamento. Ja para
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determinacdo das medidas da raiz, foram realizadas dez medi¢gbes, em pm, por

individuo, totalizando cem medic¢des por tratamento.

5.11 DETERMINACAO DO TEOR DE PIGMENTOS

Os teores de pigmentos foram determinados usando o método de extracdo com DMSO
(ARGENTA et al., 2001). A folha basal mais desenvolvida foi coletada de cinco plantas
de cada tratamento, no inicio da manh&. Um disco de cerca de 1,00 cm? foi retirado de
cada folha, imerso em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e incubado a 70 °C por 30
minutos, no escuro (HISCOX e ISRAELSTAM, 1979). A leitura do extrato foi realizada
em espectrofotbmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, EUA) nas
absorbancias de 480, 645, 663 nm. Os calculos os teores de pigmentos foram
baseados nas equacgdes de Lichtenthaler e Welbum (1983) pelas seguintes férmulas:

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)

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 absorbéancias; V é o volume de DMSO (em mL) utilizado

para a extracdo e M € a massa fresca dos discos.

A determinacao da concentracao relativa de clorofila também foi determinada utilizando
um método nao destrutivo, por meio do medidor de clorofila SPAD (Soil Plant Analysis
Development) (SPAD-502, Minolta, Japdo), sendo realizada também na folha basal
mais desenvolvida. Foram realizadas duas medicdes por planta e foram avaliadas trinta

plantas por tratamento.
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5.12 ANALISES DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

5.12.1 Concentracdo de proteina

A concentracdo de proteina das amostras foi determinada pelo método de Bradford
(1976) adaptado para microplaca, onde 10 yL do homogeneizado foi adicionado em
200 pL de Coomassie Blue. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a A= 595

nm, utilizando-se, como padrao, a curva de albumina sérica bovina.

5.12.2 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada por espectrofotometria com base no protocolo descrito
por McCord & Fridovich (1969), no qual o radical superéxido é gerado por meio do

sistema xantina/xantina oxidase e a reducédo do citocromo ¢ foi monitorada a 550 nm.

Foram pesados 0,3 g de amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 900 uL de tampéo
fosfato com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo)) a 1 mM. A mistura foi
homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10
minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para analise. Para leitura da atividade em
microplaca foram adicionados 10 pL do sobrenadante a 288 pL de meio de reacgéo
(Xantina 50 uM, KCN 20 pM, Citocromo ¢ 10 uM, EDTA 100 uM) em cada poco. Para o
branco, utilizou-se 2 pL de meio de reacgédo. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro
durante um minuto em intervalos de 15 segundos (Biomete 3, Thermo Eletron
Corporation, EUA). O volume de xantina oxidase foi determinado a partir da leitura do
branco, com uma leitura a cada sete amostras lidas. A atividade enziméatica foi
expressa por unidade de SOD, sendo que uma unidade de SOD corresponde a
quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da reducdo do citocromo ¢ por minuto

por mg de proteina a 25 °C e pH 7,8.
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5.12.3 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Beutler (1976), no qual a
decomposicdo enzimatica de H202 é medida pelo decaimento da absorbancia a 240

nm.

O extrato foi preparado com 0,2 g de amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 600
uL de tampéo de homogeneizacao (Tris-base 20 mM, EDTA 1mM, Sacarose 0,5 M e
Ditiotreitol - DTT 1 mM) com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi
homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 9000 g por 30
minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para andlise. Para leitura da atividade em
microplaca foram adicionados 10 pL do sobrenadante a 250 pL de meio de reacéo (45
pL de H202, 47 mL de agua destilada e 2,5 mL de tamp&o de reagéo - Tris-base 1 M,
EDTA 5 mM). Para o branco, utilizou-se 5 pL de tampéao de homogeneizacgéo. A leitura
foi realizada em espectrofotometro durante dois minutos em intervalos de 15 segundos
(Biomete 3, Thermo Eletron Corporation, EUA). A atividade especifica foi expressa em

nmol mg* de proteina min-t.

5.12.4 Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo método descrito por Nakano e Asada (1981)
com adaptacdes, no qual a concentracdo de H20:2 dependente de ascorbato foi
determinada por uma diminuicdo do valor de absorbancia a 290 nm, usando o

coeficiente de extingdo molar 2,8 mmol* L cm 2.

O extrato foi preparado com 0,3 g de amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 900
uL de tampéo fosfato (200 mM, pH 7,0) com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1
mM. A mistura foi homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a
10000 g por 10 minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para analise. Para leitura
da atividade em microplaca, foram adicionados 2 pL do sobrenadante a 125 pL de

tampao fosfato, 12 pL de acido ascérbico, 96,9 pyL de agua destilada, 12,5 puL de H20:.
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Para o branco, utilizou-se 3,1 pL de &gua destilada. A leitura foi realizada em
espectrofotometro durante trés minutos em intervalos de 15 segundos (Biomete 3,
Thermo Eletron Corporation, EUA). A atividade especifica foi expressa em pumol de

acido ascoérbico mint mg? de proteina.

5.12.5 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada pelo método descrito por Habig e Jakobi (1981)
com adaptacdes de Gallagher et al. (1992), no qual a unidade da atividade da enzima
foi definida como a relacdo da taxa inicial da reacdo, com o valor do coeficiente de

extincdo molar para o CDNB de 9,6 mM* cm™, com valor de absorbancia a 340 nm.

O extrato foi preparado com 0,3 g de amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 900
pL de tampao de homogeneizagéo (Tris-HCI 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl2 x 6 H20 5
mM) com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo)) a 1 mM. A mistura foi
homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10
minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para andlise. Para leitura da atividade em
microplaca foram adicionados 15 pL do sobrenadante a 235 pL de meio de reacgéo
(tampéo fosfato e CDNB 0,05 M) e 10 uL de GSH a 25 mM. Para o branco, utilizou-se
15 yL de tampdo de homogeneizacdo. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro
durante quatro minutos em intervalos de 30 segundos (Biomete 3, Thermo Eletron
Corporation, EUA). A atividade especifica foi definida como a unidade da atividade da

enzima por mg de proteina.

5.12.6 Quantificacdo da glutationa reduzida (GSH)

A quantificacdo de GSH foi realizada como descrito por White et al. (2003) com
modificacdes por Gallagher et al. (1992). A determinacdo da concentracdo de GSH se
da pela separacédo dos dipeptideos através de centrifugacdo e a posterior reacdo dos
complexos dipeptidicos com o 2,3 naftalenedicarboxialdeido (NDA), o qual gera um

complexo fluorescente, que € medido a 528 nm apds excitacdo a 472 nm.
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O extrato foi preparado com 0,3 g de amostra vegetal (raiz) e adicionados 900 pL de
tampao de homogeneizacao (Tris-HCI 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl2 x 6 H20 5 mM)
com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi homonegeneizada
(ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4° C e o
sobrenadante aliquotado para andlise. Para leitura da atividade, inicialmente foram
adicionados 20 pL do sobrenadante a 20 pL de &cido sulfosalicilico (200 mM) em
microplaca para centrifugacéo e incubados por 20 minutos. Apés esse periodo, a placa
foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. Em seguida, 20 pL do sobrenadante foram
transferidos para microplaca branca, adicionados 180 pL de solugéo fluorescente (Tris-
base 50 mM, NaOH 500 mM e 2,3-naftalenedicarboxialdeido - NDA 10 mM) e a placa
foi incubada por 30 minutos. Para o branco, utilizou-se 20 pL de tampéo de
homogeneizacgéo. Utilizou-se, para confeccdo da curva padréo, diferentes diluicdes de
GSH (40, 20, 10, 5 e 2,5 nM). A leitura foi realizada em espectrofotometro (Biomete 3,
Thermo Eletron Corporation, EUA). A quantidade de GSH foi expressa por uM do

composto por mg de proteina.

5.12.7 Atividade da enzima H*-ATPase

A atividade da H*-ATPase foi determinada pelo método descrito por Gibbs e Somero
(1989) com adaptacdes de Kultz e Somero (1995) e Gonzales et al. (2005), no qual os
ensaio foi baseado na defosforilacdo do ATP para a oxidacdo do NADH, onde a fragcéo
sensivel ao NEM (inibidor da H*-ATPase) foi utilizada para avaliar a atividade da H*-

ATPase, com valor de absorbancia a 340 nm.

O extrato foi preparado com 0,2 g de amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 600
pL de tampao de homogeneizacao (Sacarose 150 mM, Imidazol 50 mM, EDTA 10 mM),
com betamercaptanol. A mistura foi homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China),
centrifugada duas vezes a 3000 rpm por 7 minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado
para analise. Para a leitura da atividade total da ATPase, foram adicionados em
microplaca 5 pL do sobrenadante a 200 pL de meio de reacédo (Imidazol 30 mM, NacCl
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45 mM, KCI 15mM, MgClz2 x 6 H20 3mM, KCN 0,4 mM, ATP 1 mM, NADH 0,2 mM, PK
3 u/mL, LDH 3 u/mL, Frutose 1,6-difosfato 0,1 mM, PEP 2 mM). Para leitura da
atividade da H*-ATPase, foram adicionados, em microplaca, 5 yuL do sobrenadante a
200 pL de meio de reacdo e solucdo de NEM 2 mM. A leitura foi realizada em
espectrofotometro durante quinze minutos em intervalos de 30 segundos (Biomete 3,
Thermo Eletron Corporation, EUA). A atividade especifica foi definida como a unidade

da atividade da enzima por mg de proteina.

5.13 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Infostat (DI RIENZO et
al., 2010). Em todas as avaliacdes foi realizada uma analise de variancia (ANOVA),
para averiguacdo da normalidade dos dados, seguido por teste de médias Tukey (P
<0.05).
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Resumo

O processo de tratamento biologico dos lixiviados de aterros sanitarios resulta em
grandes quantidades de lodo, caracterizados por conterem altas taxas de matéria
organica. Por meio do fracionamento quimico da matéria organica sdo obtidos os
acidos humicos (AH), fracdo de comprovada eficiéncia sobre o crescimento vegetal. A
bioestimulacéo vegetal pelos AH ocorre por meio da ativacdo de diversas enzimas do
metabolismo energético, resultando em melhorias no crescimento e desenvolvimento
de diversas plantas. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o AH extraido de
lodo de aterro sanitario e avaliar os efeitos da exposicao deste em diferentes doses em
plantas, por meio de analises quimicas e bioldgicas, visando elucidar os efeitos desse
material organico e minimizar os potenciais riscos da utiliza¢do do lodo in natura. O AH
apresentou teores de carbono e nitrogénio, compativeis com outros materiais humicos
descritos na literatura, podendo constituir uma importante fonte de nutrientes para as
plantas. Com relacdo a analise das enzimas antioxidantes, foi possivel observar um
efeito variavel dependente da dose utilizada de AH. Além disso, foram notados
incrementos significativos na atividade da H*-ATPase, principalmente na dose de 2.0
mM C L. Adicionalmente, foram constatadas alteracdes citogenéticas por meio da
analise de células meristematicas e Fi. Neste contexto, apesar dos beneficios
nutricionais e da comprovada atuacdo dos AH sobre o metabolismo vegetal, os efeitos
biolégicos deste composto precisam ser melhor investigados sobre enzimas do
estresse oxidativo, bem como sua capacidade citotoxica. Devido a complexidade do
residuo, a utilizacdo de analises quimicas, genéticas e enzimaticas foi uma importante

ferramenta na avaliacdo dos efeitos da aplicacdo dos acidos humicos em plantas.

Palavras-chave: Zea mays L.; Allium cepa L.; H*-ATPase; mutagenicidade, analise

enzimaética.
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1. Introducéao

A producéo crescente de residuos solidos constitui um importante e emergente
problema na sociedade atual, sendo os aterros sanitarios a forma mais adequada e
usual de destinacdo final destes residuos (Baderna et al., 2011). Apdés o
condicionamento dos residuos nos aterros, ocorrem diversos processos biolégicos e
quimicos naturais que geram um liquido proveniente da digestdo de matéria organica
sélida por acéo bacteriana, denominado lixiviado de aterro sanitario, ou genericamente,
chorume (Celere et al., 2007).

Devido as altas taxas de poluentes organicos e inorganicos presente nos
lixiviados torna-se necessario a implantacdo de métodos adequados de descarte e
tratamento desses lixiviados, para evitar que este residuo represente uma fonte de
contaminacdo de solos e de recursos hidricos (Labanowski et al., 2010). O tratamento
biol6gico é uma pratica frequentemente utilizada para lixiviados de aterros sanitarios
(Atmaca, 2009), onde a remocdo de grande parte do material particulado produzido
durante o processo forma o lodo de lixiviado (Nagashima et al., 2010). Devido ao alto
teor de matéria organica presente no lodo, este tem sido foco em diferentes trabalhos,
que visam a sua utilizacédo para diversos fins (Adani et al., 2010; Baderna et al., 2011;
Xiaoli et al., 2013).

O lodo de aterro sanitario gerado apds o processo de tratamento biolégico é
composto principalmente por substancias hiumicas (SH). Alguns autores relatam a
influéncia das substancias humicas no metabolismo vegetal (Loffredo e Senesi, 2009;
Canellas et al., 2012; D’Orazio e Senesi, 2009). Dentre as substancias humicas, os
acidos humicos sdo comumente estudados (Xiaoli et al., 2013; Adani et al., 2010)
apresentando diversos efeitos estimulatérios sobre as plantas devido a liberagdo de
moléculas bioativas, que podem acessar receptores dentro ou fora da célula (Canellas
et al., 2002).

Apesar das vantagens relacionadas a acdo das SH, efeitos controversos ja
foram observados, como a estimulacdo de enzimas de estresse e a geragdo de
moléculas reativas de oxigénio (Cordeiro et al., 2011; Garcia et al., 2012), influenciando

o crescimento e desenvolvimento das plantas (Foreman et al., 2003).
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A integracdo de analises quimicas com bioensaios permite uma interpretacéo
mais acurada dos riscos potenciais e da possivel toxicidade de compostos ambientais
(Geiszinger et al., 2009). Nesse contexto, a investigacdo do potencial téxico de
poluentes ambientais pode ser realizada com a utilizacdo de diversos biomarcadores,
onde a avaliagdo de danos citogenéticos representa uma importante ferramenta para
andlises toxicolégicas (Fenech et al.,, 2003; CaritA e Marin-Morales, 2008).
Adicionalmente, a avaliacdo da atividade de enzimas relacionadas a biotransformacao
e aos processos antioxidantes tem sido amplamente utilizada em estudos ambientais
como um eficiente biomarcador bioquimico (Atli et al., 2006; Sakuragui et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quimicamente os AH extraidos de
lixiviado de aterro sanitario e avaliar os efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos
da exposicdo de plantas a doses crescentes deste composto e sobre as principais
enzimas de estresse do metabolismo vegetal, visando investigar potenciais riscos de

sua utilizacgao.

42



2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta do lodo de aterro sanitario

Amostras de lodo de lixiviado de aterro sanitario foram coletadas no Centro de
tratamento de residuos de Vila Velha, ES, Brasil (20°27'28"S e 40°23'21"0) apoés
tratamento biolégico deste composto, conforme os procedimentos de amostragem e
condicionamento especificados na Norma Brasileira para Amostragem de Residuos
Solidos ABNT NBR: 10007 (ABNT, 2004).

2.2 Extracdo dos acidos humicos

Apéds a secagem e peneiramento do lodo proveniente de aterro sanitario, foram
realizadas as extracbes das substancias humicas alcalino soluveis pelo método
recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS). Foi
utilizado uma solucédo de NaOH 0,5 mol L, na razdo sélido: solvente de 1:10 (m:v). A
separacdo dos acidos humicos foi obtida com o reducdo do pH da solucdo até 1 com
HCI 6 mol?l, em seguida, os acidos humicos foram lavados com &agua deionizada,
dializados em membranas com poros 14 kDa e posteriormente liofilizados. As amostras
de acido humico provenientes do vermicomposto passaram pela mesmo processo de
extracdo e foram cedidas pela Universidade Vila Velha, ES, Brasil. Neste trabalho este
composto foi utilizado como um comparativo de acéo, sendo sua bioatividade atestada

por Dobbss et al. (2010) em plantulas de milho.

2.3 Caracterizacao dos acidos humicos e determinagédo das dosagens

Para a determinacdo das dosagens, foi realizada a analise da composicéo
elementar dos materiais humicos por meio do analisador elementar automatico (Leco,
CHNS-932, Alemanha). Foram determinados o0s percentuais de carbono total,
hidrogénio total e nitrogénio total, sendo o contetado de oxigénio aferido pela diferenca

destes resultados com o valor de 100 (Ayuso et al.,, 1996). Além disso, foram
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calculadas as relacbes entre os elementos para realizar a caracterizacdo dos
compostos.

Apoés a analise, foram determinadas quatro concentracdes de acido humico
derivado de aterro sanitario baseadas nos teores de carbono C (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mM
C L'Y) e uma concentracdo de acido hiimico proveniente do vermicomposto (2,0 mM C
L1), sendo estes valores baseados na literatura (Canellas et al., 2010; Canellas et al.,
2012; Dobbss et al. 2010).

2.4 Ensaio em Zea mays L.

Sementes de Z. mays (Hibrido Embrapa - BR 206) foram desinfestadas, por 30
minutos, por meio de imersdo em uma solucdo de NaClO (1 %). Posteriormente, foram
mantidas em agua destilada por 3 horas. Em seguida, as sementes foram
acondicionadas em papel-filtro para germinacdo no escuro em temperatura média de
28 °C. Quatro dias apos a germinacdo das sementes, plantulas de milho com
aproximadamente 0,5 cm, foram transferidas para vasos (cinco vasos por tratamento)
contendo solucédo de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) modificada para ¥ de forca
molar, onde os tratamentos consistiram na adicdo de diferentes dosagens de &cido
hamico. Para o tratamento controle negativo, as plantas foram submetidas somente a
solucédo nutritiva. O pH das solucfes foi ajustado para 5,8-6,0 e as condutividades
foram mensuradas (Tabela 1).

Para a conducédo do experimento, foi montado um sistema hidroponico com
aeracao constante, utilizando compressores de ar (Gong Yang Bang, HP-400, China).
A exposicdo aos diferentes tratamentos foi realizada por um periodo de 10 dias, em
casa de vegetacao localizada no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do
Espirito Santo/UFES (20° 16' 29.97"S e 40° 18' 21.19"0), com temperatura média de
27 °C e umidade relativa média de 77%. O pH das solucdes foi ajustado diariamente.

2.5 Anélise de metais

44



Apés 10 dias de cultivo das plantas as concentragcbes de AH, amostras
solucdo nutritiva foram coletadas, antes e apos o periodo de exposicdo, e acidificadas
com acido nitrico a 5 % (Merck Quimica, Argentina). A analise de metais (Mg, Fe, Mn,
Zn, Ni, Ba, Cd, Cu, Mo, Pb) foi realizada em triplicata em Espectrébmetro de Emisséo
Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES, PerkinElmer, EUA), conforme
descrito por USEPA (2009). As concentracbes dos elementos também foram
determinadas em triplicata, sendo a repetitividade das medi¢cdes do ICP-OES de =
93%. Apos a obtencédo dos resultados foram calculadas as taxas de absor¢cédo de cada
elemento com base na quantificagdo de nutrientes na solugao nutritiva inicial e final de

cada tratamento.

2.6 Analise enzimatica

O extrato enzimatico foi preparado a partir de amostras de folha e raiz de Z.
mays coletadas apés 10 dias de exposicao. A concentracdo de proteina total em cada
amostra foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976) a 595 nm,
utilizando albumina bovina sérica para determinacdo da curva padrdo em microplaca
(Dynex Technologies Ltd., EUA). Para avaliagdo enzimatica, foram avaliados seis
biomarcadores: superdoxido dismutase (SOD), como descrito por McCord e Fridovich
(1969); catalase (CAT), conforme descrito por Beutler (1995); glutationa-S-transferase
(GST), descrito por Habig e Jakoby (1981); o metabdlito glutationa reduzida (GSH),
descrito por White et al. (2003). Adicionalmente, foi realizada a analise da peroxidase
do ascorbato (APX) conforme Nakano e Asada (1981) e da ATPase total/ H*-ATPase
segundo metodologia de Gibbs e Somero (1989) com adaptacbes (Kultz e Somero,
1995; Gonzales et al., 2005). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e

adaptados para microplaca.

2.7 Ensaio Allium cepa

Para a avaliacdo citogenética, sementes de A. cepa foram expostas as

concentracbes de AH, proveniente de lodos de aterro sanitario, e acido humico,
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derivado de vermicompostos, diluidos em agua deionizada. O ensaio com A. cepa foi
realizado com base no protocolo estabelecido por Grant (1982), com adaptacdes,
utiizando sementes da variedade Baia Periforme de mesmo lote. Como controle
negativo foi utilizado agua deionizada e como controle positivo metil metano sulfonato
(MMS) na concentracéo de 4x10* M.

ApoOs as medigBes das radiculas, foram confeccionadas laminas das regides
meristematicas e Fi1. A analise foi realizada em microscopio de luz. Aproximadamente
1000 células de cada regido foram contabilizadas por lamina, totalizando cinco laminas
para cada tratamento para o célculo dos indices mitético, indice de aberracdes
cromossbmicas (indice de genotoxicidade), indice de alteragBes nucleares e indice

mutagénico.
2.8 Analises estatisticas
Para todos os dados foi aplicada a andlise estatistica ANOVA, seguido de

teste de Tukey (P < 0,05), para compara¢do das médias utilizando o programa Infostat
(Di Rienzo et al., 2010).
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3. Resultados e Discusséao

3.1 Andlises quimicas

Os resultados da andlise da composicdo elementar dos &acidos humicos
avaliados neste trabalho estdo apresentados na Tabela 2 e 3. Os teores de carbono e
nitrogénio presentes nos AH provenientes de lodo de aterro sanitario foram maiores do
gue os valores quantificados no vermicomposto, indicando maior grau de evolucao
destes materiais humicos (Kononova, 1982; Adani et al., 2006). As rela¢gfes entre C/N
sdo muitas vezes utilizadas para monitorar as alteragcdes estruturais das fracOes
hamicas das substancias humicas de diferentes fontes (Adani et al., 2006), indicando o
grau de incorporacdo do nitrogénio e o grau de humificacdo na estrutura das SH
(Stevenson, 1994; Lu et al., 2000). Neste trabalho, os valores da razdo C/N e O/C
foram menores no acido humico oriundo de lodo de aterro sanitério, devido aos altos
teores de nitrogénio observados neste composto (Tabela 2). O teor de nitrogénio
elevado encontrado nos materiais humicos, indica que estes constituem uma fonte
importante de compostos nitrogenados (Stevenson, 1994).

Os resultados da quantificacdo de metais na solugcédo nutritiva inicial e final
revelaram que ndo houve alteracbes significativas nas concentracbes destes de
elementos analisados (Mg, Fe, Mn, Zn, Ni, Ba, Cd, Cu, Mo, Pb), em relacdo ao controle
(Tabela 3). Estes dados indicam que o processo de extracdo dos acidos humicos,
provavelmente reduz os niveis de metais contaminantes usualmente documentados
para o lodo de aterro sanitario (Labanowski et al., 2010; Baderna et al., 2011; Xiaoli et
al., 2013).

Diversos estudos relatam que a acao benéfica das SH no desenvolvimento da
planta esta, frequentemente associada a aumentos significativos nas taxas de
absorcdo de diversos nutrientes pelas raizes (Chen e Aviad, 1990; Chen et al, 2003).
Este efeito esta relacionado com a origem da SH, o tipo e a concentragdo na solucao
nutritiva e da espécie e variedade de planta tratada (Ayuso et al., 1996). Neste trabalho
nao foram detectadas alteracGes nas taxas de absorcéo para os elementos analisados,

exceto para o Cd que teve sua absorcao reduzida em todos os tratamentos com AH-
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LS. Estes resultados podem estar relacionados com a capacidade das SH de se
complexar com o alguns metais, alterando as taxas de absorg&o deste elemento para a
planta (Garcia-Mina et al., 2004).

3.2 Biomarcadores bioquimicos

Neste trabalho foi observado um aumento da atividade da CAT para as
dosagens de 0.5 e 2 mM C L na parte aérea (Tabela 4). A influéncia de acidos
hamicos nos mecanismos de defesa antioxidante em plantas ja foi relatada (Cordeiro et
al., 2011), por meio da estimulagédo da atividade da catalase e da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs). A ativacdo do sistema antioxidante por AH provavelmente
ocorre devido a sua influéncia sobre o metabolismo secundario das plantas,
proporcionando um aperfeicoamento dos mecanismos de defesa para futuras
condicdes de estresse (Garcia et al., 2014; Schiavon et al., 2010).

Neste trabalho ndo foram observadas diferencas significativas nas raizes de Z.
mays para GSH com as diferentes concentragcbes de AH (Tabela 4). Resultados
semelhantes foram observados para a atividade da GST nesse mesmo 0rgdo. Em
contrapartida, os valores de GST observados na parte aérea indicaram uma maior
atividade enzimatica para o tratamento AH-VC (Tabela 4), estando esses resultados
relacionados com efeitos deste composto na ativacdo de enzimas do estresse oxidativo
(Cordeiro et al., 2011; Garcia et al., 2012). A enzima Glutationa S-transferase (GST)
tem acdo desintoxicante em plantas, devido a sua capacidade de metabolizar uma
grande variedade de compostos exdgenos toxicos. Esta enzima catalisa o tripeptideo
de glutationa (GSH) com uma grande variedade de substratos hidrofébicos,
eletrofilicos, e geralmente citotoxicos, produzindo conjugados sollveis em agua com
menores niveis de toxicidade (Kreuz et al., 1996). Assim, as taxas de GST encontradas
nas plantas sdo usualmente correlacionadas a um efeito da tolerancia a xenobidticos
(Cataneo et al., 2002).

Considerando a alta toxicidade do peréxido para a integridade celular, devido
ao seu carater oxidante, ele necessita de uma rapida neutralizacdo, sendo este papel

exercido pela acdo da APX (Mishra et al., 2006). Dessa forma, a liberacdo de peroxido
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constitui um sinal sistémico para a inducao da atividade dessa enzima (Morita et al.,
1999). A influéncia da salinidade sobre a atividade da APX ja foi relatado por diversos
trabalhos (Jebara et al., 2005; Latef e Chaoxing, 2011; Lopez-Gomez et al., 2007),
levando a um aumento nos valores da atividade na parte aérea e auséncia de efeitos
significativos nas raizes (Neto et al.,, 2006). Bernstein et al. (2010) relatam a alta
sensibilidade de plantas de milho a salinidade, sendo que os efeitos mais expressivos
sao vistos na parte aérea em comparacao as raizes. Neste estudo, foi observado um
padrdo similar, onde, maiores valores de condutividade (Tabela 1) ocorreram com o
aumento das dosagens de acido humico, o que pode justificar a maior atividade da
APX observada na parte aérea (Tabela 4), considerando a correlacdo entre
condutividade e salinidade (Pawlowicz et al., 2010).

A SOD constitui a primeira linha de defesa contra a presenca de radicais livres,
convertendo-os rapidamente em Oz e H202 (Alscher et al., 2002). Os tratamentos com
AH apresentaram aumento na atividade da SOD, independente da dose utilizada, em
ambos os 6rgdos vegetais (Tabela 4). Segundo Garcia et al. (2012) a exposicédo de
raizes a AH desencadeia eventos bioquimicos similares as condicbes de estresse, o
que leva a um estimulo da producdo de EROs na planta e a ativacdo de enzimas de
estresse oxidativo.

Outras caracteristicas dos AH s&o suas influéncias no crescimento celular e na
entrada de nutrientes na planta, por meio da formacdo de complexos sollveis com
diversos ions (Pinton et al., 1999), além de promover um aumento da energia celular
pela inducéo da sintese das H*-ATPases (Canellas et al., 2010). As ATPases possuem
um importante papel na geracdo do gradiente de prétons na membrana plasmatica,
provendo energia para 0s processos celulares e o desenvolvimento do organismo
(Morsomme and Boutry, 2000; Astolfi et al., 2005).

Os efeitos estimulatorios promovidos pelos AH em plantas sdo constantemente
considerados similares ao hormonio vegetal auxina (Canellas et al., 2010; Schiavon et
al., 2010; Canellas et al.,, 2012), o qual leva a ativacdo da enzima H*-ATPase. Em
geral, os resultados do presente estudo mostraram um aumento da atividade das
ATPases totais e H*-ATPases para o tratamento com AH proveniente do

vermicomposto e também para as maiores concentracdes de AH oriundo de lodo de
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aterro sanitario. Os valores encontrados para as raizes foram mais expressivos que 0s
observados na parte aérea. Dessa forma, esses resultados confirmam a bioatividade
dos acidos humicos derivados de aterros sanitarios sobre plantulas de milho,
demonstrando que estes possuem efeitos similares a compostos organicos naturais, tal

COmMO 0 vermicomposto.

3.3 Analise Allium cepa

Os resultados da exposicao de A. cepa a diferentes tratamentos com AH estao
apresentados na Tabela 5. A avaliacdo da frequéncia de germinagédo e do comprimento
da raiz ndo mostrou diferenca entre os tratamentos, sendo o mesmo resultado
observado para o indice mitético. A taxa de crescimento radicular esta correlacionada
ao indice mitético, o qual reflete diretamente os niveis de proliferacéo celular (Seth et
al., 2008).

Apesar de relatos indicando a influéncia dos acidos humicos no crescimento
radicular de diferentes espécies vegetais (Canellas et al., 2012; Dobbss et al., 2010),
no presente trabalho ndo foram encontradas diferencas para este parametro em A.
cepa (Tabela 5). Feretti et al. (2012), comparando AH oriundos de diferentes
substancias, ndo observaram influéncia dos AH no desenvolvimento da radicula,
corroborando os nossos resultados apresentados na Tabela 5.

As células meristeméticas de plantas expostas as diferentes concentracdes de
AH ndo apresentaram mudancas nos seus indices de alteracbes genotdxicas e
mutagénicas. Em contrapartida, valores expressivos de alteracfes nucleares foram
observadas para todos os tratamentos com AH (Tabela 5; Figura 1). Essas alteragbes
foram descritas por Fenech (2000) como indicativo de instabilidades gendmicas, sendo
passiveis de reparo. O mesmo autor descreve brotos como um mecanismo celular de
eliminagcdo de amplificagdes de DNA, podendo levar a formacgdo de micronucleos e ao
aumento do indice de mutagenicidade, fato confirmado por Fernandes et al. (2009),
cujos estudos foram desenvolvidos com o organismo teste A. cepa.

Alguns autores relatam a influéncia das substancias humicas na

permeabilidade da membrana celular (Samson e Visser, 1989; Pinton et al., 1992,
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Ayuso et al., 1996). Serrano e Monteiro-Montoya (2001) associa a presenca de brotos a
modificacdes na estrutura da membrana nuclear, indicando que esta alteracdo nao leva
a modificacdes genéticas das ceélulas, constituindo apenas de uma modificacao
morfologica.

Para as células da regidao Fi1, foi observado um aumento do indice de
mutagenicidade em todas as concentracfes de AH testadas. Por derivarem de células
meristematicas, as alteragbes em Fi1 sdo indicios de danos n&o reparados apds o
término da divisdo mitdtica (Ma e Xu, 1986; Mazzeo et al., 2011). Neste estudo, os
efeitos genotoxicos observados nas células meristeméticas (alteracfes nucleares)

podem justificar as altas taxas de micronucleos observadas nas células Fi.
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4. Conclusao

Diferentes abordagens foram utilizadas para caracterizar e verificar os efeitos
da exposicao de plantas a diferentes concentracbes de AH provenientes de lodo de
aterro sanitario. Por meio de caracterizacbes fisicas e quimicas, o acido humico
apresentou elevados teores de carbono e nitrogénio, podendo constituir uma
importante fonte de nutrientes para as plantas. Além disso, a auséncia de metais
contaminantes nas solu¢cdes nutritivas sugere a possibilidade de utilizacdo agricola do
AH oriundo de aterro sanitario. Foi verificado o aumento da atividade de diversas
enzimas antioxidantes apés a aplicacao dos acidos hiamicos e valores expressivos de
atividade das ATPases. A bioestimulacdo destes compostos também foi atestada por
analises citogenéticas de alta sensibilidade, onde foi verificada a presenca de
alteracbes nucleares nas células meristematicas e de micronicleos nas células
diferenciadas (F1). Assim, mesmo com todos os beneficios nutricionais e a comprovada
atuacdo destes compostos no sistema antioxidante das plantas, os efeitos biolégicos
dos &cidos humicos precisam ser melhor investigados, tendo em vista os niveis de
mutagenicidade verificados neste estudo. Devido a complexidade do residuo, a
utilizacdo de andlises quimicas, genéticas e enzimaticas foi uma importante ferramenta

na avaliacao dos efeitos da aplicacdo dos acidos himicos em Z. mays.
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Figuras e Tabelas

Figura 1. Principais alteracbes observadas pelo teste A. cepa. A, B e C: brotos nucleares nas

células meristematicas; D: célula F1 sem alteracdo e E: células F1 com microndcleo. Seta: brotos
nucleares; ponta de seta: micronucleo.
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Tabela 1. Condutividade elétrica das solucdes

nutritivas utilizadas neste estudo.

Condutividade (uS)

Tratamentos
Controle negativo 505 * 222
AH-VC (2 mM C LY 512 + 802
AH-LS (0,5 mM C L) 523 £ 312
AH-LS (1 mMC LY 527 + 312
AH-LS (2 mM C L) 545 + 512
AH-LS (4 mM C LY 550 £ 572

AH: é&cido humico; VC: vermicomposto; LS: lodo de aterro
sanitario. Valores expressos por média + desvio padréo. Letras
iguais na mesma linha nédo diferem significativamente (Teste de
Tukey; P <0,05).



Tabela 2. Composicao elementar dos acidos humicos

utilizados neste estudo.

AH -VC AH - LS
g Kg*
Elementos
Carbono (C) 309,23 +1,20 398,47 + 9,31°
Hidrogénio (H) 37,30 + 2,452 70,60 + 3,59
Nitrogénio (N) 27,96 + 0,162 59,78 + 1,79

Oxigénio (O) 625,50 + 1,48°

Relagdes
C/IN 83,16 + 5,972
H/C 1,21 £ 0,082
o/C 20,23 + 0,07

471,15 + 14,29°

56,50 + 1,92°
1,77 £ 0,06°
11,83 +0,62°

AH: &cido hdmico; VC: vermicomposto; LS: lodo de aterro
sanitério. Valores expressos por média + desvio padrao. Letras
iguais ha mesma linha ndo diferem significativamente (Teste de

Tukey; P <0,05).
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Tabela 3. Metais presentes nas soluc¢des nutritivas dos tratamentos com diferentes concentracdes de acidos humicos (AH) provenientes
de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro sanitario (LS).

Metais

Mg
mg/L

Fe

Zn

Ni

Ba

Cd

Cu

Mo

Pb

Solugdo nutritiva (Inicial)

Controle negativo
AH-VC 2 mM C LY
AH-LS (0,5 mM C LY
AH-LS (1 mM C LY
AH-LS2mMC LY
AH-LS (4 mM C LY
Solucéo nutritiva (Final)
Controle negativo
AH-VC 2 mM CL?)
AH-LS (0,5mM C LY
AH-LS (1 mMC LY
AH-LS 2 mM C LY
AH-LS (4 mM C LY
Taxa de absorcéo
Controle negativo
AH-VC 2 mM CL?)
AH-LS (0,5mM C LY
AH-LS (I mMC LY
AH-LS(2mMC LY
AH-LS (4 mM C LY

12,44 +0,072°
11,66 + 0,36%
12,02 + 0,25%°
12,59 +0,33%°
12,91 +0,24°
12,23 +0,58%°

1,79 + 1,39°
0,75 + 0,092°
0,41 +0,352P
0,62 +0,392°
1,64 + 0,262
0,10 £ 0,04°

0,99 + 0,012
0,99 £ 0,012
0,99 + 0,012
0,99 £ 0,012
0,99 + 0,012
0,99 £ 0,012

0,49 + 0,022
0,49 £ 0,022
0,49 £ 0,072
0,48 £ 0,052
0,54 + 0,082
0,57 £ 0,052

0,40 +0,192
0,40 +0,192
0,29 £ 0,032
0,31 +0,022
0,34 £0,012
0,30 + 0,032

0,36 + 0,172
0,33+0,122
0,39 +0,152
0,34 £ 0,072
0,35+0,102
0,47 £ 0,042

0,32 +£0,012
0,33 +0,012
0,32 £ 0,012
0,32 +£0,012
0,33 +0,012
0,32 +£0,012

0,065 +0,0112
0,066 + 0,0112
0,068 + 0,0012
0,069 * 0,0022
0,068 + 0,0012
0,068 + 0,0012

0,79 + 0,032
0,79 £ 0,032
0,78 + 0,022
0,78 £ 0,022
0,79 + 0,032
0,78 £0,012

0,080 + 0,002°
0,080 + 0,002°
0,070 + 0,002%
0,071 + 0,0042°
0,073 + 0,005*"
0,074 + 0,005*"

0,050 + 0,014
0,051 +0,0142
0,045 +0,0052
0,046 + 0,0072
0,055 + 0,0062
0,056 + 0,0062

0,37 + 0,182
0,36 £0,182
0,35+ 0,082
0,35+0,102
0,24 + 0,122
0,23 £0,122

0,079 = 0,0022
0,079 + 0,0022
0,077 + 0,007
0,078 + 0,0032
0,078 + 0,006
0,079 + 0,003

0,078 + 0,0032
0,078 + 0,0032
0,075 +0,0012
0,081 + 0,006
0,073 + 0,0022
0,081 + 0,006

0,01 + 0,052
0,01 + 0,052
0,01 + 0,092
0,06 + 0,022
0,07 + 0,032
0,01 + 0,062

0,069 + 0,010?
0,069 + 0,010
0,059 + 0,0012
0,059 + 0,0012
0,061 + 0,0042
0,061 + 0,0042

0,058 +0,0172
0,058 +0,0172
0,047 + 0,004
0,044 +0,0052
0,045 + 0,0062
0,044 +0,0052

0,26 + 0,122
0,26 +0,13?
0,20 + 0,062
0,24 + 0,082
0,24 +0,132
0,27 + 0,062

0,029 + 0,001?
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012
0,027 + 0,002
0,027 + 0,0022

0,025 + 0,0042
0,025 £ 0,0042
0,029 +0,0012
0,027 + 0,002
0,028 + 0,0022
0,028 + 0,002

0,21 +0,012
0,21 +0,012
0,00 £ 0,01¢
0,11 +0,01°
0,00 £ 0,01¢
0,00 £0,01°

0,029 + 0,001
0,029 +0,0012
0,029 + 0,001
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012

0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012

0,029 + 0,001
0,029 +0,0012
0,029 + 0,001
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012

0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012
0,029 +0,0012
0,029 + 0,0012

0,124 + 0,0012
0,124 +0,0012
0,123 + 0,002
0,121 + 0,002
0,123 £ 0,0022
0,121 + 0,0022

0,107 = 0,0092
0,107 £ 0,0092
0,116 + 0,0052
0,108 + 0,0102
0,111 +0,0072
0,108 + 0,0102

0,17 + 0,032
0,17 + 0,032
0,05 + 0,022
0,10 + 0,082
0,09 + 0,052
0,10 + 0,082

Valores expressos por média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna nédo diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0,05). LDI (Limite de detec¢&o):
Mg (0,0006 mg L1); Fe (0,0089 mg L-1); Mn (0,0001 mg L1); Zn (0,0005 mg L-1); Ni (0,0012 mg L1); Ba, Cd e Cu (0,0002 mg L-1); Cr (0,0003 mg L-1); Mo (0,0007
mg L1); Pb (0,0032 mg L-1).
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Tabela 4. Andlises bioquimicas realizadas em Z. mays para os tratamentos com diferentes concentracdes de acidos

humicos (AH) provenientes de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro sanitario (LS). Valores expressos por média +

desvio padréo.

CAT (UM H202 mg Pt min?)

Raiz
Folha

GST (UM mg Pt mint)

Raiz
Folha

APX (UM Ac. A. mg Pt min?)

Raiz
Folha
SOD (U mg Pt
Raiz
Folha

ATPase total (UM Pi mg Pt1h?)

Raiz
Folha

H*- ATPase (uM Pi mg Ptth?)

Raiz
Folha

GSH (uM mg Pt min?)

Raiz

Tratamentos

Controle AH - VC AH-LS AH-LS AH-LS AH-LS

negativo 2mMCLY (0,5mMC LY AmMCLY 2mMCLY (AmMCLY
2,25 + 0,492 2,25+ 0,992 2,07 £ 0,742 2,00 £ 0,542 1,37 £ 0,222 2,16 + 0,692
2,12 + 0,592 1,92 + 0,362 3,61 +£0,84b 2,40 £ 0, 532 3,86 + 0,66 1,94 + 0,452
26,54 + 5,69 23,27 + 3,06 20,59 + 4,142b 18,94 +7,242b 18,66 + 6,32aP 11,94 + 3,532
5,39 + 1,112ab 16,36 + 6,43¢ 8,90 + 1,83b 1,18 £ 0,532 4,47 +1,762b 2,41 + 0,622
6,43 + 2,042 10,17 £ 2,942 17,74 + 4 97 8,98 + 1,882 9,21 + 3,742 6,19 + 0,552
6,34 + 1,482 5,28 + 0,942 4,24 + 0,982 7,16 £ 1,57ab 10,29 +1,33P¢ 11,58 + 2,94¢
0,40 £ 0,292 1,38 + 0,71ab 3,36 + 1,062b 4,16 + 1,30° 9,91 + 3,23¢ 1,64 +1,372b
0,92 £ 0,762 4,48 + 2,41 3,38 £ 0,972ab 2,25 + 1,412ab 3,62 + 1,272b 4,24 +1,67°
12,36 + 1,362 25,70 + 5,65P 12,26 + 1,442 18,72 +5,932b 24,34 +7,72b 18,84 + 2,87ab
1,04 £ 0,232 4,19 £ 1,28¢ 1,65 + 0,282 1,46 £ 0,212 1,93 + 0,352b 2,68 £ 0,51
9,75 + 0,55ab 18,78 + 2,80¢ 9,19+ 1,122 15,30 + 5,562b¢c 21,55 + 6,34¢ 17,17 + 2,42b¢
0,84 £ 0,252 3,32 £1,28¢ 1,24 +0,19ab 1,13+ 0,132 1,55 + 0,202b 2,33 £ 0,37b¢

241,11 + 79,472 304,47 + 130,092

170,41 £+ 56,742

211,92 + 65,802

187,96 £ 65,982 154,14 + 48,372

Letras iguais na mesma linha néo diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0,05).
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Tabela 5. Andlises realizadas pelo teste de Allium cepa para os tratamentos com diferentes concentracbes de acidos

hdmicos (AH) proveniente de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro sanitério (LS). ME: meristema.

Tratamentos
Controle Controle AH-VC AH-LS AH-LS AH-LS AH-LS
negativo positivo 2mMCcLYy) O5mMCLY) ImMCLY) @2mMCLY) (4dmMCLY
Frequéncia de germinacéo 21,001,002 20,40+1,14> 21,20+1,64*% 20,80+1,64% 2220+2,17% 19,80+ 1,10® 20,00 + 0,712
Comprimento da raiz 1,82+0,402 1,66+0,302 1,28+0,292 1,62+ 0,342 1,70+0,332 1,42+0,388 156+0,292
Meristema
ind. mitético 6,45+0,842 6,33+0,782 6,93+0,692 6,79 + 1,062 6,45+ 1,002 5,84+0,632 7,080,902
ind. de alteragbes cromossémicas 0,05 + 0,82 0,39+0,04> 0,11+£0,082 0,02 £ 0,042 0,08 £ 0,152 0,02 +0,042 0,07 +0,072
ind. de alteragées nucleares 0,056+0,052 0,33+0,12° 0,30+0,08c 0,43 0,06 0,37 +£0,07* 0,62+0,07° 0,38 +0,15°
ind. de mutagenicidade 0,86 + 0,192 220+0,14° 1,05+0,13* 1,19 +0,29b 0,91 + 0,182 0,92 + 0,142k 0,64 + 0,092
F1
ind. de mutagenicidade 0,21+0,11* 155+0,09¢ 0,90+0,06P>¢ 0,87 +0,25>¢ 0,93+0,28°>¢ 1,20+0,14° 0,74+0,11°

Valores expressos por média + desvio padrao. Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0,05).
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Resumo

Lodos provenientes do processo de tratamento biolégico dos lixiviados de aterros
sanitarios possuem altas taxas de matéria organica, de onde podem ser extraidos
acidos humicos (AH), substancias caracterizadas por influenciar diversos aspectos do
metabolismo vegetal e promover melhorias no desenvolvimento das plantas. Visando
investigar os efeitos da exposicdo de plantas aos AH de lodo de aterro sanitario,
primeiramente foram realizadas analises de caracterizacdo quimica do material, para
posterior analises nutricionais, fisiolégicas e anatdmicas em Zea mays L. De acordo
com os resultados da caracterizagdo quimica, o AH apresentou elevados teores de
carbono e nitrogénio, podendo constituir uma importante fonte de nutrientes para as
plantas. Além disso, foram notados, em plantulas de milho, efeitos nas taxas de
absorcao, bioconcentragao e translocacéo de alguns nutrientes em plantulas de milho.
Alteracbes no teor de pigmentos ndo foram observadas para o AH proveniente de
aterro sanitario. Influéncias sobre o crescimento da planta também foram reportados,
por meio de aumentos expressivos da area radicular e da altura do vegetal. Em geral,
os dados de crescimento mostraram um maior investimento da planta na parte aérea,
provavelmente associado com a melhor eficiéncia do sistema radicular. Em adicéo,
também foram notadas modificacfes na espessura da epiderme das plantas tratadas
com AH. Devido a complexidade do residuo, a correlacdo entre analises quimicas,
fisiolégicas e anatdmicas foi uma importante ferramenta na avaliacdo integrada dos

efeitos deste composto.

Palavras-chave: translocacdo; bioconcentracdo; analise nutricional; andlise de

crescimento; andlises anatbmicas.
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1. Introducéao

O condicionamento de residuos solidos em aterros sanitarios € uma pratica
crescente em diversos paises (Baderna et al., 2011). Porém, com o armazenamento
destes compostos, ocorrem diversos processos bioldgicos e quimicos naturais que
levam a geracdo de um liquido de coloracdo escura proveniente da digestdo de matéria
organica solida por acao bacteriana, denominado lixiviado de aterro sanitario (Celere et
al., 2007).

O tratamento biologico € uma pratica frequentemente utilizada para lixiviados
de aterros sanitarios (Atmaca, 2009), onde a remocao de grande parte do material
particulado, durante o processo, leva a formacéo do lodo de lixiviado (Nagashima et al.,
2010). Devido ao alto teor de matéria organica presente no lodo, este tem sido foco de
varios trabalhos, que buscam principalmente a utilizacdo em areas agricolas (Adani et
al., 2010; Baderna et al., 2011; Palanivell et al., 2013; Xiaoli et al., 2013).

O lodo de aterro sanitario gerado apds o processo de tratamento bioldgico é
composto, principalmente, por substancias hamicas (SH). Alguns autores relatam a
influéncia das SH no metabolismo vegetal (Loffredo e Senesi, 2009; Canellas et al.,
2012; D’'Orazio e Senesi, 2009). Dentre as SH, os &cidos humicos (AH) sdo os mais
estudados (Xiaoli et al., 2013; Adani et al., 2010), onde foi constatado que esses AH
apresentam diversos efeitos estimulatérios sobre as plantas devido a liberacdo de suas
moléculas bioativas, pela exsudacdo de &cidos organicos das raizes, que podem
acessar receptores dentro ou fora da célula (Canellas et al., 2002).

Estes compostos modificam o metabolismo das plantas e podem, influenciar o
transporte de ions, facilitando a absorcdo; promover aumento da respiracdo e da
velocidade das reagbBes enzimaticas do ciclo de Krebs, devido a maior producdo de
ATP; alterar o conteudo de clorofila; modificar a velocidade de sintese dos acidos
nucléicos e ainda alterar atividade de diversas enzimas (Nannipieri et al. 1993). Além
disso, ja foram observados efeitos na abertura estomatica (Palanivell et al., 2013) e no
desenvolvimento do sistema vascular das plantas, promovendo crescimento tanto do
sistema radicular quanto da parte aérea (Silva et al., 1999). Estes efeitos ja foram

observados também para dosagens elevadas de SH originadas de diferentes fontes
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organicas (lodo de esgoto, compostos organicos, turfa e acidos himicos comerciais)
(Ayuso et al., 1996).

Por outro lado, por serem consideradas uma supramolécula com massa
aparentemente elevada, o efeito fisiologico direto das fracbes humificadas, tais como os
acidos humicos (AH), € incompativel com seu tamanho e, consequentemente, com sua
entrada na célula por meio das membranas biolégicas. Sendo assim, a sua promogao
ao crescimento vegetal ndo esta completamente elucidada e tem sido justificada, pelo
aumento da solubilidade de micronutrientes com a formacdo de complexos solUveis
(Chen et al., 2003; Garcia-Mina et al., 2004) ou, ainda, pelo aumento da permeabilidade
da membrana plasmética (Visser, 1982).

Dentre as espécies vegetais, o milho tem sido utilizado em diversos trabalhos
devido seu elevado potencial produtivo e acentuada habilidade fisiol6gica na conversao
de compostos minerais em organicos (Severino et al., 2005; Cruz et al., 2008). Além
disso, a espécie representa um organismo teste eficiente, apresentando alta
sensibilidade a exposicao de SH (Pinton et al. 1999; Canellas et al., 2002; Quaggiotti et
al., 2004; Palanivell et al., 2013).

Devido a complexidade de efeitos associados a acédo dos AH, a integracdo de
analises quimicas a avaliacdes de efeitos bioldgicos permite uma interpretacdo mais
acurada das implicacdes relacionadas a utilizacdo destes compostos na agricultura
(Geiszinger et al., 2009). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
de diferentes concentracdes de AH sobre Z. mays, por meio de analises nutricionais,
fisiolégicas e anatdmicas, visando contribuir para uma melhor elucidacdo sobre os

efeitos da aplicacdo destes materiais humicos em plantas.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta do lodo de aterro sanitario

Amostras de lodo de aterro sanitario foram coletadas no Centro de Tratamento
de Residuos de Vila Velha, ES, Brasil (20°27'28"S e 40°23'21"0) ap0s tratamento
bioldgico, conforme os procedimentos de amostragem e condicionamento especificados
na norma brasileira para amostragem de residuos sélidos ABNT NBR: 10007 (ABNT,
2004).

2.2 Extracdo de acido humico

Apéds a secagem e peneiramento do lodo proveniente de aterro sanitario, foram
realizadas as extracfes das substancias humicas alcalino solluveis pelo método
recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS). Foi
utilizado uma solucdo de NaOH 0,5 mol L, na razdo sélido: solvente de 1:10 (m:v). A
separacdo dos acidos humicos foi obtida com o reducao do pH da solugédo até 1 com
HCI 6 mol?l, em seguida, os acidos humicos foram lavados com &agua deionizada,
dializados em membranas com poros 14 kDa e posteriormente liofilizados. As amostras
de &cido humico provenientes do vermicomposto passaram pela mesmo processo de
extracdo e foram cedidas pela Universidade Vila Velha, ES, Brasil. Neste trabalho este
composto foi utilizado como um comparativo de acdo, sendo sua bioatividade atestada

por Dobbss et al. (2010) em plantulas de milho.
2.3 Determinacao das dosagens utilizadas

Para a determinacdo das dosagens, foi realizada a analise da composicao
elementar dos materiais hiumicos por meio do analisador elementar automatico (CHNS-

932, Leco, Alemanha). Foram determinadas os percentuais de carbono total, hidrogénio

total e nitrogénio total, sendo o conteudo de oxigénio aferido pela diferenca destes
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resultados por 100 (Ayuso et al., 1996). Além disso, foram calculadas as relagbes entre
os elementos, a fim de realizar a caracterizagdo dos compostos.

Apos a analise, foram determinadas quatro concentracbes de acido humico
derivado de aterro sanitario baseadas nos teores de carbono C (0,5;1;2e 4 mM C L?)
e uma concentracdo de acido himico proveniente do vermicomposto (2 mM C L),
sendo estes valores baseados na literatura (Canellas et al., 2010; Canellas et al., 2012;
Dobbss et al. 2010).

2.4 Ensaio em Zea mays L.

Sementes de Z. mays (Hibrido Embrapa - BR 206, Brasil) foram desinfestadas
por meio de imersdo em uma solucao de NaCIlO (1 %) por 30 minutos. Posteriormente,
foram mantidas em &gua destilada por 3 horas. Em seguida, as sementes foram
acondicionadas em papel-filtro para germinacdo no escuro em temperatura média de 28
°C. Quatro dias ap6s a germinacdo das sementes, plantulas de milho com
aproximadamente 0.5 cm, foram transferidas para vasos (cinco vasos por tratamento)
contendo solugcédo de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) modificada para ¥4 de forca
molar. Para o tratamento controle negativo, as plantas foram submetidas somente a
solugdo nutritiva e os tratamentos restantes consistiram na adicdo de diferentes
dosagens de acido humico. O pH das solucbes foi ajustado para 5,8-6,0 e as
condutividades foram mensuradas.

Para a conducdo do experimento, foi montado um sistema hidroponico com
aeracao constante utilizando compressores de ar (Gong Yang Bang, HP-400, China). A
exposicdo aos diferentes tratamentos foi realizada por um periodo de 10 dias, em casa
de vegetacao localizada no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do Espirito
Santo/UFES (20° 16' 29.97"S e 40° 18' 21.19"0), com temperatura média de 27 °C e
umidade relativa média de 77%. O pH das solucdes foi ajustado diariamente.

2.5 Anélise nutricional
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Decorrido o tempo experimental, amostras de solugdo nutritiva, raizes e parte
aérea foram coletadas para avaliagdo quimica. Para a realizacdo das andlises,
amostras de solucdo nutritiva foram acidificadas com acido nitrico a 5% (Merck
Quimica, Argentina) e as amostras de raiz e folha foram digeridas, utilizando acido
nitrico e cloridrico destilados. As quantificacdes dos teores nutricionais foram realizadas
em triplicata, conforme Malavolta et al. (1997), e foi utilizado o método semi-micro-
Kjeldahl para a quantificacdo de N, o método de colorimetria do metavanadato para a
quantificacdo de P, o método de turbidimetria do sulfato de bario para a quantificacédo
de S, a fotometria de chama de emissdo para a quantificacdo de K, o método de
colorimetria da curcumina para quantificacdo de B e espectrofotometria de absorgao
atdbmica para a quantificacdo de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn.

Para o calculo da taxa de absor¢éo foram utilizados os valores quantificados na
solucéo nutritiva inicial e final de cada tratamento. O fator de bioconcentragéo (FBC) foi
calculado para comparar os niveis de nutrientes presentes na solu¢cdes nutritivas que
foram acumulados nos tecidos de raiz. O fator de translocacao (FT) foi utilizado para
avaliar as concentracfes de nutrientes presentes na parte aérea e as correlagcées com
os valores encontrados nas raizes. Os valores de bioconcentragéo e translocacao foram
considerados significativos, somente com resultados maiores que 1, como descrito por
Ali et al. (2013).

2.6 Teor de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos foram determinados pelo o método de extracdo com
DMSO (Argenta et al., 2001). A folha basal mais desenvolvida foi coletada de cinco
plantas de cada tratamento, no periodo da manha. Um disco de cerca de 1 cm? foi
retirado de cada folha, imerso em 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e incubado a 70 °C
por 30 minutos, no escuro (Hiscox e Israelstam, 1979). A leitura do extrato foi realizada
em espectrofotdbmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, EUA) nas absorbancias
de 480, 645, 663 nm. A quantificagéo dos teores de pigmento foi realizada conforme as
equacdes de Lichtenthaler e Welbum (1983). A determinacdo da concentracdo relativa

de clorofila também foi determinada utilizando um método ndo destrutivo por meio do
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medidor de clorofila SPAD (Soil Plant Analysis Development) (Minolta, SPAD-502,
Japéo) sendo realizada também na folha basal mais desenvolvida. Foram realizadas

duas medicdes por planta e foram avaliadas trinta plantas por tratamento.

2.7 Andlises de crescimento

ApoOs o término do experimento, foram selecionados aleatoriamente cinco
plantulas de Z. mays de cada repeticdo, totalizando 25 individuos por tratamento, a fim
de realizar medidas de altura, da area foliar total, (Area Meter, LI-COR 3100, USA), da
area radicular (Scanner Photosmart D110, Hewlett-Packard Development Company,
EUA), massa fresca e seca (estufa 60° C) de todos os 6rgaos, medidas de diametro,
area e comprimento das raizes e contagem do numero de folhas. A partir dessas
medidas foram obtidas médias da razdo de area foliar por numero folhas, razéo de raiz
por parte aérea, massa foliar especifica, area foliar especifica, area radicular especifica,
razdo de area foliar e comprimento especifico da raiz. Além disso, com os valores das
massas secas da parte aérea e das raizes foi possivel calcular a proporcédo de alocacao
de biomassa da planta (Hunt, 2002; Rocha et al., 2009).

2.8 Anéalises anatbmicas

Para cada tratamento foram retiradas amostras das raizes e de folhas de dez
plantulas de Z. mays. Para a analise quantitativa as amostras foram fixadas e
armazenadas em alcool etilico 70%. Destes materiais, foram feitos cortes a méao livre
das raizes na regido de 1 cm a partir do apice radicular (base caulinar). Das amostras
de folhas, foram realizadas impressbes abaxiais, do terco mediano da regido
internervural. Os cortes foram corados com azul de astra e safranina a 1% (Bukatsch,
1972). As laminas foram analisadas em fotomicroscéopio Nikon E200 (Nikon Instruments
Inc., Japao) e as fotos obtidas foram analisadas por intermédio do programa Nikon NIS-
Elementos (Nikon Instruments Inc., Japéo). A densidade estomatica (mm?) foi realizada
utilizando uma gota de adesivo instantaneo universal éster de cianoacrilato (Super-

Bonder, EUA) em uma lamina histologica. Cinco campos O6pticos aleatorios foram
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analisados por individuo, totalizando 50 campos Opticos por tratamento. J& para
determinacdo das medidas da raiz, foram realizadas dez medi¢cdes, em pm, por

individuo, totalizando cem medic¢des por tratamento.
2.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Infostat (Di
Rienzo et al.,, 2010). Em todas as avaliacGes foi realizada uma andlise de variancia

(ANOVA), para averiguacdo da normalidade dos dados, seguido por teste de médias
Tukey (P < 0.05).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo quimica dos acidos humicos

Os resultados da andlise de composicdo elementar dos acidos humicos estédo
dispostos na Tabela 1. Os teores de carbono e nitrogénio no acido humico proveniente
de lodo de aterro sanitario foram maiores do que os valores quantificados no
vermicomposto, indicando maior grau de evolucdo destes materiais humicos
(Kononova, 1982; Adani et al., 2006). Os altos teores de oxigénio observados indicam a
predominéncia de grupos funcionais oxigenados nos &cidos hudmicos, usualmente
classificados como carboxilicos (COOH), hidroxilas (OH), carbonilas (C=0), metodxilas
(OCHB3) e ocasionalmente ésteres (COOR) e éteres (COC) (Hayes et al., 1989; Silva et
al., 1999). As relagdes entre C/N sdao muitas vezes utilizadas para monitorar as
alteracbes estruturais das fragdes humicas das substéncias humicas de diferentes
fontes (Adani et al., 2006), indicando o grau de incorporacdo do nitrogénio e o grau de
humificacdo na estrutura das substancias humicas (Stevenson, 1994; Lu et al., 2000). O
teor de nitrogénio elevado encontrado nos materiais himicos, indica os tais como uma

fonte importante de compostos nitrogenados (Stevenson, 1994).

3.2 Andlise de nutrientes

Os resultados da quantificacdo de nutrientes na solugdo nutritiva inicial
revelaram que houve um aumento na quantidade de nitrogénio total na solucdo em
decorréncia da adicéo de AH (Tabela 2). Além disso, foram observados maiores valores
de potassio para o tratamento AH-VC e de célcio para o tratamento AH-LS 4 mM C L7,
em relacdo ao controle, sugerindo que a adicdo de acidos humicos disponibiliza uma
maior quantidade destes nutrientes para a planta.

Em relagdo as taxas de nutrientes observadas na solugéo nutritiva final, foram
notados valores maiores de nitrogénio para os tratamentos AH-LScom 2 e 4 mM C L.
Estes resultados corroboram os valores deste nutriente observados na solucdo nutritiva

inicial, indicando que durante o tratamento o mesmo nao foi totalmente absorvido. A
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andlise das concentracdes de calcio apds os tratamentos revelaram que a exposi¢cao ao
tratamento com AH promoveu uma redugcdo deste nutriente, indicando uma melhor
absorcdo deste elemento, dado corroborado pelas taxas de absorcdo observadas. Por
outro lado, os niveis de ferro detectados em algumas solu¢cdes foram maiores que o
tratamento controle (Tabela 2). Os valores de Fe encontrados neste trabalho
provavelmente estdo associados a capacidade das SH formarem complexos estaveis
com metais (neste caso o ferro), alterando as taxas de absorcédo deste elemento para a
planta (Garcia-Mina et al., 2004).

Em relagdo a quantificagdo de nutrientes na composi¢cdo no tecido radicular
das plantulas, os teores nutricionais observados ndo foram significativos, porém foram
observados quantidades maiores de N e S com a adi¢cdo de maiores dosagens de AH
(Tabela 2). Eyheraguibel et al. (2008) também investigaram a absorcdo de nutrientes
em plantas de milho e verificaram que as maiores quantidades destes compostos
encontrados nos 6rgaos das plantas estavam associadas com ao crescimento radicular
promovido pelas SH.

Na parte aérea foi encontrado um maior valor na quantidade de fosforo para o
tratamento AH-VC (Tabela 2). A absorcdo de fdésforo pode ser esclarecida pela
capacidade dos AH de formarem fosfohumatos, composto que pode ser facilmente
absorvido pelas plantas, porém, em concentracdes altas, podem causar fitotoxicidade
(Raina e Goswami,1988; Ayuso et al., 1996). Na analise da composicéao foliar também
foram notadas menores quantidades de Cu, Mn e B para alguns tratamentos com AH.
Acidos htimicos apresentam diferentes composicdes, que varia com a fonte de matéria
organica e interagem com diversos elementos quimicos. Estas interagcbes podem
promover alteracbes na biodisponibilidade dos nutrientes para as plantas, podendo
aumentar ou reduzir a capacidade de absorcdo (Garcia-Mina et al., 2004; Eyheraguibel
et al., 2008) e, consequentemente, a composi¢cao quimica dos o0rgaos da mesma.

O efeito que as SH possuem sobre a absor¢cdo de nutrientes geralmente
depende de sua origem, tipo e concentracdo na solucdo nutritiva e da espécie e
variedade de planta tratada (Ayuso et al., 1996). Maggioni et al. (1987) indicaram que
0os AH podem influenciar a absorcédo de nutrientes via efeito enzimatico, por meio do

aumento da atividade de ATPasica dependente de K* e Mg?*. Além disso, Samson e
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Visser (1989) demonstraram que a permeabilidade da membrana plasméatica pode ser
alterada pela acdo destes acidos. As taxas de absorcdo encontradas neste trabalho
revelaram maior absor¢do de N para o tratamento de AH-LS 4 mM C L e de Ca e Mg
para a maioria das concentracdes testadas (Tabela 2).

Diversos estudos relatam que a acdo benéfica das substancias humicas no
desenvolvimento da planta esta frequentemente associada com aumentos significativos
nas concentracdes de varios nutrientes minerais nas raizes (Chen e Aviad, 1990; Ayuso
et al., 1996; Chen et al, 2003). Por meio da analise bioconcentracao foram observados
taxas elevadas de P, Fe, Cu, Zn, Mn e B nos tecidos de plantulas de Z. mays para
todos os tratamentos, onde maiores valores de Mn foram encontrados para o
tratamento AH-VC e para o Cu nos tratamentos com 0,5 e 2 mM C L de AH-LS, em
relacdo ao controle. Por outro lado, menores valores foram observados para o Fe no
tratamento de 4 mM C L e para o N nas diferentes concentracées de AH-LS testadas
(Tabela 2). Nesse contexto, dos 11 elementos avaliados neste estudo apenas 2 foram
aumentados pela acdo dos tratamentos com acidos hamicos. Estes resultados
corroboram os descritos por Mora et al. (2010), onde a adicdo de acidos humicos
naturais ndo promoveu aumento do FBC em pepino.

Neste trabalho foi observado translocacéo para o N, P, K, Cu e Zn (Tabela 2),
porém nao foram encontradas diferencas significativas em relagdo ao controle para este
fator nos diferentes tratamentos com acidos humicos. Estes dados indicam a auséncia

de efeitos das substancias testadas no sistema vascular da parte aérea das plantas.

3.3 Teor de pigmentos fotossintéticos

Um dos efeitos relacionados ao tratamento de plantas com SH é o aumento no
teor de clorofila, influenciando diretamente as taxas fotossintéticas das plantas (Nardi et
al., 2002; Ertani et al., 2013). Os resultados da analise de pigmentos mostraram que por
meio das medicdes realizadas com o SPAD ndo houveram diferencas significativas
entre os tratamentos. Por outro lado, na analise das concentragbes dos pigmentos
isolados pbde-se verificar um aumento na concentracdo das clorofilas a, b, total e

carotendides para o tratamento AH-VC e um aumento ndo significativo e menos
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expressivo, em relacdo ao controle, para o tratamento com 0,5 mM C L* de AH-LS
(Tabela 3). Os niveis de metabdlitos nitrogenados na planta estdo diretamente
associados com as taxas de pigmentos fotossintéticos (Debaeke et al., 2006; Ertani et
al.,, 2013). Neste estudo, foram encontradas para o0s tratamentos com maiores
quantidades de pigmentos as maiores taxas de bioconcentracdo e translocacao de
nitrogénio, respectivamente. Isso sugere que a alteracdo da entrada de N pelos os
diferentes tratamentos com SH promove mudancas no teor de pigmentos e
consequentemente alteram a fotossintese das plantas. Adicionalmente, Kitajima e
Hogan (2003) evidenciam que a relacdo clorofila a/b deve aumentar com a menor
disponibilidade de N. Porém, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as
relacdes de clorofila a/b e clorofila total/carotenoides neste trabalho.

3.4 Anélise de crescimento

Diversos estudos relatam o papel das substancias hdmicas (SH) no
crescimento das plantas (Canellas et al., 2002; Nardi et al., 2009; Canellas et al., 2010).
Estes efeitos positivos sao explicados por uma interacdo entre as SH e 0s processos
fisiologicos e metabdlicos das plantas (Trevisan et al., 2010). As SH podem estimular a
absorcdo de nutrientes (Piccolo et al., 1992) e influenciar na permeabilidade celular
(Visser, 1982; Pinton et al., 1992; Ayuso et al., 1996) e varios autores sugerem a acao
destes compostos na regulacdo do mecanismos envolvidos na estimulacdo do
crescimento vegetal (Dobbss et al.,, 2007; Palanivell et al., 2013). Neste estudo, foi
observado que os tratamentos com 2 e 4 mM C Lt de AH-LS promoveram um aumento
na altura das plantas. Além disso, o tratamento com 2 mM C L1 de AH-LS aumentou as
medidas de area foliar (AF), relacdo entre a AF e o numero de folhas e area foliar
especifica (AF/ MST) (Tabela 4).

O desenvolvimento radicular € um requisito fundamental para a capacidade
das plantas de se adaptar e sobreviver em condi¢cbes adversas, e, portanto, 0 nimero
de raizes laterais e o posicionamento destas sdo de fundamental importancia para as
plantas (Leyser e Fitter, 1998; Canellas et al., 2010). As analises de crescimento

mostraram que o comprimento da raiz principal ndo foi alterado com os diferentes
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tratamentos. Por outro lado, verificou-se um aumento na area radicular nos tratamentos
com 2 e 4 mM C L?! de AH-LS e AH-VC, e a area radicular especifica (AR/ MST) foi
maior em todos os tratamentos em relacéo ao controle (Tabela 4; Figura 1). Canellas et
al. (2010) observaram que as SH podem até inibir o crescimento da raiz principal, em
virtude de aumentar o desenvolvimento das raizes laterais, fenbmenos caracteristicos
do hormonio vegetal auxina (Bhalerao et al., 2002; Dobbss et al., 2007).

Uma outra caracteristica marcante das SH € a sua capacidade de induzir a um
aumento no peso fresco e seco de tecidos vegetais, tal efeito varia de acordo com o
tipo e a concentracdo do material himico, da espécie estudada, da idade e do érgao
analisado (Nardi et al., 2009; Ertani et al., 2013). Neste trabalho, todos os tratamentos
promoveram aumento na razdo de massa da parte aérea (MSPA/MST) em relacdo ao
tratamento controle, entretanto, a razdo de massa radicular foi menor em todos os
tratamentos, bem como a razdo MSR/MSPA (Tabela 4). A promoc¢ao do
desenvolvimento das raizes laterais pelas SH influencia a absor¢do de nutrientes pelos
vegetais (Nardi et al., 2002; Palanivell et al., 2013). Nesse contexto, 0s menores valores
da razdo de massa radicular encontrados podem estar associados a melhor captacao
de nutrientes pela planta, devido a presenca de um sistema radicular mais eficiente,

levando a um consequente maior investimento da planta na parte aérea.

3.5 Analises anatbmicas

A capacidade dos AH alterarem o sistema vascular das plantas, afetando
principalmente as raizes e levando a melhor absor¢do de nutrientes foi documentada
em diversos trabalhos (Ayuso et al., 1996; Silva et al.,, 1999; Schmidt et al., 2007).
Neste estudo, por meio das analises anatdmicas da raiz de Z. mays nao foram
observadas diferencas significativas dos tratamentos em relacdo ao controle na
espessura da raiz e do cértex, no numero de vasos do metaxilema e do diametro do
cilindro vascular. A auséncia de efeitos pode decorrer do curto periodo de exposi¢cao
das plantas as SH (10 dias), visto que a ocorréncia de alteragbes anatdomicas requer
grandes periodos de exposi¢cdo. Entretanto, ao analisar a razéo cortex/ cilindro vascular

algumas alterac6es foram observadas, como a reducao dos valores desta relagcdo no

79



tratamento AH-VC e o aumento pelo tratamento 4 mM C L de AH-LS, sugerindo que
os AH interferem na anatomia radicular e que ap6s um maior periodo de exposicéao,
diferencas anatdbmicas possivelmente poderdo ser melhor documentadas.

A protecdo das plantas contra patdégenos e microrganismos também esta
associada com aos efeitos benéficos proporcionados pelos AH (Shehata et al., 2013). O
processo de suberizacdo radicular esta relacionado a uma reacdo a defesa contra
microrganismos, podendo também proteger a planta quanto a presenca de substancias
toxicas (Rioux; Bayen 1997; Silva et al., 2005). Ao investigar a camada de suberizacéo
neste trabalho ndo foram notadas diferengas dos tratamentos em relacdo ao controle.
Porém, na andlise da epiderme foi observado um aumento na espessura ap0s 0s
tratamentos com 1 e 2 mM C L de AH-LS. A epiderme também esta associada com a
protecdo da planta contra fatores prejudiciais externos (Mansour, 1998; Cunha et al.,
2008). Com base no exposto, pode-se sugerir que 0 processo de protecdo da planta
pelos AH ocorra majoritariamente devido a modificagdes na epiderme da raiz do que na
camada de suberizacéao.

Palanivell et al., 2013, mostraram que materiais humicos com diferentes
massas moleculares promoveram aumentos na quantidade de estdmatos e alteracdes
no mecanismo de abertura e fechamento estomatico, no entanto, no presente trabalho,
diferentemente de Palanivell et al., 2013, ndo foram detectadas diferengas significativas

entre os tratamentos no que se diz respeito a densidade estomatica.
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4. Conclusao

Visando investigar os efeitos da exposicdo de plantas ao acido humico
proveniente de lodo de aterro sanitario foram realizadas analises de caracterizacao
quimica, analises nutricionais, fisioloégicas e anatbmicas em Z. mays. Por meio de
caracteriza¢gfes fisicas e quimicas o &cido humico apresentou elevados teores de
carbono e nitrogénio, podendo constituir uma importante fonte de nutrientes para as
plantas. Além disso, efeitos nas taxas de absor¢cdo, na bioconcentracdo e na
translocacdo de alguns nutrientes foram observadas, sendo os resultados mais
expressivos na raiz do que na parte aérea das plantas. Nao foram verificadas
mudancas relevantes no teor de pigmentos para as dosagens de acido humico
proveniente de lodo de aterro sanitario testadas. Em relacdo as andlises de
crescimento, as alteracfes mais relevantes notadas em Z. mays foram em relacdo ao
aumento da area radicular e da altura. Em geral, os dados de crescimento mostraram
um maior investimento da planta na parte aérea, provavelmente associado com a
melhor eficiéncia do sistema radicular. Na andlise anatébmica foi observado alteracées
na epiderme, apos o tratamento com as concentracdes medianas de acido humico, este
resultado pode estar relacionado com o mecanismo de protecdo da planta pelos acidos
hamicos. Por fim, foram reportados os efeitos benéficos da exposi¢cdo ao acido humico
proveniente de lodo tratado de aterro sanitario em Z. mays e devido a complexidade do
residuo, a correlacdo entre andlises quimicas, fisiolégicas e anatdbmicas foi uma

importante ferramenta na avaliacdo integrada dos efeitos deste composto.
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Figuras e Tabelas

D

Figura 1. Morfologia das raizes de Z. mays ap0s a exposicdo aos diferentes
tratamentos. A: controle negativo; B: AH-VC (2 mM C L1); C: AH-LS (0,5 mM C LY);
D: AH-LS (1 mM C L?); E: AH-LS 2 mM C LY); F: AH-LS (4 mM C LY).
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Tabela 1. Caracterizacdo elementar dos acidos humicos

utilizados neste estudo.

AH -VC AH - LS

Elementos

Carbono (C) (g Kg) 309,2 + 1,22 398,8 + 9,3

Hidrogénio (H) (g Kg) 37,3 + 2,52 70,6 + 3,6°

Nitrogénio (N) (g Kgl) 30,0 + 0,22 59,8 +1,8°

Oxigénio (O) (g Kg?) 625,5 + 1,52 471,2 + 14,3
Relacbes

C/N 83,2+ 6,02 56,5+ 1,9°

H/IC 1,2+0,12 1,8 +0,1°

o/C 20,2 +0,12 11,8 +0,6°

AH: &cido humico; VC: vermicomposto; LS: lodo de aterro sanitario.
Valores expressos por média = desvio padrdo. Letras iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente (Teste de Tukey; P

<0,05).
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Tabela 2. Quantificagcdo de nutrientes nas solu¢des nutritivas, raizes e folhas de Z. mays para os tratamentos com diferentes

concentragdes de &cidos humicos (AH) provenientes de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro sanitario (LS).

Soluc¢ao nutritiva (Inicial) (mg/L)

Controle negativo
AH-VC 2mM C L™
AH-LS (0,5mM C L)
AH-LS (1 mM C LY
AH-LS 2 mM C LY
AH-LS (4 mM C LY

Solugéo nutritiva (Final) (mg/L)

Controle negativo
AH-VC 2 mM C LY
AH-LS (0,5mM C LY
AH-LS 1 mMC LY
AH-LS 2 mM C LY
AH-LS (4 mM C LY
Raiz (g/Kg)

Controle negativo
AH-VC (2 mM C LY
AH-LS (0,5mM C LY
AH-LS (1 mM C LY
AH-LS 2mM C LY
AH-LS (4 mM C LY

Elementos

N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B
2,51+0,112* 0,01 +0,00? 66,0 +1,12 44,0 +£0,4° 10,4 + 0,52 8,1+0,3° 0,32 £ 0,022 0,03+0,01* 0,04 +0,012 0,21 £0,01° 0,14 +0,01°
2,42+0,21* 0,02+0,01® 70,8+1,1° 42,4 +0,22 9,6 £0,42 8,3+0,72 0,33 +£0,03* 0,03+0,01* 0,04+0,012 0,03+0,01° 0,13 +£0,023P
2,82+0,08° 0,02+0,01® 654+0,8 43,7+0,3 10,7£0,3% 7,8+0,7% 0,30 + 0,022 0,02+0,01* 0,05+0,01* 0,22+0,01° 0,14 +0,01°
2,79+0,02° 0,02+0,01® 66,2+0,8 44,0+0,1° 10,6 £ 0,42 8,6 £0,4° 0,31 + 0,022 0,03+0,01* 0,05+0,01*8 0,21+0,01° 0,14 +0,01°
3,55 +0,13¢ 0,02+0,01* 654+0,7% 43,9+0,2° 10,5+0,62 8,1+0,6% 0,31+ 0,012 0,02+0,01* 0,05+0,01* 0,21+0,01° 0,11 + 0,012
8,01+0,18° 0,02+0,01® 659+0,8 46,5+0,2° 10,6 £0,3* 7,8+0,4° 0,32 + 0,022 0,03+0,01* 0,05+0,01*# 0,20+0,01° 0,13 £ 0,013
1,52+0,2028  0,00+0,006 0,00+0,00% 37,3+1,2¢ 1,4+0,5° 7,2+0,4° 0,23 £0,02** 0,01 +0,006 0,01+0,000 0,00+0,000 0,12 +0,012
1,40 £0,000  0,00+0,00® 0,00+0,002 284=+0,8 0,5+0,3% 6,1+0,3% 0,27 +0,02° 0,01+0,00°0 0,02+0,01** 0,02 +0,01° 0,15 + 0,01°
1,75+0,01* 0,00+0,00® 0,00+0,00® 34,1+0,9°¢ 0,5+0,3% 6,5+ 0,730 0,21 +0,01* 0,01+0,01* 0,03+0,01** 0,01+0,01®* 0,13 +0,013°
1,75+0,00** 0,00 +0,00° 0,00+0,008 35,6+0,7% 0,8 +0,3%° 7,3+0,2° 0,23 +0,012>¢ 0,00 +0,01® 0,02+0,01** 0,01+0,00*°* 0,14 +0,01%°
2,18+0,24> 0,000,008 0,000,002 32,6+1,2° 1,4+0,1° 6,9 +0,3%° 0,26 £0,03>*¢  0,01+0,01* 0,02+0,01*> 0,00+0,01* 0,14 +0,012°
3,47 £0,35° 0,00 £0,00® 0,00+0,00® 29,6+0,9% 0,3+0,0% 6,8 +£ 0,220 0,27 £0,01*¢ 0,01 +0,008 0,03+0,01° 0,00+0,000 0,14 +0,012°
20,8 +1,7° 3,3+0,72 9,1+2,12 8+ 1a? 6,9+0,9% 6,3 £ 0,5%° 205+ 5?2 19,0 £ 6,62 63 + 232 205 + 572 88 + 44?2
22,9+1,3° 3,56+0,12 8,1+0,12 8 t 2a° 6,5+0,6% 6,3 £ 0,5%° 163 + 362 15,3 +£5,02 96 + 8° 176 + 392 102 + 252
17,6 £0,12 3,5+£0,22 6,3+1,72 9+22 6,2 +0,82 6,1+0,6% 148 + 212 21,3+6,12 99 + 127 187 + 242 88 + 322
22,3+1,3° 3,6 £0,2% 79+1,9 10+ 22 7,4+0,32 8,0 £0,9° 139 + 452 16,0 £ 0,12 77 £ 23 155+ 82 65 + 192
22,0+0,7° 3,3+£0,22 74+15% 10+ 22 6,4+0,5% 7,0 £0,83P 144 + 212 16,0 + 4,02 63 £ 102 149 + 40?2 92 £432
23,7 +0,8° 3,2+0,32 6,6 £1,5% 10+ 12 6,2+0,3% 7,0 £ 0,530 121 + 38?2 16,7 £ 1,22 65 + 5° 164 + 412 107 + 292
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Folha (g/Kg)
Controle negativo 36,3+1,3°
AH-VC(2mMCL?') 305%55%
AH-LS (0,5mMCL?) 39,0+0,6%
AH-LS(ImMCL?Y) 39,0£23
AH-LS 2 mM C L?Y) 38,2+0,3
AH-LS(4mMCL?) 339%£8,3
Taxa de absorgao
Controle negativo 0,39 + 0,102
AH-VC 2mMCL?Y) 042+0,05%
AH-LS (0,5mMCL?) 0,38 £0,022
AH-LS (1 mMC LY 0,37 £0,01?
AH-LS2mMCL?Y 0,38 £0,082
AH-LS(4mMCL?Y  057+0,05°
Fator de bioconcentracéo
Controle negativo 8,31 £ 0,94°
AH-VC 2mMCL?') 955+£1,33°
AH-LS (0,5mMCL?) 6,25+% 0,19°
AH-LS (1 mMC LY 7,97 + 0,490
AH-LS(2mMCL?Y  6,19+0,38°
AH-LS(4mMCL?Y  2,95+0,032
Fator de translocacao
Controle negativo 1,76 + 0,20%°
AH-VC(2mMCL?Y) 1,34+£0,312
AH-LS (0,5mMCL?Y) 221+ 0,02°
AH-LS(ImMCL?Y  1,75+0,03°
AH-LS 2 mM C L?Y) 1,74 £ 0,073

N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B
3,9+0,12 47,8 +1,3° 7,1+0,2% 4,05+0,14* 190+0,11° 85+6?2 22,0 £2,0° 83+ 9° 71+5° 62+ 3°
5,4 +0,2° 49,2 + 0,12 6,8 +0,3% 4,08 + 0,032 1,86 £ 0,728 91 +5° 18,0+3,5*" 91+ 1la 43 + 6a 48 + 53
4,0+0,1° 49,0+ 2,72 7,6 0,22 454+0,13* 2,15+0,142 88+ 32 22,0 £2,0° 93+ 3a 62 + 3b,c 58 + 132P
4,0+0,1? 43,4 +£5,82 7,3+0,3° 4,44 + 0,222 2,13+0,042 85+52 20,0+0,1** 91 # 10a 57 + 6a,b,c 38 + 127
3,8+0,12 39,8 4,02 7,5+0,5% 454+0,33* 189+0,172 81+32 16,7+1,2%°  71+4a 51 +2a,b 48 + 730
3,8+0,12 38,1+12,00 7,3+0,2° 4,51 £ 0,082 2,15+0,072 7952 16,0 £ 2,02 73 £ 12a 55+ 10a,b,c 41 + 43P
1+0? 1+0? 0,15+0,03* 0,87+0,05® 0,11+0,08% 0,28 +0,042 0,64 +0,132 0,74+0,07* 1,00 £0,01° 0,10 + 0,08°
1+0° 1+0? 0,33 +0,02¢ 0,94+0,03® 0,26+0,102 0,18 +0,092 0,61+0,102 0,44+0,272 0,33+0,38% 0,00 + 0,00?
1+0? 1+0? 0,22 +0,02°¢ 0,95+0,03° 0,15+0,16* 0,30 + 0,032 0,67 +0,292 0,43+0,062 0,97 +£0,03° 0,05 + 0,04°
1+0° 1+0? 0,19 +£0,01** 0,93+0,022* 0,15+0,032 0,24 + 0,062 0,83+0,292 0,65+0,092 0,95+0,01° 0,00 + 0,00?
1+0? 1+0? 0,26 + 0,03° 0,86 +0,012 0,15+0,082 0,16 +0,10? 0,72+0,258 0,51+0,222 0,98 +0,03° 0,00 + 0,00%
1+0° 1+0? 0,36 + 0,02¢ 0,98 +0,01° 0,14+0,08% 0,170,032 0,61+0,102 0,37 +0,158  1,00+0,01° 0,00 + 0,00?
335+ 672 0,14+0,03® 0,18+0,032 0,66 +0,10* 0,77 £0,042 649 + 39° 644 + 1712 1639 + 625*° 974 + 2552 641 + 3012
231 +902 0,11+0,012 0,20+0,058 0,68+0,058 0,77 +0,06 486 + 752" 567 + 882 2689 + 681° 6233 £ 4136° 803 + 1772
229 + 862 0,10+0,032 0,21+0,042 0,58+0,0920 0,79+0,062 486+ 543P 1333+ 306 2160 + 440*° 860 + 922 637 + 2552
215+ 1112 0,12 £ 0,032 0,23 + 0,042 0,69 £ 0,042 0,93 +0,082 448 + 1263P 622 + 1542 1647 + 3823 737 +292 463 + 1342
219 + 852 0,11+0,022 0,22+0,042 0,62+0,042 0,86+0,112 464 + 853° 889 + 278 1269+ 1892 718 + 2272 852 + 3722
200 £ 1172 0,10 £0,022 0,21 + 0,022 0,59 £ 0,042 0,89 +£0,112 372+ 1032 644 + 1392 1400 + 922 819 + 1952 817 £ 1972
1,19+0,26%* 54+1,12 0,9+0,22 0,59+0,072 0,30+0,032 0,41+0,022 1,29+0,61*° 1,43+0,50*@ 0,37+0,14*> 0,83+0,372
1,53+0,01° 6,1+0,1? 0,9 £0,22 0,63+0,058 0,30+0,14% 0,58 +0,132 1,32+0,658 0,95+0,042 0,25+0,052 0,49 +£0,112
1,14+0,062 8,2+2,42 0,8+0,22 0,74+0,072 0,35+0,058 0,600,072 1,08+0,252 0,95+0,14¢ 0,33+0,032 0,69+0,13?2
1,11+0,072 560,72 0,7 £0,12 0,60 +£0,058 0,27 +0,032 0,68 + 0,302 1,25+0,012 1,27+0,44% 0,37+0,062 0,62 +0,232
1,14+0,072 55+1,22 0,8+0,22 0,71+0,102  0,27+0,058 0,57 +0,102 1,09+0,272 1,16+0,208 0,36+0,082 0,60 + 0,252
1,18+0,112 6,1+2,42 0,8 +0,12 0,73+0,058 0,31+0,022 0,71+0,302 0,97 +0,18 1,13+0,232 0,36+0,122  0,40+0,102

AH-LS (4 mM C LY 1,44 +0,372

Valores expressos por média + desvio padrao

. Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0,05).
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Tabela 3. Teor de pigmentos fotossintéticos em Z. mays para os tratamentos com diferentes
concentragbes de &cidos huamicos (AH) provenientes de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro

sanitario (LS).

Tratamentos

Controle AH-VC AH-LS AH-LS AH-LS AH-LS

negativo 2mMCLY (05MCLY AmMCLY 2mMCLY (AmMCLY
SPAD 29 + 22 29+ 12 3022 3022 30+ 12 30+ 22
Clorofila a (mg g) 31+ 4ab 41 + 14° 39 + 11b¢° 29 + 62 28 + 62 31+42
Clorofila b (mg g) 5,8+0,9abc  72+2 3¢ 6,8 + 1,80 5,1+1,2a 5,4 + 1,5ab 5,7 + 1,0abe
Clorofila total (mg g1) 50 + 6ab 67 £ 23¢ 64 + 18bc 47 £ 102 46 £ 10 50 + 62
Carotendides (mg g1) 26 + 4ab 39 + 20¢° 34 + 15b¢ 22+ 72 22 + 82 24 + 5ab
Clr,a/CIr, b 53+0,32 5,7 +0,32ab 5,8+0,3° 5,7 £0,4ab 53+0,52 5,4 £ 0,52bP
Clr, total/ Carot, 2,0 £0,2ab 1,9+0,42 2 +0,32b 2,2+0,2° 2,2 +0,32b 2,1 +0,2ab

Valores expressos por média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (Teste de
Tukey; P <0,05).
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Tabela 4. Resultado da andlise de crescimento de Z. mays para os tratamentos com diferentes

concentragbes de &cidos huamicos (AH) provenientes de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro

sanitario (LS).

Altura (cm)
CR (cm)

AF (cm?)

AR (cm?)

NF

AF/ NF (cm?)

MSR/ MSPA (g)
AF/MSPA (cm?Qg)
AR/ MSR (cmZ2g)
AF/MST (cm2g)
CR/ MSR (cm @)
MSPA/ MST (g)

MSR/ MST (g)

Tratamentos
Controle AH-VC AH - LS AH-LS AH-LS AH—-LS
negativo 2mMCLY (0,5mM C LY (ImMCLY 2mMCLY (4AmMCLY
24 + 2ab 23+ 22 25 + 2bc 24 + 1ab 27 £ 2¢ 26 £ 2¢
41 + 62 41 + 62 39 + 62 40 + 42 42 + 42 42 + 52
49 + 4b 42 + 52 46 + 4ab 46 + 5ab 55 + 8¢ 49 + 6°
9+22 11 £ 3bC 9+ 12 10 + 2ab 11 £ 2bc 12 + 2¢
3,2+0,42 3,1+0,42 3,0+£0,02 3,0£0,02 3,1+£0,32 3,3+£0,52
15+ 2P 13+ 12 15 + 1bc 15+ 20 17 + 3¢ 14 + 1ab
0,45+ 0,05¢ 0,40 +0,03° 0,33 £ 0,022 0,37 + 0,052b 0,35 + 0,042b 0,36 + 0,042b
4,6 £ 0,4b¢ 4,4 + 0,220 4,9 +0,5° 4,6 £0,2b 4,6 £0,3bc¢ 4,2 +0,22
2,1+0,22 3,0+0,4° 2,7+0,1b 2,6 £0,1° 2,7+0,2¢ 2,7+0,2°
319 + 27ab 315+ 13ab 370 + 344 333 + 12bc 344 £+ 16¢ 302 £ 212
994 + 2312 1092 + 1392b 1225 + 162b 1079 + 150ab 1056 + 209ab 914 + 1302
0,69 +0,022 0,72 +£0,02° 0,75+ 0,01¢ 0,73 + 0,03b¢ 0,74 + 0,02¢ 0,74 + 0,02b¢
0,31 + 0,02¢ 0,28 + 0,02 0,25 + 0,012 0,27 + 0,03ab 0,26 + 0,022 0,26 + 0,02ab

CR: comprimento da raiz; AF: &rea foliar; AR: area radicular; MSR: massa seca radicular; MSPA: massa seca da parte
aérea; MFPA: massa fresca da parte aérea; MST: massa seca total. Valores expressos por média + desvio padrdo. Letras

iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0,05).
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Tabela 5. Analises anatbmicas em Z. mays para os tratamentos com diferentes concentracoes de acidos

humicos (AH) provenientes de vermicomposto (VC) e de lodo de aterro sanitério (LS).

Tratamentos

Controle AH-VC AH-LS AH-LS AH-LS AH-LS

negativo 2mMCLY (05MCLY (AImMCLY 2mMCLY (AmMCLY
Espessura da raiz (mm) 641 + 312 642 £ 512 615 * 442 615 £ 282 658 £ 512 619 £ 482
Espessura da epiderme (mm) 26 £ 1P 28 + 3abc 28 + 3ab 31+3° 30 £ 2bc 28 + 2ab
Espessura do cortex (mm) 330 * 24ab 345 + 37 322 + 27ab 317 £ 21ab 341 + 32ab 313 + 312
Diametro do cilindro vascular (mm) 570 + 27°¢ 538 + 32abc 529 + 40ab 535 + 27ab 575 + 48¢ 557 + 37abc
Espessura de suberizacdo (mm) 97 £ 232 113 + 202 98 + 112 90 + 242 109 + 342 107 + 292
N° de vasos do metaxilema 5,6 +0,42 5,4+ 0,82 590,72 5,3+0,5 55+ 1,0 5,6 +0,92
Razao cértex/ cilindro vascular 1,7 £ 0,1Pc 1,6 £0,12 1,6 +0,1ab 1,7 +0,1abc 1,7 + 0,2abe 1,8 +0,1¢
Densidade estomatica (mm?) 13,0+ 1,72 14,1+0,9° 13,0 £ 1,020 13,0 £ 1,620 12,9 + 1,420 12,5+1,02

Valores expressos por média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0,05).



7 CONCLUSOES GERAIS

As evidéncias experimentais obtidas nesse estudo permitiram aceitar as hipéteses formuladas
nesta dissertacdo. A partir dos resultados as principais conclusées que puderam ser obtidas

foram:

1) Os AH provenientes de aterro sanitario apresentaram elevados teores de carbono e

nitrogénio, podendo constituir uma importante fonte de nutrientes para as plantas;

2) A auséncia de metais contaminantes nas solu¢des nutritivas com adicdo de AH oriundos de

aterro sanitario sugerem a possibilidade de utilizacdo agricola do composto;

3) Os AH afetam a atividade de diversas enzimas antioxidantes e promovem aumentos

expressivos na atividade das ATPases;

4) Os AH testados promovem alteracfes citogenéticas, verificada por meio de alteracdes

nucleares nas células meristematicas e de micronudcleos nas células diferenciadas (Fu);

5) Os AH afetam as taxas de absorcéo, bioconcentracdo e translocacédo de alguns nutrientes

de forma mais expressiva na raiz do que na parte aérea das plantas;

6) O teor de pigmentos nao foi afetado pelas dosagens de AH oriundos de lodo de aterro

sanitario testadas;

7) Os AH afetam as medidas de crescimento das plantas, sendo os resultados mais
expressivos notados na area radicular e na altura. Além disso, os AH promovem o
desenvolvimento da parte aérea da planta, fato possivelmente associado com a melhor

eficiéncia do sistema radicular;

8) Os tratamentos com AH promovem alteracdes na espessura da epiderme de Z. mays, fato

provavelmente associado a alteragdes no mecanismo de prote¢ao da planta.
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