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APRESENTACAO

A obra “Ciéncias Exatas e da Terra e a Dimens&o Adquirida através da Evolugcao
Tecnologica vol. 2’ aborda uma publicacéo da Atena Editora, apresenta, em seus 28
capitulos, conhecimentos tecnologicos e aplicados as Ciéncias Exatas e da Terra.

Este volume dedicado a Ciéncia Exatas e da Terra traz uma variedade de artigos
que mostram a evolucédo tecnolégica que vem acontecendo nestas duas ciéncias, e
como isso tem impactado a varios setores produtivos e de pesquisas. Sdo abordados
temas relacionados com a producdo de conhecimento na area da matematica,
guimica do solo, computagao, geoprocessamento de dados, biodigestores, educacao
ambiental, manejo da agua, entre outros temas. Estas aplicagbes visam contribuir no
aumento do conhecimento gerado por instituicdes publicas e privadas no pais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnologicos nas
Ciéncias Exatas e da Terra, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes
e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area da Fisica,
Matematica, e na Agronomia e, assim, contribuir na procura de novas pesquisas e
tecnologias que possam solucionar os problemas que enfrentamos no dia a dia.

Jorge Gonzélez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE
MILHO ( ZEA MAYS L.) EXPOSTAS A ACIDO HUMICO
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RESUMO: O Humico desempenha um
papel importante na a fertilidade e estrutura
dos solos. O lodo pode ser utilizado com
biofertilizante e contribuir na reducao
dos custos dos agricultores com adubos
fosfatados e nitrogenados, e incrementar a
acumulacao de nutrientes no solo. Os éacidos
huamicos (AH) isolados de vermicomposto
aumentam a capacidade de troca catidnica
do solo e a liberacdo de nutrientes para as
plantas, promovendo o crescimento vegetal. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
fisiologicas, anatdbmicas e bioquimicas de
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plantas de Zea mays L. tratadas ou ndao com
AH extraido de lodo de esgoto, ecossistema
manguezal e vermicomposto, avaliando se a
origem do AH influencia na sua bioatividade.
Os resultados obtidos demonstram que
respostas significativas no crescimento inicial,
teor pigmentos fotossintéticos e densidade
estomatica foram obtidas em plantas tratadas
com a concentracdo de 1 mMC L-1 AHLE, sendo
que tal estimulo nédo foi detectado na atividade
hidrolitica das bombas de H+ de membrama
plasmatica (P-H+-ATPase).
PALAVRAS-CHAVE: Zea mays L., crescimento
vegetal, lodo de esgoto, vermicomposto

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
RESPONSES OF MAIZE ( ZEAMAYS L.)
EXPOSED TO HUMIC ACID

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

KEYWORDS: Zea mays L., plant growth, sewage sludge, vermicompost.

11 INTRODUCAO

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

O uso do lodo como fertilizante é uma medida de contribuicdo a reducédo de
gastos do agricultor, como uso de fosfatados e nitrogenados. No entanto, para que haja
disposicao deste residuo, o lodo deve passar por avaliagdes técnicas, econémicas e
ambientais, tendo em vista a possibilidade de potenciais impactos ao meio ambiente
(Da Silva et al., 2001; Oliveira et al., 2001).

Compostos decorrentes da decomposicdo da matéria organica denominados
de substéncias humicas (SH), sdo um grupo de moléculas complexas de elevado
peso molecular compostas de carbono, sendo conhecidas por desempenharem papel
importante na fertilizacado do solo e influenciar o metabolismo das plantas, facilitando
a absorcdo de nutrientes, aumentando a respiracdo e a velocidade das reacOes
enzimaticas (Nannipieri et al., 1993; Stevenson, 1994; Palanivell et al., 2013).

A utilizacdo da vermicompostagem na agricultura caracteriza-se pela maior
estabilizacdo dos residuos, ja que estes ao passarem pelo trato digestivo das minhocas
sofrem reagbes enzimaticas que os transformam em substancias humicas (Rodda
et al., 2006). O uso de residuos organicos, juntamente com minhocas, aumenta a
capacidade de troca catinica e a liberacéo de nutrientes para o cultivar, promovendo
o crescimento da planta. Isolada a partir de vermicomposto, a SH é sendo muito bem
aceita e comparada a outros horménios de crescimento, como auxinas e giberelinas
(Cavender et al., 1999).

Os solos do Ecossistema Manguezal séo caracterizados por possuirem alta carga
de matéria orgénica devido a decomposicao da serapilheira e alta influéncia da maré.
Esta possui saturacdo da agua por salinidade, ampla variagdo do pH, e capacidade de
troca catiénica. Além disso, ocupacgdes desordenadas no entorno deste ecossistema
podem propiciar o acUmulo de matéria organica devido a lancamentos de efluentes
tratados e nao tratados, influenciando a sua qualidade ambiental (Ferreira, 2002).
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Dentro da composicdo das SH esta a fracdo de acido humico (AH), definido
como a associacdo de compostos hidrofdbicos estabilizados em pH neutro
(Piccolo, 2002). Estudos relatam que o AH promove o crescimento vegetal e o
desenvolvimento de raizes laterais, além estimular a acdo de moléculas bioativas.
Essa bioatividadepodeocasionar modificagdes no metabolismo do cultivar e influenciar
o transporte ibnico, proporcionando a melhora da absorcéo, respiracéo e de reacoes
enzimaticas (Canellas et al., 2002; Canellas et al., 2010; Nannipieri et al., 1993).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos fisioldégicos e bioquimicos de
espécimes de Zea mays L. expostos a concentracdes de acido humico extraidos de
lodo de esgoto, vermicomposto e Ecossistema Manguezal, visando o uso destes como
insumos agricolas.

2| MATERIAL E METODOS

A amostra de lodo utilizada neste estudo foi disponibilizada pela Companhia
Espirito Santense de Saneamento (CESAN), enquanto a amostra do acido humico
do mangue e vermicomposto foi fornecida pelo Laboratério de Ecologia e Matéria
Orgénica, Universidade Vila Velha, Vila Velha, Espirito Santo, Brasil. As amostras foram
peneiradas e secas para que fosse realizada a extragcdo das substancias humicas
conforme recomendacéo da Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS),
por meio de solubilidade em NaOH 0,5 mil L', na proporgéo solido:soluto 1:10 (m:v).
Para a obtencdo do acido humico, foi efetuada a acidificacdo da solucédo com HCI
6 mol' até pH 1 — 1,5. Posteriormente os AH foram lavados com agua deionizada,
dispostos em membrana de 14 kDa para dialise e liofilizados.

A partir do acido humico extraido do lodo de esgoto, foram estabelecidas as
concentragcbes de 0,5 mMC L', 1 mMC L', 2 mMC L' e 4 mMC L', conforme Rocha
(2014). J& para o acido humico do mangue (Goulart, 2013) foi definida a concentracéo
de 6,76 mMC L' e para o acido humico vermicomposto, 1,85 mMC L (Torrico, 2011).
Sendo este ultimo definido como controle positivo.

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

Ap6s quatro dias de germinacéo, as plantulas foram transferidas para vasos
tipo hidroponia sobe aeracédo constante, contendo solu¢cdo de Hoagland modificada
para 2 de forca molar (Hoagland & Arnon, 1950). O controle negativo permaneceu
com esta solugdo, enquanto os demais tratamentos receberam a adi¢gdo dos acidos
humicos nas respectivas concentracdo citadas anteriormente. Cada grupo amostral
foi composto por seis concentragdes com cinco repeticdes mais o controle e com 25
plantas em cada vaso. O pH manteve-se ajustado entre 5.8 e 6.0 durante a exposicéo.
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A exposicéo ocorreu durante 15 dias de exposicdo em casa de vegetagdo do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas/CCHN da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), campus Goiabeiras (20°16’29.97”S e 40°18°21.19” O).

Apbs a exposicao, 10 individuos foram retirados de forma aleatéria de cada
grupo amostral para a realizacdo das medi¢des de altura, area foliar (Area Meter, LI-
COR 3100, USA), massa fresca e seca (60°C), comprimento das raizes, didmetro e
contagem do numero de folhas. A partir disso, foram calculadas as a razdo de area
foliar por numero de folhas, razdo de raiz por parte aérea, massa foliar especifica,
razdo de area foliar e comprimento da raiz, e a propor¢céo de biomassa no individuo
por meio das massas secas de parte aérea e raizes (Hunt, 1982; Rocha et al., 2009).

O teor de pigmentos cloroplastidicos foi determinado por meio da extracao via
dimetilsulféxido (DMSO). Para isso, foi retirada a folha basal mais desenvolvida de
cinco individuos de cada tratamento. Um disco de 1cm? foi retirado de cada folha e
imerso em 7mL de DMSO a 70°C por 30 minutos, no escuro. A leitura do extrato foi
realizada em espectrofotdmetro (Genesys 10 S UV-Vis, Thermo Scientific, EUA) em
absorbancias de 480, 645 e 663 nm (Hiscox & Israelstam, 1979; Argenta et al., 2001).

Para a avaliacdo da densidade estomatica (mm?2), cinco amostras de folhas de
cada tratamento foram retiradas e utilizadas para a realizag&o da impressao estomatica
utilizando uma gota de cola instantanea em uma lamina histolégica. Foram analisados
cinco campos opticos aleatérios por individuo/lamina, totalizando 25 campos 6pticos
por tratamento.

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

As atividades hidroliticas das bombas de H* foram determinadas
colorimetricamente pelo método de Fiske & Subbarow (1925). Areacéo foi iniciada com
a adicao de ATP 1mM ou PPi 1mM, e finalizada com a adi¢do de &cido tricloroacético
em uma concentracéo final de 10 % (v/v) apés 50 minutos de reacdo. O meio de
reacao foi composto por Hepes-Tris 50 mM pH 6,5 (membrana plasmatica) ou 7,0
(membranas vacuolares), MgSO, 3 mM, NaMoO, 0,2 mM, KCI 100 mM, e 30 pg de
proteina. O inibidor ortovanadato de sodio 0,2 mM foi utilizado para diferenciar as
atividades das ATPases tipo P das atividades das ATPases do tipo V. A hidrélise de PPi
foi aferida através de sua dependéncia por K*. A proteina total contida na preparacao

foi dosada pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA como proteina padrao.
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Os dados morfologicos, bioquimicos e de densidade estomatica foram expressos
em média + desvio padrdo ou erro padrdo. A partir do programa Infostat (Di Rienzo
et al., 2010), foi utilizado o teste de Shapiro-Wilks para checar a distribuicdo normal
das médias. Os dados de distribuicdo normal foram analisados por meio de ANOVA
seqguida pelo teste de Tukey (p < 0,05) a fim de se comparar as estacdes amostrais e
controles em cada campanha. Para os dados que ndo seguiram a distribuicdo normal,
foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (p < 0,05).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagao aos parametros morfoldégicos mensurados nos espécimes de milho
expostos as concentragdes de acido humico extraido de lodo de esgoto, observou-se
gue a concentracdo de 1,0 mMC L' do AHLE apresentou resultados significativamente
superior em relagao ao controle (Tabela 1), tais como: MFPA (massa fresca de parte
aérea), MSPA (massa seca de parte aérea), MST (massa seca total), MFE (massa
fresca especifica), AFE (area foliar especifica), AFU (area foliar unitaria). O mesmo foi
evidenciado para a concentracdo de 6,76 1 mMC L"do AHM, e 1,85 mMC L' do AHV
com relagcao aos parametros MSPA (massa seca de parte aérea), MST (massa seca
total), MFE (massa fresca especifica), AFE (area foliar especifica),como pode ser visto

na Figura 1.
AH-LE 0,5 AH-LE AH-LE AH -LE (4,0 AH-M (6,76 AH-V Controle
mMC L) (1,0 mMC L) (2,0 mMC L") mMC L) mMC L) (1,85 mMC L)

?g:;? 26.121+1.839° 33.84+4.042° 26.725+4.4042 26.725+4.190° 29.413+4.960% 27.025+4.292° 35.513+3.997°
CR** 22.688+2.7212 30.388+2.7212 27.600+2.7212 25.563+2.7212 26.163+2.721% 28.163+2.721% 35.063+2.7212
NF* 4.375+0.518% 4.125+0.641% 4.0+0.535% 4.0+0.535% 4.625+0.518° 4.25+0.463 4.75+0.463°
AF** 37.695+6.712° 54.378+6.712% 48.479+6.712% 46.505+6.7122 67.913+6.7122 45.966+6.7122 60.715+6.712%®
MFPA* 1.604+0.463% 2.683+0.696* 1.685+0.166* 2.043+0.253% 2.696+0.275¢ 1.98+0.434° 1.806+0.310%
MSPA* 0.711+0.010% 0.969+0.010% 0.686+0.0072 0.781+0.011% 1.088+0.014° 0.83520.008% 0.834+0.009%
MFR** 0.395+0.075% 0.578+0.075% 0.485+0.075% 0.528+0.075% 0.653+0.075% 0.5+0.075% 0.64+0.075%
MSR* 0.021+0.0082 0.029+0.020* 0.03+0.000* 0.02+0.0082 0.031+0.010° 0.024+0.009° 0.02+0.008*

MST* 0.73+0.018% 0.995+0.053* 0.713+0.009%® 0.779+0.063* 1.119+0.018¢ 0.773+0.167* 0.64+0.119°
Raiz:PA* 0.031+0.0112 0.028+0.018°7 0.04+0.0007 0.028+0.012a 0.029+0.0107 0.033+0.016% 0.031+0.015°
N(l;';]g;?/ 0.044+0.011° 0.079+0.073* 0.04+0.0207 0.048+0.0107 0.044+0.0207 0.066+0.053% 0.36+0.051°
(CQZZ), 52.99+10.999* 56.321+30.739> 70.816+21.363° 62.059+19.788 52.338+26.443 37.304+28.184° 2.851+0.4542
(cr?:/g)" 51.411+9.7512 54.781+9.7512 68.209+9.7517 60.26+9.7512 50.978+9.7517 36.229+9.751° 74.521+9.7517
RMR* 0.028+0.009% 0.028+0.018 # 0.039+0.004% 0.028+0.0122 0.028+0.009° 0.03+0.013% 0.031+0.015%
RMF* 0.973+0.009% 0.973+0.0182 0.961+0.004% 0.973+0.0122 0.973+0.009* 0.97+0.0132 1.334+0.225°
AF/F* 8.636+1.934% 13.24+1.9342 12.464+1.934% 11.491+1.934° 12.736+1.934% 7.338+1.9342 10.031+1.9342
AFU** 46.699+3.758% 79.036+3.7582 72.559+3.758% 65.356+3.758% 61.259+3.758% 29.516+3.758° 40.914+3.758%
M'\g?,i/" 0.030+0.004% 0.029+0.004% 0.044+0.004% 0.026+0.004% 0.029+0.004% 0.034+0.004% 0.033+0.004%

CR/MSR*  1162.500+323.761° 1355.625+562.787° 920.000+252.530* 1362.708+583.673% 918.021+336.393% 1437.292+1009.5532 2053.125+1012.912*

MSPA/

MST* 0.975+0.0112 0.974+0.0182 0.963+0.0072 0.974+0.0122 0.972+0.0072 0.969+0.015% 1.000+0.000*
&ASS.IE/* 0.029+0.004% 0.028+0.004% 0.042+0.004% 0.026+0.004% 0.028+0.004% 0.032+0.004% 0.033+0.004%
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Letras iguais na mesma linha nédo diferem significativamente
*Teste Kruskall Wallis. Valores expressos por média+ desvio padrao.
** Anova, Teste de Tukey (p<0,05). Valores expressos por média + erro padrao.

Tabela 1: Analise de crescimento e anatomia de Zea mays L. para os tratamentos com

concentracdes de acidos humicos (AH) provenientes de lodo de esgoto sanitario (LE), Mangue
(M), Vermicomposto (V). Onde: Altura parte aérea (PA); Comprimento de raiz (CR); NUumero de
folhas (NF); Area foliar (AF); Massa fresca de parte aérea (MFPA); Massa seca de parte aérea
(MSPA); Massa fresca de raiz (MFR); Massa seca de raiz (MSR); Massa seca total (MST);
Raz&o raiz /Parte aérea (Raiz:PA); Massa fresca especifica (MFE); Area foliar especifica (AFE);
Razéo de area foliar (RAF); Razédo de massa radicular (RMR); Razéo de massa foliar (RMF);
Razao de Area Foliar e Nimero de Folha (AF/F); Area foliar unitaria (AFU); Razdo massa seca
raiz e massa seca parte aérea (MSR/MSPA); Razdo comprimento raiz e massa seca raiz (CR/
MSR); Razao massa seca parte aérea e massa seca total (MSPA/MST); Massa seca raiz e
massa seca total (MSR/MST).
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Figura 1: Relacéo dos parametros morfoldgicos em espécimes de milho expostos as
concentragoes de acido humico. Onde: Massa fresca de parte aérea (MFPA); Massa seca
de parte aérea (MSPA); Massa seca total (MST); Massa fresca especifica (MSE); Area foliar
especifica (AFE); Area foliar unitaria (AFU).

Nesses casos, 0 aumento da matéria seca pode estar relacionado com a
disponibilidade de nitrogénio, nutriente mais requerido pelas plantas, que em conjunto
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com o potassio resulta em respostas direta e proporcional das plantas a presenca dos
mesmos (Higuti et al., 2010). O acumulo de massa seca também foi observado por
Berton et al. (1997) ao mensurar maior incremento de matéria seca em plantulas de
milho tratadas com lodo de esgoto néo pelotizado com adi¢do de CaCO,. Simonete et al.
(2003), ao tratar plantas de milho com concentracdes de lodo de esgoto, evidenciaram
interagdes que proporcionaram incremento de matéria seca durante tratamento com
concentragdes de nitrogénio e nitrogénio combinado com potassio.

Com relacéo a AFE, destaca-se que as plantas investem em fotoassimilados
e outros recursos para o aumento da area foliar. Geralmente esta alteracdo possui
o objetivo de elevar a captacdo de luz, otimizando a eficiéncia fotossintética do
vegetal, além de maximizar o ganho de carbono por unidade de massa foliar (Gobbi
et al.,, 2011). No presente trabalho, parametros como MFE e AFE apresentaram
valores significativamente nas concentragées de 0,5 mMC L"'do AHLE, 2 mMC L do
AHLE e 4 mMC L"'do AHLE em relagdo ao controle. Sendo que essas duas ultimas
concentracdes apresentaram valores de AFU significativos.

Sendo assim, as SH influenciam no crescimento das plantas (Canellas et al.,
2002; Canellas et al., 2010). Sendo tal efeito decorrente da interacdo entre as SH e
processos metabdlicos e fisioldégicos do vegetal (Trevisan et al., 2010), podendo a
SH estimular a absorgcéo de nutrientes, influenciar a permeabilidade celular e regular
mecanismos relacionados ao crescimento vegetal (Piccolo, 2002).Por outro lado, a
andlise da quantidade de estdmatos na folha ndo se constatou variagéo significativa
entre os tratamentos e controle (Figura 3) e (Tabela 3) .

A yaxial Adaxial
90 4
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0
CN AHV AH-LE AH-LE AH-LE AH-LE AH-M
Tratamentos

Figura 3: Relacéo da densidade estomética abaxial e adaxial, de folhas jovens de milho (Zea
mays).
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Tratamentos

AH - LE AH-LE AH-LE AH-LE AH-M AH-V

(05mMMCL")  (1,0mMCL")  (20mMCL') (40mMCL') (676mMCL')  (1,85mMC L") Controle

Abaxial 63,68+6,506% 63,160+8,237¢  63,640+7,300*° 58,400+6,086° 68,840+5,210°  69,240+8,562° 64,360+6,303°

Adaxial 38,32+5,959®  48,920+6,792%  41,360+3,675* 43,600+4,022®  45,800+4,539°  46,560+11,366* 43,320+43,320°

Letras iguais na mesma linha néo diferem significativamente.
Teste Kruskall Wallis. Valores expressos por média+ desvio padréao.

Tabela 3: Quantificacdo da densidade estomatica em folhas de Zea mays L. para os
tratamentos com concentragdes de acidos humicos (AH) de lodo de esgoto sanitario (LE),
Mangue (M) e Vermicomposto (V).

Com relacédo aos dados bioquimicos (Tabela 2), contatou-se o aumento da
concentragcao dos pigmentos cloroplastidicos no tratamento AHLE na concentragéo 1,0
mMC L, quando comparado ao controle e a melhor concentracao de AHM (6,76 mMC
L") (Figura 2), conforme evidenciado por Torrico (2011). O aumento de clorofila b na
concentracao citada de AHLE pode ser decorrente a uma caracteristica de adaptacao,
uma vez que a clorofila b possui capacidade de absorcédo de comprimentos de ondas
diferentes da clorofila a, proporcionando aumento da captura energética para as
reacOes fotoquimicas (Martins et al., 2009).

Tratamentos

AH - LE AH-LE AH-LE AH -LE AH-M AH-V Controle
(0,5 mMC L) (1,0 mMC L) (2,0 mMC L) (4,0 mMC L) (6,76 mMC L")  w1,85 mMC L")

Clorofila a* 30,536+3,813% 52,221416,422°  46,831+13,773%  44,61+18,080%  27,451+2,476°  47,51+23,002% 30,622+9,989:

Clorofila b* 6,751x1,127°% 11,578+4,317° 8,175+3,807° 7,875+3,471% 4,250,685 7,578+ 4,131%° 4,326+1,612%

Clorofila Total*  49,875+6,228  85,294x26,537°  76,331x22,493% 72,717 £29,467  44,704x3981%  77,387+37,482"  49,837:16,248®
Clorofila alb™  4,574x0,720° 4,90920,720 6.143+0.720° 5,9+ 0,720° 6,609:0,720° 6,538+ 0,720° 7,47810,720°

Carotentides*  59,967+13,536%° 146,727+67,271° 101,31+62,685° 96,924+ 61,755° 32,927+6,061° 108,9+110,853 39,654+21,914%®

Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente
*Teste Kruskall Wallis. Valores expressos por média+ desvio padrao.
** Anova, Teste de Tukey (p<0,05). Valores expressos por média + erro padrao.

Tabela 2: Teor de pigmentos fotossintéticos em Zea mays L. para os tratamentos com
concentracdes de acidos humicos (AH) de lodo de esgoto sanitario (LE), Mangue (M) e
Vermicomposto (V).

Alteracdes na biossintese de clorofilas (figura 2) podem proporcionar vantagens
no crescimento e sucesso reprodutivo do vegetal (Larcher, 2004). Enquanto que
maiores concentracdes de carotenodides apresentam relagdes de fotoprotecao por meio
de dissipacéo do estado excitado da clorofila (Garcia-Plazaola et al., 1999), obtendo
um papel fundamental da captura de luz, sendo importante para a protecéo da reacao
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da fotossintese (Ort, 2001). Essa variacdo da clorofila também foi evidenciado por
Costa (1994) que constatou aumento significativo no teor de clorofila de espécimes de
alface cultivado em solos fertilizados com compostos orgéanicos.
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Figura 2: Teores de clorofila a,b, total (A+b) , clorofila a/b e carotenoides em folhas jovens de
milho (Zea mays).

Nardi et al. (2002), Ertani et al. (2013) e Rocha (2014), ao realizar tratamentos
com SH em diferentes espécies de plantas, observaram o aumento no teor de clorofila,
o qual influenciou diretamente na taxa fotossintética liquida. Conforme os autores,
as substancias humicas em solugdo apresentam capacidade de disponibilizar ao
substrato, minerais que sao absorvidos pelas raizes das plantas. Alguns destes fazem
parte da estrutura quimica da clorofila, tais como Ca, Mg, Fe e P, que podem alterar
na sua formacgéo quando nédo disponiveis em quantidades suficientes na planta. Essa
evidéncias foi relatada por Nardi et al. (2002), Ertani et al. (2013) e Rocha (2014), na
qual tratamentos de diferentes espécies de plantas com SH proporcionou um aumento
no teor de clorofila, influenciando diretamente na taxa fotossintética liquida.

Por meio de anélise da quantidade de estdmatos na folha, foi possivel observar
que néo obteve variacao significativa dos tratamentos em relagéo ao controle (Tabela 3),
no entanto a concentracao de 1 mMC L' do AHLE apresentou diferenca na quantidade
no numero de estdmatos, adaxial, juntamente com as concentrag¢des 6,76 mMC L' do
AHM e 1,85 mMC L' do AHV quando que comparadas ao controle. O mesmo ocorre
com o parametro abaxial destas ultimas citadas.

Trabalho de Palanivell etal. (2013) também relatam sobre materiais hUmicos e suas
diferencas de pesos moleculares promovem alteracdo na quantidade de estébmatos.
Sendo, os estdmatos, de extrema importancia para avaliagdo e determinagdo do
mecanismo de transpiracao e controle de trocas gasosas com o0 meio ambiente, sendo
este mecanismo influéncia direta da fotossintese e produtividade vegetal (Azevedo
et al., 2012). Sendo clara a contribuicdo do material vegetal sobre a fragcdo humica
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do solo, e a contribuicdo deste na absor¢do de nutrientes e a fisiologia das plantas
(Demeétrio et al., 1998).

Metabolismo energético vegetal (ATPase e PPase), observou-se que a atividade
da P-H*-ATPase foi estimulada pela dosagem de 1,85 mMC L' do AHV quando
comparada ao controle. Todavia, tal estimulo ndo foi o suficiente para provocar
mudancas expressivas sobre a bioenergética do vegetal, atribuindo a algumas
dosagens atividade menor que ao controle, 6,75 mMC L' do AHM e 0,5 mMC L
do AHLE. Sendo assim, nenhuma das concentragbes elevaram a atividade da P-H*-
ATPase (Figura 4).
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Figura 4: Atividade da bomba hidrolitica H*- ATPase em vesiculas isoladas de raiz em relagéo
as concentracdes de AHLE (0,5 mMC L"): &cido humico lodo de esgoto; AHLE (1,0 mMC L)
: acido humico lodo de esgoto; AHLE (2,0 mMC L): acido humico lodo de esgoto; AHLE (4,0
mMC L"): acido humico lodo de esgoto; AHM (6,76 mMC L): &cido humico mangue; AHV (1,85
mMC L): acido humico vermicomposto.

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

Com relagdo a atividade da pirofosfatase (PPase) o tratamento com a
concentracdo 1 mMC L1 do AHLE de lodo de esgoto sanitario apresentou maior
atividade hidrolitica da bomba (Figura 5). O aumento dessa atividade promove uma
maior liberagcdo de Pi inorgénico, que juntamente com o ADP resulta em ATP. Tal
processo foi evidenciado por Catunda (2008) em cultivares de milho submetidos a
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estresse hidrico.

14

12

10

pMol Pimg-1

s
S
e

DAL

)

i ] O

R P e

I
I

! e
; S
| ERe
' o
. e
| E

AR
L

e

G
B,

A,

[

iy T
Comtrole AHV AHLE AHLE AHLE

AHLE AHM

1.85mMCL-1 05mMCL-1 10mMCL-1 20mMCL-1 40mMCL-1 676 mMCL-1
Tratamentos

Figura 5: Atividade da pirofosfatase H*- PPase em vesiculas isoladas de raiz em relacao as
concentragdes as concentragcoes de AHLE (0,5 mMC L): acido humico lodo de esgoto; AHLE
(1 mMC L") : &cido humico lodo de esgoto; AHLE (2 mMC L): acido himico lodo de esgoto;
AHLE (4 mMC L""): &cido hamico lodo de esgoto; AHM (6,76 mMC L"): acido himico mangue;
AHV (1,85 mMC L"): &cido humico vermicomposto.

A elevacéo das atividades ATPasica e PPasica em tratamentos com diferentes
materiais humicos em relacéo ao controle, demonstra que o tecido da raiz pode estar
com aumento da atividade transportadora de ions para dentro do vacuolo resultando
em maior demanda energética (Catunga, 2008).

41 CONCLUSOES

1. A adubacédo com acidos humicos de diferentes fontes promovem acumulo de
carbono e aumento da area foliar em milho;

2. Acidos himicos proveniente de lodo de esgoto sanitario, lama de manguezal
e vermicomposto, apresentam comportamento distinto quanto a concentracao ideal.
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