UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
. Unidade Universitaria de Dourados
Programa de P6s-Graduagdo em Recursos Naturais

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Alibertia edulis (RICH) A.
RICH EX DC. (RUBIACEAE) EXPOSTA AO LODO DE ESGOTO E
INOCULACAO BACTERIANA

Académico: Jaqueline da Silva Santos

Dourados —-MS
Fevereiro de 2017

MPGRN

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais



UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
”‘Z'.,- Unidade Universitaria de Dourados
- Programa de P6s-Graduacdo em Recursos Naturais

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Alibertia edulis (RICH) A.
RICH EX DC. (RUBIACEAE) EXPOSTA AO LODO DE ESGOTO E
INOCULACAO BACTERIANA

Académico: Jaqueline da Silva Santos
Orientador: Prof° Dr. Etenaldo Felipe Santiago
Coorientadora: Margareth Batistote

“Dissertagao apresentada ao programa de
poOs-graduacdo em Recursos Naturais, area de
concentragdo em Recursos Naturais, da
Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Mestre em Recursos
Naturais™.

Dourados —-MS
Fevereiro de 2017

MPGRN

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais



S235r Santos, Jaqueline da Silva

Respostas fisioldgicas de Alibertia edulis (Rich) A. Rich ex
DC. (Rubiaceae) exposta ao lodo de esgoto e inoculacéo
bacteriana/ Jagueline da Silva Santos. Dourados, MS: UEMS,
2017.

101p. ; 30cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Recursos Naturais —
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul. Unidade
Universitaria de Dourados, 2017.




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO DO SUL
UNIDADE UNIVERSITARIA DE DOURADOS
POS-GRADUACAO EM RECURSOS NATURAIS

Académica: Jaqueline da Silva Santos
Orientador: Etenaldo Felipe Santiago
Coorientadora: Margareth Batistote

APROVADA (21/02/2017)

Prof. Dr. Etenaldo Felipe Santiago
(Orientador)

Silvana de Paula Quintéo Scalon
Prof. Dra.

Claudia Roberta Damiani
Prof. Dra.



DEDICATORIA

A Deus, por guiar os meus passos e me permitir chegar até aqui. E a meu pai, que
sendo iletrado via as letras como o codigo dos sabios, que com admiragdo me olhou desde a

primeira frase feita e o primeiro texto lido.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a minha familia por me apoiar em toda e qualquer decis&o,
por entender as minhas justificativas e perdoar as minhas auséncias, mée e irmdos meus

melhores amigos e melhor familia do mundo!

Agradeco as minhas amigas tdo chegadas quanto irmés, Francilene Silva, Elaine
Araljo e Samara Gongalves, por se fazerem presentes durante toda essa minha jornada.

Meus sinceros agradecimentos ao meu orientador Etenaldo Felipe Santiago, por
sempre ser atencioso, pela paciéncia em me ensinar, e repetir de novo quando necessario, por
ter sabido Ihe dar com minhas inquietagdes e impaciéncia, pela generosidade e gentileza com

que passa seu conhecimento, por estar sempre disposto a contribuir e ajudar, pela presenca
constante durante toda minha pesquisa, por facilitar sesmpre o meu trabalho, apresentando
solucdo para toda e qualquer eventualidade, tornando a concretizacdo dessa pesquisa 0 mais

leve possivel.

A Margarete Batistote, minha coorientadora, obrigada pela disposicéo e interesse

em contribuir com esse trabalho.
Aos professores Sandro Marcio e Luis Humberto pelas sugestdes.

Agradeco a Gabriela Serra, Yzel Starez, Moénica Bueno, Junior Mundin, Leyzinara
Clemente, Lucilene Fionoto e Ana Lenk, pessoas que primeiro me acolheram, que puxaram
0S primeiros assuntos e me tiraram os primeiros risos, que me fizeram sentir em casa mesmo

estando tdo distante dos meus, que direta ou indiretamente contribuiram para o meu bem-

estar, pois para mim nao existe nada mais confortante do que saber que estou entre amigos.

A Montcharles Pontes e Angélica Astolfi por serem meus parceiros académicos,
obrigada por tudo, pela amizade, pelo carinho e pelas muitas ajudas.

A Abel Kissi, Michele Nobrega e Shaline Sefara, pela generosidade e amizade.
Ao Vitor pela contribuicdo na execugdo e manutencao dos experimentos.

A meu conterraneo querido Darlan Alves, por estar por perto tornando meus dias

muito mais alegres.



SUMARIO
CAPITULO 1: Consideracdes Gerais

1- LOOO U8 BSYOLO. ...ttt ettt bbbt e bt 1
2- Uso de lodo de esgoto para producédo de mudas de espécies nativas ...........cccccveevennene 2
3- Cerrado: PatrimOnio genético ameagado..........ccceeveieeieerieeieeseesieesieseesiee e seesraeneens 3
4- Recursos naturais do Cerrado: Alibertia edulis..........ccccovviiiiiiiinciee 4
5- Associacdo entre bactéria, planta e SUDSIIA0.........ccceveiriiiicicreeeee e 6
6- Bactéria endofitica: Bacillus lichenifomis...........ccoocoiiiiiiiiiii e 7

7- Condutéancia estomatica e fluorescéncia da clorofila-a como métodos avaliativos de

ESEIESSE EIM PIANTAS. ......eveeiiciicie et re e 9

8- Referéncias BibliografiCas..........ccouiiiiiiiiiieii e 11

CAPITULO 2: Efeito da inoculacdo com Bacillus licheniformis sobre a germinacéo de
Alibertia edulis (Rich) A. Rich ex DC. (Rubiaceae) submetida a lodo de esgoto.

RESUIMO. ...ttt b e b et b e e et e e e eabe e e nnb e e e nnb e e e s e e e enneas 29
N 0L = Tod S USSR 30
100 o7 T USSR 31
MaLErial € METOUOS. ... ..ve i bbbt b e b es 32
RESUITATOS. ... ettt st e esre e be et esreenreeneeenes 35
D oW 57 Lo SO 39
(O] Tod 11157 o TSP 43
Referéncias DiblIOgrafiCas. .........ccoiiiiiic e 43

CAPITULO 3: Condutancia estomatica e fluorescéncia da clorofila-a e em plantas
jovens de Alibertia edulis (Rich) A. Rich ex DC. (Rubiaceae) adubadas com lodo de

esgoto

RESUMIO. ...ttt h ettt e e bttt e e bt e bt e sk et et e e nbe e e nnreeneennn s 54
N 01 - Tod SRS 55
INEFOAUGED. ...ttt bbbt r bbb nne e 56
MaLErial € METOUOS. ... ..ve ittt bbb nes 57
RESUITATOS. . ..ttt et sr e b e enes 59
DISCUSSED. ..ttt sttt ettt ettt ettt ettt b ettt e bt e st e e bt e bt e s e e st e nbe et e en e e sbe e b e eneeeneenbeenbe s 65
(@0 000 113 Lo S 73
Referéncias bDIDIIOGIafiCas. ... .o 74



Resumo

O lodo de esgoto (LE) € o residuo final proveniente das estacfes de tratamento de esgoto, é
rico em elementos minerais esséncias as plantas, contudo, estdo disponiveis em quantidades
desbalanceadas para nutri¢éo vegetal, dessa forma, dependendo da proporc¢éo utilizada pode
afetar a germinac&o das sementes. Sabendo disso, a utilizagéo de bactérias biorremediadoras
pode ser uma alternativa para amenizar sua toxidez. Assim Bacillus licheniformis foi testado
na biorremediacdo desse biossélido, utilizando-se Alibertia edulis como fornecedora do
indculo e espécie vegetal matriz experimental. Foram avaliadas as respostas germinativas de
A. edulis nas interagdes: bactéria-semente-substrato. Para tanto, sementes em caixas gerbox
mantidas em BOD foram embebidas com as seguintes solucGes de LE: 25, 50, 75 e 100%,
obtidas a partir da solucdo base com a mistura de 500g de LE hidratado em 1 litro de agua
(concentracdo 100%), sendo o controle com agua destilada autoclavada. Tais tratamentos
foram testados nas condi¢des sem indculo (S1) e com in6culo (CI). Em outro experimento,
para averiguar a influéncia de variadas concentragdes de indculo, foram testados: 0, 20, 30,
80, 100 e 150 pL. Para o experimento conduzido em viveiro, plantulas foram transplantadas
para tubetes contendo substrato agricola comercial incorporado com LE nas proporgdes: 0,
25, 50, 75 e 100% de residuo. Os dados de condutancia estomatica (Gs), temperatura foliar
(TF) e fluorescéncia da clorofila-a (FChl-a) foram coletados em 10 plantas escolhidas
aleatoriamente em cada tratamento. Os resultados mostraram que o LE em solucdo afetou o
percentual germinativo (%G) visto que em 0% LE foi registrado maior germinacdo para
condicdo Sl, ao passo que as sementes inoculadas sugeriram melhor performance
germinativa para todas as concentracfes de LE, com maior homogeneidade nos parametros
observados. Para as concentracdes de inoculo bacteriano, constatou-se maior %G em 80 pL
e menor em 150 pL. Nesse estudo foram observados menores Gs e TF em 100% lodo,
contudo para FChl-a ndo foi evidenciada reducdo da performance fotossintética nessa
proporcao de LE, sugerindo que ajustes fisioldgicos proporcionaram tolerancia de A. edulis
ao LE. A tolerancia natural de A. edulis ao LE ndo permitiu maiores inferéncias sobre o
poder biorremediador de B. licheniformis quando inoculada nas sementes, no entanto, néo
se descarta a viabilidade do LE como substrato para a producéo de mudas ou a possibilidade

de sua aplicacdo na melhoria da performance das mudas.

Palavras-chave- Residuo, biorremediacao, germinacao, fluorescéncia.
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Abstract

Sewage sludge (LE) is the final waste from sewage treatment plants, is rich in organic matter,
mineral elements nutrients and non-nutrients for plants, can therefore affect plant
development. Due to the nutritional imbalance and presence of heavy metals, depending on
the proportion used may be toxic to some plant species. Knowing this, the use of
bioremediation bacteria may be an alternative to mitigate the impact of their toxicity. Thus,
Bacillus licheniformis was tested for bioremediation purposes of this biosolid, using
Alibertia edulis as supplier of inoculum and experimental plant species. The germination
responses of A. edulis were evaluated in the interactions: seed-substrate-bacteria. For this
purpose, seeds in gerbox boxes maintained in BOD were soaked with the following solutions
of LE: 25, 50, 75 and 100%, obtained from the base solution with the mixture of 500¢g of LE
hydrated in 1 liter of water (concentration 100 %), Being the control with autoclaved distilled
water. Such treatments were tested in conditions without inoculum (SI) and with inoculum
(CI). In another experiment, to investigate the influence of different inoculum
concentrations, 0, 20, 30, 80, 100, 150 uL were tested. For the experiment conducted in the
vegetation house, seedlings were transplanted into tubes containing commercial agricultural
substrate incorporated with LE in proportions: 0, 25, 50, 75 and 100% residue. The stomatal
conductance (Gs), foliar temperature (TF) and chlorophyll-a fluorescence (FChl-a) data
were collected from 10 randomly selected plants at each treatment. The results showed that
the LE in solution affected the germination percentage (% G) since in 0% LE the germination
was registered for the Sl condition, while inoculated seeds suggested better germination
performance for all LE concentrations, with higher homogeneity in the observed parameters.
For concentrations of bacterial inoculum, it was found higher %G in 80 pL and lower in 150
pL. In this study smaller Gs and TF were observed in 100% sludge, however for FChl-a no
lower photosynthetic performance was observed in this proportion of LE, suggesting that
physiological adjustments provided tolerance of A. edulis to LE. The natural tolerance of A.
edulis to LE did not allow greater inferences about the bioremediation power of B.
licheniformis when inoculated in the seeds, however, the viability of LE as substrate for the
production of seedlings or the possibility of its application in the Improvement of seedling

performance.

Keywords - biosolids, bioremediation, germination, fluorescence.
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CAPITULO I: CONSIDERACOES GERAIS
1- Lodo de Esgoto

O lodo de esgoto (LE) é o residuo solido derivado do tratamento das aguas residuais
e esgoto em estacOes de tratamento ETEsS (SIMONETE et al., 2003). Este biossolido contém
consideravel percentual de matéria organica e de elementos essenciais para as plantas,
apresentando potencial para utilizacdo agricola, podendo substituir, ainda que parcialmente,
os fertilizantes minerais, quando incorporado a substrato de cultivo vegetal (NASCIMENTO
etal., 2004).

Quanto a composicdo quimica, este residuo destaca-se pela quantidade de
elementos e a toxicidade de alguns, como exemplo, o cddmio e chumbo, que em excesso sdo
prejudiciais a saude dos organismos, por outro lado, contém nutrientes essenciais ao
desenvolvimento das plantas, como nitrogénio, calcio, entre outros. Devido a diversos
fatores como origem, método de tratamento da ETE e fatores externos, os elementos
presentes na composicdo do residuo apresentam-se desbalanceado do ponto de vista
nutricional para as plantas (FERNANDES, 2010), a ponto de interferir na viabilizacdo do
seu uso como substrato (VAN RALJ et al., 1996).

A composicdo quimica e nutricional do LE normalmente varia em funcdo da sua
origem, podendo ser proveniente de rede residencial ou industrial (OLIVEIRA et al., 2009;
LIMA et al., 2011), estando sujeito as acBes antropicas, contendo elevadas concentracdes de
contaminantes, dentre eles estdo substancias oriundas da rotina diéria, tais como, derivados
de petréleo, medicamentos, materiais para limpeza, podendo também conter muitos
patégenos, ovos de helmintos, cistos de protozoarios e bactérias (LOPES et al., 2005;
SAITO, 2007). Para tanto sdo necessarias analises quimicas desse residuo para quantificar a

disposicao desses elementos.

Para viabilizar sua utilizacdo, é importante que se reduza ao maximo o teor de agua
no lodo, pois a massa de dgua favorece o desenvolvimento de organismos patogénicos, além
de dificultar o manuseio e sua disposicdo final, aumentando o custo de transporte
(NOGUEIRA et al., 2007).

Sob condigdes favoraveis, é possivel reduzir a umidade do lodo a niveis inferiores

a 10%, inviabilizando ou diminuindo a sobrevivéncia dos organismos patogénicos



(PEDROZA et al., 2010). Para reduzir o teor de &gua em lodos se distinguem basicamente
duas alternativas: desaguamento mecénico ou secagem natural (BEZERRA et al., 2006).

A disposicdo final do LE € um forte agravante ambiental, visto que diariamente sao
produzidas grandes quantidades desse residuo, frente a isso politicas de utilizacdo sao

necessarias.
2- Uso de lodo de esgoto para producédo de mudas de espécies nativas

Para a producdo de mudas de espécies nativas para fins de restauracdo de areas
degradadas ou recomposicdo de florestas, & preferivel a utilizacdo de alternativas
sustentaveis e de baixo custo (PERUZZI et al., 2011), uma opcdo € o emprego de residuos,
que além dos beneficios ambientais e financeiros, quando incorporados a substratos para
cultivo vegetal tendem a produzir plantas mais resistentes, com maior probabilidade de
sobreviver as adversidades encontradas em campo, minimizando as perdas pds-plantio
(TRAZZI et al., 2012).

Muitos substratos podem ser utilizados para producdo de mudas de espécies nativas,
no entanto, o emprego de residuos organicos sélidos para este fim, consiste em uma prética

desejavel por ser ambientalmente sustentavel (CAVATTE et al., 2009).

Para a producdo de mudas é preferivel que o substrato atenda as demandas
nutricionais das plantas, além de apresentar algumas caracteristicas basicas como: ser bem
drenado, reter &gua nas condi¢des proximas a capacidade de campo, ser leve e de facil
manuseio além de ser de baixo custo (SCREMIN-DIAS et al., 2006; SILVA et al., 2011).
Destaca-se ainda que a viabilidade para a incorporacdo de residuos no substrato, além de
atender as premissas anteriores, deve estar disponivel em grande quantidade e ser de facil

armazenamento.

Nesse sentido o lodo de esgoto apresenta grande potencial como fertilizante, mas
por outro lado sua elevada toxidez pode acarretar em estresse vegetal, no entanto, 0s
conhecimentos a respeito de seus efeitos sobre o desenvolvimento de espécies nativas,
principalmente do Cerrado sdo ainda insuficientes, ressaltando a necessidade de estudos que
colaborem com o desenvolvimento de metodologias para sua utilizagdo (UGGETT] et al.,
2011).

Estudos de Henry et al. (1993) mostraram que a aplicacdo de lodo tratado, em

quantidades ambientalmente aceitaveis, resulta em elevadas taxas de resposta de



crescimento, tanto para plantios jovens, como para areas ja estabelecidas, tal resultado
positivo deve-se a sua consideravel porcentagem de matéria orgénica e de macro e
micronutrientes essenciais para plantas (NASCIMENTO et al., 2004; COSTA & COSTA,
2011)

No entanto, apesar de facilitar o aumento da produtividade e ter muitas vantagens
econdmicas, pois adubos quimicos possuem precos elevados, a aplica¢do do lodo de esgoto
no solo, a longo prazo, pode ocasionar acimulo de substancias tdxicas nos vegetais (RANK
& NIELSEN, 1994). Quando isto ocorre, estes compostos podem ser translocados para as
plantas e, em seguida, transferidos para outros organismos da cadeia alimentar (GROTTO
et al., 2013). Consequentemente faz-se necessario uma regulamentacao rigorosa para 0 uso

desse residuo, assim como estudos que determinem riscos ambientais a curto e a longo prazo.

Em vista dos fatos torna-se evidente a necessidade de se verificar para diferentes
espécies vegetais, qual proporcdo deste residuo é melhor aceita pelas plantas, tanto na
germinagdo quanto no crescimento, de forma a obter mudas de melhor qualidade (SANTOS
et al., 2005).

3- Cerrado: Patrim6nio genético ameacado

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, com uma érea de 2.036.448 milhGes
de hectares (IBGE, 2006), distribuida nos estados de Goias, Distrito Federal, e parte dos
Estados de Minas Gerais, Rondonia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Tocantins,
Maranhdo, Piaui e Pard (SANO et al., 2008).

Abriga um terco da biodiversidade brasileira e aproximadamente 5% da flora e
fauna mundial, no entanto, suas areas desmatadas estdo superando as da Floresta Amazonica
(BEUCHLE, 2015). Muitos dos fragmentos de vegetagcdo neste bioma estdo reduzidos a
pequenas reservas ocasionando, praticamente, o desaparecimento de fitofisionomias em
alguns locais (BOWMAN, 2016).

O Cerrado é responsavel por abrigar trés das maiores bacias hidrogréaficas da
America do Sul (Amazonia/Tocantins, S&o Francisco e Prata); também é conhecido pela sua
alta capacidade de armazenamento de carbono (OLIVEIRA-FILHO & LIMA, 2002).

E caracterizado por solos acidos, com baixa disponibilidade de nutrientes, chuvas
sazonais e forte irradiancia (LESSA et al., 2016). A vegetacao apresenta arbustos, arvores

esparsas e gramineas, as arvores tém caules retorcidos e raizes longas, que permitem a



absorcdo da &gua, disponivel em lencol freatico profundo (DANTAS & BATALHA, 2011).
Durante a estagdo seca, 0 fogo € um fator comum nesse bioma, podendo ocorrer naturalmente
ou ter origem antropica (MARACAHIPES et al., 2014). Tais condi¢fes impostas pelo meio
sdo responsaveis pelas estrutura e composicdo da vegetacdo, além de proporcionar

resiliéncia frente as adversidades.

Este ecossistema é caracterizado por apresentar diferentes fitofisionomias incluindo
desde campos limpos até formacGes arbdreas (ALMEIDA & LOUZADA, 2009), dentre
estas destaca-se o cerrado sensu stricto que é caracterizado pela presenca de arvores baixas,
inclinadas, tortuosas, com ramificagOes irregulares e retorcidas, os troncos das plantas
lenhosas em geral possuem cascas com cortica espessa. Os arbustos e subarbustos
encontram-se espalhados, com algumas espécies apresentando 6rgaos subterraneos perenes

(xilopddios), que permitem a rebrota apds a queima ou corte (SILVA et al., 2008a).

Grande parte dos solos sob a vegetacdo de cerrado sensu stricto pertence as classes
Latossolo Vermelho e Latossolo Vermelho Amarelo, moderadamente acidos, com grandes
quantidades de aluminio, e caréncia generalizada de nutrientes essenciais, principalmente
fosforo e nitrogénio, com teor de matéria organica variando de médio a baixo (SILVEIRA
& FELFILI, 2007).

Nesse ambiente, técnicas de correcdo de solos popularizaram-se tornando areas de
Cerrado propicias a agricultura e pecudria, no entanto, a expansdo dessas atividades
ocorreram de forma ambientalmente ndo planejada, resultando em grande degradacdo dos
Seus recursos naturais, dessa forma extensas areas de vegetacdo nativa foram desmatadas,
alterando o ciclo ecossistémico e desequilibrando habitats naturais (CARVALHO et al.,
2010; ROSOLEN et al., 2015).

O uso inadequado dos recursos naturais tem ocasionado degradacdo dos
ecossistemas, de forma que, a cobertura vegetal nativa, que antes ocupava 0s solos
brasileiros, tem cedido lugar para atividades antrépicas (SCALON et al., 2009; SANTOS et
al., 2012). A partir disso vem surgindo a preocupacdo com as questfes ambientais, devido a
proporcdo de desgaste ambiental j& alcancada (CABETTE et al., 2016), reforcando a

necessidade de remediar os danos causados pelas atividades humanas.

4- Recursos naturais do Cerrado: Alibertia edulis



A conservacao de frutiferas nativas do Cerrado avanca lentamente devido a falta de
informacdes referentes a técnicas para cultivo de mudas, frente a isso faz-se necessario
conhecer as peculiaridades das espécies desse bioma, gerando conhecimento sobre

comportamento germinativo e desenvolvimento inicial (OLIVEIRA et al., 2012).

Aliar a producdo de mudas de espécies nativas a utilizacao de residuos é desejavel
pela contribuicdo ambiental, e também financeira, pelo baixo custo e propriedades
fertilizantes, no entanto é importante especular a sensibilidade das espécies do Cerrado a
determinados biossolidos, procurando-se saber a viabilidade da producdo de mudas com
residuos incorporados ao substrato, defendendo dessa forma metodologias ambientalmente
corretas (PEREIRA & PASQUALETO, 2011).

Dentre as espécies nativas ocorrentes no cerrado sensu stricto destaca-se Alibertia
edulis Rich. (Rubiaceae), uma arvore de pequeno porte, dioica, com plantas femininas
apresentando flores grandes e solitarias, e flores masculinas menores e aglomeradas, 0s
frutos s@o do tipo baga medindo de 4 a 8 centimetros de diametro, de coloracdo marrom
escuro quando maduro, com grande quantidade de sementes recalcitrantes (SOUZA &
LORENZI, 2005). Os frutos sao apreciados pela fauna nativa, de forma que os animais

desempenham forte papel na dispersdo das sementes.

Esta espécie esta distribuida em toda América do Sul, no Brasil esta concentrada
principalmente no Cerrado, bioma que nos ultimos anos vem sendo devastadoramente
desmatado, devido principalmente a expansdo da agricultura e pecudria (KLINK &
MACHADO, 2005; SILVA et al., 2008b; ARVOR et al., 2012).

Esta espécie tem sido popularmente utilizada na forma de ché para fins diuréticos,
antitumorais e para o tratamento de hipertensdo (RIEDER, 2013; MARQUES et al., 2013;
SANGALLLI et al., 2002; BUENO et al., 2005; SANTANA et al., 2016). Seus efeitos
farmacolégicos foram comprovados por Cronquist (1981) e Brochini et al. (1994) que
isolaram triterpénicos de suas folhas. Estudos fitoquimicos mostraram a presenca de
iridoides, saponinas, bem como a presenca de oleanano diterpeno (BROCHINI et al., 1994),
alcaloides e taninos (SOTO-SOBENIS et al., 2001; SILVA et al., 2010; COE et al., 2010).

A necessidade de preservacdo do bioma Cerrado justifica o estudo de suas espécies
nativas, visando tanto a preservacdo de espécies como a restauracdo de habitats. Os
conhecimentos sobre a fisiologia de espécies nativas que apresentam potencial para
revegetacdo, sobretudo de &reas degradadas, é fundamental para implantacéo de programas
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de conservacdo ambiental (NERI et al.; 2005), sobretudo, quando s&o incorporadas préaticas
de reutilizacao de residuos.

5- Associacao entre bactéria, planta e substrato

Nas amplas interacdes ecofisioldgicas, 0s microrganismos podem favorecer a
absorcéo de nutrientes promovendo o crescimento e ganho de massa vegetal. Nesse sentido
algumas bactérias apresentam importancia fundamental no desenvolvimento das plantas, por
estabelecerem associacdes simbidticas, promovendo melhora no desenvolvimento vegetal
(Jletal., 2014; ORHAN, 2016; UNGRIA & NOGUEIRA, 2016).

Atualmente a maior popularizacdo do uso de bactérias como inoculante vegetal
implica em proporcionar maior fixagao de nitrogénio em culturas de leguminosas, usando
principalmente bactérias do género Rhizobium, sendo esta uma préatica bastante aceita na
agricultura, por seus beneficios ecologicos, reduzindo a utilizacdo de quimicos e pelo baixo
custo financeiro e pratico manuseio (ROESCH et al., 2005; CONCEICAO et al., 2009;
SCHULTZ et al., 2012).

No Brasil os trabalhos de inoculacdo bacteriana tiveram inicio na década de 1980
em solos do Cerrado, que eram isentos de populagdes de rizobios capazes de nodular a soja,
atualmente a utilizacdo desses fertilizantes biolégicos ainda se restringe principalmente a
fixacéo de nitrogénio em cultura de leguminosas, com bons resultados para o cultivo de soja
e feijdo. Pesquisas envolvendo o desenvolvimento de inoculantes bacterianos vem sendo
desenvolvidas principalmente pela EMBRAPA- Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (HUNGRIA, 2011) e universidades, que pesquisam as possibilidades de

utilizacdo desses microrganismos além da agricultura.

Os beneficios da associacdo entre microrganismos e vegetais ndo estdo restritos a
fixacdo de nitrogénio. Nos Gltimos anos muito tem se especulado a respeito das relacdes
simbioticas entre plantas e microrganismos, constatando-se a eficiéncia desses métodos por
meio de experimentos e pesquisas (DHAWI et al., 2016; SILVEIRA et al., 2016), nesse
sentido as principais bactérias promotoras de crescimento nas plantas, empregadas na
agricultura atualmente, sdo espécies de Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Streptomyces,
Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirilum, Agrobacterium radiobacter e
Enterobacter cloacae, entre outras (MARIANO et al., 2013).



Os beneficios causados as plantas ocorrem por diferentes vias bioquimicas, ligados
diretamente as particularidades de cada microrganismo, bactérias ou fungos, atuam
promovendo o crescimento pela producéo de acido cianidrico, fitohormonios, enzimas como
a ACC-deaminase, mineralizacdo de nutrientes, solubilizacdo de fosfatos, fixacdo do
nitrogénio e aumento da absorcao de nutrientes pelas raizes, entre outros (FROMMEL et al.,
1991; CONN et al., 1997).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem parte da
populacéo residente das plantas como epifiticas ou endofiticas e ndo séo fitopatogénicas.
Podem ser utilizadas para tratamento de sementes, explantes e mudas micropropagadas,
incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes,
pulverizacdes na parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em pds-colheita (CONTI et al.,
2012).

A promogdo de crescimento pode ocorrer de forma direta, quando oS
microrganismos colonizam os tecidos vegetais, produzindo substancias que favorecem o
crescimento e qualidade vegetal, ou de forma indireta quando a planta esta sendo infectada
por um patdgeno e as BPCP atuam como agentes de controle bioldgico por meio da producao
de acido cianidrico, bacteriocinas e antibi6ticos, competicdo por espaco, Fe+3 e outros
nutrientes, parasitismo, inducdo de resisténcia e protecdo cruzada (MARIANO et al., 2013).

Algumas bactérias tém sido utilizadas também em projetos de restauracao de areas
degradas, devido sua importancia para o solo e plantas (RASHID et al., 2016). No caso da
reutilizacdo de residuos, bactérias com potencial para mineralizacdo de nutrientes,
solubilizacdo de fosfatos e absorcdo de metais pesados funcionam como alternativa para
remediagdo, simplificando nutrientes em formas quimicas passiveis de serem absorvidas
pelas plantas, ou mesmo diminuindo a toxidade por meio da absorcdo e/ou acumulo de
metais toxicos capazes de prejudicar as plantas (GHOSH et al., 2015; KUMAR et al., 2016;
Lletal., 2016; LIU et al., 2016; PANDA et al., 2016; WEI et al., 2016;).

Plantas adaptadas a ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes, condigéo
comum em solos do Cerrado, sdo capazes de associar-se a bactérias benéficas ao
desenvolvimento vegetal (ROESCH et al., 2005), sendo o uso de fertilizantes biol6gicos uma
alternativa sustentavel e economicamente viavel para produzir mudas de espécies nativas

desse bioma, para fins de restauragdo ambiental.

6- Bactéria endofitica: Bacillus lichenifomis



Bacillus lichenifomes é uma bactéria gran-positiva, encontrada no meio ambiente,
em &gua, solo e associados as plantas, é apatogénica aos homens e aos vegetais, apresenta
motilidade sendo capaz de produzir esporos que lhes fornece resisténcia a condigdes
ambientais adversas, podendo ser armazenados por longos periodos, até que surjam
condic@es favoraveis a seu desenvolvimento, como por exemplo disponibilidade de matéria
organica e inorganica, umidade e temperatura adequada (VEITH et al., 2004; VERMELHO
et al., 2008).

Bactérias do género Bacillus produzem compostos de interesse industrial pelo
consumo de substrato, paralelamente ao processo de crescimento e producdo de material
celular, apresentam versatilidade em utilizarem diversos tipos de substratos, tais como os
residuos da agroindustria, bagaco de cana, farelo de arroz e farelo de trigo. Recentemente
tém sido conduzidas pesquisas que utilizam o melago como meio alternativo para o cultivo
de Bacillus licheniformis, esses residuos industriais sdo metabolizados por essas bactérias,
resultando na geracdo de substancias de interesse comercial (ZHUANG et al., 2012,
GOMAA, 2014; YOUNIS et al., 2010).

Ha vérias décadas o B. licheniformis vem sendo utilizado na producéo industrial de
alfa-amilase (AFRISHAM, et al., 2016; ASHRAF et al., 2003; LUO et al., 2016;
MARTINEZ et al., 2014; TRAN et al., 2014) e vérias proteases (AFIFAH et al., 2015; LIN
et al., 2015), muitas das atividades das proteases extracelulares produzidas por esta bactéria
consistem em duas enzimas proteoliticas: proteases serina alcalina e proteases naturais
(CALIK etal., 1997; CALIK et al., 1998; CALIK et al., 2002).

Bactérias pertencentes ao género Bacillus geralmente crescem bem em meios
definidos contendo varias fontes de carbono, suas enzimas hidroliticas extracelulares podem
degradar polimeros complexos, como polissacarideos, acidos nucléicos e lipideos,
permitindo aos organismos utilizarem esses produtos como fontes de carbono e doadores de
elétrons. Vérios Bacillus também produzem antibiéticos como, por exemplo, a bacitracina,
poliximina, tirocidina, gramicidina e circulina, na maioria dos casos, a producdo de

antibioticos esta relacionada ao processo de esporulacédo (JEONG et al., 2017).

Existe ampla diversidade na fisiologia deste género, no entanto caracteristicas
coletivas sdo compartilhadas, incluindo a degradacéo de muitos substratos que séo fontes de
carbono, celulose, amido, pectina, proteinas, hidrocarbonetos entre outros (UENOJO &
PASTORE, 2007).



Espécies de Bacillus incluindo B. licheniformis e Bacillus oceanisediminis
absorvem, por meio de atividades metabdlicas, metais pesados como Cr, Cu, Pb e Zn,
atribuindo a este género a capacidade de sua utilizacdo para remediacdo de ambientes
contaminados, viabilizando a utilizacdo de residuos tratados com inéculos biologicos feitos
a partir desses microrganismos (ARAUJO, 2008; BRUNETTI et al., 2012; KAVITHA et al.,
2014; TIWARY & DUBEY, 2016; JUNG et al., 2016).

7- Condutancia estomatica e fluorescéncia da clorofila-a como métodos avaliativos de

estresse em plantas

Determinadas condicGes naturais ou impostas pelo meio podem expor as plantas ao
estresse (PINTO et al., 2008), que significa um desvio nas condi¢fes 6timas para a vida,
induzindo mudancas nos niveis funcionais dos organismos, 0s quais podem ser reversiveis,
acionando respostas de ajuste fisioldgico, ou permanentes, quando as respostas vegetais ndo
sdo suficientes para contornar as injurias sofridas (CALBO & MORAES, 2000; CHAVES
FILHO & STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Estes transtornos ocasionados aos vegetais podem ser detectados a nivel fisiologico,
antes mesmo de modificagfes morfoldgicas serem expressas, isto é possivel por meio da
utilizacdo de métodos capazes de detectar estresse vegetal (RAMIREZ et al., 2016; FENG
et al., 2016), sendo nesse estudo empregado dois desses métodos: a condutancia estomatica
e fluorescéncia da clorofila-a.

A abertura e fechamento estomaético controlam a perda de agua e a captacdo de CO>
pelas plantas, importantes elementos da fotossintese (MEDINA et al., 1999). O porébmetro,
por sua vez, é o equipamento utilizado para mensurar a condutancia estomatica, mede a taxa
de difusdo de agua através da superficie da folha e fornece os valores de condutancia
estomatica, auxiliando na analise das condi¢bes fisiologicas das plantas frente aos
condicionantes ambientais, esse método tem se mostrado eficiente para avaliar estresse
hidrico nas plantas, seja este causado por restricao hidrica, excesso de agua (MACHADO et
al., 2002) ou alta disponibilidade de sais, responsaveis por afetar a permeabilidade da
membrana celular (NEVES et al., 2009).

De acordo com Kerbauy (2008) a condutancia estomatica tem efeito sobre a
fotossintese e consequentemente sobre a producdo de matéria seca. Costa et al. (2007)
afirmam que em situacdes de baixa disponibilidade hidrica é esperado que as plantas
reduzam a perda de agua, diminuindo a condutancia estomatica a niveis ndo criticos,
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mantendo dessa forma a estabilidade do sistema de uso da agua, caso esse equilibrio frente
as condicdes impostas ndo ocorram é um indicativo de mau funcionamento fisioldgico na

planta.

A fluorescéncia da clorofila-a (FChl-a) tem sido outro método utilizado para
deteccdo de estresse em plantas, consiste na avaliacdo da energia dissipada em forma de
fluorescéncia, sendo possivel com a utilizagéo de fluorimetro, equipamento que emite um
feixe de luz, geralmente com o comprimento de onda em torno de 680 nm, captando

informacdes relevantes sobre o funcionamento do fotossistema Il (ZHANG et al., 2016).

A conversdo de energia luminosa em energia quimica ocorrente no processo
fotossintético ndo é um evento perfeito, como todo e qualquer evento que envolve troca de
energia, ndo acontece 100% de aproveitamento, nem todos os elétrons que estdo num nivel
energético elevado (molécula de clorofila excitada) € passado para os aceptores, estes
elétrons retornam ao estado inicial (estado antes das moléculas receberem a energia dos
fétons), sem a producdo de ATP e NADPH, ao retornar para o estado inicial, essa energia €
entdo dissipada em forma de calor ou luz (fluorescéncia) (CAMPOSTRINI, 1998), podendo
ser captada por um fluorimetro, fornecendo dessa forma dados sobre o funcionamento do

aparato fotossintético.

A andlise dos parametros da fluorescéncia da clorofila tem sido difundida no estudo
da fotossintese principalmente por ser um método que, além de ndo destrutivo, permite
analise qualitativa e quantitativa da absorcao e aproveitamento da energia luminosa através
do FSII (ALLAHVERDIEV et al.,, 1998; KRAUSE & WEIS, 1991; MOUGET &
TREMBLIN, 2002; NETTO et al., 2005). Esta técnica tem permitido um aumento no
conhecimento dos processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos que ocorrem na membrana
dos tilacoides dos cloroplastos (ROHACEK, 2002), além de possibilitar o estudo de
caracteristicas relacionadas a capacidade de absorcao e transferéncia da energia luminosa na
cadeia de transporte de elétrons (KRAUSE & WEIS, 1991).

No caso de plantas adubadas com lodo de esgoto ou sementes irrigadas com solugéo
feita a partir desse residuo, o estudo da condutancia estomatica e fluorescéncia da clorofila-
a sdo importantes técnicas para averiguar os efeitos da aplicacdo desse biossélido, pois €
sabido que o lodo apresenta potencial como fertilizante, no entanto seus nutrientes sao

desbalanceados, podendo ocasionar a competicdo entre os nutrientes, além da alta toxidade
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oriunda de altos indices de Cu e Zn entre outros elementos (CIARKOWSKA et al., 2017; LI
etal., 2016).

Estudar as respostas sobre a germinacdo de sementes e crescimento inicial de
espécies vegetais nativas submetidas ao lodo é fundamental para avaliar a tolerancia das
plantas aos compostos disponiveis nesse residuo, passiveis de promover danos osmoticos
e/ou fitotoxicos aos vegetais. Nesse sentido parametros fisioldgicos podem ser utilizados
para estimar de modo ndo destrutivo o comportamento de espécies vegetais expostas a
fatores estressantes. A condutancia estomatica € uma importante ferramenta na identificacéo
de estresse, uma vez que o fechamento estomético é uma resposta rapida e comum sob
condigdes sub Otimas (OLIVEIRA et al., 2005), assim como estudos relacionados a
fotossintese estdo intimamente relacionados com a demanda de nutrientes disponiveis (LEE
et al, 2016).
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CAPITULO 2

Efeito da inoculagdo com Bacillus licheniformis sobre a germinacgéo de Alibertia edulis
(Rich) A. Rich ex DC. (Rubiaceae) submetida a lodo de esgoto

LJaqueline da Silva Santos, Montcharles da Silva Pontes, 'Aline Lazzaretti Cassol,

2Etenaldo Felipe Santiago, 2Margareth Batistote
Resumo

O lodo de esgoto (LE) € o residuo final proveniente das estacdes de tratamento de esgoto, é
rico em nutrientes, podendo proporcionar beneficios as plantas, no entanto, dependendo da
concentracdo utilizada pode causar danos osméticos e/ou fitotoxicos, interferindo na
germinacdo das sementes. Nesse estudo objetivou-se avaliar o potencial biorremediador de
Bacillus licheniformis sobre o lodo de esgoto, para tanto, foram estudadas as respostas
germinativas de Alibertia edulis, uma espécie nativa do Cerrado. Coldnias de B.
licheniformis foram isoladas a partir do macerado de plantas jovens de A. edulis, coletadas
em um fragmento de cerrado sensu stricto, e reinoculado posteriormente nas sementes dessa
mesma espécie, sendo submetidas a embebicdo em diferentes concentracdes de lodo: 0, 25,
50, 75 e 100%, nas condi¢Ges com indculo e sem indculo, cada tratamento contendo 100
sementes. Também avaliou-se os efeitos das concentra¢bes de in6culo (0, 20, 30, 80, 100
e150 uL), sobre o %G de sementes tratadas com 50% LE. Para as concentracdes de LE,
verificou-se diferenca estatistica para 0% LE sem ind6culo, com maior percentual
germinativo (%G), no entanto, em todas as concentracdes de LE o %G das sementes
inoculadas sugeriram melhor performance, mesmo frente a isso o tratamento 100% LE foi
fitotoxico para A. edulis independente do uso do in6culo. Quanto as concentracBes do
inéculo, constatou-se maior %G em 80 pL e 0 menor em 150 pL. Mediante os dados obtidos
conclui-se que a inoculagdo com B. licheniiformis exerce influéncia sobre 0 %G de sementes
de A. edulis.

Palavras-chave- biossélido, biorremediacdo, bactéria, Cerrado.
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Abstract

Sewage sludge (LE) is the final residue from wastewater treatment plants. It is rich in
nutrients, and can provide benefits to plants, however, depending on the concentration used
may cause osmotic and/or phytotoxic damage, interfering with seed germination. The
objective of this study was to evaluate the potential bioremediation of Bacillus licheniformis
on sewage sludge, for that, the germination responses of Alibertia edulis, a native species of
the Cerrado, were studied. Colonies of B. licheniformis were isolated from the maceration
of young plants of A. edulis, collected in a fragment of cerrado sensu stricto, and later
reinoculated in the seeds of this same species, being submitted to soaking in different
concentrations of sludge: 0, 25, 50, 75 and 100%, under conditions: with inoculum and
without inoculum, each treatment containing 100 seeds. The effects of inoculum
concentrations (0, 20, 30, 80, 100 and 150 puL) were also evaluated, on the %G of seeds
treated with 50% LE. For the concentrations of LE, a statistically significant difference was
found for 0% LE without inoculum, with higher germination percentage (%G), however, in
all concentrations of LE, %G of inoculated seeds suggested better performance, Even against
this the 100% LE treatment was phytotoxic to A. edulis regardless of inoculum use.
Regarding the concentrations of the inoculum, it was found higher %G in 80 uL and lowest
in 150 pL. From the data obtained it is concluded that inoculation with B. licheniformis
exerts influence on the %G of A. edulis seeds.

Keywords-biosolids, bioremediation, bacteria, Cerrado.
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Introducéo

O tratamento de efluentes urbanos gera, diariamente, uma quantidade cada vez
maior de lodo de esgoto, diante disso sua disposi¢éo final tem se tornado um grave problema
ambiental, causando aumento visivel dos niveis de poluicdo, devido sua superacumulagéo

nos aterros sanitarios.

O armazenamento do lodo de esgoto requer grandes &reas, o que além de envolver
riscos ambientais, torna-se dispendioso, fazendo-se necessario encontrar possibilidades
viaveis para o seu uso (SCHEER et al., 2012). A sua utilizacdo como insumo para culturas
florestais € uma boa opcéo de destinacdo e aproveitamento, sendo seu uso como componente
de substratos destinados a producdo de mudas de espécies nativas uma das alternativas
viaveis para a disposicao desse biossolido (SCHEER et al., 2010; SCHEER et al., 2011),
tendo em vista a economia de fertilizantes que esse residuo proporciona para diversas
culturas (MENG et al., 2016), além dos beneficios ambientais (ZHEN et al., 2017).

O lodo de esgoto apresenta grande quantidade de minerais fundamentais para as
plantas, dos quais se destacam o fosforo (P), nitrogénio (N), magnésio (Mg), potassio (K),
calcio (Ca), entre outros, bem como constituintes organicos necessarios para 0
desenvolvimento vegetal (CAICEDO et al., 2014). Por outro lado, o lodo contém elevadas
concentracfes de contaminantes, dentre estes estdo substancias oriundas da rotina diaria,
como os derivados de petroleo, medicamentos, materiais para limpeza, etc. (GUEDES et al.,
2015; GUEDES et al., 2016) podendo causar fitotoxidez (HE et al., 2016; TURNAU et al.,
2012) ou danos osmaticos aos vegetais (CITEAU et al., 2011), contudo isso depende das

proporcdes de lodo utilizadas, bem como da sensibilidade da espécie vegetal.

Sabendo da toxidez do lodo de esgoto para algumas espécies vegetais, a
biorremediacdo consiste em alternativa para a viabilizacdo do uso deste residuo (LIANG et
al., 2014), uma vez que os tratamentos quimicos, sdo em geral de alto custo, justificando a
preferéncia por tratamentos bioldgicos, que vem se mostrando eficazes para a remogdo de
diferentes tipos de contaminantes (NAIK & DUBEY, 2013).

A biorremediacdo pode ser feita por meio de bactérias (SIRIPORNADULSIL &
SIRIPORNADULSIL, 2013; ZHOU et al.,, 2013), fungos (STELLA et al., 2016;
WINQUIST et al., 2014), plantas, ou ambos em parceria (LIU et al., 2016; SOBARIU et al.,
2016). Algumas bactérias sdo capazes de reduzir os poluentes presentes em residuos ou solos

contaminados, degradando-os por meio de suas atividades metabolicas (KANG et al., 2015).
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Os microrganismos podem também aumentar a capacidade de absorcdo de nutrientes pelas
plantas, dando-lhes maior resisténcia em situacOes de estresse ambiental (AHMADI-RAD
et al., 2016). Nesse sentido espécies do género Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter, Herbaspirilum entre outras tém
sido usadas na agricultura por melhorar o ganho de massa e crescimento vegetal (MARIANO
etal., 2013).

Diante da dréastica reducdo da cobertura vegetal nativa, em especial no Cerrado sao
necessarias alternativas para amenizar danos ambientais, reforcando a necessidade de
estudos envolvendo estratégias de producdo de mudas de espécies nativas para fins de
restauracdo de areas degradadas (FERNANDES et al., 2016; LAMB et al., 2005) sobretudo
que impliquem na utilizacdo de residuos (ROJAS-VALENCIA et al., 2011). Assim, torna-
se de grande valor conhecer as peculiaridades e comportamento das espécies desse bioma,
ressaltando a importancia de estudos a respeito da germinacdo de sementes (PEREIRA &
PASQUALETO, 2011).

Dentre as espécies nativas ocorrentes no cerrado sensu stricto destaca-se Alibertia
edulis Rich. (Rubiaceae), uma arvore de pequeno porte, dioica, com plantas femininas
apresentando flores grandes e solitarias, e masculinas menores e aglomeradas, os frutos séo
do tipo baga medindo 4 a 8 centimetros de didmetro, de coloragdo marrom escuro quando
maduro, as sementes sdo recalcitrantes (SOUZA & LORENZI, 2005). E uma planta que
apresenta potencial farmacologico e etnobotanico (BROCHINI et al., 1994; SANTANA et
al., 2016; MENEGATI et al., 2016), os frutos sdo bastante apreciados pela fauna nativa, que
exerce papel de dispersores dessas sementes, facilitando o processo de restauracdo de areas
degradadas (NERI et al., 2005).

Neste estudo foram avaliadas as respostas germinativas das sementes de Alibertia
edulis inoculadas com Bacillus licheniformis, e submetidas a embebi¢cdo com diferentes
concentracdes de lodo de esgoto, com o objetivo de saber se ha efeito biorremediador dessa
bactéria sobre o biossolido empregado.

Material e métodos
Coleta e preparo da solugéo de lodo de esgoto

O lodo de esgoto (LE) utilizado foi procedente da estagdo de tratamento de esgoto
Guaxinim, vinculada a Empresa de Saneamento Basico do Estado de Mato Grosso do Sul
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(SANESUL), Dourados, MS, Brasil. Foi maturado e tratado segundo a metodologia proposta
por Scheer et al. (2012). As solugdes foram preparadas a partir da dilui¢cdo de 500g/L de LE
nas concentracgdes de 0, 25, 50, 75 e 100%.

No Laboratério de Solos, Plantas e Corretivos da Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados/MS, foi realizada a analise da composicao fisico-quimica do LE, por meio de
espectrofotdmetro de absorcdo atomica (EAA) e espectrofotdmetro de absorcdo molecular

(EAM), como apresenta a tabela 1.

Tabela 1 — Principais caracteristicas fisico-quimicas do lodo de esgoto proveniente da Estacdo de Tratamento
Guaxinim - SANESUL
Analise de elementos Valores Unidades
quimicos-fisicos
Presentes no lodo

N 2,93 +0.03 %

P 0,90 +0.02 %

K 0,07+0 %

Ca 1,55+ 0.05 %

Mg 0,21 + 0.007 %

Na 0,07+0 %
Cu 325,44 +£17.69 mg/Kg
Fe 12524,53 + 221.11 mg/Kg
Mn 271,23 £7.99 mg/Kg
Zn 769,38 +20.78 mg/Kg

CroTaL 22,57 %

Umidade 53,44 %

pH 7,39 -

+ = média de vinte leituras, seguida, do desvio padrdo das amostras. Embrapa/Dourados.

Coleta e tratamento do material vegetal

Os frutos e plantas jovens de Alibertia edulis foram coletados no inicio do més de
agosto de 2015, a partir de diversas matrizes localizadas num fragmento de cerrado sensu
stricto na Fazenda Santa Madalena S 22° 08’ 25” W 55° 08’ 17” proximo a rodovia BR 270,
km 45, que liga Dourados a Itahum, em Mato Grosso do Sul, as plantas jovens mediam entre

5 a 15 centimetros, retiradas do solo por inteiro, preservando raiz, caule e folha.

O material botanico foi levado para o Laboratério de Ecologia do Centro de Estudos
Ambientais (LE-CERNA), na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, no Campus de
Dourados, processado no periodo de até 24 horas ap0s a coleta, os frutos foram beneficiados
em peneira com agua corrente para retirada das sementes, apds secas em papel toalha foram
acondicionadas sob refrigeracdo. As plantas foram lavadas com detergente neutro em agua
corrente abundante para retirar o excesso de microrganismos epifiticos, em seguida, em
camara asséptica, foram imersas em alcool 70% por um minuto, depois em hipoclorito 3%

por 4 minutos e novamente em alcool 70% por 30 segundos, ao final do processo para retirar

33



0 excesso de hipoclorito lavou-se 0 material vegetal em agua destilada estéril, segundo a
metodologia de (PEREIRA et al., 1993).

Isolamento e crescimento da bactéria

Para o isolamento da bactéria, foram selecionados seis individuos, dos quais foram
cortados trés pequenos fragmentos de 8 x 8 mm da raiz, caule e folha de cada espécime. Em
uma céapsula de porcelana, devidamente esterilizada, os fragmentos vegetais foram
macerados com auxilio de um pistilo, o material foi homogeneizado em 10 mL de solucéo
salina autoclavada (NaCl, 0,85%), a partir dessa solucdo foram realizadas dilui¢cdes seriadas
de 1x10-! a 1x10-5.

O plaqueamento foi realizado em triplicata, sendo usado o meio de cultura Agar
Mueller Hinton, autoclavado a 120°C por 20 minutos, em cada placa de Petri foram
distribuidos 100 pL da diluicdo vegetal, em seguida incubadas em estufa a 37°C por 24
horas. Apds o crescimento das unidades formadoras de colénia (UFC), foram feitos repiques
sucessivos até obter-se col6nias puras. Aleatoriamente foi escolhida uma Unica espécie de

bactéria para ser testada na germinacdo das sementes de Alibertia edulis.

A identificacdo da bactéria isolada foi feita no Hospital da Universidade Federal da
Grande Dourados — UFGD, por meio do equipamento Phoenix: 6.01A, com 99% de
confiabilidade, sendo identificada como Bacillus licheniformis.

Obtencéo da biomassa bacteriana

Para inoculacdo em meio liquido foram utilizados 3 erlenmeyers, com 50 mL de
meio Brain Heart Infusion (BHI), aproximadamente 20 coldnias foram inoculadas em cada

erlenmeyers, logo depois, foram levados para Shaker (180 rpm), a 37°C por 24 horas.

Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi transferido para tubos falcons, em seguida
centrifugado por cinco minutos, com o auxilio de uma pipeta o sobrenadante era retirado e
o0 precipitado ressuspendido trés vezes em solucdo salina autoclavada (NaCl a 0,85%), sendo
que, a cada vez ressuspendido, o precipitado era novamente centrifugado, esse procedimento
foi repetido até que todo o meio de cultura passasse pelo mesmo processo, dessa forma toda
a massa bacteriana foi isolada, totalizando uma aliquota de 1mL, esse isolado foi

homogeneizado em 4 mL se solucéo salina, sendo denominada nesse estudo como inéculo.
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Montagem do experimento e delineamento experimental

Em cdmara asséptica 500 das 1000 sementes devidamente higienizadas, segundo a
metodologia de Pereira et al. (1993) receberam o indculo, depois foram transferidas para
placas de petri revestidas com duas folhas de papel Germitest®, ambos previamente
esterilizados, feito isso, as diferentes concentracfes de LE foram dispostas sobre as placas,

sendo esse Ultimo procedimento repetido a cada 2 dias, durante a condugéo do experimento.

Os tratamentos considerados nesse estudo foram: 0%, 25%, 50%, 75%, e 100%
lodo de esgoto, nas condicBes, com indculo (CI) e sem indculo (SI). Cada tratamento
constituido por quatro repeticdes com 25 sementes, o delineamento experimental empregado
foi inteiramente casualizado. O experimento foi conduzido por 30 dias em cémara de
germinacdo do tipo BOD a 25°C, no (LE- CERNA), foram avaliados os parametros
germinativos: T: tempo médio de germinacao, vi: velocidade média de germinacao, CVt:

coeficiente de variacdo do tempo, U: incerteza e Z: indice de sincronia.

Analisado os dados observou-se a necessidade de realizar um segundo experimento,
com a finalidade de testar o efeito de diferentes concentracGes de indculo, para tanto os
seguintes tratamentos foram considerados: 0, 20, 30, 80, 100 e 150 ul, padronizados em 50%
LE, em delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticGes de 25 sementes, conduzido
por 30 dias.

Analise estatistica

Para verificacdo da normalidade de distribuicdo os dados foram submetidos ao teste
Kolmogorov-Smirnov, o teste de Levene foi utilizado para verificacdo da homogeneidade
entre as variancias, ambos a 0.05 de significancia. Atendidas as pressuposi¢cdes de
normalidade e homogeneidade entre as variancias, aplicou-se aos dados uma Anova two
way, acompanhada pelo teste de Tukey a 0.05 de significancia, para a comparacdo das
médias. Para os dados das diferentes concentracdes de indculo aplicou-se uma andlise de
regressdo polinomial. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados por meio da
utilizacdo dos softwares R e BioEstat 5.0.

Resultados

Os dados apresentaram diferenca estatistica para 0s pardmetros germinativos

avaliados, nas diferentes concentracfes de LE, independentemente da utilizacdo do indculo.
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Na condi¢do sem inoculo (SI) os tratamentos com lodo de esgoto tiveram a %G
afetada negativamente, sendo verificado nenhuma germinagéo na maior concentracédo de LE,
e diminuicdo nas demais, por outro lado o controle (0% LE) mostrou maior %G, com 69%

de sementes germinadas.

Para os tratamentos com indculo (Cl) ndo houve diferenca estatistica para a %G da
maioria das concentracGes de lodo, exceto para 100% LE, que exibiu apenas 7% de

germinacao.

Avaliando os parametros germinativos: (T, Vi, CVt, U e Z), na condicdo sem indculo
verificou-se aumento para T e reducdo de Vi em 0% e 25% LE. Para CVt, Ue Z a
concentragdo 50% LE diferiu estatisticamente das demais, sendo verificado reducdo em CVt
e U, respectivamente (19,18 e -1,44) e aumento de Z (0,25). Ao passo que em CI estas
variaveis ndo diferiram até a concentracdo 100% LE, apresentando menor T: 8,55, Vi: 0.02,

CVt: 0.69 e maior Z: 0.4, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Avaliacéo da influéncia do in6culo (formulado com Bacillus licheniformis) sobre a germinacéo de
sementes de Alibertia edulis (Rubiaceae), embebidas nas concentrac¢des: 0, 25, 50, 75 e 100% lodo de esgoto.

Dinamica de germinagéo

%G T Vi CV; U z
Si
0%LE 69+1,43a 18,22+0,07a 0,056+0.0002b 31,85+0,33a -0,99+0,0la 0.08+ 0.002b
25% LE 37+1,10b 20,05+0,08a 0,04+0.0002b 26,73+0,57a -0,73+0,03a 0.10+0.003b
50% LE 45+1,32b 16,19%+0,10b 0,06 +0.0004a 19,18 +0,42b -1,44+0,03b 0.25+0.01a
75% LE 36+1,60b 16,47 +0,29b 0,06 £ 0.001a 26,00+0,13a  -0,72+0,05a 0.10 + 0.008b
100% LE Oc Oc Ob Oc Oa Oc
%G T Vi CV; U z
Cl
0%LE 48+0,73a 17,45+0,08a 0,05+0,0002a 28,02+0,23a -0,88+0,0la 0,10+ 0,003b
25% LE 49+157a 16,21+0,10a 0,06 +0,0004a 19,57+0,27a -0,93+0,04a 0,12 +0,004b
50% LE 56+242a 16,40+0,07a 0,06 +£0,0002a 30,056+0,59a -0,88+0,03a 0,08+ 0,001b
5% LE 49+199a 1544+0,08a 0,06+0,0003a 21,88+0,50a -0,78+0,06a 0,08 +0,005b
100%LE 7 £0,94b 855+0,99% 0,02+0,0033b 0,69+0,1380b -0,65+0,07a 0,4 +0,048a

Sl: sem in6culo; Cl: com indculo; %G: porcentagem de germinacdo; T: tempo médio de germinacdo; Vi:
velocidade média de germinagéo; CV¢: coeficiente de variagio do tempo; U: incerteza; Z: indice de sincronia;
+ erro padrdo. Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.

A germinacdo cumulativa mostra que, as sementes iniciaram a germinacao entre 8-
10 dias em todos os tratamentos, sendo que a curva germinativa acumulada no 0% LE- SI
foi sempre superior aos demais tratamentos ao longo de todo o periodo experimental,
atingindo a maior porcentagem de germinacdo. As curvas dos demais tratamentos néo se

sobrepuseram ao longo de todo o periodo experimental (Figura 1 A).
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Na condigdo Sl as curvas dos percentuais germinativos foram heterogéneas, em
contrapartida, na condicdo CI foram homogéneas em quase todos os tratamentos, com
excecao da concentracdo 100% LE (Figura 1).
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Figura 1. Germinacdo cumulativa de sementes de Alibertia edulis (Rubiaceae) embebidas nas concentracdes:
0, 25, 50, 75 e 100% lodo de esgoto, testadas nas condigdes, (A) sem indculo (SI) e (B) com indculo (Cl),
(formulado com Bacillus licheniformis).

Para a frequéncia relativa observou-se que todos os tratamentos apresentaram
distribuicdo polimodal independente da presenca de in6culo. A germinagdo em ambos 0s

tratamentos esteve distribuida ao longo de 08-29 dias.

As sementes de Alibertia edulis sem in6culo apresentaram 0s maiores picos de

germinacdo entre o 10° e 0 20° dia, sendo a maior intensidade de frequéncia observada no
tratamento 75% LE (Figura 2 A).

Para as sementes inoculadas com B. licheniformis as maiores intensidades de
frequéncia estdo entre o 10° e 18° dias, sendo que o controle e o tratamento 50%
apresentaram 0s maiores picos de germinagdo. Podendo-se observar que a inoculagédo
aumentou a intensidade de frequéncia no controle. Evidenciando-a em relacdo as demais

concentracdes de LE, com maior frequéncia germinativa no 13° dia (Figura 2B).
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Figura 2. Frequéncia relativa da germinacéo (fi) de sementes de Alibertia edulis (Rubiaceae) embebidas nas
concentragdes: 0, 25, 50, 75 e 100% lodo de esgoto, testadas nas condiges, (A) sem indculo (SI) e (B) com
inéculo (CI), (formulado a base de Bacillus licheniformis).

Por meio da andlise comparativa da porcentagem germinativa, observou-se maior
germinagdo em 0% LE sem indculo com P < 0.05, distinguindo-o estatisticamente de todos
0S outros tratamentos, por outro lado, 100% lodo teve a mais baixa germinacao,
independentemente de ser inoculado com B. licheniformis. Contudo avaliando as diferentes
concentracdes de LE a %G sugeriu melhora para condicdo Cl, sempre se sobrepondo a

germinagdo em S, como mostra a figura 3.
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Figura 3. Comparagdo das médias das porcentagens germinativas (%G) de sementes de Alibertia edulis
(Rubiaceae), embebidas nas concentragdes: 0, 25, 50, 75 e 100% lodo de esgoto, testadas nas condi¢des: sem

inéculo e com inéculo (formulado com Bacillus licheniformis). O *representa diferenca estatistica em relacéo
aos demais tratamentos.
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Avaliando a influéncia das concentragfes de inoculo sobre a %G das sementes de
A. edulis (Figura 4), a concentracdo 80 uL se sobressaiu em relacdo as demais, com 77
sementes germinadas, ao passo que a menor porcentagem germinativa foi observada na
concentragdo 150 pL, com 39 sementes germinadas. Foi registrado ajuste de regressédo

(R?=0,99) com ponto de maxima de 81% de germinaco a uma concentracdo de 71 pL de
inoculante.

y= 34+(2*42/P1)*(58/4*(X-T1))*2 + 58*2))
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Figura 4. Germinacdo de sementes de Alibertia edulis embebidas com 50% de solucdo de lodo de esgoto,
submetidas a inéculo bacteriano formulado com Bacillus licheniformis, nas seguintes concentracgdes: 0, 20, 30,
80, 100 e 150 pl.

Discussao

Avaliando a influéncia das diferentes concentracGes das solucdes de LE, sem
analisar o efeito do indculo, foi observado reducdo no percentual germinativo para as
sementes embebidas com lodo. Resultados similares foram vistos por Pontes et al. (2015) ao
estudar a germinacdo de sementes de Maclura tinctoria expostas a esse residuo. Essa
resposta pode estar relacionada ao efeito osmético das solugdes de LE afetando a absorgéo
de &gua durante a fase Il da germinacdo e consequentemente, o balango hidrico do eixo
embrionario (BARROSO et al., 2011; CAl et al., 2010).

De maneira geral, quando sementes sdo colocadas em solucdes salinas, mesmo
quando muito concentradas, observa-se a embebicédo, que neste caso ocorre por conta dos

fortes potenciais matriciais presentes nas sementes (AVILA et al., 2007). Os potenciais
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matriciais, no entanto, tendem a zero com a entrada de agua na fase | da germinacédo
(VILLELA et al., 2003), dessa forma, os provaveis efeitos osmoticos das concentragdes de
LE estariam restritos a fase Il, uma vez que nesta fase, a entrada de agua é dependente da
relacdo entre os potenciais osmoticos celulares e o potencial da solucdo de embebicédo
(FONSECA & PEREZ, 2003).

Para as concentragdes de LE testadas, a evidente reducdo dos percentuais
germinativos (sobretudo a 100% LE) foi mais eficiente para atestar seu efeito sobre sementes
de A. edulis, relacionando-os ao efeito osmatico (embora ndo se descarte os provaveis efeitos
fitotoxicos do LE, que serdo discutidos em seguida). J& em relagdo aos resultados observados
para os demais parametros da dindmica de germinagdo ndo foi possivel estabelecer uma

correlacdo entre estas variaveis e as concentracdes de LE testadas.

Sementes embebidas em solucdes salinas podem apresentar alteracGes no tempo e
velocidade (OLIVEIRA & GOMES-FILHO, 2009) ou no sincronismo da germinagéo
(LAVEZO et al., 2015), em geral efeitos no atraso da germinacdo refletem aumento no

tempo médio de germinacdo e reducdo na velocidade (DANTAS et al., 2014).

Manter condicBes que proporcione germinacdo rapida e uniforme é preferivel na
producédo de mudas para fins de restauragdo ambiental (PACHECO et al., 2006), contudo a
heterogeneidade na germinacdo pode ser caracteristica da propria espécie vegetal ou mesmo
ser imposta por fatores externos (LONE et al., 2007; SILVA & AGUIAR, 2004), como
exemplo, pode ocorrer aumento no tempo médio de germinacdo em decorréncia de
problemas na absorcdo de agua pela semente, consequentemente afetando a sincronia de
germinacdo (TEIXEIRA et al., 2011), isto pode estar relacionado ao tempo que a semente
leva para adaptar-se as condigdes impostas (BRANCALION & MARCOS FILHO, 2008).

Além do efeito osmotico, sementes imersas em solucdo de LE podem apresentar
problemas relacionados a fitotoxidade de compostos presentes no residuo (RAMIREZ et al.,
2008), ou mesmo ocasionados pelo desbalanco nutricional, influenciando na sobrevivéncia
das espécies (ANTOLIN et al., 2010).

Durante a germinacédo, sementes em contato com lodo de esgoto podem apresentar
danos em suas membranas celulares, em decorréncia da sensibilidade de algumas espécies
vegetais a elementos como o aluminio, cadmio, cobre, entre outros, que estdo disponiveis no
lodo em quantidades representativas (LI et al., 2016; FANG et al., 2016; FANG et al., 2017).
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Em 100% LE foi visto a menor %G, sendo que as sementes sem indculo néo
germinaram, e as inoculadas germinaram apenas 7%, isso pode ser explicado pela maior
quantidade de ions sollveis nessa concentrada solucdo de lodo, estando isso relacionado a
diminuicdo da absorcdo de agua pelas sementes, como resultado do nivel elevado de
salinidade, gerando a toxicidade pela maior eletronegatividade no potencial osmético da
solucgéo de lodo de esgoto (DASH, 2012).

Embora o lodo de esgoto tenha potencial biofertilizante, devido a sua carga
nutricional (MAZZEO et al., 2016; SUCIU et al., 2015; TURNAU et al., 2012), apresenta
também alta toxidez (LIU & SUM, 2013; HE et al., 2016), assim, uma alternativa para
viabilizar o uso desse residuo como componente de substrato para espécies vegetais, seria 0
uso de bactérias biorremediadoras (NAIK et al., 2013; SIRIPORNADULSIL &
SIRIPORNADULSI, 2013), como Bacillus licheniformis. Essa bactéria, por meio de suas
atividades metabdlicas absorve metais como: Cu, Fe, Mn, nutrientes estes encontrados em
grande quantidade no LE (POLONIO et al., 2015).

Brunetti et al. (2012) testaram a capacidade de fitoextracdo de Cr, Cu, Pb e Zn por
trés espécies de Brassicaceae cultivadas em substrato inoculado com Bacillus licheniformis,
obtiveram nessa pesquisa resultados positivos. Esses dados corroboram com os resultados
observados no presente trabalho, visto que, na presenca do lodo notou-se tendéncia a melhor
germinacdo e maior homogeneidade dos parametros germinativos avaliados. Isto deve ter

ocorrido devido a afinidade desse microrganismo a elementos presentes no lodo.

Resultados de melhora germinativa frente a inoculagdo com espécies de Bacillus
foram observados também por Radhakrishnan et al. (2016), que em sua pesquisa registraram
aumento da germinagdo de sementes de alface inoculadas com Bacillus methylotrophicus.
Em outro estudo Chavez et al. (2016) analisando Bacillus isolados da rizosfera de
Mammillaria coryphantha (Cactaceae) e reinoculados posteriormente nas sementes da
mesma espécie notaram efeitos positivos na germinacdo. Na mesma vertente Shahzad et al.
(2016) examinando isolados de B. amyloliquefaciens obtiveram melhora germinativa em

sementes de arroz.

No presente estudo o uso do inéculo com B. licheniformis parece ter agido
minimizando efeitos do desajuste fisiologico causado pelo lodo a germinacao de A. edulis,
visto que, de acordo com Brunetti et al. 2012 e Polonio et al. 2015 essa bactéria auxilia no

processo de absorcdo de alguns nutrientes, disponiveis no lodo em grandes quantidades,

41



diante disso esse Bacillus possivelmente agiu amenizando efeitos negativos promovidos pelo
desbalango nutricional desse residuo, absorvendo ou metabolizando metais pesados,
diminuindo seu teor toxico, abrandando dessa forma o efeito de uma eventual condicao de

estresse na qual o vegetal estava exposto.

A interagdo entre microrganismos e hospedeiro pode ser positiva, negativa ou
neutra, dependendo da afinidade da relacdo entre ambos, um microrganismo pode
estabelecer relacdo simbidtica com uma espécie vegetal especifica, e comportar-se de
maneira distinta em contato com outras plantas (CONTI et al., 2012). Esta interacdo depende
de um equilibrio antagbnico, pois microrganismos considerados endofiticos podem ser
fitopatogénicos em seu estado latente (SELOSSE et al., 2004). Isso provavelmente explica
a reducdo no percentual germinativo das sementes inoculadas e nao tratadas com lodo, visto
que, no Cerrado essa bactéria estava presente nos tecidos de Alibertia edulis e conviviam
harmoniosamente, no entanto em laboratério a dindmica ambiental é diferente da encontrada
em campo, pois tanto as sementes passaram por assepsia quanto a agua destilada, na qual

estas foram embebidas, foi autoclavada.

Bactérias do género Bacillus sdo citadas na literatura cientifica como produtoras de
giberelina (RADHAKRISHNAN & LEE, 2016; SHAHZAD et al., 20161), considerando a
importancia desse hormonio para 0 sucesso germinativo de sementes, os resultados obtidos
no presente trabalho parecem ndo apontar B. licheniformis como produtor do referido
horménio, visto que, na auséncia do lodo o indculo dessa bactéria parece ter provido

diminuicdo do percentual germinativo.

No presente estudo quando testada a influéncia de diferentes concentracbes de
indculo sobre sementes tratadas com 50% de lodo, observou-se comportamento quadratico,
com maior germinacdo na concentracdo 80 ul. Sabendo que B. licheniformis sintetiza
amilase (AFRISHAM et al., 2016; HALIM et al., 2014; HU et al., 2012; LUO et al., 2016;
MARTINEZ et al., 2014; TRAN et al., 2014), o que possivelmente justifica essa maior %G
seria que, ao hidrolisar o amido presente na semente para uso em suas atividades
metabdlicas, ocasionalmente a bactéria pode ter favorecido a assimilagdo das reservas pelo

eixo embrionario em desenvolvimento.

Por outro lado, a ndo manutencdo do rendimento germinativo nas maiores
concentracdes do indculo pode estar associado a maior quantidade de produtos liberados

pelas bactérias durante suas atividades metabdlicas, podendo estes se ligarem a receptores
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presentes nas membranas celulares do embrido, interferindo no sucesso germinativo
(SANSINENEA & ORTIZ, 2011).

Concluséao

O tratamento 0% lodo sem inoculo mostrou diferenca estatistica em relacdo aos

demais, apresentando maior germinag&o.

Nos tratamentos com lodo de esgoto as sementes inoculadas com Bacillus
licheniformis sugerem aumento na performance germinativa de Alibertia edulis, com maior

uniformidade para todos os parametros avaliados nessa pesquisa.

A concentracdo 100% lodo foi fitotoxica as sementes de Alibertia edulis, com 7%

de germinacéo para as sementes com indculo e 0% para as sem indculo.

Para as diferentes concentracdes de indculo testadas nesse estudo: 0, 20, 30, 80, 100
e 150 pl obteve-se melhor germinacdo nas sementes submetidas a 80 pL de inoculo, com
77% de germinagdo, ao passo que o menor percentual germinativo foi observado na

concentragdo 150 pL, com 39 de %G.
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CAPITULO 3

Conduténcia estomética e fluorescéncia da clorofila-a em plantas jovens de Alibertia
edulis (Rich) A. Rich ex DC. (Rubiaceae) adubadas com lodo de esgoto

Laqueline da Silva Santos, *Montcharles da Silva Pontes, ‘Yoavi Abel Kissi, ‘Daniela

Espanguer Graciano, Etenaldo Felipe Santiago
Resumo

O lodo de esgoto (LE) € o residuo solido formado nas Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETEs), rico em matéria organica e nutrientes, possui grande quantidade de metais, que
dependendo da sensibilidade das plantas e porcentagem de lodo utilizada, tanto pode favorecer
o desenvolvimento e crescimento vegetal, como pode causar danos osmoticos e/ou fitotoxicos.
Nesse sentido diferentes proporcdes de LE foram testadas em plantas jovens de Alibertia
edulis, com o objetivo de gerar conhecimento sobre respostas fisiologicas de plantas nativas
do Cerrado adubadas com esse residuo. Para isso foram analisados dados da fluorescéncia da
clorofila-a (FChl-a), condutancia estomatica (Gs) e temperatura foliar (TF), métodos praticos
e ndo destrutivos de avaliacdo de estresse em plantas. Na maioria dos parametros avaliados
nessa pesquisa o desempenho fisioldgico de Alibertia edulis ndo diferiu significativamente
entre os tratamentos com e sem lodo, no entanto o tratamento 75% LE destacou-se em relagao
aos demais por mostrar melhor fluxo especifico de absorcéo por centro de reacdo (ABS/RC),
e fluxo especifico de captura por centro de reacdo (TRo/RC). Nesse estudo foi observado
menor Gs e TF em 100% lodo, contudo pela fluorescéncia da clorofila-a ndo foram observados
indicios de menor performance fotossintética nessa proporcao de lodo, indicando que ajustes

fisiolégicos proporcionaram tolerancia de Alibertia edulis ao lodo de esgoto.

Palavras-chave- Cerrado, biossolido, reutilizacdo, tolerancia.
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Abstract

Sewage sludge (LE) is the solid residue formed in the sewage treatment station (ETES), rich
in organic matter and nutrients, On the other hand has a large amount of metals, which
depending on the sensitivity of plants can both favor plant development and growth as it can
cause osmotic or phytotoxic damage. In this sense, different proportions of LE were tested
in young plants of Alibertia edulis, aiming to generate knowledge about physiological
responses of native plants fertilized with this residue. For that, data on the fluorescence of
chlorophyll-a (FChl-a), stomatal conductance (Gs) and leaf temperature (TF), practical and
non-destructive methods of stress evaluation in plants were analyzed. In most of the
parameters evaluated in this research the physiological performance of Alibertia edulis did
not differ significantly between treatments with and without sludge, However, the 75% LE
treatment was better than the others because it showed a better specific flow of absorption
by reaction center (ABS / RC), and specific flow of capture by reaction center (TRo / RC).
In this study smaller Gs and TF were observed in 100% sludge, However, due to the
chlorophyll-a fluorescence, no evidence of photosynthetic performance in this proportion of
sludge was observed, indicating that physiological adjustments provided tolerance of

Alibertia edulis to sewage sludge.

Keywords- Closed, biosolid, reuse, tolerance.
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Introducgéo

A necessidade de remediar os problemas ocasionados pelas agdes antropicas,
aumenta a busca por metodologias ambientalmente corretas, que visam minimizar os impactos
gerados pela expansdo das cidades e pela crescente producdo de residuos domésticos e
industriais, nesse sentido, a utilizacao de residuos é uma pratica desejavel por reduzir custos e

impactos ao meio ambiente.

O lodo de esgoto € o residuo obtido ao final do tratamento das aguas residuais, com
a finalidade de torna-las adequadas para disposicdo em corpos hidricos receptores
(BERTHOD et al., 2016; OLSSON et al., 2014). Com o grande volume de &guas dispostas
tratadas nas estacOes de tratamento de esgoto, grande quantidade de lodo pode ser acumulada,
dessa forma a sua disposicao final torna-se um grave problema ambiental exigindo estratégias
ambientalmente adequadas de reutilizacdo (VILLEGAS & HUILINIR, 2014; ZHAO et al.,
2012).

O lodo de esgoto, em consequéncia de sua riqueza em nutrientes, principalmente
nitrogénio, tem sido utilizado em muitos paises como fertilizante para plantas (BINDER et al.,
2002), porém, o uso de doses excessivas, devido as altas porcentagens de metais pesados (JIN
etal., 2016; OLSSON et al., 2014; PASCUAL et al., 2004; PAULA et al., 2011;), pode causar
fitoxidez em vegetais adubadas com esse biossélido, e contaminar o lencol fredtico quando
usado em campo (DAS et al., 1997; GONDEK et al., 2014; SINHG & AGRAWAL, 2008).

Contudo, em virtude do seu potencial nutricional, a incorporacdo do lodo de esgoto a
substratos para producdo de mudas surge como uma alternativa de aproveitamento, podendo
propiciar melhoria na qualidade das plantas, e retorno econémico, devido a diminui¢do do uso
de fertilizantes minerais (LEILA et al., 2016; WANG et al., 2010), por outro lado, em
decorréncia do seu poder toxico pode causar estresse nas plantas limitando seu uso (GUEDES
et al., 2016), nesse sentido sdo necessarios meios avaliativos de estresse em plantas adubadas

com esse residuo.

Diante disso a condutancia estomatica (Gs), temperatura foliar (TF) e fluorescéncia
da clorofila-a (FChl-a) sdo ferramentas de avaliagdo de estresse em plantas, técnicas simples,
rapidas e ndo destrutivas, utilizadas para averiguar danos ou reparos fisiologicos vegetais
(FENG et al., 2016; ISMAIL et al., 2014). A Gs e TF consistem em eficientes metodos para
avaliacdo da eficiéncia hidrica em plantas (VICO et al., 2013; MOTZO et al., 2013), por outro
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lado a FChl-a fornece dados a respeito da integridade fotossintética, por meio da avaliagdo do
fotossistema Il (FSII) (SCHMIDT et al., 2016; VAN RENSEN & VREDENBERG, 2009).

Dentre as espécies nativas ocorrentes no Cerrado, Alibertia edulis destaca-se por ser
uma frutifera de grande importancia para a fauna nativa (NERI et al., 2005), e por apresentar
potencial farmacologico (BROCHINI et al., 1994; MENEGATI et al., 2016). Esta espécie esta
distribuida em toda América do Sul, no Brasil est4 concentrada principalmente no Cerrado
(SILVA et al., 2008). Sendo que este bioma nos ultimos anos vem sendo devastadoramente
desmatado, devido principalmente a expansdo da agricultura e pecuéria (KLINK &
MACHADO, 2005; ARVOR et al., 2012).

O interesse em preservar espécies vegetais do Cerrado pode ser justificado pela
importancia deste bioma, visto que esse ecossistema abriga fauna e flora riquissimas, sendo
também berco de importantes nascentes hidricas (ALBERNAZ et al., 2010), diante disso,
produzir informacdo sobre a fisiologia de espécies nativas é relevante para construcdo de

projetos de restauracdo de areas degradadas.

O uso de residuos incorporados a substrato para plantas consiste em uma forma de
aproveitamento ambientalmente sustentavel (MELLO et al., 2006). No entanto estudos sobre

respostas fisioldgicas de plantas tratadas com esse biossolido ainda sdo insuficientes.

Sendo assim, objetivou-se analisar por meio da condutincia estomatica e
fluorescéncia da clorofila-a as respostas fisiologicas de plantas jovens de Alibetia edulis,
adubadas com diferentes proporc6es de lodo de esgoto, a fim de conhecer a tolerancia dessa
espécie a esse residuo, visando gerar conhecimento sobre a viabilidade da producdo de mudas

de plantas nativas cultivadas com esse biossélido.
Materiais e métodos

O experimento foi conduzido durante os meses de abril a agosto de 2016, em viveiro
coberto com PVC transparente, com irrigacdo didria por aspersdo. Sementes de Alibertia
edullis foram semeadas em bandejas de isopor, 3 meses ap0s a semeadura as plantas de altura
similar foram transferidas para tubetes de polietileno preenchido com 5 diferentes tratamentos,
preparados a partir da mistura de lodo de esgoto e substrato agricola (Plantmax®), sendo
denominados de acordo com o percentual de lodo de esgoto (LE): 0%, 25%, 50%, 75% e
100%. Apos a implantacdo do experimento esperou-se o periodo de um més para o inicio das

leituras, para ndo se obter dados referentes ao estresse ocasionado pelo transplantio das mudas.
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As mudas foram distribuidas em delineamento experimental em blocos casualizados,
com 5 repeti¢des, contendo 20 individuos em cada, contabilizando 100 plantas para cada
tratamento. As leituras foram feitas em 10 plantas escolhidas aleatoriamente em cada

tratamento, em folhas do segundo nd, na regido central, proximo a nervura foliar.

O LE utilizado foi coletado na estagédo de Tratamento de Esgoto Guaxinim, vinculada
a SANESUL- Empresa de Saneamento Béasico de Mato Grosso do Sul, localizada no
municipio de Dourados. A andlise fisico-quimica do residuo (Tabela 1) foi realizada no
Laboratorio de Solos, Plantas e Corretivos da Embrapa Agropecuaria Oeste, Dourados/MS,
por meio de espectrofotdmetro de absorcédo atdmica (EAA) e espectrofotdmetro de absorgéo
molecular (EAM).

Tabela 1 — Principais caracteristicas fisico-quimicas do lodo de esgoto proveniente da Estagdo de Tratamento
Guaxinim - SANESUL
Analise de elementos Valores Units
quimicos-fisicos
Presentes no lodo

N 2,93 +0.03 %
P 0,90 £ 0.02 %
K 0,07+0 %
Ca 1,55+ 0.05 %
Mg 0,21 + 0.007 %
Na 0,07+0 %
Cu 325,44 +17.69 mg/Kg
Fe 12524,53 + 221.11 mg/Kg
Mn 271,23 £7.99 mg/Kg
Zn 769,38 + 20.78 mg/Kg
CrotaL 22,57 %
Umidade 53,44 %
pH 7,39 -

+ = média de vinte leituras, seguida do desvio padrdo das amostras. Embrapa/CPAQ. Dourados, MS.

A condutancia estomatica, temperatura foliar e radiacdo fotossinteticamente ativa
foram registradas com um Porébmeto Delta-T AP4 a partir das 8 horas da manhd, apds o
termino desta, seguia a coleta de dados da fluorescéncia da clorofila-a com a utilizacdo de
FluorPen FP 100-Max, em folhas mantidas no escuro por 30 minutos; os parametros de
fluorescéncia foram obtidos por meio da curva OJIP. A fluorescéncia por imagem foi
registrada por um FluorCam FC 800-C, a andlise das imagens (Figura 4 e 7) coletadas com
este equipamento foi realizada pelo softwere do mesmo. A temperatura ambiente e umidade

relativa do ar foram coletadas com auxilio de um termoigrémetro.

As curvas de condutancia estomatica e emisséo de fluorescéncia da clorofila-a foram
feitas com média de 20 leituras ao longo de 4 meses de experimento, sendo que para a curva

da cinética de emissdo foram utilizadas médias de 5 conjuntos de leituras, para possibilitar a
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observacdo separada do comportamento da emisséo de fluorescéncia em cada més, ao longo

do tempo experimental.

Procurou-se o0 entendimento da cinética entre FO e Fj por meio da formula: W=F-
Fo)/Fj-Fo), do mesmo modo, para melhor comparar o comportamento das curvas OJIP, foi feita
a normalizacdo em relacdo aos valores de fluorescéncia entre FO e Fm, expressa como
fluorescéncia variavel relativa, Vi= (Ft - Fo)/(Fm - Fo). Esta normalizacdo permite visualizar
com clareza as diferencas das fases O-J, J-1 e I-P entre os respectivos tratamentos (STRASSER
et al., 2004).

As andlises estatisticas foram realizadas com o software R e Biostat 5.0, aplicando
aos dados de condutancia estomatica e temperatura foliar os testes de Kruskal-Wallis e
Dunnett, para os dados de fluorescéncia aplicou-se ANOVA one-way e teste de Tukey para

comparacdo das médias.
Resultados

A condutancia estomética (Gs) e temperatura foliar (TF) de plantas jovens de
Alibertia edulis submetidas a adubacéo com lodo de esgoto (LE) indicam que de forma geral
as curvas de Gs e TF da maioria dos tratamentos exibem comportamentos semelhantes, com
aumento nas primeiras semanas e tendéncia de queda a partir da sexta semana para Gs, 0
oposto foi observado na TF, com valores mais baixos nas semanas iniciais e aumento a partir
da sétima semana, exceto para Gs de 100% LE que mostrou maior homogeneidade de valores,

sem alcancar os valores maximos observados nas demais concentracdes (Figura 1).

Ao longo do periodo experimental houve similaridade nos valores de Gs e TF para a
maioria dos tratamentos, no entanto foi verificado diminuig&o significativa para o tratamento
100% LE, com menor Gs de 150 molms™ e TF de 5°C, e maior Gs de 400 molm2s™e TF de
23 °C, enquanto os demais tratamentos mostraram valores proximos e mais altos, com menor
Gs variando entre 150 a 300 molm™2st e maior entre 500 e 660 molms™ e menor TF entre 8
e 10 e maior entre 19 e 24 °C.
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Figura 1- (A) Condutancia estomatica (Gs) e (B) temperatura foliar (TF), em plantas jovens de Alibertia edulis
submetidas a adubagdo com lodo de esgoto pér um periodo de quatro meses.

As respostas de condutancia estomatica estdo diretamente relacionadas as variaveis
ambientais, com valores maiores em resposta as baixas temperaturas do ambiente, alta
umidade relativa do ar e baixa radiacao fotossinteticamente ativa, neste experimento observou-
se gue a reducdo da Gs esteve associada a elevacdo da TA, reducdo da URA e alta RFA (Figura
2), todavia apenas o tratamento 100% LE parece ndo ter sido influenciado pelos

condicionantes ambientais.
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Figura 2- Temperatura ambiente (TA), umidade relativa do ar (URA) radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA)
em plantas jovens de Alibertia edulis submetidas a adubagdo com lodo de esgoto por um periodo de quatro
meses, dados obtidos por meio da média por dia de leitura.

O comportamento da cinética de emissdo da fluorescéncia da clorofila-a (FChl-a),
apresentado na figura 3 foi similar entre os diferentes tratamentos, durante todo o tempo
experimental, apresentando curvas com o tipico comportamento sigmoide ao longo do tempo
de emissdo, com fluorescéncia inicial (FO) em torno de 400 (a.u: unidade arbitraria), e

fluorescéncia maxima (Fm) variando entre 1000 e 1400 (a.u).

Por outro lado, as diferencas entre a intensidade de emisséo de FChl-a variaram entre
as concentracdes de LE, ao longo da conducgéo do experimento, podendo ser observado maior

distanciamento entre as curvas no primeiro més de leitura com tendéncia a aproximagao ao
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passar dos meses, notando-se maior uniformidade entre os tratamentos no quarto més de

experimento, ndo sendo caracterizado comportamento de estresse em nenhuma das curvas,

mesmo na maior concentracdo de LE.
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Figura 3- Cinética de emisséo de fluorescéncia da clorofila- a em plantas jovens de Alibertia edulis submetidas
a adubacdo em diferentes concentracdes de lodo de esgoto ao longo de quatro meses.
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Avaliando a distribuigdo da emissdo de FChl-a p6r imagem (Figura 4) observa-se
que a dissipacdo de energia nas folhas ndo é uniforme em nenhum dos tratamentos, sendo
que esta distribuida em maior intensidade na regido central (700-750) e a menor emisséo de
fluorescéncia estd concentrada nas porcdes apicais das folhas (200-325), este

comportamento mostrou-se semelhante para todos os tratamentos.

A maior intensidade de emissdo de fluorescéncia na regido central, possivelmente
indica atividade metabolica fotossintética concentrada nessa regido, sendo que, durante o
experimento foi observado em Alibertia edulis necrose foliar ocorrendo sempre das pontas
e margens em dire¢do ao centro, isso pode estar relacionado ao fato da maior intensidade de

emisséo de fluorescéncia ocorrer nessa regido.

—500
—400
— 300

— 200

Figura 4- Fluorescéncia por imagem em folhas de plantas jovens de Alibertia edulis adubadas nas seguintes
concentragdes de lodo de esgoto: A-0%, B-25%, C-50%, D-75%, E-100%.
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A anélise da dindmica de emissdo da fluorescéncia da clorofila-a por meio do JIP

test e a analise individual dos steps, sugerem 0 mesmo comportamento das curvas para todos

os tratamentos (Figura 5). Embora a maior distin¢do entre as curvas tenha sido observada

em I-P ndo foram observadas mudancas na posicdo das curvas em nenhum dos steps (O-J,

J-1, I-P) ou mesmo diferenca estatistica em nenhuma das sessoes.
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Figura 5- Cinética de emissdo de fluorescéncia da clorofila-a (O-J, J-I, 1-P), em plantas jovens de Alibertia
edulis submetidas a adubacdo com lodo de esgoto, média de todas as leituras realizadas durante quatro meses.

Em relacdo a cinética de emissao entre FO e Fj (Wt), e a cinética de fluorescéncia

relativa (Vt), o comportamento das curvas ndo sugeriu variagcdo no centro de evolugdo de

oxigénio ou mesmo durante a cinética de emiss&o.
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edulis submetidas a adubacgdo com lodo de esgoto, média de todas as leituras realizadas durante quatro meses.
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Analisando os dados apresentados na Tabela 1 observa-se que ndo houve diferenca

significativa para a intensidade da fluorescéncia no passo-J (2 us) (Fj), Fluorescéncia maxima

(Fm), Eficiéncia quantico potencial do FS Il (Fv /Fm) e Eficiéncia maxima do processo

fotoquimico no FSII (Fv/Fo), no entanto, observou-se diferenca estatistica para Fluorescéncia

inicial (FO), com maiores valores para 25% e 75% LE, e Fluorescéncia variavel (Fv), com

menor valor para 50% LE.

Tabela 1. Fluorescéncia inicial (Fo), Intensidade da fluorescéncia no passo-J (2 ps) (Fj), Fluorescéncia méxima
(Fm), Fluorescéncia variavel (Fv), Eficiéncia quantica potencial do FSII (Fv/Fm), Eficiéncia maxima do processo

fotoquimico no FSII (Fv/Fo).

Parametros técnicos da fluorescéncia da clorofila

LE (%) FO Fj Fm Fv Fv/Fm Fv/FO

0 387,72b  825,84a 1190,68 a 802,95a 0,67a 2,07a

25 40337a  837,62a 1158,77 a 755,40 b 0,65a 1,87a

50 378,08b  784,70a 1094,54 a 716, 46 ¢ 0,65a 1,89a

75 41294a  798,3la 1146,11 a 755,00 b 0,65a 1,90a

100 396,67b 849, 64a 118588 a 788,98 a 0,66 a 1,98a
CV (%) 3,36 3,31 3,35 4,42 1,36 4.27

Médias acompanhadas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem a 5% de probabilidade, pelo

teste de Tukey.

Avaliando os dados apresentados na tabela 2 nota-se que com excec¢do de Phi_Eoe

Phi_Do foram verificadas diferencas para os demais parametros de eficiéncia e indice de fluxo,

sendo que ABS/Rc e TRO/RC mostra maior desempenho para 75% LE, este tratamento

também exibe juntamente com o controle valores maiores para PIAbs e ETo/RC.
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Tabela 2. Rendimento quéantico de transporte de elétrons (Phi_Eo0), Rendimento quantico da energia de
dissipacdo (Phi_Do), indice de desempenho fotossintético (P1Abs), Fluxo especifico de absorcdo por centro de
reacdo (ABS/RC), fluxo especifico de captura por centro de reacdo (TRo/RC), fluxo especifico de transporte de
elétrons por centro de reacdo (ETo/ RC).

Relagdes de eficiéncia e indices de fluxos

LE (%) Phi_Eo Phi_Do PiAbs ABS/RC  TRo/RC ETo/RC
0% 0,29a 0,35a 0,88a 2,61b 1,61b 0,69a
25% 0,26 a 0,37a 0,73Db 1,89¢c 1,61b 0,65Db
50% 0,26 a 0,37a 0,66¢ 2,37h 1,66b 0,68Db
75% 0,29a 0,37a 0,83a 3,58 a 1,73 a 0,70a

100% 0,27a 0,35a 0,73b 2,63b 1,65b 0,66b

CV (%) 5,57 3.03 11,48 23,54 2,98 2.22

Médias acompanhadas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

Figura 7- Flruorrescéncia por imagem do parametro rendimento quéantico potencial do fotossistema 11 (Fv/i:m)
em folhas de plantas jovens adubadas com diferentes propor¢des percentuais de lodo de esgoto- LE (A -0, B
—25,C-50, D -75, E -100%)

Avaliando o rendimento quéantico potencial do fotossistema I, é perceptivel que
dentro da regido central foliar, onde a emissdo de fluorescéncia da clorofila-a é mais intensa,
préximo a nervura central se mostra como ponto especifico de maior eficiéncia quéantica
(Figura 7).

A eficiéncia quantica como parametro basico ndo apresentou diferenca estatistica
significativa (Tabela 1), no entanto com base na figura de falsa cor (Figura 7), foi observado
rendimento quantico distinto para 50% e 75% LE, sugerindo melhor performance de

eficiéncia quantica nessas propor¢des de lodo de esgoto.
Discussao

OscilagBes nas curvas de condutancia estomatica (Gs) séo esperadas, visto que as
plantas respondem a influéncia de condicionantes ambientais, tais como radiagéo
fotossinteticamente ativa (RFA) temperatura ambiente (TA) e umidade relativa do ar (URA)
(CONESA., et al, 2016). Espera-se normalmente, que diante de alta TA, RFA e baixa URA

ocorra diminuigéo de Gs, 0 oposto é esperado em condicOes inversas a estas (HUANG et al.,
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2011; STRUTHERS et al., 2015). O controle estomatico é uma estratégia evolutiva vegetal,
que resulta em alta eficiéncia do uso da agua (WANG et al., 2013). Nesse sentido, a
heterogeneidade notada nas curvas de condutancia estomatica e temperatura foliar (TF), na

maioria dos tratamentos, parecem ser justificadas pelas variagdes ambientas.

A maioria dos tratamentos testados no presente trabalho apresentaram desempenhos
parecidos para Gs e TF, sugerindo que as varidveis ambientais pouco contribuiram para o
entendimento das respostas de ajuste fisioldgico, relacionado as diferentes propor¢des de
LE, exceto para as plantas adubadas com 100% LE que exibiram comportamento
diferenciado em relacdo aos demais tratamentos, sugerindo uma resposta de ajuste

diretamente relacionada a alta quantidade de lodo de esgoto (ANTOLIN et al., 2010).

As respostas vegetais ao lodo de esgoto podem ser expressas por modificacfes do
estado fisiolégico (SINGH & AGRAWAL, 2007), associadas normalmente a efeito
fitotoxico (EL FELS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2009; RAMIREZ et al., 2008), osmotico
(LOCATELLI et al.,, 2007; MELLONI et al., 2000), ou por ambos (CAI et al., 2010),
podendo resultar em eletronegatividade do potencial osmotico, dificultando a absor¢do de
agua pela planta (ABBRUZZESE et al., 2009).

Respostas vegetais a condi¢ces pouco comum imposta pelo meio, podem
caracterizar ajuste fisiologico, que manifesta- se como um desvio significativo das condicdes
6timas, induzindo mudancas e respostas nos niveis funcionais dos organismos, as quais
podem ser reversiveis a principio (SAENEN et al., 2015), no entanto, podem se tornar
permanente, exercendo influéncia desvantajosa sobre a planta, caracterizando resposta de
estresse (YANG et al., 2015).

Para sobrevivéncia em condigdes limitantes, esses vegetais desenvolvem
mecanismos de resposta contra danos que, quando acionados, reconhecem a agressao. Diante
disso algumas plantas conseguem modular a producdo de compostos moleculares afim de
contornar determinadas situacdes, muitas dessas alteracGes podem estar diretamente

relacionadas com defesa e protegéo (DE WIT, 2007).

Estas mudangas no ambiente sdo decisivas para o crescimento e sobrevivéncia da
planta, nesse sentido podem ser citadas as espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem
agir causando danos ou como moléculas sinalizadoras que ativam mudltiplas respostas de

defesa. Essa dualidade pode ser obtida apenas quando os niveis celulares de EROs sdo bem
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controlados tanto na producdo quanto no consumo (SHENGRONG et al., 2007; SILVA et
al., 2013).

Em baixas concentragdes, as espécies EROs induzem genes de defesa e resposta
adaptativa que podem acionar moléculas sinalizadoras em plantas sob condicGes de estresse
bidtico e abidtico, estando envolvidas no fechamento e abertura estomatica, fotossintese,
gravitropismo radicular, tolerancia a deficiéncia de oxigénio, fortalecimento da parede
celular, e senescéncia. E importante saber que a funcéo de ser um sinalizador de estresse ou
uma molécula prejudicial a célula depende de um equilibrio entre a producéo de EROs e a
producdo de substancias antioxidantes (SHENGRONG et al., 2007).

O decréscimo na Gs da maior concentracdo de lodo de esgoto, mesmo quando em
condicdes climaticas favoraveis a alta condutancia, esta indicando fechamento estomatico
frente a situacdo imposta, este comportamento sugere resposta de ajuste fisioldgico, devido
a exposicdo ao residuo, caracterizando uma estratégia da de sobrevivéncia da planta, que
implica em reducdo da perda de agua excessiva das folhas (INMAN-BAMBER & SMITH,
2005).

O lodo de esgoto utilizado nessa pesquisa, possui grande quantidade de matéria
organica e nutrientes (Tabela 1), no entanto apresenta desbalango nutricional, com alta
quantidade de micronutrientes, como Cu, Fe, Mn e Zn, que podem competir com 0s
macronutrientes: N, P, K, Mg, Ca, limitando a absor¢ao desses pelas plantas (CIESLIK &
KONIECZKA, 2016; HORTTANAINEN et al., 2016). De modo que, se absorvido em
guantidade exagerada esses elementos podem se ligar aos receptores da membrana
plasmaética das células-guarda e subsidiarias, acarretando diminui¢do da entrada de potassio
e solutos essenciais ao bom funcionamento das células estomaticas (EL FELS et al., 2014;
SIMONETE & KIEHL, 2002; WILLIAMS & NASCIMENTO, 2006). Esse efeito pode
causar desajuste osmatico, ocasionando diminuicdo da entrada de agua nas células
(KATERJI et al., 1997), o que pode explicar a redugédo na Gs de 100% LE.

O efeito tdxico de um residuo pode estar associado a sua funcdo bioguimica na
planta (CHIANG et al., 2016), bem como sua propor¢éo testada, (MENG et al., 2016).
Plantas adubadas com LE, dependendo de sua sensibilidade, podem ser afetadas
negativamente por determinadas propor¢cdes de lodo (DEDE & OZDEMIR, 2016;
MARTINS et al., 2016) ou positivamente (BAI et al., 2016).
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Todo processo que envolve troca de energia ndo é absolutamente perfeito, com total
aproveitamento energético, dessa forma, na conversdao da energia luminosa em energia
quimica durante a fotossintese, nem todos 0s elétrons que estdo excitados se ligam a seus
receptores, nesse caso, retornam ao estado inicial, sem produzir ATP e NAPDH;
(BOUREIMA et al., 2012; ZUSHI & MATSUZOE, 2012), sendo essa energia dissipada na
forma de calor ou fluorescéncia (KALAJI et al., 2014, SHARMA et al., 2014).

Essa dissipacdo de energia é comum e aceitavel, de forma que a quantidade de
energia emitida pode fornecer dados sobre o estado do aparato fotossintético, uma vez que
em tecidos vegetais integros, a emissdo de fluorescéncia oscila em virtude da luz ou do
estado fisiolégico dos componentes supramoleculares dos fotossistemas, consistindo em
uma importante ferramenta para deteccdo de estresse (MEHTA et al., 2010; LOTFI et al.,
2015).

A reducdo em Gs pode representar uma vantagem imediata para prevenir a
desidratacdo dos tecidos vegetais (MAGGARD et al., 2016), por outro lado, pode indicar
estresse e afetar diretamente a absorcéo de CO; pelos cloroplastos e consequentemente afetar
a taxa fotossintética (ENGINEER et al., 2016), podendo ser identificados pelos parametros
de absorcdo, captura e transporte de elétrons do teste JIP, que segundo Campos et al. (2014)
sdo bons indicadores de danos ao aparato fotossintético.

Em relacdo a cinética de emissao de fluorescéncia da clorofila-a (Figura 3A) foi
observado comportamento semelhante para as plantas de todas as concentracdes de lodo,
embora nos primeiros meses de experimento tenha sido notado maior distanciamento na
emissdo de fluorescéncia, nos diferentes tratamentos, provavelmente isso estd ligado a
desestabilizacdo inicial da planta as condi¢Ges experimentais (GOMES et al., 2012), no
entanto, com o passar dos meses, as intensidades foram aproximando-se, até que no quarto
e ultimo més todas as concentracGes de lodo exibiram maior uniformidade de emissdo,

indicando ajuste fisiolégico, independentemente do tratamento (MLINARIC et al., 2017).

AlteracGes na atividade fotossintética induzida por metais pesados e excesso de
nutrientes, tém sido observadas em plantas (JIANRONG & QIRAN, 2009), porém diante da
composi¢do do LE utilizado nesse estudo ndo ha indicios fortes que apontem prejuizos no

FSII em decorréncia do LE.

Por meio do estudo da fluorescéncia da Chl-a Cherif et al. (2010) observaram que
0 estresse por Zn aumentou a intensidade de fluorescéncia, segundo esses autores trata-se de
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um indicativo de menor teor de clorofila. Em outra pesquisa Kalaji et al. (2014) estudando a
influéncia de altas doses de macronutrientes (N, P, K, Mg, S e Ca) e micronutriente (Fe) em

funcBes do PSII e PSI observaram respostas negativas em plantas de milho e tomate.

Jianrong & Qiran (2009) constataram em Chlorella pyrenoidosa gque 0 excesso de
Cu induziu a diminuigdo na eficiéncia da fotossintese, sugerindo inativagdo dos centros de
reacdo do PSII e a inibicdo do transporte de elétrons no lado aceitador. Estudos nessa vertente
indicam que a fluorescéncia da Chl-a é uma ferramenta ndo destrutiva e adequada para
investigar o desenvolvimento e vigor das plantas, bem como para detectar eventos de

estresse.

Em nosso estudo, 0 comportamento observado nas curvas de emisséo de Chl-a ndo
caracteriza resposta de estresse, uma vez que ndo houve perda de sigmoicidade das curvas
de Chl-a, carateristico em plantas sob estresse (MOISE & MOYA, 2004; GUO & TAN,
2014). Nota-se que ao longo do periodo experimental, Alibertia edulis respondeu a adubagéo
com lodo de esgoto de forma positiva, indicando que as plantas de todos os tratamentos se
mantiveram fotossinteticamente ativas (STRASSER et al., 2004). Tais resultados
corroboram com os de Antolin et al. (2010) que ao avaliarem mudas de Medicago sativa,
adubadas com lodo de esgoto observaram resposta positiva, com maior crescimento e
melhora na fotossintese liquida.

Nas curvas OJIP da cinética de emissdo da fluorescéncia da clorofila-a foram
visualizadas as trés fases distintas: fase O-J, caracterizada pela reducdo fotoquimica do
aceptor primario de elétrons, Quinona A (QA), dos centros de reacdo do FSII (JOLIOT &
JOLIOT, 2002; LAZAR, 2004); a fase J-1, correspondente a excitacdo do FSII até a reducédo
da plastoquinona (TOTH et al., 2007), e a fase I-P, a qual reflete a transferéncia dos elétrons
até o lado aceptor do FSI (YUSUF et al., 2010; REDILLAS et al., 2012).

Em plantas sobre estresse, os valores do transiente OJIP, apresentados na forma de
fluorescéncia variavel relativa (Figura 6B), normalmente exibem um desvio positivo, com
aparecimento da banda K (OUKARROUM et al., 2007), fato que ndo foi observado no

presente estudo.

; = wpw

(OEC) e coincide com a limitacdo do lado doador do fotossistema II (POSPISIL & DAU,
2000; TOMEK et al., 2001). Assim, qualquer condigéo de estresse que afeta a capacidade
do lado doador do FSII implicara no surgimento da banda-K (STRASSER, 1997).
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As curvas de emissdo em todos os tratamentos demonstraram variagdo
caracteristica de cada fase, com sinais de aumento na intensidade da fluorescéncia desde um
nivel 0 (FO) até um nivel maximo (Fm), com niveis intermediarios O-J, J- | e I-P bem
definidos (Figuras 5), demonstrando que todos os tratamentos estavam fotossinteticamente
viaveis, corroborando com PETKOVA et al. 2007.

Para entender melhor o efeito do LE sobre a fluorescéncia da clorofila-a foram
avaliadas informacfes sobre os parametros funcionais e estruturais que quantificam a

atividade do aparato fotossintético.

Maiores valores de FO foram registrados para 25% e 75% LE, todavia a emisséo da
fluorescéncia inicial ocorre no estadio rapido da fluorescéncia, representando a energia
liberada pelas moléculas de clorofila-a do complexo antena do FSII, antes mesmo dos
elétrons migrarem para o centro de reacdo (CORREIA et al., 2009), tratando-se de um
pardmetro pouco ou ndo influenciavel, representando o minimo do sinal da fluorescéncia,
portanto, esta é uma perda fotoquimica que se espera (VIEIRA & PORTES, 2010). No
entanto alguns autores acreditam que aumentos de FO podem acontecer quando ha dano no
centro de reacdo do FSII, ou por uma reducdo na transferéncia de energia de excitacdo do
sistema coletor de luz para o centro de reacdo (BAKER & ROSENQVIST, 2004).

A fluorescéncia maxima (Fm), cujos valores ndo diferiram entre os tratamentos
(Tabela 1), também ocorre dentro do estadio rapido da fluorescéncia (SHAO et al., 2010).
Acontece mais lentamente que FO e representa a energia liberada ou perdida pelos elétrons
que, expelidos dos seus a&tomos, podem alcancar a QA (Quinona, receptora primaria estavel
de elétrons do PSII), porém, pela presenca de algum blogueador do fluxo eletrénico, ou falta
de demanda na producdo de NADPH ou ATP, regressam as suas moléculas de origem
(BAKER, 2008).

Por meio da analise de F; pode-se verificar a fluorescéncia varidvel transiente no
tempo de 2, no passo J, o qual reflete o acimulo de plastoquinona A reduzida (QA)
(PERBONI et al.,, 2015; CHEN & CHENG, 2010), contudo, nesse estudo n&o foi

contemplado decréscimo desse parametro para nenhum tratamento.

Para a fluorescéncia variavel (Fv), houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(Tabela 1), com valores de FO variando e Fm com valores similares, diante disso € natural
encontrar diferenca para Fv, visto que, este parametro € resultado da diferenca entre Fm e
FO (Fv = Fm - FO) (SONG et al., 2016).
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Quanto maior for Fv maior sera a capacidade da planta em transferir a energia dos
elétrons liberados das moléculas dos pigmentos para a formacéo do redutor NADPH e ATP,
consequentemente, maior a capacidade de assimilacdo do CO. na fase bioguimica da
fotossintese (BAKER, 2008). Sendo nesse experimento registrado o maior desempenho de
Fv parao 0% LE e 75% LE.

A razdo Fv/Fm é uma estimativa da eficiéncia quantica maxima da atividade
fotoquimica do PSII, quando todos os centros de reacdo estdo abertos (BAKER, 2008;
BAKER & ROSENQVST, 2004). Essa relagdo tem sido amplamente utilizada para detectar
perturbacgdes no sistema fotossintético causada por estresse, caracterizando-se como um forte
parametro de estudo da fluorescéncia da clorofila-a, visto que sua diminui¢do indica um
declinio na eficiéncia fotoquimica do PSII, sugerindo distirbio ou danos no aparato
fotossintético (SCHANSKER et al., 2011).

A razdo Fv/FO também tem sido recomendada para detectar mudancas induzidas
por estresse (LICHTENTHALER et al., 2005), pois embora contenha a mesma informagao
basica de Fv/Fm, amplia as pequenas variacOes detectadas neste parametro (AZEVEDO et
al., 2011).

A eficiéncia quéantica potencial do FS Il (Fv/Fm) e eficiéncia méxima do processo
fotoquimico no FSII (Fv/F0) exibiram valores proximos, sendo que Fv/Fm variou entre 0,65
a 0,67 para todos os tratamentos, incluindo o sem lodo de esgoto (Tabela 1, figura 7),
segundo BJORKMAN & DEMMIG-ADAMS (1987) valores nessa média indicam estresse
em muitas plantas, no entanto em Alibertia edulis esta variavel refor¢ou a hipdtese desta
espécie apresenta tolerancia ao LE, visto que independente da presenca do lodo o valor ndo

diferenciou entre os tratamentos.

Assim como para a maior parte dos parametros da fluorescéncia da clorofila-a
avaliados no presente estudo, também nao foram identificadas diferencas para os parametros
que descrevem o rendimento de fluxo, isto €, o rendimento quantico de transporte de elétrons
(Phi_Eo0) e o rendimento quantico da energia de dissipacdo (Phi_Do). Esses parametros
refletem respectivamente, a eficiéncia no transporte de elétrons de QA para o intersistema
de aceptores de elétrons e rendimento quantico em t = 0 para a dissipagdo de energia
(NISHIYAMA et al., 2011).

Pode-se afirmar que Alibertia edulis cultivada em lodo de esgoto apresentou

eficiéncia no transporte de elétrons e dissipacdo de energia, para reforcar essa afirmacdo é
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importante ressaltar que também ndo houve redugdo no rendimento quéntico dos processos
fotoquimicos e ndo fotoquimicos (FV/F0), sabendo-se que este pardmetro € resultante da
relacdo entre energia capturada e energia dissipada, ambas essas variaveis se complementam
(LICHTENTHALER et al., 2005).

O aumento no fluxo de absor¢édo (ABS/RC) e captura (TRo/RC), observado no
tratamento 75% LE, demonstra que, o estado de excitacdo das moléculas do complexo
antena, que canaliza a transferéncia de energia, até os centros de reacéo, foi capaz de reduzir
a feoftina, iniciando a cadeia de oxirreducdo da fase fotoquimica da fotossintese
(DEMETRIQU et al., 2007; MATHUR et al., 2011). Ao passo que, o transporte de energia
por centro de reacdo (ETo/RC) apresentou melhor performance tanto para 75% quanto para

o tratamento sem LE.

No presente estudo, respostas em relacdo ao indice de desempenho fotossintético
(P1Abs) foram semelhantes em 0% LE e 75% LE, apresentando melhor desempenho em
relacdo aos demais tratamentos. O PIlAbs refere-se a conservacdo de energia de fotons
absorvidos pelo FS 11 (ABS), captura da energia de excitacdo (TR) e converséo da excitacao
de energia para o transporte de elétrons (ET) do intersistema (STRASSER et al., 2000,
STRASSER et al., 2004).

O indice de desempenho fotossintético (Plabs) por ser um parametro que incorpora
varios indicadores da fluorescéncia da clorofila-a, é altamente representativo para o
comportamento do fluxo energético na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese
(YUSUF et al., 2010). Assim alteracdes nestes parametros sao excelentes indicadores da

atividade fotossintética ou mesmo de estresse.

O parametro citado acima permite informacdes completas e quantitativas do estado
da planta e sua vitalidade, sendo que em varios estudos tem-se demonstrado que € um
parametro que estima com confiabilidade a vitalidade da planta frente as condi¢des impostas
pelo meio (STRASSER et al., 2004).

Alibertia edulis é uma planta do Cerrado, bioma que possui solos acidos com pH
variando de menos de 4 a pouco mais de 5, rico em aluminio, com disponibilidade de agua
intermitente e baixa disponibilidade de nutrientes, forte irradiancia e alta temperatura, com
incéndios frequentes durante a estacdo seca (ARANTES et al., 2016; PENA-PENA &

IRMLER, 2016), esse ambiente exige das plantas alta desenvoltura fotossintética, forte
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controle estomético e de temperatura, proporcionando-lhes capacidade de sobrevivéncia em
condigdes adversas (CHRISTOFFERSEN et al.,, 2014; HABERMANN et al., 2011,
RODRIGUES et al., 2016).

A reducdo em Gs pode representar uma vantagem imediata para prevenir a
desidratacéo dos tecidos vegetais (EGEA et al., 2011), por outro lado pode indicar estresse
e afetar diretamente assimilagdo de CO> pelos cloroplastos e consequentemente afetar a taxa
fotossintética (MAK et al., 2014), podendo ser identificados pelos parametros de absorc¢éo,
captura e transporte de elétrons do teste OJIP, que segundo Campos et al. (2014) sdo bons
indicadores de danos ao aparato fotossintético, no presente estudo a reducéo de Gs parece
estar relacionada a um ajuste fisioldgico, visto que o tratamento 100% LE apresentou menor

Gs no entanto ndo sofreu reducao na fotossintese.

Os resultados observados nesse estudo evidenciam a plasticidade comum a plantas
do cerrado stricto sensu que as habilitam a responder aos diferentes condicionantes
ambientais (LIBANO & FELFILI, 2006). Respostas plasticas com valor adaptativo
dependem de genes ou conjuntos de genes adaptados ou coadaptados (SILVA et al., 2011),
considerando que nem toda resposta plastica é necessariamente adaptativa (DALOSO et al.,
2009; TAIBI et al., 2015), respostas adaptativas sdo frequentes em populagdes sujeitas as
intempéries ambientais cujos genes sdo selecionados por pressdo de estresse (SANTIAGO
& PAOLLI, 2007; MISHRA et al., 2017).

Dessa forma, espera-se que plantas do cerrado sensu stricto ao longo das geracGes
adquiram patrimdnio génico que as possibilitem responder de maneira eficiente a uma gama
de fatores limitantes, considerando que este ambiente naturalmente possui condigdes que
exigem das plantas alta eficiéncia estomatica, fotoquimica, capacidade de absor¢éo de agua,
nutrientes e manutenc¢do do balango hidrico, mesmo sob condig¢des de pouca disponibilidade
de 4gua, baixo pH e altas concentracdes de aluminio na forma trocavel (ASSUNCAO &
FELFILI, 2004; HARIDASAN & ARAUJO, 1988; RUGGIERO et al., 2006). Estas
caracteristicas possivelmente explicam a tolerancia de A. edulis as diferentes concentragdes
de LE.

Conclusao

Em nosso estudo, o fato da Gs e TF em 100% LE exporem comportamento distinto
aos demais tratamentos, possivelmente, esta associado ao potencial fitotoxico e efeitos

osmaticos do lodo de esgoto em altas proporgdes.
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A reducdo de Gs e TF em 100% lodo parece estar relacionada a ajustes fisioldgicos
e ndo a uma resposta de estresse, visto que respostas negativas ndo persistiram a ponto de

comprometer o desempenho fotossintético.

Para a maioria dos parametros da fluorescéncia da clorofila-a avaliados nessa
pesquisa o desempenho fisioldgico de Alibertia edulis ndo diferiu entre os tratamentos com
lodo de esgoto e o controle.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem tolerancia de Alibertia edulis ao residuo
empregado, ressaltando a possibilidade de incorporacéo desse biossolido a substrato para

cultivo de espécies vegetais nativas do Cerrado.
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